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DESCRIPCION

Control de la expresién de genes en plastos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la biotecnologia vegetal en general y, mds particularmente, a un proceso y a
vectores para la transformacién plastidial de plantas. Especificamente, la presente invencién se refiere un proceso
de transformacion genética de plastos vegetales, vectores para el proceso y plantas o células vegetales obtenidas u
obtenibles de acuerdo con el proceso de la invenciéon. Ademads, la presente invencion se refiere a vectores que confieren
expresion génica inducible en plastos vegetales, preferiblemente por aplicacién de inductores quimicos. La presente
invencién también se refiere a un proceso de generacion de plantas transgénicas o células vegetales transformadas
en sus plastos que tienen plastoma, en los que puede inducirse, reprimirse o regularse la expresion de los genes
introducidos por aplicacién de sustancias quimicas u otros estimulos externos o internos.

Antecedentes de la invencion

Los plastos y mitocondrias contienen su propio ADN, transcritos de ADN en forma de ARN mensajero (ARNm),
ribosomas y al menos algunos de los ARNt necesarios que se requieren para la descodificacién de la informacién
genética (Marechal-Drouard ef al., 1991). Sin embargo, no son auténomos y dependen de productos génicos codifi-
cados en el niicleo celular. No obstante, su informacion genética es de suficiente complejidad para hacer de ellos una
diana atractiva para la tecnologia de genes. Este es particularmente el caso de los plastos, porque los plastos codifican
aproximadamente el 50% de las proteinas necesarias para su funcién principal (fotosintesis) en el interior de la célula
vegetal. Los plastos también codifican sus ARN ribosémicos, la mayoria de sus ARNt y proteinas ribosémicas. En
total, el niimero de genes en el plastoma estd en el intervalo de 120 (Palmer, 1991). Sin embargo, la inmensa mayoria
de las proteinas que se encuentran en los plastos se importan desde el compartimento genético nuclear/citosdlico.

Con el desarrollo de tecnologias de clonacién molecular generales, pronto se hizo posible modificar genéticamente
las plantas superiores mediante transformacidn. El énfasis principal en la transformacién vegetal estaba y sigue estando
en la transformacién nuclear, ya que la mayoria de los genes, aproximadamente 26.000 en el caso de Arabidopsis
thaliana, cuya secuencia completa se publicé recientemente (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), se encuentra
en el nicleo de la célula. La transformacién nuclear era més ficil de conseguir, ya que estaban disponibles vectores
biolégicos tal como Agrobacterium tumefaciens, que podian modificarse para permitir eficazmente la transformacién
nuclear (Galvin, 1998). Ademds, el nicleo es accesible mds directamente para dcidos nucleicos extrafios, mientras
que los organulos estdn rodeados por dos membranas de envuelta que son, generalmente hablando, impermeables a
macromoléculas tales como ADN.

Es muy deseable una capacidad de transformacion de plastos ya que podria hacerse uso de la elevada dosifica-
cién génica en estos orgdnulos que portan el potencial de niveles de expresion extremadamente elevados de transge-
nes. Ademds, la transformacion plastidal es atractiva porque los rasgos codificados por plastos no son transmisibles
por el polen; por lo tanto, los riesgos potenciales de escapes de transgenes involuntarios a parientes silvestres de
plantas transgénicas se reducen considerablemente. Otras ventajas potenciales de la transformacién plastidial inclu-
yen la viabilidad de la expresion simultdnea de multiples genes como una unidad policistronica y la eliminacién de
efectos posicionales y silenciamiento génico que pueden obtenerse como resultado después de una transformacién
nuclear.

Los métodos que permiten la transformacién estable de plastos podrian de hecho desarrollarse para plantas superio-
res. Hasta ahora, estdn disponibles dos métodos diferentes, es decir, bombardeo de particulas de tejidos, en particular
tejidos foliares (Svab et al., 1990), y tratamiento de protoplastos con polietilenglicol (PEG) en presencia de vectores
de transformacién adecuados (Koop et al., 1996). Ambos métodos median la transferencia de ADN plasmidico a tra-
vés de las dos membranas de envuelta hacia el estroma de los organulos. En Heifetz (2000) y Koop et al. (1996) se
proporciona una vision de conjunto de la tecnologia de transformacién plastidial.

Los métodos de transformacién plastidial normalmente dependen de vectores de transformacién en los que uno
0 mas transgenes estdn flanqueados por secuencias del plastoma que dirigen la insercién de los genes extrafios por
recombinaciéon homoéloga. La expresion del gen o genes introducidos se consigue colocando la regién codificante
bajo el control de elementos reguladores. Estos elementos reguladores normalmente contienen un promotor activo
en plastos y estdn unidos operativamente a regiones no traducidas 5’ y 3’. Pueden obtenerse promotores activos en
plastos usando secuencias activadoras de la transcripcioén procedentes del plastoma o usando otras secuencias de origen
sintético o natural que median la actividad de transcripcion en el plasto. Son ejemplos de promotores de plastos que
median una fuerte actividad transcripcional el promotor rrn del operén de ARNr-16S (Svab y Maliga, 1993) o el
promotor de psbA (Staub y Maliga, 1993). Un ejemplo de un promotor heterélogo es el promotor del fago T7 que, sin
embargo, sélo es activo si estd presente la correspondiente ARN-polimerasa de T7. De manera alternativa, es posible
insertar una region o regiones codificantes extrafias en un sitio del plastoma transcripcionalmente activo, expresando
de esta manera los genes introducidos mediante unién operativa a genes ya presentes en el plastoma (Staub y Maliga,
1995). En este caso, es necesario fusionar la regién codificante a expresar con una secuencia que media el inicio de la
traduccion, por ejemplo, un sitio de unidn al ribosoma.
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Los niveles de transcrito del gen o genes introducidos dependen de la actividad del promotor y de las tasas de
renovacion del ARNm. En el caso en el que el gen o genes introducidos estdn controlados por elementos promotores
derivados de plastos, los patrones de transcripcion se parecen a los patrones de transcripcion de los genes plastidiales
correspondientes. Si se ha generado un operén artificial introduciendo el transgén o transgenes en un sitio del plastoma
transcripcionalmente activo, la actividad de transcripcion se determina mediante el correspondiente promotor cadena
arriba.

Los genes plastidiales se transcriben activamente en la mayoria de las células, aunque hay variaciones en la in-
tensidad que dependen del desarrollo, del tejido o del entorno. En los cloroplastos verdes del tejido fotosintético (por
ejemplo, hojas), puede observarse una fuerte actividad transcripcional permanente de los genes plastidiales, que en
cierta medida estd afectada por la actividad fotosintética (por ejemplo, dia frente a noche o condicién de temperatura).
Como consecuencia, los genes extrafios introducidos en el plastoma se transcriben casi permanentemente. Si el gen
o los genes introducidos estdn unidos operativamente a una secuencia o secuencias que median una fuerte actividad
de traduccion, el nivel de expresién del gen extrafio puede ser extraordinariamente elevado (Kuroda y Maliga, 2001).
Esto es cierto al menos para todas las partes verdes de la planta y se extiende desde la fase de crecimiento hasta la fase
reproductiva.

Por lo general se desea alcanzar un alto nivel de expresion del gen introducido, por ejemplo, para producir grandes
cantidades de proteinas farmacéuticas en plantas (tales como somatotropina) o para generar plantas con un elevado
nivel de resistencia a plagas (tales como la proteina cry de B. t.). Sin embargo, en muchos casos la produccién perma-
nente del producto génico recombinante es indeseable o incluso perjudicial. Una actividad permanente del transgén
puede afectar negativamente a la capacidad de crecimiento o incluso a la salud vegetal de plantas de cultivo por
privacién de energia metabdlica para la produccién del transgén.

Una actividad permanente del transgén es incluso mas adversa, si la proteina resultante es téxica para el plasto o la
célula vegetal. Las proteinas con efectos ligeramente toxicos en la planta pueden afectar negativamente al desarrollo
normal y a la produccién de biomasa de la planta. También puede estar negativamente influenciada la expresion de
la proteina recombinante deseada. Las proteinas recombinantes tdxicas también pueden impedir que la planta entre
en la fase reproductiva y por tanto impedir la produccién de semillas. Un ejemplo de efectos nocivos de productos
génicos recombinantes en plastos es la sintesis de polihidroxibutirato en tabaco, en la que contenidos significativos del
producto conducen a una reduccién del crecimiento (Lossl et al., 2003). Si el producto proteico de un gen introducido
es muy toxico para el plasto o la célula vegetal, la generacion de la planta transplastémica puede ser completamente
imposible.

Los efectos téxicos causados por genes introducidos pueden ser el resultado de un efecto téxico de la propia protei-
na o pueden ser el resultado de un efecto indirecto de la proteina en el metabolismo. Un ejemplo de un efecto indirecto
es el caso en el que el gen introducido codifica una enzima que cataliza la produccién de sustancias toxicas. Tales
efectos perjudiciales de proteinas ligeramente téxicas o muy téxicas pueden evitarse si el gen o genes introducidos no
se expresan permanentemente, desacoplando de esta manera la fase vegetativa de la planta transgénica de la fase en la
que el transgén o transgenes se expresan en la planta totalmente desarrollada.

Ademads, cuando se consideran aspectos de bioseguridad, la expresion incontrolada de transgenes en plantas trans-
plastémicas puede ser también un problema con los productos transgénicos que no presentan efectos negativos sobre
el crecimiento de plantas. Especialmente para productos génicos con efectos desconocidos o potencialmente nocivos
en otros organismos, la expresiéon permanente de estos productos génicos en plantas transplastomicas durante todo
el periodo de crecimiento conlleva riesgos impredecibles. Por lo tanto, es muy deseable un método para controlar la
expresion de tales productos génicos. Por consiguiente, el control de la expresion de transgenes en plastos es un factor
importante en la produccion de plantas transplastomicas.

Hasta ahora, s6lo hay un ejemplo para la induccién de la expresion génica en plastos (documento US20020062502).
Los inventores hicieron uso del sistema de ARN polimerasa de T7/promotor de T7 (McBride ef al., 1994; documento
US 5.925.806). Una ARN polimerasa de T7 dirigida a plastos, codificada por el nicleo media la transcripciéon de
un gen localizado en plastos que estd bajo el control de un promotor de T7. Para hacer este sistema apropiado para
la expresion inducible del transgén plastidial, el gen de la polimerasa de T7 se puso bajo el control de un promotor
quimicamente inducible (promotor PR-1a, induccién con benzotiadiazol). Sin embargo, este sistema no proporciona
una inducibilidad directa de genes plastidiales mediante factores externos o internos. En lugar de ello, se percibe una
sefial en el nicleo y se transmite al plasto mediante un intermedio de proteina. Sin embargo, este sistema tiene graves
desventajas. En primer lugar, depende de transformantes nucleares que son capaces de la percepcion y transmisién
de sefiales. Las plantas inducibles no pueden generarse sélo por transformacién plastidial. Es posible la propaga-
cién indeseada del transgén nuclear mediante transferencia de polen, que estd casi excluida para los transformantes
de cloroplastos. Ademads, la generacién de dos transformantes diferentes, transformantes nucleares y transformantes
plastidiales, requiere mucho tiempo. Para generar plantas transformadas en ambos compartimentos, el transformante
nuclear y el transformante plastidial tienen que hibridarse, o ambas transformaciones tienen que hacerse posteriormen-
te. Un método para la regulacion de transgenes en plastos, que s6lo dependa de la transformacion plastidial, ofreceria
ventajas significativas.

Otro problema cuando se usan métodos de transformacion plastidial convencionales surge de los efectos toxicos de
los genes a expresar en los plastos en las bacterias usadas para la clonacién del vector de transformacién: El promotor
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de plastos y elementos lider que se usan generalmente para expresar los transgenes plastidiales también son activos
frecuentemente en bacterias y conducen a la produccién de la proteina correspondiente en el hospedador de clonacion.
Si el hospedador de clonacién no tolera esta proteina, la construccién del vector de transformacién usando técnicas de
biologia molecular convencionales se obstaculiza seriamente. Incluso genes para proteinas con menos efectos toxicos
pueden ser dificiles de clonar, si estdn fusionadas a elementos reguladores que conducen a un nivel de expresion
extraordinariamente elevado. Serfa muy deseable un método en el que la expresion de un transgén en el hospedador
de clonacidn se reduzca o desactive.

Es por tanto un objeto de la presente invencidén proporcionar un proceso de control de la expresion de una secuencia
de interés codificada por el plastoma. Un objeto adicional es proporcionar plantas que tengan una secuencia de interés
codificada por el plastoma, en las que pueda controlarse la expresion de dicha secuencia de interés. Otro objeto
de la invencidn es proporcionar un proceso eficaz y muy versatil de transformacion genética de plastos vegetales,
que permita la produccién de sustancias en plastos que son toxicas para los plastos o las plantas. Otro objeto de la
invencién es permitir la produccién de plantas transgénicas que muestren una salud vegetal normal y una capacidad
de crecimiento independiente del gen o genes introducidos. Otro objeto de la invencién es minimizar el riesgo de
captacion indeseada de sustancias producidas en las plantas transgénicas y por tanto, aumentar la bioseguridad. Otro
objeto de la invencién es simplificar la clonacidn en bacterias de vectores de transformacion plastidial que contienen
secuencias que son toxicas para las bacterias.

Descripcion general de la invencién

Los objetos anteriores se resuelven mediante un proceso de control de la expresion de una secuencia de interés
codificada por el plastoma en una planta o en células vegetales aplicando externamente a dicha planta o a dichas
células vegetales una sefial quimica como una sefial de control, en el que dicha sefial de control estd adaptada para
una interaccién de dicha sefial quimica con el represor lac como un componente intraplastidial de la maquinaria de
expresion de proteinas de plastos y en el que la expresion de dicha secuencia de interés se controla mediante dicha
interaccién y aplicando externamente dicha sefial de control, como se define en la reivindicacién 1. En la invencion,
dicha sefial quimica es lactosa o un andlogo de la misma. Preferiblemente, dicho componente intraplastidial es un
componente intraplastidial de la maquinaria de expresion plastidial de dicha secuencia de interés pero no de otras
secuencias plastidiales.

La invencién proporciona adicionalmente una planta o células vegetales capaces de una expresion controlada de
una secuencia de interés codificada por el plastoma, comprendiendo dicha planta o células vegetales una secuencia de
interés codificada por el plastoma y que tiene o codifica un componente intraplastidial heter6logo de la maquinaria
de expresion de proteinas de plastos, estando dicho componente adaptado para interaccionar con una sefial de control
quimica proporcionada externamente de manera que dicha expresién de dicha secuencia de interés pueda controlarse
por dicha sefial de control, como se define en la reivindicacién 7. La planta de la invencién comprende plantas en
desarrollo en todas las fases del desarrollo, incluyendo las semillas. También comprende partes de plantas como
hojas.

La invencién proporciona adicionalmente un proceso para producir una planta transplastémica o células vegetales
transplastémicas transformadas en su plastoma con una secuencia de interés, que comprende transformar una planta
o células vegetales en su plastoma con dicha secuencia de interés unida operativamente a un operador lac, y con una
secuencia de nucledtidos heter6loga que codifica un represor lac intraplastidial.

La invencién también proporciona un sistema para controlar la expresién de una secuencia de interés en una planta
transplastomica o en células vegetales transplastomicas, que comprenden la planta o células vegetales de la invencién
y lactosa o un andlogo de la misma para controlar dicha expresion en dicha planta o células vegetales.

Los inventores han descubierto un método general de control de expresion de una secuencia de interés codificada
por el plastoma en plantas o células vegetales mediante una sefial de control aplicada externamente. Este método ge-
neral se basa en la interaccién de dicha sefial quimica o una fisica con un componente intraplastidial de la maquinaria
de expresion de proteinas de plastos. De esta manera, el proceso de la invencién no requiere la generacién de transfor-
mantes nucleares de dicha planta o dichas células vegetales. Una base de la invencidn es el sorprendente hallazgo de
que pueden proporcionarse sefiales quimicas y fisicas, en particular sefiales quimicas, a plantas o células vegetales de
manera que alcanzan y/o entran en los plastos, por lo que es posible una interaccién de dicha sefial con un componente
intraplastidial de la maquinaria de expresién de proteinas de plastos.

