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DESCRIPCION -l

METODOS Y MEDIOS PARA ELIMINAR UNA SECUENCIA DE ADN
SELECCIONADA

Campo de la invencién

La actual invencidén se refiere a métodos y medios pall
ra el intercambio exacto en células vegetales y en plantas
de una secuencia de ADN diana por una secuencia de ADN de
interés a través de recombinacién homdbéloga, con lo que el
marcador seleccionable o identificable usado durante la fall
se de recombinacidén hombdloga para la seleccidn temporal de
los sucesos de sustitucidédn génica se puede eliminar subsil]
guientemente sin dejar una huella y sin recurrir al cultivo

in Vitro durante la etapa de eliminacién.

Antecedentes de la técnica

La eliminacidén de subfragmentos seleccionados de ADN
extrafio introducido en células vegetales o en plantas, pero
que se han convertido subsiguientemente en obsoletos o inl!
cluso indeseados, por diversas razones, tras la introducll
cidén de los mismos, ha sido el objeto de una intensa invesl!
tigacidén. Los ejemplos de tales secuencias son, por ejeml]
plo, genes marcadores seleccionables que fueron necesarios
para el aislamiento de plantas transgénicas pero gque ya no
son necesarios en las plantas maduras. Los métodos para loll
grar la eliminacién eficaz de los mismos se basan mayoritall
riamente en la recombinacidén especifica del sitio o en 1la
transposicién (véase, por ejemplo, Hohn et al., Plant Bio-
Technology p 139-143).

Siebert y Puchta (2002) describieron que las secuenl]

cias transgénicas flanqueadas por sitios de una enzima de
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restriccién de corte rara se pueden cortar eficazmente del
genoma de un eucariota superior mediante recombinacidn
homéloga, asi como mediante unidén de extremos no hombdblogos.

El documento WO 03/004659 se refiere a sistemas de
recombinacién y a un método para eliminar una secuencia de
dcido nucleico del ADN cromosdémico de organismos eucarioll
tas. El documento también se refiere a organismos transgéll
nicos (preferiblemente plantas), que contienen los sistemas
descritos o producidos por los métodos descritos.

Sin embargo, los métodos descritos requieren en su
mayoria el uso de un método de cultivo In VItro para idenl]
tificar o seleccionar aquellas células vegetales en las que
ha tenido lugar la eliminacidén de las secuencias de ADN a
eliminar, y para generar una planta a partir de tales célull
las.

La Solicitud de Patente US 2005/0060769 propone un
método para preparar una planta o célula vegetal de Zea
mays transgénica recombinada a partir de una primera célula
vegetal de Zea mays transgénica, en el que el transgén en
la planta o célula vegetal recombinante tiene una estructull
ra genética alterada con relacidén a la estructura genética
del transgén en la primera célula vegetal transgénica, dell
bido a la eliminacidn transgénica mediada por recombinacidn
homéloga.

El documento WO 97/30166 o la patente US 6.407.314
describe fragmentos promotores procedentes de un gen espell
cifico de microsporas del tabaco, que se pueden usar para
la expresidén de genes en microsporas.

El problema que se ha resuelto por la presente invenl]
cidén se refiere al intercambio seleccionado y exacto a trall
vés de recombinacién homéloga de una secuencia de ADN diana

en una célula de una planta por una secuencia de ADN de
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sustitucién sin dejar huellas del procedimiento, y sin tell
ner que recurrir a métodos de cultivo INn Vitro después de
la etapa inicial de recombinacién homdéloga. Para este fin,
se pueden usar convenientemente los métodos para la elimill
nacién eficaz de la subsecuencia seleccionada de una parte
de una molécula de ADN previamente insertada en el genoma,
preferiblemente el genoma nuclear de células de una planta,
a través de recombinacién homdéloga intracromosdmica.

La necesidad de controlar el sitio de integraciédn
transgénica en plantas se ha reconocido desde muy temprano,
y se han desarrollado varios métodos en un esfuerzo para
satisfacer esta necesidad (para un repaso, véase Kumar vy
Fladung, 2001, Trends in Plant Science, 6, p. 155-159). Esl]
tos métodos se basan en su mayoria en la integracién transl]
génica basada en recombinacidén hombloga, una estrategia que
se ha aplicado con éxito en procariotas y eucariotas infell
riores (véase, por ejemplo, el documento EP 0317509, o 1la
publicacidén correspondiente de Paszkowski et al., 1988,
EMBO J., 7, p. 4021-4026). Sin embargo, para las plantas,
el mecanismo predominante para la integracidén transgénica
se basa en una recombinacidén ilegitima que implica poca
homologia entre las hebras de ADN que se recombinan. Por 1lo
tanto, un reto importante en esta area es la deteccidn de
los sucesos de recombinacidén homéloga raros, que estéan enl]
mascarados por la integracién mucho més eficaz del ADN exl]
trafio introducido via recombinacidén ilegitima.

Una manera de resolver este problema es seleccionando
frente a los sucesos de integracidédn que se han producido
mediante recombinacién ilegitima, tal como se ejemplifica
en el documento WO 94/17176.

Otra manera de resolver el problema es mediante 1la

activaciédn del locus diana a través de la induccidén de rupl]
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turas de ADN bicatenarias via endonucleasas que cortan de
forma rara, tales como I-Scel. Se ha demostrado que esta
técnica incrementa la frecuencia de recombinacidén homdloga
en al menos dos o6rdenes de magnitud usando agrobacterias
para suministrar el ADN de reparacidén a las células vegetall
les (Puchta et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
93, p. 5055-5060).

El documento WO 96/14408 describe un AND aislado que
codifica la enzima I-Scel. Esta secuencia de ADN se puede
incorporar en vectores de clonacidén y de expresidn, estirl]
pes celulares transformadas y en animales transgénicos. Los
vectores son Utiles en el cartografiado de genes y en la
insercidén de genes dirigida al sitio.

E1l documento WO 00/46386 describe métodos para modil!
ficar, reparar, atenuar e inactivar un gen u otro AND crol]
mosémico en una célula a través de una ruptura bicatenaria
mediante I-Scel. También se describen métodos para tratar o
para la profilaxis de una enfermedad genética en un indivill
duo que lo necesite. Se describen ademds endonucleasas de
restriccidén quiméricas.

Chilton y Que (2003, Plant Physiol. 133: p. 956-965)
y Tzifira et al. (2003, Plant Physiol. 133: p. 1011-1023)
informan que el ADN T se integra preferentemente en ruptull
ras de ADN bicatenarias, inducidas artificialmente por las
enzimas que escinden de forma rara I-Scel o I-Ceul. Los inll
formes también incluyeron vectores de ADN T donantes que
comprendian un sitio de reconocimiento para la enzima resl]
pectiva que escinde de forma rara.

Sin embargo, los métodos en la técnica anterior se
basan frecuentemente en la reformacidén o generacidn, a trall
vés de recombinacién homdéloga, de un gen marcador seleccioll

nable o identificable intacto.
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Por lo tanto, todavia sigue existiendo la necesidad
de métodos que permitiesen el intercambio selecto de virl
tualmente cualquier secuencia de ADN diana mediante un ADN
de sustitucidén. Estos y otros problemas se resuelven como
se describe en lo sucesivo en las diferentes realizaciones
detalladas de la invencidn, asi como en las reivindicacioll

nes.

Sumario de la invencién

En una realizacién de la invencidn, se proporciona un
método para intercambiar una secuencia de ADN diana en el
genoma, particularmente el genoma nuclear, de una planta
por una secuencia de ADN de interés, que comprende las sill

guientes etapas:

a. inducir una primera ruptura de ADN bicatenaria en un
sitio preseleccionado en el genoma de una célula de una
planta, estando localizado el sitio preseleccionado en
la secuencia de ADN diana o en la vecindad de la sell
cuencia de ADN diana;

b. introducir una molécula de ADN de interés en la céll

lula vegetal, comprendiendo la molécula de ADN

i. la secuencia de ADN de interés situada entre dos
regiones de ADN flangueantes que tiene al menos un
80% de homologia de secuencia, preferiblemente 100%
de homologia de secuencia, con una regidén de ADN que
flanquea a la secuencia de ADN diana, y preferiblel]
mente que flanquea al sitio preseleccionado en el gell
noma de la célula vegetal;

ii. un gen marcador seleccionable o identificable sil]
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tuado entre las regiones de ADN flanqueantes, estando
situado ademéds el gen marcador seleccionable o idenl]
tificable entre una de las regiones de ADN flanqueanl]
tes y una regidén de ADN flanqueante parcial, gque coml
prende parte de la una de las regiones de ADN flanl]
queantes, situada en la repeticidén directa;

iii. un sitio de reconocimiento para una enzima que
escinde de forma rara, inductora de una ruptura de
ADN bicatenaria (DSBI), situado entre la una de las
regiones de ADN flanqueantes y la regidén de ADN flanl]

queante parcial situada en la repeticidén directa;

c. seleccionar una poblacidén de células vegetales que
comprenden el marcador seleccionable o identificable;

d. seleccionar una célula vegetal en la que la secuenl|
cia de ADN de interés (y el marcador seleccionable o
identificable) se ha introducido mediante recombinacidén
homéloga a través de las regiones de ADN flanqueantes,
y regenerar una planta a partir de la célula vegetal;

e. cruzar la planta regenerada o una planta que desl]
ciende de esta Ultima, gque comprende el gen marcador
seleccionable, con una planta que comprende un gen quill
mérico que codifica la enzima inductora de la ruptura
bicatenaria (“DSBI”) que escinde de forma rara, coml
prendiendo el gen quimérico los siguientes segmentos de

ADN enlazados operablemente:

iv. un promotor especifico de microspora;

v. una regién de ADN que codifica una enzima inductol]
ra de una ruptura de ADN bicatenaria que reconoce el
sitio de reconocimiento situado en el ADN de interés;

vi. una regidén de terminacidén de la transcripcidn vy
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de poliadenilacién;

f. seleccionar una planta descendiente (planta F1l) gue
comprende el gen marcador seleccionable o identificable
y el gen quimérico que codifica la enzima DSBI;

g. cruzar la planta descendiente con otra planta, con
lo que la planta descendiente se usa como donante de
polen;

h. seleccionar una poblacidén de plantas descendientes
(poblacidén F2) gque comprenden el gen quimérico que col]
difica la enzima DSBI; vy

i. seleccionar una planta descendiente en la que el gen
marcador seleccionable o identificable se suprime mell
diante recombinacién homdéloga entre la una de las rell
giones de ADN flanqueantes y una regidén de ADN flanl]
queante parcial que comprende parte de la una de las

regiones de ADN flanqueantes.

En otra realizacidén de la invencidn, se proporciona
un vector de ADN para intercambiar una secuencia de ADN dil]
ana en el genoma de una célula vegetal por una secuencia de
ADN de interés a través de la induccidén de una ruptura bill
catenaria en un sitio preseleccionado dentro de la secuenl]

cia diana o en su vecindad, comprendiendo el vector de ADN

a. la secuencia de ADN de interés situada entre dos rell
giones de ADN flanqueantes que tiene al menos un 80% de
homologia de secuencia, preferiblemente un 100% de
homologia de secuencia, con una regidén de ADN que flanl]
quea a la secuencia de ADN diana y que flanquea al sill
tio preseleccionado;

b. un gen marcador seleccionable o identificable situall
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do entre las regiones de ADN flanqueantes, estando sil]
tuado ademéds el gen marcador seleccionable o identifill
cable entre una de las regiones de ADN flanqueantes vy
una regidén de ADN flanqueante parcial gque comprende
parte de la una de las regiones de ADN flanqueantes sil]
tuada en la repeticidén directa; y

c. un sitio de reconocimiento para una enzima DSBI sill
tuado entre la una de las regiones de ADN flangqueantes
y la regidén de ADN flanqueante parcial situada en 1la

repeticién directa.

Breve descripcién de los dibujos

Las Figuras 1 a 3 representan diferentes aplicaciones
del método para eliminar una subparte seleccionada de un
ADN de interés que se introduce o se ha introducido en una

célula de una planta. S6lo sirven para ilustraciédn.

La Figura 1 es una representacidén esquematica comparall
tiva, sélo para referencia, de un método para introdull
cir un ADN de interés que tiene una subparte seleccioll
nada, que comprende un gen marcador seleccionable o
identificable, en una célula de una planta, y eliminar
subsiguientemente la subparte seleccionada del ADN de
interés. Rasgo: representa cualquier secuencia de ADN
de interés; DSB: sitio de reconocimiento para una enzil]
ma inductora de una ruptura Dbicatenaria (“DSBIE”);
SMG1: gen marcador seleccionable o gen marcador identill
ficable; drs: secuencia de repeticién directa; SMG2:
gen marcador seleccionable o identificable asociado con
el gen quimérico que codifica la DSBIE; MSP: promotor

especifico de microspora; 3’: sefial de terminacidédn de
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la transcripcién y de poliadenilacidn;

la Fig. 2 es una representacidén esquemdtica de un métoll
do que permite la sustitucidén exacta de una secuencia
de ADN diana por una secuencia de ADN de sustitucién.
DSBI: sitio de reconocimiento para una primera enzima
inductora de una ruptura bicatenaria; FS1l: secuencia
flanqueante 1; FS2: secuencia flanqueante 2; DSB2: sil]
tio de reconocimiento para una segunda enzima inductora
de una ruptura bicatenaria; SMGl: gen marcador selecl]
cionable 1 o gen marcador identificable 1; SMG2: gen
marcador seleccionable 2 o gen marcador identificable
2; DSBIE: enzima inductora de una ruptura bicatenaria;
drl: secuencia 1 de repeticidén directa (gque es similar
o idéntica a la secuencia 2 de repeticidédn directa que
es parte de la secuencia flanqueante 2; también indicall
da agquil como “regién de ADN flanqueante parcial”); MSP:
promotor especifico de microspora; 3’: sefial de termil]

nacidén de la transcripcidén y de poliadenilacidn;

la Fig. 3 es una representacidén esquemdtica de un métoll
do que permite la sustitucidn exacta de una secuencia
de ADN diana por una secuencia de ADN de sustitucidn
similar al método ilustrado en la Fig. 2. En este caso,
drI es una secuencia de repeticidén directa gque es parte
de la secuencia flanqueante 1 y que es similar o idénl]

tica a la secuencia 2 de repeticidén directa (dr2).

