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DESCRIPCION

Una construccién capaz de liberarse en forma circular cerrada a partir de una secuencia nucleotidica de mayor lon-
gitud permitiendo la expresion especifica de lugar y/o la expresion regulada por el desarrollo de secuencias genéticas
seleccionadas.

Campo de la invencion

La presente invencidn estd relacionada en general con construcciones y en particular con las construcciones gené-
ticas que comprenden secuencias de polinucleétidos que pueden liberarse en forma circular cerrada covalentemente, a
partir de una secuencia de nucleétidos de mayor longitud, tal como el genoma de una célula eucariota, aunque no se
limita a éste. Preferiblemente, una vez se ha liberado una secuencia de polinucleétidos se reconstituye en una forma
en la que su expresion es posible . En un modo de realizacién, la secuencia polinucleotidica reconstituida comprende
una secuencia codificante que contiene un nucleétido extrafio completo o parte de este, como una secuencia intrénica
u otras sefiales de corte y empalme insertadas en este, aunque no se limita a estos. La expresién y en particular la
transcripcion de la secuencia codificante comprende la eliminacién de la secuencia extrafia. De acuerdo con este mo-
do de realizacidn, la secuencia codificante puede codificar un péptido, polipéptido o proteina, una molécula de dcido
nucleico complementario o no complementario o una ribozima. En otro modo de realizacién, la secuencia del poli-
nucledtido reconstituido comprenderd la secuencia polinucleotidica extrafia situada entre el promotor y la secuencia
codificante. En este modo de realizacidn, la presencia de la secuencia extrafia no afecta negativamente a la expresion
de la secuencia codificante de manera substancial. En otro modo de realizacion, la secuencia reconstituida forma un
promotor-RNA u otra secuencia genética reguladora que comprende la secuencia extrafia, lo que no afecta a la fun-
cion del promotor. La liberacién y la circularizacion se produce normalmente en respuesta a un estimulo tal como un
estimulo mediado por proteinas. Mds particularmente, la proteina es de procedencia viral o procariota o eucariota o
regulada durante el desarrollo y/o en tejidos especificos. La construccién de la presente invencién es particularmente
util para conferir resistencia genética contra organismos patégenos o para inducir la apoptosis u otros mecanismos
para producir la muerte celular, que son ttiles para el tratamiento del cdncer o para provocar la esterilidad de plantas
de ambos sexos, por ejemplo. Por lo tanto, las construcciones permiten la expresion especifica de secuencias genéticas
seleccionadas en un lugar y/o la expresion regulada durante el desarrollo.

Antecedentes de la invencion

La creciente sofisticacién de la ingenieria genética estd facilitando enormemente la investigacion y el desarrollo
en multiples campos tecnoldgicos, tales como las industrias médica, horticola y agricola. El aprovechamiento de los
mecanismos genéticos naturales, como por ejemplo en microorganismos patégenos, para inducir el cambio beneficioso
del fenotipo celular en las células vegetales es de particular importancia. Este hecho es obvio particularmente en el
campo de la horticultura, en lo referente a los mecanismos para inducir resistencia a variedad de patégenos en las
plantas.

Se ha producido un progreso considerable en el desarrollo de la resistencia a virus en cosechas, por ejemplo, a partir
de la transformacion con transgenes derivados de los virus escogidos. El uso de transgenes con mads éxito se ha logrado
con virus RNA de plantas. Sin embargo, las estrategias que se han utilizado con éxito en virus RNA de las plantas
no han sido tan efectivas para los virus DNA de cadena simple (ssDNA) de las mismas, a pesar de los intentos para
controlarlos mediante técnicas de resistencia transgénica. Los virus DNA de plantas y particularmente los virus DNA
de cadena simple (ssDNA) de plantas son responsables de pérdidas significativas en una gran variedad de cosechas de
frutas, verduras, granos y fibras en las zonas tropicales y subtropicales. Existen dos grupos de virus ssDNA que infectan
plantas, los Geminiviridae y el grupo nanovirus, descrito recientemente. Los miembros de la Geminiviridae poseen
viriones geminados y un genoma ssDNA circular monopartido o bipartido. Cada molécula tiene una longitud de 2,7
kb aproximadamente. Los begomovirus y los mastrevirus son los mds importantes de los géneros de la Geminiviridae
. Los begomovirus se transmiten a través de la mosca blanca y poseen genomas monopartidos o bipartidos. Miembros
de este género incluyen algunos de los virus con un efecto mds devastador en la agricultura moderna en el aspecto
econdmico, como el virus de la hoja (amarilla) de cuchara del tomate (causado por diferentes virus que se extienden a
través de las regiones tropicales y subtropicales), virus del mosaico africano de la yuca o mandioca (Africa), virus del
mosaico dorado de la judia (América del Sur y Centro América), el virus del mosaico amarillo de la judia (India) y
virus del enrollamiento del algodén (Asia del Sur y Sudeste). El impacto de muchos de los begomovirus ha aumentado
drasticamente en los tltimos afios como resultado de la masiva introduccién del “biotipo B” agresivo del vector de
la mosca blanca, Bemesia tabaci. Los mastrevirus han producido un impacto menor sobre la agricultura, aunque son
responsables de pérdidas significativas en algunos cultivos. Estos virus se transmiten mediante el saltamontes y tienen
genomas monopartidos. Miembros de este género incluyen los virus del estriado foliar del maiz (Africa), enanismo
del trigo (Europa) y enanismo amarillo del tabaco (Australia).

Los nanovirus poseen viriones isométricos y genomas sSDNA circulares, pero estos genomas son multicomponente
y estdn formados por al menos seis componentes genémicos integrales diferentes, cada uno ellos de 1 kb aproxima-
damente. Estos virus se transmiten mediante dfidos (pulgones) excepto un virus clasificado como nanovirus provisio-
nalmente, el virus de la putrefaccion foliar del coco, que se transmite mediante el bufalo salta arboles y se ha descrito
solamente en Vanuatu. El nanovirus mas importante desde el punto de vista econémico es el virus del cogollo raci-
moso del banano (VCRB), que casi destruy6 la industria bananera australiana en la década de los afios 20 y causé
pérdidas notables en el Pacifico del Sur, Asia y Africa. Los virus del estancamiento subterraneo del trébol (Australia),
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del amarillamiento necrético del haba (Mediterrdneo) y de la putrefaccion foliar del coco (Vanuatu) causan pérdidas
significativas en las cosechas.

La organizacién gendémica de los begomovirus, los mastrevirus y los nanovirus presentan diferencias significativas,
que incluyen la cantidad y tamafio de los componentes gendmicos y de los genes, el procesamiento de los transcritos, la
orientacion de los genes y similares. Sin embargo, existen similitudes notables que sugieren que estos virus desarrollan
estrategias de replicacion y de infeccién muy parecidas. Todos estos geminivirus y nanovirus codifican (i) una proteina
Rep que posee una actividad de corte y de unidn y dirige la replicacién por circulo rodante del genoma viral; (ii) una
proteina virica de la cubierta; (iii) una proteina que participa en la unién a proteinas similares al retinoblastoma de
la célula huésped, que da lugar a que la célula se dirija hacia la fase S; (iv) una proteina asociada al movimiento
célula-célula y (v) una proteina de movimiento nuclear. Ademads, los virus poseen regiones intergénicas (IR) similares
en funcién. Por ejemplo, el IR de los begomovirus, el LIR de los mastrevirus y el CR-SL del nanovirus del cogollo
racimoso del banano contienen todos ellos (i) una estructura tallo/bucle, cuya secuencia bucle de nueve nucleétidos
se encuentra altamente conservada en todos los geminivirus y nanovirus y es el sitio de corte y ligacién mediante la
proteina Rep; y (ii) un dominio en esta region que reconoce la proteina Rep. El SIR de los mastrevirus y el CR-M del
nanovirus del cogollo racimoso del banano son el lugar de unién de un cebador endégeno responsable del cebado en
la conversion de viriones de sSDNA a dsDNA, activos para la transcripcion.

El éxito en el desarrollo de resistencia transgénica a virus RNA en cosechas y la demanda creciente de resistencia
a virus ssDNA ha dado lugar a la investigacién de un amplio abanico de estrategias a cerca de virus ssDNA enfocadas
a varios genes virales que incluyen el gen de la proteina de la cubierta, el gen de la proteina asociada al movimiento
y el gen de la proteina Rep. Ademds, se han investigado estrategias que utilizan DNA defectivos interferentes y un
gen suicida. La mayor parte del trabajo en este area se realizé con begomovirus, més que con los mastrevirus o los
nanovirus.

En el trabajo que condujo a la presente invenciodn, los inventores han aprovechado los mecanismos de replicacion
de los virus ssDNA con la finalidad de conferir resistencia genética a las plantas. Sin embargo, la presente invencién
tiene una gran variedad de aplicaciones en la modulacién de actividades genéticas, como la expresién de secuencias
polinucleotidicas para alterar un fenotipo en particular en respuesta a un estimulo.

En Atkinson RG, Bieleski LRF, Gleave AP, Janssen B-J, Morris BAM (1998) Post transcriptional silencing of
chalcone synthase in petunia using a gemini virus-based episomal vector. The Plant Journal 15(5): 593-604 se presenta
un vector episomal que contiene los siguientes elementos derivados del geminivirus del enanismo amarillo del tabaco:
dos copias de un LIR que flanquean un SIR y dos marcos abiertos de lectura de sentidos complementarios, C1 y C2
que producen la Rep. La expresion de la proteina Rep estd bajo el control transcripcional de su promotor nativo en
la LIR, también divulga que las plantas de Petunia hibrida transgénica que contienen un gen de la chalcona sintasa A
dirigido por el promotor CaMV 35S y clonado en el vector episomal, muestra la liberacién y la replicacién episomal
de los elementos virales del vector y del gen de la chalcona sintasa A.

Needham PD Atkinson RG, Morris BAM, Gardener RC, Gleave AP (1998) GUS expression patterns from tobacco
yellow dwarf virus-based episomal vector. Plant Cell Reports 17: 631-639 presenta un vector binario que contiene los
siguientes elementos derivados del virus del enanismo amarillo del tabaco: dos copias de un LIR que flanquean un
SIR y dos marcos abiertos de lectura de sentidos complementarios (C1 y C2) que contienen un intrén, que cuando
se procesa producen una proteina (Rep), que es la tinica proteina viral necesaria para la replicacién viral. Este vector
no incluye marcos de lectura abiertos que codifican las proteinas del movimiento putativo (V1) y de la cubierta (V2).
Ademads, se revela que las plantas de tabaco transformadas con este vector que también contienen un gen indicador,
demuestran la liberacion y replicacién episomal de los elementos virales del vector y la expresion del gen indicador.

Resumen de la invencion

A lo largo de estas especificaciones, a menos que el contexto indique lo contrario, la palabra “comprende”, o
variantes como “comprenden” o “que comprende”, significan que implican la inclusién de un elemento o conjunto
o grupo de elementos o conjuntos citados, pero no la exclusién de cualquier otro elemento o conjunto o grupo de
elementos o conjuntos citados.

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos se indican a través de un nimero de identificacién de secuencias

(NIjM. ID. SEC.). Los NUM. ID. SEC.: corresponden numéricamente a los identificadores de secuencia <400> 1,
<400> 2, etc. Tras las reivindicaciones se proporciona un listado de secuencias.

Un aspecto de la presente invencién proporciona una construccién que comprende un elemento genético flanquea-
do de manera operativa por secuencias de nucleétidos reconocibles mediante una proteina de origen viral facilitadora
de la replicacién, cuando se integra en el genoma de una célula eucariota, cuya proteina de origen viral facilitadora de
la replicacion facilita la escision y circularizacion del elemento genético y las secuencias de nucledtidos flanqueantes
en su totalidad o parcialmente; y en el que dichas secuencias de nucleétido reconocibles por medio de dicha proteina
de origen viral facilitadora de la replicacion son adyacentes o estdn insertadas en una o varias secuencias extrafias, que
incluyen secuencias intrén o partes de estas u otras sefiales de corte y empalme, en que el elemento genético y otras
secuencias nucleotidicas en forma no circular, comprende dos secuencias nucleotidicas modulares que, en la circula-
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rizacién, forman una secuencia genética que muestra una propiedad o capacidad para mostrar una propiedad ausente
en las dos secuencias de nucleétidos modulares previamente a la circularizacién o previamente a la circularizacién y
expresion.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona una construccién, que comprende un elemento genético flan-
queado por secuencias de reconocimiento de la proteina Rep, que facilita la generacién de una secuencia nucleotidica
circular que comprende dicho elemento genético en presencia de una proteina Rep, en la que dichas secuencias de
reconocimiento de la proteina Rep estdn adyacentes o insertadas en una o varias secuencias de reconocimiento, dicho
elemento genético que comprende una secuencia polinucleotidica unida de manera operativa a secuencias reguladoras
necesarias para que se produzca la expresion de dicha secuencia polinucleotidica cuyo dicho elemento genético se
encuentra en una molécula circular, en la que el elemento genético en forma linial comprende en orden 5’ a 3’:

una secuencia polinucleotidica; y

secuencias reguladoras que permiten la expresion de dicha secuencia polinucleotidica cuando estd en forma cir-
cular, como tras la circularizacién el elemento genético comprende la secuencia reguladora separada de la secuencia
polinucleotidica mediante una secuencia de reconocimiento de la proteina Rep o parte de esta, en que tras la expresién
dicha secuencia polinucleotidica codifica un producto de expresion.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona una construccién que comprende en orden 5° a 3’ las secuencias
de nucleédtidos primera, segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta en que:

la primera y sexta secuencias nucleotidicas pueden ser iguales o diferentes y cada una comprende una secuencia de
reconocimiento de proteina Rep susceptible de ser reconocida por una o varias proteinas Rep como material genético
flanqueado por dicha primera y sexta secuencias que incluyen dicha primera y sexta secuencias en su totalidad o
parcialmente cuando dicha construccién se encuentra integrada en una secuencia nucleotidica de mayor longitud como
una secuencia gendémica, es susceptible de ser escindida y circularizada en que dichas secuencias de reconocimiento
de la proteina Rep estdn adyacentes o se encuentran insertadas en una o varias secuencias extrafias que incluyen
secuencias intrénicas o partes de estas u otras sefiales de corte y empalme;

la segunda secuencia nucleotidica comprende una porcién 3’ de la secuencia polinucleotidica;

la tercera secuencia nucleotidica es una secuencia de terminacién de la transcripcién o derivada funcional u homé-
logo de éste unido de manera operable a dicha segunda secuencia;

la cuarta secuencia nucleotidica es una secuencia promotor unida operablemente a la quinta secuencia nucleotidica;

la quinta secuencia nucleotidica es una porcién 5’ de una secuencia polinucleotidica en que las porciones 5’ y 3’ de
dicha secuencia polinucleotidica representan una secuencia codificante completa de dicha secuencia polinucleotidica;

en la que en presencia de una o varias proteinas Rep, cuando la construccién se encuentra integrada en una se-
cuencia nucleotidica de mayor longitud como una secuencia gendmica, se genera una secuencia genética circularizada
separada de dicha secuencia nucleotidica de mayor longitud que comprende en orden dicha secuencia promotora uni-
da de manera operativa a una secuencia polinucleotidica que comprende toda la secuencia extrafia o parte de esta u
otra sefial de corte y empalme que comprende toda o parte de dicha primera y/o sexta secuencias nucleotidicas y una
secuencia de terminacién de la transcripcion.

Todavia otro aspecto de la presente invencion estd dirigido hacia un elemento genético para su uso en la generacién
de una construccién, dicho elemento genético que comprende en direcciéon 5’ a 3’°, una porcién 3’ de una secuencia
polinucleotidica unida de manera operativa a un terminador de la transcripcién, un promotor unido de manera ope-
rativa a una porcién 5’ de una secuencia polinucleotidica en que en la circularizacidn, la porcién 5’ de la secuencia
polinucleotidica se une de manera operativa a dicha porcién 3’ de la secuencia polinucleotidica separada mediante una
secuencia extraila completa o parte de esta, o una secuencia intrén o otra sefial de corte y empalme.

Todavia otro aspecto de la presente invencidén proporciona una construccion que comprende la secuencia nucleo-

tidica como se establece en NUM ID. SEC: 31 a NUM ID. SEC: 36 o una secuencia nucleotidica con un 60% de
similitud a cada una de los N UM. ID. SEC:31a NUM. ID. SEC: 36 o una secuencia nucleotidica que puede hibridar
una o varias NUM. ID. SEC: 31 a NUM. ID. SEC: 36 o una forma complementaria de estas en condiciones poco
estrictas a 42°C.

Otro aspecto de la presente invencion incluso considera un método para la generacién de una planta transgénica
o progenie de esta resistente a un virus sSDNA, dicho método que comprende la introduccién de una construccién
en el genoma de dicha planta que comprende en orden 5’ a 3’, una secuencia de reconocimiento de proteina Rep
adyacente o en una secuencia intrén u otra sefial de corte y empalme, una porcién terminal 3’ de una secuencia
polinucleotidica, un terminador de la transcripcién, una secuencia promotora unida de manera operativa a una porcién
terminal 5 de la secuencia polinucleotidica en que las porciones 5’ y 3’ de la secuencia polinucleotidica representan
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la regién codificante de un péptido, polipéptido o proteina que pueden inducir la muerte celular o latencia y la misma
o diferente secuencia de reconocimiento de la proteina Rep; en que tras la infeccién de dichas células vegetales con
el virus ssDNA que presenta una proteina Rep que puede reconocer la secuencias de reconocimiento de la proteina
Rep flanqueante, la construccién se escinde y se circulariza, y reconstituye asi dicha secuencia polinucleotidica en una
forma que se expresa en un péptido, polipéptido o proteina que mata la célula vegetal o bien reduce la célula vegetal a
un estado latente.

Otro aspecto de la presente invencién incluso proporciona una construcciéon que comprende un elemento genético
flanqueado por una secuencia de reconocimiento de la proteina Rep que facilita la generacién de una secuencia nucleo-
tidica circular que comprende dicho elemento genético en presencia de una proteina Rep o sus derivados funcionales
u homologos, en que dichas secuencias de reconocimiento de la proteina Rep son adyacentes o estdn insertadas en
una o varias secuencias extrafias que incluyen secuencias intrén o partes de estas u otra sefial de corte y empalme,
dicho elemento genético que comprende una porcién 3’ y una porcién 5’ de un promotor separado por la longitud de
una secuencia nucleotidica para evitar de manera substancial el funcionamiento de dicho promotor, dicho elemento
genético en forma lineal comprende en orden 5’ a 3’:

una porcién 3’ de dicho promotor,

opcionalmente una secuencia polinucleotidica unida de manera operativa a dicha porcién 3’ de dicho promotor; y

una porcion 5’ de dicho promotor,

de modo que en la circularizacién el elemento genético comprende las porciones 5’ y 3’ de la secuencia promotora
separada por una secuencia de reconocimiento de proteina Rep completa o parte de ésta y/o secuencias intrén u otra
sefial de corte y empalme, pero que no inactiva al promotor, dicha molécula circular comprende opcionalmente ademas
el promotor unido de manera operativa a la secuencia polinucleotidica.

El promotor puede ser un promotor de DNA o de RNA.

Descripcion breve de las figuras

La figura 1 es una representacion en diagrama de pTBN.

La figura 2 es una representacion en diagrama de pTBNG6.

La figura 3 es una representacién en diagrama de pTBNI1.

La figura 4 es una representacioén en diagrama de pRTBNG6.

La figura 5 es una representacién en diagrama de pRTBN1.

La figura 6 es una representacioén en diagrama de pRTBN 1/6.

La figura 7 es una representacién esquematica del plasmido p35S-2301.

La figura 8 es una representacién esquemadtica del plasmido pTEST]1.

La figura 9 es una representacién esquemadtica del plasmido pTEST2.

La figura 10 es una representacion esquematica del plasmido pTESTS3.

La figura 11 es una representacion esquematica del plasmido pTEST4.

La figura 12 es una representacion esquematica del plasmido pBI-TYDV1.1mer.

La figura 13 es una representacion esquematica del plasmido p35S-Rep.

La figura 14 es una representacion grafica de los resultados de un ensayo de muerte celular que utiliza vectores de
expresion. Las barras de error muestran unos intervalos de confianza del 95%.

La figura 15 es una representacion gréfica de los resultados de los ensayos de muerte celular por recircularizacién
que utiliza vectores de expresion. Las barras de error muestran un 95% de intervalos de confianza.

La figura 16 es una representacién grafica de los resultados de muerte celular por recircularizacién inducida que
utiliza vectores de expresion. Las barras de error muestran un 95% de intervalos de confianza.

La figura 17 es una representacion esquematica de los plasmidos (A) p35S-BTR-LIR y (B) p35S-BUTR-LIR.
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La figura 18 es una representacion esquematica del plasmidos (A) p35S-BTR y (B) p35S-BUTR.
La figura 19 es una representacion esquematica del pldsmidos (A) pBTR.testl y (B) pBUTRtestl1.
La figura 20 es una representacion en diagrama del pGI.

La figura 21 es una representacion en diagrama del pGI6.

La figura 22 es una representacion en diagrama del pGI1.

La figura 23 es una representacion en diagrama del pRGI6.

La figura 24 es una representacién en diagrama del pRGI1.

La figura 25 es una representacién en diagrama del pRGI 1/6.

La figura 26 es una representacién esquemdtica de un modelo propuesto para la expresion de la albimina sérica
humana activada por Rep del plasmido pHSAI.

La figura 27 es una representacion en diagrama de una construccién para su uso en la modulacién sentido/antisen-
tido de la expresion genética.

En este documento se proporciona un resumen de identificadores de secuencia.

Resumen de identificadores de secuencia

IDENTIFICADOR DE DESCRIPCION
SECUENCIA

NUM. ID. SEC.:1 a NUM. Oligonucledétido sintéti-
ID. SEC.:18 co

NUM. ID. SEC.: 19 a NUM. Cebadores

ID. SEC.:44

SEQ. NUM. ID. SEC.:45 a Oligonucledétido sintéti-
NUM. ID. SEC.:52 co

NUM. ID. SEC.:66 Barnasa pTBN

NUM. ID. SEC.:67 Barnasa pRTBN6

NUM. ID. SEC.:69 GFP pGI

NUM. ID. SEC.:70 GFP pGI6

NUM. ID. SEC.:71 GFP pGI1

NUM. ID. SEC.:72 Cebador

NUM. ID. SEC.:73 Cebador
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Descripcion detallada de los modos de realizacion preferidos

La presente invencion se basa en parte sobre el reconocimiento de que una proteina facilitadora de la replicacién
de origen viral puede utilizarse para escindir y circularizar secuencias diana especificas a partir del genoma de una
célula eucariota. El término “escinde” incluye en este caso la liberacién y mds particularmente la liberacién durante
la replicaciéon de secuencias diana. Las proteinas facilitadoras de la replicacion de origen viral inician el corte, la
escision y la circularizacién de los elementos genéticos flanqueados por secuencias particulares especificas para la
proteina facilitadora de la replicacién de origen viral y reconocidos por esta. La presente invencién abarca a los
derivados de las proteinas facilitadoras de origen viral y a homélogos procariotas y eucariotas de las mismas. Por
lo tanto, la presente invencion abarca a cualquier secuencia que pueda facilitar la escisién y ligacién de secuencias
polinucledtidas y se las denomina mds adelante como “secuencias de reconocimiento” y pueden considerarse también
en este documento como ‘“secuencias extrafias”. Las secuencias de reconocimiento son adyacentes o estdn insertadas
en secuencias extrafias, que incluyen secuencias intrén u otras sefiales de corte y empalme.