Los plastos estan rodeados por una envoltura de doble membrana y estd regulada la entrada y salida de moléculas.
Los plastos no tienen grandes poros en comparacion con los poros del nicleo que permiten el paso casi sin obstaculos
de moléculas pequeiias hacia dentro y hacia fuera del nicleo. Adicionalmente, las sefiales fisicas o quimicas propor-
cionadas externamente tienen que atravesar la membrana plasmética para entrar en el citoplasma desde donde pueden
entrar en los plastos. Ademds, las sefiales de control tienen que atravesar la pared celular vegetal para ser capaces
de entrar en el citoplasma y en los plastos. Por lo tanto, fue muy sorprendente descubrir que pueden proporcionarse
dichas sefales fisicas o quimicas de la invencién a células vegetales o plantas de manera que pueden acumularse en
los plastos en concentraciones suficientes para permitir controlar la expresién de una secuencia de interés codificada
por el plastoma.
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El proceso de control de la invencién requiere la generacién de la planta o células vegetales transplastomicas de
acuerdo con la invencién. Esto puede conseguirse transformando una planta o células vegetales en su plastoma con
dicha secuencia de interés y una secuencia de nucleétidos heter6loga que sea o codifique dicho componente intra-
plastidial de la maquinaria de expresion de proteinas de plastos. Dicha secuencia de interés y dicha secuencia de
nucledtidos heteréloga pueden introducirse en los plastos de dicha planta o dichas células vegetales en un tipo de
acido nucleico recombinante (o vector) o en dcidos nucleicos recombinantes diferentes, por ejemplo, mediante co-
transformacion. Preferiblemente, dicha secuencia de interés y dicha secuencia de nucledtidos heter6loga se introducen
con el mismo vector. Se conocen en la técnica métodos de transformacién plastidial para varias especies vegetales.
La invencion también puede aplicarse a plantas para las que la transformacién plastidial llega a ser posible en el
futuro. En la transformacién plastidial, tipicamente se usa recombinacién homoéloga para introducir una secuencia
deseada en un locus deseado del plastoma. Si dicha secuencia de interés y dicha secuencia que es o que codifica
dicho componente intraplastidial se introducen en el plastoma con un vector, pueden estar presentes de manera con-
secutiva en dicho vector flanqueadas por secuencias flanqueantes homdélogas para recombinacién homdloga con el
plastoma.

Con respecto a dicha secuencia de interés, la invencién no estd limitada. La secuencia de interés puede ser una
secuencia nativa para el plastoma de la planta a transformar, que permite, por ejemplo, controlar la expresion de un
gen plastidial nativo de acuerdo con la invencién. Sin embargo, preferiblemente, la secuencia de interés es heteréloga
para la planta o para las células vegetales. La secuencia de interés puede ser una secuencia que codifica una proteina
de interés a expresar en dicha planta o en dichas células vegetales. La secuencia de interés puede introducirse en los
plastomas como parte de un dcido nucleico recombinante que contiene adicionalmente una secuencia reguladora de
la transcripcion, preferiblemente heter6loga, (por ejemplo, un promotor) unida operativamente a dicha secuencia de
interés. Dicho 4cido nucleico recombinante puede contener adicionalmente una secuencia de nucledtidos, preferible-
mente heter6loga, que sea o codifique un componente intraplastidial de la maquinaria de expresién de proteinas de
plastos. En una realizacién de la invencidn, dicha secuencia de nucleétidos que es o que codifica un componente intra-
plastidial es idéntica a dicha secuencia reguladora de la transcripcién mencionada anteriormente. En otra realizacion,
dicha secuencia de nucledtidos que es o que codifica un componente intraplastidial se usa junto con dicha secuencia
reguladora de la transcripcién de dicha secuencia de interés.

Dicha sefial de control de la invencién es la oportunidad que permite el control de la expresion de dicha secuencia
de interés en dicha planta o dichas células vegetales mediante la aplicacién externa de dicha sefial de control. Dicha
sefial de control estd adaptada para una interaccién de dicha sefial quimica con dicho componente intraplastidial de
la invencidn (véase a continuacién). Dicha sefial de control es una sefial quimica o una fuente de una sefial quimica.
Son ejemplos de sefiales fisicas, como dicha sefial de control, la luz (particularmente un cambio en la intensidad de
luz, un cambio en el ciclo de luz-oscuridad al que la planta o las células vegetales estdn expuestas, un cambio en las
composiciones espectrales de la luz como el color de la luz, etc.) y un cambio de temperatura.

Dicha sefial quimica o dicha fuente puede ser una sefial quimica proteica (es decir, una proteina) o una sefial qui-
mica no proteindcea (no proteina). En este documento, una sefial quimica proteica es una sefial que puede producirse
expresando (transcribiendo y/o traduciendo) un 4cido nucleico en un organismo como una planta o en bacterias, es
decir una proteina; una sefial quimica no proteica no puede producirse expresando un 4cido nucleico en un organismo.
Dicha sefial quimica puede ser un compuesto quimico de alto peso molecular o de bajo peso molecular. Son ejem-
plos de compuestos quimicos de alto peso molecular utilizables como una sefial quimica proteinas (en lo sucesivo
las proteinas usadas como una sefial aplicada externamente se denominan proteinas sefial) o dcidos nucleicos (los
dcidos nucleicos usados como 4cidos nucleicos aplicados externamente también se denominan 4cido nucleico sefal
en este documento). Son ejemplos de sefiales de dcido nucleico ADN o ARN que puede interferir (por ejemplo me-
diante interferencia de ARN o induciendo un cambio conformacional en un ARN regulador de la traduccién unido
operativamente a un transcrito de dicha secuencia de interés) o promover la expresioén de dicha secuencia de interés
en plastos. Son ejemplos de compuestos quimicos de bajo peso molecular (que son preferiblemente no proteicos)
inductores como isopropil tiogalactopirandsido (IPTG) o andlogos del mismo como lactosa, tetraciclina, arabinosa,
etanol, esteroides, iones de cobre u otros inductores de sistemas de expresion génica inducibles como los citados en el
documento US20020062502. En lugar de usar dichos inductores en una forma pura, las composiciones que contienen
dichos inductores pueden aplicarse externamente a dicha planta o célula vegetal. Un ejemplo de una composicién
de este tipo es el suero de la leche que contiene lactosa. El suero de la leche se obtiene como un subproducto en la
elaboracién de queso y una fuente de lactosa econdmica.

Los compuestos quimicos aplicados externamente pueden estar sujetos a reacciones quimicas en células vege-
tales, por lo que dicha sefial quimica puede producirse en las células a partir de una fuente (o precursor) de di-
cha sefial quimica. Son ejemplos de tales reacciones quimicas las reacciones hidroliticas de ésteres, amidas, fos-
fatos, etc. mediante enzimas hidroliticas celulares, o transglicosilaciones (como la formacién de 1,6-alolactosa a
partir de lactosa), reacciones de transferencia de grupo fosfato o reacciones redox. En tales casos, la fuente de di-
cha sefial quimica puede aplicarse externamente a dicha planta o células vegetales. Dicha sefal quimica capaz de
interaccionar con dicho componente intraplastidial puede producirse después a partir de dicha fuente en células
vegetales.

De manera similar, puede producirse una sefial quimica proteica (por ejemplo, dicha proteina sefial) en células
vegetales expresando un dcido nucleico aplicado externamente que codifica una proteina sefial. En este caso, dicho
acido nucleico es la fuente de dicha proteina sefial. Dicha proteina sefial se proporciona preferiblemente con un péptido
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de transito a plastos para entrar en plastos. A continuacién se proporcionan modos de aplicacién externa de una
protefna sefial o una fuente de la misma a una planta o a células vegetales. Si se usa un 4cido nucleico como fuente
de una proteina sefial, dicho 4cido nucleico se aplica externamente a dicha planta o a dichas células vegetales. En
esta realizacidn, dicho 4cido nucleico aplicado externamente no estd adaptado para la integracién en un cromosoma
nuclear; ademds, no estd adaptado para la induccién de la expresién de dicha proteina sefial mediante aplicacién
externa de una pequefia sefial quimica molecular.

Estar adaptado para una interaccién de dicha sefial fisica o quimica con dicho componente intraplastidial com-
prende que dicha sefial quimica o fisica tiene que ser capaz de alcanzar y entrar en plastos después de la aplicacién
externa de dicha sefial de control a dichas plantas o dichas células vegetales. (Proporcionar externamente dicha sefial
quimica comprende aplicar externamente dicha sefial de control y opcionalmente la formacién de dicha sefial quimica
a partir de una fuente de la misma). De esta manera, la sefial quimica o fisica tiene que ser capaz de transferirse o de
transmitirse a través de la doble membrana plastidial, la membrana celular, la pared celular y, preferiblemente, en el
caso de las plantas, también a través de la cuticula. El modo de aplicacién de dicha sefial de control a la planta o células
vegetales puede apoyar la transferencia de dicha sefal quimica o fisica al interior de los plastos (véase a continuacion).
Fue sorprendente descubrir que dichas sefiales de control pueden aplicarse a las plantas o células vegetales de manera
que puede controlarse la expresion de una secuencia de interés codificada por el plastoma aplicando externamente
dicha sefial de control.

El proceso de esta invencién no implica preferiblemente una transformacién nuclear. El proceso de la invencién
no implica la induccién de la expresién de un gen codificado por el niicleo mediante dicha sefial de control aplicada
externamente.

Dicho componente intraplastidial de la maquinaria de expresion de proteinas de plastos puede ser cualquier com-
ponente que esté implicado en la expresion de proteinas de plastos. Dicho componente intraplastidial estd adaptado
para interaccionar con dicha sefial fisica o quimica, por lo que puede controlarse la expresion de dicha secuencia de
interés. De esta manera, dicha sefial fisica o quimica y dicho componente son parejas que se seleccionan para que
dicha interaccidn sea posible. Son ejemplos de tales parejas de sefial/componente IPTG y el represor lac; tetraciclina
y el represor tet; N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona y el activador transcripcional LuxR (consultese el ejemplo
4); polimerasa de T7 y el promotor de T7. En cualquier caso, la interaccién de dicha sefial con dicho componente tiene
un efecto funcional sobre la expresion de dicha secuencia de interés en plastos de dicha planta o células vegetales, por
lo que dicho efecto estd ausente cuando dicha sefial o dicho componente estdn ausentes.

Preferiblemente, dicho componente es un dcido nucleico o una proteina. Como un requisito minimo, dicho com-
ponente estd implicado al menos en la expresién de proteinas de plastos de dicha secuencia de interés. Preferible-
mente, dicho componente no estd implicado en la expresion de proteinas de plastos de otras secuencias plastidiales.
En particular, preferiblemente dicho componente no estd implicado en la expresion de aquellas secuencias plasti-
diales nativas que no sean secuencias de interés. Esto significa que dicho componente es preferiblemente necesa-
rio para controlar la expresion de dicha secuencia de interés pero tiene escasa o ninguna influencia en la expresion
de otras secuencias plastidiales. Esto puede conseguirse usando un componente intraplastidial heterélogo que esté
unido operativamente a dicha secuencia de interés pero no a otras secuencias del plastoma. De este modo, dicho
componente puede proporcionarse de manera que se controle exclusivamente la expresién de dicha secuencia de
interés.

Sin embargo, la invencién permite controlar la expresién de dos, tres 0 mds secuencias de interés (por ejemplo,
para la expresion de multiples proteinas de interés como multiples subunidades de una proteina de interés de maltiples
subunidades como un anticuerpo). En este caso, dicho componente puede usarse para controlar todas las secuencias de
interés, por lo que una sola sefial de control puede permitir controlar la expresion de todas las secuencias de interés. El
control de varias secuencias de interés puede conseguirse facilmente si dichas secuencias se organizan en un operon,
por lo que la transcripcién del operén puede controlarse, o proporcionando cada secuencia de interés con los mismos
elementos reguladores de control que responden a dicha sefial de control aplicada externamente o a dicho componente.
De manera alternativa, cada secuencia de interés estd unida operativamente a un componente intraplastidial diferente,
por lo que la expresion de las diversas secuencias de interés puede controlarse independientemente por diferentes
sefiales de control aplicadas externamente. La ultima alternativa puede usarse por ejemplo para cultivar una planta que
contiene multiples secuencias de interés (que codifican, por ejemplo, diferentes proteinas farmacéuticas o industriales)
hasta un estado de crecimiento deseado, determinar cudl de las protefnas codificadas se desea, seguido de aplicar
externamente la sefial para inducir la expresion de la secuencia de interés determinada.

Dicho componente intraplastidial puede ser una proteina (por ejemplo un represor, un activador, un factor de trans-
cripcion, factores implicados en la traduccién). En adelante tales proteinas se denominan proteinas reguladoras. Una
proteina reguladora puede estar codificada en una secuencia de nucleétidos heteréloga que se transforma en plastos de
dicha planta o dichas células vegetales, preferiblemente de manera que se integra en el plastoma por recombinacién
homdloga. La secuencia de nucleétidos heter6loga que codifica la proteina reguladora deberia contener elementos
reguladores unidos operativamente para expresar dicha proteina reguladora, como un promotor y secuencias no tradu-
cidas 5’ y 3°. En algunas realizaciones, la proteina reguladora se expresa de manera constitutiva, por ejemplo, si dicha
proteina reguladora es un represor que reprime la expresion de dicha secuencia de interés. Los plastos de dicha planta
o dicha célula vegetal pueden transformarse con dicha secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica la proteina
reguladora independientemente de la transformacion de dichos plastos con dicha secuencia de interés. Sin embargo,
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generalmente es mds conveniente transformar los plastos de dicha planta o dichas células vegetales simultdneamente
con dicha secuencia de interés y con dicha secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica dicho componente intra-
plastidial, por ejemplo mediante transformacién con dicho 4dcido nucleico recombinante que contiene dicha secuencia
de interés y dicha secuencia de nucle6tidos heteréloga (usando por ejemplo un vector como plCF10501 que se muestra
en la Figura 1).

Si dicha proteina reguladora se usa como dicho componente intraplastidial, la expresion de dicha secuencia de inte-
rés puede depender de la unién de dicha proteina reguladora a un elemento de secuencia reguladora de dicha secuencia
de interés (por ejemplo, a un operador). La afinidad de unién de dicha proteina reguladora a dicha secuencia regula-
dora deberia entonces depender de la interaccién de dicha proteina reguladora con dicha sefial fisica o quimica. Como
ejemplo, dicha proteina reguladora puede ser un represor (por ejemplo lacl o tetR) y la afinidad de unién del represor
a un operador depende de una sefial quimica de bajo peso molecular (por ejemplo, IPTG o tetraciclina). Para el uso en
la presente invencion pueden ajustarse varios sistemas de expresion de proteinas inducibles conocidos. Son ejemplos
los sistemas inducibles por calor (documento US 05187287) e inducibles por frio (documento US 05847102), un sis-
tema inducible por cobre (Mett et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci., 90, 4567-4571), sistemas inducibles por esteroides
(Aoyama y Chua, 1997, Plant J., 11, 605-612; McNellis et al., 1998, Plant J., 14, 247-257; documento US 06063985),
un sistema inducible por etanol (Caddick et al., 1997, Nature Biotech., 16, 177-180; documento WO 09321334) y un
sistema inducible por tetraciclina (Weinmann et al., 1994, Plant J., 5, 559-569). Un sistema quimicamente inducible
recientemente desarrollado para plantas usa un promotor quimérico que puede activarse mediante el glucocorticoide
dexametasona y desactivarse mediante tetraciclina (Bohner et al., Plant J., 19, 87-95). Para una revisién sobre sistemas
quimicamente inducibles véase: Zuo y Chua (2000, Current Opin. Biotechnol., 11, 146-151). El sistema inducible para
la presente invencion es el sistema lac basado en el operdn lac de E. coli. Nunca se han usado sistemas de expresion
inducibles procariotas para conseguir la expresién controlada de una secuencia de interés codificada por el plastoma
en plantas.

Si para la invencion se usa el sistema lac, dicha proteina reguladora es el represor lac que preferiblemente se expresa
de manera constitutiva. El represor lac se une al operador lac que es una secuencia reguladora unida operativamente
a dicha secuencia de interés. El represor lac se une al operador lac en ausencia de IPTG o un andlogo del mismo
como lactosa. Si se aplica externamente IPTG o un andlogo del mismo como dicha sefial quimica a la planta o a
dichas células vegetales, puede difundirse al interior de plastos e interaccionar con el represor lac que estd unido al
operador lac. El represor lac que tiene IPTG unido (o un andlogo del mismo como lactosa o 1,6-alolactosa) se disocia
del operador, permitiendo la transcripcion y expresion de la secuencia de interés.

Otros ejemplos preferidos de dicho componente intraplastidial de la invencién son dcidos nucleicos. Dichos dcidos
nucleicos pueden ser elementos reguladores que regulan la expresion de dicha secuencia de interés, como un promotor.
Preferiblemente, dicho elemento regulador como dicho componente es una secuencia reguladora de la transcripcién
heteréloga como un promotor heterélogo que estd unido operativamente a dicha secuencia de interés. Dicha sefial
aplicada externamente puede ser entonces una proteina (en adelante denominada proteina sefial) que es capaz de
interaccionar con dicha secuencia reguladora de la transcripcion. Un ejemplo de un promotor heter6logo como dicho
componente intraplastidial es el promotor del bacteri6fago T7. La aplicacién de la polimerasa de T7 como dicha sefial
quimica en los plastos permite una interaccién de la polimerasa de T7 con el promotor de de T7 y la expresion de
dicha secuencia de interés. Dicho elemento regulador deberia ser heter6logo para asegurarse de que la sefial quimica
controla exclusivamente la expresion de dicha secuencia de interés pero tiene escaso o ningtin efecto sobre la expresion
de otras secuencias plastidiales.

