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DESCRIPCION

Transferencia optimizada de T-DNA y sus vectores asociados.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular. Mds particularmente, describe métodos para la
incorporacién de ADN exdgeno al genoma de células eucariotas tales como células vegetales. Los aspectos concretos
de la presente invencion residen en el disefio de las repeticiones marginales que flanquean al ADN-T transferido
mediante agrobacterias de manera que se reduce significativamente la ultralectura hacia el margen izquierdo del ADN-
T y/o se puede eliminar ficilmente el ADN del esqueleto del vector integrado. De esta manera, se incrementa la
frecuencia de obtencién de células eucariotas transgénicas que contienen solamente el ADN-T.

Antecedentes de la invencion

Se han obtenido variedades de plantas mejoradas mediante cruzamientos “cldsicos” desde que el ser humano cam-
bid la existencia ndmada por un asentamiento permanente. En la historia mds reciente, los cientificos comenzaron a
desentrafiar el comportamiento del material genético durante los cruzamientos y los cultivadores de plantas pudieron
beneficiarse, y ain se benefician, del conocimiento contenido en las leyes de Mendel que predicen la distribucién
de un rasgo genético dado en la descendencia de un cruzamiento. Con la llegada de la biologia molecular de plan-
tas, los cultivadores de plantas pueden insertar con una precision cada vez mayor, nuevos genes quiméricos en el
genoma de una planta. Actualmente se dispone de una diversidad de técnicas para intervenir en la transformacién
genética de plantas incluyendo la agrolistica, microinyeccidn, electroporacidn, transferencia directa de genes y bom-
bardeo con particulas recubiertas de ADN. Un sistema de transformacién de plantas preferido y usado ampliamente
hace uso de la bacteria del suelo Agrobacterium (Zupan y Zambryski 1995, Gelvin 1998a, Gheysen et al. 1998). Ac-
tualmente, Agrobacterium no sélo se usa para transformar plantas sino también para transformar levaduras, mohos
y hongos filamentosos (Bundock et al. 1995, de Groot et al. 1998, Gouka et al. 1999, documento WO 98/45455).
Ademds se ha demostrado que los componentes de la produccién del ADN-T y la maquinaria de transferencia de
Agrobacterium son ttiles para importar ADN a los niicleos de células de mamifero, abriendo perspectivas para el
uso de estos componentes en terapia génica (Ziemienowicz et al. 1999). Agrobacterium transfiere al nicleo de la
célula eucariota todo el ADN localizado en el ADN-T. Este ADN-T es parte del plasmido Ti (en el caso de Agro-
bacterium tumefaciens) o del plasmido Ri (en el caso de A. rhizogenes) de tipo silvestre. E1 ADN-T de tipo silvestre
lleva los genes que provocan, después de la integracion en el genoma de la planta, tumores de agalla de corona o el
sindrome de la raiz pilosa en caso de infeccidon con A. tumefaciens o A. rhizogenes, respectivamente. También estidn
localizados en los plasmidos Ti o Ri de tipo silvestre los genes vir (genes de virulencia) que se activan mediante
compuestos fendlicos de la planta. Los productos de los genes vir son responsables de la transferencia del ADN-
T al genoma eucariota. Cuando se pretende usar para transformacién, el ADN-T se desactiva (es decir, se elimi-
nan todos los genes que provocan enfermedades) y se suministran los genes vir en trans sobre un plasmido auxiliar
(el ADN-T que engloba el gen o los genes heterélogos estd entonces localizado sobre un segundo vector de trans-
formacién binario de la planta) o en cis en el caso de un vector de transformacién de la planta co-integrado. Los
genes heter6logos de interés se clonan entre las dos secuencias centrales de margen imperfectas del ADN-T de 22
pb (en el caso de plasmidos Ti de octopina) o de 25 pb (en el caso de pldsmidos Ti de nopalina) que constituyen
el margen derecho (RB) y el margen izquierdo (LB), que son los tnicos elementos en cis necesarios para dirigir el
procesamiento del ADN-T. Las secuencias centrales marginales del RB y del LB estdn organizadas como repeticiones
imperfectas.

Las proteinas VirD1 y VirD2 producen un corte de cadena sencilla entre la tercera y cuarta base en la cadena inferior
de cada repeticién marginal (Yanofsky et al. 1986). El aumento de los niveles de VirD1 y VirD2 potencia la produccién
de complejos de ADN-T dentro de Agrobacterium 'y da como resultado una mayor eficacia en la transformacién de la
planta (Wang et al. 1990).

Durante muchos afios se ha creido que solamente se transferia a la célula eucariota el ADN entre las repeticiones,
el ADN-T, y no el ADN del vector externo al ADN-T. No obstante, una caracterizacion reciente y mas detallada de
los insertos de ADN en plantas transgénicas demuestra que también se integran en el genoma de la planta con mucha
frecuencia secuencias del esqueleto del vector (Martineau et al. 1994, Ramanathan y Veluthambi 1995, Cluster et al.
1996, van der Graaff et al. 1996, Kononov et al. 1997, Wenck et al. 1997, Wolters et al. 1998).