En un modo de realizacion, el proceso de circularizacion permite la formacién de una secuencia genética parti-
cular a partir de dos componentes modulares separados mediante una secuencia extrafia susceptible de escisioén en la
expresion. Previamente a la circularizacion, los componentes modulares se separan genéticamente y por lo tanto no
estan unidos de manera operativa. La unién operativa se muestra acertadamente, por ejemplo, en un modo de reali-
zacion, mediante la capacidad de expresion de la secuencia genética que comprende los componentes modulares. El
término “expresion” en este caso incluye la transcripcién a una secuencia mRNA y opcionalmente la traduccién de la
secuencia mRNA a un producto traducido. La expresion, sin embargo, no es el tnico criterio para la constitucién de
una secuencia genética a partir de componentes modulares. En otro modo de realizacién, la secuencia genética que se
produce tras la circularizacién puede poseer otras funciones ttiles que no requieran de la expresion. Por ejemplo, la
secuencia genética obtenida puede comprender una secuencia de reconocimiento de unién a proteina, de tal modo que
se escojan proteinas citoplasmadticas o nucleares en particular. Alternativamente, la secuencia polinucleotidica recons-
tituida comprende una secuencia extrafia entre los promotores y una secuencia codificante. En este caso anterior, el
promotor es preferiblemente un promotor de RNA de los virus TMV, AMV o TEV, por ejemplo.

Alternativamente, el promotor es un promotor de DNA, en el que la insercién de la secuencia de reconocimiento
no afecta a su actividad de manera substancialmente negativa.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencién proporciona una construccién que comprende un elemento
genético flanqueado de manera operativa por secuencias nucleotidicas reconocibles por una proteina facilitadora de la
replicacidn de origen viral al integrarse en el genoma de una célula eucariota, cuya proteina facilitadora de la replica-
cion de origen viral facilita la escision y circularizacion del elemento genético y secuencias nucleotidicas flanqueantes
completas o parte de estas y en el que dichas secuencias nucleotidicas que se reconocen mediante dicha proteina fa-
cilitadora de la replicacion de origen viral son adyacentes o estdn insertadas en una o varias secuencias extrafias que
incluyen secuencias intrén o partes de éstas u otras sefiales de corte y empalme en que el elemento genético y otras
secuencias nucleotidicas, en forma no circular, comprende dos secuencias nucleotidicas modulares que, tras la circu-
larizacion, forman una secuencia genética que muestra una propiedad o capacidad de mostrar una propiedad ausente
en las dos secuencias nucleotidicas modulares previamente a la circularizacién o previamente a la circularizacién y la
expresion.

El término “construccién” se utiliza en un sentido amplio e incluye una construccién genética, una molécula de
dcido nucleico, un vector, un pldsmido o cualquier otra secuencia nucleotidica que comprende al menos dos secuencias
heter6logas. Por lo tanto, la construccion es una molécula recombinante disefiada para comprender dos o mds secuen-
cias nucleotidicas de diferentes fuentes genéticas. En un modo de realizacion, la construccién se encuentra en forma
aislada. El término “aislado/a” incluye formas biolégicamente puras, substancialmente puras o cualquier otra forma
en la que se haya realizado al menos una fase de purificacién en la muestra que contiene la construccién. Una “fase de
purificacién” incluye, por ejemplo, una precipitacion, una centrifugacién y/o una separacién mediante cromatografia
o electroforesis. En otro modo de realizacidn, la construccion genética se encuentra integrada en el genoma de una
célula huésped. La construccién puede comprender secuencias nucleotidicas que se pierden, se eliminan o se reorga-
nizan tras la integracién. En otro modo de realizacién, la construccion se encuentra en forma circular y se genera in
vitro o tras laescision a partir del genoma de la célula huésped.

El término “elemento genético” se usa en su sentido mds amplio e incluye una serie de dos o mds secuencias
nucleotidicas disefiadas en un orden particular respecto a las orientaciones 5° a 3’ 0 3’ a 5 del elemento genético.
Bésicamente, el elemento genético comprende dos secuencias nucleotidicas en forma modular: El término “modular”
no confiere ninguna limitacién a la construccién o estructura de las secuencias nucleotidicas, pero enfatiza que una
secuencia genética se divide en dos componentes, es decir, en componentes modulares. Tras la circularizacidon, los dos
componentes modulares se orientan juntos para constituir, después de la eliminacién de cualquier secuencia extrafia
que incluyen secuencias intrén y secuencias de corte y empalme u otras secuencias de reconocimiento, una secuen-
cia genética que muestra una actividad particular o propiedad que no estd presente cuando la secuencia genética se
encuentra en forma modular separada. En ciertas circunstancias, no es necesario eliminar las secuencias extrafias que
interviene en los componentes modulares cuando estdn en forma circular, si su presencia no afecta a la funcién de
los componentes modulares de manera substancialmente negativa, cuando se disponen en la orientacion correcta entre
ellas tras la circularizacion. Normalmente, los componentes modulares se refieren como porciones 5’ y porciones 3’ de
una secuencia polinucleotidica. Una porcién comprende desde unos pocos nucleétidos (es decir de 2 aproximadamente
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a 500 aproximadamente) a muchos (es decir de 501 aproximadamente a 10.000 aproximadamente). Las porciones 5’
y 3’ pueden incluir una porcién central.

En un modo de realizacién preferido, el elemento genético comprende, cuando se encuentra en forma circular, un
promotor unido de manera operativa a la secuencia genética que comprende las dos secuencias modulares. Las dos
secuencias modulares pueden estar separadas por una secuencia intrdn, la sefial de corte y empalme u otra secuencia
de reconocimiento. El elemento genético comprende, por lo tanto, en forma lineal en direccién 5 a 3°, una prlmera
secuencia modular nucleotidica que comprende la porcién 3’ de una secuencia polinucleotidica, una secuencia pro-
motora unida de manera operativa a la porcién 5° de la secuencia polinucleotidica anteriormente mencionada. Tras
la circularizacién, la porcién 3’ de la secuencia polinucleotidica se orienta y fusiona mediante ligamiento de bases a
la porcién 5° de la secuencia polinucleotidica y reconstituye de este modo una secuencia polinucleotidica funcional
unida de manera operativa a un promotor. Segtin la construccién, una secuencia intrén, una sefial de corte y empalme u
otra secuencia de reconocimiento pueden separar las porciones 5’ y 3’ de la secuencia polinucleotidica reconstituida.
Tras el procesamiento durante la expresion, la secuencia intrdn, la sefial de corte y empalme u otra secuencia de reco-
nocimiento pueden escindirse. En un modo de realizacién particularmente preferido, el elemento genético comprende
una secuencia terminadora de la transcripcién unida de manera operativa y en direccién 3’ de la porcién 3’ de la
secuencia polinucleotidica. Los términos “promotor” y “terminador’” se usan en el sentido mds amplio y se describen
detalladamente mas adelante.

En otro modo de realizacion, la secuencia polinucleotidica reconstituida codifica una secuencia intrén, una sefial de
corte y empalme u otra secuencia de reconocimiento situada entre el promotor y la secuencia codificante. De acuerdo
con este modo de realizacidn, la secuencia de reconocimiento no se eliminaria durante la transcripcién.

En otro modo de realizacién alternativo, el elemento genético comprende dos componentes modulares de un pro-
motor u de otra secuencia reguladora. Preferiblemente, los componentes modulares forman una secuencia promotora la
tras circularizacién. Si una secuencia intrén, una sefial de corte y empalme u otra secuencia de reconocimiento separa
los componentes modulares de una secuencia promotora, entonces esa secuencia no destruye o destruye parcialmente
la actividad de la secuencia promotora. Alternativamente, el promotor es un promotor de RNA, como un promotor
procedente de TMV, AMV o TEV.

La secuencia polinucleotidica, cuando se reconstituye, muestra una actividad o propiedad o una capacidad de
mostrar una actividad o propiedad no presente en las secuencias nucleotidicas modulares por separado, previamente
a la fusion tras la circularizacién. Tal actividad o propiedad incluye la habilidad de codificar un péptido, polipéptido
o proteina con una funcién particular, la capacidad de codificar una secuencia mRNA, que puede ser posteriormente
traducida en un péptido, polipéptido o proteina o que puede actuar como una molécula sentido o complementaria para
la infraexpresién de un gen huésped u otra secuencia genética o actuar como promotor u otra secuencia reguladora.
Otra propiedad que contempla las secuencias genéticas incluye la capacidad de unién a proteinas para interactuar con
secuencias nucleicas reguladoras o para actuar o codificar moléculas de ribozima y/o desoxiribozima.

De particular importancia, la secuencia genética puede codificar proteinas que poseen actividad enzimadtica, ac-
tividad reguladora o actividad estructural o mostrar una actividad terapéutica si se administra a un mamifero como
el ser humano o el ganado. Ejemplos del tdltimo tipo de moléculas incluyen las citocinas, interferones y factores de
crecimiento. Las proteinas con actividad enzimética son particularmente preferidas y estas proteinas son ttiles en la
activacion de una via bioquimica, facilitando el flujo de metabolitos a través de una via en particular, confiriendo
propiedades como la resistencia a un insecticida, fungicida o herbicida o que confiere resistencia a un microorga-
nismo patégeno como un microorganismo intracelular patégeno, incluyendo virus y microorganismos intracelulares.
Las células que la construccion genética de la presente invencion contempla como dianas incluyen células animales,
células vegetales, organismos unicelulares y microorganismos. Las células animales pueden proceder de primates, hu-
manos, ganado, aves, peces, reptiles, anfibios e insectos y ardcnidos. Las células vegetales pueden proceder de plantas
monocotiledéneas o dicotiledéneas.

En un modo de realizacién particularmente util, el péptido, polipéptido o proteina codificados por la secuencia
polinucleotidica induce a la apoptosis o a otra forma e muerte celular. Este hecho es particularmente 1til como medio
para otorgar resistencia genética a virus, por ejemplo, o para mediar la muerte celular de determinados tipos de células.

En un modo de realizacién, por ejemplo, la construccion se usa para otorgar resistencia a un virus DNA de cadena
simple (ssDNA). Tales virus perjudican considerablemente a las industrias agricolas y horticolas al afectar a culti-
vos y plantas ornamentales importantes. Dos grupos de virus ssDNA que infectan plantas son los geminivirus y los
nanovirus.

En un modo de realizacién, las secuencias flanqueantes que se reconocen mediante una proteina facilitadora de
la replicacién de origen viral o derivadas de esta u homodlogos de células procariotas o eucariotas son estructuras
nucleotidicas tallo/bucle. Preferiblemente, las estructuras tallo/bucle comprenden una secuencia nucleotidica corta en
bucle de 5 a 20 nucleétidos aproximadamente, preferiblemente de 6 a 15 aproximadamente y mds preferiblemente
de 9 nucleédtidos aproximadamente (es decir nonanucleétida) y que es el sitio de escisién y ligacién de la proteina
facilitadora de la replicacion de origen viral o sus derivados o u homélogos de células procariotas o eucariotas. En
otro modo de realizacion, las secuencias flanqueantes se reconocen mediante cualquier proteina con actividad de
escision y ligacion. Un ejemplo de tal proteina es la topoisomerasa. A todas estas secuencias se les hace referencia
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en este documento como “secuencias de reconocimiento”. Mas preferiblemente, las secuencias de reconocimiento son
reconocidas mediante la proteina “Rep”. Esta proteina deriva de miembros de los geminiviridae y nanovirus y se une
a un dominio 5’ en una estructura tallo/bucle que comprende la secuencia de reconocimiento. La presente invencion,
sin embargo, no se limita al uso de una estructura tallo/bucle, aunque se trata su uso en este documento. La presente
invencién incluye cualquier proteina Rep de geminivirus o de nanovirus, asi como derivados de estos u homdélogos
procedentes de otros virus o de células eucariotas o procariotas. Ejemplos de células eucariotas incluyen las células de
mamiferos, insectos, reptiles, anfibios y levaduras.

Ejemplos de otras secuencias de reconocimiento o sus equivalentes incluyen las regiones intergénicas de DNA 1-6
del BBTYV, las repeticiones cortas y largas de TLCV o TYDV. Una “secuencia intr6n” es una secuencia de nucleétidos
que, tras la transcripcion, posee la capacidad de ser escindida. En ciertas circunstancias, la secuencia intrén no se eli-
mina, como cuando la presencia de la secuencia intrén no afecta de manera negativa al funcionamiento de la secuencia
en la que se encuentra insertada la secuencia intrén.

La construccién de este aspecto de la presente invencién puede comprender las mismas secuencias o substan-
cialmente las mismas secuencias de reconocimiento como secuencias flanqueantes, es decir, las secuencias que se
reconocen mediante una proteina Rep o sus derivados u homélogos o puede comprender secuencias de reconocimien-
to diferentes que se reconocen mediante proteinas Rep diferentes. Ademads, las secuencias de reconocimiento pueden
ser secuencias completas o partes de secuencias como dos mitades de secuencias intron.

La proteina Rep puede introducirse en una célula como resultado de una infeccién o puede codificarse mediante
secuencias genéticas que se expresan durante el desarrollo o se expresan especificamente en un tejido en el animal,
planta u organismo que contiene la construccion.

En otro modo de realizacién preferido, se proporciona una construccién que comprende un elemento genético
flanqueado por secuencias de reconocimiento de la proteina Rep u homologos funcionales de otros virus o de células
eucariotas o procariotas, que facilitan la generacién de una secuencia nucleotidica circular que comprende dicho
elemento genético en presencia de una proteina Rep, en el que dichas secuencias de reconocimiento de la proteina
Rep son adyacentes o estdn insertadas en una o varias secuencias de reconocimiento, dicho elemento genético que
comprende una secuencia polinucleotidica unida de manera operativa a secuencias reguladoras necesarias para que se
produzca la expresion de dicha secuencia polinucleotidica cuando dicho elemento genético se halla en una molécula
circular, en la que el elemento genético en forma lineal comprende en orden 5’ a 3’:

- una secuencia polinucleotidica; y

- secuencias reguladoras para que se produzca la expresion de dicha secuencia polinucleotidica cuando se encuentra
en forma circular,

De modo que tras la circularizacién el elemento genético comprende la secuencia reguladora separada de la se-
cuencia polinucleotidica mediante una secuencia de reconocimiento de proteina Rep completa o parcial, en la que tras
la expresion, dicha secuencia polinucleotidica codifica un producto de expresion.

Preferiblemente, las secuencias reguladoras incluyen o comprenden una secuencia promotora y opcionalmente un
terminador de la transcripcién. Como se indica anteriormente, una secuencia de reconocimiento incluye una secuencia
extrafla, como una secuencia intrén u otra sefial de corte y empalme.

En otro modo de realizacion, se proporciona una construccion que comprende un elemento genético flanqueado por
secuencias de reconocimiento de la proteina Rep, que facilitan la generacién de una secuencia nucleotidica circular que
comprende dicho elemento genético en presencia de una proteina Rep, en la que dichas secuencias de reconocimiento
de la proteina Rep son adyacentes o estdn insertadas en una o varias secuencias extrafias que incluyen secuencias intrén
o partes de ésta u otras sefiales de corte y empalme, dicho elemento genético que comprende una porcién 3’ y una
porcién 5° de un promotor separado por una longitud de una secuencia nucleotidica para evitar de manera substancial
el funcionamiento de dicho promotor, dicho elemento genético en forma lineal comprende en orden 5” a 3’:

- una porcién 3’de dicho promotor;

- opcionalmente una secuencia polinucleotidica unida de manera operativa a dicha porcién 3’ de dicho promotor;
y - una porcién 5’ de dicho promotor,

De manera que tras la circularizacién el elemento genético comprende las porciones 5’ y 3’ de la secuencia pro-
motora separadas por una secuencia de reconocimiento de proteina Rep completa o parcial, pero que no inactiva al
promotor. Opcionalmente, dicha molécula circular comprende ademads el promotor unido de manera operativa a la
secuencia polinucleotidica.

Alternativamente, el promotor es un promotor de RNA, tales como los que proceden de TMV, TEV o AMV.

Una de las ventajas de tal sistema es, por ejemplo, cuando la construccion estd en forma lineal e integrado en una
secuencia nucleotidica de mayor longitud como un genoma, la secuencia promotora esté inactiva. Sin embargo, tras la
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circularizacion, la secuencia promotora se reconstituye y permite de este modo la actividad del promotor. La secuencia
polinucleotidica opcional unida de manera operativa se expresa entonces.

Ejemplos de promotores adecuados incluyen el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. Otros promotores
utiles son los promotores de la ubiquitina. Normalmente, los promotores monocot como el promotor de la ubiquitina
precisan de una secuencia intrén entre el promotor y el codon de inicio del exdn que se expresa. En ausencia de esta
secuencia intrén, la expresion del promotor es muy baja o completamente nula. La construccién genético de la presente
invencién puede disefiarse de manera que tras la circularizacién, la secuencia intrén que comprende la estructura
tallo/bucle forme una secuencia intrén en direccién 3’ del promotor de la ubiquitina, y permita asi su funcién.

Mis adelante se describen otros promotores.

En otro modo de realizacién preferido, la presente invencién proporciona una construccién que comprende en
orden 5° a 3’ una primera, segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta secuencias nucleotidicas en el que:

la primera y sexta secuencias nucleotidicas pueden ser iguales o diferentes y cada una comprende una secuencia
de reconocimiento de la proteina Rep susceptible de ser reconocida por una o varias proteinas Rep o derivados u
homdlogos de estas, tales como material genético flanqueado por dicha primera y sexta secuencias, que incluyen
totalmente o parcialmente dichas primera y sexta secuencias cuando dicha construccién se encuentra integrada en una
secuencia nucleotidica de mayor longitud como una secuencia gendmica, es susceptible de escision y circularizacion,
en el que dichas secuencias de reconocimiento de la proteina Rep son adyacentes o estdn insertadas en una o varias
secuencias extrafias que incluyen secuencias intrén o partes de ésta u otras sefiales de corte y empalme;

la segunda secuencia nucleotidica comprende una porcién 3’ de secuencia polinucleotidica;

la tercera secuencia nucleotidica es un terminador de la transcripcion o derivado funcional u homélogo de este,
unido de manera operativa a dicha segunda secuencia;

la cuarta secuencia nucleotidica es una secuencia promotora unida de manera operativa a la quinta secuencia
nucleotidica; y

la quinta secuencia nucleotidica es una porcién 5° de una secuencia polinucleotidica, en la que las porciones 5’ y
3’ de dicha secuencia polinucleotidica representan una secuencia codificante completa de dicha secuencia polinucleo-
tidica;

en el que en presencia de una o varias proteinas Rep, cuando la construccién se encuentra integrada en una se-
cuencia nucleotidica de mayor longitud como una secuencia gendmica, se genera una secuencia genética circularizada
separadamente de dicha secuencia nucleotidica de mayor longitud que comprende en orden dicha secuencia promotora
unida de manera operativa a una secuencia polinucleotidica que comprende la secuencia extrafia completa o parte de
esta u otra sefial de corte y empalme que comprende toda o parte de dichas primera y/o sexta secuencias nucleotidicas
y una secuencia terminadora de la transcripcion.

De acuerdo con el aspecto mencionado anteriormente de la presente invencion, la primera y la sexta secuencias
nucleotidicas representan secuencias de reconocimiento para una proteina facilitadora de la replicacién de origen viral
como la Rep adyacente o insertada en una secuencia intrén u otra sefial de corte y empalme. De la segunda a la quinta
secuencias nucleotidicas representan los elementos genéticos previamente definidos.

Otro aspecto de la presente invencién estd dirigido hacia un elemento genético para su uso en la generacién de
una construccién, dicho elemento genético que comprende en direccién 5° a 3’, una porcién 3’ de una secuencia
polinucleotidica unida de manera operativa a un terminador de la transcripcién; un promotor unido de manera operativa
a una porcién 5° de una secuencia polinucleotidica, en la que tras la circularizacién, la porcién 5° de la secuencia
polinucleotidica se encuentra unida de manera operativa a dicha porcién 3’ de la secuencia polinucleotidica separada
por una secuencia extrafia completa o parte de esta o una secuencia intrén u otra sefial de corte y empalme.

Las construcciones de la presente invencion tienen multiples aplicaciones. En un modo de realizacién, la construc-
cidén se usa para generar resistencia genética en células vegetales a virus ssSDNA. Los virus concretos frente a los que
se intenta proteger incluyen, aunque no se limitan a estos, a los geminivirus o nanovirus. En este modo de realiza-
cidn, la construccién comprende un “gen suicida”, es decir, un gen que codifica un producto que induce la apoptosis
celular, lisis, muerte o estado de latencia bioquimica o fisiolégica. La construccion se introduce en una célula vegetal
en condiciones que permitan la integracién en el genoma de la célula vegetal. Una planta se regenera a partir de la
célula vegetal y se propaga cuando la planta se infecta con un virus ssDNA particular que posee una proteina Rep que
reconoce las secuencias de reconocimiento de la proteina Rep que flanquean el elemento genético de la construccidn,
la construccion se escinde y recirculariza y reconstituye de este modo el “gen suicida” y que facilita su expresion.
La célula entonces muere o bien permanece en estado de latencia y previene asf la replicacion y liberacion de virus
ssDNA.
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En un modo de realizacién particularmente preferido, la presente invencidn proporciona una construccién que

comprende la secuencia nucleotidica de manera substancial como se establece en: NUM. ID, SEC.:31 a NUM. ID.
SEC.:36 o una secuencia nucleotidica con el 60% similitud a cada una de SEQ ID NO:31 a NUM. ID. SEC.:36 o una
secuencia nucleotidica que puede hibridar a una o varias de NUM. ID. SEC.: 31 a NUM. ID. SEC.:36 o una forma
complementaria de esta en condiciones poco restrictivas a 42°C.

Por consiguiente, otro aspecto de la presente invencién contempla un método para generar una planta transgénica
o progenie de esta resistente a un virus ssSDNA, dicho método que comprende la introduccién de una construccién
en el genoma de dicha planta que comprende en orden 5’ a 3’°, una secuencia de reconocimiento de proteina Rep
adyacente o en una secuencia intrén u otra sefial de corte y empalme, una porcién del extremo 3’ de una secuencia
polinucleotidica, un terminador de la transcripcién o equivalente funcional, una secuencia promotora unida de manera
operativa a una porcién del extremo 5’ de la secuencia polinucleotidica en el que las porciones 5° y 3’ de la secuencia
polinucleotidica representan la regién codificante de un péptido, polipéptido o proteina capaz de inducir la muerte
celular o latencia y secuencias iguales o diferentes de reconocimiento de la proteina Rep; en la que tras la infeccién
por un virus ssDNA de dichas células vegetales que poseen una proteina Rep capaz de reconocer las secuencias
flanqueantes de reconocimiento de la proteina Rep, la construccion se escinde y se circulariza y se reconstituye de este
modo dicha secuencia polinucleotidica en una forma que se expresa en un péptido, polipéptido o proteina que mata la
célula vegetal o bien reduce la célula vegetal a un estado de latencia.

Otro uso de la construccion instantdnea es producir plantas de sexo masculino estériles. En este modo de reali-
zacién, un gen que codifica una proteina Rep se somete bajo el control de un promotor especifico del polen. Una
construccioén que comprende el “gen suicida” descrito anteriormente se genera también utilizando secuencias de reco-
nocimiento de la proteina Rep que se reconocen mediante el gen Rep bajo el control del promotor especifico del polen.
Cuando se forma el polen, el promotor especifico del polen se activa y también lo hace el gen suicida. Las células del
polen se destruyen entonces selectivamente o se reducen a un estado de latencia.

Otros usos de la construccién que se describe en este documento incluyen la introduccién de material genético que
facilita un cambio de color en las plantas o en tejido especifico o en las semillas u otro material reproductivo en las
plantas. Un ejemplo de una secuencia genética que facilita un cambio de color es un gen que codifica una enzima de
la via de la antocianina, tal como la flavonal 3’-hidroxilasa, la flavonal 3’,5’-hidroxilasa, o la flavona 3’-sintasa.

