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DESCRIPCIÓN

Secuencias reguladoras útiles para la expresión génica en tejido embrionario vegetal.

La presente invención se refiere a la biología molecular de las plantas. En particular, se refiere a secuencias de
promotores útiles para la expresión génica en determinados órganos y tejidos vegetales.

Los promotores vegetales aislados son útiles para la modificación 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 heterólogo. Luego, las células vegeta-
les se transforman con el vector de tal forma que la expresión del ADN heterólogo queda controlada por el pro-
motor.

Algunos promotores vegetales son específicos de tejido, mientras que otros son constitutivos y dirigen la expresión
esencialmente en todos los órganos y tejidos. Se pueden identificar promotores específicos 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 útiles para la manipulación genética de las plan-
tas. Los nuevos promotores específicos de tejido son particularmente útiles para la expresión controlada de diferentes
secuencias de ácidos nucleicos en plantas transgénicas. La presente invención trata ésta y otras necesidades.

La presente invención proporciona promotores de la metalotioneína del maíz específicos de los embriones. Se
pueden utilizar los promotores para proporcionar expresión específica de embriones de las secuencias heterólogas en
las plantas. En particular, los promotores son útiles para la expresión en el maíz.

Más específicamente, de acuerdo con un primer aspecto de la presente invención, 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 ó 1383-1465 de la SEQ ID n.º 5.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invención, se da a conocer un casete de expresión que comprende
un promotor específico de embriones unido operativamente a una secuencia de ácido nucleico heterólogo, 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.º 5.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invención, se proporciona un método para expresar una secuencia
de ácido nucleico heterólogo en una planta que comprende:

a) introducir en una célula vegetal un vector que comprende un promotor de la metalotioneína específico 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.º 5 unido operativamente a la secuencia de ácido nucleico heterólogo; y

b) regenerar una planta a partir de dicha célula.

En una realización preferida del tercer aspecto, el método comprende además la transmisión sexual a la progenie
de dicho promotor de la metalotioneína del maíz específico de embriones unido operativamente a dicha secuencia de
ácido nucleico heterólogo.

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

Definiciones

La terminología “ácidos nucleicos”, tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a ADN o a ARN.
“Secuencia de ácido nucleico” o “secuencia polinucleotídica” se refiere a un polímero mono- o bicatenario de bases
desoxirribonucleotídicas o ribonucleotídicas leídas 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 dirección negativa
desde el sitio de inicio de la transcripción. 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 terminología “promotor” se refiere a una región de ADN cadena arriba desde el codón de inicio de la traduc-
ción y que está implicado en el reconocimiento y la unión de la ARN-polimerasa y otras proteínas para iniciar la
transcripción. Un “promotor vegetal” es un promotor capaz de iniciar la transcripción en las células vegetales. La
terminología “promotor de la metalotioneína del maíz” tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a los
promotores vegetales que comprenden secuencias obtenidas de la región promotora de un gen de la metalotioneína
del maíz. Los promotores de la invención contienen elementos específicos de tejido que permiten que las secuencias
de ADN unidas operativamente se transcriban de forma específica en el embrión. Se considera que los promotores
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son promotores específicos de los embriones porque la transcripción del ADN unido operativamente es mayor en los
tejidos embrionarios que en otros tejidos.

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

La terminología “unido operativamente” tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a la unión de un
promotor cadena arriba de una secuencia de ADN de tal forma que el promotor interviene en la transcripción de la
secuencia de ADN. Se entiende que el objetivo de la secuencia promotora incluye las secuencias transcritas entre el
inicio de la transcripción y el inicio de la traducción y el codón de inicio de la traducción.

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

Un ácido nucleico o proteína “heterólogo” 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. Así, una secuencia promotora heteróloga en un casete de
expresión procede de una fuente diferente de la fuente de la secuencia codificante o, si procede de la misma fuente, su
forma original está modificada. La modificación se puede producir, por ejemplo, al tratar el ADN con una enzima de
restricción para generar un elemento promotor que es capaz de conferir la expresión específica de tejido al casete de
expresión que lo incluye.

Las frases “aislado” o “sustancialmente puro”, cuando se refieren a un polinucleótido o proteína, significan una
composición química que está libre de otros componentes subcelulares del organismo del cual se obtiene. Por regla
general, un compuesto está sustancialmente puro cuando al menos aproximadamente el 85% o más de una mues-
tra presenta un único esqueleto polipeptídico o secuencia polinucleotídica. Por lo general, las variantes menores o
las modificaciones químicas pueden compartir la misma secuencia polipeptídica. Dependiendo del procedimiento de
purificación, son posibles una pureza del 85% y, preferiblemente, una pureza por encima del 95%. La pureza u homo-
geneidad del ácido nucleico y de la proteína se pueden mostrar de muchas maneras bien conocidas en la técnica, tales
como la electroforesis en gel y similares.

La terminología “vegetal” o “planta” incluye plantas enteras, órganos vegetales (por ejemplo, hojas, raíces, 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 invención es generalmente tan amplio como la clase de las plantas superiores tratables con las técnicas
de transformación, incluidas las plantas monocotiledóneas y las dicotiledóneas.

El “porcentaje de identidad de la secuencia” para los polinucleótidos y los polipéptidos se determina comparando
dos secuencias alineadas óptimamente sobre una ventana de comparación, en la que la porción de la secuencia po-
linucleotídica o polipeptídica en la ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (por ejemplo,
huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para el alinea-
miento óptimo de las dos secuencias. Se calcula el porcentaje determinando el número de posiciones en las que se
encuentran la misma base de ácido nucleico o el mismo resto de aminoácido en ambas secuencias para producir el
número de posiciones idénticas, dividiendo el número de posiciones idénticas por el número total de posiciones en
la ventana de comparación y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de la identidad de la
secuencia. El alineamiento óptimo de las secuencias a comparar se puede realizar mediante aplicaciones informáti-
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 inspección. Por regla general, se comparan las secuencias
utilizando BESTFIT o BlastN con los parámetros por omisión.

Identidad sustancial de las secuencias polinucleotídicas significa que un polinucleótido comprende una secuencia
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75%, preferiblemente al menos del 80%, más preferiblemente
al menos del 90% y lo más 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%, más preferiblemente al
menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95%, son sustituciones idénticas o conservativas. Los polipép-
tidos que son “sustancialmente similares” comparten secuencias tal y como se destacó anteriormente, excepto que
las posiciones de los restos que no son idénticos pueden diferir por cambios de aminoácidos conservativos. Las sus-
tituciones de aminoácidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de los restos que tiene cadenas laterales
similares.

Otra indicación de que las secuencias polinucleotídicas son sustancialmente idénticas se produce si dos moléculas
se hibridan selectivamente una con la otra en condiciones rigurosas. La frase “que se híbrida selectivamente” se refiere
a una sonda de ácido nucleico que se hibrida o se une sólo a una secuencia de ADN o ARN de diana particular cuando
las secuencias de diana están presentes en una preparación de ADN o ARN celular total. Las condiciones rigurosas
dependen de las secuencias y serán diferentes en circunstancias diferentes. Generalmente, las condiciones rigurosas
se seleccionan para que estén a unos 20ºC por debajo del punto de fusión térmico (Tm) de la secuencia específica a
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una fuerza fónica y pH definidos. La Tm es la temperatura (a una fuerza iónica y pH definidos) a la cual el 50% de la
secuencia de diana se hibrida a una sonda emparejándose perfectamente.

Breve descripción de las secuencias

La SEQ ID n.º 1 es la secuencia del ADN del cebador SK.

La SEQ ID n.º 2 es la secuencia del ADNc de la metalotioneína Ec del maíz.