Los autores de la presente invencion han descubierto previamente que la frecuencia de integracion de las secuencias
del vector no esta influenciada por las especies de plantas o el método de transformacién usado. Esto es coherente con
la visién de que la transferencia de secuencias del esqueleto del vector es la consecuencia de la ultralectura mas
alla del LB, un proceso que se produce dentro de las células de Agrobacterium y que seguramente esté determinado
por factores dentro de estas células. No obstante, se debe advertir que otros han informado sobre la integracién del
esqueleto del vector en el 33% de los transformantes de Arabidopsis obtenidos mediante transformacién radicular y en
hasta el 62% de los transformantes obtenidos mediante infiltracion por vacio (Wenck et al. 1997). Esto implica que el
método de transformacién usado podria ser otro factor que influye en la frecuencia de la integracién del esqueleto del
vector. Se ha notificado que la integracién de secuencias del esqueleto del vector se produce en muchas especies de
plantas incluyendo Petunia (Virts y Gelvin 1985, Cluster et al. 1996), Arabidopsis (van der Graaff et al. 1996, Wenck
et al. 1997), tabaco (Ramanathan y Veluthambi 1995, Kononov ef al. 1997, Wenck et al. 1997) y patata (Wolters et

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335614 T3

al. 1998). La integracion del esqueleto del vector aparentemente es independiente del tipo de cepa de Agrobacterium
usada para la transformacién de la planta (Kononov et al. 1997).

Los inventores han analizado previamente diferentes series de transformantes con respecto a la presencia de se-
cuencias del esqueleto del vector mediante el uso de reacciones de PCR especificas y andlisis de transferencia de ADN
en gel. Se evaluaron tres métodos de transformacién diferentes en dos especies de plantas diferentes, particularmente
transformacion radicular y folicular de Arabidopsis thaliana y transformacion protopléstica y folicular de Nicotiana
tabacum. Por ultimo, se evalu6 la influencia del tipo de replicén, los replicones ColEl y pVS1. Los resultados de-
mostraron que ni las especies de plantas ni el tipo de explante usado para la transformacion, el tipo de replicén o la
seleccidn tienen una influencia fundamental sobre la frecuencia con la cual se producia la integracién de las secuencias
del vector. En el pasado se postul6 que esta transferencia del ADN del vector que no pertenece al ADN-T podria ser el
resultado de la ultralectura en el margen izquierdo, que impediria la terminacién normal de la transferencia del ADN-
T. Como alternativa, la transferencia de ADN podria comenzar en el margen izquierdo y proseguir hacia el margen
derecho (Ramanathan y Veluthambi, 1995; van der Graaff ef al., 1996). No obstante, en las plantas transgénicas des-
critas anteriormente se observd que muchas contenfan secuencias del esqueleto del vector unidas al margen izquierdo
asi como uniones del vector con el margen derecho del ADN-T. Las transferencias de ADN en gel indican que en
la mayoria de estas plantas se integra la secuencia completa del vector. Por tanto, se postuld que la integracién en
el genoma de la planta de secuencias completas del esqueleto del vector puede ser el resultado de una transferencia
conjugativa iniciada en el margen derecho y seguida posteriormente con la copia en los margenes izquierdo y derecho,
denominada ultralectura. Este modelo implica que el margen izquierdo no se reconoce con frecuencia como un sitio
de iniciacion para la transferencia de ADN y que el margen derecho no se reconoce eficazmente como un sitio de
terminacion para la transferencia de ADN. Estas observaciones concuerdan con los resultados de trabajos previos que
demuestran que la regién del margen derecho es intrinsecamente mads activa que la regién del margen izquierdo en la
promocion de la transformacion del ADN-T (Jen y Chilton 1986a,b, Caplan et al. 1985). A partir de todos los datos
disponibles, se puede concluir que la formacién de la cadena T comienza mucho mds frecuentemente en el margen
derecho que en la regién del margen izquierdo.

En el futuro, serd de suma importancia prevenir o curar la integracién del esqueleto del vector como consecuencia
de la transformacién mediada por Agrobacterium. En primer lugar, las autoridades reguladoras estdn demandando que
las plantas transgénicas puestas en circulacién en el mercado ordinario carezcan de secuencias del esqueleto del vector.
Estas secuencias del esqueleto pueden llevar origenes de replicaciéon bacterianos, genes bacterianos de resistencia a
antibidticos y posiblemente varios genes distintos (exdgenos). También expresardn la misma preocupacion rigurosa
los consumidores que cada vez son mds conscientes de estos riesgos potenciales asociados con la biotecnologia de
plantas. En segundo lugar, también desde un punto de vista cientifico es deseable no tener la integracién del esqueleto
del vector en el genoma de plantas. Estas secuencias pueden influir en la expresion transgénica (Iglesias et al. 1997,
Matzke y Matzke 1998, Jakowitsch et al. 1999). También es probable que la integracién del esqueleto del vector
interfiera con experimentos de marcaje del ADN-T. Los marcadores pueden ser considerablemente mds largos de lo
esperado (Martineau et al. 1994) y la integracion del esqueleto del vector también podria ser la explicacién del hecho
de que en un gran porcentaje plantas del género Arabidopsis con el ADN-T marcado, el ADN-T no se co-segrega con
un fenotipo mutante (Errampali ef al. 1991, Feldmann 1991, Koncz et al. 1992, van Lijsebettens et al. 1991).