En otro modo de realizacién, la construccién puede estar flanqueada por dos secuencias de reconocimiento de la
proteina Rep diferentes, es decir, que se reconoce mediante dos proteinas Rep diferentes. Una proteina Rep puede
estar codificada por un gen insertado en el genoma de la planta y la otra proteina Rep puede introducirse por medio
de un virus ssDNA infectivo. Alternativamente, las proteinas Rep pueden codificarse por diferentes promotores que se
expresan en ciertos estadios del desarrollo.

Aunque la presente invencion se describe particularmente en relacién a plantas y virus ssDNA, la presente in-
vencion abarca estructuras de escision homoélogas y otras proteinas con escision especifica de lugar y actividades de
unién de otras fuentes como los virus no-ssDNA y células no eucariotas como las células de insectos, mamiferos o
reptiles. Siempre y cuando la presente invencién haga referencia a plantas, estas pueden ser plantas monocotiledéneas
o dicotileddneas.

El término “célula vegetal” como se utiliza en este documento incluye protoplastos u otras células derivadas de
las plantas, células productoras de gametos y células que se regeneran en plantas completas. Las células vegetales
incluyen las células en las plantas asi como protoplastos u otra célula en cultivo.

El término “polinucledtido™ o “dcido nucleico” como se utiliza en este documento designa mRNA, RNA, cRNA,
cDNA o DNA.
“Polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan indistintamente en este documento para referirse a un polimero
de residuos de aminodcidos y a las variantes del mismo.

Los términos utilizados para describir la relacién entre dos o mds polinucleétidos o polipéptidos incluyen “secuen-
cia de referencia”, “ventana de comparacién”, “similitud de secuencias”, “porcentaje de similitud de secuencias” y
“similitud substancial”. Una “secuencia de referencia” es al menos 12, pero frecuentemente de 15 a 18 y a menudo
al menos 25 unidades monoméricas, incluidos los nucleétidos y residuos de aminodcidos de longitud. Ya que dos
polinucleétidos pueden cada uno comprender (1) una secuencia (es decir, solamente una porcién de la secuencia poli-
nucleotidica completa) que los dos polinucledtidos, las secuencias de comparacién entre los dos (o mds) polinucled-
tidos se realizan normalmente comparando secuencias de los dos polinucleétidos en una “ventana de comparacién”
para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencias. Una “ventana de comparacién” se refiere a un
segmento conceptual al menos de 6 posiciones contiguas, generalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente
100, més generalmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150, en los cuales una secuencia se compara a
una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen
de manera 6ptima. La ventana de comparacién puede abarcar las adiciones o las deleciones (es decir, los espacios) de
aproximadamente el 20% o de menos con respecto a la secuencia de referencia (que no abarca adiciones o deleciones)
para la alineacién 6ptima de las dos secuencias. La alineacién éptima de las secuencias para alinear una ventana de
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comparacion se puede realizar mediante la implementacién de algoritmos por ordenador (GAP, BESTFIT, FASTA,
y TFASTA en el lanzamiento del Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, de Genetics Computer Group,
Science Drive Madison,575 (WI, los E.E.U.U.) o por la inspeccién y la mejor alineacién (es decir, dando lugar al
porcentaje de homologia més alto sobre la ventana de comparacion) generada por cualesquiera de los varios métodos
seleccionados. También puede hacerse referencia a la familia de programas BLAST divulgada por ejemplo por Alts-
chul et al., 1997. Una discusion detallada del andlisis de secuencia se puede encontrar en la unidad 19,3 de Ausubel et
al., 1994-1998.

El término “similitud de secuencias” como se usa en este documento se refiere al grado en que las secuencias son
idénticas nucleétido a nucleétido o aminoacido a aminodcido sobre una ventana de comparacion. Asi, un “porcentaje
de similitud de secuencias” se calcula comparando dos secuencias alineadas de manera Optima sobre la ventana de
comparacion, determinando el nimero de las posiciones en las cuales aparece la base idéntica del acido nucleico (e.j.,
A, T, C, G,I) oel residuo de aminodcido identico (e.j., Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His,
Asp, Glu, Asn, Gln, Cys y Met) en ambas secuencias para producir un nimero de posiciones emparejadas, dividiendo
el nimero de posiciones emparejadas por el niimero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el
tamaiio de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de similitud de secuencias. Para
los propésitos de la actual invencion, la “similitud de secuencias” significa el “porcentaje de apareamiento” calculado
por el programa informatico DNASIS (versién 2,5 para windows; disponible en Hitachi Software engineering Co.,
Ltd., San Francisco del sur, California, los E.E.U.U.) utilizando estdndares predeterminados, como se utiliza en el
manual de referencia que acompaiia al software.

La referencia en este documento a las condiciones poco restrictivas incluye y abarca al menos de aproximadamente
0 a al menos aproximadamente un 15% v/v de formamida y al menos de aproximadamente 1 M al menos a la sal de
aproximadamente 2 M para la hibridacién, y al menos aproximadamente 1 M de sales a al menos aproximadamente 2
M para las condiciones de lavado. Generalmente, las condicones restrictivas medias son de 25°C a 30°C aproximada-
mente a 42°C aproximadamente. La temperatura se puede modificar y se pueden utilizar temperaturas superiores para
substituir la formamida y/o para establecer condiciones restrictivas alternativas. Las condiciones restrictivas alterna-
tivas pueden aplicarse cuando sea necesario, por ejemplo las condiciones medianamente restrictivas, que incluyen y
abarcan al menos de aproximadamente 16% v/v de formamida v/v a al menos aproximadamente 30% v/v de formami-
da y al menos de aproximadamente 0,5 M de sales para la hibridacién a al menos aproximadamente 0,9 M, y al menos
aproximadamente 0,5 M de sales para las condiciones de lavado a al menos 0,9 M, o condiciones muy restrictivas, que
incluyen y abarcan al menos de aproximadamente 31% de formamida v/v a al menos aproximadamente el 50% v/v y
al menos de aproximadamente 0,01 M de sales para la hibridacién a al menos aproximadamente 0,15 M , y al menos
aproximadamente 0,01 M de sales para las condiciones de lavado a al menos aproximadamente 0,15 M. En general,
el lavado se realiza a Tm = 69,3 + 0,41 (G+C) % (Marmur y Doty, 1962). Sin embargo, el Tm de una cadena doble
de DNA desciende 1°C con cada aumento del 1% en la cantidad de pares de bases desapareados (Bonner y Laskey,
1974). La formamida es opcional en estas condiciones de hibridacion. Por consiguiente, las condiciones restrictivas
particularmente preferidas se definen a continuacién: condiciones poco estrictas son un tampén SSC 6X, SDS m/v
0,1% de 25°C a 42°C; las condiciones moderadamente restrictivas son un tampén SSC 2X, SDS m/v 0,1% a una tem-
peratura que oscila entre 20°C y 65°C; condiciones muy restrictivas son un tampén SSC 0,1X, SDS 0,1% m/v a una
temperatura de al menos 65°C.

El término “transformacién” significa la alteracion del genotipo de un organismo, por ejemplo, una célula eucariota,
mediante la introduccién de un dcido nucleico extrafio o endégeno.

Por “vector” se entiende una molécula de 4cido nucleico, preferiblemente una molécula de DNA que deriva, por
ejemplo, de un pldsmido, un bacteriéfago, o un virus de una planta, en los que se inserta o se clona una secuencia
de 4cido nucleico. Un vector preferiblemente contiene uno o varios sitios de restriccién tnicos y puede replicarse de
manera auténoma en una célula huésped definida, que incluye una célula o tejido diana o una célula progenitora o
tejido de esta, o puede integrarse al genoma del huésped definido, de modo que la secuencia clonada sea reproducible.
Por consiguiente, el vector puede ser un vector que se replica de manera auténoma, es decir, un vector que existe
en forma de entidad extracromosdémica, la replicaciéon del cual es independiente de la replicacién del cromosoma,
por ej.,un plasmido lineal o circular, un elemento extracromosémico, un minicromosoma, o un cromosoma artificial.
El vector puede contener cualquier mecanismo que asegure la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede
ser que cuando se introduce en una célula, se encuentra integrado en el genoma de la célula receptora y se replica
conjuntamente con el cromosoma(s) en el que se ha integrado. Un sistema vector puede comprender un tinico vector
o plasmido, dos o mas vectores o plasmidos, que juntos contienen el DNA total que se introduce en el genoma de la
célula huésped, o un transposon. La eleccion del vector dependerd normalmente de la compatibilidad del vector con
la célula en la que el vector se debe introducir. El vector puede incluir también un marcador de seleccién como un gen
de resistencia a antibidticos, que puede utilizarse para la seleccion de transformantes adecuados. Los expertos en la
materia son conocedores de tales genes de resistencia.

El término “gen” se usa en su sentido mds amplio e incluye cDNA que corresponde a los exones de un gen. Por
consiguiente, las referencias a un “gen” en este documento se debe considerar que incluyen:

(1) un gen gendmico cldsico formado por secuencias reguladoras de la transcripcién y/o traduccién y/o una regién
codificante y/o secuencias no traducidas (es decir intrones, secuencias sin traducir 5’-y 3’-); o
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(i1)) mRNA o cDNA que corresponde a las regiones codificantes (es decir exones) y secuencias sin traducir 5°- y
3’-del gen; y/o

(iii) una regién estructural que corresponde a las regiones codificantes (es decir exones) que comprenden ademas
secuencias sin traducir opcionalmente y/o una secuencia promotora heteréloga formada por regiones reguladoras de
la transcripcidn y/o traduccion capaces de conferir caracteristicas de expresion a dicha regién estructural.

El término “gen” se utiliza también para describir moléculas sintéticas o de fusién que codifican todo el producto
funcional o parte de este, en particular, un producto mRNA sentido o complementario o un péptido, oligopéptido o
polipéptido o una proteina activa biolégicamente. Las referencias a un “gen” incluyen referencias a un “gen sintético”.

El término “gen sintético” se refiere a un gen que no es natural como se ha definido anteriormente, que preferi-
blemente comprende al menos una o varias secuencias reguladoras de la transcripcidn o traduccién unidas de manera
operativa a una secuencia genética estructural.

El término “gen estructural” debe entenderse que se refiere a una secuencia nucleotidica que puede ser transmitida
para producir mRNA y opcionalmente, codifica una molécula de un péptido, oligopéptido, polipéptido o una proteina
activa biolégicamente. Los expertos en la materia son conocedores de que no todos los mRNA pueden traducirse
en un péptido, oligopéptido, polipéptido o proteina, por ejemplo, si el mRNA carece de una sefial con funcién de
sefial de inicio de la traduccién o alternativamente, si el mRNA es un mRNA antisentido. La presente invencién
engloba claramente genes sintéticos que comprenden secuencias nucleotidicas, que no pueden codificar péptidos,
oligopéptidos, polipéptidos o proteinas activas biol6gicamente. En particular, los presentes inventores han observado
que tales genes sintéticos pueden ser ventajosos en la modificacién de la expresion del gen diana en células, tejidos u
6rganos de un organismo eucariota.

El término “region de genes estructurales” se refiere a la parte de un gen sintético que se expresa en una célula,
tejido u érgano bajo el control de una secuencia promotora a la que estd conectado de manera operativa. Una regién
de genes estructurales puede ser operativa bajo el control de una secuencia promotora Unica o de multiples secuen-
cias promotoras. Por consiguiente, la region del gen estructural de un gen sintético puede comprender una secuencia
nucleotidica que puede codificar una secuencia de aminodcidos o es complementaria a esta. En este aspecto, una re-
gién de genes estructurales que se usa en la realizacién de la invencién instantdnea puede comprender también una
secuencia nucleotidica que codifica una secuencia de aminoacido que carece de un coddn de inicio de la traduccién
funcional y/o un codén de parada de la traduccién funcional y como consecuencia, no comprende un marco de lectura
abierto completo. En este contexto, el término “regién de genes estructurales” comprende también a las secuencias
nucleotidicas no codificantes, como las secuencias secuencia arriba de 5’- o secuencia debajo de 3’ de un gen que
normalmente no se traduciria en una célula eucariota que expresa dicho gen.

Por consiguiente, en el contexto de la presente invencioén, una regién de genes estructurales puede comprender
también la fusion entre dos 0 mds marcos de lectura abiertos de del mismo gen o de diferentes genes. En tales modos
de realizacidn, la invencion puede utilizarse para modular la expresién de un gen, al escoger regiones no contiguas
diferentes de estos o alternativamente, para modular la expresién de varios genes distintos simultdneamente, que
incluyen diferentes genes de una familia multigénica. En el caso de una molécula de dcido nucleico de fusién que
no es enddgena de la célula eucariota y en particular comprende dos o mds secuencias nucleotidicas derivadas de
un microorganismo patégeno viral, la fusién puede proporcionar la ventaja afiadida de que confiere inmunidad o
proteccion frente a varios microorganismos patdgenos, al seleccionar la expresion de genes en dichos microorganismos
patégenos. Alternativamente o aparte, la fusién puede proporcionar una inmunidad mds efectiva contra cualquier
microorganismo patégeno al seleccionar la expresion de més de un gen de ese microorganismo patdgeno.

Las regiones de genes estructurales particularmente preferidas de acuerdo con este aspecto de la invencién son
aquellas que incluyen al menos un marco de lectura abierto que se pueda traducir, mas preferiblemente que incluyan
ademads un codén de inicio de la traduccion situado en el extremo 5° de dicho marco de lectura abierto, aunque no
necesariamente en el extremo terminal 5’ de dicha region del gen estructural. En este aspecto, a pesar de que la regién
de genes estructurales puede comprender al menos un marco de lectura abierto que se pueda traducir y/o un codén
de inicio de la traduccién AUG o ATG, la inclusién de tales secuencias no sugiere de ningiin modo que la presente
invencién precise la traduccion de la molécula de 4cido nucleico que se introduce para modular la expresién expresion
del gen diana. Siempre que no esté sujeta a ninguna teorfa o modo de accién, la inclusién de al menos un marco de
lectura abierto que se pueda traducir y/o un codén de inicio de la traduccién en la molécula de 4cido nucleico en
cuestion puede aumentar la estabilidad del producto de la transcripcién del mRNA de esta y por lo tanto mejora la
eficiencia de la invencion.

La cantidad 6ptima de secuencias de genes estructurales que pueden aparecer en el gen sintético de la presente
invencién variard considerablemente, segtn la longitud de cada una de las secuencias de dicho gen estructural, su
orientacion y grado de similitud entre ellas. Por ejemplo, los expertos en la material serdn conocedores de la inestabili-
dad inherente de las secuencias nucleotidicas palindrémicas in vivo y de los problemas asociados a la construccién de
genes sintéticos de gran longitud que comprenden secuencias nucleotidicas invertidas repetidas, debido a la tendencia
de tales secuencias de recombinarse in vivo. A pesar de tales problemas, puede determinarse empiricamente la cantidad
oOptima de secuencias de genes estructurales que deben incluirse en los genes sintéticos de la presente invencién por
expertos en la materia, sin realizar ningiin experimento y siguiendo los procedimientos estandar, como la construccién
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del gen sintético de la invencién que utiliza lineas celulares deficientes en recombinasa, que reduce la cantidad de
secuencias repetidas hasta un nivel en el que se eliminan o minimizan las recombinaciones y se mantiene la longitud
total de la secuencia del gen estructural miltiple en un limite aceptable, preferiblemente menos de 5 kb a 10 kb, mas
preferiblemente menos de 2 kb a 5 kb e incluso mds preferiblemente menos de 0,5 kb a 2,0 kb de longitud.

Para su expresion en células eucariotas, la construccion generalmente comprende, ademds de la secuencia poli-
nucleotidica, un promotor y opcionalmente otras secuencias reguladoras disefadas para facilitar la expresién de la
secuencia polinucleotidica.

Las referencias a un “promotor” en este documento deben entenderse en su contexto mds amplio e incluyen las
secuencias reguladoras de la transcripcion de un gen del genoma clésico, que incluyen la caja TATA, que es necesaria
para un inicio de la transcripcion preciso, con la presencia de una secuencia de caja CCAAT o sin ella y elementos
reguladores adicionales (es decir, secuencias activadoras en direccién 5°, potenciadores y silenciadores) que alteran
la expresion del gen en respuesta a estimulos del desarrollo y/o estimulos externos, o de manera especifica de tejido.
Un promotor estd normalmente, aunque no necesariamente, situado en posicién corriente arriba o 5°, o en la regién
del gen estructural, la expresion del cual regula. Ademads, los elementos reguladores que comprenden un promotor se
posicionan normalmente en las 2 kb del sitio de inicio de la transcripcién de un gen.

En este contexto, el término “promotor” se utiliza también para describir una molécula sintética o de fusién, o
derivada que confiere, activa o potencia la expresién de una molécula de dcido nucleico en una célula.

Los promotores preferidos pueden contener ademads, copias de uno o varios elementos reguladores especificos,
para potenciar mas la expresion de la molécula sentido y/o modificar la expresion espacial y/o temporal de dicha mo-
lécula sentido. Por ejemplo, los elementos reguladores que confieren induccién por cobre pueden situarse adyacentes
a una secuencia promotora heteréloga que dirige la expresion de una molécula sentido, que confiere por lo tanto a la
expresion de dichas moléculas la caracteristica de ser inducibles por cobre.

La colocacién de una molécula de 4cido nucleico bajo la regulacién controlada por una secuencia promotora
significa posicionar dicha molécula de manera que la secuencia promotora controle la expresién. Los promotores se
sitdan normalmente en posicién 5’ (corriente arriba) a los genes que controlan. En la construccién de promotores
heterélogos/combinaciones de genes estructurales, se prefiere situar al promotor a una distancia del sitio de inicio de
la transcripcién del gen, que es aproximadamente la misma que la distancia entre ese promotor y el gen que controla
en su ubicacién natural, es decir, el gen del que deriva el promotor. Como se conoce en la materia, pueden variar
las distancias sin producir una pérdida de funcién del promotor. De manera similar, las posiciones preferidas para
colocar una secuencia de un elemento regulador con respecto a un gen heter6logo bajo su control se definen mediante
la posicién del elemento en su ubicacién natural, es decir, los genes de los que deriva. De nuevo, como se conoce en
la materia, pueden darse algunas variaciones en esta distancia.

Ejemplos de los promotores adecuados para su uso en los genes sintéticos de la presente invencién incluyen pro-
motores derivados de virus, hongos, bacterias, animales y plantas que pueden funcionar en células vegetales, animales,
de insectos, flngicas, de levaduras o bacterianas. El promotor puede regular la expresién de la constitucién del com-
ponente del gen estructural o en la diferenciacion con respecto a la célula, el tejido u 6rgano en el que se produce la
expresion o, con respecto al estado del desarrollo en el que se produce la expresidn o en respuesta a estimulos externos
como el estrés fisiolégico o microorganismos patégenos o iones metdlicos, entre otros.

Preferiblemente, el promotor puede regular la expresion de una molécula de 4cido nucleico en una célula eucariota,
un tejido o un érgano, al menos durante el periodo de tiempo en el que el gen diana se expresa y mds preferiblemente
precede inmediatamente también el principio de expresion detectable del gen diana en dicha célula, tejido u érgano.

Por consiguiente, los promotores constitutivos potentes son particularmente ttiles para las finalidades de la presente
invencién o los promotores que pueden inducirse mediante una infeccién viral o el principio de la expresion de un gen
diana.

Los promotores que operan en plantas y animales se prefieren particularmente para utilizarlos en la construccién
de la presente invencién. Ejemplos de promotores preferidos incluyen los promotores viricos, como el promotor del
bacteriofago T7, el promotor del bacteriéfago T3, promotor SP6, promotores bacterianos como el promotor del opera-
dor lac, promotor fac, promotores de virus como el promotor tardio de SV40, promotor temprano de SV40, promotor
RSV-LTR, promotor CMV IE o promotores de virus que afectan a las plantas como el promotor CaMV 35S, promotor
SCSYV, promotor SCBV y similares.

En consideracién del requerimiento preferido para la expresion de alto nivel, que coincide con la expresion del
gen diana o precede a la expresion del gen diana, es muy recomendable que la secuencia promotora sea un promotor
constitutivo potente en el huésped que interesa como del promotor CMV-IE o la secuencia promotora temprana del
SV40, la secuencia promotora tardia del SV40 para las células de los mamiferos y el promotor CaMV 35S o el pro-
motor del SCBV en ciertas células vegetales, entre otros. Los expertos en la materia serdn conocedores de secuencias
promotoras adicionales distintas a aquellas descritas especificamente.

En este contexto, los términos “en conexidén operativa con” o “bajo el control de manera operativa” o similares
deben indicar que la expresién de la regién de genes estructurales o regidon de genes estructurales multiple estd bajo
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el control de la secuencia promotora con la que estd conectada en el espacio en una célula, un tejido, un érgano u
organismo completo.

La construccién preferiblemente contiene adicionalmente los elementos reguladores para la transcripcién eficiente,
por ejemplo, una secuencia terminadora de la transcripcion.

El término “terminador” se refiere a una secuencia de DNA situada al final de una unidad transcripcional, cuyas
seflales terminan la traduccién. Los terminadores son secuencias de DNA 3’ no traducidas que contienen normalmente
una sefial de poliadenilacién, que facilita la adicién de secuencias poliadeniladas al extremo 3’ de un transcrito prima-
rio. Los terminadores activos en células vegetales son conocidos y estdn descritos en la literatura y pueden aislarse de
bacterias, hongos, virus, animales y/o plantas o pueden sintetizarse de nuevo.

Como las secuencias promotoras, el terminador puede ser cualquier secuencia terminadora que sea operativa en
las células, en los tejidos u en los 6rganos en los que se pretenda utilizar.

Ejemplos de terminadores particularmente adecuados para su uso en los genes sintéticos de la presente invencién
incluyen la sefial de poliadenilacién del SV40, la sefial de poliadenilacién del HSV TK, el terminador de CYCI1, el
terminador ADH, el terminador SPA, el terminador del gen de la nopalina sintasa (NOS) procedente de Agrobacte-
rium tumefaciens, el terminador del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el terminador del gen zein
procedente de Zea mays, las secuencias de terminaciéndel gen de la subunidad pequefia del Rubisco (SSU), secuen-
cias terminadoras del gen del virus del estancamiento subterrdaneo del trébol (SCSV), cualquier terminador de E. coli
independiente de Rho, o el terminador lacZ alfa, entre otros.

En un modo de realizacién particularmente preferido, el terminador es la sefial de poliadenilaciéon del SV40 o la
sefial de poliadenilacién del HSV TK, que son operativas en células, tejidos y érganos animales, terminador de la
octopina sintasa (OCS) o la nopalina sintasa (NOS) activan en células, tejidos u érganos vegetales, o el terminador
lacZ alfa activo en células procariotas.

Los expertos en la materia conocerdn las secuencias terminadoras adicionales que pueden ser adecuadas para la
realizacion de la invencidn. Tales secuencias pueden usarse sin mds sin realizar ningtin experimento.

Los métodos para introducir las construcciones en las células (es decir, la transfeccion o la transformacién) son
conocidos por los expertos en la materia.

Las construcciones descritas anteriormente son susceptibles de mas modificaciones, por ejemplo, mediante la in-
clusién de secuencias nucleotidicas marcadoras que codifican una enzima marcadora detectable o un andlogo funcional
o derivado de estos, para facilitar la deteccion del gen sintético en una célula, un tejido o un 6rgano en el que se expre-
sa. De acuerdo con este modo de realizacidn, las secuencias nucleotidicas marcadoras estaran presentes en un formato
que pueda traducirse y expresarse, por ejemplo, como un polipéptido de fusién con el producto(s) de traduccioén de
cada una o varios de los genes estructurales o alternativamente como un polipéptido que no es de fusién.

Los expertos en la materia sabran cémo producir los genes sintéticos descritos en este documento y los requisitos
para la expresion de éstos, cuando se desee, en una célula especifica o tipo celular en las condiciones deseadas. En
particular, los expertos en la materia sabrdn que las manipulaciones genéticas necesarias para realizar la presente
invencién pueden precisar de la propagacion de una construccidn genética descrita en este documento o a derivada de
este en una célula procariota como la célula de E. coli o una célula vegetal o animal.