Realizaciones detalladas de la invencidn

La actual invencidén se basa en el hallazgo de que sell

cuencias seleccionadas de una molécula de ADN que estan
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flanqueadas por dos repeticiones directas, y gque estéan sill
tuadas en la vecindad de un sitio de reconocimiento para
una enzima inductora de una ruptura de ADN bicatenaria que
escinde de forma rara se pueden eliminar eficazmente cuando
la planta que comprende tal ADN se cruza en primer lugar
con una planta que comprende un gen quimérico que codifica
la enzima que escinde de forma rara inductora de una ruptull
ra de ADN bicatenaria bajo el control de un promotor espell
cifico de microspora, y el polen de la planta resultante se
usa para polinizar una planta receptora.

De este modo, la invencidén se basa en el uso de una
planta que comprende un gen quimérico que codifica una enl!
donucleasa que escinde de forma rara, inductora de una rupl!
tura de ADN bicatenaria, bajo el control de un promotor esl]
pecifico de microspora, para eliminar, mediante cruzamienl!
to, un fragmento de ADN situado en la vecindad de un sitio
de reconocimiento para la endonucleasa que escinde de forma
rara inductora de una ruptura de ADN bicatenaria, y situado
ademas entre dos secuencias situadas en la orientacidn de
la repeticidédn directa (véase la Fig. 1). La expresidn de la
endonucleasa DSBI que escinde de forma rara en la microspol]
ra durante la formacidédn del polen es suficiente para indull
cir rupturas de ADN bicatenarias, y de ese modo estimula
significativamente la recombinacién homdéloga intracromosol!
mica entre las secuencias repetidas directamente, dando coll
mo resultado una eliminacién de las secuencias situadas enl]
tre estas secuencias repetidas directamente.

Como se usa aqui, una “endonucleasa gque escinde de
forma rara inductora de una ruptura de ADN bicatenaria” es
una enzima capaz de inducir una ruptura de ADN bicatenaria
en una secuencia nucleotidica particular, denominada el

“sitio de reconocimiento”. Las endonucleasas dgque escinden



10

15

20

25

30

ES 2354109 T3

- 11 1

de forma rara, también denominadas algunas veces meganull
cleasas, tienen un sitio de reconocimiento de 14 a 40 null
cledtidos consecutivos. Por lo tanto, las endonucleasas que
escinden de forma rara tienen una frecuencia de escisidn
muy baja, incluso en los genomas de plantas superiores. Las
endonucleasas codificadas por intrones que actian sobre el
ADN de la propia célula que las sintetiza constituyen una
familia de tales endonucleasas que escinden de forma rara.
Pueden ser codificadas por intrones, genes independientes o
secuencias intervinientes, y presentan propiedades estrucl]
turales y funcionales sorprendentes que las distinguen de
las enzimas de restriccidén més clésicas, habitualmente de
los sistemas de tipo II de restriccidén y modificacidn bacl!
terianos. Sus sitios de reconocimiento tienen una asimetria
general que contrasta con la simetria de diada caracterisl]
tica de la mayoria de los sitios de reconocimiento de las
enzimas de restriccidén. Se ha demostrado que varias endonull
cleasas codificadas por intrones o inteinas, que acttan soll
bre el ADN de la propia célula que las sintetiza, promueven
el movimiento de sus elementos genéticos respectivos a sill
tios alélicos sin intrones o sin inteinas. Realizando una
ruptura bicatenaria especifica del sitio en los alelos sin
intrones o sin inteinas, estas nucleasas crean extremos rell
combinogénicos, que se ven envueltos en un proceso de conl!
versidén génica que duplica la secuencia codificante y conl]
duce a la insercién de un intrén o una secuencia intervill
niente al nivel del ADN.

Una endonucleasa de traslado de intrones o inteinas
bien caracterizada es I-ScelI. I-Scel es una endonucleasa
especifica del sitio, responsable de la movilidad intrénica
en mitocondrias en Saccharomyces cerevisiae. La enzima es

codificada por el intrén opcional Sc LSU.1 del gen de ARNr
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21S, e inicia una ruptura de ADN bicatenaria en el sitio de
insercién del intrdén, generando un corte escalonado de 4 pb
con salientes 3’-OH. El sitio de reconocimiento de la endoll
nucleasa I-Scel se extiende a lo largo de una secuencia no
simétrica de 18 pb (Colleaux et al. 1988 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85: 6022-6026). La secuencia de aminodcidos para
I-Scel y un equivalente de cdédigo universal del gen de I-
Scel mitocondrial se ha proporcionado mediante, por ejeml]
plo, el documento WO 96/14408. E1 documento WO 96/14408
describe ademés un numero de variantes de la proteina I-
Scel que todavia son funcionales.

La Solicitud PCT PCT/EP04/013122 proporciona varianl]
tes de secuencias nucleotidicas sintéticas de I-Scel que se
han optimizado para la expresidén en plantas. La secuencia
nucleotidica de tales regiones codificantes de I-Scel sinl]
téticas se expone en SEC ID No 1 en el cdéddigo DE IUPAC. Los
simbolos del cdédigo de IUPAC tienen su significado habill
tual, es decir, N=A o C o G o T; R=A o G; ¥Y=CoT; B
=CoGoT (noA); V=AoCoG (noT); D=AoGoT (no
C); H=Ao0oCoT (noG); K=GoT; M=AoC;, S=GocC; W
=A o T.

En la Tabla I del documento WO 03/004659 (paginas 17
a 20) se proporciona una lista de otras enzimas inductoras
de DSB que escinden de forma rara y sus sitios de reconocill
miento respectivos. Estos incluyen I-Sce I, I-Chu I, I-Dmo
I, I-Cre I, I-Csm I, PI-Fli I, Pt-Mtu I, I-Ceu I, I-Sce II,
I-Sce III, HO, PI-Civ I, PI-Ctr I, PI-Aae I, PI-BSU I, PI-
DhaI, PI-Dra I, PI-Mav I, PI-Mch I, PI-Mfu I, PI-Mfl I, PI-
Mga I, PI-Mgo I, PI-Min I, PI-Mka I, PI-Mle I, PI-Mma I,
PI-Msh I, PI-Msm I, PI-Mth I, PI-Mtu I, PI-Mxe I, PI-Npu I,
PI-Pfu I, PI-Rma I, PI-Spb I, PI-Ssp I, PI-Fac I, PI-Mja I,
PI-Pho I, PI-Tag I, PI-Thy I, PI-Tko I o PI-Tsp I.
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Ademds, existen métodos para disefiar endonucleasas
que escinden de forma rara personalizadas para cada usuario
que reconocen bédsicamente cualquier secuencia nucleotidica
diana de eleccién. De forma breve, las enzimas de restricl
cidén quiméricas se pueden preparar usando hibridos entre un
dominio de dedos de cinc disefiado para reconocer una sell
cuencia nucleotidica especifica y el dominio de escisidén de
ADN no especifico procedente de una enzima de restriccidn
natural, tal como FokI. Tales métodos se han descrito, por
ejemplo, en los documentos WO 03/080809, WO 94/1831 o WO
95/09233, y en Isalan et al., 2001, Nature Biotechnology
19, 656-660; Liu et al. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94, 5525-5530. En el documento WO 2004/067736 se describe
otra manera de producir meganucleasas personalizadas, mel]
diante seleccidén de una libreria de variantes.

Como se usa aqui, “flanqueada por dos secuencias disl]
puestas en la repeticidén directa” indica que la secuencia a
eliminar de la molécula de ADN introducida estd precedida y
seguida inmediatamente por dos regiones de ADN, una en cada
extremo, en la que dichas dos regiones de ADN son esencialll
mente similares en secuencia nucleotidica. Las secuencias
directamente repetidas no necesitan ser idénticas, sino que
pueden variar entre alrededor de 75% y alrededor de 100% de
identidad de secuencia. Cuanto més corta sea la secuencia
repetida, mas restrictivo es preferiblemente el requisito
de similitud de secuencia. Sin embargo, a fin de restaurar
la secuencia de ADN sin dejar una huella, como se describe
después aqui, las secuencias de ADN dispuestas en la repel
ticidén directa deberian ser preferiblemente idénticas. Para
evitar dudas, si las dos regiones de ADN esencialmente sill
milares en la secuencia nucleotidica estdn contenidas en

una molécula de ADN bicatenario, estas secuencias de ADN se
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han de localizar en la misma hebra de ADN, en la misma dil]
reccidén 5’ —>37.

La secuencia de ADN repetida puede tener una longitud
de al menos 10, 50 6 100 nucledétidos, pero por supuesto la
secuencia puede ser méds larga. Sin embargo, se ha encontrall
do que las repeticiones mayores que 300 nucledtidos ya no
potencian significativamente mas la recombinacién homdéloga
intracromosémica dando como resultado la eliminacién de 1la
secuencia de ADN situada entre las secuencias de repeticidn
directa.

Para los fines de esta invencidén, la “identidad de
secuencia” de dos secuencias nucleotidicas o de aminoacidos
relacionadas, expresada como un porcentaje, se refiere al
numero de posiciones en las dos secuencias alineadas optill
mamente que tienen restos idénticos (x 100) dividido entre
el numero de posiciones comparadas. Un salto, es decir, una
posicidén en un alineamiento en el que un resto estd presenl]
te en una secuencia pero no en la otra, se considera como
una posicidén con restos no idénticos. El alineamiento de
las dos secuencias se lleva a cabo mediante el algoritmo de
Needleman y Wunsch (Needleman y Wunsch 1970). El1 alineal!
miento de secuencias asistido por ordenador se puede llevar
a cabo convenientemente usando un programa de software esl!
tadndar tal como GAP, que es parte del Wisconsin Package
Versién 10.1 (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin,
USA), wusando la matriz de puntuacidén por defecto con una
penalizacién de creacidén de salto de 50 y una penalizaciédn
de extensidén de salto de 3.

Aunque el sitio de reconocimiento DSBI estd situado
preferiblemente entre las secuencias de ADN directamente

repetidas, esto no es esencial ni es necesario. De hecho,
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el sitio de reconocimiento DSBI podria ser también parte de
una de las secuencias de ADN repetidas.

Como se usa aqui, “situada en la vecindad” se refiere
a que la DSBI estd situada a una distancia entre 500 pb, 1
kpb a 10 kpb de las secuencias de ADN directamente repetill
das.

Los métodos descritos aqui requieren el uso de un gen
quimérico que codifica una enzima inductora de una ruptura
bicatenaria que escinde de forma rara, con lo que la regidn
codificante para la endonucleasa estd bajo el control de un
fragmento de un promotor especifico de microspora.

Como se usa aqui, “una regidén de un promotor especil]
fico de microspora” o “un promotor especifico de microspol!

”

ra”, o un “fragmento de un promotor especifico de microspol]
ra”, es una regidn promotora o un promotor o fragmento prol]
motor que puede promover selectivamente, preferiblemente de
forma especifica, la transcripcidén en la microspora unicell
lular de una planta. En las plantas angiospermas, la reprol!
duccidén sexual requiere la produccidén de gametofitos machos
y hembras viables. El polen, como gametofito macho, se forll
ma en la antera y se inicia a partir de células espordgell
nas, que se desarrollan en meiocitos. El meiocito sufre una
meiosis para formar una tétrada de microsporas haploides,
que son liberadas subsiguientemente en el léculo de la anl
tera. Tras la expansidén y vacuolizacidén, una mitosis asimél]
trica de la microspora da como resultado polen bicelular,
que contiene una célula vegetativa y una célula generativa.
En la mayoria de las especies, el polen se desprende en
condicién bicelular. Una regidén de un promotor especifico
de microspora adecuada se describe en el documento WO
97/30166 (véase también SEC ID No 3) como la regidén promol]

tora procedente del gen NTM19 en el tabaco. Un fragmento
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funcional del mismo se ha incorporado en el gen quimérico
de los Ejemplos SEC ID No 6). Un fragmento de un promotor
especifico de microspora podria incluir la secuencia null
cleotidica de SEC ID No 3 desde la posicién 1 hasta la poll
sicién 954, o desde la posicidén 1 hasta la posicidén 993, o
la secuencia nucleotidica de SEC ID No 6 desde la posicidn
1941 a 2926.