Aunque ya se observé el fenémeno de la integracién ocasional del esqueleto del vector en 1982 por Ooms et
al., no fue hasta 1995 cuando se sugirié una primera solucién por Ramanathan y Veluthambi (1995): “... se pueden
construir nuevos vectores binarios con sefiales de “terminacién de la transferencia” adyacentes al margen izquierdo”.
Desde entonces, se ha intentado entender el mecanismo de integracién del esqueleto del vector. Wenck et al. (1997)
describieron una posible razén: “... el corte ineficaz puede deberse a pequefias cantidades de proteinas de virulencia,
principalmente VirD2”. No obstante, s6lo muy recientemente se han descrito métodos que previenen la ultralectura en
los margenes del ADN-T (documento WO 99/01563) y por Hanson et al. (1999). Estos métodos se basan en la inclu-
sién de secuencias fuera de los margenes. Estas secuencias son genes que codifican compuestos toxicos o secuencias
capaces de interactuar con proteinas que se unen al ADN o secuencias que estdn enriquecidas en nucle6tidos G+C.
Un inconveniente importante de los métodos descritos en el documento WO 99/01563 y por Hanson et al. (1999)
es que se previene la regeneracion de los transformantes de plantas que llevan mas que la regiéon de ADN-T en su
genoma. Es imaginable que tales métodos mermen la eficacia de la transformacion global, es decir, se obtendrd un
menor nimero de transformantes a partir de un experimento de transformacién dado. De hecho, Hanson et al. (1999)
notificaron que la eficacia de transformacion del tabaco cayé hasta un 30%. No obstante, Hanson ez al. (1999) descri-
bieron su estrategia como una herramienta ttil “para la eliminacién de secuencias que no son ADN-T de individuos
transgénicos”.

La presente invencioén describe una solucién al problema técnico de la integracién no deseada del esqueleto del
vector y proporciona ventajas sobre los métodos existentes.

Resumen de la invencion

La invencidn describe vectores de transformacion que comprenden un ADN-T con mérgenes de ADN-T flanquean-
tes. Los vectores de ADN-T se caracterizan por que estdn modificados de manera que permiten la transformacién
genética de una célula eucariota s6lo con el ADN-T y no con secuencias del esqueleto del vector. Esto se consigue
impidiendo la transferencia de las secuencias del esqueleto del vector al genoma de una célula eucariota o curando de
secuencias del esqueleto del vector transferidas al genoma de una célula eucariota. Dichos vectores de ADN-T modi-
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ficados permiten un procesamiento eficaz del margen izquierdo mediante el complejo de corte que implica al menos a
VirD1 y a VirD2 o permiten la escisién de secuencias del esqueleto del vector transferidas.

La presente solicitud describe vectores de ADN-T optimizados que incluyen una modificacién del margen derecho
del ADN-T que comprende una tnica secuencia central del margen derecho flanqueada por una regién externa del
margen derecho y/o una modificacién, incluyendo una multiplicacién, del margen izquierdo del ADN-T, disefiados
como:

a) una Unica secuencia central del margen izquierdo flanqueada por una regién externa natural del margen
izquierdo y una regién proximal del margen izquierdo intra-ADN-T con una longitud de 10 a 100 pb,
preferiblemente 20-100 pb, y que estd enriquecida en el ndmero de residuos de A y T, siendo el porcentaje
de residuos AT preferiblemente del 60 al 85%, siendo mas preferiblemente del 64 al 80%, siendo de la forma
mads preferida del 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72,73,74,75, 76, 78 6 79%, siempre que dicha regién proximal
en el margen izquierdo intra-ADN-T no sea la region interna del margen izquierdo de tipo octopina natural
correspondiente, o

b) una dnica secuencia central del margen izquierdo flanqueada solamente por una region interna natural del
margen izquierdo, o

c) una tnica secuencia central del margen izquierdo; o

d) una repeticion en tdndem de varias secuencias centrales del margen izquierdo flanqueada solamente por
una region externa natural del margen izquierdo, conteniendo preferiblemente la repeticién en tdndem 2-3
secuencias centrales del margen izquierdo pero sin excluir un nimero de copias superior de la repeticién im-
perfecta central del margen izquierdo y estando separadas dichas secuencias centrales del margen izquierdo
repetidas en dicho tdndem por una secuencia de al menos 10-20 pb que opcionalmente lleva codones de
terminacion en los tres marcos de lectura y en ambas direcciones; o

e) una region de margen izquierdo de tipo nopalina integral adyacente a y cadena abajo o cadena arriba de la
regién de margen izquierdo de tipo octopina integral.