La SEQ ID n.º 3 es la secuencia del ADN del clon 651, que contiene las primeras 233 bases de la región codificante
de la metalotioneína Ec del maíz.

La SEQ ID n.º 4 es la secuencia del ADN del cebador T3.

La SEQ ID n.º: 5 es la secuencia del ADN del clon MGN 111-1.

La presente invención da a conocer nuevas secuencias de promotores vegetales útiles para la expresión de secuen-
cias de ácido nucleico deseadas en los embriones de las plantas. En particular, la invención da a conocer moléculas de
ácido 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 ó 1383-1465 de la SEQ ID n.º 5 de los promotores obtenidos de un gen de
la metalotioneína del maíz. Las secuencias del promotor de la invención se pueden utilizar para impulsar la expresión
de una serie de secuencias de ácido nucleico heterólogo en el tejido embrionario de las plantas transgénicas.

I. Aislamiento de promotores de la metalotioneína del maíz

Las secuencias promotoras de la presente invención comprenden los pares de bases 1446-1557, 1383-1557, 916-
1557, 50-1557, 1446-1649, 1383-1649, 916-1649, 50-1649, 1558-1649, ó 1383 - 1465 de la SEQ ID n.º. 5. Por lo
general, los promotores de la metalotioneína del maíz son idénticos o muestran una identidad de secuencia sustancial
(determinada tal y como se describe más arriba) a porciones de la secuencia nucleotídica del promotor de la metalotio-
neína del maíz descrita en las pares de bases 50 a 1649 de la SEQ ID n.º 5. A partir del maíz se pueden aislar numerosos
promotores diferentes que tienen homología o identidad de secuencia sustancial con las secuencias promotoras de la
SEQ ID n.º 5.

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

Se pueden utilizar una serie de métodos para aislar las secuencias promotoras de la metalotioneína. Por ejemplo,
se puede aislar ADN de una genoteca genómica utilizando sondas de ácido nucleico marcadas que tienen secuencias
complementarias a las secuencias descritas aquí. Se pueden utilizar sondas de longitud completa o también se pueden
generar sondas oligonucleotídicas. Alternativamente, se pueden aislar clones genómicos 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-
nipulación nucleotídica de los genes tales como subclonar las secuencias de ácido nucleico que codifican polipéptidos
en vectores de expresión, sondas de marcación, hibridación del ADN, y similares, se describen de forma general en
Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual (2ª 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”.

Además de la detección por medio de las secuencias descritas aquí, se pueden utilizar técnicas diseñadas para
identificar secuencias específicas para un tejido o tipos de células particulares para aislar secuencias (véase, por ejem-
plo, Sambrook et al.). Tales técnicas incluyen técnicas de hibridación diferencial como las descritas en la sección de
ejemplos o en Gurr et al. Mol. Gen. Genet. 226: 361-366 (1991). Además, se pueden utilizar técnicas de hibridación
sustractiva para preparar sondas específicas para detectar genotecas de ADNc o genómicas. También se pueden utilizar
estas técnicas para preparar genotecas sustractivas enriquecidas en las secuencias deseadas. Una vez que se identifica
un clon genómico 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 expresión de un gen estructural.

Las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos como la tecnología de la reacción de la cadena de la polimerasa
(PCR) también se pueden utilizar para amplificar los genes y secuencias promotoras deseados a partir de ARNm, de
ADNc y de genotecas de ADNc o genómicas. En las técnicas de PCR se pueden sintetizar cebadores oligonucleotídicos
basados en las secuencias descritas aquí y complementarios a los bordes en 5’ y 3’ de la región del ADN a amplificar. A
continuación se lleva a cabo la reacción 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 más pequeños
de esas regiones como se desee.
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Los oligonucleótidos a utilizar como cebador o sondas en los procedimientos antes mencionados se pueden sin-
tetizar químicamente según las técnicas estándares tales como el método del triéster de fosforamidita en fase sólida
descrito por primera vez por Beaucage et al. Tetrahedron Lett. 22(20): 1859-1862 (1981), que utiliza un sintetizador
automático, como se describe en Needham-Van Devanter et al., Nucleic Acids Res. 12: 6159-6168 (1984).

Tal y como se demuestra más abajo, secuencias que confieren una expresión específica de tejido se encuentran
en los promotores de la invención. Por esta razón, se pueden construir promotores heterólogos que tienen una expre-
sión específica de tejido como resultado de la presencia de los elementos específicos del tejido contenidos en estas
secuencias.

Otro elemento importante es el líder sin traducir en 5’, es decir, el extremo 5’ del ARNm que se extiende desde el
sitio de la caperuza en 5’ hasta el codón AUG de inicio de la traducción del ARNm. El líder desempeña una función
decisiva en la iniciación de la traducción y en la regulación de la expresión del gen. Para la mayoría de los ARNm
eucarióticos, la traducción se inicia con la unión de la proteína de unión a la caperuza, a la caperuza del ARNm. A
continuación se produce la unión de otros diferentes factores de traducción, así como el complejo de preiniciación
del ribosoma 43S. Este complejo se desplaza hacia 3’ por la molécula del ARNm mientras rastrea la presencia de un
codón de iniciación AUG en un contexto de secuencia adecuado. Una vez que lo ha encontrado, y con la adición de
la subunidad ribosómica 60S, el complejo de iniciación 80S completo inicia la traducción de la proteína. Pain (1986);
Moldave (1985); Kozak (1986). Se ha demostrado que la optimización de la secuencia líder de cara a la unión del
complejo ribosómico aumenta la expresión del gen como resultado directo de la mejora de la eficacia del inicio de la
traducción. Se han producido aumentos significativos en la expresión génica mediante la adición de secuencias líderes
de virus vegetales o de genes de choque térmico. Raju et al. (1993); (Austin, 1994). Dietrich et al. (1987) informaron
que la longitud del líder sin traducir en 5’ era importante para la expresión génica en los protoplastos.

Las realizaciones específicas de la invención incluyen las siguientes porciones de la SEQ ID n.º 5:

II. Construcción de casetes de expresión y vectores

Se conocen bien los métodos requeridos para construir vectores que contienen los casetes de expresión que com-
prenden un promotor de la invención unido operativamente a la secuencia deseada. Los requisitos mínimos del vector
son que la secuencia deseada de ácido nucleico se introduzca en un estado relativamente intacto. Por esta razón, de-
bería bastar cualquier vector que produzca una planta que lleve la secuencia introducida de ADN. La selección 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 invención comprenden, por regla general, un casete de expresión di-
señado para iniciar la transcripción de las secuencias polinucleotídicas en las plantas. Las secuencias acompañantes,
de origen bacteriano, también se incluyen para permitir que el vector se clone en un hospedador bacteriano. El vector
contendrá preferiblemente un origen de replicación procariótico de amplio espectro de hospedadores. También se debe
incluir un marcador de selección para permitir la selección de células bacterianas que llevan la construcción deseada.
Los marcadores de selección procarióticos adecuados incluyen la resistencia a antibióticos tales como la kanamicina
o la tetraciclina.
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Para la expresión de los polipéptidos en las plantas, el casete de expresión recombinante contendrá, además de la
secuencia polinucleotídica deseada y de la secuencia promotora de la invención, un sitio de iniciación de la traducción
(si la secuencia a transcribir carece de uno) y una secuencia de terminación de la transcripción. Los sitios únicos para
enzimas de restricción en los extremos 5’ y 3’ del casete se incluyen por regla general para permitir la introducción
fácil en vectores ya existentes.