En otra realizacién en la que dicho componente intraplastidial es un dcido nucleico, dicho componente puede ser
o puede estar contenido en un ARN regulador de la traduccién. Dicho ARN regulador de la traduccién puede ser una
regién no traducida 5’ (5°-UTR) modificada por ingenierfa genética de un ARNm que comprende un transcrito de dicha
secuencia de interés; dicha sefial quimica o fisica puede ser capaz de interaccionar con dicha 5°-UTR de dicho ARNm.
Dicha 5’-UTR puede comprender por ejemplo un aptdimero de ARN capaz de regular la traduccién o terminacién de
la trascripcién de dicho ARNm. Este tipo de regulacién puede funcionar mediante estructuras secundarias alternativas
de dicho aptdmero de ARN. Los cambios de conformacién de dicho ARNm pueden producirse por la unién de dicha
seflal quimica al aptdimero de ARN de dicho ARNm. Dicha sefial quimica aplicada externamente es preferiblemente
una seflal quimica de bajo peso molecular como el mononucleétido flavina (Winkler ez al. 2002) o teofilina (consultese
el ejemplo 6). Adicionalmente, se describen a continuacién realizaciones en las que dicho componente intraplastidial
es ARN.

Dicho ARNm puede comprender elementos ribointerruptores (Winkler ef al. 2002) capaces de regular la traduccién
o terminacién de la transcripcién de dicho transcrito. La modulacién de la traduccién o terminacién de la transcripcion
puede funcionar mediante estructuras secundarias alternativas de dichos elementos ribointerruptores. Los cambios
de conformacién de dicho ARNm pueden producirse a través de la unién de dicha sefial quimica o fisica por el
ARNm.

Ademds, dicho componente intraplastidial puede ser un potenciador o un silenciador que estd unido operativamente
a dicha secuencia de interés y dicha sefial quimica o fisica es capaz de interaccionar con dicho potenciador o dicho
silenciador.
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Dicho componente de la invencién es un componente intraplastidial. “Intraplastidial” significa que dicho compo-
nente es o procede de un dcido nucleico introducido en el plastoma o una proteina codificada por el plastoma. Ademas,
la interaccién de dicho componente con dicha sefial fisica o quimica tiene lugar predominantemente dentro de los plas-
tos. La interaccion en células vegetales fuera de los plastos no consigue el control de la expresion de dicha secuencia
de interés.

A continuacidn se describen modos de aplicacion de dicha proteina sefial o una fuente de la misma. Si se usa una
proteina como sefial aplicada externamente (proteina sefial), hay diversas posibilidades respecto al modo de aplicacién
a plantas o células vegetales. A continuacion se describen dichas posibilidades, en los documentos PCT/EP03/13016,
PCT/EP03/13018, PCT/EP03/13021 y referencias citadas en esos documentos como Science (2000) 290, 979-982 y
documento WOO0189283. En lugar de proporcionar dicha proteina sefial directamente a dicha planta o células vege-
tales, puede usarse un 4cido nucleico (aplicado externamente) que codifique dicha proteina sefial como una fuente
de dicha proteina sefial. Dicho 4cido nucleico puede aplicarse de manera que la expresion de la proteina sefial sea
posible en las células de dicha planta. Dicho dcido nucleico puede ser ADN o ARN. Si el dcido nucleico (sefial) es
ADN, la transcripcion puede tener lugar en los plastos. Si dicho dcido nucleico (sefial) es ARN, la traduccién de la
proteina sefial puede tener lugar en el citoplasma de células de dicha planta. Preferiblemente, dicho dcido nucleico
es un vector viral de ARN o un vector viral de ADN. Dicho vector viral deberia ser infeccioso. El vector viral puede
ser capaz de la amplificacion en células de la planta, que permite una fuerte expresién de la proteina sefial. Prefe-
riblemente, el vector viral es ademds capaz del movimiento de célula a célula o sistémico dentro de la planta, que
permite controlar la expresién de dicha secuencia de interés en células no a las que no se les proporcioné externa-
mente dicho vector viral. Para una revisién sobre el uso de vectores virales véase: Porta y Lomonossoff, 1996, Mol.
Biotechnol., 5, 209-221; Yusinov et al., 1999, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 240, 81-94). Ademds, los siguientes
documentos describen sistemas basados en vectores virales de ADN y ARN: Kumagai ef al., 1994, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90, 427-430; Mallory et al., 2002, Nature Biotechnol. 20, 622-625; Mor et al., 2003, Biotechnol, Bioeng., 81;
430-437; documentos US5316931; US5589367; US5491076; US5977438; US5981236; W00229068; W002088369;
W002097080; W0O9854342. Ademas, pueden usarse copias infecciosas de vectores virales de ARN (Kumagai et al.,
1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 1679-1683). Entre los vectores virales de ADN y ARN, se prefieren los vectores
virales de ARN (es decir, vectores que proceden de virus de ARN). Son virus de ARN preferidos en los que puede
basarse un vector viral de ARN tobamovirus, particularmente virus del mosaico del tabaco. Si dicha proteina sefial se
expresa en dichas células vegetales pero fuera de los plastos, la proteina sefial deberia proporcionarse preferiblemente
con un péptido de transito a plastos que permite dirigir dicha proteina sefial hacia plastos.

Se conocen en general en la técnica métodos de cémo puede aplicarse un 4cido nucleico a dicha planta o a dichas
células vegetales. Son métodos preferidos la transformacién mediada por Agrobacterium o la infiltracién de hojas.

El proceso de control de la invencién puede usarse para inducir o suprimir la expresiéon de dicha secuencia de
interés, por lo que se prefiere la induccién. La supresion de la expresion de una secuencia de interés puede conseguirse
por ejemplo usando un operador (como el operador lac) unido operativamente a dicha secuencia de interés, pero
no se expresa ningtin represor en dichos plastos en primer lugar. Cuando se desea la supresion, el represor puede
proporcionarse externamente a dichos plastos como una proteina sefial.

El proceso de control puede realizarse en plantas intactas o en plantas después de la recoleccion de dichas plantas.
Ademés, el proceso de control puede realizarse en células vegetales, por ejemplo, en cultivos celulares de células
vegetales.

El proceso de la invencién puede realizarse con cualquier planta para la que existan métodos de transformacién
plastidial en la actualidad o en el futuro. Se prefieren plantas de cultivo superiores. Son mds preferidas las plantas
dicotiledéneas. Son mds preferidas las Solanaceae y Brasicaceae. Se han elaborado protocolos de transformacién
plastidial al menos para las siguientes especies: Tabaco (Svab Z, Maliga P, Proc Natl Sci USA 90: 913-7 (1993));
Arabidopsis (Sikdar ef al., Plant Cell Reports 18: 20-24 (1998)); Patata (Sidorov et al., Plant J 19: 209-216 (1999));
Tomate (Ruf er al., Nat Biotecnol 19, 870-5 (2001); Lesquerella (Skarjinskaia et al., Transgenic Res. 12: 115-122
(2003)); colza (Hou et al., Transgenic Res. 12:111-114 (2003)); Zanahoria (Kumar et al., Plant Physiol (2004)); y
Arroz (Khan et al., Nat Biotechnol 17: 910-5 (1999)).

Realizaciones preferidas
El proceso de control de la expresion de una secuencia de interés codificada por el plastoma en una planta o en
células vegetales de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho represor lac no estd implicado en la expresion de

secuencias plastidiales que no sean dicha secuencia de interés.

Preferiblemente, el proceso de control de la expresion de dicha secuencia de interés de acuerdo con la invencién
es independiente de elementos transgénicos del genoma nuclear.
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Definiciones

3’-UTR:

5’-UTR:

aadA:

activador:

aphA-6:

cloroplasto:

regién codificante:

regién o secuencia

flanqueante:

expresion génica:

gen o genes:

genoma:
GFP:
recombinacién homdloga:

secuencia heterdloga:

intron:
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region transcrita pero no traducida de un (>) gen, cadena abajo de una (>) region
codificante;

regidn transcrita pero no traducida de un (>) gen, cadena arriba de una (>) region co-
dificante; en (>) genes (>) plastidiales, la 5’-UTR contiene informacion de secuencia
para iniciar la traduccién (sitio de unién al ribosoma) (>) RBS) proximo a su extremo
3

(>) region codificante de la aminoglicdsido adenil transferasa bacteriana, una proteina
frecuentemente usada, que detoxifica (>) inhibidores de seleccion con los antibiéticos
espectinomicina y/o estreptomicina;

proteina que se une a una secuencia operadora y por lo tanto activa la transcripcion;

(>) region codificante de la aminoglicésido fosfotransferasa A-6 bacteriana, una pro-
teina que detoxifica el (>) inhibidor de seleccion con el antibidtico kanamicina

(>) plasto que contiene clorofila;

secuencia de nucledtidos que contiene la informacién para a) la secuencia de ami-
noécidos de un polipéptido o b) los nucledtidos de un ARN funcional; las regiones
codificantes estan opcionalmente interrumpidas por uno o mas (>) intrones;

secuencias de ADN en los extremos 5’ y 3’de insertos en un (>) vector de transfor-
macion plastidial, que median la integracion en el (>) plastoma diana de secuencias
entre las secuencias flanqueantes por doble (>) recombinacion homdloga reciproca.
Mediante el mismo mecanismo, las secuencias pueden modificarse o eliminarse del
(>) plastoma diana. De esta manera, las secuencias flanqueantes del (>) vector de
transformacion (>) plastidial determinan donde se generan cambios en el (>) plastoma
diana por (>) transformacion.

proceso que convierte la informacion de secuencia en funcidn; en (>) genes que codi-
fican polipéptidos, la expresién génica requiere la actividad de un (>) promotor, que
inicia y dirige la actividad de una ARN polimerasa, conduciendo a la formacién de
un ARN mensajero, que posteriormente se traduce en un polipéptido; en (>) genes
que codifican ARN, la actividad de la ARN polimerasa mediada por un (>) promotor
genera el ARN codificado;

secuencia o secuencias de nucleétidos que codifican todos los elementos, que se re-
quieren para asegurar una funcidn, por ejemplo, la expresion;

los genes se organizan en (>) operones, que contienen al menos una (>) region co-
dificante completa; en (>) genes que codifican polipéptidos, estos elementos son: (1)
un (>) promotor, (2) una regién no traducida 5° ((>) 5’-UTR), (3) una (>) region co-
dificante completa, (4) una regién no traducida 3’ ((>) 3’-UTR); en (>) genes que
codifican ARN, faltan la (>) 5’-UTR y la (>) 3’-UTR; en (>) operones que consisten
en mds de una (>) region codificante, dos (>) regiones codificantes completas poste-
riores estdn separadas por un (>) espaciador y los elementos (>) promotor, (>) 5°-
UTR y (>) 3’-UTR estan compartidas por las (>) regiones de codificacion de ese (>)
operon;

secuencia de ADN completa de un nicleo de una célula o de un orgdnulo celular;
proteina verde fluorescente

proceso que conduce al intercambio, insercioén o delecién de secuencias debido a la
presencia de (>) secuencias flanqueantes con suficiente homologia de secuencia con
un sitio diana en un (>) genoma;

una secuencia que no aparece en plastos, preferiblemente en el genoma completo (or-
ganular y nuclear), de la planta usada en el proceso de la invencién antes de que los

plastos se transformen con dicha secuencia.

secuencia que interrumpe una (>) region codificante;
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operador:

operdn:

planta o plantas:

plasto o plastos:

plastoma:
promotor:

RBS, sitio de unién al
ribosoma:

represor:

aptamero de ARN:

inhibidor de seleccion:

secuencia de interés:

terminacion:

terminador:

secuencia reguladora de la
transcripcion:

vector de transformacion:

transformacion:

secuencia reguladora de la
traduccion:

transgén:

uidA:
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secuencia de nucleétidos que sirve como un sitio de unién para una proteina regula-
dora;

estructura organizativa de varios (>) genes que comparten un promotor;

organismo (u organismos) que contienen (>) plastos en sus células; las plantas pue-
den ser multicelulares o unicelulares; esta invencién se refiere particularmente a (>)
plantas multicelulares; estas incluyen el grupo de gimnospermas (tales como pino, pi-
cea y abeto etc.) y angiospermas (tales como los cultivos monocotiledéneos de maiz,
trigo, cebada, arroz, centeno, triticale, sorgo, cafia de azicar, esparrago, ajo, palmera
etc. y monocotiledéneas no de cultivo, y los cultivos dicotiledéneos de tabaco, patata,
tomate semilla de colza, remolacha azucarera, calabaza, pepino, melén, pimiento, es-
pecies de Citrus, berenjena, uvas, girasol, soja, alfalfa, algoddn, etc.), y dicotiledéneas
no de cultivo, asi como helechos, hepéticas, musgos y algas verdes, rojas y marro-
nes multicelulares; son ejemplos de plantas unicelulares Chlamydomonas reinhardtii,
Spirulina,

organulo u organulos con su propia maquinaria genética en células (>) vegetales, que
aparecen en diversas formas funcional y morfolégicamente diferentes, por ejemplo
amiloplastos, (>) cloroplastos, cromoplastos, etioplastos, gerontoplastos, leucoplas-
tos, proplastos etc;

secuencia de ADN completa del (>) plasto;

secuencia de nucledtidos funcional que inicia y regula la transcripcion;

elemento de secuenciacién de ADN cadena arriba del (>) codon de inicio de la tra-
duccion de una (>) region codificante, que media la unién al ribosoma y el inicio
de la traduccién del ARN transcrito respectivo; elementos RBS son parte de las (>)

5 -UTR o de los (>) espaciadores;

proteina que se une a una secuencia operadora e interfiere por tanto con la transcrip-
cion;

secuencia de ARN cuya estructura secundaria puede variar tras la unién a un sustrato;

compuesto quimico, que reduce el crecimiento y desarrollo de células u organulos no
transformados mds fuertemente que el de los transformados;

secuencia modificada o recién introducida de cualquier longitud: el propdsito un in-
tento de (>) transformacion; si no se desea introducir una secuencia, la longitud de
la secuencia de interés puede ser cero, es decir, puede ser de interés no tener una
secuencia de interés;

en la descripcidn de esta invencion, el término “terminacién” se refiere a la interrup-
cién de la transcripcion del ARN a partir de una secuencia de ADN;

elemento de secuencia responsable de la (->) terminacion;

una secuencia de ADN implicada en la transcripcion de una secuencia unida operati-
vamente (por ejemplo, de dicha secuencia de interés);

molécula de ADN clonada que se generd para mediar la (>) transformacion de un (>)
genoma,

proceso que conduce a la introduccién, la escisién o la modificacién de secuencias
de ADN por tratamiento de (>) plantas o células vegetales, incluyendo el uso de al
menos un (>) vector de transformacion;

una secuencia de ARN implicada en la traduccién de una secuencia unida operativa-
mente (por ejemplo, de dicha secuencia de interés (transcrita));

secuencia de ADN obtenida de un (>) genoma, introducida en otro;

(>) region codificante de la B-glucuronidasa bacteriana, una proteina indicadora usada
frecuentemente.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra esquematicamente el casete de insercidn en el plastoma del vector de transformacién pICF10501
que contiene dos unidades de transcripcion divergentes: el promotor rrnl6 de plastos de tabaco (16S) controla la trans-
cripcién de las secuencias codificantes de lac y aphA-6, que estan precedidas por un sito de unién al ribosoma (RBS)
artificial de la 5’-UTR del gen rpl22 de plastos de tabaco, respectivamente, y seguido por la 3’-UTR del gen rbcL de
Chlamydomonas reinhardtii. La secuencia codificante de smGFP proporcionada con la 5°-UTR del gen 10 del bacte-
ri6fago T7 y la 3’-UTR del gen rpi32 de plastos de tabaco, se transcribe a partir de un promotor de rrnl6 modificado
que contiene una secuencia operadora lac (16Slac). El casete de insercion estd flanqueado por secuencias de ADN
de plastos de tabaco para recombinacién homdloga, conduciendo a la insercién en el plastoma entre los genes trnV'y
3’rpsi2.

Figura 2
Deteccion inmunologica de la expresion de GFP tras la induccion con IPTG

A) Se analizard para determinar su contenido de GFP mediante transferencia de Western el transformante plastidial
557-1 que contenia el gen de smGFP bajo el control del promotor 16S-lac3 y el gen lacl (vector de transformacién
pICF1050-1). Para la muestra no inducida (-), se retiré una hoja joven de una planta de aproximadamente 7 cm de
altura antes de pulverizar la planta con una solucién de IPTG 1 mM. Para la muestra inducida (+), se cort6 la siguiente
hoja mds joven cuatro dias después de la pulverizaciéon. La cantidad de proteina soluble total cargada en el gel se
muestra la parte superior de los carriles.