Como se usa aqui, “regidén codificante de una endonull
cleasa inductora de una ruptura bicatenaria que escinde de
forma rara”, o “regidén codificante de una enzima inductora
de una ruptura bicatenaria que escinde de forma rara”, es
una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que
se caracteriza como una enzima DSBI que escinde de forma
rara, tal como las endonucleasas codificadas por intrones o
inteinas que actuan sobre el ADN de la propia célula que
las sintetiza, o las endonucleasas qguiméricas descritas en
cualquier otra parte en esta solicitud. La regidn codifill
cante puede comprender asi cualquier secuencia nucleotidica
que codifica cualquiera de las secuencias de aminoacidos de
las endonucleasas codificadas por intrones o inteinas que
actiian sobre el ADN de la propia célula que las sintetiza
enumeradas en la siguiente tabla, que se pueden encontrar

en las bases de datos publicas con los nuUmero de acceso

mencionados:
Enzima DSBI Numero de acceso
I-AniT P03880
I-Cvul P56347
I-Crel P05725
I-Chul 032001
I-Opal - I-Cpalll -039562/ Q8WKZz5/ Q8WKZ6/
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I-CpalVv - I-CpaV Q8WKZS8
I-Cpall 039559
I-Ceul P32761
I-DmolI P21505
I-Scel P03882
I-Scell P03878
I-Scelll Q9Z7ZX3
PI-Scel P17255
I-NanI 025535
I-NitT 025567
I-Njal 025568
I-Ppol 094702
PI-Pful 073954
PI-Pkol P77933
PI-PkoII P77933
PI-Pspl 051334
PI-Tfu P74918
PI-Tfull P74918
PI-ThylI 09HHO5
PI-ThyII 09HHOS5
PI-T1iT P30317
PI-T1iTIT P30317
I-TevlI P13299
I-TevH P07072
I-TevIII 038419

Estard claro que, para la expresidédn de las endonull
cleasas bajo el control de un fragmento de un promotor esl!
pecifico de microspora, la regidédn codificante se deberia de
adaptar de forma que se use el lenguaje de codones univerl]

sal para codificar los polipéptidos mencionados anteriorl
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mente. La regidén codificante se puede optimizar ademds para
la expresibén en plantas, y la regién codificante sintética
tiene una secuencia nucleotidica que se ha disefiado para

satisfacer los siguientes criterios:

a) la secuencia nucleotidica codifica una endonucleasa
inductora de wuna ruptura bicatenaria que escinde de
forma rara funcional,

b) la secuencia nucleotidica tiene un contenido de GC
de alrededor de 50% a alrededor de 60%,

c) la secuencia nucleotidica no comprende ninguna sell
cuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consisl]
te en GATAAT, TATAAA, AATATA, AATATT, GATAAA, AATGAA,
AATAAG, AATAAA, AATAAT, AACCAA, ATATAA, AATCAA, ATACTA,
ATAAAA, ATGAAA, AAGCAT, ATTAAT, ATACAT, AAAATA, ATTAAA,
AATTAA, AATACA y CATAAA;

d) la secuencia nucleotidica no comprende ninguna sel]
cuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consisl!
te en ATTTA, AAGGT, GCAAT y ATTGC;

e) la secuencia nucleotidica no comprende ninguna sell
cuencia seleccionada del grupo gque consiste en ATTTA,
AAGGT, AGGTA, GGTA o GCAGG;

f) la secuencia nucleotidica no comprende ningun tramo
de GC que consiste en 7 nucledtidos consecutivos selecl]
cionados del grupo de G o C;

g) la secuencia nucleotidica no comprende ninguin tramo
de GC que consiste en 5 nucledétidos consecutivos selecl]
cionados del grupo de A o T; vy

h) la secuencia nucleotidica no comprende codones gue
codifican Leu, Ile, Val, Ser, Pro, Thr, Ala que coml!
prende dupletes TA o CG en las posiciones 2 y 3 (es del]

cir, la secuencia nucleotidica no comprende los codones
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TTA, CTA, ATA, GTA, TCG, CCG, ACG y GCG).

La enzima inductora de una ruptura bicatenaria puede
comprender, pero no necesita comprender, una seflal de locall
lizacién nuclear (NLS) [Raikhel, Plant Physiol. 100: 16270
1632 (1992) y referencias alli], tales como la NLS del anll
tigeno T grande de SV40 [Kalderon et al. Cell 39: 499-509
(1984)]. La sefial de localizacidén nuclear puede estar sill
tuada en cualgquier parte en la proteina, pero estd situada
convenientemente en el extremo N-terminal de la proteina.
La senal de localizacidén nuclear puede sustituir a uno o
mas de los aminodcidos de la enzima inductora de la ruptura
bicatenaria.

También estara claro que los términos usados para
describir el método, tales como “introduccién de un fragl!
mento de ADN” asi como “regeneracidn de una planta a partir
de la célula”, no implica que tal fragmento de ADN necesita
necesariamente ser introducido mediante técnicas de transl]
formacién. De hecho, estard claro inmediatamente para la
persona experta en la técnica que la molécula de ADN de inlJ
terés también se puede introducir mediante técnicas de rell
produccibén o de cruzamiento de una planta a la otra.

Sin embargo, estard claro que la molécula de ADN de
interés se puede introducir en las células vegetales mell
diante cualgquier método conocido en la técnica, incluyendo
transformacién mediada por Agrobacterium, pero también mell
diante métodos de transferencia directa de ADN. La molécula
de ADN transformante se puede transferir a las células vel
getales usando cualquier método convencional, incluyendo,
pero sin limitarse a, un método de transferencia directa de
ADN. Como se usa aqui, “transferencia directa de ADN” es

cualquier método de introduccién de ADN en células vegetall
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les que no implique el uso de Agrobacterium spp. natural vy
que sea capaz de introducir ADN en células vegetales. Esto
incluye métodos bien conocidos en la técnica, tales como la
introduccién de ADN mediante electroporacidén en protoplasl
tos, la introduccidén de ADN mediante electroporacidén en céll
lulas vegetales intactas o tejidos o células vegetales parl]
cialmente degradados, la introduccién de ADN a través de la
accién de agentes tales como PEG y similares en protoplasl]
tos, el uso de triquitas de silicio, y el bombardeo con mill
croproyectiles revestidos de ADN.

E1 ADN se puede integrar mediante métodos de recombil]
nacién homdéloga o de unidn de extremos no hombélogos que iml]
plican una induccidén de una ruptura bicatenaria en un sitio
preseleccionado, como se describe por ejemplo en el docull
mento PCT/EP04/013122.

En una realizacidén de la invencidn, el método de elill
minacidén se usa en combinacidén con la insercidn, supresidn
o sustitucidén de ADN mediante recombinacidédn homdéloga selecl]
cionada, y en el que la insercidén seleccionada de ADN se
logra usando un marcador seleccionable o identificable, sell
guido de la verificacidén en la poblacidén de células vegetall
les o plantas que comprenden el marcador seleccionable o
identificable de aquellas células vegetales o plantas en
las que la insercidén seleccionada de ADN se produjo medianl]
te recombinacién hombéloga. Cuando se escogen apropiadamente
las secuencias de flanqueo y las repeticiones directas, esl]
te método da como resultado la sustitucidn exacta del ADN
diana por el ADN de interés, sin ningln resto (“huella”) de
la molécula de ADN de interés usado para lograr la sustitull
cidén. El1 método de eliminacidn no necesita ademéds ningun
cultivo In Vvitro adicional, evitando de ese modo que se gell

neren variaciones somaclonales. En las figuras 2 y 3 se
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puede encontrar un esquema del método.

De forma interesante, se ha observado que, usando los
métodos como se describe en el documento PCT/EP04/013122
para una insercidén seleccionada de ADN extrafio de interés
mediante recombinacién homdéloga, esos sucesos de transforl]
macién en los que el ADN extrafio se inserta de hecho mel]
diante recombinaciédn homdéloga representan una proporcidn
relativamente elevada (del orden de 1 a 5%) de la poblacidn
total de sucesos en los que el ADN se incorpora en el croll
mosoma vegetal por cualquier medio. En consecuencia, no es
necesario basarse en la generacidén o recreacidédn mediante la
recombinacién hombéloga de una secuencia de ADN que da como
resultado un fenotipo reconocible (tal como la creacidn de
un gen marcador seleccionable intacto después de la recoml]
binacidén homdéloga) para identificar aquellos sucesos mell
diante los cuales el ADN se inserta mediante recombinacidn
homéloga. Mas bien, se puede incluir un marcador selecciol]
nable o identificable en la regidén de ADN entre las secuenl]
cias de ADN flangueantes, seguido del andlisis de un numero
relativamente pequefio de células vegetales o plantas transl!
formadas, para la identificacidén de aquellos sucesos de
transformacidédn en los que la insercidn seleccionada de ADN
se produjo mediante recombinacidén homdloga.

De este modo, en esta realizacidédn de la invencidn, se
proporciona un método para intercambiar una secuencia de
ADN diana en células de una planta por una secuencia de ADN
de interés (o un ADN extrafo), que comprende las siguientes

etapas:

inducir una primera ruptura de ADN bicatenaria en un
sitio preseleccionado en el genoma de la célula, estanl]

do situado el sitio preseleccionado en la secuencia de
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ADN diana o en la vecindad de dicha secuencia de ADN
diana;

introducir una molécula de ADN de interés (de ADN ex[]
trafio) en la célula vegetal, con lo que la molécula de
ADN comprende los siguientes fragmentos de ADN operall

blemente enlazados:

i. una molécula de ADN de interés situada entre dos
regiones de ADN flanqueantes que tienen al menos 80%
de homologia de secuencia, preferiblemente 100% de
homologia de secuencia con una regién de ADN que
flanquea a la secuencia de ADN diana y gque flanquea
al sitio preseleccionado en el genoma de la célula
vegetal;

ii. un gen marcador seleccionable o identificable sil]
tuado entre las regiones de ADN flanqueantes, con lo
gque el gen marcador seleccionable o identificable esl]
td situado ademés entre una de las regiones de ADN
flanqueantes y otra copia de al menos parte de la
mencionada una de las regiones de ADN flangueantes
situada en la repeticidén directa (también indicada
como secuencia de ADN flanqueante parcial);

iii. un sitio de reconocimiento para una enzima DSBI
situado entre la una de las regiones de ADN flanl]
queantes y la regién de ADN flanqueante parcial sill

tuada en la repeticidén directa;

seleccionar una poblacién de células vegetales que coml]
prende el marcador seleccionable o identificable;

seleccionar una célula vegetal en la gque se ha introdull
cido mediante recombinaciédn homéloga a través de las

regiones de ADN flanqueantes el marcador seleccionable



10

15

20

25

30

ES 2354109 T3

- 23 [

o identificable, y regenerar una planta a partir de la
célula vegetal;

cruzar la planta regenerada o una planta derivada de la
misma qgque comprende el gen marcador seleccionable con
una planta que comprende un gen quimérico que codifica
la enzima DSBI, comprendiendo el gen quimérico los sill

guientes segmentos de ADN enlazados operablemente:

B un promotor especifico de microspora;

B una regidén de ADN que codifica una enzima inductol]
ra de una ruptura de ADN bicatenaria que reconoce el
sitio de reconocimiento situado en el ADN de interés;
B una regidén de terminacidn de la transcripcidn y de

poliadenilacién;

- seleccionar una planta descendiente (planta F1)
que comprende el gen marcador seleccionable o
identificable y el gen quimérico que codifica la
enzima DSBI;

- cruzar la planta descendiente con otra planta,
con lo que la planta descendiente se usa como dol]
nante de polen;

- seleccionar una poblacidén de plantas descendienl]
tes (poblacidén F2) que comprende el gen gquimérico
que codifica la enzima DSBI; vy

- seleccionar una planta descendiente dentro de dill
cha poblacién F2 en la gque el gen marcador selecl]
cionable o identificable se suprime mediante re-
combinacién hombéloga entre la una de las regiones
de ADN flanqueantes y una regidén de ADN flanll
queante parcial que comprende parte de la una de

las regiones de ADN flanqueantes.
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De este modo, como se usa aqui, “un sitio preselecl
cionado” indica una secuencia nucleotidica particular en el
genoma nuclear de la planta, situada en o prdéxima a la sel
cuencia de ADN diana en cuya localizacidén se desea insertar
el ADN extrafioc o intercambiar la secuencia de ADN diana.
Una persona experta en la técnica seria capaz de elegir una
enzima inductora de una ruptura de ADN bicatenaria (“DSBI”)
que reconoce la secuencia nucleotidica diana seleccionada,
o manipular mediante ingenieria tal endonucleasa DSBI. Como
alternativa, se puede introducir en el genoma vegetal un
sitio de reconocimiento de endonucleasa DSBI usando cualll
quier método de transformacidén convencional o mediante rell
produccidédn convencional usando una linea vegetal que tiene
en su genoma un sitio de reconocimiento de endonucleasa
DSBI, y después se puede introducir cualgquier ADN extrafio
deseado en el sitio diana preseleccionado previamente inl]
troducido.

Las rupturas de ADN bicatenarias en la molécula de
ADN transformante se pueden inducir convenientemente mell
diante interrupcidn transitoria de un gen quimérico exprel]
sable en la planta que comprende una regidén promotora exl]
presable en la planta operablemente enlazada a una regidn
de ADN que codifica una enzima inductora de la ruptura bil]
catenaria. La regidén de ADN que codifica una enzima inducl
tora de una ruptura bicatenaria puede ser una regidén de ADN
sintética, tal como, pero sin limitarse a, una regidén de
ADN sintética mediante la cual los codones se eligen segun
el esquema de disefio como se describe en cualquier otra
parte en esta solicitud para regiones codificantes de I-
Scel. La propia endonucleasa, como proteina, también se pol]

dria introducir en las células vegetales, por ejemplo mell
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diante electroporacién. Sin embargo, la endonucleasa taml
bién se puede proporcionar de una manera transitoria introll
duciendo, en el genoma de una célula vegetal o planta, un
gen quimérico que comprende la regién codificante de la enl]
donucleasa operablemente enlazada a un promotor inducible
expresable en la planta, y proporcionando el compuesto inl]
ducible apropiado durante un tiempo limitado antes, durante
o inmediatamente después de la introduccidén de la molécula
de ADN transformante. La endonucleasa también se podria
proporcionar como un precursor de ARN que codifica la endol]
nucleasa.

La enzima inductora de una ruptura bicatenaria puede
comprender, pero no necesita comprender, una seflal de locall
lizacidén nuclear (NLS) [Raikhel, Plant Physiol. 100: 16270
1632 (1992) y referencias alli], tal como la NLS del antill
geno T grande de SV40 [Kalderon et al. Cell 39: 499-509
(1984)]. La sefial de localizacidén nuclear puede estar sill
tuada en cualquier parte en la proteina, pero estd situada
convenientemente en el extremo N-terminal de la proteina.
La seflal de localizacidén nuclear puede sustituir a uno o
mas de los aminoacidos de la enzima inductora de una ruptull
ra bicatenaria.