Las construcciones de la presente invencién pueden introducirse en una célula, un tejido o un érgano adecuados
sin modificaciéon como DNA lineal, opcionalmente contenido por un portador adecuado, tal como una célula, una
particula viral o un liposoma, entre otros. Para producir una construccion genética, el gen sintético de la invencion se
inserta en un vector o liposoma, tal como un vector bacteriéfago, un vector viral o un pldsmido, césmido o un vector de
cromosoma artificial que se mantiene y/o se replica y/o expresa en la célula, en un tejido o en un 6rgano del huésped,
en el que se introduce posteriormente.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencidn proporciona una construccion genética que al menos comprende un
elemento genético como se describe en este documento y uno o varios origenes de replicacién y/o secuencias del gen
marcador seleccionable.

Las construcciones genéticas son particularmente adecuadas para la transformacién de una célula eucariota para
introducir en esta rasgos genéticos nuevos, ademds de conferir resistencia frente a microorganismos patégenos virales.
Tales rasgos nuevos adicionales pueden introducirse en una construccién genética separada o alternativamente, en la
misma construccion genética, que comprende los genes sintéticos descritos en este documento. Los expertos en la ma-
teria reconocerdn las ventajas significativas, en particular en términos de reduccion de la cantidad de manipulaciones y
requisitos de cultivo de tejidos y en el aumento de la relacion coste-efectividad al incluir secuencias genéticas que codi-
fican tales rasgos adicionales y los genes sintéticos descritos en este documento en una tnica construccion genética.

Generalmente, un origen de replicacién o un gen marcador seleccionable adecuados para su uso en bacterias estd

separado fisicamente de las secuencias genéticas que contiene la construccién genética que se pretende que se expresen
o se transfieran a una célula eucariota o se integren en el genoma de una célula eucariota.
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Como se utiliza en este documento, el término “gen marcador seleccionable” incluye cualquier gen que confiera
un fenotipo a una célula en la que se expresa para facilitar la identificacién y/o seleccion de células que se transfectan
o transforman con una construccién genética de la invencién o un derivado de estas.

Los genes marcadores seleccionables adecuados que se tratan en este documento incluyen el gen de resistencia
a la ampicilina (Amp"), el gen de resistencia a la tetraciclina (Tc"), el gen bacteriano de resistencia a la kanamicina
(Kan"), es el gen de la resistencia a la zeocina (la zeocina es un farmaco de la familia de la bleomicina que se lo
comercializa por InVitrogen Corporation), el gen AURI-C que confiere resistencia al antibiético aureobasidina A,
el gen de resistencia a la fosfinotricina, el gen de la neomicina fosfotransferasa (nptIl), el gen de resistencia a la
higromicina, el gen S-glucuronidasa (GUS), el gen de la acetiltransferasa del cloranfenicol (CAT), el gen que codifica
la proteina verde fluorescente o el gen de la luciferasa, entre otros.

Preferiblemente, el gen marcador seleccionable es el gen nptll o gen Kan® o el gen que codifica la proteina verde
fluorescente (GFP).

Los expertos en la materia conoceran otros genes marcadores seleccionables ttiles para la realizacién de la presente
invencion y la invencion en cuestion no estd limitada por la naturaleza del gen marcador seleccionable.

La presente invencién comprende a todas las construcciones genéticas como se describen en este documento bési-
camente, que incluyen ademds secuencias genéticas para mantenimiento y/o replicacién de dicha construccion genética
en procariotas o eucariotas y/o la integracion de dicha construccion genética o parte de este en el genoma de una célula
eucariota u organismo.

Los métodos estdndar descritos anteriormente pueden utilizarse para introducir las construcciones en la célula,
el tejido o el 6rgano, por ejemplo, la transfecciéon mediada por liposomas o transformacién, transformacién de célu-
las con particulas virales atenuadas o células bacterianas, acoplamiento celular, procedimientos de transformacién o
transfeccion conocidos por los expertos en la materia.

Meétodos adicionales para introducir DNA recombinante en el tejido o células de plantas incluyen, aunque no se
limitan a estos, la transformacién que utiliza CaCl, y variantes de la misma, captacién directa de DNA en los pro-
toplastos, captaciéon de DNA mediada por PEG en los protoplastos, bormbardeo de microparticulas, electroporacion,
microinyeccién de DNA, bombardeo de microparticulas de tejido explanto o células, infiltracién al vacio de acido
nucleico en un tejido o en el caso de plantas, la transferencia de T-DNA de Agrobacterium al tejido de la planta.

Para el bombardeo de células con microparticulas, se propulsa una microparticula al interior de una célula para
producir una célula transformada. Cualquier metodologia de transformacidn balistica adecuada de la célula y aparato
puede utilizarse al realizar la presente invencion. Se presentan aparatos ejemplares y procedimientos por Stomp et al.
(Patente estadounidense niim. 5,122,466) y Sanford y Wolf (Patente estadounidense nim. 4,945,050). Al utilizar pro-
cedimientos de transformacidn balistica, la construccién genética puede incorporar un pldsmido que puede replicarse
en la célula que se desea transformar.

Ejemplos de microparticulas adecuadas para su uso en tales sistemas incluyen las esferas de oro de 1 a 5 um.
La construccion de DNA puede depositarse sobre la microparticula mediante cualquier técnica adecuada, como la
precipitacion.

En otro modo de realizacién de la presente invencidn, las construcciones genéticas descritas en este documento
se adaptan para la integracién en el genoma de una célula en la que se expresa. Los expertos en la materia serdn
conocedores de que para conseguir la integracién de una secuencia genética o construccién genética en el genoma
de una célula huésped, pueden ser necesarias ciertas secuencias genéticas adicionales. En el caso de las plantas,
normalmente serdn necesarias las secuencias de los bordes izquierdo y derecho del T-DNA del plasmido Ti de la
Agrobacterium tumefaciens.

La presente invencion comprende ademds una célula, un tejido o un 6rgano aislados que comprenden las construc-
ciones o partes de las mismas. La presente invencidn abarca también los tejidos, 6rganos y organismos regenerados
completos derivados de dichas células, tejidos y 6rganos y a propagulos y progenie de los mismos, asi como a semillas
y otro material reproductivo.

Por ejemplo, las plantas pueden regenerarse a partir de células vegetales transformadas o tejidos u 6rganos en me-
dios que contienen hormonas y las plantas regeneradas pueden tomar variedad de formas, como quimeras de células
transformadas y células sin transformar; transformantes clénicos (p.ej.todas las células transformadas que contienen
el casete de expresion); injertos de tejidos transformados y sin transformar (p.ej. un patrén transformado injertado en
una pua sin transformar en especies de citricos). Las plantas transformadas pueden propagarse por muchos medios,
como por propagacién clénica o técnicas de crianza cldsicas. Por ejemplo, una primera generacién (o T1) de plan-
tas transformadas pueden autoreproducirse para proporcionar una segunda generacion homocigota (o T2) de plantas
transformadas y las plantas T2 se propagan ademas mediante técnicas de crianza clasicas.

En otro modo de realizacién, la construccién se usa para inducir modulacién de la expresion de una secuencia

genética diana. Por ejemplo, una construccién, cuando se encuentra en forma lineal, comprende en direccién 5’ a 3’ una
secuencia complementaria, un promotor y una secuencia sentido. Estos elementos estdn flanqueados por secuencias de
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reconocimiento de proteinas facilitadoras de la replicacion de origen viral (p.ej. tallo bucle) o mamiferos o microbios
homodlogos. Una secuencia terminadora se sitda fuera de la regién flanqueada por la secuencia de reconocimiento. Tras
la liberacién durante la replicacion, se produce una secuencia polinucleotidica que comprende formas complementarias
y sentido de una secuencia genética diana.

La secuencia polinucleotidica resultante puede formar entonces un bucle en horquilla. La construccién puede variar
para producir tdndem o repeticiones miiltiples, invertidas o combinaciones de estas. Tales construcciones son Utiles
para el silenciamiento de genes en células vegetales y animales. El orden de los elementos en forma lineal no es
crucial. Por ejemplo, la posicién de las secuencias sentido y complementaria pueden intercambiarse. Un ejemplo de
construccién adecuada se muestra en la Figura 27.

La presente invencidn se describe ademads por los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1
Vectores de expresion basados en el BBTV

Se construy6 una serie de vectores de expresion que contenian el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(35S) que dirigia la expresion del gen que codifica la barnasa, en el que se introdujo el intrén del gen de la patata
especifico de tejido ST-LS1 inducible mediante la luz (NT-INTRON-CT). El terminador era derivado del gen que
codifica la nopalina sintasa (nos) o el marco de lectura abierto principal (ORF) del DNA-6 del BBTV (BT6).

Las construcciones se ensamblaron mediante PCR con cebadores solapantes (Tabla 1) y se clonaron en vectores
pGEM-T mediante técnicas estandar conocidas en la materia. El vector de expresiéon pTBN se construyé y se muestra
en la Figura 1. pTBN (SEQ ID NO:66) representa el eje sobre el que otros vectores de expresion se construyeron. Se
indican los nombres de los cebadores y los sitios de unién, asi como el tamafio de cada secuencia. pTBN (como las
otras construcciones) que se amplificé de manera escalonada. Inicialmente, los tres fragmentos se amplificaron por
separado (es decir 35S, NT-INTRON-CT y nos). Se amplificé toda la secuencia al mezclar cada uno de los fragmentos
con los cebadores +1 y -4 en la PCR.

El pTBN6 (NUM. ID. SEC.:67) que se muestra en la Figura 2 contiene una regién de 624 pb que contiene el CR-
SL y el CR-M del DNA-6 del BBTV (6]), insertadas en el intrén.

El pTBN1 (NUM. ID. SEC.:68) que se muestra en la Figura 3 contiene una regién de 163 pb que contiene el CR-
SL y CR-M del DNA-1 del BBTV (11), insertadas en el intrén, de manera idéntica a pTBNG6. El terminador nos se
sustituy6 por el terminador de 126 pb del ORF largo del BBTV DNA-6.

La recircularizacién de vectores estd basada en pTBN6 y pTBNI1. Estos estdn flanqueados por secuencias de
reconocimiento Rep y estdn disefiados para recircularizar y posteriormente ser activos en la transcripcion, sélo en
presencia de la Rep del BBTV. Se construyeron tres vectores diferentes: pPRTBN6, pRTBN1 y pRTBN1/6.

El pRTBNG6 que se muestra en la Figura 4 se construy¢6 a partir del pTBN6. Se amplificaron dos fragmentos que
utilizaron +5 y -4 y +1 y -6 respectivamente. Estos se clonaron en el pPGEM-T y se subclonaron para crear el pRTBNG6.

El pRTBN1 que se muestra en la Figura 5 se construy6 a partir del pTBN1 de modo similar al pRTBNG6.

El pRTBN1/6 que se muestra en la Figura 6 era un hibrido de pRTBN1 y pRTBNG6.

Se construyeron también vectores no traducibles para cada una de las construcciones mencionadas anteriormente
(excepto para pTBN). En estos vectores, el codén de inicio del gen de la barnasa se elimind utilizando el cebador +11

(véase la Tabla 1). Las construcciones se denominaron pUBN6, pUBN1, pRUBN6 y pRUBNI.
TABLA 1

Secuencias oligonucleotidicas de los cebadores

eba~
c Nombre Secuencia (5'-37)
dor
+ 3
AAGCTTCATGGAGTCAAAGA (NUM. ID. SEC.:1)
1 TS1-H
+ 3 TCATTTGGAGAGGATCCATGGCACAGGTT (NUM. 1ID.
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58S1-B |SEC.:2)
B AACCTGTGCCATGGATCCTCTCCAAATGA (NUM. 1ID.
2-358 [SEC.:3)
B AAAATCAGATAAGAGCTCGATCGTTCAAA (NUM. ID.
1-N SEC.:4)
N TTTGAACGATCGAGCTCTTATCTGATTTT (NUM. 1ID.
2-B SEC.:5)
N AAGCTTTTCGCCATTCAGGCTGC (NUM. ID.
0S4-H SEC.:6)
B TATCATTAATTAGTAAGTTGTGCTGTAA (NUM. ID.
3-6 SEC.:7)
TTACAGCACAACTTACTAATTAATGATA (NUM. ID.
-B4 SEC.:8)
GGAAGGCAGAAGCGAGTAATATAATATT (NUM. ID.
-B3 SEC.:9)
B AATATTATATTACTCGCTTCTGCCTTICC (NUM. ID.
4-6 SEC.:10)
B ATCATTAATTAGTCACACTATGACAAAAG (NUM. ID.
5-I SEC.:11
I TTGTCATAGTGTGACTAATTAATGATAAT (NUM. 1ID.
-B6 SEC.:12)
I GACATTTGCATCAGTAATATAATATTTCA (NUM. 1ID.
-B5 SEC.:13)
B AATATTATATTACTGATGCAAATGTCCCG (SEQ ID NO
6-I 14)
B TCAGATAAGAGCTCAGTAACAGCAACAAC (NUM. 1ID.
7-6T SEC.:15)
6 GCTGTTACTGAGCTCTTATCTGATCTTTG (NUM. ID.
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9 T2-B SEC.:16)
- 6 AAGCTTATTTCCCAAATATACGT (NUM. ID.
10 T4-H SEC.:17)
+ U
GGATCCGCACAGGTTATCAAC (NUM. ID. SEC.:18)
11 NTBarn
Ejemplo 2

Vectores de expresion basados en TYDV
(a) La construccion de un casete de expresion del gen indicador GUS que contiene intrones

El vector pPCAMBIA 2301 se obtuvo de CAMBIA (Canberra, Australia). Este vector contiene un intrén de 189 pb
de la catalasa en la porcién 5’ de la regién codificante uidA. Se extrajeron la regién promotora 35S del CaMV (800
pb), la regién codificante uidA y el terminador nos del pPCAMBIA 2301 como un fragmento HindIIl/Sphl y se insert6
en un vector pPGEM-T (Promega) digerido de forma similar. La construccién subsiguiente se denominé pGEM-2301.
El promotor de 800 pb 35S del CaMV se sustituyé por el promotor de mayor potencia de 530 pb 35S del CaMV
mediante digestion con Notl/BglIl y ligacion. El vector subsiguiente se denominé p35S-2301 (Figura 7) y sirvié como
molde para todos los pasos de clonacién posteriores.

(b) Asilamiento de la region intergénica grande del mastrevirus del enanismo amarillo del tabaco (TYDV) e inser-
cion en el intron de la catalasa del p35S-2301
Un fragmento de 272 pb que contenia la regién intergénica grande (LIR) (nt +1 a nt +272) del TYDV (Genoteca

Acc M81103) se amplificé a partir de tejido procedente de hojas infectadas por el TYDV mediante PCR utilizando los
cebadores LIR-F y LIR-R (véase la Figura 1). Este fragmento se denominé LIR.

Cebadores:

LIR-F 5" -GCTCTTCCIGCAGGCGGCCGCATTAAGGCTCAAGTACCGTA3'

[NUM. ID. SEC.: 19]

LIR-R 5’- GCTCTTCGTCGACGAATTCATTTTCAACTTTGGGATGTCAC-3’

[NUM. ID. SEC.:20]

El segmento que comprende el promotor 35S del CaMV (530 pb), el primer exén uidA (19 pb) y la mitad 5° del
intrén de la catalasa (83 pb) se amplificé a partir del DNA del plasmido p35S-2301 mediante PCR, utilizando los
cebadores 35S-IE y CAT-A. Este fragmento se denominé CAT-A.

Cebadores:

355-IE 5’ -GAATTCCATGGAGTCAAAGATTCA-3’ [NUM. ID. SEC.:21]
CAT-A 5’ -GCCCGCTGCAGAGTTTAAAGAAAGATCAAAGC-3’ [NUM. 1ID.
SEC.:22]
El segmento que comprende la mitad 3’ del intrén de la catalasa (106 pb) y el segundo exén de uidA (1809 pb) se

amplificé a partir del DNA del plasmido p35S-2301 mediante PCR, utilizando los cebadores CAT-B y GUS-BszEII.
Este fragmento se denominé CAT-B.
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Cebadores:

CAT-B 57 —-GCCCCGGTCGACGATCTATTTTTTAATTGATTGG-3
[NOM. ID. SEC.:23]
GUS-BStEII 5’ -TTCGAGCTGGTCACCTGTAATTCACACGTGGTG-3"

[NUM. ID. SEC.:24]

Los productos resultantes de la PCR se clonaron en el pGEM-T y se comprobd la secuencia nucleotidica. Por
ultimo, cada fragmento se escindi6é (CAT-A con EcoRI/Pstl, LIR con Pstl/Sall, y CAT-B con Sall/BstEIl) del pGEM-
T y se ligaron conjuntamente en el p35S-2301 digerido con EcoRI/BstEII para crear el pldsmido pTEST1 (Figura 8).

(c) Determinacion del efecto la insercion de la LIR de TYDYV en el intron de la catalasa sobre la expresion de GUS

Con el fin de determinar si la expresiéon de GUS y por lo tanto el corte y empalme de intrones se afectaba por la
insercion de la LIR del TYDV en el intrén de la catalasa del p35S-2301, se bombardearon en células embrionarias del
banano con las construcciones y se estudi6 la actividad de GUS transitoriamente. El plasmido pTEST1 de la prueba y
el plasmido p35S-2301 como control positivo se cubrieron con particulas de oro de 1 um y se introdujo con técnicas
biolisticas en células embrionarias de la banana de 5 dias de vida (Musa ssp. cv. “Ladyfinger” AAA), de acuerdo con
Becker et al. (2000). Dos dias después del bombardeo, se recogieron las células y la actividad de GUS se estudi6 desde
el punto de vista histoquimico (Jefferson et al., 1987).

No se observo actividad GUS enddgena en las células no bombardeadas. Se observé una actividad potente de GUS,
visible en forma de mancha de células tefiidas de color azul brillante en las células bombardeadas con el pldsmido
p35S-2301 de control positivo. Por el contrario, la expresiéon de GUS de las células bombardeadas con pTEST1, fue
inferior (5 veces inferior aproximadamente) al determinarse la cantidad e intensidad del foco de células tefiidas de
azul. Este resultado sugeria que la insercién de LIR del TYDV en el intr6n de la catalasa del p35S-2301 no eliminaba
la expresion de GUS, pero podia afectar al procesamiento del intrén en cierto grado.

(d) Identificacion de sitios de corte y empalme cripticos de intrones en el LIR del TYDV

Con el fin de determinar si el LIR del TYDV contenia sitios potenciales de corte y empalme cripticos de intrones,
que podian afectar al procesamiento del pre-mRINA, se sintetiz6 cDNA a partir de extractos RNA derivados de células
bombardeadas con p35S-2301 y pTEST1. El RNA total se aisl6 de las células de la banana al cabo de dos dias del
bombardeo de p35S5-2301 y pTEST1 con el método de Chang et al. (1993) Se sintetiz6 DNA complementario a partir
del RNA total utilizando el cebador uidA2. Este cDNA se utiliz6 como molde para una PCR interna con los cebadores
uidA1 y uidA3. Los productos resultantes de la PCR se clonaron en el pGEM-T y se secuenciaron. La secuenciacién
identificé dos sitios potenciales en el LIR del TYDYV, que pueden contribuir a un corte y empalme aberrante del intrén
de la catalasa del pre-mRNA de la regién codificante de uidA. La primera secuencia, CTGCAGDGC, situada en el
cebador LIR-F que se utiliz6 para aislar la LIR del TYDV, guarda una gran similitud con el sitio de corte y empalme
3’ consenso (T (10X)GCAGVGT). La segunda secuencia, TAVGTGAGT (nt +43 a nt +50), comparte cierta similitud
con el sitio de corte y empalme 5’ consenso (AGVGTAAGT).

Cebadores:

uidAl  5’- CCATGGTAGATCTIGAGGG-3’ [NUM. iD.
SEC. :25]

uida2 5/ ~TACGTACACTTTTCCCGGCAATAAC-3’ [NUM. iD.
SEC.:26]

uida3s 5’ ~GTAACGCGCTTTCCCACCAACGC-37  [NUM. ID.

SEC.:27]
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(e) Eliminacion del sitio de corte y empalme criptico 3’ de intrones del LIR del TYDV

De los dos sitios de corte y empalme cripticos de intrones que se identificaron, el primero (CTGCAGGC) se
considerd el més significativo debido a su situacién en relacién con el sitio 5° de corte y empalme de intrones de la
catalasa. Para eliminar esta secuencia del LIR del TYDYV, se disefié un cebador nuevo LIR-XAo que incorporaba un
sitio Xhol en lugar de los sitios de restriccion originales Pstl y Notl.

El LIR TYDV se reamplificé a partir del DNA del plasmido pTEST1 mediante PCR con los cebadores LIR-Xho
y LIR-R. Este fragmento se denominé LIR-X. De manera similar, el fragmento que comprende el promotor 35S de
CaMV (530 pb), el primer exén uidA (19 pb) y la mitad 5° del intrén de la catalasa (83 pb) se reamplificé a partir del
DNA del pldsmido pTEST1 mediante PCR con los cebadores FUP y CAT-Xho. Este fragmento se denominé CAT-X.
Ambos productos de la PCR se clonaron en el pPGEM-T y se comprobaron sus secuencias. Por tltimo, los fragmentos
de la PCR se escindieron del pGEM-T (LIR-X con Xhol/Sall y CAT-X con Pstl/Xhol) y se ligaron en el pTEST1
digerido con Pstl/Sall para reemplazar los insertos originales. Esta construccién se denominé pTEST?2 (Figura 9). La
eliminacion del sitio de corte y empalme criptico de intrones en el pTEST2 generé una mayor expresiéon de GUS que
el pTEST]1 gracias a la disminucién de corte y empalme aberrante y a la mejora del procesamiento de mRNA.

Cebadores:

LIR-Xho 57 ~-CTCGAGATTAAGGCTCAAGTACCGTA-3” [NUM. ID.

SEC.:28]

CAT-Xho 5’ -AGTTTAAAGAAAGATCAAAGC-3’ [NUM. iD.
SEC.:29]

FUP 5’ -AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ [NUM. iD.
SEC.:30]}

(f) Construccion del vector de expresion de GUS activado por Rep

Un fragmento de 229 pb que contiene la region intergénica pequefia del TYDV (SIR) (nt +1275 a nt +1504) se
amplificé del tejido de la hoja del tabaco infectado con TYDV mediante PCR con los cebadores SIR-F y SIR-R (véase
la Figura 2). El producto resultante de la PCR se clon6 en el pGEM-T y se comprobé la secuencia nucleotidica. Este
plasmido se denominé pGEM-SIR. La SIR del TYDV se escindié del pGEM-SIR en forma de fragmento Sphl y se
insert en el Unico sitio de Sphl, en direccién 3° del terminador nos, en el pTESTI. Esta construccién se denominé
pTEST1-SIR.

Cebadores:

SIR-F 5’ ~GCATGCAAGAGTTGGCGGTAGATTCCGCATGT -3’ [NOM. 1ID.

SEC.:31]
SIR-R 5’ —-GCTCTTCGCGGCCGCGCTCCTGAA, TCGTCGAGTCA~3/ [NfJM .