B) Se cargaron en el gel cantidades inferiores de proteina de la muestra inducida mostrada en A para permitir la
cuantificacidon en comparacién con la muestra no inducida. Ademas, se cargd proteina de hojas adicionales que se
cortaron siete dias después de la pulverizacion. La hoja a era la siguiente hoja mas joven, la hoja b una hoja més vieja.
Comparada con un patrén de GFP, la cantidad de GFP en el primer carril estd en el intervalo de 15 a 20 ng.

La figura 3 ilustra el principio del control de la traduccién usado por Isaacs et al., (2004) y en el ejemplo 7. En la
parte superior, se muestra una 5’-UTR que tiene auto-complementariedad que conduce a la formacién de una estructura
tallo-bucle, por lo que el sitio de unién al ribosoma (RBS) se incluye en dicha estructura tallo-bucle. La estructura tallo-
bucle impide el acceso de ribosomas al sitio de unién al ribosoma (RBS), por lo que no puede traducirse una secuencia
de interés codificada, digamos ARNm. Un segmento de dicha 5’-UTR (linea en negrita) del ARNm a regular tiene
complementariedad de secuencia con un ARN activador (un ARN que actia en trans de la invencién). En presencia
de dicho ARN activador (parte inferior), dicho tallo-bucle se resolvia debido a la formacién de un hibrido con el ARN
activador, por lo que dicho RBS se expone para interaccién con ribosomas, permitiendo el inicio de la traduccién. El
ARN activador se expresa a partir de un promotor inducible.

La figura 4 proporciona una representacion esquemadtica del principio del control de la traduccién usado en el
ejemplo 8. E1 ARN que actda en trans se transcribe a partir de un promotor constitutivo de ADN plastidial bicatenario
(parte superior). El ARN que actda en trans tiene complementariedad con un segmento de un ARN regulador de la
traduccién de un ARNm y puede formar un hibrido mostrado en la parte inferior. El hibrido bloquea el codén AUG y
el RBS del ARN regulador de la traduccién, por lo que se impide la traduccién. Si se induce la transcripcién a partir
del promotor inducible mediante una sefial de control aplicada externamente, se transcribe un ARN complementario
a dicho ARN que actda en trans, por lo que dicho ARN que actda en trans se elimina por formacién de un hibrido (no
se muestra). Como resultado, el codén AUG y el RBS del ARNm quedan expuestos para la unién del ribosoma. De
manera alternativa, la transcripciéon del ARN que actia en trans puede controlarse mediante un promotor inverso que
puede ser inducible.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencién describe entre otros un proceso de control de la expresion de una secuencia de interés codificada
por el plastoma en plantas transplastémicas. El control de la expresion génica puede implicar una molécula reguladora
(particularmente una proteina reguladora) que puede unirse a un elemento regulador unido operativamente a dicha
secuencia de interés (por ejemplo situado fuera o dentro de dicha secuencia de interés). Son ejemplos de dicha molécula
reguladora una proteina represora, cuya unién evita o impide la transcripcién de dicha secuencia de interés, o una
proteina activadora, cuya unién permite o aumenta la transcripcién de dicha secuencia de interés. Son otros ejemplos
protefnas que se unen al ARNm de dicha secuencia de interés y regulan la traduccién. Un ejemplo adicional es una
ARN polimerasa que transcribe especificamente dicha secuencia de interés. Otros ejemplos de moléculas reguladoras
son factores de procesamiento o de corte y empalme de ARN especificos. Ademds, la molécula reguladora también
puede ser un 4cido nucleico, por ejemplo, una molécula de ARN que impide la expresion de la secuencia de interés
por interaccidon con su ARNm. Dicha molécula reguladora puede ser propiamente dicha sefial de control; de manera
alternativa, ciertas propiedades de dicha molécula reguladora pueden cambiarse en respuesta a dicha sefial aplicada
externamente, por lo que se controla la expresion de dicha secuencia de interés.
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En una realizacién general de esta invencién, la unién de dicha molécula reguladora puede modificarse median-
te dicha sefial quimica o mediante dicha sefial fisica (tal como temperatura o luz). Son ejemplos de dichas moléculas
reguladoras cuyas propiedades pueden cambiarse mediante una sefial quimica proteinas represoras y activadoras cono-
cidas de sistemas de regulacion bacterianos como se describen a continuacién. Cuando se usa tal sistema de control, la
proteina reguladora puede estar codificada en el plasto y puede expresarse de manera constitutiva, pero ciertas propie-
dades (por ejemplo propiedades de unién) pueden cambiarse en plastos mediante dicha sefal aplicada externamente,
que permite el control de la expresion de la secuencia de interés.

En una realizacién adicional de esta invencién, dicha molécula reguladora es dicha sefial de control. El control de
la expresion de la secuencia de interés puede lograrse por cultivo de la planta o células vegetales en ausencia de la
molécula reguladora y la molécula reguladora se aplica externamente a dicha planta o células vegetales como dicha
seflal en un momento deseado. Esto puede conseguirse mediante la aplicacién externa directa de la molécula reguladora
a la planta, o aplicando externamente un acido nucleico que codifica dicha molécula reguladora, por ejemplo, por
infeccién con un virusde plantas modificado (un vector viral).

Preferentemente, la proteina reguladora procede de un organismo procariota. Se han descrito numerosos ejemplos
de proteinas reguladoras en procariotas que pueden usarse para el control de la expresion génica en plastos como se
describe en esta invencién. Son ejemplos de proteinas represoras quimicamente regulables de sistemas procariotas el
represor Lacl de Escherichia coli o el represor TetR del transposén tn10 (Hillen y Berens, 1994). En ambos casos,
el promotor de la secuencia de interés se proporciona con elementos de secuencia corta (elementos operadores) que
son sitios de unién para la proteina represora. La unién de la proteina represora al operador impide la transcripcion
de la secuencia de interés regulada. En presencia de un inductor quimico aplicado externamente, la afinidad de la
proteina represora con el operador se reduce, de modo que puede desarrollarse la transcripcidn de la secuencia de
interés. Son ejemplos de inductores quimicos la lactosa o el isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) que interaccionan
con Lacl, tetraciclina o anhidrotetracicina que interaccionan con TetR, arabinosa para el promotor de Pg,p. En una
realizacion preferida de esta invencion, la secuencia operadora se integra en el plastoma dentro o cerca del promotor
de la secuencia de interés a controlar, y la proteina represora también deberia estar codificada en el plastoma para que
se exprese constitutivamente en una cantidad suficiente para evitar o impedir la expresion de la secuencia de interés. La
expresion puede inducirse después mediante la aplicacion externa de dicha sefial quimica que actia como un inductor
quimico en un momento deseado.

Un modo adicional de control de la expresion de dicha secuencia de interés es mediante protefnas activadoras. Son
ejemplos de proteinas activadoras en sistemas procariotas el activador de MalT de Escherichia coli (Schlegel et al.,
2002) o el activador de LuxR de Vibrio fischeri (Dunlap, 1999). A diferencia de las proteinas represoras, las proteinas
activadoras no impiden, sino que activan la transcripcion cuando se unen a secuencias operadoras por interaccién con
la maquinaria de transcripcion. Ambas proteinas activadoras mencionadas anteriormente requieren la presencia de
un inductor quimico como dicha sefial quimica para presentar actividad de unién: MalT se activa mediante maltosa,
LuxR mediante lactona N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina. Estas sustancias pueden usarse por lo tanto también como
seflales quimicas para inducir la expresion de dicha secuencia de interés en plastos proporcionadas con elementos de
regulacion apropiados de una manera similar a la descrita anteriormente para proteinas represoras.

En una realizacién adicional de esta invencién, también puede usarse el sistema descrito para desactivar o disminuir
la expresion de una secuencia de interés. Esto puede desearse cuando se requiere el producto génico de dicha secuencia
de interés durante el crecimiento de la planta (por ejemplo resistencia a herbicidas) pero no se desea en el producto
final (por ejemplo en la planta recolectada). La desactivacion de la expresion puede conseguirse por ejemplo mediante
el cultivo de la planta en presencia de un inductor quimico que se deja fuera cuando ya no se desea la expresion.
Ademds, la expresion de una proteina represora para la secuencia de interés a controlar puede activarse.

De esta manera, tanto la aplicacion de dicha sefial de control como la interrupcién de la aplicacion de dicha sefial
de control pueden usarse para controlar la expresion de dicha secuencia de interés.

La invencién no se limita al control de una sola secuencia de interés. También pueden controlarse operones que
contienen varias secuencias codificantes. Si se controla la transcripcion del operdn, la expresion de todas las secuencias
codificantes puede regularse de la misma manera, lo que puede desearse si van a expresarse varias enzimas de una
ruta biosintética. De manera alternativa, pueden regularse por separado varias secuencias codificantes, usando, por
ejemplo, una combinacién de sistemas de control que responden a diferentes inductores quimicos.

Control traduccional sobre la expresion de la secuencia de interés

El control sobre la expresién de una secuencia de interés codificada por el plastoma en una planta o en células
vegetales puede conseguirse mediante el control traduccional sobre dicha secuencia de interés. Puede conseguirse
un control traduccional por ejemplo regulando el acceso de un sitio de unién al ribosoma (RBS) a ribosomas. El
acceso del RBS a ribosomas puede alterarse secuestrando o exponiendo el RBS en un ARN regulador de la traduccién
(dicho ARN regulador de la traduccién puede ser una 5’-UTR) unida operativamente a dicha secuencia de interés. El
secuestro o la exposicién del RBS pueden conseguirse regulando la estructura secundaria de dicho ARN regulador de
la traduccion cerca del RBS. Para regular la estructura secundaria de dicho ARN regulador de la traduccién pueden
usarse dos principios basicos. Ambos principios dependen de cambios reversibles de la estructura secundaria del ARN
(y opcionalmente de la estructura terciaria).
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Un principio se basa en un ARN regulador de la traduccién (por ejemplo, secuencias 5’-UTR) que contiene un
aptdmero de ARN préximo al RBS. La unién de una sefial de control quimica por dicho aptimero de ARN puede
modificar el acceso del RBS a ribosomas.

Otro principio se basa en secuestrar o exponer el RBS en la 5’-UTR usando secuencias represoras complementa-
rias. Dichas secuencias represoras pueden proporcionarse o en dicho propio ARN regulador de la traduccién (en cis)
o en un ARN que actiia en trans (en trans). En el caso de represion en cis, las secuencias complementarias intramo-
leculares pueden formar una estructura tallo-bucle que puede resolverse de manera reversible mediante un ARN que
actia en trans (dicho ARN que actda en trans descrito por Isaacs et al., 2004) mediante la formacién de un hibrido
intermolecular alternativo. En el caso de represién en trans, el hibrido de ARN de represion intermolecular (hibrido de
ARN que actda en trans y un segmento de la 5°-UTR) puede resolverse de manera reversible mediante la formacién
de un hibrido intermolecular alternativo con una molécula de ARN adicional, o suprimiendo la expresién del represor.
De esta manera, puede usarse un ARN que actia en trans para suprimir la traduccién o para activar la traduccion.

La traduccion de dicha secuencia de interés puede regularse mediante el uso de elementos ribointerruptores que
normalmente se localizan en la 5’-UTR del ARNm. Tras la unién de una sefial quimica a dicho elemento riboin-
terruptor, puede inducirse un cambio conformacional en dicho ARNm, que puede inducir o reprimir la activacién de la
traduccion permitiendo o impidiendo el acceso del ribosoma a la 5°-UTR. La unién de dicha sefial quimica al elemento
ribointerruptor puede suceder directa o indirectamente. En el caso de unién directa dicha molécula de sefial estd unida
por un elemento de ARN mediante un aptdmero (Soukup y Breaker, 1999) de la 5’-UTR. En el caso de unién indirecta,
dicha molécula de sefial est4d unida mediante un factor proteico.

Control traduccional de la expresion de la secuencia de interés por interaccion de una sefial quimica aplicada exter-
namente con un ARN regulador de la traduccion (5°-UTR)

Dicha planta o dichas células vegetales pueden contener un dcido nucleico recombinante en el genoma plastidial,
por lo que dicho 4cido nucleico recombinante

- comprende dicha secuencia de interés y

- codifica un ARN regulador de la traduccién unido operativamente a dicha secuencia de interés, adaptindose
dicho ARN regulador de la traduccién para la interaccién con dicha sefial quimica, por lo que la traduccién de dicha
secuencia de interés se controla mediante dicha interaccion. En esta realizacion, dicho ARN regulador de la traduccién
es el componente intraplastidial de la maquinaria de expresion de proteinas de plastos.

Después de la transcripcién de dicho 4cido nucleico recombinante, se forma un transcrito de ARNm que contiene
dicho ARN regulador de la traduccién y la secuencia de interés transcrita. Dicho ARN regulador de la traduccién
puede ser una regién 5’-no traducida (5’-UTR) y preferiblemente contiene elementos necesarios para la traduccién de
la secuencia de interés. Estos son elementos tipicamente contenidos en una 5’-UTR de un gen plastidial como un sitio
de unidn al ribosoma (RBS). Dicho ARN regulador de la traduccion se localiza tipicamente cadena arriba de dicha
secuencia de interés y estd unido operativamente a dicha secuencia de interés para traducir dicha secuencia de interés.

Dicho ARN regulador de la traduccién puede contener adicionalmente un segmento adaptado para la interaccién
con una sefial quimica aplicada externamente, preferiblemente una sefial quimica molecular pequefia no proteica.
Dicho segmento puede ser un aptdmero de ARN que esté adaptado para unirse a dicha sefial quimica. En ausencia
de la sefal quimica, el aptdmero de ARN puede asumir una estructura secundaria que permite el acceso del RBS a
ribosomas, por lo que es posible la traduccion de la secuencia de interés. En presencia de dicha sefial quimica, dicho
aptdmero de ARN se une a dicha sefial quimica, por lo que el aptdmero de ARN asume una estructura secundaria que
secuestra el RBS de manera que no es posible la traduccion.

Los aptdmeros de ARN son moléculas de ARN cuya secuencia se disefia o se selecciona para que sea posible una
unioén estrecha y especifica con un compaiiero de unién predeterminado. Se han identificado aptdmeros de ARN que
se unen a proteinas como enzimas (por ejemplo Rusconi et al., 2004, Jellinek et al., 1994) o a compafieros de unién
moleculares pequefios como teofilina (Suess et al., 2004), el cofactor FAD (Roychowdhury-Saha et al., 2002), FMN
(Winkler et al., 2002), o adenina libre (Meli et al., 2002). Para una revision véase Famulok y Mayer, 1999. Pueden
identificarse aptdmeros de ARN con alta especificidad por moléculas diana usando el proceso SELEX (Tuerk and
Gold, 1990).

En B. subtilis se demostré que la traduccion de una secuencia de ARNm puede regularse usando una fusién de un
aptamero con una secuencia cadena abajo que contiene un RBS (Suess ef al. 2004). Se descubrié que la traduccién
de un ARNm plastidial recombinante puede regularse fusionando un aptdmero de ARN (capaz de unirse a una sefial
de control predeterminada aplicada externamente) con un RBS artificial. La interaccién del complejo de dicha sefial
quimica y dicho aptdmero de ARN con el RBS puede conducir a una estimulacién de la traduccién. De manera
alternativa, la interaccion del complejo de dicha sefial quimica y dicho aptdmero de ARN con el RBS también puede
conducir a un efecto inhibidor sobre la traduccioén.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324787 T3

El control de la expresion génica en plastos mediante la regulacién de la traduccién puede aplicarse independiente-
mente o0 en combinacién con una regulacién a nivel de transcripcion. Esto tltimo tiene la ventaja de potenciar el efecto
regulador, que es se prefiere. En esta realizacion preferida la sefial quimica aplicada externamente puede interaccionar
con dos o mas componentes diferentes de la maquinaria de expresion de proteinas de plastos de un modo sinérgico.
Como ejemplo, dicha sefial quimica puede interaccionar con una proteina reguladora (como el represor lac) y un ap-
tdmero de ARN. La interaccion de dicha molécula de sefial aplicada externamente con una proteina reguladora puede
conducir a una activacién de la transcripcion. La interaccién de la misma molécula de sefial aplicada externamente
con un aptdmero de ARN puede estimular la traduccién permitiendo el acceso de los RBS secuestrados previamente a
ribosomas.