En la construcción de las combinaciones de promotor heterólogo/gen estructural, el promotor se coloca preferible-
mente a la misma distancia aproximadamente del sitio de inicio de transcripción heteróloga a la que está el sitio de
inicio de la transcripción 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 función del promotor.

Tal y como se observó anteriormente, un casete de expresión también debe contener una región de terminación
de la transcripción cadena abajo del gen estructural para proporcionar una terminación eficaz. La región de termi-
nación 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 poliadenilación tam-
bién se añaden normalmente a la construcción del vector. Alber y Kawasaki, Mol. and Appl. Genet, 1: 419-434, 1982.
Las secuencias de poliadenilación incluyen, pero sin limitarse a éstas, la señal de la octopina-sintasa de Agrobacterium
(Gielen et al., EMBO J., 3: 835-846,1984) o la señal de la nopalina-sintasa (Depicker et al., Mol. and Appl. Genet, 1:
561-573,1982).

Por lo general, el vector contendrá un gen marcador de selección mediante el cual las células vegetales transfor-
madas se pueden identificar en el cultivo. Normalmente, el gen marcador codificará una resistencia a antibióticos o a
herbicidas. Estos marcadores incluyen la resistencia al G418, la higromicina, la bleomicina, la kanamicina, la genta-
micina, BastaTM y el clorosulfurón. Después de transformar las células vegetales, las células que tienen el vector se
identificarán por su capacidad para crecer en un medio que contiene el antibiótico en particular.

Ejemplos de genes estructurales adecuados que se pueden expresar utilizando las secuencias promotoras de la
invención incluyen genes para la resistencia a los herbicidas; genes para la resistencia a enfermedades fúngicas (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 aminoácidos del embrión.

III. Producción de plantas transgénicas

Se conocen bien y se describen en la bibliografía 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 heterólogo se pueden introducir en el genoma del hospe-
dador vegetal deseado mediante una serie de técnicas convencionales. Por ejemplo, la construcción de ADN se puede
introducir directamente en el ADN genómico de la célula vegetal utilizando técnicas tales como la electroporación
y la microinyección de protoplastos de células vegetales. Alternativamente, las construcciones de ADN se pueden
introducir directamente en el tejido vegetal utilizando métodos balísticos, como el bombardeo con partículas 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 transformación directa y se describen bien en la bibliografía científica.
La introducción de construcciones de ADN utilizando la precipitación con polietilenglicol se describe en Paszkowski
et al., Embo J. 3: 2717-2722 (1984). Las técnicas de electroporación se describen en Fromm et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82: 5824 (1985). Las técnicas de transformación balística se describen en Klein et al., Nature 327: 70-73
(1987). La transformación mediada por bigotes se describe en Frame et al., Plant J. 6:941-948 (1994).

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

La expresión de las secuencias de ADN heterólogo se pueden detectar por distintos caminos, según la naturaleza
de las secuencias heterólogas. Por ejemplo, se puede detectar la resistencia a un herbicida o patógeno mediante el
tratamiento con el herbicida o el patógeno. Se puede detectar la expresión mediante la medición del producto de
transcripción del ARN específico. Esto se puede realizar mediante, por ejemplo, procedimientos de transferencia
Northern. Si las secuencias de ADN heterólogo codifican una nueva proteína, se puede analizar el producto proteico,
por ejemplo, mediante su función o mediante una serie de técnicas de inmunoanálisis.

Las células vegetales transformadas que se obtienen mediante una cualquiera de las técnicas de transformación
anteriores se pueden cultivar para regenerar una planta entera que posee el fenotipo transformado deseado. La rege-
neración 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, págs. 124-176 (1983); y en “Binding,
Regeneration of Plants”, Plant Protoplasts, CRC Press, Boca Raton, págs. 21-73 (1985). También se puede conse-
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guir la regeneración a partir de callos, explantos, órganos, o partes de los mismos, de las plantas. Tales técnicas de
regeneración se describen de forma general en Klee et al., Ann. Rev. of Plant Phys. 38: 467-486 (1987).

El experto en la técnica reconocerá que, después de que un casete de expresión que comprende una secuencia del
promotor de la metalotioneína del maíz 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 reproducción estándares, según las especies a cruzar.

Las secuencias del promotor de la invención se pueden utilizar en la transformación de cualquier planta, incluidas
las dicotiledóneas y las monocotiledóneas. La transformación de las dicotiledóneas se describe en las referencias
anteriores. Se sabe que para la transformación de las monocotiledóneas se utilizan diferentes técnicas, incluida la
electroporación [por ejemplo, Shimamoto et al., Nature 338: 274-476 (19921 la balística (p. ej., solicitud de patente
europea 270.356); y Agrobacterium [p. ej., Bytebier et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 84:5345-5349 (1987)].

Los métodos y las composiciones de la invención se han utilizado en muchos tipos de plantas.

IV. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se dan a conocer a modo de ilustración y no de limitación.

Ejemplo 1

Secuenciación y análisis de los ADNc

Los ADNc del maíz específicos de embrión se identificaron secuenciando aleatoriamente clones individuales de
una genoteca de ADNc de embriones del maíz.

A. Preparación de la genoteca de ADNc de embriones del maíz

La genoteca de ADNc se preparó a partir de granos recolectados a los 20 DDP (días después de la polinización) a
partir de la estirpe endogámica de maíz CS608 que se había cultivado en el invernadero. Se recogieron los embriones
de los granos, se congelaron inmediatamente en hielo seco y se guardaron a -70ºC. Se extrajo ARN moliendo los
embriones (2,5 g) en nitrógeno líquido para obtener un polvo fino. A continuación se añadieron 10 ml del tampón de
extracción [Tris-HCl a 50 mM, pH 8,0, ácido para-amino-salicílico al 4% (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO), ácido
tri-iso-propilnaftalenosulfónico 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 homogeneizó
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-HCl a 0,1 M, pH 8,0. Se separaron las fases
orgánica y acuosa mediante centrifugación a 4ºC. Se retiró la fase acuosa y se extrajo con un volumen igual de
cloroformo/octanol (24:1). Luego, se transfirió el sobrenadante, se centrifugó, se transfirió de nuevo y se añadió medio
volumen de acetato de amonio a 7,5 M (pH 8,0). Después se precipitó el ARN en hielo durante 30 minutos.

El ARN precipitado se recogió por centrifugación y se disolvió en 1 ml de agua-DEPC (agua tratada con dietil-
pirocarbonato) (0,1% v/v). Se añadió la mitad del volumen de acetato de amonio a 7,5 M (pH 8.0) y dos volúmenes
de etanol al 100% y a continuación se precipitó el ARN a -20ºC durante 30 minutos. Se recogió el precipitado por
centrifugación, se lavó en etanol al 70% enfriado en hielo, se secó al aire y se disolvió en 0,5 ml de agua tratada con
DEPC.