La solicitud describe adicionalmente vectores de transformacién de ADN-T optimizados con secuencias
de ADN adicionales fuera de las repeticiones centrales del margen de ADN-T que permiten la eliminacién
después de la transformacion de secuencias del esqueleto del vector integradas. Dichas secuencias de ADN
adicionales modifican, incluyendo por multiplicacién, las regiones del margen de ADN-T o sus partes y
comprenden:

f) sitios de recombinacién organizados como repeticiones cadena abajo de la secuencia central del margen
izquierdo y cadena arriba de la secuencia central del margen derecho; o

g) dichas secuencias de ADN de (f) modificadas adicionalmente mediante la adicién de una segunda copia de
una regién en el margen izquierdo situada cadena arriba de y preferiblemente adyacente a la Unica regién
externa del margen derecho y dicho sitio de recombinacién cadena arriba de la secuencia central de dicha
segunda regién de margen izquierdo; o

h) dichos sitios de recombinacién de (f) con un gen de recombinasa, cadena abajo de dicho sitio de recombi-
nacién cadena abajo de la secuencia central del margen izquierdo, y preferiblemente, cuando estd presente,
adyacente a y cadena abajo de la regién externa del margen izquierdo; o

i) una secuencia de ADN localizada cadena abajo de la regién del margen izquierdo, comprendiendo dicha
secuencia de ADN un gen de recombinasa flanqueado por repeticiones de sitios de recombinacién como se
ha definido en (h) y comprendiendo adicionalmente una segunda copia de una regiéon de margen izquierdo
cadena abajo de dicha recombinasa; o

1) la secuencia de ADN de (i) con sitios de recombinacidn adicionales organizados como repeticiones cadena
abajo de la segunda secuencia central del margen izquierdo y cadena arriba de la tnica secuencia central
del margen derecho.

En cualquiera de dichas modificaciones (f), (g), (h), (i) o (j), dichos sitios de recombinacién estan localizados
adyacentes a y cadena abajo y/o cadena arriba de las secuencias centrales del margen izquierdo y/o derecho o estdn
separados de las secuencias centrales del margen izquierdo y/o derecho por una secuencia de al menos 10-20 pb de
longitud que opcionalmente lleva codones de terminacién en los tres marcos de lectura y en ambas direcciones.

En cualquiera de dichas modificaciones (f), (g), (h), (i) o (j), dichos sitios de recombinacidn son sitios de recombi-
nacioén especificos de sitio dispuestos como repeticiones directas o secuencias marginales de transposones dispuestas
como repeticiones invertidas y dicho gen de recombinasa es un gen de recombinasa especifico de sitio o un gen de
transposasa, respectivamente.
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Una primera realizacién de la invencién se refiere a un vector de transformacién de ADN-T que comprende ADN-
T con margenes de ADN-T modificados flanqueantes izquierdo y derecho, caracterizado por que el margen derecho
de ADN-T modificado consiste en una regién externa de margen derecho, una secuencia central del margen derecho y
una region interna de margen derecho, y el margen izquierdo de ADN-T modificado consiste en:

@) una repeticion de los margenes izquierdos del ADN-T donde dicha repeticién comprende al menos un
margen izquierdo de ADN-T de tipo nopalina y al menos un margen izquierdo de ADN-T de tipo octopina,
caracterizada adicionalmente por que dicho margen izquierdo de ADN-T modificado comprende al menos
una secuencia central del margen izquierdo, o

(il))  una Unica secuencia central del margen izquierdo, una regién externa del margen izquierdo y una regién
proximal del margen izquierdo de la region interna con una longitud preferible de 10 a 100 pb, caracterizada
adicionalmente por que dicha region proximal del margen izquierdo de la region interna estd enriquecida
en el nimero de residuos de A y T, estando el porcentaje de residuos AT entre el 60 y el 85%.

Otra realizacién de la invencién incluye vectores de transformacién en los que se aplica cualquiera de dichas
modificaciones como se ha definido en (i) o (ii), o se aplican en combinacion.

Estos vectores de transformacién comprenden vectores usados en la transformacién mediada por Agrobacterium,
incluyendo vectores de transformacién binarios, vectores de transformacién de tipo co-integrado, vectores de transfor-
macion de tipo superbinario, vectores de transformacién derivados de Ri asi como vectores que llevan ADN-T usados
en transformacién agrolistica o terapia génica.

La presente solicitud describe un método para obtener células eucariotas transgénicas transformadas solamente con
ADN-T impidiendo la transferencia de secuencias del esqueleto del vector usando dichos vectores de transformacién
optimizados que contienen cualquiera de dichas modificaciones (a) a (j).

En la presente solicitud ademds se describe un método para la obtencidn de células eucariotas transgénicas transfor-
madas solamente con el ADN-T que permite la curacién de dichas células transformadas que contienen secuencias del
esqueleto del vector usando dichos vectores de transformacién optimizados que contienen dicha secuencia de ADN de
(f) o (g) en combinacién con el suministro de una recombinasa especifica de sitio o transposasa, o de dichas secuencias
de ADN (h), (i), o (j) eventualmente en combinacién con el suministro de una recombinasa especifica de sitio o una
transposasa. Por curacién se entiende la eliminacién de las secuencias del esqueleto del vector de transformacién que
posiblemente se originan en dicho vector sin suprimir el acontecimiento de transformacién del ADN-T.

También es parte de la invencién un método para obtener plantas, levaduras, mohos u hongos filamentosos trans-
génicos que consiste en la transformacion mediada por Agrobacterium de dichas plantas, levaduras, mohos u hongos
filamentosos con un vector de acuerdo con la primera realizacién. Otro método de la invencién es un método para
prevenir la integracién de secuencias del esqueleto del vector en una célula transformada mediada por Agrobacterium
que comprende el uso de un vector de acuerdo con la primera realizacion.