ID. SEC.:32]

El promotor 35S de CaMV, el primer exén uidA, la mitad 5° del intr6n de la catalasa y el LIR del TYDV se
escindieron del pTEST2 en forma de un fragmento Nofl/Sall y se insert6 en un vector pPGEM-T digerido de manera
similar. El clon subsiguiente denominé pGEM-CATX. EL LIR del TYDV, mitad 3’ del intrén de la catalasa, el segundo
ex6n uidA , el terminador nos y la SIR del TYDV se escindieron a partir del pTEST1-SIR en forma de un fragmento
Notl y se insertaron en el tnico sitio de Notl en el pGEM-CATX. Esta construccién se denominé pTEST3 (Figura 10).
El casete activable de la expresion de GUS se escindi6 posteriormente del pTEST3 mediante digestién con Sacl/Apal y
se insert6 en los sitios de restriccion Sacl/Apal situados en direccién 5° del casete promotor de nos-NPTII-terminador
de nos en el plasmido binario pART27 (Gleave 1992). Esta construccién se denominé pTEST4 (Figura 11). El vector
pTEST4 se introdujo en Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) mediante electroporacién mediante el método de
Singh et al. (1993).
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(g) Construccion del TYDY 1.1 mer infeccioso

Se amplificaron dos fragmentos solapados del genoma del TYDV a partir del tejido de la hoja de tabaco infectado
con el TYDV mediante PCR, con los pares de cebadores LIR-F/SIR-R (NUM. ID. SEC.:19/NUM. ID. SEC.:32) y
LIR-R/TYD-3F (NUM. ID. SEC.:20/NUM. ID. SEC.: 33). Los productos resultantes de la PCR (TYD-R y TYD-
L, respectivamente) se clonaron en el pGEM-T y se comprobaron sus secuencias. Estos pldsmidos se denominaron
pGEM-TYD-R y pGEM-TYD-L, respectivamente. Un fragmento de 1659 pb del genoma del TYDV se escindid
del pGEM-TYD-L mediante digestién con EcoRI y e insert6 en el tnico sitio de EcoRI en el pGEM-TYD-R. Esta
construccién se denominé pGEM-TYDV l.lmer. El TYDV 1,1mer se escindi6 del pPGEM-TYDV 1,1mer mediante
digestion parcial con Sall/EcoRI y se inserté en el vector pBI101.3, digerido de manera similar (Clontech), para
reemplazar el gen uidA y el terminador nos. Esta construccién se denominé pBI-TYDV1.1mer (Figura 12). El vector
pBI-TYDV1.1mer se introdujo en Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) mediante electroporacién con el método de
Singh et al. (1993).

Cebadores:
TYD-3F 5/ -TTTAAACGTTTAGGGGTTAGCA-3/ [N(:IM. ID. SEC.:33}

(h) Construccion de la fusion entre CaMV 35S- TYDV Rep

El gen completo de la Rep (que incluye RepA) del TYDV (nt +2580 a nt +1481) se amplificé a partir de tejido
de las hojas de tabaco infectadas con el TYDV mediante PCR con los cebadores TYDVRepF y TYDVRepR. El
producto resultante de la PCR se clond directamente en el sitio Smal situado entre el promotor CaMV 35S (530 pb)
y el terminador de CaMV 35S (200 pb) en pDHS51 (Pietrzak et al., 1986). Esta construccién se denominé p35S-Rep
(Figura 13).

Cebadores:

TYDVRepF 5’/ -TCAGTGACTCGACGATTC-3’ [NUM. ID. SEC.:34]

TYDVRepR 5/ ~TTAATATGCCTTCAGCCC-3’ [NUM. ID. SEC.:35]

Ejemplo 3
Andlisis de la expresion de GUS mediante el uso de vectores TYDV

(a) Expresion activada por Rep transitoria de GUS en células mono y dicotiledoneas

Las células de tabaco (NT-1) se mantienen esencialmente tal y como describe An (1985), y se preparan para el
bombardeo con microparticulas como detallada Dugdale et al. (1998). Las suspensiones de células embrionarias de
banana (Musa spp. Cv. “Ladyfinger” AAA) se prepararon como se describe previamente. El recubrimiento de las
particulas de oro y los pardmetros biolisticos fue esencialmente como describen Dugdale et al. (1998) o Becker et al.
(2000).

Los pldsmidos utilizados para este estudio fueron:

(i) p35S-2301 como control positivo (Figura 7),
(i) pTEST3 (Figura 10),
(iii)) p35S-Rep (Figura 13),y
(iv) pTEST3y p35S-Rep.

Se bombardean cinco placas de ambas lineas celulares con cada una de las cuatro combinaciones plasmidicas. Las
células se recolectan tres dias después del bombardeo y se analiza la actividad de GUS histoquimica y/o fluorométri-
camente (Jefferson ef al., 1987).

No se observa actividad GUS enddgena en las células no bombardeadas. En las células bombardeadas con el
plasmido p35S-2301 como control positivo se observa una fuerte actividad GUS, evidente en forma de focos celulares
tefiidos de azul vivo. No se observa expresion de GUS en las células bombardeadas con p35S-Rep o con pTEST3. En
contraste, las células bombardeadas con ambos plasmidos, p35S-Rep y pTEST3, tifien intensamente de azul, mas que

aquellas obtenidas con el el pladsmido control positivo de p35S-2301. Este resultado sugiere que solo bajo la adicién
de Rep TYDV en trans hace que el casete de expresion de GUS en pTEST3 se active.
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(b) Deteccion del corte, la union y la replicacion asistidos por Rep en el episoma de planta multicopia (MPE) de
GUS

La deteccién de los MPEs GUS basados en TYDV se consigue mediante PCR. Los cebadores uidA1 (NUM. ID.

SEC.:25) y uidA3 (NUM. ID. SEC.:27) amplifican un fragmento del gen uidA (abarcando el intrén de catalasa) el
intrén de la catalasa. Sé6lo en la liberacién asistida por Rep del MPE basado en TYDV del plasmido pTEST3 ésta
combinacién de cebadores genera un producto de 600 pb (que incluye 140 pb del gen uidA, 190 pb del intrén de la
catalasa y 270 pb del LIR de TYDV) en una PCR.

Las células NT-1 de tabaco y de banana se bombardean con cada una de las cuatro combinaciones plasmidicas
citadas arriba. Tres dias después del bombardeo, se recogen las células y se extrae el gDNA total utilizando el método
de Stewart and Via (1993). El gDNA total (1 ug) se utiliza como molde para una PCR con los cebadores uidAl
(NUM ID. SEC.:25) y uidA3 (N UM. ID. SEC. :27). Los productos de la PCR se electroforizan a través de un gel de
agarosa al 1,5% m/v. A partir del gDNA de las células bombardeadas con el pldsmido control p35S-2301 (Figura 7),
se obtiene un producto de 330 pb. Este producto correspondia al uidA y a la secuencia del intrén de la catalasa del
DNA del plasmido de entrada. A partir del gDNA de las células no bombardeadas o de las células bombardeadas con
pTEST3 o con p35-Rep solos, no se obtuvo ningtin producto de PCR. A partir de las células de gDNA bombardeadas
con pTEST3 y p355-Rep se obtuvo un producto de 600 pb. Este resultado apoya los andlisis histoquimicos de GUS
previos y sugiere que los MPEs basados en TYDV se generan tinicamente en las células bombardeadas con ambos
plasmidos pTEST3 y p35S-Rep.

La replicacién de los MPEs basados en TYDV se evalia mediante hibridacién Southern. Utilizando este proce-
dimiento, las formas multiméricas de los MPE, indicativas de replicacién en circulo rodante, se detectan mediante
hibridacién. El gDNA total (20 ug) de las células bombardeadas con cada una de las cuatro combinaciones plasmi-
dicas, se electroforiza a través de un gel de agarosa al 1,5% m/v. El DNA se transfiere a una membrana de nailon
(Roche) mediante el método Southern (1975). Se amplificé una sonda de 600 pb marcada con DIG, especifica para
uidA y el intrén de la catalasa mediante PCR, utilizando los cebadores uidA1 (NUM. ID. SEC.:25) y uidA3 (NUM.
ID. SEC.:27). La sonda especifica de uidA se hibrida con la membrana de nailon a 42°C en solucién DIG Easy-Hyb
(Roche) y la sefial se detecta utilizando el substrato CDP-Star (Roche) segun las instrucciones del fabricante. Las
formas caracteristicas superhelicoidales, lineales, y circulares abiertas, y las formas multiméricas de peso molecular
superior de los MPEs basados en TYDV sélo se detectan en el gDNA procedente de células vegetales bombardeadas
con ambos plasmidos, pTEST3 y p35S-2301. En conjunto estos resultados confirman que, cuando se proporcionan en
trans, el Rep TYVD és capaz de cortar, unir, y replicar el MPE basado en TYDV en los tipos celulares mono y dicolti-
ledéneo. Ademads, estos resultados sugieren que la expresion de uidA a partir del plasmido pTEST3 sdlo se activa tras
la adicion del Rep TYDV, y la adicién resulta en una expresion significativamente mds alta que un casete de expresion
de GUS no replicativo (p35S-2301).

Ejemplo 4
Transformacion estable de una planta monocotiledonea y una dicotiledonea con el casete activable por Rep

Las suspensiones de células embrionarias de banana (Musa spp. Cv. “Ladyfinger” AAA) son la diana para la
transformacion estable basada en microproyectiles. Se bombardean las células con pTEST3, como se describe previa-
mente, con la excepcion que el pldsmido se co-transforma con 1 g de pPDHKAN (Pietrzak et al., 1986). Este pldsmido
contiene un casete promotor 35S de CaMV-NPTII-terminador 35S de CaMV, a partir del cual la expresién del gen
NPTII confiere resistencia a los antibiéticos canamicina o geneticina. La seleccidn, el cultivo y la regeneracién de
las plantas de banana transgénicas se realizan esencialmente como describen Becker et al. (2000). Se confirma que
las plantas transgénicas independientes contienen ambos genes, NPTII y uidA mediante PCR, utilizando los pares de
cebadores NPT-F/NPT-R y uidA4/uidAS, respectivamente. Se seleccionan diez transformantes independientes para
los siguientes estudios.

NPT-F 5’ -ATGATTGAACAAGATGGATT-3’ [NOM. ID. SEC.:36]

NPT-R 5’ -TGAGAAGAACTCGTCAAGA-3’ [NUM. ID. SEC.:37]
uidA4 5’ -GTTATTGCCGGGAAAAGTGTACGTA-3’ [NOM. ID. SEC.:38]

uidA5 5’ -CTAGCTTGTITTGCCTICCCTGCTGCG-3' [NUM. ID. SEC.:39]
El tabaco (Nicotiana tabacum cv. “Samsun”) se transforma mediante la infeccién de discos de hoja mediada por
Agrobacterium segin el método de Horsch er al. (1988). Se transforman diez plantas transgénicas independientes con

el T-DNA del pldsmido pTEST4. Cada linea contiene las regiones codificantes de NPTII y uidA mediante PCR, como
se describe arriba.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2296 736 T3

Los trozos de hojas de cada una de las diez lineas de bananas y de tabaco transgénicos transformadas con el casete
de expresién de GUS activable por Rep (es decir, pTEST3 [Figura 19] y pTEST4 [Figura 11], respectivamente) se
bombardean con el plasmido p35S-Rep. Tres dias después del bombardeo, los trozos de hoja se someten a andlisis
histoquimicos de GUS. La expresién de GUS no es evidente en los trozos de hojas no bombardeados de cada una de
las diez lineas de banana y tabaco. Los trozos de hoja bombardeadas con el plasmido p35S-Rep, muestran multiples
focos de tincién azul de GUS. En estos trozos de hoja, se confirma el corte, la unién, y la replicacién de los MPEs
basados en TYDV, como se describe previamente. Estos resultados indican que el Rep TYDV es capaz de activar la
expresion de GUS a partir de una copia integrada de forma estable de cualquier plasmido, y es capaz de cortar, unir y
replicar el MPE basado en TYDV in vivo.

Ejemplo 5
Expresion activada de la infeccion de TYDV en el tabaco transgénico

Cada una de las diez lineas de tabaco transgénicas se infiltra con cultivos de Agrobacterium transformados con
pBI-TYDV 1,1 nucledtidos (remitirse a Ejemplo 2 (f), Figura 12) utilizando el método de Boulton (1995). Después de
un periodo de dos meses, se recogen las muestras del punto de infeccién y por toda la planta, y se evalia la expresion
de GUS utilizando andlisis histoquimicos. La actividad GUS (es decir, tejido tefiido de azul) sélo se observa en las
plantas infectadas con TYDV, comparado con los controles inoculados de forma simulada. Con el tiempo, la expresion
de GUS se expande, via la vasculatura, desde el punto de infeccion hacia varias partes de la planta. El corte, la unién
y la replicacién del casete de expresion de GUS dirigidos por Rep se establece como se describe previamente. Este
resultado sugiere que la infeccién con TYDV es suficiente para la liberacion replicativa del casete de expresién de
GUS a partir de una copia cromosémica integrada.

Ejemplo 6
Andlisis de muerte celular transitoria utilizando vectores de expresion basados en BBTV

Para demostrar que la barnasa era capaz de causar la muerte celular, se realizaron los analisis con los vectores de
expresiéon (pTBN, pTBN6, pTBNI1, Figuras 1, 2 y 3). Los controles negativos fueron pUBN6 y pUBNI (remitirse a
Ejemplo 1, arriba). Cada una de estas construcciones se co-bombarde6 con un vector GUS en suspensiones de células
embrionarias de banana (Musa spp cv. Bluggoe) esencialmente como se describe por Dugdale et al., 1998. El vector
GUS contenia un promotor fuerte (Ubil de maiz, 35S de CaMV o Actl de banana) que conducia a la expresién del
gen indicador, la S-glucoronidasa (Jefferson, 1987). Analisis posteriores MUG para la actividad GUS mostraron que
las células que se habian transformado con pTBN, pTBN6 o pTBNI1 tenian una actividad GUS inferior que la que
tenia el control negativo (pUBN1 o pUBNG6) (Figura 14). Esto sugiere que el corte y empalme del intrén todavia tiene
lugar, y que al menos en el caso del pTBN1, no difiere significativamente del vector original pTBN. Asi, la inclusién
de los elementos de replicacion de BBTV en el intrén no redujo significativamente la eficacia del corte y empalme o
la posterior actividad barnasa, en relacion al pTBN.

Se llevaron a cabo experimentos que mostraron que la recircularizacién y replicacién de “1.1 mers” basados en
BBTYV tiene lugar en presencia de Rep (producto génico a partir del DNA-1 de BBTV). También se encontré que
aumentaba la replicacién mediante la inclusién del producto génico del DNA-5 de BBTV (una proteina con tendencia
a enlazarse al retinoblastoma putativo). Consecuentemente, cada uno de los vectores de recircularizacién (pRTBN6
[Figura 4], pRTBN1 [Figura 5], pPRUBN6, pRUBN1) se bombarde6 con el DNA-1y 5 de BBTV de “1.1 mers” y un
vector de expresiéon de GUS.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2

Combinaciones plasmidicas utilizadas para el bombardeo con microproyectiles de células de banana

Marcador del eje
de 1las x (Figura
15)

RTBN6

RUBN6

RTBN1

RUBN1

BBTV1

BBTVS

GUS

Lo | <

< | Ll <

Lo <Ll <

RTBN6

L | 2|2l | <2

RUBN6

RTBN1

RUBN1

Los resultados que se muestran en la Figura 15 apoyaban a los previos andlisis de muerte celular del vector de
expresion (Figura 14). Otra vez, las construcciones que contenian barnasa no traducible (p)RUBN6 y pRUBN1) tenfan

una actividad GUS superior a la de las construcciones traducibles.

Se realizaron experimentos para demostrar que la actividad barnasa estaba inducida sélo en presencia de la proteina
Rep. Consecuentemente, se llevaron a cabo andlisis +/- Rep (“1.1 mer” DNA-1 de BBTV) para demostrar que la expre-
sién solo tendria lugar cuando estaba presente (Tabla 3). Se utiliz6 DNA de relleno para mantener una concentracién

de DNA constante.

TABLA 3

Combinaciones plasmidicas para el bombardeo con microproyectiles de células de banana

Marcador del |RTBN6+ |RTBN6~ |RUBN6+ |RTBN1+ |RTBN1- RUBN1+
eje de las x

(Figura 16)

BBTV1 ¥ - J ) - v
BBTV5 v V ) v ) v
GUS ) v vV ) v V
RTBN6 \1 V - - - -
RUBN6 - - v - - -
RTBN1 - - - ) \ -
RUBN1 - - - - - |
Stuffer - N - - V -

Para observar si las construcciones de recircularizacién podian de replicar en presencia de “1.1 mer” DNA-1 y
5 de BBTYV, se incluyeron las construcciones no traducibles en los ensayos de replicacion de las células de banana
transitoria. Se recolectaron las células 0,4 y 8 dias después del bombardeo, se extrajo el DNA celular total y se analiz6

mediante hibridacion Southern.
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Inicialmente, las membranas se marcaron con una sonda de 35S de CaMV marcada con DIG. Las formas no replica-
tivas eran evidentes en las células al dia 4 o 8. Sin embargo, al dia 0, las formas potencialmente replicativas se encontra-
ban en concentraciones muy bajas, tanto en los plasmidos pRUBN6, como en pURBNI. Se sac6 la sonda 35S se y las
membranas se volvieron a marcar con una sonda del DNA-1 del BBTV marcada con DIG. Se observaron altos niveles
de replicacién en las células recogidas los dias 4 y 8, y casi no habia replicacién en las células recogidas el dia 0.

Ejemplo 7
Andlisis de muerte celular utilizando vectores de expresion basados en TYDV
(a) Un vector de un gen suicida activable por Rep para conferir resistencia a TYDV

El plasmido pRTBN (DNA Plant Technologies, Oakland, California) contiene la regién que codifica la barnasa
(339 pb) en la que se ha incorporado el intrén LS1 de la patata (188 pb). El gen de la barnasa y el intrén enteros se
amplificaron a partir del pRTBN mediante PCR utilizando los cebadores BARN.EXP1 y BARN.EXP2. Se amplific6
un control génico no traducible de forma semejante utilizando los cebadores BARN.UTR y BARN.EXP2.

Cebadores:

BARN.EXP1 5’ -GGATCCATGGCACAGGTTATCAACACGTTTGACG-3’ [NUM.
ID. SEC.:40]

BARN.EXP2 5/-CTAGAGITATCTGATTTTTGTAAAGGTC-3’ [NUM. 1ID.
SEC. :41]

BARN.UTR 5’ -GGATCCGCACAGGTTATCAACACGTTTGACG-3’ [NﬂM. ID.
SEC.:42]

Los productos de la PCR se clonaron en un vector pPGEM-T. Estos clones se nombraron pGEM-BTR y pGEM-
BUTR, respectivamente. Se escindié el LIR de TYDV (LIR-X) como un fragmento EcoRI a partir del pGEM-T y se
insertd en el sitio Mfel localizado en el intrén LTS de patata del pGEM-BTR y del pGEM-BUTR. Estos plasmidos
se nombraron pBTR-LIR y pBUTR-LIR, respectivamente. Los genes de barnasa que contenian la secuencia LIR en
pBTR-LIR y pBUTR-LIR se escindieron como fragmentos BamHI/Pstl y se insertaron en un vector pGUS2 digerido
de forma semejante para reemplazar la regién codificante de uidA original. El pldsmido pGUS2 contiene un promotor
35S de CaMV (530 pb)-gen uidA- terminador 35S de CaMV (200 pb). Estas construcciones se nombraron p35S-BTR-
LIR y p35S-BUTR-LIR, respectivamente (Figura 17). Se construyeron dos plasmidos de control mediante la escisién
de los genes de la barnasa de los plasmidos pGEM-BTR y pGEM-BUTR con BamHI/Pstl, y la insercién en pGUS2
digerido de forma semejante. Estos plasmidos de control se nombraron p35S-BTR y p35S-BUTR, respectivamente
(Figura 18).

(b) Evaluacion transitoria de la actividad barnasa activada por Rep en TYDV en células mono y dicotiledoneas

Para poder determinar la actividad barnasa in vivo, se co-bombardean construcciones suicidas con un casete de
expresion de una proteina verde fluorescente (pvf). Se considera que la expresion y la accién de la barnasa (p. ej. muerte
celular) tienen lugar cuando se observa una reduccion significativa en los focos fluorescentes verdes en comparacién
con los controles de barnasa no traducible.

Las células de banana (Musa spp. Cv. “Ladyfinger”) y de tabaco (Nicotiana tabacum NT-1) se bombardean con
los plasmidos (i) p35S-BTR, (ii) p35S-BUTR, (iii) p35S-BTR-LIR, y (iv) p35S-BUTR-LIR (Figuras 17 y 18) como
se describe en el Ejemplo 3, arriba. Cada plasmido se co-bombardea con 1ug de pWORM. La construccién pWORM
contiene casete con un promotor 35S de CaMV (530 pb)-pvf (750 pb)-terminador 35S de CaMV (200pb) y previamen-
te se ha demostrado que provee de una fuerte fluorescencia verde en los andlisis transitorios con ambos tipos celulares
(Dugdale et al., 1998).

Tres dias después del bombardeo, se visualiza la fluorescencia verde utilizando un microscopio estereoscopico
Leica MZ12 con un médulo de fluorescencia PVF-Plus (excitacion=490, emisién=510). Ambos pldsmidos, p35S-
BTR y p35S BTR-LIR, reducen significativamente la expresion de pvf a partir de pWORM (como determinan el
nimero y la intensidad de los focos de fluorescencia verde) en comparacién con p35S-BUTR y p35S-BUTR-LIR.
Este resultado sugiere que la insercion del LIR de TYDV al intrén LS1 de ST en p35S-BTR no interfiere con el
tratamiento del intrén ni inhibe la expresion de la barnasa.
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(¢) Construccion del vector Barnasa activable por Rep de TYDV

El promotor 35S de CaMV, la mitad 5’ del gen de la barnasa, la mitad 5° del intrén LS1 de ST y el LIR de
TYDV se re-amplifican a partir de p35S-BTR-LIR (Figura 17A) mediante una PCR utilizando los cebadores 35S-
IE (NUM. ID. SEC.:21) y LIR-R (NUM. ID. SEC.:20). El producto de la PCR se clona al vector pGEM-T y se
verifica la secuencia. Este pldsmido se nombra pPGEMBS5’. La region LIR de TYDYV, mitad 3’ del intr6n LS1 de ST,
la mitad 3’ del gen de la barnasa y el terminador nos se escinde del p35S-BTR-LIR como un fragmento Xhol/Sacl,
el SIR de TYDV se escinde del pGEM-SIR como un fragmento Sacl/Ncol, y el promotor 35S de CaMYV, la mitad
5’ del gen de la barnasa, la mitad 5’ del intrén LS1 de ST y el LIR de TYDV se escinden del pPGEMBS5’ como un
fragmento parcial de Ncol/Sacll. Los insertos se ligan con un pBluescript II (Stratagene) digerido con Xhol/Sacll. La
construccion resultante se nombra pBTR.testl (Figura 19A). La region no traducible del vector control se prepara de
una forma semejante y la construccién resultante se nombra pBUTR .test] (Figura 19B).

(d) Expresion transitoria de la barnasa activada por Rep de TYDV en células mono y dicotiledoneas
Las células de banana (Musa spp. Cv. “Ladyfinger”) y de tabaco (Nicotiana tabacum NT-1) se bombardean, como

se describe anteriormente, con las combinaciones plasmidicas que se enumeran en la Tabla 4, abajo:

TABLA 4

Combinaciones plasmidicas para los andlisis de transformacion transitorios en células de banana y de tabaco, y la
expresion de pvf resultante (valorada como + o -)

Combina- |p35s- |p35S—~ |[pBTR- pBUTR- |pBTR- PBUTR-
cién BTR BUTR testl testl |[testl testl
plasmi- |pWORM |pWORM |pWORM PWORM | pWORM PWORM

dica p35s-Rep |p35S—-Rep

Foco de|no si si si no si
fluores-—
cencia
verde 3
dias
después
del bom-

bardeo

Los resultados de la Tabla 4 sugieren que la expresion de la barnasa (y por tanto de la muerte celular) s6lo se activa
a partir de pPBTR-testl cuando el Rep de TYDV se proporciona en trans. La expresion activada por Rep del casete
génico de la barnasa no traducible (pBUTR-test1) resulta en una reduccién no significativa de la expresion de pvf a
partir de pWORM. El corte, la unién, y la replicacién asistidos por Rep de los MPEs de las células bombardeadas
con pPBUTR-testl, pWORM y p35S-Rep se confirma como se describe previamente, exceptuando la utilizacion de los
cebadores BARN.UTR (NUM. ID. SEC.:40) y BARN.EXP2 (NUM. ID. SEC.:41) para la PCR y la sintetizaci6n de
una sonda especifica para la barnasa y marcada con DIG utilizando los cebadores antes mencionados.