Se purificó el ARNm poliA+ en columnas de oligo dT-celulosa (Collaborative Biomedical Products, Bedford,
MA). Se equilibró la oligo-dT celulosa (0,1 g) de tipo 3 en 5 ml del tampón 1 durante 30 minutos, en donde el
tampón 1 es un tampón de carga con NaCl a 0,5 M y el tampón de carga es Tris-HCl a 20 mM, pH 7,6, ácido etileno-
diaminotetraacético (EDTA) a 1 mM y lauril-sulfato de sodio (SDS) al 0,1%. Tras hacer fluir la columna, se lavó con
3 volúmenes de agua-DEPC, 3 volúmenes de un tampón de lavado [NaOH a 0,1 N, EDTA a 5 mM], 3 volúmenes
de agua-DEPC y 5 volúmenes del tampón 1. El sedimento de ARN disuelto se calentó a 65ºC durante 5 minutos, se
diluyó 2 veces con el tampón 2 [tampón de carga a 2x] y, luego, se aplicó a la columna de oligo-dT. El material de
flujo continuo se recogió, se volvió a calentar y se volvió a aplicar a la columna. A continuación, se lavó la columna
con 10 volúmenes del tampón 1 y después con 10 volúmenes del tampón 3 [tampón de carga que tiene NaCl a 0,1 M].
Se eluyó el ARN poliA+ con 3 volúmenes del tampón de elución [Tris-HCl a 10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, SDS
al 0,05%] y se recogió 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 precipitó a -20ºC durante 16 horas después de añadir 2,2 volúmenes de etanol al 100%. Se
recogió el precipitado por centrifugación, se lavó con etanol al 70%, se secó y se disolvió en 50 µl de agua tratada con
DEPC. A continuación se volvió a purificar este material sobre una columna nueva de oligo-dT, tal y como se describió
más arriba, para producir ARNm muy enriquecido en poliA+. Se determinó la concentración del ARN midiendo la
DO260 nm.

Se convirtieron 5 µg de ARN poliA+ a ADNc y se clonaron en el vector LAMB-DA UNI-ZAP utilizando el kit
de síntesis y clonación de ADNc en Lambda ZAP de acuerdo con los protocolos del fabricante (Stratagene, La Jolla,
CA). La genoteca resultante tenía un título original de 3,38 x 1010 unidades formadoras de calvas/ml (ufc/ml), más del
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95% eran recombinantes y el tamaño medio del inserto era de 1,35 kb. Se amplificó la genoteca de ADNc de acuerdo
con Sambrook et al., (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2ª Ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press)
y tuvo un título de 6,0 x 106 ufc/ml. Toda la genoteca de ADNc se guardó por lotes y se aisló tal como sigue: 5 ml de
células de E. coli XL1 Blue (Stratagene) a una DO600 nm = 1,0 en MgSO4 en 10 mM se mezclaron con 8,3 µl (5 x 108

ufp) de la reserva amplificada de fagos de la genoteca de ADNc de embriones y 100 µl de fago ayudante EXAS-SIST
(Stratagene), y se incubaron a 37ºC durante 20 minutos. Se añadieron 25 ml del medio TY, pH 7,8 [triptona a 8,0 g/l,
extracto de levadura a 5,0 g/l y NaCl a 2,5 g/l] y se incubaron las células a 37ºC durante 3 horas en agitación. Después,
se mataron con calor las células bacterianas a 68ºC durante 15 minutos y se recuperó el sobrenadante. Se mezclaron 500
µl de sobrenadante con 14,5 ml de células SOLR (Stratagene) (DO600 nm = 1,5), se incubó a 37ºC durante 15 minutos,
se añadió 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 µg/ml) y se cultivó durante una noche. Después se obtuvo el ADN plasmídico por lisis alcalina/purificación en
CsCl, de acuerdo con Sambrook et al (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2ª ed. (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press) y se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa tras la digestión con EcoRI/XhoI. Tras la
electroforesis se observó una estela que iba de 0,5 a 3,0 kb.

B. Recuperación del fagómido, extracción del ADN y secuenciación

El fago se sembró en placa tal y como se describió en los protocolos proporcionados con el kit de síntesis 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 tampón SM (por litro: NaCl 5,8 g, MgSO4 2,0 g, 50 ml de Tris-Cl a 1 M,
pH 7,5, y 5 ml de gelatina al 2%) y se dejó difundir durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente o durante una noche
a 4ºC. Se recuperaron los fagos en la forma fagómida mediante la excisión in vivo y la recirculación utilizando los
protocolos descritos por Stratagene, con las modificaciones que siguen. A un tubo FALCON 2059 estéril de 5 ml se
le añadieron los componentes siguientes: 200 ml de células XL1-BLUE (Stratagene) cultivadas a una DO600 de 1,0;
100 ml de la reserva de fagos en SM; 1 ml de fago ayudante EXASSIST (Stratagene). Se incubó esta mezcla a 37ºC
durante 15 minutos. Se añadieron 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 37ºC durante 2-2,5 horas con agitación. Se calentaron los tubos a 65ºC-
70ºC durante 20 minutos y, a continuación, se transfirieron alícuotas de 1 ml a tubos de microcentrifugación estériles
que se centrifugaron durante 5 minutos a 12.000xg. Este sobrenadante contiene el plásmido empaquetado como una
partícula de fago filamentosa. Los fagómidos recuperados se sembraron en placas combinando 200 ml de células
SOLR (Stratagene) cultivadas a una DO600 = 1,0 con 1 ml de la reserva de fagos descrita anteriormente. Se incubaron
los tubos a 37ºC durante 15 minutos. Las células que contienen el fagómido 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 37ºC. Se cultivaron colonias aisladas en 3 ml de medio LB durante la extracción
del ADN del fagómido utilizando el sistema de purificación de plásmidos QIAWELL (Qiagen, Santa Clarita, CA).

C. Secuenciación y análisis

El ADN plasmídico se secuenció utilizando el kit de secuenciación PRISM Ready Reaction DYEDEOXY Termi-
nator Cycle (Perkin Elmer/Applied Biosystems Divison, Foster City, CA) de acuerdo con el protocolo número 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.º1: 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 secuenciación para localizar las ambigüedades utilizando el programa editor
de secuencias de ADN SEQED 675 (Perkin Elmer/Applied Biosystems Division). Las secuencias que contenían 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 maíz tenían una identidad entre
el 96% y el 99% con el número de acceso U10696 de GenBank que codifica un posible homólogo de la metalotio-
neína Ec del maíz [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 seleccionó el plásmido p8.5Ec para la
secuenciación de todo el ADNc. La secuencia del ADNc que codifica la metalotioneína Ec del maíz se ofrece en la
lista de secuencias como la SEQ ID n.º: 2.

D. Descripción del plásmido p8.5Ec

El plásmido p8.5Ec es un plásmido de 3502 pb que contiene el ADNc de la metalotioneína de Ec del maíz clonado
en los sitios de restricción de EcoRI y XhoI del pBluescript® SK+ (Stratagene®, La Jolla, CA). La secuencia de ADN
del p8.5Ec se basa en las siguientes asignaciones de secuencia: el nucleótido 1 corresponde a la A del codón ATG
que codifica la metionina del gen de resistencia a la ampicilina y continúa por la hebra sentido del ADN hacia el
codón de parada del gen de resistencia a la ampicilina, y luego hacia el ATG del gen lacZ. Los nucleótidos 1-2127
del p8.5Ec son el inverso complementario de los nucleótidos 707-2833 del plásmido 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 clonación único de EcoRI
GAATTC; las bases 2134-2139 son GGCACG; las bases 2140-2704 corresponden al ADNc 8.5 de la metalotioneína
(SEQ ID n.º 2); las bases 2705-2710 son el sitio de clonación único de XhoI; las bases 2711-3502 corresponden al
inverso complementario de los nucleótidos 1-667/2834-2958 del plásmido pBluescript® SK+ tal y como se describe
en el sitio web de internet de Stratagene®.
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Ejemplo 2

Análisis de la expresión específica de tejido y el patrón de desarrollo en las semillas

Los genotipos de maíz propiedad de Dow AgroSciences CS608, HO1, CQ806, OQ414 y Hill, y una B73 endogá-
mica de uso frecuente, se cultivaron en condiciones de invernadero estándares. Para el análisis de la expresión génica
específica de tejido del gen de la metalotioneína (Met), se recogieron los tejidos en los momentos de desarrollo de
interés y se congelaron a -70ºC hasta que se vaya a extraer el ARN. Se analizaron los siguientes tejidos y genotipos:
Carril 1: callos de Hill; 2: raíces del genotipo B73 a los 23 días después de la germinación; 3: raíces de B73 a los 63
días; 4: hoja de B73 a los 23 días; 5: hoja de Hill a los 60 días; 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 días después de la polinización (DDP); 9:
endospermo de B73 a los 20 DDP; 10: embrión de CS608 a los 20 días DDP; 11: embrión de HO1 a los 20 DDP; 12:
embrión de CQ806 a los 20 DDP; 13: embrión de OQ414 a los 20 días DDP; 14: embrión de Hill a los 20 DDP.