Dicho método puede comprender adicionalmente el incremento de la produccién por Agrobacterium del complejo
de corte que al menos implica a VirD1 y VirD2. Dichos componentes del complejo de corte estdn codificados por el
operén virD (de tipo octopina o de tipo nopalina).

Al menos una copia extra se integra en entidades de ADN cromosémico y/o extracromosémico contenidas y
mantenidas dentro de una cepa de Agrobacterium. Dicha copia extra del locus VirD asi se puede seleccionar entre el
locus VirD de tipo octopina o el locus VirD de tipo nopalina. Para reducir la ultralectura en el margen izquierdo de
ADN-T, dicho método se puede aplicar solo o junto con vectores de transformacién que contienen margenes de ADN-
T modificados.

En esta solicitud también se describe cualquier combinacion de métodos y/o modificaciones del vector de ADN-T
de la invencidn para prevenir o curar la integracién de secuencias del esqueleto del vector con cualquier otro método
y/o modificacion del vector de ADN-T aplicada para prevenir o curar la integracion de secuencias del esqueleto del
vector.

Las células hospedadoras recombinantes que contienen dichos vectores de transformacién modificados de acuerdo
con la presente invencidén, como bacterias, preferiblemente Agrobacterium tumefaciens también constituyen la inven-
cion.

También se describe en esta solicitud cualquier combinacién del sistema de recombinacién especifico de sitio o el
sistema de recombinacién mediado por transposasa de la presente invencion para curar la integracién de secuencias
del esqueleto del vector con el mismo o cualquier otro sistema de recombinacién especifico de sitio o sistema de
recombinacién mediado por transposasa usado para cualquier otro propdsito.

También estdn comprendidos dentro de la invencién métodos de transformacién basados en agrolistica de una
célula eucariota que usa un vector de ADN-T modificado de acuerdo con las alteraciones definidas en los vectores
mencionados anteriormente en (i) o (ii).
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También se describen en esta solicitud métodos de terapia génica que usan un vector de ADN-T modificado de
acuerdo con las alteraciones definidas en los vectores como se ha mencionado anteriormente.

Las células vegetales o las plantas transgénicas que pueden obtenerse mediante un método de transformacién me-
diado por Agrobacterium como se ha definido anteriormente, parte de dicha planta o su progenie también constituyen
la presente invencion.

Las levaduras, mohos u hongos filamentosos transgénicos que pueden obtenerse mediante un método de transfor-
macién mediado por Agrobacterium como se ha definido anteriormente también constituyen la presente invencion.

Con los anteriores y otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién que serdn evidentes mds adelante, la
naturaleza de la invencién se puede entender mds claramente haciendo referencia a la siguiente descripcién detallada
de las realizaciones preferidas de la invencion y a las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada de la invencion

La transformaciéon mediada por Agrobacterium o la transformacién agrolistica de plantas, levaduras, mohos u
hongos filamentosos se basa en la transferencia de parte de las secuencias del vector de transformacién, denominado
ADN-T, al nicleo y en la integracién de dicho ADN-T en el genoma de dicho eucariota.

Por “Agrobacterium” se entiende un miembro de la familia Agrobacteriaceae, mas preferiblemente Agrobacterium
0 Rhizobacterium y de la forma mas preferida Agrobacterium tumefaciens.

Por “ADN-T”, o ADN transferido, se entiende que parte del vector de transformacién flanqueado por los margenes
del ADN-T, después de la activacién de los genes vir de Agrobacterium, se corta en los margenes del ADN-T y se
transfiere como un ADN monocatenario al nicleo de una célula eucariota. La produccién de la cadena de ADN-
T es el resultado de un acontecimiento de procesamiento del ADN iniciado por un corte especifico de sitio en una
molécula bicatenaria. Existe una familia de reacciones de procesamiento del ADN interrelacionadas en diferentes
sistemas procariotas. En cualquier caso, el sustrato es una molécula de ADN circular superenrollada y la proteina
de corte reconoce una secuencia corta, escinde en un sitio conservado (posiciones conservadas del sitio de corte y
regién consenso localizada en posicién 3° del corte) y se une covalentemente al margen 5’ de la cadena cortada.
Los sistemas de procesamiento de ADN que pertenecen a esta familia incluyen, aparte de la formacién de ADN-
T en y la transferencia del ADN-T a la célula eucariota por Agrobacterium, (1) la iniciacién de la replicacién de
ADN conjugativa y la posterior transferencia de pldsmidos de bacterias Gram-negativas, (2) la iniciacién de la sintesis
de la cadena mdas durante la replicacion por circulo rodante del fago relacionado con ¢X174, y (3) la iniciacién
de la replicacién por circulo rodante en ciertos pldsmidos de bacterias Gram-positivas (Waters y Guiney 1993). El
acontecimiento de procesamiento del ADN se cataliza por un complejo oligoproteico relaxosoma. Una de las proteinas
de este complejo, la relaxasa, es la enzima clave que cataliza la escisiéon del ADN especifica de sitio y de cadena
(Pansegrau y Lanka 1996). En el caso de la transferencia conjugativa de plasmidos, la relaxasa se une covalentemente
al extremo 5° del ADN a transferir y no es capaz de producir un segundo corte necesario para la transferencia de una
unica copia del ADN. Se cree que al menos es necesario un dimero de relaxasa para la transferencia de una dnica copia
de ADN (Pansegrau y Lanka 1996).