Como se usa aqui, la “secuencia de ADN diana” es la
secuencia de ADN situada en el genoma de la célula vegetal
que se modifica mediante adicidén, supresidn o sustitucidn.

Como se usa aqui, “regiones de ADN flangqueantes” son
secuencias de ADN que tienen homologia con las regiones de
ADN respectivamente en direccién 5’ o en direccidén 3’ de la
secuencia de ADN diana. Esto permite controlar mejor la inl]
sercidén del ADN extrafio o de la molécula de ADN de interés.
De hecho, la integracién mediante recombinacién homdloga

permitird la unidén precisa del fragmento de ADN extrafio al
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genoma nuclear de la planta hasta el nivel nucleotidico.
Las regiones de ADN flanqueantes pueden variar en
longitud, y deberian tener al menos alrededor de 10 nucledl!
tidos de longitud. Sin embargo, la regidén flangqueante puede
ser tan larga como sea practicamente posible (por ejemplo,
hasta alrededor de 100-150 kb, tal como cromosomas artifill
ciales bacterianos completos (BAC)). Preferiblemente, la
regién flanqueante tendrad alrededor de 50 pb a alrededor de
2000 pb. Ademéds, las regiones que flangquean a la molécula
extrafia de interés no necesitan ser idénticas a las regioll
nes de ADN que flanquean al sitio preseleccionado, y pueden
tener entre alrededor de 80% y alrededor de 100% de identill
dad de secuencia, preferiblemente alrededor de 95% a alrel]
dedor de 100% de identidad de secuencia con las regiones de
ADN que flanguean al sitio preseleccionado. Cuanto mayor es
la regidén flanqueante, menos restrictivo es el requisito de
la homologia. Adicionalmente, se prefiere que la identidad
de secuencia sea tan alta como sea practicamente posible en
la vecindad de la localizacidén de la insercidén exacta del
ADN extrafio. Ademés, para lograr el intercambio de la sell
cuencia de ADN diana sin cambiar la secuencia de ADN de las
secuencias de ADN adyacentes, las secuencias de ADN flanll
queantes deberian ser preferiblemente idénticas a las rell
giones de ADN que flanquean al sitio preseleccionado.
Ademds, las regiones que flanquean al ADN extrafo de
interés no necesitan tener homologia con las regiones inmell
diatamente que flanquean al sitio preseleccionado, sino que
pueden tener homologia con una regidén de ADN del genoma null
clear més remota que ese sitio preseleccionado. La inserl]
cién del ADN extrafio darda entonces como resultado una elill
minacién del ADN diana entre el sitio de insercidén presel]

leccionado y la regidén de ADN de homologia. En otras palall
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bras, el ADN diana situado entre las regiones de homologia
se sustituird por el ADN extrafio de interés.

Preferiblemente, el sitio preseleccionado y la sell
cuencia de reconocimiento mencionada ademds son reconocidos
por diferentes endonucleasas inductoras de una ruptura bil]
catenaria que escinden de forma rara.

La “regidén de ADN flanqueante parcial” mencionada inl]
dica que la regidén de ADN comprende al menos una porcidn de
la regidén de ADN flanqueante adyacente a la regidén de ADN a
eliminar y que habitualmente comprenderd el marcador selecl]
cionable o identificable. Estd claro que la secuencia de
ADN flangqueante parcial también puede tener una longitud
igual a la secuencia de ADN flanqueante, o incluso comprenl]
der una secuencia de ADN flanqueante mas larga.

“Marcadores seleccionables o identificables”, como se
usa aqui, tienen su significado habitual en la técnica, e
incluyen, pero no se limitan a, fosfinotricin acetiltransl]
ferasa expresable en plantas, neomicina fosfotransferasa,
glifosato oxidasa, enzima EPSP tolerante a glifosatos, gen

de nitrilasa, gen de acetolactato sintasa o acetohidroxiél]

cido sintasa mutante, B-glucuronidasa (GUS), genes del 1lol]
cus R, la proteina fluorescente verde, y similares.

La seleccidén de la célula vegetal o planta en la que
el marcador seleccionable o identificable y el resto de la
molécula de ADN extrafio se ha introducido mediante recombill
nacién homdéloga a través de las regiones de ADN flanqueanl]
tes se puede lograr, por ejemplo, identificando en busca de
ausencia de secuencias presentes en el ADN transformante
pero situadas fuera de las regiones de ADN flangqueantes. De
hecho, 1la presencia de secuencias del ADN transformante

fuera de las regiones de ADN flanqueantes indicaria que las
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células vegetales transformadas se originan mediante inserl!
cidén aleatoria del ADN. Para este fin, se pueden incluir
marcadores seleccionables o identificables en la molécula
de ADN transformante fuera de las regiones de ADN flanl]
queantes, que entonces se pueden usar para identificar
aquellas células vegetales que no tienen los marcadores sel]
leccionables o identificables situados fuera del ADN transl!
formante y que pueden haber surgido mediante recombinacién
hombéloga a través de las regiones de ADN flanqueantes. Como
alternativa, la molécula de ADN transformante puede contell
ner marcadores seleccionables fuera de las regiones de ADN
flanqueantes que permiten la seleccidén en busca de la aull
sencia de tales genes (genes marcadores seleccionables nell
gativos) .

Se apreciard que los medios y métodos de la invencidn
se pueden usar en cualquier planta capaz de reproducirse a
través de polen, incluyendo plantas de maiz, tabaco, planl]
tas de cereales que incluyen plantas de trigo, avena, ceball
da, centeno, arroz, césped, sorgo, mijo o cafia de azucar.
Los métodos de la invencidén también se pueden aplicar a
cualquier planta (angiospermas o gimnospermas), incluyendo,
pero sin limitarse a, algoddn, colza con bajo contenido en
adcido ertcico, colza, haba de soja, vegetales, patatas,
Lemna spp., Nicotiana spp., Arabidopsis, alfalfa, cebada,
haba, maiz, algoddédn, lino, guisante, colza, arroz, centeno,
alazor, sorgo, haba de soja, girasol, tabaco, trigo, espal
rrago, remolacha, Dbrécoli, repollo, zanahoria, coliflor,
apio, pepino, berenjena, lechuga, cebolla, colza, pimiento,
patata, calabaza, rédbano, espinaca, calabaza, tomate, calall
bacin, almendra, manzana, albaricoque, platano, zarzamora,
arandano, cacao, cereza, Ccoco, arandano, datil, uva, pomell

lo, guayaba, kiwi, 1limén, 1lima, mango, meldn, nectarina,
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naranja, papaya, fruta de la pasién, melocotdn, cacahuete,
pera, pifia, pistacho, ciruela, frambuesa, fresa, clementil]
na, nuez y sandia.

Las plantas obtenidas mediante los métodos descritos
aqgui se pueden cruzar ademds mediante técnicas de reproducl]
cidén tradicionales con otras plantas para obtener plantas
descendientes que comprenden los sucesos de insercidén de
ADN seleccionados obtenidos segin la presente invencién.

Los siguientes Ejemplos no limitantes describen 1la
eliminacién de un subfragmento seleccionado a partir de una
molécula de ADN introducida usando una enzima inductora de
una ruptura de ADN bicatenaria, tal como I-Scel, expresada
bajo el control de un gen quimérico que codifica un promol!
tor especifico de microspora.

En los Ejemplos, excepto que se establezca de otro
modo, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a
cabo segun protocolos estandar como se describe en Sambrook
et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sell
gunda Edicidén, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, vy
en los VolUmenes 1 y 2 de Ausubel et al. (1994) Current
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA. Los
materiales y métodos estdndar para el trabajo molecular con
plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax
(1993) de R.D.D. Croy, juntamente publicado por BIOS Scienl]
tific Publications Ltd (UK) y Blackwell Scientific Publicall
tions, UK. Otras referencias para técnicas de biologia mol]l
lecular estédndar incluyen Sambrook y Russell (2001) Molecul
lar Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edicidén, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY, VolUmenes I y II de
Brown (1998) Molecular Biology LabFax, Segunda Edicidn,
Academic Press (UK). Los materiales y métodos estadndar para

las reacciones en cadena de la polimerasa se pueden enconl]
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trar en Dieffenbach y Dveksler (1995) PCR Primer: A Laborall
tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, vy en
McPherson at al. (2000) PCR - Basics: From Background to
Bench, Primera Edicién, Springer Verlag, Alemania.

A lo largo de la descripcidén y de los Ejemplos, se

hace referencia a las siguientes secuencias:

SEC ID No 1l: secuencia nucleotidica de la regidén codill

ficante de I-Scel sintética (cdéddigo IUPAC).

SEC ID No 2: secuencia nucleotidica de la regidén codill

ficante de I-Scel sintética.

SEC ID No 3: secuencia nucleotidica de gen NTM19 selecl!

tivo de microspora que incluye la regidn promotora.

SEC ID No 4: secuencia nucleotidica del ADN T de pTCV63

SEC ID No 5: secuencia nucleotidica del ADN T de pTCV64

SEC ID No 6: secuencia nucleotidica del ADN T de pTCV72

EJEMPLOS

Eliminacién de un gen marcador seleccionable mediante re-

combinacién hombéloga intracromosémica (IHR) (sbélo como re-

ferencia)

Se ha desarrollado un ensayo de recombinacién para
detectar la eliminacién de un fragmento de ADN seleccionado
basadndose en la restauracidén de un gen de fusidén egfp-bar

tras la eliminacidén de un gen marcador seleccionable (hyg)
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(~2000 pb) mediante recombinacidén hombloga intracromosdmica
(IHR) entre secuencias directamente repetidas (parte de las
secuencias de egfp; alrededor de 300 pb o alrededor de 600
pb) . Una de las secuencias repetidas estd flanqueada por un
sitio de reconocimiento de I-Scel (y el dedo de cinc
Z21f268), dando la posibilidad de crear una DSB entre las
repeticiones. A fin de permitir la IHR durante la transill
cién de una generacidén a la otra, la endonucleasa I-Scel se
colocd bajo el control de un promotor especifico de microsl]
pora (pNTM19).

Usando técnicas de ADN recombinante estédndar, se
construyeron las siguientes moléculas de ADN para uso en

los siguientes experimentos:

1. pTCV63: con secuencias de repeticidén directa cortas
(~300 pb) gque contienen los siguientes constructos de

ADN enlazados operablemente:

- p35S3: un fragmento promotor de CaMV35S

- egf (corta): una primera parte de la secuencia col]
dificante de eGFP que comprende un solapamiento de
300 pb con la secuencia de GFP nombrada subsiguienl]
temente

- un sitio de reconocimiento para la endonucleasa I-
Scel

- un sitio de reconocimiento para la proteina de
unién a ADN que contiene el dedo de Zn Zif268

- pCsVMV: un fragmento promotor del virus del mosaico
de la avena del casabe

- hyg: una regidén codificante para resistencia a

higromicina
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- 3735S: sefial de terminacién de la transcripcién vy
de poliadenilacién de 3’

- gfp (corta): la parte de 3’ de la secuencia codifill
cante de eGFP, que comprende una repeticidén directa
de secuencias de 300 pb de la porcidén de egf previa
de este plésmido, y en la que la regidédn codificante
estd enlazada traduccionalmente a una regidén que
codifica un gen bar

- 3’nos: una sefial de terminacidén de la transcripcidn
y de poliadenilacién de 3’ procedente del gen nopall

lina sintasa.

Este plésmido se introdujo en Agrobacterium tumefa-
ciens, y la cepa resultante (A4330) se usd para generar
plantas de tabaco transgénicas (G7NT001).

2. pTCV64: con secuencias de repeticidédn directa largas

(~ 600 pb) que contienen los siguientes constructos de

ADN enlazados operablemente:

- p35S3: un promotor de CaMV35S

- egf (larga): una primera parte de la secuencia col]
dificante de eGFP que comprende un solapamiento de
600 pb con la secuencia de GFP nombrada subsiguienl!
temente

- un sitio de reconocimiento para la endonucleasa I-
Scel

- un sitio de reconocimiento para la proteina de
unién a ADN que contiene el dedo de Zn Zif268

- pCsVMV: un fragmento promotor del virus del mosaico
de la avena del casabe

- hyg: una regidén codificante para resistencia a
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higromicina

3735S: sefial de terminacién de la transcripcién vy
de poliadenilacién de 3’

gfp (larga): la parte de 3’ de la secuencia codifill
cante de egfp, gque comprende una repeticidn directa
de secuencias de 600 pb del constructo de egf prel]
vio, v en la que la regidén codificante estd enlazall
da traduccionalmente a una regidén que codifica un
gen bar

3’nos: una sefial de terminacidén de la transcripcidn
y de poliadenilacién de 3’ procedente del gen nopall

lina sintasa.

Este plésmido se introdujo en Agrobacterium tumefa-

ciens, y la cepa resultante (RA4364) se usd para generar

plantas de tabaco transgénicas (G7NT004).

3.

pPTCV72:

pnos: un promotor de nopalina sintasa

neo: regidén codificante de neomicina fosfotransfell
rasa I1

3’ocs: una seflal de terminacidén de la transcripcidn
y de poliadenilacidén de 3’ procedente del gen de
octopina sintasa;

pPNTM19: un fragmento de promotor especifico de mill
crospora

I-Scel: regidén codificante para la endonucleasa I-
Scel

3’nos: una sefial de terminacidén de la transcripcidn
y de poliadenilacién de 3’ procedente del transcrill

to de CaMVv 35S.
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Este pléasmido se introdujo en Agrobacterium tumefa-
ciens, y la cepa resultante (A4331) se usd para generar
plantas de tabaco transgénicas (G7NT005).