Los ejemplos de sefiales quimicas aplicadas externamente adaptadas para la interaccidon con dos o mas componen-
tes diferentes de la maquinaria de expresion de proteinas de plastos a nivel de traduccién incluyen: lactosa, derivados
de lactosa, otros hidratos de carbono, tetraciclina, antibidticos de diversas clases, herbicidas, esteroides, nutrientes,
proteinas o fuentes de las mismas, dcidos nucleicos o fuentes de los mismos.

Control traduccional de la expresion de una secuencia de interés controlando la disponibilidad de un ARN que actiia
en trans que tiene complementariedad con un segmento del ARN regulador de la traduccion de dicha secuencia de
interés

Dicha planta o dichas células vegetales pueden contener en el genoma plastidial un 4cido nucleico recombinante,
por lo que dicho 4cido nucleico recombinante

- comprende dicha secuencia de interés y

- codifica un ARN regulador de la traduccién unido operativamente a dicha secuencia de interés, teniendo dicho
ARN regulador de la traduccién un segmento de secuencia complementario a un segmento de secuencia de un ARN
que actia en trans, por lo que la disponibilidad de dicho ARN que actia en trans puede controlarse mediante una
interaccién de dicha sefial de control con un componente intraplastidial de la maquinaria de expresién de proteinas de
plastos.

Dicho ARN que actda en trans actda en trans con dicho ARN regulador de la traduccidn, por lo que es posible el
emparejamiento de bases debido a dicha complementariedad. Dicho ARN que actia en trans se expresa en plastos a
partir de una secuencia del plastoma, preferentemente heteréloga. Dicho ARN que actda en trans se expresa preferi-
blemente independientemente de dicha secuencia de interés. A menos que se indique de manera diferente, dicho ARN
regulador de la traduccidn se corresponde con el definido en el capitulo anterior.

Dicho ARN regulador de la traduccién puede tener una auto-complementariedad cerca de su sitio de unién al
ribosoma (RBS), preferiblemente una complementariedad del RBS, para permitir la formacién de una estructura tallo-
bucle que implica a dicho RBS, secuestrando a dicho RBS. De esta manera, la traduccién de dicha secuencia de
interés puede impedirse en ausencia de dicho ARN que actiia en trans. En presencia de dicho ARN que actda en trans,
dicha estructura tallo-bucle en dicho ARN regulador de la traduccién puede resolverse por emparejamiento de bases
entre dicho ARN que actiia en trans y dicho segmento de secuencia complementaria de dicho ARN regulador de la
traduccion, conduciendo a la exposicién del RBS y a la traduccién de la secuencia de interés.

De manera alternativa, dicho ARN regulador de la traduccion no tiene una auto-complementariedad, pero la for-
macién de un hibrido entre un ARN que actiia en trans y un segmento de secuencia de dicho ARN regulador de la
traduccion permite el bloqueo del RBS. En esta realizacion, la presencia de dicho ARN que actia en trans suprime la
traduccién de dicha secuencia de interés. La eliminacién de dicho ARN que actiia en trans por un ARN adicional que
tiene complementariedad con dicho ARN que actia en trans conduce a un RBS expuesto, por lo que se hace posible la
traduccion de dicha secuencia de interés. En esta realizacion, el control de dicho proceso es posible por interaccién de
una sefial de control aplicada externamente con un componente intraplastidial implicado en la transcripcién de dicho
ARN que actda en trans o de dicho ARN adicional.

Se ha demostrado que es posible controlar la traduccién mediante el uso de estructuras secundarias alternativas
de ARN, que aparecen como una consecuencia de hibridaciones de 4cidos nucleicos alternativas intramoleculares
o intermoleculares (Isaacs et al., 2004, incorporado como referencia en este documento). Se ha descubierto que la
traduccién de un ARNm plastidial puede regularse aplicando externamente a dicha planta o a dichas células vegetales
una sefial de control que controle la disponibilidad de un ARN que actia en trans mediante una interaccién con un
componente intraplastidial de la maquinaria de traduccion de plastos. La traduccion de dicha secuencia de interés a
partir de su ARNm se controla a su vez por la interaccioén entre dicho ARN que actda en trans y dicho ARN regulador
de la traduccién que estd unido operativamente a dicha secuencia de interés. La fuente de dicho ARN que actiia en trans
puede ser también una unidad de transcripcién de plastos. La transcripcién de dicho ARN que actiia en trans puede
controlarse aplicando externamente a dicha planta o a dichas células vegetales una sefial de control, en la que dicha
sefial de control estd adaptada para una interaccién con un componente intraplastidial de la maquinaria de expresion
de genes de plastos (por ejemplo el sistema lactosa/represor lac/operador lac).

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324787 T3

Las plantas o células vegetales que pueden utilizarse para esta realizaciéon pueden obtenerse transformando el
genoma plastidial con al menos una construccioén que contiene una 5’-UTR modificada artificialmente por ingenieria
genética unida operativamente a dicha secuencia de interés, siendo capaz dicha 5’-UTR de emparejamiento de bases
y de formacién de un hibrido con dicho ARN que actia en trans. La 5’-UTR modificada artificialmente por ingenieria
genética para esta realizacion debe ser capaz de formar al menos las siguientes estructuras secundarias alternativas (i)
y (ii) como una consecuencia de formacién de hibridos alternativa.

(i) formacién de un hibrido interno (intramolecular), en dicha 5’-UTR, como una estructura tallo-bucle que conduce
a un bloqueo del RBS, por lo que ya no es posible la interaccién del RBS con ribosomas.

(ii) formacién de un hibrido intermolecular entre un ARN que actda en trans y una parte de la secuencia de dicha
estructura tallo-bucle. El hibrido intermolecular puede liberar el RBS previamente secuestrado, por lo que puede
hacerse posible el inicio de la traduccion.

Para liberar eficazmente el RBS previamente secuestrado, el hibrido intermolecular entre el ARN que actda en trans
y el ARNm a regular deberia ser mas firme que el hibrido intermolecular alternativo. Adicionalmente, la secuencia
complementaria al RBS en el ARN que actiia en trans deberfa estar enmascarada, puesto que de otra manera podria
producirse una titulaciéon anormal de ribosomas. El enmascaramiento de esta secuencia puede conseguirse mediante
el uso de una secuencia complementaria adicional en dicho ARN que actia en trans conduciendo a la formacion de
un hibrido interno (véase Isaac et al., 2004). Sin embargo, el hibrido interno en dicho ARN que actda en trans deberia
ser mas débil comparado con el hibrido que puede formarse con dicho ARNm a regular. Ademas el ARN que actia en
trans debe ser capaz de resolver el hibrido intermolecular entre la 5’-UTR del ARNm a regular. Esto puede conseguirse
mediante un elemento de secuencia corta en el ARN que actiia en trans que sea complementario a la estructura de bucle
dentro del ARNm a regular (Isaac et al., 2004)

El sistema descrito anteriormente para controlar la traduccién de una secuencia de interés puede aplicarse en
combinacién con un control a nivel de transcripcién. Esto dltimo tiene la ventaja de aumentar el efecto regulador.
En una realizacién preferida, la molécula de sefial aplicada externamente interacciona con diferentes componentes
de la maquinaria de expresion de genes de plastos de un modo sinérgico: por ejemplo un promotor y un RBS. La
interaccién de dicha sefial aplicada externamente con un promotor puede conducir a la activacién de la transcripcion.
La interaccién de dicha molécula de sefial aplicada externamente con la 5°-UTR conduce a una estimulacién de la
traduccioén liberando el acceso del sitio de unién al ribosoma previamente secuestrado al ribosoma.

El uso de dicho ARN que actiia en trans como se describe en este documento puede aplicarse a la regulacién
simultdnea de varios operones. En este caso, la regulacion de la expresion de transgenes de plastos puede conseguirse
aplicando externamente a dicha planta o a dichas células vegetales una sefial de control fisica o quimica o una fuente de
la misma, en la que dicha sefial de control estd adaptada para una interaccién con un componente intraplastidial de la
magquinaria de traduccion de plastos. Dicha interaccién puede conducir a la activacién (o represion) de transcritos, que
pueden regular simultdneamente otros transcritos recombinantes a nivel de traduccién, produciendo redes reguladoras
complejas.

En otra realizacién de la invencion (véase el ejemplo 8), el ARN que actda en trans se genera para inhibir la
traduccién del ARNm a regular. E1 ARN que actiia en trans puede expresarse a partir de un promotor constitutivo.
La represion del ARNm a regular puede funcionar por emparejamiento de bases entre un elemento de secuencia
(antisentido) del ARN que actiia en trans y el RBS en la 5’-UTR del ARNm a regular, impidiendo de esta manera la
interaccién adecuada del RBS y el ribosoma. La activacién de la traduccién puede conseguirse expresando un segundo
ARN (sentido) que neutraliza el ARN que actia en trans mediante formacion de hibridos. La unién entre el ARN que
actda en trans y el segundo ARN (sentido) debe ser mds fuerte que la unién entre el ARN que actda en trans y el
RBS del ARNm a regular. De manera alternativa, la traduccién del ARNm a regular puede conseguirse suprimiendo
la expresion del ARN que actda en trans.

La transcripcion de dicha secuencia de interés y la transcripcién de dicho ARN que actia en trans puede controlarse
por las mismas o por diferentes sefiales de control aplicadas externamente. Dicho ARN que actia en trans puede
expresarse a partir de la misma o de una unidad de transcripcién diferente que dicha secuencia de interés. La expresion
de la misma unidad de transcripcion puede usarse para reforzar el efecto regulador de la induccién o represion. La
expresion de unidades de transcripcion diferentes puede usarse para construir redes reguladoras artificiales. Dicho
ARN que actda en trans puede originarse a partir de una unidad de transcripcién de plastos que esta bajo el control de
una sefial quimica aplicada externamente o fisica aplicada externamente.

El proceso y las plantas de la invencion permiten la produccion de sustancias que son toxicas para las plantas

La transformacién plastidial se usa a menudo como un método para producir sustancias, particularmente proteinas
de interés, en elevadas cantidades, haciendo uso de la elevada dosificacién génica en estos orgdnulos que porta el
potencial de niveles de expresion extremadamente elevados de transgenes. Existe un amplio intervalo de sustancias,
desde proteinas farmacéuticas hasta enzimas técnicas, que pueden producirse en plastos. Ademads, también pueden
usarse plastos para la produccidon de sustancias no proteicas como biopolimeros mediante la expresion de enzimas
que sintetizan estas sustancias a partir de metabolitos de plastos. Sin embargo, como los plastos son esenciales para
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el desarrollo de la planta, la produccién de sustancias extrafias interfiere frecuentemente con la funcién normal de
los plastos. Esta invencién ofrece un medio para producir sustancias extrafias que son nocivos para los plastos su-
primiendo o no activando su expresién durante el desarrollo de la planta. La expresion del producto puede inducirse
en un momento deseado, por ejemplo poco antes de la recoleccion de las plantas. Un método preferido para esta in-
vencién es controlar la expresion de la secuencia de interés usando una proteina represora que responde a una sefial
de induccidn, y un promotor que contiene una secuencia operadora. La secuencia de interés puede introducirse en el
plastoma cadena abajo de dicho promotor que contiene la secuencia operadora. Este promotor puede ser un promotor
de plastos modificado, o un promotor procariota que contiene la secuencia operadora. La secuencia operadora puede
estar presente dentro de la secuencia promotora o en sus proximidades, por ejemplo en el punto de inicio de la trans-
cripcién y pueden estar presentes varios sitios operadores. La secuencia que codifica la proteina represora se inserta
preferiblemente en el plastoma en una unidad de transcripcion diferente de modo que se expresa constitutivamente y
estd presente en una cantidad suficiente para suprimir la transcripcién de la secuencia de interés controlada mediante
la unién a la secuencia operadora. La expresion de la secuencia de interés controlada puede inducirse proporcionando
a la planta dicha sefial de control que reduce la unién de la proteina represora y por tanto permite la transcripcién. La
sefial de control puede proporcionarse directamente a la planta, por ejemplo por pulverizacion, o indirectamente, por
ejemplo proporcionando una sustancia que se metaboliza por la planta, por lo que se produce la sefial de induccién.
Como alternativa, la sefial de control puede ser una sefial endégena de la planta, por ejemplo cuando se desencadenan
cambios en el desarrollo tales como la maduracién del fruto. Puede usarse una proteina reguladora influenciada por
una sefial de desarrollo de este tipo para inducir o suprimir la expresién de una secuencia plastidial de interés en el
momento del cambio en el desarrollo.

Algunos productos génicos de dicha secuencia de interés pueden ser nocivos para las plantas cuando se producen
en elevadas cantidades, mientras que un bajo nivel del producto no interfiere con el desarrollo normal de la planta.
Para estos productos, puede ser suficiente disminuir la transcripcién hasta un nivel tolerable; esto puede conseguirse
usando sistemas de represor/operador convencionales como el sistema de represion lac de E. coli, que normalmente
permite una expresion de fondo significativa. En general, serd mds fécil obtener un elevado nivel de expresién después
de la induccién si se tolera un cierto nivel de expresién de fondo. Si se requiere una mayor represion, es decir para
productos que son nocivos incluso en pequefias cantidades, pueden combinarse sistemas de control diferentes, por
ejemplo pueden insertarse varios sitios operadores o pueden usarse varias proteinas represoras diferentes.

El proceso y las plantas de la invencion permiten la produccion de plantas transplastomicas que muestran una salud
vegetal y una capacidad de crecimiento normales

Incluso si el producto génico de una secuencia de interés no es toxico para las plantas, puede ser deseable controlar
la expresion de la secuencia de interés. Cuando un producto se expresa en elevadas cantidades en plastos -desedandose
esto en la mayoria de los casos- la expresion génica consume una cantidad de energia y metabolitos considerable, que
puede conducir a un crecimiento retardado de la planta. Cuando la expresion de la secuencia de interés se reduce a un
nivel limitado usando el proceso descrito en esta invencidn, las plantas pueden usar sus recursos para un crecimiento
y desarrollo normales.

El proceso y las plantas de la invencion permiten la construccion de vectores que contienen secuencias que son téxicas
para bacterias

Los vectores para transformacién plastidial se construyen normalmente en bacterias, principalmente en E. coli. Los
elementos reguladores de plastos a menudo se reconocen en bacterias de manera que una secuencia de interés bajo
el control de dichos elementos reguladores puede expresarse en cierta medida en el hospedador de clonacién. Esto
puede conducir a problemas si una secuencia de interés o su producto de expresion son téxicos para el hospedador
de clonacién, y en algunos casos los clones deseados no pueden clonarse en bacterias en absoluto. La invencién que
se describe en este documento permite controlar la expresion tanto en plastos como en el hospedador de clonacién
bacteriano usando elementos de control en vectores de transformacion plastidial que también se reconocen en el
hospedador de clonacién. De esta manera, los productos téxicos para E. coli pueden clonarse en E. coli en vectores de
expresion en plastos.

Diversos mecanismos de regulacion conocidos de sistemas procariotas pueden adaptarse para el uso en esta invencion

La maquinaria de expresién de genes de plastos es similar en algunos aspectos a la de los organismos procariotas:
por ejemplo, la traduccién se media por ribosomas 70S y la transcripcion estd mediada por ARN polimerasas de tipo
E. coli y de tipo bacteriéfago. Por lo tanto, pueden usarse mecanismos de regulacién para la expresién génica conoci-
dos de organismos procariotas en plastos para el control de expresion de acuerdo con esta invencion transfiriendo los
elementos reguladores a plastos. A continuacién (ejemplo 1) se proporciona un ejemplo de la invencién, en el que el
sistema de represor/operador lac de E. coli se transfirid a plastos del tabaco: en el ejemplo 1, el represor lac se expresa
constitutivamente a partir del plastoma del tabaco y obstaculiza la transcripcién de un gen de GFP codificado por el
plastoma que estd bajo el control de un promotor modificado que contiene un sitio operador lac. La expresion puede
activarse por tratamiento de la planta con el inductor quimico IPTG que se une al represor lac y reduce su afinidad
con el sitio operador. De manera similar, pueden establecerse sistemas de regulacion correspondientes en los plastos
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con otros sistemas represores o activadores conocidos de organismos procariotas. Ademads, para crear sistemas de re-
gulacién més complejos en plastos, pueden combinarse componentes de diferentes sistemas, también con elementos
de regulacién endégenos de plastos. Un ejemplo de esto es la combinacién de un sistema polimerasa/promotor especi-
fico, tal como un sistema polimerasa/promotor de T7 con un sistema represor como se ha descrito anteriormente. Un
ejemplo adicional es la generacién de proteinas de fusiéon que comprenden componentes de unién a ADN y regulado-
res derivados de sistemas de regulacion diferentes. Con este enfoque, la funcién original de una proteina reguladora
puede cambiarse, por ejemplo una proteina originariamente funcional como un represor puede cambiarse a un activa-
dor transcripcional mediante fusién con un dominio adecuado, como se hizo con el represor tet para su aplicacién en
sistemas eucariotas (revisado en Berens y Hillen, 2003). Al revés, una proteina de unién a ADN originariamente activa
como un activador transcripcional puede cambiarse a un represor colocando su secuencia operadora en un promotor.
Como muestran los ejemplos anteriores, pueden usarse componentes de sistemas de regulacion de eucariotas.