En el caso de Agrobacterium, es necesario un minimo de dos proteinas para el corte y la posterior transferencia del
ADN-T. Estas protefnas del relaxosoma son VirD1 y VirD2. VirD1 es una topoisomerasa de tipo I sin especificidad
de secuencia (Ghai y Das 1989). La proteina VirD2 es, también basdndose en la homologia de secuencia, la relaxasa
de Agrobacterium y actiia como la endonucleasa de corte (Pansegrau et al. 1994). Durante el proceso de corte, VirD2
se une covalentemente a los dos extremos 5° del ADN-T procesado en el margen derecho y al resto del plasmido
de ADN-T en el margen izquierdo (Durrenberger et al. 1989, Young y Nester 1988). Tanto el margen izquierdo
como el margen derecho del ADN-T se reconocen por VirD1 y VirD2. Se han demostrado interacciones fuertes entre
VirD1 y VirD2 y entre proteinas VirD2 y se ha sugerido que el desplazamiento de la cadena de ADN-T (mediante
la replicacion del ADN) se detiene produciendo un segundo corte que depende de la interaccién VirD2-VirD2. Esto
implica que complejos de relaxosoma separados que incluyen al menos VirD1 y VirD2 podrian estar involucrados en
el procesamiento de cada uno de los dos margenes del ADN-T (Relic et al. 1998).

Por “margenes de ADN-T”, “regioén del margen de ADN-T” o “regién marginal” se entiende el margen del ADN-T
derecho (RB), también denominado “margen derecho”, o el margen del ADN-T izquierdo (LB), también denominado
“margen izquierdo”. Dicho margen comprende una secuencia central flanqueada por una regién interna del margen
como parte del ADN-T que flanquea el margen y/o una regién externa del margen como parte del esqueleto del vector
que flanquea el margen. Las secuencias centrales comprenden 22 pb en el caso de vectores de tipo octopina y 25
pb en el caso de vectores de tipo nopalina. Las secuencias centrales en la regién del margen derecho y en la regién
del margen izquierdo forman repeticiones imperfectas. Las secuencias centrales del margen son indispensables para
el reconocimiento y el procesamiento por el complejo de corte de Agrobacterium que consiste al menos en VirD1
y VirD2. Las secuencias centrales que flanquean un ADN-T son suficientes para promover la transferencia de dicho
ADN-T. No obstante, la eficacia de la transformacion usando vectores de transformaciéon que llevan dicho ADN-T
unicamente flanqueado por dichas secuencias centrales es baja. Se sabe que las regiones interna y externa del margen
modulan la eficacia de la transferencia de ADN-T (Wang et al. 1987). Se ha caracterizado un elemento que potencia
la transferencia de ADN-T y se encuentra en la regién externa del margen derecho y se denomina multiplicador
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(“overdrive”) (Peralta et al. 1986, van Haaren et al. 1987). Las secuencias centrales son como sigue (in: parte de la
secuencia de ADN-T; ex: parte de la secuencia del esqueleto del vector; secuencias centrales indicadas en maytsculas
en negrita y subrayado; Gielen ez al. 1984, 1999):

- RB de tipo octopina: in-tgatgctgactGGCAGGATATATACCGTTGTAATttgagctegt-ex (ID SEC N° 1)

- LB de tipo octopina: ex-gcggcagcggcGGCAGGATATATTCAATTGTAA Atggcttcatg-in (ID SEC N° 2)

- RB de tipo nopalina: in-tatcagtgttTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACctaagagaa-ex (ID SEC N° 3)

- LB de tipo nopalina: ex-ggctggctggTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACaaattgacg-in (ID SEC N° 4)

Por “regién integral del margen” se entiende un margen de ADN-T de origen natural que comprende la secuencia
central del margen y tanto la regién interna como la regién externa del margen.

Por “vector de transformacién de ADN-T” o “vector de ADN-T” se entiende cualquier vector que engloba una
secuencia de ADN-T flanqueada por un margen derecho e izquierdo de ADN-T que consiste en al menos las secuen-
cias centrales del margen derecho e izquierdo, respectivamente, y usado para la transformacién de cualquier célula
eucariota.

Por “secuencia del esqueleto del vector” o “secuencias del esqueleto del vector” se entiende todo el ADN de un
ADN-T que contiene un vector que queda fuera de los margenes del ADN-T y, mds especificamente, fuera de los sitios
de corte de las repeticiones imperfectas centrales del margen. Por “vector” se entiende un vector de transformacién o
un vector de ADN-T mantenido de manera estable en un cultivo bacteriano, por ejemplo, un cultivo de Escherichia
coli o un cultivo de Agrobacterium.