Para la determinación del patrón de expresión temporal de Met en los embriones de las semillas, se diseccionaron
los granos de espigas de CQ806 y HO1 a diferentes días después de la polinización (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 cónicos de 50 ml en hielo seco. El material congelado se guardó a -70ºC hasta que se extrajo el
ARN. Se extrajo ARN moliendo los tejidos o los embriones (2,5 g) en nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino.
A continuación se añadieron 10 ml del tampón de extracción [Tris-HCl a 50 mM, pH 8,0, ácido para-amino-salicílico
al 4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), ácido tri-iso-propilnaftalenosulfónico (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 homogeneizó 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-HCl a 0,1 M, pH
8,0. Se separaron las fases orgánica y acuosa mediante centrifugación a 4ºC. Se retiró la fase acuosa y se extrajo con un
volumen igual de cloroformo/octano) (24:1). A continuación se transfirió el sobrenadante, se centrifugó, se transfirió
de nuevo y se añadió medio volumen de acetato de amonio a 7,5 M (pH 8,0). Después se precipitó el ARN en hielo
durante 30 minutos. Se recogió el ARN precipitado mediante centrifugación y se disolvió en 1 ml de agua tratada con
dietilpirocarbonato (0,1%, v/v), de aquí en adelante, agua-DEPC. Se añadió medio volumen de acetato de amonio a
7,5 M (pH 8.0) y dos volúmenes de etanol al 100% y después se precipitó el ARN a -20ºC durante 30 minutos. Se
recogió el precipitado mediante centrifugación, se lavó en etanol al 70% enfriado en hielo, se secó al aire y se disolvió
en 0,5 ml de agua tratada con DEPC. Para el análisis de expresión, se fraccionaron 2 µg de ARN por muestra mediante
electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizantes al 1,0%, NaPO4 a 10 mM pH 6,8. El volumen de la muestra que
contiene los 2 µg de ARN se diluyó hasta 8 µl con agua-DEPC, y se desnaturalizó con un volumen igual del tampón de
muestra a 2x [NaHPO4 a 40 mM, pH 6,8, EDTA a 10 mM, formaldehído al 6%, formamida al 50%] y se calentó a 68ºC
durante 15 minutos. Se enfrió en hielo la muestra desnaturalizada y se añadieron 4 µl de tampón de carga [glicerol
al 50%, EDTA a 10 mM, NaPO4 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 tampón de fosfato a 10 mM. Se transfirió 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 interconectó el ARN con la membrana utilizando un
STRATALINKER UV (Stratagene). Se prehibridó la membrana con el ARN durante 3 horas a 42ºC en tampón de
hibridación [fosfato de sodio a 50 mM, pH 6,5, NaCl a 0,8 M, EDTA a 1 mM, SDS al 0,2%, seroalbúmina bovina al
0,05%, Ficoll tipo 40 al 0,05%, sulfato de dextrano al 10%]. Se obtuvo una sonda de hibridación específica para la
región codificante de Met mediante la digestión del plásmido p8.5EcMet con las enzimas EcoRI y XhoI, y después
se purificó del gel el fragmento de Met de 550 pb. Se marcaron 20 ng del fragmento purificado del gel con 50 µCi
de [α-32P]-dCTP (NEN Research Products) utilizando perlas de marcación READY-TO-GO (Pharmacia) siguiendo
las instrucciones del fabricante y se purificaron en columnas de ajuste NUCTRAP (Stratagene). Se desnaturalizó la
sonda marcada hirviéndola durante 5 minutos y enfriándola en hielo durante 5 minutos, y se añadió directamente a los
filtros prehibridados. Se realizó la hibridación en bolsas SEAL-A-MEAL (DAZEY Corp., Industrial Airport, KA) a
42ºC durante 16 horas. Se lavaron los filtros 6 veces durante 30 minutos con gran exceso (500 ml) de una disolución
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 60ºC. Los
filtros se expusieron a una película Kodak X-OMAT (Eastman Kodak Co., Rochester, NY) utilizando una pantalla de
intensificación (DuPont Cronex) a -70ºC. Los resultados demostraron que el gen Met se expresa específicamente en el
embrión.

Ejemplo 3

Clonación del promotor del gen de la metalotioneína del maíz específico de embrión

Se construyó una genoteca genómica de maíz (estirpe endogámica OQ414) mediante sistemas de clonación de
Stratagene (La Jolla, CA) utilizando el ADN genómico que se purificó en Dow AgroSciences con los protocolos de
extracción estándares que usan CTAB. Se construyó la genoteca utilizando el vector Lambda DASHTM II (Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA). Se amplificó 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 106 calvas utilizando un fragmento
de ADNc EcoRI/XhoI de 700 pares de bases del clon 8.5 como una plantilla para la síntesis de la sonda con un kit
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de marcación aleatoria (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN). Se identificaron tres clones positivos (λ Met2, λ
Met12 y λ Met14) después de varias rondas de hibridación de las calvas. Los ADN purificados de estos clones se
digirieron con varias enzimas de restricción y se caracterizaron mediante el análisis por transferencia Southern. El
mapa de restricción indicó que el inserto de los fagos contenía sólo el extremo 5’ de la secuencia codificante, pero
al menos 15 kilobases de las secuencias sin traducir en 5’ que contendrían la secuencia del promotor. Los tres fagos
tenían patrones de restricción idénticos con un inserto de 16 kb. Se eligió un clon, el λ Met14, para analizarlo con
más detalle. Un fragmento de EcoRI de 1800 pb que se hibridó con la sonda del ADNc se extirpó a partir de un gel
de agarosa al 1,0% y se purificó el ADN con Qiaex II (Qiagen, Hilden, Alemania) y se ligó en el sitio de clonación
de EcoRI del pBluescript®II SK(-) (Stratagene, Inc.) [las endonucleasas de restricción y la ADN-ligasa de T4 se
obtuvieron de Bethesda Research Laboratories (Bethesda, MD)]. Con las ligaciones se transformó DH5α (Laboratory,
Bethesda, MD). Se seleccionaron plásmidos recombinantes en agar de Luria (Gibco, Bethesda, MD) que contenía
ampicilina a 75 mg/l (Sigma, St. Louis, MO) y 40 ml/placa de una solución madre de X-gal a 40 mg/ml (Boehringer
Mannheim, Indianápolis, IN). Los ADN plasmídicos de ocho transformantes independientes se purificaron utilizando
el sistema de purificación de ADN por minipreparación WizardTM plus (Promega, Madison, WI). Siete de los ocho
tenían el inserto esperado y se eligió el clon 65-1 para el análisis posterior.

Los cebadores para la secuenciación 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.º 3. El clon 65-1
contenía las primeras 233 bases de la región codificante de la proteína metalotioneína tal y como se predecía a partir
de la secuencia del ADNc.