(e) Construccion de pldasmidos binarios que contienen los casetes génicos de la barnasa activables por Rep

Los casetes de la barnasa activables por Rep se escinden de pBTR-test] y pBUTR-testl como fragmentos Pvull
y se insertan en el tnico sitio EcoRI (de extremo romo utilizando el fragmento klenow grande de la DNA polime-
rasa I) localizado en 3’ del casete promotor 35S de CaMV-NPTII-terminador 35S de CaMV en el pldsmido binario
pTABS (CSIRO, Canberra, Australia). Las construcciones resultantes se denominan pTAB-BTR1 y pTAB-BUTRI,
respectivamente. Ambos vectores se introducen en Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) mediante electroporacién
utilizando el método de Singh ef al. (1993).
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(f) Transformacion estable de una planta monocotiledonea y una planta dicotiledonea con los casetes de la bar-
nasa activables por Rep

La transformacion estable del banana (Musa spp. Cv. “Ladyfinger”) y del tabaco (Nicotiana tabacum cv. “Sam-
sun”) se realiza tal y como se describe en el Ejemplo 4, arriba, excepto que los plasmidos pBTR-test1 y pBUTR-test1
se co-transforman independientemente con pDHKAN para la transformacion estable del banana y que los cultivos de
Agrobacterium que tienen los plasmidos pTAB-BTR1 y pTAB-BUTRI1 se utilizan para la transformacién mediada por
Agrobacterium de los discos de hojas de tabaco.

Se confirma que las plantas transformadas contienen los casetes génicos de la barnasa y el gen NPTII mediante

PCR, utilizando las parejas de cebadores LIR-F/LIR-R (NUM. ID. SEC.:20, NUM. ID. SEC.:19) y NPT-F/NPT-R
(NUM. ID. SEC.:36/NUM. ID. SEC.:37), respectivamente. Se seleccionan diez lineas transgénicas independientes de
ambas especies mono y dicotiledéneas para estudios posteriores.

(g) Resistencia hipersensible activada por Rep a TYDV en el tabaco transgénico

La activacién de la expresion de la barnasa mediante Rep en las diez plantas independientes de tabaco transforma-
das con pTAB-BTR1 y pTAB-BUTRI1 se analiza inicialmente mediante bombardeo de particulas de la construccién
p35S-Rep a los trozos de hojas, como se describe. Dos dias después del bombardeo, la necrosis de las dreas bombar-
deadas es sélo evidente en las hojas de plantas de tabaco transformadas con el casete del gen de la barnasa traducible
activable por Rep (pTAB-BTR1) en comparacién con el control no traducible (pTAB-BUTRI1). Este resultado sugiere
que la introduccién del Rep de TYDV en trans es suficiente para la liberacidn replicativa del casete de expresion de
la barnasa a partir de una copia cromosdmica integrada. El corte, la unién y la replicacién asistidos por Rep se confir-
man en los trozos de hoja de plantas de tabaco transformadas con pTAB-BUTRI, como se describe para los andlisis
transitorios en células NT-1.

Para demostrar la resistencia hipersensible a TYDV en el tabaco transgénico, se deja que los saltamontes viruliferos
(Orosius argentatus) se alimenten de las plantas durante 2 dias. Durante de la semana siguiente, se examinan las plantas
para los sintomas caracteristicos de TYDV como describe originalmente Hill (1937). Las plantas transformadas con
el casete de expresion de la barnasa no traducible activable por Rep(pTAB-BUTRI1) producen sintomas de TYDV
tipicos, como enanismo, clorosis, curvatura de los margenes y las puntas de las hojas jovenes, y acortamiento de
los entrenudos. En contraste, las plantas de tabaco transformadas con el casete de expresion de la barnasa traducible
activable por Rep (pTAB-BTR1) manifiestan lesiones necréticas atipicas en el lado de la alimentacién de los dfidos
(probablemente el resultado de la muerte celular inducida por la barnasa). Estas plantas se desarrollan de forma normal
durante los siguientes tres meses, en comparacién con las plantas de tabaco no infectadas, y en ningiin momento
desarrollan sintomas caracteristicos de la infeccién con TYDV.

Se afsla el gDNA total de las hojas de cada una de las 20 plantas de tabaco transgénicas y los controles no infec-
tados, dos semanas después de la infeccidn, utilizando el método de Stewart And Via (1993). El gDNA total (1ug)
se utiliza como molde para una PCR con los cebadores disefiados para el gen de la proteina de la cubierta (CP-F y
CP-R). El gen de la proteina de la cubierta de 765 pb, y por lo tanto el genoma virico, sélo se detecta en el tabaco
transformado con pTAB-BUTRI. Este resultado sugiere que las plantas de tabaco transformadas con pTAB-BTR1 son
resistentes a la infeccién por TYDV y permanecen libres de los sintomas inducidos por TYDV durante largos periodos
de tiempo.

Cebadores:

CP-F 5’ -ATGGCGGGCCGGTATAAGGGTTTGG-3’ [NUM. ID. SEC.:43]

CP-R 5’/ -TTATTGATTGCCAACTGATTTGAAAT-3’ ([NUM. ID. SEC.:44]

Ejemplo 8
Construcciones del vector de pvf - basadas en BBTV

Se construy6 una serie semejante de vectores, basada en los casetes de la barnasa activables por Rep utilizando el
gen indicador que codifica la proteina fluorescente verde (PVF) y las regiones intergénicas del BBTV. Ambos vectores
de expresién y de recircularizacion se construyeron mediante PCR solapada de un modo semejante al de la serie de
vectores pPRTBN y se clonaron en un vector pUC19. Los cebadores utilizados en la construccién de estos vectores
se indican en la Tabla 5. En algunos casos los pldsmidos pBN, pTBN6 y pTBN1 se utilizaron como moldes para las
PCRs.

28



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2296 736 T3

TABLA 5

Secuencias oligonucleotidicas

Cebador |Nombre Secuencia(5’=-3")

+1 35SH AAGCTTCATGGAGTCAAAGA (NOM. iD.
SEC.:45)

+2 5’ mGFFBam GGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTT (NUM.
ID. SEC.:486)

+3 gFB1 AAGTCAAGTTTGAGGTAAGTTTCTGCTTC
(NOM. ID. SEC.:47)

-3 B2GFP GAAGCAGAAACTTACCTCAAACTTGACTT
(NOM. ID. SEC.:448)

+4 B1GFP TTGTTGATGTGCAGGGAGACACCCTCGTC
(NUM. ID. SEC.:49)

-4 GFPB2 GACGAGGGTGTCTCCCTGCACATCAACAA (NOM.
ID. SEC.:-50)

-5 3’ mGFPSac |GAGCTCTTATTTGTATAGTTCATCCAT (NUM. 1ID.
SEC.: 51)

-6 NOS4-H AAGCTTTTCGCCATTCAGGCTGC (NUM. iD.
SEC.:52)

+7 B3-6 TATCATTAATTAGTAAGTTGTGCTGTAA
(NOM. ID. SEC.:53)

-8 B4-6 AATATTATATTACTCGCTTCTGCCTTCC (NUM,
ID. SEC.:54)

+9 B5-I ATCATTAATTAGTCACACTATGACAAAAG (NUM. ID.
SEC.:55)

~-10 B6-1 AATATTATATTACTGATGCAAATGTCCCCG (NUM. ID.

SEC. :56)
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Inicialmente, se construyeron los plasmidos pGI (NUM. ID. SEC.:69), pGl6 (NUM. ID. SEC.:70), pGI1 (NUM.
ID. SEC.:71) y se muestran en las Figuras 20, 21 y 22, respectivamente. Al final, se construyeron los pldsmidos pRGI®6,
pRGI1, pRGI1/6 y se muestran en las Figuras 23, 24 y 25, respectivamente. En las Figuras 20 a la 25, intrén se refiere
al intrén LS1 de ST de la patata, las regiones intergénicas se derivan del DNA-1 0 -6 del BBTV y CT y NT se refiere
a las regiones C-terminal y N-terminal del gen indicador PVFE.

La eficacia de estas diversas construcciones se evalia en ensayos transitorios via bombardeo de suspensiones ce-
Iulares de banana con microproyectiles. Los primeros anélisis transitorios miden la expresién de PVF para determinar
si los varios mondmeros son liberados replicativamente y recircularizados, y que el gen PVF se transcribe, se procesa
y se expresa correctamente. Se mezcla un DNA-1 “1,1 mer” de BBTV en cantidades equimolares de pGI1 o pGI6 y se
bombardean en las suspensiones celulares embriogénicas de banana. Ocho dias después del bombardeo, se analizan
la liberacioén y circularizacion replicativa mediante la hibridacién Southern, utilizando una sonda especifica para PVE.
La expresién de PVF se controla con un microscopio PVF y se cuantifica mediante método de andlisis Western y
antisuero especifico para PVF.

La hibridacién Southern indica la presencia de moléculas circulares monoméricas de cada plasmido, pGI1 y pGI6,
s6lo cuando el “1,1 mer” DNA-1 de BBTV se encuentra en frans. De forma semejante, la expresion de PVF sélo se
detecta cuando el “1,1 mer” derivado de virus estd presente.

Ejemplo 9
Transformacion estable del banana para la resistencia a BBTV inducida por la barnasa

Las suspensiones de células embriogénicas de banana de Bluggoe y Cavendish se co-transforman con pRTBNG6 y
un pladsmido que lleva un gen marcador seleccionable utilizando un bombardeo con microproyectiles (Becker et al.,
2000). Las plantulas regeneradas se analizan mediante PCR para determinar si se ha incorporado una copia completa
del casete de la barnasa activable por Rep en el genoma del banana. Los transformantes positivos se multiplican y ini-
cialmente se prueban cinco plantas de cada transformacion con 20 afidos viruliferos de BBTV. Se utilizan los anélisis
de hibridacién Southern para comparar los niveles de acumulacién de DNA viral entre las plantas transformadas y las
no transformadas. Las lineas celulares prometedoras se multiplican, se re-prueban y analizan adicionalmente.

En casi todos los casos, las plantas de banana transgénicas no muestran evidencia de enfermedad del cogollo
racimoso del banana, en comparacién con los controles. En concreto, se observa necrosis atipica en el punto de la
alimentacion de los dfidos, probablemente reflejando la muerte celular inducida por la barnasa. Utilizando la PCR y la
hibridacién Southen el gen de la proteina de la capside de BBTV no se puede detectar en ninguna de las partes de la
planta analizadas, sugiriendo que estas lineas son resistentes a la infeccidn, replicacién y propagaciéon de BBTV.

Ejemplo 10
Expresion activada por Rep, inducible y especifica de tejido, basada en TYDY

Para controlar el lugar de expresiéon de Rep y por tanto de la activacién/replicacion transgénica in planta, se
utilizaron promotores especificos de tejido.

(a) Expresion constitutiva

El vector pTAB16 contiene los casetes promotor 35S de CaMV-gen de seleccion bar-terminador ocs y promo-
tor 35S de CaMV-uidA-terminador 35S de CaMV localizados entre los bordes derecho e izquierdo del T-DNA en
pBIN16. El casete del gen Rep CaMV 35S-TYDV se elimina de p35S-Rep mediante digestién con EcoRl/BamHI 'y se
inserta en un vector pTAB16 digerido de forma similar para reemplazar el casete 35S del CaMV-uidA original. Esta
construccién se denomina pTAB-TYDV-Rep.

(b) Expresion especifica de semillas

Se ha demostrado que el promotor de glutelina de arroz de 1 kb (Genbank Accession X52153) dirige la expresion
del gen indicador especifico de semillas en el tabaco (Leisy et al., 1989). El promotor de glutelina del arroz se elimina
del plasmido pGT3-JEFLK (Miller, 2001) mediante digestién Ncol y se liga a un vector pTAB-TYDV-Rep digerido
de forma similar para reemplazar el promotor CaMV 35S original. Esta construccién se denomina pGL-TYDV-Rep.

(c) Expresion especifica de raices

Se ha demostrado que el promotor de 800pb del homdlogo de la quinasa (ARSK1) especifica de raiz de Arabidopsis
thaliana dirige la expresion especifica de tejido del gen indicador uidA en las regiones epidérmica, endoepidérmica, y
de la corteza de las raices de A. thaliana (Hwand and Goodman, 1995). EI promotor ARSK1 se amplifica a partir del
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gDNA de A. thaliana mediante PCR utilizando los cebadores ARSK-F y ARSK-R. El producto resultante de la PCR
se clona en pGEM-T y se verifica la secuencia.

El promotor ARSK1 se escinde de pPGEM-T mediante digestion con Ncol y se liga en el pTAB-TYDV-Rep digerido
de forma semejante para reemplazar el promotor 35S de CaMV original. Esta construcciéon se nombra pAR-TYDV-
Rep.

Cebadores:
ARSK-F [NUM. ID. SEC.:57]
ARSK-R [NOM. ID. SEC.:58]

(d) Expresion inducible por lesion

Se ha demostrado que el promotor del gen PR de Asparagus officinalis (AoPR1) de 2032 pb (Nudm. de acceso:
A26573) dirige la expresion fuerte del gen indicador en tipos celulares lesionados y que se dividen activamente tales
como, por ejemplo, los callos (Firek et al., 1993). El promotor AoPR1 se amplifica a partir del gDNA de A. Officinalis
mediante PCR utilizando los cebadores AoPR-F y AoPR-R. El producto resultante de la PCR se clona en pGEM-T
y se verifica la secuencia. Se escinde el promotor de pGEM-T mediante digestién con Ncol y se liga en un pTAB-
TYDV-Rep digerido de forma semejante para reemplazar el promotor 35S de CaMV original. Esta construccién se
nombra pAo-TYDV-Rep.

Cebadores:
AOPR-F [NOM. ID. SEC.:59]
AOPR-R [NUM. ID. SEC.:60]

(e) Expresion inducible por alcohol

El interruptor ALC, derivado de Aspergillus nidulans, es un sistema de promotor inducible por alcohol basado
en el promotor AlcA y el receptor AlcR. Se ha demostrado que el interruptor ALC funciona en sistemas vegetales
utilizando un modelo de gen indicador uidA (Caddick et al., 1998). El plasmido pSRNAGS (BTI, Cornell University,
Ithaca, Nueva York) contiene un casete promotor 35S de CaMV-genAlcR-terminador nos y promotor de AlcA-gen
indicador uidA-terminador 35S de CaMV en pBIN16. El casete promotor 35S de CaMV-gen AlcR-terminador nos-
promotor AIcA se amplifica a partir de pPSRNAGS mediante PCR, utilizando los cebadores 35S-IE(NUM. ID. SEC.:21)
y Alc-R (NUM. ID. SEC.:61). El producto de la PCR se clona en pGEM-T y se verifica la secuencia. Se escinde el
inserto mediante digestion con Ncol y se liga a un pTAB-TYDV-Rep digerido de forma semejante para reemplazar el
promotor 35S de CaMV original. Esta construccién se nombra pAlc-TYDV-Rep

Cebadores:

Alc-R [NUM. ID. SEC.:61]

Cada uno de los pldsmidos TYDV binarios que contienen Rep se introduce en Agrobacterium tumefaciens
(LBA4404) mediante electroporacion utilizando el método de Singh ez al. (1993).

(f) La expresion de Rep especifica de tejido e inducible dirige la activacion del gen indicador en tipos de tejido
precisos

Las hojas de las plantas del tabaco que se han transformado con el pldsmido pTEST4 se sobreinfectan con Agro-
bacterium que contienen los plasmidos pTAB-TYDV-Rep, pGL-TYDV-Rep, pAR-TYDV-Rep, pAo-TYDV-Rep, y
pAlc-TYDV-Rep, utilizando el método de Horsch et al. (1998). En este caso, la seleccién de las plantas de tabaco
transformadas se consigue utilizando el herbicida amonio fosfoinotricin (PPT). Se confirma que las plantas transgéni-
cas contienen el gen Rep TYDV mediante PCR utilizando los cebadores TYDV.RepF y TYDV.RepR. Se seleccionan
diez transformantes independientes para cada pldsmido para posteriores estudios. Las plantas se cultivan hasta la ma-
durez, permitiendo que florezcan y se recolectan las semillas. Se recolectan distintos 6érganos de las plantas de trans-
formantes independientes, incluyendo hojas, tallos, raices, flores y semillas, y se detecta la actividad GUS utilizando
andlisis histoquimicos.
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Las plantas de tabaco sobretransformadas con el plasmido pTAB-TYDV-Rep manifiestan una fuerte expresion de
GUS en todas las partes de la planta examinadas. El nivel de la expresion de GUS en estas plantas es considerablemente
superior al de las plantas transformadas con el control no replicativo, pTAB16.

En contraste, las plantas sobretransformadas con el plasmido pGL-TYDV-Rep muestran una fuerte expresion de
GUS sdlo en las semillas, las plantas sobretransformadas con el plasmido pAR-TYDV-Rep muestran fuerte expresion
de GUS sdlo en las raices, las plantas sobretransformadas con el plasmido pAo-TYDV-Rep muestran fuerte expresion
de GUS en las células con lesiones y meristematicas, y las plantas sobretransformadas con el pldsmido pAlc-TYDV-
Rep muestran una fuerte expresion constitutiva de GUS sélo cuando se sumergen en una solucién de etanol al 1% v/v.

El corte, la unién y la replicacién asistidos por Rep del casete de expresion de GUS se confirma (como se describe
previamente) en todos los tipos de tejido de las plantas de tabaco sobretransformadas con el pldsmido pTAB-TYDV-
Rep. En contraste, esta actividad sélo se detecta en las semillas de las plantas sobretransformadas con el plasmido pGL-
TYDV-Rep, en las raices de las plantas sobretransformadas con el plasmido pAR-TYDV-Rep, en el sitio de lesién
de las plantas sobretransformadas con el pldsmido pAo-TYDV-Rep, y constitutivamente en las plantas inducidas con
etanol sobretransformadas con el plasmido pAlc-TYDV-Rep. Este resultado sugiere que la expresion del gen Rep de
TYDYV especifica del tejido o inducida confiere un alto nivel de expresion a partir del casete de GUS activable por Rep
s6lo en estos tejidos.

Ejemplo 11
Resistencia mediada por los genes TMV p50 y hrmA - basado en TYDV

(a) La expresion del fragmento de la helicasa p50 de TMV activada por Rep TYDV induce la resistencia adquirida
sistémica (SAR, por sus siglas en inglés) en el tabaco

Los estudios previos (Erickson et al., 1999) han demostrado que la expresion no viral del fragmento de la helicasa
de 50kDa del virus del mosaico del tabaco (TMYV, por sus siglas en inglés) es suficiente para inducir la respuesta hiper-
sensible (HR, por sus siglas en inglés) mediada por N en variedades de tabaco adecuadas (p. ej. Nicotiana tabacum cv.
“Petite Havana” SR1 homozigota para el gen N). La respuesta de defensa se caracteriza por la muerte celular en el sitio
de la infeccion virica y la induccién de la via de resistencia adquirida sistémica (SAR) resultando en una inhibicién de
la replicacion y el movimiento viral.

El fragmento génico p50 se amplifica mediante una PCR utilizando los cebadores p50-F y p5S0-R a partir de DNA
de TMV genémico clonado (Plant Gene Expression Centre, University of California, EUA). El producto de la PCR
se clona en pGEM-T vy se verifica la secuencia. El intrén de la catalasa que contiene el LIR de TYDV del pTEST3
(Figura 10) se disefia dentro del marco del tnico sitio EcoRI en la regién codificante p50. El pldsmido se nombra
pGEMS0-LIR. A continuacion se construye un pladsmido basado en pUC, con el gen p50 activable por Rep, como se
describe en el caso de pTEST3 en el Ejemplo 2, arriba. Se inserta el casete en pART27, como se describe en el caso
del pTEST4. El plasmido resultante binario de p50 activable por Rep se nombra pSAR1. El pldsmido pSARTI se utiliza
para transformar Agrobacterium como se describe previamente.

Cebadores:
p50-F [NUM. ID. SEC.:62]
p50-R [NUM. ID. SEC.:63]

(b) Resistencia adquirida sistémica a TYDV en el tabaco

Se obtuvieron diez plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. “Petite Havana” SR1 homozigotas para el gen N)
transformadas con el T-DNA del plasmido pSAR1 mediante transformacién mediada por Agrobacterium y se confirmé
que contenian el casete activable por Rep y el gen NPTII mediante una PCR como se describe arriba. Se infectaron
las plantas con TYDV y se observaron los sintomas, como se describe previamente. Las plantas transformadas con el
gen p50 activable por Rep muestran necrosis hipersensible atipica en el sitio de la alimentacién de los afidos, dos dias
después de la infeccion. Estas plantas se desarrollan de forma normal durante los siguientes 3 meses, en comparacién
con las plantas de tabaco no transgénicas infectadas, que muestran sintomas tipicos inducidos por TYDV.

Se detecta el DNA genémico de TYDV en el tabaco no-transgénico inoculado pero no en las lineas de control
transgénicas o no infectadas, como se describe previamente. Este resultado sugiere que la expresién inducida por Rep
de TYDV del gen p50 de TMV es suficiente para estimular la respuesta hipersensible del gen N en los cultivos de
tabaco adecuados y proporciona resistencia a la infecciéon por TYDV.
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(c) La expresion de Rep de TYDV inducida por lesion activa la expresion de gen p50 de TMV y provoca SAR a
varios patogenos

Las hojas de las plantas de tabaco transformadas con pSARI se sobreinfectan con Agrobacterium que contiene
el pldsmido pAo-TYDV-Rep (Ejemplo 10), como se describe previamente. Se seleccionan diez lineas sobretrans-
formadas, que se ha confirmado que tienen el gen Rep inducible por lesién, para estudios posteriores. Las plantas
transgénicas y los controles adecuados se someten a una infeccién con una variedad de patégenos virales p. ej. (i)
Transmision éfida del virus.

Las plantas transgénicas y los controles adecuados estin expuestos a la infeccién por una gran diversidad de
patdgenos virales p.ej. (i) el virus del moteado de las venas del tabaco, (ii) el virus del cascabeleo del tabaco, a través
del vector nematodo Paratrichodorus pachydermus, y (iii) la introduccién biolistica de un 1.1mer BeYDV infeccioso.
Con el paso del tiempo, se observan los sintomas inducidos viralmente caracteristicos en las plantas. Todas las plantas
transgénicas muestran una necrosis hipersensible atipica en el lugar de la inoculacién del virus, en comparacién con
los controles.

(d) La expresion de Rep de TYDV inducible por heridas activa la resistencia patégena de amplio aspectro mediada
por hrmA en el tabaco

Se ha demostrado que el producto génico de hrmA de Pseudomonas syringae pv. syringae activa genes relacionados
con el patégeno en diferentes cultivos de tabaco y confiere resistencia a numerosos patégenos, como los virus, los
hongos y las bacterias (Shen et al., 2000).