La presente invencién incluye construcciones de vectores de ADN-T optimizados de manera que se minimiza o se
impide la integracién del esqueleto del vector en el genoma de una célula eucariota o de manera que es posible la cu-
racién de las secuencias del esqueleto del vector integradas en una célula eucariota. Dichos vectores, cualquiera de sus
derivados o cualquier vector que utiliza cualquiera de las modificaciones o cualquier combinacién de modificaciones
de la presente invencion se puede usar como material de partida para la clonacion de las secuencias de ADN de interés
entre las dos repeticiones del margen y para aplicaciones posteriores, tales como la transformacién de, por ejemplo,
un planta cultivada, una levadura o un hongo y tal como terapia génica.

Por “vector de ADN-T optimizado” se entiende un vector de ADN-T disefiado para reducir o suprimir la transferen-
cia de secuencias del esqueleto del vector al genoma de una célula eucariota o para permitir la curacién de secuencias
del esqueleto del vector transferidas al genoma de una célula eucariota.

En los andlisis realizados en el marco de la presente invencién (véanse los Ejemplos 1-3), se compard la frecuencia
de transferencia del esqueleto del vector en plantas transgénicas que se habian transformado con vectores de ADN-
T con repeticiones en el margen en el contexto de la secuencia de octopina natural, y con vectores de ADN-T sin la
regi6én del margen interna de las repeticiones marginales. Se encontré sustancialmente mds integracién del esqueleto
del vector en la serie de plantas transformadas en las que se emplearon vectores de ADN-T sin las secuencias internas
y externas de repeticiéon marginal que en la serie de plantas transformadas en las que se usaron regiones marginales
completas interna y externa. Ademads, se observd que muchas plantas transgénicas contienen secuencias del esqueleto
del vector unidas al margen izquierdo del ADN-T asi como uniones del vector con el margen derecho del ADN-T
(véase el Ejemplo 2). Los andlisis de transferencia de ADN en gel indican que, en la mayoria de estas plantas, estd
integrada la secuencia completa del vector (véase el Ejemplo 3). Ademads, la frecuencia de integracion de secuencias
completas del esqueleto del vector no estaba influenciada por la presencia o ausencia de la regién interna del margen.
Estos datos sugieren que lo mds probable es que la region interna del margen derecho no contenga determinantes
importantes para el corte eficaz en el margen izquierdo del ADN-T. Esta conclusién se corrobora adicionalmente por
resultados previos obtenidos por Shaw et al. (1984) que indican que la supresion de la regién interna del RB no influye
en la eficacia de la transformacion de la planta. De esta manera, lo mas probable es que los determinantes para el corte
eficaz en el margen izquierdo del ADN-T residan dentro del propio LB. Se asume que la integracién en el genoma
de la planta de secuencias completas del esqueleto del vector es el resultado de una transferencia conjugativa iniciada
en el margen derecho y continuada posteriormente con la copia en los margenes izquierdo y derecho, denominado
ultralectura. La transferencia del esqueleto del vector también puede ser la consecuencia del reconocimiento del LB
como punto de partida para la transferencia de ADN y la copia continuada en el RB hasta el LB (van der Graaff et
al. 1996). Por lo tanto, es importante identificar los elementos del LB involucrados en el corte eficaz en la repeticién
central del LB. De esta manera, por ejemplo, la supresion parcial o completa de la region interna del margen izquierdo
y/o de las regiones externas podria poner a la repeticion central del margen izquierdo en un contexto que potencia su
afinidad y el reconocimiento por VirD1 y VirD2. Una observacién llamativa con respecto a esto procede del andlisis de
las secuencias del margen izquierdo (y derecho) de los vectores de transformacién usados en experimentos descritos
en los Ejemplos 2 y 3. En la Figura 1 se representan los porcentajes de residuos de A y T por tramo de 100 pb alrededor
(y sin incluir) las repeticiones centrales del LB y RB para los dos vectores de transformacién con y sin el contexto de
la regidn interna del margen natural. La observacion singular consiste en el hecho de que el porcentaje de residuos AT
de los 100 pb proximales al LB de la region interna natural (vector de ADN-T K de la Figura 1) es considerablemente
superior al porcentaje de residuos AT de los 100 pb proximales al LB del vector en el que se suprime la regién
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interna natural (vector de ADN-T Hsb de la Figura 1), es decir, un 64% comparado con un 56%, respectivamente.
Como se ha mencionado anteriormente, la ultralectura del LB y la transferencia parcial del esqueleto del vector se
produce con mucha mds frecuencia cuando las plantas se transforman con vectores de ADN-T Hsb en comparacién
con la transformacién de plantas con el vector de ADN-T K. Mecdnicamente, es posible que este porcentaje inferior
de residuos AT atende considerablemente la actividad de corte del relaxosoma unido al LB que incluye al menos
VirD1 y VirD2. Simultdneamente, la maquinaria de replicacién del ADN que lleva a cabo el desplazamiento de la
cadena de ADN-T seria capaz, a frecuencias relativamente elevadas, de desplazar el relaxosoma del LB antes de que
se haya realizado el corte. La consecuencia de este proceso seria una mayor frecuencia de ultralectura en el LB.
De esta manera, el porcentaje de residuos AT de los 10-100 pb (o preferiblemente 20-100 pb) proximales al LB y
parte del ADN-T es un elemento candidato del LB que determina la eficacia de corte en la repeticion central del LB.
Para que la eficacia del corte sea suficientemente elevada, el porcentaje de residuos AT de dicha region proximal del
LB tiene que ser suficientemente elevado, es decir, al menos aproximadamente el 60-85%, mas preferiblemente al
menos aproximadamente el 64-80%. Aunque los 100 pb proximales fuera de la repeticion central del RB del ADN-T
contienen un porcentaje similar de residuos AT que los 100 pb proximales en el interior de la repeticion central del LB
del ADN-T, es decir, el 58% comparado con el 56%, respectivamente (véase la Figura 1), el procesamiento correcto
y altamente eficaz en el RB no es problematico. Lo mas probable es que esto sea debido a la influencia positiva de
la secuencia multiplicadora presente en la regién externa del RB (Peralta et al. 1986, van Haaren et al. 1987). No se
debe excluir que proteinas auxiliares al complejo del relaxosoma se unan a la secuencia multiplicadora y potencien
el proceso de corte en el RB. Esto se asemejaria de nuevo a la situacién de transferencia del pldsmido conjugativo
entre bacterias en las que se han identificado tales proteinas auxiliares (Waters y Guiney 1993). Tampoco se debe
excluir que proteinas auxiliares, no identificadas hasta el momento, estén implicadas en el procesamiento eficaz del