A partir de tres lineas de tabaco transformadas de
una sola copia independientes de cada G7NT001 y G7/NT004, se
han realizado cruzamientos con dos lineas transformadas de
una sola copia independientes que comprenden el gen quimél]
rico que codifica I-Scel bajo el control de un promotor esl]
pecifico de microspora (G7NT005) wusando G7NT005 como la
planta macho, con lo que las lineas descendientes se indill

can segun lo siguiente:

G7NT001-0001 x G7NT005-0001 > O04TDNT000001
G7NT001-0002 x G7NT005-0001 > 04TDNT000002
G7NT001-0003 x G7NT005-0001 > 04TDNT000003
G7NT001-0001 x G7NT005-0002 > 04TDNT000004
G7NT001-0002 x G7NT005-0002 > 04TDNT000005
G7NT001-0003 x G7NT005-0002 > 04TDNT000006
G7NT004-0001 x G7NT005-0001 > 04TDNTO000007
G7NT004-0002 x G7NT405-0001 > (sin descendencia)
G7NT004-0003 x G7NT005-0001 > 04TDNT000012
G7NT004-0001 x G7NT005-0002 > 04TDNT000008
G7NT004-0002 x G7NT005-0002 > 04TDNT000010
G7NT004-0003 x G7NT005-0002 > 04TDNTO000011

A partir de cada cruzamiento, se han sembrado 200 sell
millas en Km (200 mg/l), 200 semillas en Hyg (50 mg/l) vy
200 semillas en Km (200 mg/l) + Hyg (50 mg/l), para comproll
bar la transmisién normal de transgenes. Hubo una transmill
sidén bastante normal de los diferentes transgenes para la
mayoria de los cruzamientos (obsérvese que, para algunos

cruzamientos, se encontraron problemas de contaminacidén vy
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(véase

la siguiente

Numero de plantones resistentes al agente selectivo respecl

tivo
Linea n® de planl)n® de plantoll[n® de plantol]in® de plantones
tones/50 nes de nes de de Km® +
semillas |Km®/200 semill| Hyg®/200 sell | Hyg®/200 semil]
llas millas llas

G7NT001-0001x 32 47/150 55 28/150
G7NT005-0001
G7/NT001-0001x 32 29 51 15
G7NT005-0002
G7/NT001-0002x 32 89 64 59
G7NT005-0001
G7NT001-0002x 46 69 94 42
G7NT005-0002
G7/NT001-0003x 47 92 93 53
G7NT005-0001
G7/NT001-0003x 48 88 85 47
G7NT005-0002
G7NT004-0001x 49 92 65/150 44
G7NT005-0001
G7/NT004-0002x 47 73/150 89 34/150
G7/NT005-0001
G7NT004-0002x 49 58/150 98 60
G7NT005-0002
G7NT004-0003x 39 63 69 50
G7NT005-0001
G7/NT004-0003x 45 60 91 22

G7NT005-0002

A partir de estos 12 cruzamientos,

se transfirieron

unas pocas plantas descendientes de Km® + Hyg® al invernall

dero para ser usadas como polinizadoras de plantas SR1 WT.

A partir de estos 12 cruzamientos,

se han usado cada vez
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tres plantas de Km® + Hyg® como polinizadoras de plantas

SR1 WT segln el siguiente esquema:

SR1 x 04TDNT000001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000002-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000003-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000004-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000005-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000006-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000007-001

-002

-003

SR1 x 04TDNT000012-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000008-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000010-001
-002

-003

SR1 x 04TDNT000011-001
-002

5 -003

A partir de cada descendencia de estos cruzamientos

(véanse las siguientes tablas), se han sembrado 50 semillas

en un sustrato no selectivo para determinar la frecuencia

10 de la germinaciédén, 50 semillas en canamicina para determill

nar la tasa de transmisiédn del gen NTM19-I-Scel, y alredell
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dor de 4000 semillas en PPT para determinar la frecuencia
de IHR durante la transicién de una generacidén a la otra.
El numero de plantones de PPT® que también son Km" determill
na si hay o no un efecto de induccién de DSB por la endonul]
cleasa NTM19-I-Scel sobre la frecuencia de IHR durante la
transicién de una generacidén a la otra.

Los resultados del andlisis de la descendencia de 22
descendientes se resumen en las tablas A, B y C.

Hay un efecto muy fuerte de NTM19-I-Scel sobre 1la
frecuencia de IHR durante la transicidén de una generacidn a
la otra puesto que todos los plantones de PPT® son también
Km®.

Se ha de serlalar que una gran parte de los plantones
de PPT® y GFPF no se desarrollaron posteriormente en planl]

tas y murieron debido al efecto tdéxico de GFP.

Tabla A:

Cruzamiento Frecuencia N° de Plantones |N° de plantol]
de germinall |plantones| de PPTF y |nes de Km®/n°
cién (n° de |de Km® /50| GFP' /n° de | de plantones
plantones/50| semillas semillas |de PPT® y GFPF

semillas) identificados

para Km®

SR1x04TDNT000001-001 43 24 77/4348 5/5
repeticidén corta (1,77%)
SR1x04TDNT000001-002 49 20 79/4835 23/23
repeticidédn corta (1,63%)
SR1x04TDNT000001-003 47 22 98/4827 27/27
repeticidédn corta (2,03%)
SR1x04TDNT000002-001 47 23 33/4762 4/4
repeticidén corta (0,69%)
SR1x04TDNT000004-001 49 30 123/4798 36/36
repeticidn corta (2,6%)

SR1x04TDNT000004-002 48 23 100/4745 32/32
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repeticidén corta (2,1%)
SR1x04TDNT000004-003 48 15 118/4665 6/6
repeticidédn corta (2,5%)
SR1 x04TDNT000005-001 49 25 94/4665 16/16
repeticidén corta (2,01%)
SR1x04TDNT000005-002 48 20 47/4690 7/7
repeticidén corta (1%)
SR1x04TDNT000005-003 48 22 120/4658 16/18 (¢2 S 6
repeticidédn corta (2,6%) R?)
SR1x04TDNT000006-001 47 28 136/4665 24/24
repeticidén corta (2,9%)
SR1x04TDNT000006-003 49 20 77/4650 12/12
repeticidén corta (1,66%)
Tabla B:
Cruzamiento Frecuencia de| N° de |Plantones|N° de planll| N° de planll | N° de planl]
germinacién [plantoneslde Hyg“/50| tones de |tones de PPT"| tones de Km"
(n°® de plan(l|de Km"/50| semillas [Km"+Hyg"/100|y GFP"/n°® de| /n° de plan(]
tones/50 semillas semillas semillas ** | tones de PPT®
semillas) * y GFP® identil]
ficados para
Km"®
SR1x04TDNTO000003[] 23 14 12 13 44/4973 33/33
001 repeticidn (0,89%) **
corta
SR1x04TDNTO000003[] 20 16 11 16 46/4857 46/46
003 repeticidn (0,95%) *~*
corta
SR1x04TDNTO000007C] 19 7 7 7 16/4915 16/16
001 repeticidn (0,33%) **
larga
SR1x04TDNT000008[] 28 17 12 12 33/4890 33/33
001 repeticidn (0,7%) **
larga
SR1x04TDNT000008L] 20 7 8 8 33/4840 33/33
003 repeticidn (0,69%) **
larga
SR1x04TDNT0000120] 16 10 9 9 14/4312 14/14
003 repeticidn (0,32%) **
larga
* Las descendencias mencionadas en esta tabla se sembraron en el mismo momento. Debido 4

hubo una germinacién mala e irregular]
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(para la mayoria de las lineas <50%).

cia de germinacidén es para la mayoria de las lineas menor que 50%

** Esto significa que el N° de plantones de PPTR vy

GFPF /N° de semillas es una subestimacién con al menos un factor de 2 ya que la frecuen!]

Tabla C:
Cruzamiento Frecuencia de| N° de |Plantones|N° de planll| N° de planll | N° de planl]
germinacién [plantoneslde Hyg“/50| tones de |tones de PPT"| tones de Km"
(n°® de plan(l|de Km"/50| semillas [Km"+Hyg"/100|y GFP"/n°® de| /n° de plan(]
tones/50 semillas semillas semillas ** | tones de PPT"
semillas) * y GFPY identil]
ficados para
Km"®
SR1x04TDNT0000020] 50 20 26 9 7/1330 NT*
002 repeticidn (0,5%)
corta
SR1x04TDNT0000020] 50 30 18 25 9/1355 NT*
003 repeticidn (0,66%)
corta
SR1x04TDNTO000003[] 50 20 21 25 24/1389 NT*
002 repeticidn (1,7%)
corta
SR1x04TDNTO0000070] 50 25 25 17 3/1346 NT*
003 repeticidn (0,2%)
larga
*NT: no ensayado todavia
Ademds, todos los plantones de PPT® y GFP’ son de

hecho sensibles a higromicina,

demostrando que el gen hyg

se ha eliminado de hecho mediante recombinacidédn intracromol]

sémica en el locus de IHR.

Cruzamiento

N° de plantones de Hyg"/N° de plantol]
nes de PPT® y GFP' identificados para

Hyg"
SR1x04TDNTT000012-003 0/11
SR1x04TDNT000008-001 0/12
SR1x04TDNT000008-003 0/11

SR1x04TDNT000001-002

0/8
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SR1x04TDNT000005-003 0/7

SR1x04TDNT000006-003 0/7

Para el anédlisis de segregacidén de 18 poblaciones
descendientes, se puede concluir gque hay un efecto muy
fuerte de NTM19-I-Scel sobre la frecuencia de IHR durante
la transicidén de una generacidén a la otra puesto que todos
los plantones de PPT® son también KmX.

La descendencia de un cruzamiento entre SR1 (hembra)

y 04TDNT00000X-00Y se segregard normalmente en:

25% con sb6lo endonucleasa NTM19-IScel

25% con sbélo el constructo de IHR

25% tanto con endonucleasa NTM19-I-Scel + constructo de
THR

25% sin endonucleasa NTM19-I-Scel ni constructo de IHR

El hecho de que todos los plantones de PPT® sean taml]
bién Km® muestra que todos los recombinantes de IHR se proll
ducen sélo en la fraccidén que contiene tanto la endonucleall
sa I-Scel bajo el control de un promotor especifico de mil]
crospora NTM19 asi como también el constructo de IHR. Los
resultados muestran que, en el mejor de los casos, hasta
11% de las microsporas que contienen tanto la endonucleasa
NTM19-IScel como el constructo de IHR han sufrido una re-
combinacidén homdéloga intracromosdmica, dando como resultado
la restauracién de un gen de fusidén egfp-bar defectuoso
(SR1x04TDNT000006-001) . Puesto que no se obtuvieron recoml]
binantes de IHR que dan como resultado un gen egfp-bar funl]
cional en la fraccidén que contiene sbélo el constructo de

IHR, se puede concluir que no se produce la IHR esponténea
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(en ausencia de induccidén de DSB seleccionada en las mil]
crosporas), O, si se produce la IHR espontdnea, no da como
resultado la restauracién de un gen de fusién egfp-bar dell
fectuoso. Por el contrario, la IHR inducida por DSB en las
microsporas permite una recombinacién hombdbloga intracromol]
sébmica més precisa, dando como resultado la restauracidédn de
un gen de fusién egfp-bar defectuoso.

El andlisis de secuencias mostrd que no se dejan huel]
llas tras la eliminacién del marcador seleccionable mediada

por IHR inducida por DSB en las microsporas.
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

ES 2354109 T3

- 42 1]

1
732
ADN

Artificial

regién codificante de I-Scel sintética

variacidédn
(25)..(27)
AGA
variacidn
(73) ..(75)
AGC
variacidn
(97)..(99)
AGC
variacidn
(169)..(171)
AGA
variacidn
(172) ..(174)
AGC

(UIPAC)
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15

20

25

30

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

ES 2354109 T3

variacidn
(175) ..(177)
AGA
variacidédn
(268) ..(270)
AGC
variacidn
(289) ..(291)
AGA
variacidn
(4306) ..(438)
AGC
variacidn
(490) ..(492)
AGC
variacidn
(502) ..(504)
AGC

43 [
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15

20

25

30

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2354109 T3

variacidn
(523)..(525)
AGC
variacidn
(565)..(567)
AGA
variacidédn
(631)..(633)
AGC
variacidn
(637)..(639)
AGC
variacidn
(712)..(714)
AGC
variacidn
(715) ..(717)
AGC

1

44 T[]



10

atggcyaarc

ctsggmecha

garcartteg
garggmaara
tgyctsctst
ctsggmaacc
ctsgesaacce
tacctsacyc
aacaaraact
gtsgartacc
aacaaraaca
atyaarccht

acyttcctsa

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

<220>
<223>

<400>

chcchaaraa

actcmaarct

argcyggmat
cytactgyat
acgaycértg
tsgtsatyac
tsttecatyct
cyatgtemct
cmacyaacaa
tsgtsaargg
arccyatyat
acctsatycc

ar

2
732
ADN

ES 2354

raarcgsaaa

sctsaargag

cggmctsaty
gcagttcgar
ggtsctstem
ytggggmgcy
saacaacaar
sgcytactgg
rtcmatygts
mctscgsaac
ctacatygay

hcaratgatg

Artificial

109 T3

- 45 1]

gtsaacatya

tacaartcme

ctsggmgayg
tggaaraaca
cchecheaya
caracyttca
aaracyatye
ttcatggayg
ctsaacacyc
aarttcecarc
tcmatgtemt

tacaarctsc

araaraacca ggtsatgaac

arctsatyga rctsaacaty

cytacatycg
argcytacat
araargarcg
arcaycargc
chaacaacct
ayggmggmaa
artcmtteac
tsaactgyta
acctsatytt

chaacacyat

stemegsgay
ggaycaygts
sgtsaaccay
yttcaacaar
sgtsgaraac
rtgggaytac
yttcgargar
cgtsaagaty
ctacaaccts

ytcmtemgar

regién codificante de I-Scel sintética

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

732



10

15

atggccaagc
ctgggaccta
gagcagttcg
gaaggcaaga
tgtctgetgt
ctgggcaacce
ctggccaacc
tacctcacte
aacaagaaca
gtggagtacc
aacaagaaca
atcaagccat

accttectga

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

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

ctcccaagaa
acagcaagct
aagctggcat
cctactgcat
acgaccagtg
tcgtgatcac
tgttcategt
ccatgagect
gcaccaacaa
tcgtcaaggg
agectatcat

acctgatccce

ag

3
1618
ADN

ES 2354

gaagcgcaaa
cctgaaggag
cggcctgatce
gcagttegag
ggtectgagce
ctggggagce
gaacaacaag
ggcctactgg
gtcaattgtg
cctgegcecaac
ctacatcgac

tcagatgatg

109 T3

- 46 [

gtgaacatca
tacaagagcc
ctgggcgatg
tggaagaaca
cctcetceaca
cagacctteca
aagaccatcc
ttcatggacg
ctgaacaccc
aagttccagce
agcatgagct

tacaagectgce

Nicotiana tabacum

sefial TATA

(919) ..(922)
ARNm

(954) ..(1573)
gen
(993)..(1271)