El gen de hrmA se amplifica a partir de un pldsmido que contiene la secuencia codificadora mediante PCR, utili-
zando los cebadores hrm-F y hrm-R. Posteriormente, se construye un pldsmido de hrmA activable por Rep, basado en
pUC, como se describe en el Ejemplo 2, arriba, para pTEST3. El casete se inserta en pART27, tal y como se describe
para pTEST4. El plasmido binario activable por hrmA resultante se denomina pSAR?2. El pldsmido pSAR?2 se utiliza
para transformar el Agrobacterium, tal y como se describe.

hrm-F [NOM. ID. SEC.:64]

hrm-R [NUM. ID. SEC.:65]

Se obtuvieron diez plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) transformadas conT-DNA a partir del plasmido pSAR2
mediante transformacién mediada por Agrobacterium y se confirmé que contenia el casete activable por Rep y el gen
NPTII mediante PCR, tal y como se ha descrito previamente. Las hojas de plantas del tabaco pSAR?2 transformadas se
sobreinfectan con Agrobacterium que contiene el pldsmido pAo-TYDV-Rep, tal y como se ha descrito previamente.
Se seleccionaron para estudios adicionales diez lineas sobretransformadas, de las que se confirmé que contenian el
gen Rep inducible por heridas. Las plantas transgénicas y los controles adecuados estan expuestos a la infeccion por
un gran nimero de patégenos p.ej. el virus del moteado de las venas del tabaco, el virus del grabado del tabaco, el
virus de la “pata prieta” Phytophthora parasitica y el “fuego salvaje del tabaco” Pseudomonas syrinagae pv. tabaci.
Con el tiempo,se observa que las plantas presentan sintomas caracteristicos de la induccién patégena. Todas las plantas
transgénicas presentan una necrosis hipersensible atipica en el lugar de inoculacién, en comparacién con los controles.

Ejemplo 12
Sobreexpresion de la albimina sérica humana basada en TYDV
(a) Sobreexpresion activada por Rep de una proteina comercialmente importante, la albimina sérica humana

La albimina es una proteina soluble monomérica que comprende una mitad de la proteina sérica de la sangre,
aproximadamente. Las alblimina funciona principalmente como un portador de proteinas para los esteroides, los dcidos
grasos y las hormonas tiroideas y también estabiliza el volumen de fluido extracelular.

La regién codificadora de la albimina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés) 1831 bp, Lawn et. al., (1981),
se amplifica a partir de un plasmido que contiene el gen mediante PCR utilizando los cebadores Alb-F y Alb-R. El
plasmido de HSA activable por Rep basado en pUC se construye posteriormente, tal y como se describe en el ejemplo
2, para pTEST3. El casete se inserta en pART27, tal y como se describe para pTEST4. El plasmido binario activable
por HSA resultante se denomina pHSA1. El pldsmido pHSAT se utiliza para transformar Agrobacterium, tal y como
se ha descrito.

Se obtienen diez plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) transformadascon T-DNA, a partir del pldsmido pHSA1,

mediante la transformacién mediada por Agrobacterium y se confirma que contienen el casete Rep activable y el gen
NPTII mediante PCR, tal y como se ha descrito. Las hojas de las plantas de tabaco transformadas con pHSA1 se
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sobreinfectan con Agrobacterium que contiene los plasmidos pTAB-TYDV-Rep, pGL-TYDV-Rep, pAo-TYDV-Rep,
pAlc-TYDV-Rep, tal y como se describe. Se confirmé que diez lineas sobretransformadas de cada transformacién
contenfan el gen Rep y se seleccinaron para estudios futuros. Las plantas crecen hasta la madurez y se analiza su
contenido de HSA con un ELISA y anticuerpos obtenidos para el producto génico de HSA. Se detectan en niveles
elevados de proteina HSA, pero en diferentes partes de la planta o bajo condiciones especificas; p.ej. constitutivamente
(pTAB-TYDV-Rep), s6lo semillas (pGL-TYDV-Rep), tejidos con lesiones (pAo-TYDV-Rep) y constitutivamente
en plantas tratadas con alcohol (pAlc-TYDV-Rep). En la figura 26 se representa una propuesta de modelo para la
expresion activada por Rep del gen de la albimina sérica humana del plasmido pHSA1

Cebadores:

Alb-F [NUM. ID. SEC.:72]

Alb-R [NUM. ID. SEC.:73]
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REIVINDICACIONES

1. Una construccién que comprende un elemento genético flanqueado funcionalmente por secuencias nucleotidicas
reconocibles mediante una proteina que facilita la replicacion, derivada de un virus cuando se integra en el genoma
de una célula eucariota, cuya proteina que facilita la replicacion, derivada de un virus facilita la escisién y la circu-
larizacion del elemento genético y de todo o parte de las secuencias nucleotidicas que flanquean y en el que dichas
secuencias nucleotidicas reconocidas por la proteina que facilita la replicacidn, derivada de un virus son adyacentes
a o estan insertadas en una o mas secuencias externas, incluyendo secuencias intréon o partes de la misma u otros
sefales de corte y empalme en las que el elemento genético y otras secuencias nucleotidicas, en una forma no circu-
lar, comprenden dos secuencias nucleotidicas modulares que, tras la circularizacion, forman una secuencia genética
que muestra una propiedad o una capacidad para exhibir una propiedad ausente en las dos secuencias nucleotidicas
modulares, previas a la circularizacién o previas a la circularizacién y la expresion.

2. La construccién de la reivindicacién 1, en el que la proteina que facilita la replicacion, derivada de un virus es
Rep.

3. La construccién de la reivindicacion 1 o la 2, en el que la proteina que facilita la replicacion, derivada de un
virus y/o las secuencias nucleotidicas que la flanquean son del mismo virus.

4. La construccién de las reivindicaciones 1 0 2 o 3, en el que la proteina que facilita la replicacién, derivada de un
virus y/o las secuencias nucleotidicas que la flanquean son de virus diferentes.

5. La construccién de la reivindicacion 1, en el que las secuencias externas comprenden una secuencia codificante,
un promotor y una o mds sefales de corte y empalme.

6. La construccion de la reivindicacion 5, en el que las secuencias que codifican cuando la construccion se encuentra
en una forma lineal, comprende dos secuencias modulares separadas por una secuencia intrénica.

7. La construccién de las reivindicaciones 5 o 6, en el que después de la circularizacién del elemento genético, una
secuencia codificante completa estd unida funcionalmente a dicho promotor.

8. La construccién de la reivindicacién 7, en el que la secuencia codificante codifica un mRNA o péptido, poli-
péptido o proteina que confiere una propiedad fenotipica o genotipica en dicha célula o en un organismo o planta que
comprende dicha célula.

9. La construccién de la reivindicacion 8 en la que el péptido, el polipéptido o la proteina causan o de otro modo
facilitan la muerte celular.

10. La construccién de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 9, en las que la construccién se introduce en
una célula eucariota.

11. La construccién de la reivindicacion 10, en la que la célula eucariota es una célula de una planta.
12. La construccién de la reivindicacion 10, en la que la célula eucariota es una célula de mamifero.
13. La construccién de la reivindicacion 10, en el que la célula eucariota es una célula aviaria.

14. Una construccién segun la reivindicacién 1 que comprende un elemento genético flanqueado por secuencias de
reconocimiento de la proteina Rep que facilitan la generacién de una secuencia nucleotidica circular que comprende
dicho elemento genético en presencia de una proteina Rep, en la que dichas secuencias de reconocimiento de la
proteina Rep son adyacentes a o estdn insertadas en una o mas seflales de corte y empalme, dicho elemento genético
comprende una secuencia polinucleotidica unida funcionalmente a secuencias reguladoras necesarias para permitir
la expresion de dicha secuencia polinucleotidica, cuando dicho elemento genético estd contenido en una molécula
circularizada en la que el elemento genético en forma lineal comprende, en el orden del extremo 5’ al 3’:

una secuencia polinucleotidica; y

secuencias reguladoras que permiten la expresién de dicha secuencia polinucleétidica cuando se encuentra en
forma circular;

de modo que tras la circularizacion el elemento genético comprende la secuencia reguladora separada de la se-
cuencia polinucleotidica mediante todas o parte de la secuencia de reconocimiento de proteina Rep, en la que después
de la expresion, dicha secuencia polinucleotidica codifica un producto de expresion.

15. La construccién de la reivindicacion 14 en el que la secuencia polinucleotidica, cuando la construccion estd en

ineal, X X u enci . u -
forma lineal, comprende porciones de los extremos 5’ y 3’ de una secuencia codificante separada por una sefial de corte
y empalme, de modo que cuando se encuentra en forma circular se constituye una secuencia codificante completa.
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16. La construccion de la reivindicacién 14, en la que se utiliza una sola secuencia de reconocimiento de la proteina
Rep.

17. La construccidn de la reivindicacién 14, en la que se utilizan dos secuencias de reconocimiento de la proteina
Rep, derivadas de virus diferentes.

18. La construccién de la reivindicacién 14, 0 15 0 16 o 17 en la que la secuencia polinucleotidica ademds com-
prende una secuencia terminadora unida funcionalmente al extremo 3’ de la secuencia codificante.

19. La construccién de cualquiera de las reivindicaciones de la 14 a la 18, en la que la secuencia reguladora es un
promotor unido funcionalmente al extremo 5’ de la secuencia codificante.

20. La construccién de la reivindicacion 19, en la que la secuencia codificante, cuando el elemento genético se
encuentra en forma circular, codifica un mRNA o un péptido, un polipéptido o una proteina que confiere una propiedad
fenotipica o genotipica a dicha célula o a un organismo o planta que conste de esta célula.

21. La construccién de la reivindicacién 20, en la que el péptido, polipéptido o la proteina causan o de otro modo
facilitan la muerte celular.

22. La construccién de cualquiera de las reivindicaciones 14 a la 21, en la que la construccion se introduce en una
célula eucariota.

23. La construccioén de la reivindicacion 22, en la que la célula eucariota es una célula de una planta.
24. La construccién de la reivindicacién 22, en la que la célula eucariota es una célula de mamifero.
25 La construccion de la reivindicacion 22, en la que la célula eucariota es una célula aviaria.

26. Una construccién, segun la reivindicacién 1 que comprende en el orden del extremo 5° a 3’ las secuencias
nucleotidicas primera, segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta, en las que:

la primera y la sexta secuencia nucleotidicas pueden ser iguales o diferentes y cada una comprende una secuencia
de reconocimiento de proteina Rep que se puede detectar mediante una o mas proteinas Rep, de modo que el material
genético flanqueado por estas primeras y sextas secuencias, incluyendo todas o parte de estas primera y sexta secuen-
cias, cuando dicha construccién se integra en una secuencia nucleotidica mas larga, como una secuencia genémica, se
pueden escindir y circularizar en el punto en que dichas secuencias de reconocimiento de proteina Rep son adyacentes
a o estdn insertadas en una o mas secuencias externas o partes de la misma u otras sefiales de corte y empalme; la
segunda secuencia nucleotidica comprende una porcién del extremo 3’ de una secuencia polinucleotidica;

la tercera secuencia nucleotidica es un terminador transcripcional o un derivado funcional o homélogo del mismo,
unido funcionalmente a dicha segunda secuencia;

la cuarta secuencia nucleotidica es una secuencia promotora, unida funcionalmente a la quinta secuencia nucleoti-
dica; y

la quinta secuencia nucleotidica es una porcién del extremo 5’ de una secuencia polinucleotidica en la que las
porciones del extremo 5’ y 3’ de dicha secuencia polinucleotidica en la que las porciones del extremo 5’ y 3’ de dicha
secuencia polinucleotidica representan una secuencia codificante completa de dicha secuencia polinucleotidica;

en la que en presencia de una o méas proteinas Rep, cuando la construccion se integra en una secuencia nucleotidica
mas larga, como una secuencia gendmica, se genera una secuencia genética circularizada, separada de esta secuencia
nucleotidica mds larga, que comprende en orden, dicha secuencia de promotor unida funcionalmente a una secuencia
polinucleotidica que comprende todas o parte de las secuencias externas u otras seflales de corte y empalme que
comprenden todas o parte de estas primera y/o sexta secuencias nucleotidicas y una secuencia de terminacién de la
transcripcion.

27. La construccidn de la reivindicacidn 26 en el que la secuencia codificante completa de la secuencia polinucleo-
tidica codifica un mRNA o un péptido, polipéptido o proteina que confiere una propiedad fenotipica o genotipica en
dicha célula o en un organismo o planta que comprenda dicha célula.

28. La construccion de la reivindicacién 27, en el que el péptido, el polipéptido o la proteina causan o de otro modo
facilitan la muerte celular.

29. La construccién de cualquiera de las reivindicaciones de la 26 a la 28, en las que la construccién se introduce
en una célula eucariota.

30. La construccién de la reivindicacion 29, en el que la célula eucariota es una célula de una planta.
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31. La construccién de la reivindicacién 29, en la que la célula eucariota es una célula de mamifero.
32. La construccién de la reivindicacién 29, en la que la célula eucariota es una célula aviaria.

33. Un método para generar una planta transgénica o progenie de la misma, resistente a un virus ssDNA, dicho
método consta de la introduccién en el genoma de dicha planta una construccién que consta dentro del orden del
extremo 5’ al 3’ de una secuencia de reconocimiento de la proteina Rep adyacente a o dentro de una secuencia intrénica
u otras sefiales de corte y empalme, una porcién del extremo 3’ de una secuencia polinucleotidica, un terminador de la
transcripcion, una secuencia promotora unida funcionalmente a la porcién del extremo 5’ de la secuencia nucleotidica
en la que las porciones del extremo 5’ y 3’ de la secuencia nucleotidica representan la regién codificante de un péptido,
un polipéptido o una proteina que puede inducir la muerte celular o inactividad y secuencias de reconocimiento de
proteina Rep iguales o diferentes; en las que después de la infeccion de dichas células vegetales mediante un virus
ssDNA que tiene una proteina Rep que puede reconocer las secuencias de reconocimiento de proteina Rep. que la
flanquean, la construccidn se escinde y se circulariza, por tanto, reconstituyendo dicha secuencia polinucleotidica en
una forma que se expresa como un péptido, un polipéptido o una proteina que mata la célula vegetal o de otro modo
provoca que la célula quede inactiva.

34. El método de la reivindicacion 33, en la que el virus ssDNA es un miembro de los Geminiviridae o del grupo
de los nanovirus.

35. El método segtn la reivindicacién 34, en el que el virus Germinivirdae es un begomovirus mastrevirus.

36. El método de la reivindicacién 33 o 34 o 35, en el que la construccién comprende la secuencia nucleotidica

de acuerdo con lo que se ha establecido en NUM. ID. SEC.:31 a NUM. ID. SEC.:36 o una secuencia nucleotidica
con una identidad del 60% con cada una de NUM. ID. SEC.:31 hasta NUM. ID. SEC.:36 o una secuencia nucleo-
tidica que pueda hibridarse con una o més secuencias de NUM. ID. SEC.:31 hasta NUM. ID. SEC.:36 o una forma
complementaria del mismo condiciones de baja restriccién a 42°C.

37. Un elemento genético lineal utilizado para generar una construccién de DNA circular cerrado covalentemente,
dicho elemento genético comprende en direccién 5° a 3’ una porcién de 3’de una secuencia polinucleotidica unida
funcionalmente a un terminador de la transcripcién; un promotor unido funcionalmente a una porcién de 5° de una
secuencia polinucleotidica en la que tras la circularizacion, la porcién de 5° de la secuencia polinucleotidica estd unida
funcionalmente a dicha porcién 3’ de la secuencia polinucleotidica separada mediante todas o parte de una secuencia
externa o una secuencia intrén u otra sefial de corte y empalme.

38. El elemento genético de la reivindicacién 37 que ademas comprende las secuencias nucleotidicas reconocibles
por una proteina que facilita la replicacién, derivada de un virus.

39. El elemento genético de la reivindicacion 38, en el que la proteina que facilita la replicacion, derivada de un
virus, es Rep.

40. El elemento genético de la reivindicacién 38 o0 39, en las que dos secuencias nucleotidicas reconocidas mediante
proteinas que facilitan la replicacion derivadas de un virus, se derivan de diferentes virus.

41. El elemento genético de la reivindicacién 37 o 38 o 39, en las que la secuencia polinucleotidica, cuando la
construccién circular cerrada covalentemente codifica un mRNA o un péptido, polipéptido o proteina.

42. El elemento genético de la reivindicacion 40, en la que el péptido, polipéptido o proteina causa o de otro modo
facilita la muerte celular.

43. El elemento genético de la reivindicacién 37 cuando se introduce en una célula eucariota.

44. El elemento genético de la reivindicacién 42, en la que la célula eucariota es una célula vegetal.

45. El elemento genético de la reivindicacién 42, en la que la célula eucariota es una célula de mamifero.
46. El elemento genético de la reivindicacién 42, en la que la célula eucariota es una célula aviara.

47. Una planta genéticamente modificada o parte de la misma que consta de una construccién genética de cual-
quiera de las reivindicaciones 1 hasta la 9.

48. Una planta genéticamente modificada o parte de la misma que consta de una construccién genética de cual-
quiera de las reivindicaciones 14 hasta la 21.

49. Una planta genéticamente modificada o parte de la misma que consta de una construccion genética de cual-
quiera de las reivindicaciones 26 hasta la 28.
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50. Una planta genéticamente modificada o parte de la misma que consta de una construccién genética de cual-
quiera de las reivindicaciones 37 hasta la 43.

51. Una especie aviaria genéticamente modificada que consta de una construccién genético de cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 ala 9.

52. Una especie aviaria genéticamente modificada que consta de una construccion genética de cualquiera de las
reivindicaciones de la 14 ala 21.

53. Una especie aviaria genéticamente modificada que consta de una construccién genética de cualquiera de las
reivindicaciones de la 26 a la 28.

54. Una especie aviaria genéticamente modificada que consta de una construccion genética de cualquiera de las
reivindicaciones de la 37 a la 43.

55. Una construccién segun la reivindicaciéon 1 que comprende un elemento genético flanqueado por secuencias
de reconocimiento de proteinas Rep que facilita la generacion de una secuencia nucleotidica circular que comprende
dicho elemento genético en presencia de la proteina Rep o sus derivados funcionales u homélogos, en el que dichas
secuencias de reconocimiento de proteinas Rep son adyacentes a o estdn insertadas en una o mds secuencias externas,
incluyendo las secuencias intrénicas o partes de la misma u otras sefiales de corte y empalme, dicho elemento genético
comprende una porcion 3’ y una porcién 5’ de un promotor separada por la longitud de una secuencia nucleotidica para
prevenir sustancialmente el funcionamiento de dicho promotor, este elemento genético en forma lineal comprende, en
elorden 5’ a3’:

una porcién 3’ de dicho promotor

opcionalmente, una secuencia polinucleotidica unida funcionalmente a dicha porcién 3’ de este promotor;

y una porcién 5° de dicho promotor,

de modo que tras la circularizacién el elemento genético comprende las porciones 3’ y 5° de la secuencia del
promotor, separada por toda o parte de la secuencia de reconocimiento de proteina Rep y/o secuencias intrénicas de

otra sefial de corte y empalme, pero que no desactivan la actividad del promotor, dicha molécula circular puede constar
opcionalmente del promotor unido funcionalmente a la secuencia polinucleotidica.
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mitad 3'del intrén de  2° ex6n de HSA tarminador nos  promotor 358 mitad & detinirén de
la catalasa de CaMVv
1° ex6n de HSA

1, corte y unién de TYDV asistido por Rep.

mitad 3' del intrén
de la catatasa

TYDVLR —

mitad 5' del intron __2exondeHSA

de ia catalasa

12 ex6n de HSA

-~
promotor 358 de
CaMv

TYOVSR” {erminador nos

2. transcripcion

pre-mRNA Bl L w AAAAA

tratamiento de los intrones

AAAAA

mRNA

3. translacion
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Queensland University of Technology
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<120> Una construccion
<130> 2392677/EJH

<140> Internacional

<141> 28-03-2001

<150> AU PQ6516

<151> 28-03-2000

<150> AU PR1081

<151> 27-10-2000

<160> 73

<170> Patente en versioén 3.0
<210> 1

<211> 20

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 1
aagcttcatg gagtcaaaga

<210>2

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 2
tcatttggag aggatccatg gcacaggtt

<210>3
<211>29
<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético
<400> 3
aacctgtgcce atggatcctc tccaaatga

<210> 4

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 4
aaaatcagat aagagctcga tcgttcaaa

<210>5
<211>29
<212> DNA
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<213> oligonucleétido sintético
<400> 5
tttgaacgat cgagctctta tctgatttt

<210> 6

<211>23

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 6
aagcttttcg ccattcagge tgc

<210>7

<211> 28

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 7
tatcattaat tagtaagttg tgctgtaa

<210> 8

<211> 28

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 8
ttacagcaca acttactaat taatgata

<210>9
<211>28
<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético
<400> 9
ggaaggcaga agcgagtaat ataatatt

<210> 10

<211> 28

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 10
aatattatat tactcgcttc tgecttce

<210> 11
<211>29
<212> DNA
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<213> oligonucleétido sintético
<400> 11
atcattaatt agtcacacta tgacaaaag

<210> 12

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 12
ttgtcatagt gtgactaatt aatgataat

<210> 13

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 13
gacatttgca tcagtaatat aatatttca

<210> 14

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 14
aatattatat tactgatgca aatgtcccg

<210> 15

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 15
tcagataaga gctcagtaac agcaacaac

<210> 16

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 16
gctgttactg agctcttatc tgatctttg

<210> 17
<211>23
<212> DNA
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<213> oligonucleétido sintético
<400> 17
aagcttattt cccaaatata cgt

<210> 18

<211> 21

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 18
ggatccgeac aggttatcaa ¢

<210> 19
<211> 41
<212> DNA
<213> cebador

<400> 19
getettectg caggeggecg cattaagget caagtacegt a

<210> 20
<211> 41
<212> DNA
<213> cebador

<400> 20
gctcttcgte gacgaattca ttttcaactt tgggatgtca ¢

<210> 21
<211>24
<212> DNA
<213> cebador

<400> 21
gaattccatg gagtcaaaga ttca v

<210> 22
<211> 32
<212> DNA
<213> cebador

<400> 22
gcecgcetgea gagtttaaag aaagatcaaa gc

<210> 23
<211> 34
<212> DNA
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<213> cebador

<400> 23

geeeeggteg acgatctatt ttttaattga ttgg

<210> 24
<211> 33
<212> DNA
<213> cebador

<400> 24

ttcgagetgg tcacctgtaa ttcacacgtg gtg

<210> 25
<211> 18
<212> DNA
<213> cebador

<400> 25

ccatggtaga tctgaggg

<210> 26
<211> 25
<212> DNA
<213> cebador

<400> 26

tacgtacact tttcccggca ataac

<210> 27
<211> 23
<212> DNA
<213> cebador

<400> 27

gtaacgcgct ttcccaccaa cge

<210> 28
<211> 26
<212> DNA
<213> cebador

<400> 28

ctcgagatta aggctcaagt accgta

<210> 29
<211> 21
<212> DNA
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<213> cebador

<400> 29

agtttaaaga aagatcaaag c

<210> 30
<211>20
<212> DNA
<213> cebador

<400> 30

aattaaccct cactaaaggg

<210> 31
<211> 32
<212> DNA
<213> cebador

<400> 31

gcatgcaaga gttggcggta gattccgeat gt

<210> 32
<211> 35
<212> DNA
<213> cebador

<400> 32

gctettcgeg geegegetee tgaatcgteg agtea

<210> 33
<211>22
<212> DNA
<213> cebador

<400> 33

tttaaacgtt taggggttag ca

<210> 34
<211> 18
<212> DNA
<213> cebador

<400> 34

tcagtgactc gacgattc

<210> 35
<211> 18
<212> DNA
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<213> cebador

<400> 35

ttaatatgcc ttcagecc

<210> 36
<211>20
<212> DNA
<213> cebador

<400> 36

atgattgaac aagatggatt

<210> 37
<211> 18

<212> DNA
<213 > cebador

<400> 37

tgagaagaac tcgtcaag

<210> 38
<211> 25
<212> DNA
<213> cebador

<400> 38

gttattgccg ggaaaagtgt acgta

<210> 39
<211> 25
<212> DNA
<213> cebador

<400> 39

ctagcttgtt tgcctecetg ctgeg

<210> 40
<211> 34
<212> DNA
<213> cebador

<400> 40

ggatccatgg cacaggttat caacacgttt gacg

<210> 41
<211> 28
<212> DNA
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<213> cebador