Puede conseguirse una regulacion adicional aplicando la proteina serial externamente, por ejemplo, mediante trans-
feccion viral

En esta realizacidn, la planta puede cultivarse en ausencia de la proteina sefial hasta una fase de crecimiento desea-
da. Cuando se desee la induccidn o represion de la secuencia de interés, la proteina sefial puede aplicarse externamente
como dicha sefial de control de la invencién. Una posibilidad para proporcionar la proteina sefial es mediante trans-
feccion viral de la planta con un virus modificado genéticamente que codifica la proteina sefial, preferiblemente en
combinacién con una sefial de direccién a plastos. Otras posibilidades incluyen infiltracién con otros vectores modi-
ficados genéticamente como el plasmido Ti de Agrobacterium, suministro de proteina mediado por Agrobacterium, o
infiltracién directa con una proteina reguladora o un acido nucleico que la codifique. Una ventaja de este método de re-
gulacidn es que la proteina sefial no puede causar efectos indeseados en otros genes plastidiales durante el crecimiento
de la planta. Ademas, este método no conduce a la integracion estable del acido nucleico aplicado externamente que
codifica la proteina sefal en el material hereditario de la planta, siendo ventajoso para la seguridad bioldgica.

En analogia con las aplicaciones descritas anteriormente, la represion de la expresion de una secuencia de interés
puede conseguirse proporcionando una proteina represora, mientras que la induccién de una secuencia de interés puede
conseguirse proporcionando una protefna activadora. Un modo mds complejo para la induccién de una secuencia de
interés puede ser proporcionar una proteina represora que impida la expresion de una segunda proteina represora que
controle la transcripcion de dicha secuencia de interés. Para esta aplicacion de la invencidn, se usan preferiblemente
proteinas reguladoras que no cambian su actividad dependiendo de sefiales externas como inductores. Dichas proteinas
reguladoras que muestran actividad constitutiva se han caracterizado como versiones mutadas o modificadas de muchas
proteinas represoras o activadoras bacterianas reguladas quimicamente. Cuando se usan proteinas reguladoras con
actividad constitutiva, no es necesaria la aplicacién de un inductor quimico.

En el ejemplo 5 se proporciona un ejemplo para esta invencién usando la aplicacion externa de la proteina sefial. En
este caso, la regulacion se basa en la interaccién entre la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 con un promotor corres-
pondiente. La secuencia de interés (uidA) esta codificada por el plastoma bajo el control de un promotor especifico de
T7 de manera que para la transcripcion es necesaria la ARN polimerasa correspondiente. La expresion de la secuencia
de interés puede inducirse proporcionando la ARN polimerasa de T7 como dicha sefial quimica mediante inoculacién
de la planta o células vegetales con un vector viral de plantas modificado que codifica la polimerasa de T7. La expre-
sién de la polimerasa de T7 a partir del ARN viral puede estar mediada por un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) derivado de un virus de plantas (ctTMV) (Ivanov et al., 1997, Skulachev et al., 1999; documentos W09854342;
WO00320927; WO0320928). La polimerasa se fusiona preferiblemente a un péptido de direccién a plastos de modo
que se importe al interior de los plastos donde puede mediar la transcripcion a partir del promotor de T7. En este ejem-
plo, la construccién viral se integra en un vector binario y puede por tanto aplicarse mediante infiltracion de las plantas
transplastomicas con un Agrobacterium que contiene este vector. Como se ha indicado anteriormente, son posibles
otros modos de aplicacién de la polimerasa. La aplicacion externa de la polimerasa aumenta la rigurosidad del control
comparado con la induccién de una polimerasa codificada por el nicleo, ya que puede no haber expresién en el estado
no inducido. Ademads, la secuencia de interés no puede transmitirse mediante el polen, que seria el caso con un gen
de polimerasa codificado por el niicleo. Por lo tanto, este método de induccién es ventajoso para la bioseguridad.

Aplicacion externa de dicha proteina sefial a partir de una composicion sin células (suministro directo)

Pueden usarse diferentes métodos para el suministro directo de dicha proteina sefal (por ejemplo, la polimerasa de
T7) al interior de células de dicha planta. Entre los mds simples estd el suministro directo con la ayuda de interaccién
mecdnica con el tejido vegetal. Por ejemplo, el bombardeo de microproyectiles de particulas recubiertas con polipép-
tido puede suministrar dicho polipéptido al interior de la célula vegetal. El protocolo puede ser similar a los descritos
para el suministro de ADN en protocolos de transformacién de plantas (documentos US 05100792; EP 00444882B1;
EP 00434616B1). Sin embargo, en lugar de ADN, puede usarse dicha proteina sefial para recubrir las particulas. Exis-
te una descripcion de un proceso biolistico que usa métodos de recubrimiento de particulas que son razonablemente
cuidadosos para preservar la actividad de dicho polipéptido (Sanford, Smith y Russell, 1993, Methods in Enzymol.,
217, 483-509). En principio, también pueden usarse otros métodos de transformacion de plantas por ejemplo, microin-
yeccion (documentos WO 09209696; WO 09400583A1; EP 175966B1), o suministro mediado por liposomas (para
una revision véase: Fraley y Papahadiopoulos, 1982, Curr. Top Microbiol. Immunol., 96, 171-191).
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Ademads, dicha proteina sefial aplicada externamente puede aplicarse a partir de una composicién sin células a
dicha planta o dichas células vegetales. En este caso, dicha proteina sefial preferiblemente comprende una secuencia
de translocacién de membrana (MTS), que permite la entrada de dicha proteina sefial en las células de dicha planta.
Dicha MTS puede unirse covalentemente o no covalentemente a dicha proteina sefial. Preferiblemente, estd unida
covalentemente a dicha proteina sefial. Dicha MTS puede ser un péptido que dota a dicha proteina sefial de 1a capacidad
para atravesar la membrana plasmadtica de las células de dicho organismo. En la técnica se conocen muchas de tales
MTS. Frecuentemente, comprenden varios aminodcidos bdsicos, particularmente argininas. El tamafio de las MTS
puede variar en gran medida, sin embargo, pueden tener tipicamente de 3 a 100 aminoécidos, preferiblemente de 50 a
60 aminodcidos. Tipicamente la MTS se incluye en la proteina sefial en su extremo N-terminal. Dicha proteina sefal
puede producirse mediante técnicas de expresion de proteina convencionales, por ejemplo, en E. coli. La purificacién
de dicha proteina sefal después de su expresion se realiza preferiblemente, eliminando particularmente los dcidos
nucleicos que codifican dicha proteina sefial para la seguridad bioldgica. Dicha proteina sefial puede aplicarse a una
planta, por ejemplo, pulverizando dicha planta con una composicién liquida, preferiblemente una solucién acuosa, que
contiene dicha proteina sefial. Preferiblemente, se toman medidas para facilitar la entrada de dicha proteina sefial en
las células de dicha planta, particularmente medidas que permiten atravesar la pared celular vegetal y/o la capa vegetal
externa. Un ejemplo de tales medidas es lesionar levemente partes de la superficie de la planta por ejemplo por raspado
mecdnico. Otro ejemplo es el uso de enzimas que degradan la celulosa en dicha composicién sin células para debilitar
o perforar la pared celular vegetal.

Se conocen en la técnica muchos ejemplos de MTS, naturales y sintéticas. Una MTS puede ser una repeticién
de un s6lo aminodcido, por ejemplo un péptido catidnico que contiene once argininas RRRRRRRRRRR (Matsushita
et al., 2001, J. Neurosci., 21, 6000-6007). Otra MTS catidnica es un transportador de 27 aminoacidos de longitud
(GWTLNSAGYL LGKINLKALA ALAKKIL) (Pooga et al., 1998, FASEB J., 12, 67-77). Es muy probable que ta-
les péptidos, para su penetracion en la célula, aprovechen la asimetria de la membrana plasmatica celular donde la
monocapa lipidica orientada hacia el citoplasma contiene fosfolipidos aniénicos (Buckland y Wilton, 2000, Biochim.
Biophys. Acta/Mol. Cell. Biol. Of Lipids, 1483, 199-216). Muchas proteinas contienen subunidades que permiten su
translocacion activa a través de la membrana plasmatica en las células. Son ejemplos de tales subunidades el domi-
nio basico de HIV-1 Taty_s5; (RKKRRQRRR) (Wender et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 13003-13008),
Antennapediay;_sg (RQIKIWFQNR RMKWKK) (Derossi et al., 1994, J. Biol. Chem., 269, 10444-10450), la MTS del
factor de crecimiento fibrobldstico de Kaposi (AAVALLPAVL LALLAP) (Lin et al., 1995, J. Biol. Chem., 270, 14255-
14258); la MTS de VP22 (Bennet, Dulby y Guy, 2002, Nat. Biotechnol., 20, 20; Lai et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 97, 11297-302); homeodominios de las proteinas Fushi-tarazu y Engrailed de Drosophila melanogaster (Han et
al., 2000, Mol Cells 10, 728-732). Se demostré que todas estas MTS cargadas positivamente eran capaces de lograr
la entrada en la célula por sf mismas y como fusiones con otras proteinas como GFP (Zhao et al. 2001, J. Immunol.
Methds, 254, 137-145, Han et al. 2000, Mol Cells, 10, 728-732), recombinasa Cre (Peitz et al. 2002, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 4489-4494) de una manera independiente de energia. Sin embargo, la fusién no se requiere necesariamen-
te para el transporte de proteinas al interior de la célula. Se disefié un transportador peptidico de 21 restos Pep-1
(KETWWETWWTEWSQPKKKRKYV) que es capaz de formar complejos por medio de interacciones hidréfobas no
covalentes con diferentes tipos de proteinas, como GFP, b-Gal o anticuerpos especificos de longitud completa. Estos
complejos son capaces de penetrar eficazmente en las membranas celulares (Morris, et al, 2001, Nature Biotechnol.,
19, 1173-1176). La lista de MTS puede continuarse y, en general, cualquier péptido rico en arginina de origen natural o
sintético puede proporcionar la proteina sefial de la invencién con la capacidad para entrar en células vegetales (Futaki
et al., 2001, J. Biol. Chem., 276, 5836-5840).

Aplicacion externa de dicha proteina sefial usando patogenos de plantas

Adicionalmente, dicha proteina sefial puede aplicarse externamente a dicha planta usando un microorganismo
patégeno que tenga un sistema para suministrar una proteina como la proteina sefial de la invencién al interior de
una célula hospedadora. Dicha proteina sefial puede estar codificada de forma expresable en 4cidos nucleicos de
dicho microorganismo patégeno, de manera que dicha proteina sefial puede suministrarse al interior de una célula de
dicha planta. Un ejemplo preferido de un microorganismo patégeno de este tipo es un Agrobacterium virulento o no
virulento, en el que, por razones de seguridad bioldgica, dicha proteina sefial preferiblemente no esta codificada en el
ADN-T de un plasmido Ti del Agrobacterium empleado. Son ejemplos adicionales de microorganismos fitopatégenos
Bordetella, Erwinia, Pseudomonas, Xantomonas, Yersinia cuyos sistemas de secrecién pueden usarse para la presente
invencion. Pueden encontrarse ejemplos para el uso de los sistemas de secrecién de Yersinia tipo III en el documento
W09952563.

Muchas bacterias patégenas de plantas y animales usan sistemas de secrecién especializados para suministrar
protefnas al interior de las células hospedadoras. Son ejemplos de tales sistemas secretores el sistema de secrecién
de tipo III de bacterias gram-negativas (Binet et al, 1997, Gene, 192, 7-11; Thanassi y Hultgren, 2000, Curr. Opin.
Cell Biol., 12, 420-430; Buttner y Bonas, 2002, Trends Microbiol., 10, 186-192; Buttner y Bonas, 2003, Curr. Opin.
Plant Biol., 6, 321-319) y el sistema secretor de tipo II de proteobacterias (Sandkwist, 2001, Mol. Microbiol 40, 271-
283). Se describen miiltiples rutas de secrecion de proteinas a partir de bacterias en la revision de Thanassi y Hultgren
(2000, Curr. Opin. Cell Biol., 12, 420-430). Pueden usarse sistemas de secrecién de tipo III de diferentes bacterias
fitopatdgenas para suministrar una proteina al interior de la célula vegetal. Se cloné el grupo de genes de Hrp (secrecion
de proteina de tipo III) a partir de Erwinia chrysanthemi (Ham et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 10206-
10211); son ejemplos adicionales el sistema de secrecion de Pseudomonas syringae (para una revision véase Jin et

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324787 T3

al., 2003, Microbes Infect., 5, 301-310), y el sistema secretor de Xanthomonas campestris (Marois et al., 2002, Mol.
Plant. Microbe Interact, 15, 637-646; Szurek et al., 2002, Mol. Microbiol., 46, 13-23).

Los patégenos de plantas (fitopatégenos) deberian modificarse preferiblemente por ingenieria genética para ser
capaces de transferir la proteina de interés sin causar efectos nocivos graves en la planta hospedadora. Ademads, pueden
modificarse por ingenieria genética bacterias no patégenas de manera que tengan la parte del sistema de secrecion de
tipo III necesaria para el suministro de una proteina de interés en la célula vegetal, pero no otras partes que dafien a la
planta hospedadora.

Entre los pat6genos de plantas, las agrobacterias son las mas adecuadas para la presente invencién. Los documentos
Science (2000) 290, 979-982 y WO0189283 demuestran la posibilidad de transferencia mediada por Agrobacterium
de recombinasa Cre como una proteina heter6loga a células hospedadoras. La transferencia se consiguié usando una
fusion traduccional de Cre con proteinas de virulencia o sus partes implicadas en la translocacién de proteinas al
interior de la célula vegetal durante el contacto con Agrobacterium. El suministro de recombinasa Cre no estaba
acoplado con transferencia de ADN que codifica dicha recombinasa pero era lo bastante eficaz para desencadenar
acontecimientos de recombinacién en células diana modificadas por ingenieria genética. El proceso de suministro de
polipéptidos mediado por bacterias en células vegetales requiere la disponibilidad de células bacterianas modificadas
por ingenieria genética que llevan el gen de dicha proteina (documento WO0189283). Un proceso de este tipo es lo
bastante eficaz para desencadenar cambios seleccionables en células vegetales en cultivos celulares. En los documentos
PCT/EP03/13016, PCT/EP03/13018 y PCT/EP03/13021 se describen mejoras de éstos métodos.

Los procesos y plantas de la invencion minimizan el riesgo de captacion no deseada de sustancias producidas en las
plantas transgénicas y aumentan por lo tanto la bioseguridad

La produccién de proteinas recombinantes en plantas transgénicas ofrece ventajas sustanciales en comparacion
con el aislamiento de las proteinas de fuentes naturales o usando tecnologia de fermentacién. Las proteinas farma-
céuticas aisladas a partir de material animal o humano pueden estar contaminadas con organismos patdgenos co-
purificados, virus o priones. Por el contrario, no se conoce que las plantas contengan ningin componente patégeno
en humanos. Comparada con las tecnologias de fermentacion, se espera que la produccién de proteinas en plantas
sea mucho mds econémica y pueda aumentarse a escala facilmente usando la infraestructura agricola existente. Las
plataformas de produccién de proteina vegetal permiten la produccidn de proteinas para la salud humana o animal,
aditivos alimentarios, proteinas técnicas o enzimas técnicas, etc. Sin embargo, la produccién de campo a gran escala de
plantas transgénicas conlleva un riesgo intrinseco de contaminacion cruzada con productos agricolas destinados para
la cadena alimentaria. Son posibles razones para una contaminacion cruzada la mezcla de semillas, el mantenimiento
de plantas transgénicas de periodos de vegetacion antiguos en campos que se usan posteriormente para plantas no MG
(Fox, 2003), o transferencia no deseada de polen a cultivos no MG que crecen en las proximidades.

Es una tarea principal aplicar los esquemas de contencién consiguientes para cultivos MG, especialmente para
los que contienen sustancias que pueden ser nocivas si se incorporan de una manera incontrolada o que no estin
destinadas para el consumo, sobre el ciclo de produccién completo. Impedir la polinizacién cruzada es un medio para
la contencién de cultivos MG. Ademads, seria deseable tener plantas MG que no contengan el producto recombinante
a menos que se induzca la expresion del producto.