NTM19

agaagaacca
agctgatcga
cctacatcag
aggcctacat
agaaggagcg
agcaccaggce
ccaacaacct
acggaggcaa
aaagcttcac
tgaactgcta
acctgatctt

ccaacaccat

ggtgatgaac
actgaacatce
atccecgggac
ggaccacgtg
cgtgaaccat
cttcaacaag
cgtggagaac
gtgggactac
cttcgaagaa
cgtgaagatc
ctacaacctg

cagcagcgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
gatccagatt
acagaacaac
tttcatatct
sccgctaaca
zgtacatcat
cattattatg
jgttatcaac
:gttctegaa
jattaataaa
1caaaccaaa
lgctagcaga
gttaatgta
iEtttetttt
icttcaaatt
racataaatc
ctettectt

gtaccaace

ES 2354109 T3

misc feature

(993) ..(1271)

- 47 1]

regién codificante

3

tatagggtcc
tcctttagaa
ctegtcatct
aaaatcttge
ttataggcgt
taacttttag
taaggaccaa
aaaaacccca
atctattaag
ccggtcaaaa
aattaaatag
atcaagagat
tcatataaga
gcatgcattt
aatattcata
tacaacccta

ctaaatttcect

taatgcgggt
tttacaattt
cctaactcct
gacgacattg
tagctataac
atatgaattt
ccactttgga
aaagtgttaa
ttaatagaag
aagctagtat
tttattaagt
cttttgette
ttttgaatag
taagaattct
tcttcegataa
taaaaccccce

tagtgattaa

actgaacacce
ttgagcgtgt
atggttcacc
agagaaattt
cttttagtta
actttcaaaa
cgtctcacca
aatgectttte
tagggaataa
tcatataaat
tgattacaaa
taattgatca
atatagggaa
ctttgtatge
agttaataac
cactatagcet

ccatggctaa

aggtgggaaa
tggcttggta
agccaccgat
cttttcataa
gtgaatacaa
aaaaaaaaag
ctaagttaaa
atatcataat
atcgggcaaa
ggactataca
acaattcetc
gacgaggacc
atcttgttca
aaacttcagt
tctectaata
accttcataa

gaaaagtctce

caaaaaatat
cgattctact
taattatgac
attggtaatt
tactttttgce
gatcgatgtt
taaatcactt
caaacaacgt
agaatttgat
agttaatacc
atttaaaaaa
cctettatet
ctetttatct
atttatgatt
cttatgaata
ttcatcttag

acttttecteca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

15

20

tttgeatttt
aatcggatte
atccatggtg
gttttcatca
ctcatcaata
ctaaaggaga
atcacatatt
zaaattaaaa
agetttegat

Jtattattge

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

cctacttcte
atcgtcacaa
gctacatcca
tgecatggcea
atttcatecgt
caagaattaa
tttctttagg
taaatgatcg

ggtagaaatg

tttagctttt

4
4683
ADN

ES 2354

aatttatott
gataaagaat
catccatggce
ttcececeate
cétccatggc
ttgaaaatat
ttaatatctt
ttctagggta
ttattaattt

atgatttgta

Artificial

ADN T de

PTCV63

misc feature

(191)..(222)

frontera derecha de ADN T

misc feature

(270)..(818)

109 T3

- 48 T[]

ttgcaattga
tagattggtt
cattcgtteca
caccgatgec
cattcatgca
gaagagaagt
taggatttat
gttattataa
gattcocggett

gttattttat

gaacgtagaa
tecatccgtgg
tcegecaatg
tgetggtggt
tccaccagtt
gttggatcaa
gtcttaggtt
tttcttagat
atcatgaaat

gttgattgtt

regién promotora de CaMV35S

misc feature

(819)..(875)

actatgcaaa
ttcecatecac
ccagetggeg
tttaagttte
ccatctccac
catcttattg
atttttgata
ttttccaagt
aaaatcecgta

cteccattt

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1618
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ES 2354109 T3

- 49 [
<223> secuencia lider de Cab22
<220>
<221> misc_ feature
<222> (885)..(1391)
<223> parte 5’ de la regidén codificante de eGFP
<220>
<221> misc feature
<222> (1392)..(1409)
<223> sitio de reconocimiento de I-Scel
<220>
<221> misc feature
<222> (1411)..(1419)
<223> sitio de reconocimiento de Zif268
<220>
<221> misc_ feature
<222> (1433)..(1671)
<223> regidén de poliadenilacidn de 35S de 3’ (complel]
mento)
<220>
<221> misc_ feature
<222> (1683)..(2708)
<223> regidén codificante de resistencia a higromicina
(complemento)
<220>
<221> misc feature
<222> (2715)..(2787)
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15

20

25

30

ES 2354109 T3

- 50 O

<223> regidén lider de CsVMV (complemento)

<220>
<221> misc_ feature
<222> (2788)..(3227)

<223> fragmento promotor de CsVMV (complemento)

<220>

<221> misc feature

<222> (3269)..(3787)
<223> parte de 3’ de eGFP

<220>

<221> misc feature

<222> (3788)..(4339)

<223> regidn codificante de fosfinotricina acetiltransl]

ferasa

<220>

<221> misc_ feature

<222> (4341)..(4549)

<223> 3’ nos: regidén de terminacidn de la transcripcidn

y de poliadenilaciédn

<220>

<221> misc_ feature

<222> (4659)..(4683)

<223> frontera derecha de ADN T

<400> 4



agattcgaag
catteecgege
acttgtecegg
sttattcaca
jcaggcaatt
ittcagatcg
sttttacgac

jtctactcceca

ctcggtceeg
tcaagatggce
tgaaatgggce
cgcgacaaat
ggtacctacg
aggatctaac
tcaatgacaa

agaatatcaa

ES 2354

tgggtgttct
ttcecectegg
tgcactccaa
tacaacggta
tatgecatgge
agaactcgce
gaagaaaate

agatacagtc

109 T3

- 51 [

gtcgtetegt
cagttcatca
cagaaacaat
tatatcctge
gcgccatatg
gtgaagactg
ttegtecaaca

tcagaagacc

tgtacaacga

gggctaaatce

caaacaaaca.

cagtactcgg
caccatacat
gcgaacagtt
tggtggagea

aaagggctat

aatccattce
aatctagccecg
tacacagcega
ccgtcgacct
ggagtcaaaa
catacagagt
cgacactctce

tgagactttt

60

120

180

240

300

360

420

480



caacaaaggg
atcaaaagga
aaggctatcg
aggagcatcg
gatatctcca
tctatataag
gcocataacaa
aggagctgtt
acaagttcag
agttcatectyg
cctacggegt
agtccgecat
actacaagac
tgaagggcat
acaacagcca
tcaagatceg
atgcatgatce
gaagtatttt
aaaccctata
aatagagaga
tcctattect
tctacacagce
gtceoecggete
aaattgcegt
cggagccgeg
tccatacaag
ccgaacatceg
ttgttggage
agcatcagcet

tgccagtgat

taatatcggg
cagtagaaaa
ttcaagatgce
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt
aagaactcett
caccggggtg
cgtgtccgge
caccaccggc
gcagtgctte
gcccgaaggce
ccgegecgag
cgacttcaag
caacgtctat
ctagggataa
tggattttag
acaaatacaa
ggaaccctaa
gatagatttyg
ttgcectegg
catcggteca
cggateggac
caaccaagct
gcgatectge
ccaaccacgg
cctegeteea
cgaaatecege
catcgagagce

acacatgggg

ES 2354

aaacctecete
ggaaggtgge
ctectgccgac
agacgttcca
ggatgacgca
tecatttggag
ttetettett
gtgceccatcee
gagggcgagg
aagctgeecyg
agccgctacce
tacgtccagg
gtgaagttceg
gaggacggca
atcatggceg
cagggtaatg
tactggattt
atacatacta
ttcecttate
tagagagaga
acgagtgctg
gacggccgeg
gattgcgteg
ctgatagagt
aagctcegga
cctccagaag
gtcaatgacc
gtgcacgagg
ctgegegacyg

atcagcaatc

109 T3

- 52 [

ggattccatt
acctacaaat
agtggtccca
accacgtett
caatcccact
aggactcgag
attaaaccaa
tggtcgaget
gcgatgccac
tgccectggece
ccgaccacat
agcgcaccat
agggecgacac
acatcctggg
acaagcagaa
gegtgggega
tggttttagg
agggtttett
tgggaactac
ctggtgattt
gggcgtcggt
cttetgeggg
catcgacccet
tggtcaagac
tgecctecget
aagatgttgg
gctgttatge
tgecggactt
gacgcactga

gecgcatatga

gcecagetat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttcgea
ctecatttete
aaccatggtg
ggacggcgac
ctacggcaag
caccctegtg
gaagcagcac
cttcttcaag
cctggtgaac
gcacaagctg
gaacggcatce
ccggtecegg
aattagaaat
atatgctcaa
tcacacatta
cagcgtgtec
ttccactatc
cgatttgtgt
gcgcccaage
caatgcggag
cgaagtagceg
cgacctegta
ggccattgte
cggggcagte
cggtgtegte

aatcacgcca

ctgtcacttc

cgataaagga

‘eccacecacyg

ggattgatgt
agaccettece
tattacttca
agcaagggcg
gtaaacggcec
ctgacecectga
accaccctga
gacttcttca
gacgacggca
cgcatcgage
gagtacaact
aaggtgaact
cegetgtacce
tttattgata
cacatgagceg
ttatggagaa
aagcttgata
ggcgagtact
acgcecgaca
tgcatcatcg
catatacgce
cgtetgetge
ttgggaatcece
cgtcaggaca
ctecggeccaa
catcacagtt

tgtagtgtat

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



tgaccgatte
gegategeat
aggtettgea
aattccccaa
acataacgat
cctcctacat
gagacgctgt
tttttcatcet
aaaatagctt
aggaaaactc
agattcettt
tatgtctett
acgtcttcaa

tegtattetyg

cecgtaaaca
tacgtaggta
ccacatgaag
caccatctte
cgacaccctyg
cctggggcac
gcagaagaac
gcagctegece
cgacaaccac
tcacatggte
gtacaagatg
geeggeggte
cgagccgcag

ctggetegte

cttgeggtcce
ccatggectce
acgtgacacc
tgtcaagecac
ctttgtagaa
cgaagctgaa
cgaactttte
cgagacaaac
acaccaaatt
aagggcaaaa
gtgataaggt
tcacaatcac
gattectttte
gcagtatagg
gcatattgat
ttggattett
ccaattgeeg
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgca
aagctggagt
ggcatcaagg
gaccactace
tacctgagca
ctgctggagt
gacccagaac
tgcaccateg
gaaccgcagg

gcegaggtgg

ES 2354109 T3

gaatgggceeg
cgegacegge
ctgtgcacgg
ttceggaate
accatcggcg
agcacgagat
gatcagaaac
ttacaaattt
ttttettgtt
atgacacgga
tactttecge
cgaccttatc
ttcgectgat

atcttgtate
ctgettcttyg
gatgctacat
ggaccggtta
tcttcaagte
acggcaacta
tcgagctgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
cccagtecege
tegtgacege
gacgcccgge
tcaaccacta
agtggacgga

acggcgaggt

- 53 [

aacccgeteg
tgecagaacag
cgggagatgce
gggagcgegg
cagctattta
tcttegecct
ttctegacag
ctctgaagtt
ttcacaaatg
aaaatataaa
ccttacattt
ttettetttt
tettettttt

tgtacattct

cttggataat
cggcgtgecag
cgecatgece
caagacccge
gggcatcgac
cagccacaac
gatccgccac
cocecateggce
cctgagcaaa
cgecgggate
cgacatccge
catcgagaca
cgacctegte

cgeccggcate

tctggctaag
cgggeagtte
aataggtcag
ccgatgcaaa
ccegecaggac
ccgagagcetg
acgtegeggt
gtatcectcecag
ccgaacttgg
aggataagta
tcecaccttac
cattgttgtc
caatttctac
tcatttttga
ataatactte
taccttegge
tgctteagece
gaaggctacg
gccgaggtga
ttcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggcceceg
gaccccaacg
actcteggcea
cgtgccaceg
agcacggtea
cgtctgeggg

gcctacgegg

ateggecgea
ggtttcaggce
gctctcgetg
gtgccgataa
atatccacge
catcaggtcg
gagttcagge
tacttcaaag
ttecttatat
gtgggggata
atgtgtecte
gtcagtgcett
gtattettct

acataggttg

gegecatgea
gctacceccga
tccaggageg
agttecgaggg
acggcaacat
tggcecgacaa
acggcagegt
tgctgetgee
agaagcgcga
tggacgagct
aggcggacat
acttecgtac
agcgctatce

gcccctggaa

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

4020
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15

20

ggcacgcaac
gcggacggga
cttcaagagc
ggcgetcgga
gcatgacgtg
gccegtcace
ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt
aatatagcgc
ggaagatcct

ceg

<210> 5
<211> 4
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

gectacgact
ctgggcteca
gtggtegetg
tatgcceceece
gatttetgge
gagatctgag
agtttettaa
aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg

ctagatacgt

992

ADN

ES 2354

ggacggccga

cgctetacac

-tcateggget

gcggeatget
agctggactt
ctagcacgcg
gattgaatcce
agcatgtaat
gagtcccgca
ataaattatc

agcgatcgcece

Artificial

ADN T de pTCV64

misc feature

(191) ..(222)

misc feature

(270)..(818)