<400> 41

ctagagttat ctgatttttg taaaggtc

<210> 42
<211> 31
<212> DNA
<213> cebador

<400> 42

ggatccgeac aggttatcaa cacgtttgac g

<210> 43
<211> 25
<212> DNA
<213> cebador

<400> 43

atggcgggcee ggtataaggg tttgg

<210> 44
<211> 26
<212> DNA
<213> cebador

<400> 44
ttattgattg ccaactgatt tgaaat

<210> 45
<211>20
<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético
<400> 45
aagcttcatg gagtcaaaga

<210> 46

<211> 27

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintéticos

<400> 46
ggatccatga gtaaaggaga agaactt

<210> 47
<211>29
<212> DNA
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<213> oligonucleétido sintético
<400> 47
aagtcaagtt tgaggtaagt ttctgcttc

<210> 48

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 48
gaagcagaaa cttacctcaa acttgactt

<210> 49

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 49
ttgttgatgt gcagggagac accctegte

<210> 50

<211>29

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 50
gacgagggtg tctcectgea catcaacaa

<210> 51

<211>27

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 51
gagctcttat ttgtatagtt catccat

<210> 52

<211>23

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 52
aagcttttcg ccattcaggc tgc

<210> 53
<211> 28
<212> DNA
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<213> oligonucleétido sintético
<400> 53
tatcattaat tagtaagttg tgctgtaa

<210> 54

<211> 28

<212> DNA

<213> oligonucleétido sintético

<400> 54
aatattatat tactcgcttc tgecttce

<210> 55

<211> 29

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 55
atcattaatt agtcacacta tgacaaaag

<210> 56

<211>30

<212> DNA

<213> oligonucledtido sintético

<400> 56
aatattatat tactgatgca aatgtccceg

<210> 57
<211> 30
<212> DNA
<213> cebador

<400> 57
ccatggatct cattctcctt caacaaggeg

<210> 58
<211> 33
<212> DNA
<213> cebador

<400> 58
ccatggtttc aacttcttct tttgtgttat ttg

<210> 59
<211> 27
<212> DNA
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<213> cebador

<400> 59

gaattcaggg gtaagtttge aaatatc

<210> 60
<211> 26
<212> DNA
<213> cebador

<400> 60

cgaggttgtg ccagtcgage attgee

<210> 61
<211> 30
<212> DNA
<213> cebador

<400> 61

ccatggtttg aggcgaggtg ataggattgg

<210> 62
<211> 30
<212> DNA
<213> cebador

<400> 62

ccatggagat agagtcttta gagcagtttc

<210> 63
<211> 30
<212> > DNA
<213> cebador

<400> 63

ggatcctatt gtgttcctge atcgacctta

<210> 64
<211> 34
<212> DNA
<213> cebador

<400> 64

ccatgggcat gcacgcttct ccagegtaga ageg

<210> 65
<211> 30
<212> DNA
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<213> cebador

<400> 65
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ggatccteag tttcgegeee tgagegeegg

<210> 66
<211> 1294
<212> DNA

<213> construccion sintética

<400> 66

catggagtca
gttocatacag
geasgacaca
aattgagact
tatctgtecac
ttgogataaa
atcccoacoe
agtggattga
gcaagacccet
gttatcaaca
aattacatta
gcagacgteg
gettoctacet
aatatttrott
gtgtgtatat
gagggcaage
tEcaggcttea
acggaceatt
catgtigeeyg
ataattaaca

caattataca

t.ogecgegegg

<210> 67
<211> 2708
<212> DNA

aagattcasaa
agtetettac
ctigtetact
ttteaacaan
tttattgtga
ggaaaggeea
acgaggagea
tgtgatatct
tectoetatat
cgtttgacyy
caaaatcaga
cteegygggaa
ttgatatata
tcaaaataaa
tttaatttat
teccegugoaa
gaaattcaga
atcagacctt
gtettgegat
tgtaatgeat
tttaatacge
tgtcatetat

<213> construccion sintética

<400> 67

gegaagtigt getgtaatgt taattaataa aacgtatatt tgggaaattg atagttgtat
aaaacataca acacactatg aaatacaaga cgctatgaca aatgtacggg tatctgaatg
agttttagta tegettaagg gecgeaggeo cgttaaaaat aataategaa ttataaacgt

tagaggacct
gactcaatga
ccaaaaatat
gggtaatate
agatagtgga
togttgaaga
tocgtggaaaa
ccactgacgt
aaggaagtte
gattgeagat
agcacaagec
aagcategge
tataataatt
agaatgtagt
aactttticta
aageggacga
ceggattett
tacaaaaatc
gattatcata
gacgttattt
gatagaaaac
gttactagat

aacagaacte
Caagaagaaa
caaagataca
cggaaaccte
aaaggaaggt
tgcetetgee
agaagacgtt
aagggatgac
atttecatttg
tatctteaga
cteggetggg
ggagacatcet
atcattaatt
atatagcaat
atatatgace
acatggogty
tacteaageg
agataactet
taatttctgt
atgagatggg
aaaatatage
cggyg

12

goeegtaaaga
atcttcgtea
gtotcagaag
ctoggattee
ggctectaca
gacagtggte
ccaaccacgt
goacaatoce
gagaggatce
catatcataa
tggcatcaaa
tetegaacag
agtagtaata
tgettttoty
aaaatttgtt
aageggatat
actggetgat
agagtttett
tgaattacgt
tttttatgat
gcgeaaacta

ctggegaaca
acatggtgga
accaaagoge
attgececage
aatgecatea
ccaaagatgg
cttcaaagca
actatcette
catggcacag
gotacctgat
agggaacctt
gtaagtttct
taatatttca
tagtttataa
gatgtgcagyg
taactataca
ttacaaaaca
aagattgaat
taagcatgta
tagagtcecy
ggataaatta

690
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
740
780
840
300
860

1020
1080
1140
1200
1260
1294

60
120
180
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tagataataa
acaataataa
agaaaggcooes
attattaccec
tattagecca
taagtataat
ggttgegtat
teagagegaa
taaaagaatg
ttataacttt
gcaaaagegyg
cagaccgygat
cctttacaaa
gatgattate
¢atgacgtta
cgegatagaa
tatgttacta
cctggegtta
agcgaagagg
ctteatggag
acagttcata
ggagcacgac
ggcaattgag
agectatcetgt
tcattgogat
tggaccccea
gcaagtggat
ttegoaagac
ggttatcaac
taattacatt
tgcagacgte
tgettetace
ttaattaata
gaaatacaag
ggccegeagge
ggtgatcaga
taacaaaaaa
aaggtgggga
gggacgggac
ttgggeoggg
cgaattaaaa
taccgaatat
cagaagoyg

tcagagatag
aataagtaat
accaactaaa
ccegtgeteg
tttattgaat
gtcacgtgeco
tcaatacget
agoeggangge
tagtatatag
tetaatatat
acgaacatgg
tetttacteoa
aatcagataa
atataattte
tttatgagat
aacaaaatat
gatoggugaa
cccaacttaa
cecgoaccga
tcasagatte
cagagtetet
acacttgtet
acttttcaac
cactttattg
aaaggaaagy
ceecacgagga
tgatgtgata
ccttecteta
acgtttgacg
acaaaatcag
getocggaga
tttgatatat
aaacgtatat
acgctatgac
ccgttaaaaa
taatataaac
aatatgtata
gaatgtceeg
atgacgtcag
ttttgteatt
ggttgetieg
ctattaatat

ES 2296 736 T3

gtgatcagat
aacaaaaaaa
aggtggggag
ggacgggaca
tgggeegggt
gaattaaaag
accgaatate
agaagcegagt
caattgettt
gaccaaaatt
cgtgaagegg
agcgactgge
gagoetaogtit
tgttgaatta
gggtttttat
agegegeoaaa
ttcactggee
tcgecttgea
tegecettee
aaatagagga
tacgactcaa
actccaaaaa
aaagggtaat
tgaagatagt
ccategttga
Qcatcgtgga
tetecocactga
tataaggaag
gggttgegga
aagcacaage
aaagcateogy
atataataat
ttgggaaatt
aaatgtacyg
taataatcga
ataaacgaag
ctaatetetg
atgacgtaag
caaggattat
ttacaaaagc
cgcacgaagan
gtgagtetet

aatataaaca
atatgtatac
aatgtecega
tgacgtoage
tttgtcattt
gttgettege
tattaatatg
aatataatat
tctgbagttt
tgttgataty
atattaacta
tgatttacaa
cttaagattyg
cgttaagcat
gattagagte
ctaggataaa
gtcgttttace
gcacatccee
caacagttgce
cotaacagaa
tgacaagaag
tatcaasagat
ateccggaaac
ggaaaaggaa
agatgectet
aaaagaagac
cgtaagggat
ttcatttcat
ttatcttoag
actegactgy
cggagacate
tatcattaat
gatagttgta
gtatctgaat
attataaacg
tatatgecgg
attggttcag
cacggaggac
aatgagebtt
coggtocagy
acctaatttyg
gocgaagaaa

13

taaacgaagt
taatctotga
tgacgtaage
aaggattata
tacaaaagcece
cacgaagaaa
tgagtcteoty
ttcaaatatt
ataagtgtgt
cagggagage
tacatcaggce
aacaacggac
aatoctgtig
gtaataatta
cogcaattat
ttatcgegeg
aacgtegtga
ctttegecag
gcagectgaa
ctegecgtaa
aaaatctteg
acagtetcag
ctocteggat
ggtggceteet
goegacagtg
gttecaaccea
gacgcacaat
ttggagagga
acatatcata
gtggeatcaa
ttetegaaca
tagtaagttg
taazacatac
gagttttagt
ttagataata
tacaataata
gagaaaggcec
tattattacc
ttattagece

ataagtataa
aggttgegta
atcagageaa

atatgceggt
ttggtteagg
acgggagact
atgggetttt
cggteccagga
cctaatttga
ccgaasaaaa
tttttcaaaa
atattttaat
aagctecegy
ttcagaaatt
cattatcaga
ceggtettge
acatgtaaty
acatttaata
cggtgteate
ctgyggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaaaag
agactggega
tcaacatggt
aagaccaaag
tecattgeoae
acasatgcca
gteccaaaga
cgtcttcaaa
cecactatec
tecatgeaca
agetacctga
aagggaacct
ggtaagttte
tgctgtaatg
aacacactat
atcgcettaag
atcagagata
aaataagtaa
caccaactaa
ceeegtgete
atttattgaa
tgteacgtge
titcaatacge

aagoggaagy

2490
300
3go
420
480
540
600
660
720
780
840
$00 -
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2320
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2708
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<210> 68

<211> 1512

<212> DNA

<213> construccién sintética

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 68
cacactatga caaaagtacg ggtatctgat tgggttatct taacgateta gggecegtagy 60
cccgtgagca atgaacggeg agatcagatg tcecgagtta gtgegecacg taagegetgg 130
ggcttattat tacecccage getogggacg ggacatttge atcagtaata taatatttea 180
aatatptttt tceaaaataaa agaatgtagt atatagcaat tgcttttctg tagtttataa 240
gtgtgtatat tttaatttat aacttttcta atatatgacc aasatttgtt gatgtgeagg 300
gagggeaage teccgggoaa aageggacga acatggeqtg aageggatat taactataca 380
tcaggettea gaaattcaga coggattcett tactecaageg actggetgat ttacaaaaca 420
acggaccatt atcagacctt tacaaagate agataagage tcagtaacag caacaactgh 480
aatgaattat gtgatctgaa gtgttatgtt gtttgttcgt taagaatcaa ggaataaaay 540
ttgtgetgta atgttaatta ataaaacgta tatttgggaa ataagecttca tggagtcaaa 600
gatteaaata gaggacctaa cagaactege cgtaaagact ggegaacagt tcatacagag §60
tectettacga ctcaatgaca agaagaasat c¢ttegtcasc atggtggage acgacacact 720
tgtetactec aaaaatatca aagatacagt ctcagsagac caaagggcaa ttgagacttt 780
tcaacasagy gtaatatccg gaaacctcet cggattecat tgeecageta tetgteacte 840
tattgtgaag atagtggaaa aggaaggtgg ctectacaaa tgocateatt gegataasagg 800
aaaggecate gttgaagatyg cctetgecga cagtggtoce amsagatggac coccacctac 960
gaggagecate gtggaaaaay aagacgttcece aaccacgtet tcecaaageaag tggattgatg 1020
tgatatcteec actgacgtaa gggatgacge acaatcecac tatcettege aagaccette 1080
ctetatataa ggaagtteat ttcatttgga gaggatccat gcacaggtta tcaacacgtt 1140
tgacggggtt goggattatc ticagacata tcataagcta cectgataatt acattacaaa 1200
atcagaagea caagecctedg getgggtgge atcaaaaggg aaccttgeag acgtegetec 1260
ggggaaaage atcggeggag acatcttcte gaacaggtaa gtttcetgett ctacctttga 13240
tatatatata ataattatca ttaattagtc acactatgac aaaagtacgg gtatctgatt 1380
gggttatctt aacgatctag ggccgtagge ccegtgagecaa tgaacggoga gatcagatgt 1440
cecgagttag tgegecacgt aagegetggg gettattatt acccccageg ctegggacqay 1500
gacatttgeca tc 1512

<210> 69

<211> 1691

<212> DNA

<213> construccion sintética
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<400> 69
aagcttcatg gagtcaaaga ttcaaataga ggacctaaca gaactegecg taaagactygg 60
cgaacagtitc atacagagtc tottacgact caatgacaag aagaaaatct tcegtcaacat 120
ggtggagcac gacacacttg tctactccaa asatatcaaa gatacagtct cagaagacca 180
aagggcaatt gagacttttc aacaaagggt aatatccgga aacctceteg gattecattg 240
cccagetatc tgtcacttta titgtgaagat agtggaaaag gaaggtgget cctacaaatg 300
ccatcattge gataaaggaa aggecatcgt tgaagatgeoco tetgecgaca gtggtcoccaa 360
agatggacce ccacccacga ggagcocategt ggaaaaagaa gacgttccaa ccacgtctte 420
aaagcaagtg gattgatgtg atatctccac tgacgtaagg gatgacgeac aatcceacta 480
tcettegeoaa gaccettcoet ctatataagg aagttcattt catttggaga ggggatccoat 540
gagtaaagga gaagaacttt tcactggagt tgteccaatt ctitgttgaat tagatggtga 600
tgttaatggg cacaaatttit ctgtcagtgg agagggtgaa ggtgatgcaa catacggaaa 660
acttacccett aaatttattt geactactgg assactaccet gttoegtgge caacacttgt 720
cactacttte tcttatggty ttcaatgett tteaagatac ccagatcata tgaageggea 780
cgacttotte aagagoegoca tgoetgaggy atacgtgeag gagaggacca tottottoaa 840
ggacgacggy aactacaaga cacqtgetga agteaagttt gaggtaagtt tcetgetteta 200
cctttgatat atatataata attatcatta attagtagta atataatatt tcaaatattt 960
ttttcaaaat aaaagaatgt agtatatage aattgettit ctgtagttta taagtgbgta 1020
tattttaatt tataacttit ctaatatatyg accaasattt gttgatgtge agggagacac 1080
cctegtcaac aggatogage ttaagggaat cgatttcaag gaggacggaa acatecotegyg 1140
ccacaagttg gaatacaact acaactecca caacgtatac atcatggecg acaagcaaaa 1200
gaacggcate aaagecaact tcaagacceyg cracaacate gaagacggeg gegtgeoaact 1260
cgetgatcat tatcaacaaa atactcocaat tggegatqge cctgtecttt taccagacaa 1320
ccattacctyg tocacacaat ctgeccttte gaaagatece aacgaaaaga gagaccacat 1380
ggtccttett gagtttgtaa cagetgetgg gattacacat ggcatggatg aactatacaa 1440
agctataaga getegtttet taagattgaa tcotgttgee ggtettgega tgattatcat 1500
ataatttetg ttgaattacg ttaageatgt aataattaac atgtaatgea tgacgttatt 1560
tatgagatgg gtttttatga ttagagtcecc gcaattatac atttaatacyg cgatagazaaa 1620
caaaatatag cgcgcaaact aggataaatt ategogegeg gtgteateta tgttactaga 1680
tecggggaatt c 1691

<210> 70

<211> 2315

<212> DNA

<213> construccion sintética
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<400> 70
aagcttoatg gagtcaaaga ttcasataga ggacctaaca gaactcgceg tasagactgg 60
cgaacagttc atacagagte tottacgact caatgacaag aagaaasatot tegtcaacat 120
ggtggageac gacacacttg tctactccaa aaatatcaaa gatacagtet cagaagaccea 180
aasgggeaatt gagacttite aacasagugt satatoogge aacctocteg gattccattyg 240
ceccagetatc tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggoet cctacaaatg 300
coatcattge gataaaggaa aggecatoygt tgaagatgoc totgocgaca gtggtoocaa 360
agatggaccc ccacccacga ggagcoategt ggaasaaagaa gacgttccaa ccacgtotto 420
asaageaagtyg gattgatgtg atatetocac tgacgtaagg gatgacgoas aateccacta 480
tccttogecaa gaccottect ctatataagg aagtteattt catttggaga ggggatcecat 540
gagtaaaggs gaagasottt toactggagt tgtcccaatt cttgttgamt tagatggtaa €00
tgttaatggg cacaaatttt ctgtcagtgg agagggtgaa ggtgatgcaa catacggaaa §60
acttaccoctt aaatttattt geactactygy aaaactacet gttecgtgge caacacteght 720
cactactttec tottatggtg ttcaabgoett ttcaagatac ccagatcata tgaageggca 780
“cgacttotte aagaghgoca tgoctgaggg atacgtgeay gagaggacca beottcttcaa 840
ggacgacggy aactacaaga cacgtgoetga agtcaagttt gaggtaagtt totgetteta 900
ccttigatat atatataata attateatts attagtgega asgttgtgety taastgbtaat 560
taataaaacg tatatttggg aaattgatsg ttgtataaaa catacaacac actatgaaabt 1020
acaagacgcet atgacaaaty tacgggtatc tgaatgagtt ttagtatoge ttaagggeoy 1080
caggeoeogtt saaaataata ategaattat azacgttaga taataatcag agataggtga 1140-
tcagataata taaacataaa cgaagtatat groggtacaa taataaaata agtaataaca 1200
azsaaaatat gtatactaat ctotgatigg ttcaggagaa aggoccscca actaaaaggt 1260
ggggagaatg toccgatgac gtaagcacgg gggactatta ttaceccccy tgetcgggac 1320
gggacatgac gtcagraagy attataatgg gotttttatt ageecattta ttgaattggg 1380
cegggtitty teatttiaca aaageccggt coaggataag tataatgtca cgtgeocgaat 1440
taaaaggttg ctitcgocacg aagaaaccta atttgaggtt gegtattcaa tacgcetacceg 1500
aatatctatt aatatgtgag totctgooga aaaaaatcay agegaaagey gaaggcagha 1560
gegagtaata taatatttca aatattttit tcaaaataaa agaatgtagt atatagcaat 1620
tgcttttoty tagtttataa ghgtgtatat tttaatttat aacttttcota atatatgacce 1680
aazatttgrt gatgtgcagg gagacaccet cgtcaacagg atcgagetta agggaatega 1740
tttcaaggayg gacggaaaca tcctcoggeca caagttggaa tacaactaca actcocacaa 1800
cgtatacate atggcecgaca ageansagaa cggcatoaaa gocaattica agacccgecoa 1860
caacatogaa gacggeggeg tgeaactoge tgatcattat caacaaaata gtocaattgg 1920
cgatggecet gtockittac cagacazcea ttacotgtee acacaatctg ccctttogaa 1980
agatcccaac gaaaagagag accacatggt ccttettgag ttigtaacag ctgetaggat 2040
tacacatgge atggatgaac tatacaamsge tagagetegt ttottaagat tgaatcetgt 2100
tgeeggtett gegatgatta toatataatt tetgttgaat tacgttaage atgtaataat 2160
taacatgtaa tgoatgacgt tatttatgag atgggttttt atgattagag teccogcaatt 2220
atacatttaa tacgegatag asaacaanaat atagcegegea aactaggata aattategoeg 2280
cgcggtgtea tctatgttac tagatcgogy aatte 2315
<210> 71
<211> 1851
<212> DNA

<213> construccion sintética
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<400> 71
aagcetteatg gagtoaaaga ttcaaataga ggacctaaca gaactoegoog taaagactgg 60
cgaacagtte atacagagte tettacgact caatgacaag aagaaaatct togtcaacat 120
ggtggagecac gacacacttg tectactceccas azatatcaaa gatacagtet cagaagacca i8¢0
aagggcaatt gagacttttc aacaaaggyt aatatccgga aacctecteg gattecattg 240
cceagetate tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggcet cctacaaatg 300
ccatcattge gataaaggaa aggecatogt tgaagatgee totgecgaca gtggtccocaa 360
agatggaccc ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa ccacgtette 420
aaagcaagtg gattgatgtg atatctecac tgacgtaagg gatgacgcac aatcocacta 480
tecettegoaa gacccttect ctatataagg aagttcattt catttggaga ggggatocat 540
gagtasagga gaagaacttt tecactggagt tgtoccaatt cttgttgaat tagatggtga 600
tgttaatggyg cacaaatttt ctgtcagbgg agagggtgaa ggtgatgcaa catacggaaa 660
acttacccett aaatttattt geactactgg aaaactacct gttecogtgge caacacttgt 720
cactactttc tottatggtg ttcaatgett ttcaagatac ccagatcata tgaagcggea 780
cgacttettc aagagegeca tgoctgaggyg atacgtgeag gagaggacca tettcettcaa 840
ggacgacggg aactacaaga cacgtactga agtcaagttt gaggtaagtt tcetbgettota S0
cetttgatat atatataata attatcatta attagtcaca ctatgacaaa agtacgggta 960
tetgattggg ttatettaac gatctaggge cgtaggcococg tgagcaatga acggegagat 1020
cagatgtcoce gagttagtge gecacgtaag cgeotgggget tattattacc cccagegete 1080
gggacgggac atttgcatca gtaatataat atttcaaata tttttttcaa aataaaagaa 1140
tgtagtatat agcaattget tttctgtagt ttataagtgt gtatatttta atttataact 1200
tttctaatat atgaccaaaa tttgttgatg tgcagggaga caccctegte aacaggatcg 1260
agcttaaggy aatcogattte aaggaggacg gaaacatcecot cggecacaag ttggaataca 1320
actacaactc ccacaacgta tacatcatgg ccgacaagea aaagaacgge atcaaagcca 1380
acttcaagac cogecacaac atdgaagacyg goggegtgea actogotgat cattatcaac 1440
aaaatactec aattggogat ggecctgtee ttttaccaga caaccattac ctgtocacad 1500
aatctgccct ttogaaagatk cocaacgaaa agagagacca catggtoott cttgagtity 1560
taacagctge tgggattaca catggcatgy atgaagtata ¢aaagctaga getcgtttet 1620
taagattgaa toctgttgec ggtettgega tgattatoat ataatttetg tigaattacyg 1680
ttaageatgt aataattaac atgtaatgea tgacgttatt tatgagatgg gtttttatga 1740
ttagagtcec goasattatac atttaatacyg cgatagaaaa caaaatatag cgcgcasmact 1800
aggataaatt atcgegoegeg gtgteatcta tgttactaga toggggaatt ¢ 1851

<210> 72

<211> 32

<212> DNA

<213> cebador

<400> 72

55

60

ccatggagat gaagtgggta acctttattt cc

<210> 173

32

<211> 30
<212> DNA
<213> cebador

<400> 73

ggatccttat aagectaagg cagettgact
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