El proceso de la presente invencidn combina ambos requisitos para la produccion segura de proteinas en plantas
transgénicas. Usando transformantes plastidiales, la transferencia de polen de la secuencia o secuencias de interés a
cultivos de tipo silvestre se reduce enormemente o se excluye en la mayoria de las especies, ya que los plastos se
heredan principalmente por via materna. Todos los componentes del sistema, que controlan la expresién génica en
plastos, se localizan en el plastoma. Esto contrasta con el inico otro método conocido de induccién de la expresion
génica en plastos que se basad en la importaciéon de una polimerasa de T7 codificada por el nicleo. Ademas, usando
el proceso de esta invencidn, es posible generar plantas transplastomicas que no contengan la proteina recombinante
de interés a menos que se haya inducido la produccién. Las plantas transgénicas sin ninguna proteina potencialmente
nociva pueden cultivarse en ausencia de la sefial aplicada externamente, impidiendo de esta manera una captacién
indeseada de la sustancia por animales o seres humanos. La expresion puede inducirse después directamente antes de
la recoleccién o incluso después de la recoleccién en un entorno seguro.

Usando la presente invencidn, la mezcla indeseada de plantas MG con cultivos no MG ya sea a nivel de semilla
o por persistencia accidental de plantas transgénicas de periodos de vegetacion antiguos no conduce a ningtin riesgo
para la salud humana o animal, ya que estas plantas no entran en contacto con la sefial inductora aplicada externamente
y por lo tanto no expresan el producto o productos recombinantes.

Esta solicitud de patente reivindica la prioridad de la solicitud de patente internacional PCT/EP03/13656, presen-
tada el 3 de diciembre del 2003, que se incorpora en este documento como referencia en su totalidad.
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Ejemplo 1
Control de la expresion de GFP en plastos de tabaco usando el sistema de represor/operador lac
Construccion de vector de transformacion plastidial plCF10501

Se amplific6 por PCR la secuencia codificante de lacl de la cepa XL1-Blue de E. coli con los cebadores olacl
(5’gaccatggaaccagtaacgttatacgat-3’) y olac2 (5’-cactgcagtcactgcccgctttccag-3’), afiadiendo un sitio de restriccién Neol
y Pstl en los extremos. La secuencia codificante se fusioné con el promotor de rrnl6 de plastos por insercién en los
sitios de restriccion correspondientes del vector pkCZ (Zou et al., 2003), sustituyendo la secuencia codificante de
aadA, dando como resultado el plasmido pICF9851. Se gener6 una versiéon modificada del promotor de rrnl6 que
contenia un sitio operador lac entre las cajas -10 y -35 por PCR inversa con los cebadores olac3 (5’-acgattgtgagcgga
taacaatattatttctgggagcgaac-3’) y olac4 (5’-caatcccacgagcctcttatc-3’) del plasmido plICF7341 que contiene la secuen-
cia promotora clonada amplificada por PCR del ADN del tabaco. El promotor modificado se escindié del pldsmido
resultante con Sall y BamHI. Se escindié del plasmido pICF9141 con BamHI y Sacll un fragmento adicional que
consistia en la secuencia codificante de smGFP de pSMGFP4 (David y Vierstra 1998) flanqueada por la secuencia no
traducida 5’ del gen 10 del bacteriéfago T7 y la secuencia no traducida 3’ del gen plastidial rpl32 (amplificado por
PCR a partir de ADN del tabaco). Ambos fragmentos se ligaron entre si en el plasmido plCF9851 con Xhol y Sacll
de restriccion para que se obtuvieran dos unidades de transcripcién divergentes (GFP controlada por el promotor de
rrnl6 modificado por lac y lacl controlado por el promotor de rrnl6 no modificado). Se escindié un fragmento que
contenia estas unidades de transcripcion con Sphl y Xhol y se inserté después de la generacion de extremos romos de
los extremos protuberantes con ADN polimerasa de T4 en el sitio de restriccion Sdal de extremos romos del plasmido
pICF9561, que contiene el marcador de seleccién de aphA-6 (Huang et al., 2002) proporcionado con sefiales de expre-
sién en plastos (5°-UTR del rpl22 plastidial del tabaco, 3’-UTR de rbcL. de Chlamydomonas reinhardtii) y secuencias
flanqueantes homdlogas para recombinacion con el plastoma (amplificadas por PCR a partir de ADN del tabaco). El
sitio de insercioén del plastoma diana para este vector (pICF10501) estd entre los genes trnV (GAC) y 3’rpsi2 del
plastoma del tabaco. En la figura 1 se proporciona una representacién esquematica de la disposicién de genes en
pICF10501.

Generacion de transformantes plastidiales del tabaco

Se esterilizaron superficialmente semillas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. petite havana) (1 min en etanol al
70%, 10 min en Dimanin C al 5%, Bayer, Leverkusen, Alemania), se lavaron 3 veces durante 10 min en H,0 estéril
y se pusieron en medio con SCN (Dovzhenko et al., 1998). Las plantas se cultivaron a 25°C en un ciclo de 16 h
de 1uz/8 h de oscuridad (0,5-1 W/m?, bombillas fluorescentes Osram L85W/25 Universal-White). El aislamiento de
protoplastos se realizé de acuerdo con Dovzhenko et al. (1998). La transformacién se realizé usando polietilenglicol
(PEG) como se describe en Koop ef al. (1996), y embebimiento en alginato de acuerdo con Dovzhenko et al. (1998).
Después de una semana de cultivo en medio liquido, se transfirieron las células a medio con RMOP solidificado con
agar (Svab et al., 1990) que contenia kanamicina 25 pg/ml para seleccionar transformantes. Después de 3-8 semanas
se recuperaron las plantas regeneradas verdes y se transfirieron a placas individuales. Para conseguir homoplasmia, las
lineas individuales se sometieron a ciclos repetidos de generacion de vastagos cortando pequefios trozos de hojas que
forman nuevas plantas regeneradas en medio con RMOP con kanamicina 15 ug/ml. El enraizamiento de las plantas
regeneradas seleccionadas se realizé en medio con SCN que contenia espectinomicina 15 pg/ml. La transformacién
plastidial se confirmé por andlisis molecular de las plantas regeneradas (PCR y andlisis Southern de acuerdo con
métodos convencionales).

Induccion quimica de la expresion de transgenes

Se cultivé una planta transplastomica generada con plCF10501 en medio con SCN hasta una altura de aproxi-
madamente 7 cm. Se cortd una hoja joven (de aproximadamente 4 cm de longitud) y se elimind para andlisis, y se
pulverizé la planta con aproximadamente 1 ml de una solucién de isopropil-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 1 mM.
Después de cuatro y siete dias, respectivamente, se cortd la siguiente hoja mas joven y también se analiz6. Se extrajo
la proteina soluble total con Na,CO; 50 mM, pH 9,6, PMSF 2 mM. La cuantificacién de proteina se realiz6 de acuerdo
con el método de Bradford con solucién RotiQuant. Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 15% y
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se detecté inmunolégicamente la GFP usando el método de ECL
(anticuerpo primario dirigido contra una proteina recombinante que se corresponde con la GFP de A. victoria; Santa
Cruz Biotechnology). Como se muestra en la figura 2, la cantidad de GFP en las hojas habia aumentado aproxima-
damente 10 veces después de cuatro, y siete dias después de la pulverizacién podia observarse un aumento adicional.
El aumento en contenido de GFP se correspondia con un aumento en la fluorescencia verde de las hojas cuando se
irradiaban con luz ultravioleta/azul.
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Ejemplo 2

Transformacion plastidial de Solanum tuberosum usando el sistema de represor/operador lac

Ademds del tabaco, el sistema de control génico descrito en esta invencidon puede usarse también con otras espe-
cies de cultivo tales como patata (Solanum tuberosum). Este ejemplo ilustra la transformacién plastidial eficaz en la
patata después del bombardeo de particulas de microcolonias derivadas de protoplastos usando el vector descrito en el
Ejemplo 1. Debido al alto grado de homologia entre los plastomas del tabaco y la patata, los vectores que contienen
secuencias flanqueantes del tabaco también puede usarse para el tabaco.

Se cultivaron in vitro plantas de S. fuberosum cv. Walli como cultivos de vastagos estériles (20 + 1°C, 16 h dfa,
intensidad luminica 75 + 10 umoles/m?*/s). Cada 2 meses se iniciaron nuevos cultivos transfiriendo dpices de védstagos
(de aproximadamente 2 cm de longitud) a medio MS (Murashige y Skoog, 1962) en tubos de vidrio (2,5 x 20 cm.). Se
seleccionaron hojas jévenes totalmente expandidas de plantas de 3-4 semanas de edad y se usaron para aislamiento de
protoplastos. Se cortaron las hojas en tiras de 1 mm con un bistur{ y se preplasmolizaron en 10 ml de medio MMM-
550. El medio MMM-550 contiene MgCl1,6H,0 4,066 g/, 4cido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico (MES) 1,952 g/l y
manitol 86 g/l (ajustado a 550 mOsm y pH 5,8). Después de 1 hora de incubacién en la oscuridad, el MMM-550 se
retird y se sustituy6 por 10 ml de medio MMS-550 que contenia Macerozima R10 al 0,4% p/v y Celulasa R10 al 0,4%.
El medio MMS-550 contiene MgCL,6H,0 4,066 g/l, MES 1,952 g/l y sacarosa 150 g/l (ajustado a 550 mOsm y pH
5,8). Los explantes foliares se incuban en solucién enzimadtica durante 16 horas en la oscuridad a 25°C sin agitacion.
Al dia siguiente, la digestion se filtra a través de un tamiz de 100 um en un tubo de centrifuga y después se cubre
cuidadosamente con 2 ml de medio MMM-550 y se centrifuga (10 min, 70 x g). Se recogen los protoplastos intactos
de la banda de la interfaz y se lavan una vez resuspendiéndolos en 10 ml de medio de cultivo de protoplastos de patata
seguido de centrifugacién (10 min, 50 x g). El medio de cultivo de protoplastos contiene NH,Cl 133,75 mg/l, KNO;
950 mg/1, CaCl,2H,0 220 mg/l, MgSO,7H,0 185 mg/l, KH,PO, 85 mg/l, microelementos B5 (Gamborg et al. 1968),
MS Fe-EDTA (Murashige y Skoog, 1962), mio-inositol 100 mg/l, glutamina 100 mg/l, hidrolizado de caseina 100
mg/l, acido nicotinico 1 mg/l, clorhidrato de tiamina 10 mg/l, clorhidrato de piridoxina 1 mg/l, xilosa 250 mg/l, MES
975 mg/l, dcido naftalenacético (NAA) 2 mg/l, dcido 2,4-diclorofenoxidcetico (2,4-D) 0,2 mg/l, 6-bencilaminopurina
(BAP) 0,5 mg/l y glucosa 94 g/l (ajustado a 550 mOsm y pH 5,8). Los protoplastos se cuentan y se resuspenden a 2x
la densidad de siembra en placa final necesaria en medio de cultivo de protoplastos (2,0 x 10°/ml) y se mezclan con un
volumen igual de dcido alginico al 1,2% p/v preparado en medio MMM-550. Se realiz6 un cultivo en capa fina de algi-
nato en rejillas de polipropileno como se describe en Dovzhenko et al. (1998). Después de la solidificacién de la matriz
de alginato, las rejillas se cultivan en placas de Petri de 5 cm que contienen 2 ml de medio de cultivo de protoplastos.
Se incuban los protoplastos durante un dia en la oscuridad (26 + 1°C) y después se transfieren a condiciones de sala
de cultivo convencionales para un desarrollo adicional (26 + 1°C, 16 h dia, intensidad luminica 75 + 10 umoles/m?/s).

De 12 a 15 dias después del embebimiento, las rejillas que contienen microcolonias de patata (aproximadamente
8 células) se transfieren a placas de 9 cm que contienen medio SH-1 solidificado con Gelrite al 0,4% p/v. El medio
SH-1 contiene NH,Cl1 267,5 mg/l, KNO; 1900 mg/1, CaCl,2H,0 440 mg/l, MgSO,7H,0 370 mg/l, KH,PO, 170 mg/l,
microelementos MS y Fe-EDTA (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas de Nitsch (Nitsch y Nitsch, 1969), sulfato de
adenina, 40 mg/l, hidrolizado de caseina 100 mg/l, MES 975 mg/l, NAA 0,1 mg/l, BAP 0,5 mg/l, sacarosa 10 g/l y
manitol 50 g/l (ajustado a pH 5,8). Dos dias después de la siembra en placas en medio sélido, las colonias derivadas
de protoplastos se bombardearon con alicuotas de oro cargadas con 25 ug de vector pICF10501 (véase el ejemplo 1)
usando las condiciones de recubrimiento y bombardeo de particulas descritas en Miihlbauer et al. (2002). La seleccién
de los transformantes se basa en la resistencia al antibiético kanamicina conferida por el producto génico de aphA-6.
Un dia después del bombardeo, se transfieren las rejillas a placas que contienen medio SH-1 solidificado con Gelrite +
kanamicina 25 mg/l y se subcultivan cada 3 semanas en placas de seleccion recién preparadas. Las colonias resistentes
se transfieren a placas de 5 cm que contienen medio SH-1 + kanamicina 15 mg/l. Para la regeneracion, los callos (de
aproximadamente 5 mm de didmetro) se transfieren a medio SH-2 solidificado con Gelrite al 0,4% p/v que contiene
kanamicina 15 mg/l. El medio SH-2 es idéntico al medio SH-1 (véase anteriormente) excepto por que el NAA se
sustituye por dcido indol-3-acético 0,1 mg/l (IAA), el BAP se sustituye por zeatina 1 mg/l y el contenido en manitol
se reduce de 50 g/l a 36 g/1. Los vdstagos se retiran de los callos en regeneracion después de 6-8 semanas de cultivo
en medio SH2 y se transfieren a medio MS sin antibiético para enraizamiento y desarrollo adicional. El analisis de
transformantes, la induccién con IPTG y la determinacién inmunolégica del contenido de GFP se realizan como se
describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 3

Control de la expresion de GFP en plastos de tabaco usando el sistema de represor/operador tet (Ejemplo de Refe-
rencia)

Se generan plantas de tabaco transplastomicas que contienen una expresion génica de GFP recombinante que puede
inducirse con tetraciclina o anhidrotetraciclina por transformacién con el vector pICF10461. La composicién general
del vector de transformacion plastidial pICF10461 se corresponde con el vector plCF10501 (descrito en el ejemplo 1y
mostrado en la figura 1), pero en lugar de la secuencia codificante de lacl se inserta la secuencia codificante de tetR del
transposén tn10 y el promotor de rrnl6 modificado para el gen de GFP contiene una secuencia operadora tet en lugar de
un operador lac. La amplificacién por PCR de la secuencia tetR de E. coli XL1-Blue se realiza con los cebadores otetl
(5’-gaccatggctagattagataaaagtaaag-3’) y otet2 (5’-cactgcagttaagacccactttcacatttaag-3), y la modificacién del promotor
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de rrni6 del tabaco por PCR inversa con los cebadores otet3 (5’-acgtccctatcagtgatagagtatatttctgggagegaac-3’) y otetd
(5’-caatcccacgagcctcttatc-3’). El procedimiento de clonacién se realiza de forma andloga al vector pICF10501, por lo
que todos los demds elementos reguladores, marcador de seleccién y sitio de insercién en el plastoma son idénticos.

La generacién de transformantes plastidiales del tabaco se realiza como se describe en el ejemplo 1. La induc-
cién de la expresion de GFP se realiza pulverizando las plantas con solucién de anhidrotetracilina (200 ng/ml). La
determinacién inmunolégica del contenido de GFP se realiza como se describe en el ejemplol.

Ejemplo 4
Control de la expresion de GFP en plastos de tabaco usando el activador LuxR (Ejemplo de Referencia)

En este ejemplo, el control de la expresién de un gen de GFP recombinante en plastos de tabaco estd mediado
por la proteina activadora de la transcripciéon LuxR de Vibrio fischeri (Dunlap, 1999). La secuencia codificante de
GFP se integra en el plastoma bajo el control de un promotor de rrnl/6 modificado que contiene un sitio de unién
de 20 pb para LuxR (caja lux) centrada alrededor del nucleétido -42 desde el inicio de la transcripcion. Mediante
esta modificacién, el elemento -35 original y la secuencia inmediatamente cadena arriba del mismo que es esencial
para la funcién del promotor (Suzuki et al., 2003) se destruyen, de manera que el promotor no es activo en plastos. La
secuencia codificante de /uxR también se integra en el plastoma en un operdn divergente bajo el control de un promotor
rrnl6 no modificado, confiriendo una expresion constitutiva de la proteina LuxR. Para mostrar actividad activadora de
la transcripcion en el promotor modificado, la proteina LuxR requiere la presencia de un inductor quimico (VAI: N-(3-
oxohexanoil)-L-homoserina lactona) De esta manera, el tratamiento de las plantas transplastomicas con el inductor
quimico activa la expresién de GFP.