109 T3

- 54 1]

gtcgaccgtg
ccacctgetg
gcccaacgac
gcgggeggece
cagcctgeeg
tctaggatcce
tgttgecggt
aattaacatg
gttatacatt
gcgegeggtg

atggagccat

frontera derecha de ADN T

tacgtectcece
aagtccctgg
ccgagegtge
ggcttcaage
gtacecgecce
gaagcagatc
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga
tcatctatgt

ttacaattga

fragmento promoter de CaMV35S

cccgecaccea
aggcacaggg
gcatgcacga
acgggaactg
gtccggtcecet
gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa
tactagatcg

atatatcctg

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4683
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15

20

25

30

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

ES 2354109 T3

- 55 [

misc feature
(819)..(875)
fragmento lider de cab22

misc feature
(885) ..(1553)

parte de 5’ de regidédn codificante de eGFP

misc feature
(1554) ..(1571)

sitio de reconocimiento de I-Scel

misc feature
(1573)..(1581)

sitio de reconocimiento de Zif268

misc feature
(1595)..(1833)

regiédn de terminacidén de la transcripcidén y de

poliadenilacién de 35S de 3’ (complemento)

<220>
<221>
<222>
<223>

Sa

<220>

misc feature
(1845) ..(2870)

regién codificante de higromicina fosfotransferall
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15

20

25

30

ES 2354109 T3
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<221> misc_ feature
<222> (2877)..(2949)
<223> lider de CsVMV (complemento)

<220>
<221> misc feature
<222> (2950) ..(3389)

<223> fragmento promotor de CsVMV (complemento)

<220>
<221> misc feature
<222> (3431)..(4096)

<223> parte de 3’ de regidn codificante de eGFP

<220>

<221> misc feature

<222> (4097)..(46438)

<223> regidbn codificante de fosfinotricina acetiltransl!

ferasa

<220>

<221> misc_ feature

<222> (4650) ..(4858)

<223> 3'nos: regibédn de terminaciédn de la transcripcidn

y de poliadenilacién del gen de nopalina sintasa

<220>
<221> misc_ feature
<222> (4968)..(4992)

<223> secuencia de frontera izquierda de ADN T

<400> 5



agattecgaag
zattecgege
acttgteegg
sttattcaca
jcaggcaatt

attcagateg

cttttacgac
gtctactcca
caacaaaggyg
atcaaaagga
aaggctateg
aggagcatcg
gatatctcea
tctatataag
gécataacaa
aggagctgtt
acaagttcag
agttcatctg
cctacggcgt
agtcegecat
actacaagac
tgaagggcat
acaacagcca
tcaagatccg
acacccccat
ccgecectgag
aacagggtaa
agtactggat
aaatacatac
aattccctta
tgtagagaga
ggacgagtgce
Jagacggecg
acgattgcgt

ckctgataga

cteggteecg
tcaagatgge
tgaaatgggc
cgegacaaat
ggtacctacg

aggatctaac

tcaatgacaa
agaatatcaa
taatatecggg
cagtagaaaa
ttcaagatgc
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt
aagaactctt
caccggggtg
cgtgteegge
caccaceggc
gcagtgctte
gccecgaaggce
ccgegeegag
cgacttcaag
caacgtctat
ccacaacatc
cggcgacggce
caaagaccce
tggegtgggce
tttggtttta
taagggtttc
tctgggaact
gactggtgat
tggggcgtceg
cgettetgeg
cgecatcgace

gttggtcaag

ES 2354

tgggtgttet
ttccecctegg
tgcactccaa
tacaacggta
tatgcatgge

agaactecgee

gaagaaaatc
;gatacagtc
aaacctcete
ggaaggtggce
ctctgeecgac
agacgtteca
ggatgacgca
tcatttggag
ttctettett
gtgcccatce
gagggcgagg
aagctgecceg
agccgectacce
tacgtccagg
gtgaagttag
gaggacggca
atcatggccg
gaggacggca
cccgtgetge
aacgagaagc
gaccggtecce
ggaattagaa
ttatatgcte
actcacacat
ttcagegtgt
gtttccacta
ggegatttgt
ctgcgeccaa

accaatgcgg
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gtcgtctegt
cagttcatca
cagaaacaat
tatatcctge
gcgeecatatg
gtgaagactg
ttegtecaaca
tcagaagacc
ggattccatt
acctacaaat
agtggtecca
accacgtctt
caatcccact
aggactcgag
attaaaccaa
tggtcgagct
gcgatgeeac
tgececetggee
ccgaccacat
agcgcaccat
agggcgacac
acatcctggg
acaagcagaa
gcgtgcaget
tgccegacaa
gcgatcacat
ggecgctgta
attttattga
aacacatgag
tattatggag
ccaagcttga
tcggcgagta
gtacgcccga
gctgecatcat

agcatatacg

tgtacaacga
gggctaaatc
caaacaaaca
cagtactecgg
caccatacat

gcgaacagtt

tggtggagca
aaagggctat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttcgea
ctecatttetc
aaccatggtg
ggacggcgac
ctacggcaag
caccctegtg
gaagcagcac
cttcttcaag
cctggtgaac
gcacaagctg
gaacggcate
cgccgaccac
ccactacctg
ggtcetgety
ccatgcatga
tagaagtatt
cgaaacccta
aaaatagaga
tatectatte
cttctacaca
cagtccegge

cgaaattgec

ccecggageeg

aatccattcc
aatctagceg
tacacagcga
cegtegacet
ggagtcaaaa

catacagagt

cgacactctce
tgagactttt
ctgtcactte
cgataaagga

ccacceacg
ggattgatgt
agacccttece
tattacttca
agcaagggcg
gtaaacggcece
ctgaccctga
accacectga
gacttcttca
gacgacggca
cgcatcgage
gagtacaact
aaggtgaact
taccagcaga
agcacccagt
gagtagggat
tctggatttt
ttacaaatac
taggaaccct
gagatagatt
ctttgeceete
gccateggte
tceggategg
gtcaaccaag

cggegatect

60
120
180
240
300

360

420
480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



gcaagctccg
ggcctcecaga
cagtcaatga
gcgtgcacga
gcctgcgega
ggatcagcaa
ccgaatggge
tcegegaccyg
cectgtgeac
acttecggaa
aaaccatcgg
aaagcécgag
tcgatcagaa
acttacaaat
ttttttettg
aaatgacacg
gttactttce
accgacctta
tcttegeetg
ggatcttgta
atctgettet
Etgatgctac
sgggaccggt
cgagggcgat
jccegtgece
*taccecegac
scaggagcgce
jttegaggge
ggcaacate

jgccgacaag

gatgectceg
agaagatgtt
cegetgttat
ggtgceggac
cggacgcact
tecgegeatat
cgaacceget
gctgcagaac
ggcgggagat
tegggagege
cgcagctatt
attcttecgece
acttctegac
ttectectgaag
ttttcacaaa
gaaaaatata
gceocttacat
tettcttett
gttcttettt
tctgtacatt
tgctgagetce
atcttggata
gagctggacg
gccacctacg
tggcccaccce
cacatgaagc
accatcttct
gacaccetgg
ctggggcaca

cagaagaacg
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ctcgaagtag
ggcgaccteg
gcggeeattg
ttcggggéag
gacggtgteg
gaaatcacgc
cgtetggeta
agcgggcagt
gcaataggtc
ggcecgatgea
taccecgcagg
ctcecgagage
agacgtcgeg
ttgtatecctce
tgccgaactt
aaaggataag
ttteccacctt
ttcattgttg
ttcaatttet
cttcattttt
acataatact
attacctteg
gcgacgtaaa
gcaagetgac
tcgtgaccac
agcacgactt
tcaaggacga
tgaaccgcat
agctggagta

gcatcaaggt
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cgcgtetget
tattgggaat
tccgtcagga
tecteggecee
tccatcacag
catgtagtgt
agatcggeceg
tcggtttecag
aggctctege
sagtgccegat
acatatccac
tgcatcaggt
gtgagttcag
agtacttcaa
ggttcettat
tagtggggga
acatgtgtcce
tcgtcagtgce
acgtattett
gaacataggt
tcecatagttt
gcgcgecatg
cggccacaag
cctgaagtte
cctgacctac
cttcaagtce
cggcaactac
cgagctgaag
caactacaac

gaacttcaag

gctccataca
ccecgaacat
cattgttgga
aaagcatcag
tttogccagtg
attgaccgat
cagcgatcge
gcaggtcttg
tgaattceec
aaacataacg
gcectectac
cggagacget
gctttttcat
agaaaatagc
ataggaaaac
taagattect
tctatgtcte
ttacgtette
cttegtatte
tgcatatgtg
ttcecgtaaa
catacgtagg
ttcagegtgt
atctgcacca
ggcgtgcagt
gccatgcecg
aagacccgceg
ggcatcgact
agccacaacg

atcegecaca

agccaaccac
cgectecgete
gccgaaatcc
ctcatcgaga
atacacatgg
tecttgeggt
atcecatggcee
caacgtgaca
aatgtcaagc
atctttgtag
ategaagetg
gtcgaacttt
ctcgagacaa
ttacaccaaa
tcaagggcaa
ttgtgataag
tttcacaate
aagattettt
tggcagtata
ccgecatattg
cattggattc
taccaatﬁgc
ccggegaggyg
ccggecaagcet
gctteagecg
aaggctacgt
ccgaggtgaa
tcaaggagga
tectatateat

acatcgagga

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900
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cggcagegtg
getgetgeee
gaagcgcegat
ggacgagctg
ggcggacatg
cttecegtace
gcgetatcec
cccectggaag
ccgccaccag
ggcacagggce
catgcacgag
cgggaactgg
tceggtectyg
ttcaaacatt
tatcatataa
gttatttatg
agaaaacaaa
actagatcgg

tatatectge

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

cagctegeeg
gacaaccact
cacatggtcc
tacaagatgg
ccggeggtet
gagccgcaggq
tggctegteg
gcacgcaacg
c¢ggacgggac
ttecaagageg
gcgc;cggat
catgacgtgg
ccecgtecaccy
tggcaataaa
tttetgttga
agatgggttt
atatagecgeg
gaagatcctc

cg

6
3987
ADN
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accactacca
acctgagcac
tgctggagtt
acccagaacg
gcaccategt
aaccgcagga
ccgaggtgga
cctacgactg
tgggctccac
tggtcgetgt
atgccccccyg
gtttctggea
agatctgagc
gtttcttaag
attacgttaa
ttatgattag
caaactagga

tagatacgta

Artificial

ADN T de

pTCV72

misc feature

(191) ..(222)

frontera derecha de ADN T
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gcagaacacc
ccagtecegee
cgtéaccgcc
acgeceggece
caaccactac
gtggacggac
cggcgaggtce
gacggccgag
gctctacacc
catcgggctg
cggcatgctyg
gctggacttce
tagcacgcgt
attgaatcct
gcatgtaata

agtcccgcaa

taaattateg

gcgatcgeca

ccecatcggeg
ctgagcaaag
gcecgggatca
gacatccgece
atcgagacaa
gacctcgtee
gceggeateg
tegacegtgt
cacctgctga
cccaacgace
cgggeggeeg
agecctgeegg
ctaggatccg
gttgecggte
attaacatgt
ttatacattt
cgegeggtgt

tggagccatt

acggccccegt
accccaacga
ctecteggeat
gtgccaccga
geacggtcaa
gtctgcggga
cctacgeggg
acgtcteeec
agtccctgga
cgagcgtgeg
gcttcaagca
taccgeeccg
aagcagatcg
ttgcgatgat
aatgcatgac
aatacgcgat
catctatgtt

tacaattgaa

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4850

4920

4980

4992
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misc feature

(251) ..(539)

3'ocs: regidédn de terminacidédn de la transcripcidn

sintasa (complemento)

un gen de octopina

<220>

<221> misc feature

<222> (713)..(1510)

<223> regidn codificante de neomicina fosfotransferansa
(complemento)

<220>

<221> misc feature

<222> (1511)..(1529)

<223> secuencia enlazadora

<220>
<221>
<222>
<223>

mento)