Se amplificó el promotor utilizando la reacción 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.º 4: (5’ GCA CCC CAT GGC CGA TCG ACG CCT CTT
AAT TTC CTC TA 3’). Esto introdujo un sitio de restricción NcoI para la posterior fusión del promotor con las
regiones codificantes del gen. Las reacciones de amplificación se completaron con el sistema de PCR ExpandTM Long
Template (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). Se realizaron las amplificaciones en placas de microtitulación a
una temperatura de hibridación de 56ºC. Se separaron los productos de la amplificación y se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. El producto de la amplificación de 1800 pb resultante se recortó de la agarosa y
se purificó el ADN utilizando Qiaex II (Qiagen, Hilden, Alemania). Se ligaron los productos en el pCR2.1 utilizando el
kit de clonación Original TA (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Con las ligaciones se transformaron las células
competentes One ShotTM INVαF del kit de clonación Original TA. Se aisló el ADN plasmídico de ocho transformantes
independientes y siete de los ochos tenían el inserto del tamaño esperado sobre la base de las digestiones con EcoRI.
Se liberó el promotor en un fragmento XbaI/NcoI del clon 67-8 aprovechando la presencia del sitio de restricción XbaI
en el vector de clonación TA. Se ligó el promotor en el sitio XbaI/NcoI del GGN61-1 que reemplazó el promotor de
la globulina del maíz S (glbs) que estaba fusionada al gen de la β-glucuronidasa (GUS) (Jefferson, 1986) y la región
sin traducir en 3’ de la nopalina-sintasa (nos). Con esta mezcla de ligación se transformó DH5α, se hicieron crecer las
colonias resistentes a la ampicilina sobre membranas de nilón y se rastrearon mediante hibridación con el fragmento
XbaI/NcoI marcado del promotor de la metalotioneína del clon 67-8 descrito anteriormente. Se marcaron 20 ng del
fragmento purificado del gel con 50 µCi de [α-32P]-dCTP (Amersham Corp., Arlington Heights, IL) utilizando perlas
de marcación READY-TO-GO (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) siguiendo las instrucciones del fabricante y se
purificaron en Microcolumnas G-50 ProbeQuantTM (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Se desnaturalizó la sonda
marcada hirviéndola durante 5 minutos y enfriándola en hielo durante 5 minutos, y se añadió directamente a los filtros.
Se realizó la hibridación en bolsas ZipLoc (DowBrands, Indianápolis, IN) a 60ºC durante 16 horas. Se lavaron los
filtros tres veces durante 15 minutos con gran exceso (1000 ml) de la disolución 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 60ºC. Se expusieron los filtros a una radiografía
de Fuji NIF (Stamford, CT) utilizando dos pantallas intensificadoras (DuPont Lightning Plus) a - 70ºC durante seis
horas. Se aisló el ADN plasmídico de ocho de los clones que se hibridaron con el promotor tal y como se describió
anteriormente y se analizó por digestión por restricción utilizando las enzimas EcoRI y NcoI. Los clones MGN77-1
y MGN77-4 se eligieron para el análisis de secuencia del ADN, el cual reveló que el promotor se encontraba en la
orientación correcta; sin embargo, había una deleción irregular de 46 pares de bases que comenzaba en la posición
-185 desde el codón de inicio ATG y que continuaba hasta la base -256. Lo más probable es que esta deleción se
introdujera durante las reacciones de amplificación. Para corregir la secuencia, el fragmento PinAI/KpnI de 2212 pb
de MGN77-4 se ligó con el fragmento PinAI/KpnI de 4482 pb de 65-1. Con esta mezcla de ligación se transformó
DH5a y se seleccionaron las colonias resistentes a la ampicilina. Se cultivaron ocho de las colonias resultantes para
extraer el ADN tal y como se describió anteriormente, y se analizaron los ADN mediante digestión con XhoI y NcoI.
Todos los clones parecían tener los fragmentos de restricción con el tamaño adecuado y se determinó la secuencia del
clon MGN111-1 (SEQ ID n.º 5). La secuencia de este clon parecía correcta y se preparó el ADN para los experimentos
de transformación.

Ejemplo 4

Comprobación transitoria de la construcción metalotioneína-Gus

Se analizó la expresión transitoria de dos plásmidos, el MGN111-1 (que contiene el promotor de la metalotioneína
fusionado a GUS) así 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
cigóticos inmaduros. Para analizar la expresión, 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 días antes de la administración del ADN. El medio 15Ag10 consistía
en sales básicas N6 y vitaminas, Fe-EDTA, sacarosa a 20 g/l, L-prolina a 2,9 g/l, hidrolizado enzimático de caseína
(ECH) a 100 mg/l, ácido 2,4-dicloro-fenoxiacético (2,4-D) a 1 mg/l, nitrato de plata a 10 mg/l y GELRITE a 2,5 g/l
(Schweizerhall, South Plainfield, NJ) a pH 5,8. Para la detonación, se dispusieron aproximadamente 12 embriones en
un área de diana de aproximadamente 1 cm2 en el medio de lisis y se cubrieron con una criba de acero inoxidable de
230 µm. El medio de detonación difería del 15Ag10 en que contenía L-prolina a 690 mg/l, agar al 2% y nada de nitrato
de plata.

Para la detonación, se precipitaron 140 µg de ADN plasmídico sobre 60 mg de partículas de oro esféricas enjuaga-
das en alcohol (diámetro de 1,0 µm) añadiendo 74 µl de CaCl2 a 2,5 M y 30 µl de espermidina a 0,1 M (base libre) a
300 µl de ADN plasmídico. Inmediatamente, se mezcló vorticialmente la disolución y se dejaron reposar las partículas
de oro recubiertas de ADN. Se retiró el sobrenadante transparente resultante y se volvieron a suspender las partículas
de oro en 1 ml de etanol absoluto. Se diluyó esta suspensión con etanol absoluto para obtener 15 mg de partículas de
oro recubiertas de ADN por mililitro [Paredy et al., (1997), Maydica 42: 193-154].

La detonación con helio aceleró las partículas de oro en suspensión 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.º 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 µm) y se colocaron en un vacío parcial de 25 pulgadas de Hg en la cámara del dispositivo.
Las partículas de oro recubiertas de ADN se diluyeron adicionalmente 1:1 con etanol absoluto antes de la detonación
y se aceleraron una vez en la diana de embriones con una presión de helio de 1500 psi, dispensándose con cada
detonación 20 µl de la suspensión de ADN/oro.

Un día después de la detonación, se sometieron los embriones a un análisis histoquímico del GUS [Jefferson (1987)
Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387-405]. Brevemente, se colocaron los tejidos en placas de microtitulación de 24 pocillos
(Corning) que contenían 500 µl del tampón de análisis [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-glucurónido a 1,9
mM y TRITON X-100 al 0,06%] por pocillo y se incubaron en la oscuridad durante 1 a 2 días a 37ºC antes del análisis.
Se contaron al microscopio las unidades de expresión de GUS, visualizadas como puntos azules por área de diana.
Los resultados de la expresión transitoria se presentan en la tabla 1. En resumen, se observaron niveles de expresión
transitoria de moderados a elevados con el promotor de la metalotioneína en los embriones cigóticos inmaduros del
maíz.

TABLA 1

Expresión transitoria de GUS de la construcción metalotioneína-GUS en los embriones inmaduros de maíz

Ejemplo 5

Producción de callos transformados de manera estable v desarrollo de embriones somáticos maduros

Para producir callos transgénicos estables para la maduración in vitro de los embriones somáticos, se detonó sobre
dianas de callos de “tipo II” tal y como se describió anteriormente. Se iniciaron cultivos de callos de “tipo II” a partir
de embriones cigóticos inmaduros del genotipo “Hi-II” [Armstrong et al, (1991) Maize Cooperation Newsletter, págs.
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 autopolinización o la polinización entre hermanos de una planta Hi-II.
Se cultivaron los embriones inmaduros (de 1,5 a 3,5 mm) en medio de iniciación 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 caseína a 100 mg/l, AgNO3
a 10 mg/l, GELRITE a 2,5 g/l y sacarosa a 20 g/l, con un pH de 5,8. La selección del callo de tipo II tuvo lugar durante
alrededor de las 2 a 12 semanas. Después de cuatro semanas, se subcultivó el callo en un medio de mantenimiento
(medio de iniciación en el que se omitió el AgNO3 y se redujo la L-prolina a 6 mM).