La construccién de un vector de transformacién plastidial se hace en analogia a la construccién del vector de trans-
formacién descrito en el ejemplo 1, excepto por que se usa la secuencia codificante de luxR en lugar de la secuencia
codificante de lacl, y la secuencia codificante de GFP se pone bajo el control del promotor de rrn/6 modificado descri-
to en este ejemplo. La generacion de transformantes plastidiales del tabaco se realiza como se describe en el ejemplo
1. La induccién de la expresion de GFP se realiza tratando plantas transplastomicas con N-(3-oxohexanoil)-L-homo-
serina) lactona. La determinacién inmunolégica del contenido de GFP se realiza como se describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 5
Induccion de un transgén de plastos por una ARN polimerasa suministrada por virus (Ejemplo de Referencia)
Generacion de transformantes plastidiales del tabaco que contienen el gen uidA controlado por el promotor de T7

El vector pICF10571 contiene un casete de insercion en el plastoma que contiene dos unidades de transcripcion
divergentes: el marcador de seleccion de aadA se controla mediante el promotor de rrnl6 de plastos del tabaco, un
sitio de unidn al ribosoma artificial, y la 3°-UTR del gen rbcL de Chlamydomonas reinhardtii, y por lo tanto se expresa
constitutivamente en plastos, confiriendo resistencia a espectinomicina y estreptomicina. El gen indicador uidA que
codifica la S-glucuronidasa (GUS) estéd controlado por el promotor y la 5’-UTR del bacteriéfago T7. Las unidades de
transcripcion estdn flanqueadas por secuencias de ADN plastidial del tabaco para recombinacién homdloga, condu-
ciendo a la insercidn en el plastoma entre los genes #rnN y trnN. La construccion del vector se realiza de la siguiente
manera: se escinde un fragmento que contiene el promotor y la 5’-UTR de T7 del plasmido pET28a+ (Novagen) con
BglIl y Ncol. Con Ncol y Sacll se escinde un fragmento que consiste en la secuencia codificante de uidA y la 3’-
UTR del gen rbcl del tabaco de un pldsmido descrito en Eibl ef al. (1999). Ambos fragmentos se ligan en un vector
de transformacién pkCZ digerido por restriccion con BglII y Sacll (Zou et al., 2003) que contiene el marcador de
seleccion y las secuencias flanqueantes del ADN plastidial. La generacién de transformantes plastidiales del tabaco se
realiza como se describe en el ejemplo 1.

Generacion de una construccion viral que contiene una ARN polimerasa de T7 dirigida a plastos

Se obtuvieron ADNc del tobamovirus que infecta cruciferas (cr-TMV; Dorokhov er al., 1994) y del virus de
aclaramiento de las nervaduras del nabo (TVCYV; Lartey et al., 1994) del Prof. Joseph Atabekov de la Universidad de
Mosct, Rusia. En varias etapas de clonacidn se genera un vector viral que contiene la secuencia codificante de la ARN
polimerasa de T7. La construccion resultante contiene en orden secuencial: un fragmento de 787 pb del promotor 2
de actina de Arabidopsis (ACT?2, acceso de GenBank AB026654, de las pb 57962 a 58748), el extremo 5’del TVCV
(acceso de GenBank BRU03387, de la pb 1 a 5455), un fragmento de cr-TMV (acceso de GenBank Z29370, de la pb
5457 a 5677, con la timina 5606 cambiada por citosina para eliminar el codén de inicio de la proteina de cubierta)
que contiene la secuencia que actia como un sitio interno de entrada al ribosoma (Ivanov et al., 1997, Skulachev et
al., 1999), una secuencia sintética que codifica un péptido que media la importacion de proteinas en los plastos, la
secuencia codificante de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (amplificada por PCR a partir del plasmido pACT7,
Grachev y Pletnev, 1984), la region no traducida 3’ de cr-TMV (acceso de GenBank 229370, de las pb 6078 a 6312)
y finalmente el terminador de la nopalina sintasa(Nos). El fragmento completo se clona entre los bordes izquierdo y
derecho del ADN-T de pICBV10, un vector binario derivado de CarbR pBIN19. El vector resultante se transforma en
la cepa GV3101 de Agrobacterium.
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Induccion de la expresion de GUS en plantas de tabaco transplastomicas por agroinfiltracion

La agroinfiltracién de plantas transplastémicas con la construccién que contiene la ARN polimerasa de T7 se hace
usando el protocolo de Yang et al. (2000). La extraccién de proteinas del material foliar y la determinacién de la
actividad de GUS se realizan como se describe en Jefferson et al. (1998).

Ejemplo 6
Control de la traduccion en plastos de tabaco usando un aptdmero unido a teofilina (Ejemplo de Referencia)

En este ejemplo, la expresién de un gen de GFP recombinante en plastos de tabaco se controla a nivel de traduccién
usando el aptdmero dependiente de teofilina descrito por Suess et al (2004). Se inserta un ribointerruptor de ARN unido
a teofilina en la regién no traducida 5°del transgén y se une al sitio de unién al ribosoma mediante una molécula de
comunicacién helicoidal para la que se ha propuesto un mecanismo de deslizamiento dependiente de ligando (Suess
et al. (2004), incorporado como referencia en este documento). En ausencia de la sefial quimica de teofilina, se forma
una estructura secundaria que inhibe la unién del ribosoma a la 5’-UTR. La unién de teofilina induce un cambio
conformacional que hace accesible el sitio de unién al ribosoma

El ribointerruptor descrito en Suess et al (2004) (agatgataccagccgaaaggcccttggecageteteg) se introduce mediante
PCR en la secuencia no traducida 5’ del gen 10 del bacteriéfago T7 inmediatamente cadena arriba de la secuencia de
Shine-Dalgarno (AGGAG): la secuencia se incluye en un cebador para la amplificacién de un fragmento que contiene
la secuencia codificante de smGFP precedida por la secuencia de Shine-Dalgarno (véase el ejemplo 1). Se amplifica
un segundo fragmento de PCR que consiste en el promotor de rrnl6 del tabaco y el resto de la regién no traducida 5’
del gen 10 de T7 a partir del pldsmido plICF7341 (véase el ejemplo 1). Ambos fragmentos se unen mediante un sitio
de restriccion BspMI y se insertan en el plasmido plICF9561 digerido por restriccién con Sdal/Ascl (véase ejemplo
1), que contiene el marcador de seleccién aphA-6 y secuencias flanqueantes homdlogas para recombinacién con el
plastoma. La generacion de transformantes plastidiales del tabaco se realiza como se describe en el ejemplo 1 Después
de la integracién en el plastoma, un ARNm que codifica smGFP y aphA-6 se transcribe constitutivamente a partir del
promotor de 1rn16 recombinante, pero la traduccién de la secuencia codificante de GFP se inhibe por la estructura
secundaria en la 5’-UTR. La induccién de la expresion de GFP se realiza tratando las plantas transplastémicas con
teofilina. La determinacién inmunoldgica del contenido de GFP se realiza como se describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 7

Control simultdneo de la transcripcion y traduccion en plastos del tabaco mediante control lac usando un ARN
activador

En este ejemplo, la regulacién quimica de la transcripcién descrita en el ejemplo 1 se combina con un mecanismo
recientemente desarrollado para regular la traduccion (Isaacs et al., 2004), que consiste en la expresion regulada de
una pequefia molécula de ARN reguladora (dicho que actia en trans ARN de la invencién) que se une a una secuencia
complementaria en la 5’-UTR cadena arriba de la secuencia de interés y de este modo altera la estructura secundaria
de la regién no traducida 5° de manera que se posibilita la traduccién. Para establecer este mecanismo de regulacion, la
traduccién de la secuencia de interés se bloquea introduciendo una secuencia inhibidora de la traduccién en la regién
no traducida 5° que es complementaria a la secuencia alrededor del sitio de unién al ribosoma y puede formar por lo
tanto un tallo-bucle, que interfiere con la unién al ribosoma. En una unidad de transcripcidn diferente estd codificado
dicho ARN que actiia en trans que es complementario a la secuencia inhibidora de la traduccién. Este pequefio ARN
se dirige especificamente al tallo-bucle inhibidor, conduciendo a una estructura diferente en la que se expone el sitio
de unidn al ribosoma y se permite la traduccién. Tanto la secuencia de interés como dicho ARN que actda en trans
se transcriben en los plastos a partir de promotores inducibles por lac, por lo que la adicién de IPTG activa no sélo
la transcripcién de la secuencia de interés sino también su traduccion por estimulacion de la expresion de dicho ARN
que actiia en trans.

Se construye un vector de transformacién plastidial para introducir un gen de GFP regulable mediante este meca-
nismo basdndose en el vector de transformacion plastidial pICF10501 descrito en el ejemplo 1. Para sustituir la 5°-
UTR del gen 10 de T7 cadena arriba de la secuencia codificante de GFP por la 5’UTR crR12 que forma un tallo-
bucle descrita en Isaacs et al., 2004, la secuencia codificante de GFP se amplifica por PCR con esta secuencia anadi-
da al cebador cadena arriba oinl (5’-tttggatccgaattctaccattcacctettggatttgggtattaaagaggagaaggtatatgagtaaaggagaagaac-
3’) (cebador cadena abajo oin2: 5’-tatgagctcttatttgtatagttcatccatgee-3’) y se inserta en el pICF10501, parcialmen-
te digerido por restriccion con BamHI y Sacl. La unidad de transcripcién adicional que consiste en el promotor
16Slac y el ARN regulador pequefio (taR12 descrito en Isaacs et al., 2004) se afaden en el pldsmido insertando un
fragmento generado a partir de los oligonucledtidos sintéticos ornl (5’-tttcggcecgecgtcgttcaatgagaatggataagaggctegtgg
gattgacgattgtgagcggataacaatatatttctgggagegaac-3’) y orn2 (5’-tttcggecgtctagagatatatggtagtagtaagttaattttcattaaccaccac
taccaatcacctcctggatttgggtegeccggagttegetcccagaaatatattg-3’) en el sitio de restriccion Xmalll cadena abajo del ope-
rén que contiene el represor lac y el marcador de seleccion. La generacion de transformantes plastidiales del tabaco,
la induccién con IPTG y la determinacién inmunoldgica del contenido en GFP se realizan como se describe en el
ejemplo 1.
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Ejemplo 8

Control simultdneo de la transcripcion y traduccion en plastos del tabaco mediante control lac usando un ARN
inhibidor

Como en el ejemplo 7, 1a expresién de GFP en plastos transformados se controla por IPTG a nivel de transcripcién
y traduccién. El mecanismo para el control de la traduccién es, sin embargo, diferente y se basa en una pequefia
molécula de ARN inhibidora de la traduccién (dicho ARN que actda en trans), que es complementaria a parte de la
secuencia de ARNm del gen de interés alrededor del sitio de unién al ribosoma y del codén de inicio. Este pequefio
ARN se expresa a partir de un promotor constitutivo y puede hibridar con el ARNm, impidiendo asi la traduccién
del ARNm transcrito a partir del promotor lac no inducido. Un promotor inducible por lac adicional se coloca cadena
abajo de la unidad de transcripcién para el ARN pequefio inhibidor de la traduccién en orientacién inversa para que
se transcriba una cadena antisentido del ARN pequefio inhibidor de la traduccién. La induccién con IPTG activa
simultdneamente la transcripcion de la secuencia de interés y permite su traduccién suprimiendo la generacién del
ARN pequefio inhibidor de la traduccién.

Se construye un vector de transformacion plastidial para introducir un gen de GFP regulable mediante este mecanis-
mo basdndose en el vector de transformacion plastidial pICF10501 descrito en el ejemplo 1. Se produce un fragmento
de ADN que consiste en el promotor de rrnl6 de cloroplastos del tabaco, la secuencia de ADN para el ARN inhibidor
y el promotor 16Slac inverso, mediante hibridacién y rellenado de los oligonucleétidos oanl (5°-tttcggccgtcgttcaat
gagaatggataagaggctcgtgggatt gacgtgaggggggcagggatggctatatttctgggagegaacggaaatgetagecatatgtatatctee-3 y oan2 (5°-
tttcggccgeegtegttcaatgagaatggataagaggetcgtgggattgacgattgtgageggataacaatatatttctgggagegaacggagatatacatatggetagea
tttcc-3’) y se inserta en el sitio de restricciéon de Xmalll de pICF10501 cadena abajo del operén que contiene el
represor lac y el marcador de seleccion. La generacion de transformantes plastidiales del tabaco, la induccién con
IPTG y la determinacién inmunoldgica del contenido en GFP se realizan como se describe en el ejemplo 1.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de control de la expresién de una secuencia de interés codificada por el plastoma en una planta o en
células vegetales aplicando externamente a dicha planta o a dichas células vegetales una sefial de control seleccionada
de lactosa o un andlogo de lactosa,

en el que dicha planta o dichas células vegetales contienen en el genoma plastidial un 4cido nucleico recombinante
que comprende dicha secuencia de interés y, unido operativamente a la misma, un operador lac, teniendo o codificando
ademads dicha planta o dichas células vegetales un represor lac intraplastidial.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho represor lac esta codificado por dicho 4cido
nucleico recombinante o por un dcido nucleico recombinante adicional integrado en dicho genoma plastidial.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho control es la induccién de la expresion de
dicha secuencia de interés.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho control es la supresion
de la expresion de dicha secuencia de interés.

5. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho proceso se realiza en una
planta intacta o después de la recoleccién de dicha planta o dichas células vegetales.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho andlogo de lactosa es
isopropil tiogalactopirandsido (IPTG).

7. Una planta o células vegetales capaces de la expresion controlada de una secuencia de interés codificada por el
plastoma, comprendiendo dicha planta o células vegetales en el genoma plastidial un dcido nucleico recombinante que
comprende dicha secuencia de interés unida operativamente a un operador lac, teniendo o codificando ademads dicha
planta o dichas células vegetales un represor lac intraplastidial.

8. Dicha planta o células vegetales de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicho represor lac estd codificado
por una secuencia de nucleétidos heteréloga transformada en los plastos de dicha planta o dichas células vegetales.

9. Dicha planta o células vegetales de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en la que dicho represor lac se expresa
constitutivamente en dicha planta o dichas células vegetales.

10. Un proceso para producir una planta o células vegetales transformadas en su genoma plastidial con una se-
cuencia de interés, que comprende transformar una planta o células vegetales en su plastoma con dicha secuencia de
interés unida operativamente a un operador lac y con una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica un represor
lac intraplastidial.

11. Un sistema para controlar la expresion de una secuencia de interés en una planta transplastémica o en células
vegetales transplastémicas, que comprenden la planta o células vegetales de acuerdo con la reivindicacién 7 y lactosa
o un andlogo de lactosa para controlar la expresion de dicha secuencia de interés en dicha planta o células vegetales.

12. Dicho sistema de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho andlogo de lactosa es isopropil tiogalacto-
piranosido (IPTG).
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<223> Cebador de PCR

<400> 10

tttggatccg aattctacca ttcacctctt ggatttgggt attaaagagg agaaggtata

tgagtaaagg agaagaac

<210> 11

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 11

tatgagctct tatttgtata gttcatccat gcec

<210> 12

<211> 89

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de clonacién

<400> 12

ttrcggecge cgtcocgttcaa tgagaatgga taagaggetc gtgggattga cgattgtgag

cggataacaa tatatttctg ggagcgaac

<210> 13

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

36

78

33
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<223> Oligonucleétido de clonacién

<400> 13
tttcggcecogt ctagagatat atggtagtag taagttaatt ttcattaacce accactacca
atcacctect ggatttgggt cgccceggagt tcgctcoccag aaatatattg

<210> 14

<211> 113

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de clonacién

<400> 14

tttcggecgt cgttcaatga gaatggataa gaggctcocgtg ggattgacgt gagggggcag

ggatggctat arttctggga gcgaacggaa atgctageca tatgtatate tce

<210> 15

<211> 116

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido de clonacién

<400> 15
tttcggeecge cgtecgttcaa tgagaatgga taagaggete gtygggattga cgattgtgag

cggataacaa tatatttctg ggagcgaacyg gagatataca tatggctagc atttcece

<210> 16
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de translocacién de membrana

<400> 16
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5 10

<210> 17

<211>27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de translocacion de membrana
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<400> 17

Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Lys Ile Asn Leu
1 5 10 15

Lys Ala Leu Ala Ala Leu Ala Lys Lys Ile Leu
20 25

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia de translocacién de membrana

<400> 18
Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5

<210> 19
<211> 16
<212> PRT

<213>Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de translocacién de membrana

<400> 19
Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 20
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de translocacién de membrana

<400> 20

Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro
1 5 10 15
<210> 21
<211>21
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de translocacion de membrana
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<400> 21

Lys Glu Thr Trp Trp Glu Thr Trp Trp Thr Glu Trp Ser Gln Pro Lys

1 5

Lys Lys Arg Lys Vai
20

ES 2324787 T3

10

15
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