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

misc feature
(1530)..(18106)

fragmento promoter de nopalina sintasa

misc feature
(1817)..(1929)

secuencia enlazadora

misc feature

(complel]
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<222>
<223>

tabaco

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
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(1941) .. (2920)
fragmento promotor procedente de gen NTM19 del

misc feature
(2928) ..(2961)

sefial de localizacidn nuclear

misc feature
(2962) .. (3661)

regidén codificante de I-Scel

misc feature
(3665)..(3913)

fragmento de terminacidén de la transcripcidén y de

poliadenilacidén de 3’ de 358

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

misc feature
(3963) ..(3987)

regién de frontera izquierda de ADN T



agattcgaag
catteccgege
acttgtecgg
cttattcaca
gcaggcaatt

acaatatatt

cteggteecg
tcaagatggc
tgaaatgggc
cgcgacaaat
gtttgttatt

gttttcattt
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tgggtgttct
ttccectegg
tgcactccaa
tacaacggta
gtggcgctct

taatattgta

109 T3
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gtcgtetegt
cagttcatca
cagaaacaat
tatatectge
atcatagatg

catataagta

tgtacaacga
gggctaaatce
caaacaaaca
cagtactcgg
tcgctataaa

gtagggtaca

aatccattecc
aatctagceg
tacacagcga
ccgtegacct
cctattcagce

atcagtaaat

60

120

180

240

300

360



tgaacggaga
aaccgaaacc
acagaattga
gggtgggcga
cggaaaacga
gatggcaggt
actegtcecaag
gcacgaggaa
acgetatgte
agcggccatt
cctegecgte
gatgctcettce
gctcgatgeg
gccgccécat
ggagatcctg
cgtcgagceac
cgtecetgcag
cctgegetga
catagccgaa
caatccacat
taccgagggg
gatagtgacc
tcattaaact
tccaaacgta
tteteegete
tatacgagec
gatctatgge
jgaaacaaaa
tggtacgatt

zcgattaatt

atattattea
ggcggtaagg
aagcaaatat
agaactccag
ttccgaagcee
tgggegtcge
aaggecgatag
gcggtcagcece
ctgatagcgg
ttcecaccatg
gggcatgegce
gtccagatca
atgttteget
tgcatcagce
ccecggeact
agctgegecaa
ttcattcagg
cagccggaac
tagcetcetee
gatcatggge
aatttatgga
ttaggcgact
ccagaaacce
aaacggcttg
atgatectgt
ggaagcataa
gcgecatatg
aatatacaga
ctacttttca

atgacaccgce
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taaaaatacg
atctgageta
catgcgatca
catgagatcc
caacctttca
ttggteggtc
aaggcgatge
cattcgecege
tecgeeacac
atattcggea
gecttgagec
tecctgatega
tggtggtcga
atgatggata
tecgeccaata
ggaacgecaeg
gcaccggaca
acggcggeat
acccaagegg
cggatctttg
acgtcagtgg
tttgaacgeg
gecggetgagt
tcecegegtea
ttcetgtgtg
agtgtaaagc
agatttatag
acaactectt
tatctctegt

taacaaaaat
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atagtaacgg
cacatgctca
taggcgtecte
ccgegetgga
tagaaggcgg
atttcgaacc
getgegaate
caagctctte
ccagceggece
agcaggcatc
tggcgaacag
caagaccggce
atgggcaggt
ctttetegge
gcagccagtc
tegtggeecag
ggtcggtett
cagagcagcce
ccggagaace
attgagagtg
agcatttttg
caataatggt
ggctcettea
tcggegagag
aaattgttat
ctggggtgcc
ggtcctaatg
tagaatttac
catctcctaa

cttgcgacga

gtgatatatt
ggttttttac
gcatatctca
ggatcatcca
cggtggaatc
ccagagtccc
gggageggeg
agcaatatca
acagtcegatg
gccatgggtce
tteggetggce
ttccateccega
agccggatca
aggagcaagg
cctteeeget
ccacgatage
gacaaaaaga
gattgtctgt
tgegtgceaat
aatatgagac
acaagaaata
ttetgacgta
ategttgegg
tcataacgtg
ccgctcacaa
taatgagtga
cgggtactga
aatttttgag
ctcectatggt

cattgagaga

cattagaatg
aacgtgcaca
ttaaagcagg
geeggegtec
gaaatctecgt
gctcagaaga
ataccgtaza
cgggtageca
aatccagaaa
acgacgagat
gcgageccct
gtacgtgctc
agcgtatgcea
tgagatgaca
tcagtgacaa
cgcgetgeet
acecgggegec
tgtgcecagt
ccatettgtt
tctaattgga
tttgctaget
tgtgcttage
ttetgtecagt
actcccecttaa
ttccacacat
gaattgacgg
acaccaggtg
cgtgttggct
tcaccageca

aatttctttt

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100

2160



cataaattgg
tacaatactt
aaaaggateg
ttaaataaat
ataatcaaac
gcaaaagaat
atacaagtta
tcetecattta
ggacccetet
gttecactctt
tcagtattta
taatacttat
cataattcat
ccaagaagaa
ctaaactgct
caggtategg
actgtatgca
atcagtgggt
taatcacctg
tcategttaa
tgtctetgge
ccaacaaatc
ttaagggtct
cgatcatcta
tgatccegea
agggctagea
ctattttetce
ggtttegecte

acttctatca

tgcatggtac

ccatttacaa

taattcgtac
tttgetatta
atgttggtta
cactttgtte
aacgtgatta
ttgatacaaa
ataccageta
aaaaaagtta
tatttatttt
tatctactte
tgattgacat

gaatatctect

cttagagtac'

gcgeaaggtt
gaaagaatac
tctgatectg
gttegagtgg
actgtcececeg
gggcgeceag
caacaaaaaa
atactggtte
gatcgtactg
gcgtaacaaa
catcgattct
gatgatgtac
agcttggaca
cataataatg
atgtgttgag
ataaaatttc
agcggccgcg

ttgaatatat
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atcatttata
ttatgtaact
tcaactaagg
tcgaaaaaaa
ataaaatcta
ccaaaccggt
gcagaaatta
atgtaatcaa
ctttttcata
aaattgcatg
aaatcaatat
tecectttacaa
caaccctaaa
aacatcaaaa

e ol Ye To]
aaactilagc

ggtgatgcett
aaaaacaaag
ccgcacaaaa
actttcaaac
accatcccga
atggatgatg
aacacccagt
ttccaactga
atgtcttacce
aaactgecga
cgctgaaate
tgtgagtagt
catataagaa
taattcctaa
ttaacgegta

cctgeceg
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ggcgttagcet

tttagatatg

‘accaaccact

ccccaaaagt
ttaagttaat
caaaaaagcet
aatagtttat
gagatctttt
taagattttg
cattttaaga
tcatatcette
ccctatazaaa
tttcttagtyg

aaaaccaggt

acatccgtte
catacatgga
aagaacgtgt
accaagettt
acaacctggt
gtggtaaatg
ctttcacttt
actgttacgt
tgatcttcta
acactatctc
accagtctet
tceccagataa
acccttagta
aaccaaaatc

tactctagat

ataacctttt
aatttacttt
ttggacgtct
gttaaaatgce
agaagtaggg
agtattcata
taagttgatt
gcttctaatt
aatagatata
attctctttyg
gataaagtta
ccececacta
attaaccatg
aatgaacctg
gaacatcgaa
tcgtgatgaa
ccacgtatgt
taaccacctyg
caacaaactg
tgaaaactac
ggattacaac
cgaagaagta
aaaaatcaac
caacctgatc
ctccgaaact
ctectacaaat
gggaattagg
tgtatttgta
cagtactaaa

acgtagcgat

agttagtgaa
caaaaaaaaa
caccactaag
ttttcatate
aataaatcgg
taaatggact
acaaaacaat
gatcagacga
gggaaatctt
tatgcaaact
ataactctce
tagectacctt
gctaaacccce
ggtcecgaact
cagtt
ggtaaaacct
ctgctgtacg
ggtaacctgg
gctaacctgt
ctgaccccga
aaaaactcta
gaatacctgg
aaaaacaaac
aaaccgtacc
ttectgaaat
ctatctetet
gttcctatag
tttgtaaaat

atccagatca

cgccatggag

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

3987
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para intercambiar una secuencia de
ADN diana en el genoma de una planta por una secuencia de

ADN de interés, que comprende las siguientes etapas:

a. inducir una primera ruptura de ADN bicatenaria en un
sitio preseleccionado en el genoma de una célula de una
planta, estando localizado dicho sitio preseleccionado
en dicha secuencia de ADN diana o en la vecindad de dil]
cha secuencia de ADN diana;

b. introducir una molécula de ADN de interés en dicha

célula vegetal, comprendiendo dicha molécula de ADN

i. dicha secuencia de ADN de interés situada entre
dos regiones de ADN flanqueantes que tiene al menos
un 80% de homologia de secuencia con una regidn de
ADN que flanquea dicha secuencia de ADN diana, y prell
feriblemente que flanquea dicho sitio preseleccionado
en el genoma de dicha célula vegetal;

ii. un gen marcador seleccionable o identificable sill
tuado entre dichas regiones de ADN flanqueantes, esl]
tando situado ademds dicho gen marcador seleccionable
o 1dentificable entre wuna de las regiones de ADN
flanqueantes y otra copia de al menos parte de dicha
una de las regiones de ADN flangueantes situada en la
repeticién directa indicada como secuencia de ADN
flanqueante parcial;

iii. un sitio de reconocimiento para una enzima DSBI
situado entre dicha una de las regiones de ADN flanl]
queantes y dicha regién de ADN flangqueante parcial

situada en la repeticidédn directa;
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c. seleccionar una poblacién de células vegetales gue
comprenden dicho marcador seleccionable o identificall
ble;

d. seleccionar una célula vegetal en la que dicho marl]
cador seleccionable o identificable se ha introducido
mediante recombinacién homdéloga a través de dichas rell
giones de ADN flanqueantes, y regenerar una planta a
partir de dicha célula vegetal;

e. cruzar dicha planta regenerada o una planta descenl]
diente de esta Ultima, que comprende dicho gen marcador
seleccionable, con una planta que comprende un gen quill
mérico que codifica la enzima DSBI, comprendiendo dicho
gen quimérico los siguientes segmentos de ADN enlazados

operablemente:

iv. un promotor especifico de microspora;

v. una regidén de ADN que codifica una enzima inductol]
ra de una ruptura de ADN bicatenaria que reconoce dil]
cho sitio de reconocimiento situado en dicho ADN de
interés;

vi. una regidén de terminacidn de la transcripcidn vy

de poliadenilacidn;

f. seleccionar una planta descendiente (planta F1l) gue
comprende dicho gen marcador seleccionable o identifill
cable y dicho gen quimérico que codifica la enzima
DSBI;

g. cruzar dicha planta descendiente con otra planta,
con lo que dicha planta descendiente se usa como donanl!
te de polen;

h. seleccionar una poblacidén de plantas descendientes
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(poblacidén F2) que comprenden dicho gen quimérico que
codifica la enzima DSBI; vy

i. seleccionar una planta descendiente en la que dicho
gen marcador seleccionable o identificable se suprime
mediante recombinacién hombéloga entre dicha una de las
regiones de ADN flangqueantes y una regidén de ADN flanl]
queante parcial que comprende parte de dicha una de las

regiones de ADN flanqueantes.

2.- El método de la reivindicacidén 1, en el que dill
cha primera ruptura bicatenaria en dicho sitio preseleccioll
nado es inducida por introduccién de una primera enzima inl]
ductora de DSBI, no reconociendo dicha primera enzima inl]
ductora de DSBI dicho sitio de reconocimiento para una enl]
zima inductora de DSBI situada en dicho ADN de interés.

3.- El método de la reivindicacidén 2, en el que dill
cha primera enzima DSBI y dicha enzima DSBI gue reconoce
dicho sitio de reconocimiento situado en dicho ADN de intel]
rés son dos enzimas DSBI diferentes seleccionadas del grupo
de I-Sce I, I-Chu I, I-Dmo I, I-Cre I, I-Csm I, PI-F1li I,
Pt-Mtu I, I-Ceu I, I-Sce II, I-Sce III, HO, PI-Civ I, PI-
Ctr I, PI-Aae I, PI-BSU I, PI-Dhal, PI-Dra I, PI-Mav I, PI-
Mch I, PI-Mfu I, PI-Mfl I, PI-Mga I, PI-Mgo I, PI-Min I,
PI-Mka I, PI-Mle I, PI-Mma I, PI-Msh I, PI-Msm I, PI-Mth I,
PI-Mtu I, PI-Mxe I, PI-Npu I, PI-Pfu I, PI-Rma I, PI-Spb I,
PI-Ssp I, PI-Fac I, PI-Mja I, PI-Pho I, PI-Tag I, PI-Thy I,
PI-Tko I o PI-Tsp I, o una endonucleasa quimérica que coml
prende un dominio de unidén a ADN de dedo de Zn y un dominio
de escisidén de ADN.

4. - El método de una cualgquiera de las reivindicall
ciones 1 a 3, en el que dicha enzima inductora de DSB que

reconoce dicho sitio de reconocimiento para una enzima inl!
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ductora de DSBI situado en dicho ADN de interés es I-Scel.

5.- El método de la reivindicacién 4, en el que dill
cha regién de ADN que codifica dicha enzima inductora de
una ruptura de ADN bicatenaria comprende la secuencia nul]
cleotidica de SEC ID No 1 o SEC ID No 2.

6.- El método de una cualgquiera de las reivindicall
ciones 1 a 5, en el que dicho promotor especifico de mill
crospora comprende un promotor seleccionado de la secuencia
nucleotidica de SEC ID No 3 o un fragmento funcional de 1la
misma.

7.- El método de una cualgquiera de las reivindicall
ciones 1 a 6, en el que dicho gen quimérico que codifica
DSBI comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID No 6 del
nucledtido 1941 a 3913.

8.- Un vector de ADN para intercambiar una secuencia
de ADN diana en el genoma de una célula vegetal por una sel]
cuencia de ADN de interés a través de la induccién de una
ruptura bicatenaria en un sitio preseleccionado dentro de
dicha secuencia diana o en su vecindad, comprendiendo dicho

vector de ADN

a. dicha secuencia de ADN de interés situada entre dos
regiones de ADN flanqueantes que tiene al menos un 80%
de homologia de secuencia con una regién de ADN gue
flanquea a dicha secuencia de ADN diana y que flanquea
a dicho sitio preseleccionado;

b. un gen marcador seleccionable o identificable situall
do entre dichas regiones de ADN flanqueantes, estando
situado ademéds dicho gen marcador seleccionable o idenl]
tificable entre una de las regiones de ADN flangqueantes
y una regidén de ADN flanqueante parcial gue comprende

parte de dicha una de las regiones de ADN flanqueantes
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situada en la repeticidédn directa; y

c. un sitio de reconocimiento para una enzima DSBI sill
tuado entre dicha una de las regiones de ADN flanqueanl]
tes y dicha regidén de ADN flanqueante parcial situada

en la repeticidén directa.
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Continua en Fig. 1B
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Continuacién de Fig. 2A
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Continuacién de Fig. 3A
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