Se realizó una preparación de partículas tal y como se describió previamente. Después, se extendieron alrededor de
600 mg de tejido de callo embriógeno 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 caseína y de L-prolina, pero que está complementado
con sorbitol a 0,2 M y manitol a 0,2 M como un osmótico. Tras un pretratamiento de 4 a 16 horas, se transfirió el tejido
a discos de cultivo que contenían el medio de detonación [medio osmótico solidificado con agar de cultivo de tejidos
a 20 g/l (JRH Biosciences, Lenexa, KS) en vez de GELRITE (Schweizerhall) a 7 g/l]. Se realizó la detonación con
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helio tal y como se describe en la presente memoria. Inmediatamente después de la detonación, se transfirió el tejido a
medio osmótico durante un periodo de recuperación de 16 a 24 horas. Después, se dividió el tejido en piezas pequeñas
y se transfirió al medio de selección [medio de mantenimiento que carece de hidrolizado de caseína 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 selección nuevo. Después de 6 semanas y hasta las 20 semanas, se retiraron y se
aislaron los sectores del callo que se encontraban en proliferación frente a un contexto de tejido con el crecimiento
inhibido. El tejido resistente a BASTA resultante se subcultivó bisemanalmente en medio de selección nuevo.

A partir de estos cultivos transformados de forma estable, se hicieron desarrollar embriones somáticos a modo de
embriones semilla haciendo crecer callo embriógeno en medio MS que contiene sacarosa al 6% (p/v). Se hizo crecer
el callo durante 7 días y, a continuación, se transfirieron individualmente los embriones somáticos al medio MS con
sacarosa al 6% y ácido abscísico a 10 µM, de aquí en adelante, ABA.

Ejemplo 6

Análisis estable de la expresión de metalotioneína-GUS en embriones somáticos maduros

A. Se sometieron 190 dianas de callo embriógeno de tipo II a una detonación 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-
tioneína 1-GUS). Utilizando la selección con Basta®, se produjeron 42 colonias resistentes a Basta®. Se transfirieron
callos de unas 32 estirpes transgénicas a medio de maduración de embriones con o sin ABA para que se desarrollen
embriones somáticos utilizando el procedimiento descrito anteriormente. Después de 14 días de cultivo, los embriones
somáticos de diferentes estirpes transgénicas se sometieron a un análisis histoquímico 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 expresión
del GUS variaba de una estirpe a otra, se observaron unos niveles de expresión de moderados a elevados en unas pocas
estirpes tal y como se muestra en la tabla 2.

B. Análisis por southern del callo de maíz transgénico para Met

Se analizó el callo transgénico para detectar la presencia del gen GUS integrado mediante el análisis por southern.
Se retiró material del callo desde los medios y se sumergió en agua destilada durante 30 minutos antes de liofilizarlo.
Se preparó ADN genómico 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 µg de cada ADN con las enzimas de restricción EcoRI
y KpnI utilizando las condiciones sugeridas por el fabricante (Bethesda Research Laboratory, Gaithersburg, MD) y se
separaron por electroforesis en gel de agarosa. Se transfirió el ADN a una membrana de nilón 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 plásmido pDAB418 se extrajo una sonda específica para la región codificante de la β-glucuronidasa (GUS)
utilizando las enzimas de restricción NcoI y SstI. El fragmento de 1,9 kb resultante se purificó con el kit de purificación
de ADN Qiaex II (Qiagen Inc., Chatsworth, CA). La sonda se preparó usando perlas de marcación de ADN Ready to
Go (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ) con 50 µCi de [α-32P]-dCTP (Amersham Life Science, Arlington Heights, IL).
Se hibridó la sonda de GUS con el ADN genómico sobre los filtros durante una noche a 60ºC. Los filtros se lavaron
a 60ºC en SSC a 0,25X y SDS al 0,2% durante 45 minutos, se secaron sobre papel absorbente y se expusieron a una
película XAR-5 con dos pantallas intensificadoras durante una noche.

Se caracterizaron 15 estirpes de MGN.callo transgénicas mediante análisis por southern. Se digirió el ADN genó-
mico con las enzimas de restricción EcoRI y KpnI que deben dar lugar a un fragmento de 3,8 kb cuando se hibridan
a una sonda específica para la región codificante del GUS. El producto de hibridación de 3,8 kb debe consistir en el
promotor de la metalotioneína, la región codificante de la β-glucuronidasa y la 3’ UTR de la nopalina-sintasa. Diez
de las 15 estirpes de callo analizadas contenían una construcción del gen intacto tal y como resulta evidente mediante
el producto de hibridación de 3,8 kb. Cuatro estirpes tenían un número de integraciones moderado al estar dos o tres
productos de hibridación presentes. Seis estirpes tenían un número de integraciones complejo al contener más de tres
y hasta 13 productos de hibridación. Los resultados del análisis de transferencia Southern para las estirpes de callo
transgénicas se resumen en la tabla 2.

Ejemplo 7

Regeneración de plantas transgénicas y análisis de la expresión de metalotioneína-GUS

A. Se inició la regeneración transfiriendo tejido de callo a un medio de inducción a base de citocinas, que consistió
en sales de Murashige y Skoog, de aquí 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
aquí 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 inducción de dos semanas, se transfirió el tejido de manera no selectiva a un
medio de regeneración sin hormonas, que era idéntico al medio de inducción, salvo que carecía de 2,4-D y de BAP,
y se mantuvo con mucha luz. Se retiraron plántulas pequeñas (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 plántulas a macetas de 10 cm que contenían 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 raíces
suficiente. Se cultivaron con un fotoperiodo de 16 h complementado mediante una combinación de lámparas de sodio
y de haluros metálicos a gran presión, y se mojaron según se necesitara con una combinación 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. Análisis de tipo Southern de las plantas transgénicas

Se completó el análisis de tipo Southern en tejido de la planta para confirmar la presencia de la fusión intacta del
gen de GUS. Se recogió material foliar de hasta cuatro plantas por estirpe R0 cuando alcanzaron la etapa de 6 a 8
hojas. Se preparó ADN genómico de las plantas R0 a partir de tejido liofilizado tal y como se describió anteriormente.
Se caracterizaron cuatro estirpes MGN R0 mediante análisis de tipo Southern. Se digirió el ADN genómico con las
enzimas de restricción EcoRI y KpnI que deben dar lugar a un fragmento de 3,8 kb que se hibrida a una sonda
específica para la región codificante del GUS. El producto de hibridación de 3,8 kb debe consistir en el promotor de
la metalotioneína, la región codificante de la β-glucuronidasa y la 3’ UTR de la nopalinasintasa. Tres de las cuatro
estirpes R0 analizadas contenían una construcción del gen intacto tal y como resulta evidente por el producto de
hibridación de 3,8 kb. Las cuatro estirpes tenían un número complejo de integraciones al contener desde más de tres
y hasta 10 productos de hibridación. Los resultados del análisis de tipo Southern de las plantas de las cuatro estirpes
transgénicas se resumen en la tabla 2.

TABLA 2

Ejemplo 8

Polinización y análisis de GUS de las plantas transgénicas

A. Los regenerantes primarios (plantas R0) 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 R1 a los 40 a 45 días después
de la polinización. Cuando no fueron posibles la autopolinización o la polinización entre hermanos, se sometieron las
plantas a exogamia con endogámicas elite. A continuación, estos granos se plantaron en macetas de cinco galones para
obtener las plantas R1 que se autocruzaron o se sometieron a exogamia con las endogámicas selectas para producir las
semillas R2.
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Para otro análisis de la expresión de metalotioneína-GUS, se regeneraron plantas de 9 estirpes transgénicas inde-
pendientes. Las plantas R0 de cuatro estirpes (pDAB308/MetI-16, 28, 35, 44) se hicieron crecer hasta la madurez y se
polinizaron de forma controlada (autopolinización, polinización entre hermanos o polinización cruzada con CQ806)
tal y como se describe en la presente memoria. El análisis histoquímico de la hoja y/o la raíz de las plantas R0 y R1 de
dichas plantas (es decir, pDAB308/MetI-28) fue negativo. Sin embargo, los embriones de las semillas producidos por
dicha planta a los 25 DDP mostraron unos niveles de expresión de GUS de bajos a altos (tabla 3). Aunque se observó
la expresión de GUS en la capa de la aleurona, no se observó expresión en el endospermo.

TABLA 3

B. Análisis 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 endogámica, y se examinaron histoquímicamente para detectar la expresión del GUS. Se recogieron
embriones de las espigas 7 y 31 días después de la polinización (DDP). Se determinó histoquímicamente la expresión
de GUS tal y como describió Jefferson (1987) Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387-405. Los resultados se resumen en la tabla
4. No se observó ninguna expresión de GUS en los embriones de las plantas de control negativo. Se observó expresión
en todos los embriones analizados de las estirpes transformadas con el plásmido de control negativo, UGN81-3 (control
positivo), que contiene el gen de GUS impulsado por el promotor del gen de la ubicuitina 1 del maíz. El inicio de la
expresión fue variable en las estirpes individuales transformadas con pMGN111-1, que contiene el GUS impulsado
por el promotor de la metalotioneína. Se observó la primera expresión a los 10 días después de la polinización (DDP)
en la estirpe 308/MET1-28 y lo más tardar a los 20 DDP en la estirpe 308/Met-44. La expresión en todas las estirpes
de MET continuó hasta la madurez a los 31 DDP.

TABLA 4
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C. Análisis de GUS en raíces 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 evaluación cuantitativa de la expresión de GUS.
Además, se recogieron las muestras de la endogámica de maíz CQ806, que se utilizó 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 habían transformado con el plásmido pUGN81-3 y que sirve como un control positivo para la expresión.
Se recogió tejido de hoja y de raíz de las plantas transgénicas R1 en la etapa V6 (seis hojas), se congeló en nitrógeno
líquido y se molió para obtener un polvo fino en un mortero. Se pesaron las muestras en tubos de centrifugación de 50
ml. Por gramo de muestra, se añadieron a cada muestra 4 ml de tampón de extracción GUS-LightTM (Tropix, Bedford,
MA), modificado por la adición de glicerol al 20%, polivinilpolipirrolidona al 1,0% y 7 ml/ml de β-mercaptoetanol,
y se homogeneizó la muestra durante dos intervalos de 10 s. Se mantuvieron las muestras en hielo durante todo el
protocolo de extracción y se limpió por centrifugación a 3000 rpm y 5ºC durante 5 minutos. Se transfirieron dos
alícuotas de sobrenadante de 1 ml a tubos de microcentrifugación estériles y se volvieron a centrifugar a la velocidad
máxima (centrífuga Eppendorf modelo 5415). De retiró el sobrenadante otra vez a tubos nuevos y se guardaron a -70ºC
hasta que estuvieron listos para el análisis.

Se determinó la concentración de las proteínas basándose en el método de Bradford utilizando el reactivo colorante
de Bio-Rad (Hercules) y el estándar de proteínas de seroalbúmina humana a 30 mg/dl (Sigma, St. Louis, MO). Para el
análisis de la actividad GUS, se usó un kit de ensayo GUS-LightTM (Tropix, Bedford, MA). Se analizaron por duplica-
do ambas alícuotas de cada muestra utilizando 10 ml de extracto más tampón de extracción por vial del luminómetro.
Se preparó el tampón de reacción GUS-LightTM a partir del kit de ensayo diluyendo el sustrato de GlucuronTM líquido
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se calentó este tampón hasta temperatura ambiente y se añadió en
alícuotas de 190 µl a cada vial del luminómetro a intervalos de 10 segundos. Después de una hora de incubación a
temperatura ambiente, se añadieron 300 µl de tampón acelerador de la emisión de luz GUS-LightTM y se detectó la
luminiscencia durante un periodo de integración de 5 segundos. También se incluyeron en el ensayo de GUS “Reac-
ciones blanco” (con 10 ml del tampón de extracción) y el estándar de β-glucuronidasa obtenida de E. coli. Se describió
la actividad de GUS como unidades relativas de luz (URL)/mg de proteína.

D. Expresión de GUS en las raíces y en las hojas. No se observó ninguna expresión de GUS significativa en las
hojas o en las raíces de las plantas 308/Met-16-04, 308/Met-28-10 o 308/Met-44-11 (tabla 5). Se observó expresión
de GUS en las plantas transformadas con pUGN81-3 en las que el gen de GUS estaba impulsado por el promotor Ubil
del maíz. Estos resultados confirman la observación de que el promotor de la metalotioneína del maíz no se expresa
en las hojas o en las raíces de las plantas y que, por lo tanto, es específico de los embriones.

TABLA 5
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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.º 5.

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

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

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

5. Un casete de expresión que comprende un promotor específico de embrión unido operativamente a una secuencia
de ácido nucleico heterólogo, 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.º 5.

6. Un método para expresar una secuencia de ácido nucleico heterólogo en una planta que comprende:

a) introducir en una célula vegetal un vector que comprende un promotor de la metalotioneína del maíz espe-
cífico de embrión que comprende una secuencia que se extiende desde aproximadamente el par de bases 50
al par de bases 1649 de la SEQ ID n.º 5, unido operativamente a la secuencia de ácido nucleico heterólogo;
y

b) regenerar una planta a partir de dicha célula.

7. Un método de acuerdo con la reivindicación 6, que comprende además la transmisión sexual a la progenie
dicho promotor de la metalotioneína del maíz específico de embrión unido operativamente a dicha secuencia de ácido
nucleico heterólogo.

8. Un método para producir semillas, que comprende expresar una secuencia de ácido nucleico heterólogo mediante
un método de acuerdo con la reivindicación 7 para producir dicha progenie y recoger las semillas producidas por dicha
progenie.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Armstrong, Katherine
Pareddy, Dayakar R
Woosley, Aaron T
Rubin-Wilson, Beth
Hey, Timothy D
Folkerts, Otto
Smith, Kelley A

<120> Secuencias reguladoras útiles para la expresión génica en el tejido embrionario vegetal

<130> 50529

<140>
<141>

<150> US 60/109167
<151> 1998-11-20

<160> 5

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: cebador SK

<400> 1

cgctctagaa ctagtggatc 20

<210> 2
<211> 565
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> CDS
<222> (94)..(324)
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<400> 2

<210> 3
<211> 1843
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> CDS
<222> (1601)..(1831)
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<400> 3
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<210> 4
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: cebador T3

<400> 4

gcaccccatg gccgatcgac gcctcttaat ttcctcta 38

<210> 5
<211> 6694
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 5
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