La primera construccién del vector de ADN-T modificada para prevenir la transferencia del esqueleto del vector
descrita anteriormente incluye una regién proximal del LB intra-ADN-T enriquecida en residuos de A y T. No obstante,
tal estrategia no podrd ponerse en prictica para todas las construcciones de ADN-T. De esta manera, en la Figura
2 se representan esquematicamente una serie de construcciones de vector de ADN-T optimizadas adicionales. Los
resultados de la transformacion de plantas con la primera de las construcciones de la Figura 2 se describen en los
Ejemplos 1-3. Las otras construcciones sustentan varias estrategias para obtener vectores de ADN-T optimizados. Las
optimizaciones residen en modificaciones del disefio del margen izquierdo enfocadas a incrementar la eficacia del
corte del LB y que hacen que la integracion del esqueleto del vector en el genoma de una célula eucariota esté muy
minimizada o ausente. En dichas construcciones del vector de ADN-T optimizadas, la regién del RB es constante, es
decir, comprende la region externa del margen derecho pero se ha suprimido la regién interna del margen derecho.
Dicha regién del margen derecho contiene la secuencia central del RB de 25 pb y los 146 pb cadena arriba de la regién
externa del margen derecho procedente de pTiAch5 (Gielen et al. 1984). Esta region externa contiene la secuencia
multiplicadora. Esta claro que en la presente invencion también se pueden usar regiones del margen derecho en su
contexto natural, es decir, que comprenden la region interna del margen derecho. Los margenes derechos de los cuales
se han eliminado las regiones internas del margen tienen la ventaja, no obstante, de que la transferencia a la planta
de ADN “exdgeno” sin una funcién clara y como parte del ADN-T estd limitada adicionalmente. Ademads, se ha
descrito anteriormente que es poco probable que la ausencia de la regién interna del RB influya en la eficacia del
procesamiento del LB. Las regiones del LB en dichos vectores de ADN-T optimizados ejemplares generalmente
proceden de plasmidos Ti de tipo octopina y todas contienen una secuencia central natural del margen izquierdo. Los
margenes de ADN-T de tipo nopalina normalmente proceden de pldsmidos Ti tales como el pTiC58 (Gielen et al.
1999). En la Figura 2 y en el Ejemplo 4 se describen mas detalles sobre las regiones terminales ejemplares usadas en
los vectores de ADN-T optimizados ejemplares.

La presente solicitud describe vectores de ADN-T optimizados como se ejemplifican en la Figura 2 y que incluyen
una modificacién del margen derecho del ADN-T que comprende una dnica secuencia central del margen derecho
flanqueada por una regién externa del margen derecho y/o una modificacion, incluyendo la multiplicacién, del margen
izquierdo del ADN-T disefiados como:

a) una tUnica secuencia central del margen izquierdo flanqueada por una region externa natural del margen
izquierdo y una regién proximal del margen izquierdo intra-ADN-T con una longitud de 10 a 100 pb,
preferiblemente 20-100 pb, y que estd enriquecida en el ndmero de residuos de A y T, siendo el porcentaje
de residuos AT preferiblemente del 60 al 85%, siendo mds preferiblemente del 64 al 80%, y siendo de la
forma més preferida del 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,75, 76, 78 6 79%, siempre que dicha regién
proximal del margen izquierdo intra-ADN-T no sea la regién interna del margen izquierdo de tipo octopina
natural correspondiente, o

b) una dnica secuencia central del margen izquierdo flanqueada solamente por una region interna natural del
margen izquierdo, o

c) una tnica secuencia central del margen izquierdo; o

d) una repeticion en tdndem de varias secuencias centrales del margen izquierdo flanqueada solamente por
una region externa natural del margen izquierdo, conteniendo preferiblemente la repeticién en tdndem 2-3
secuencias centrales del margen izquierdo pero sin excluir un mayor niimero de copias de la repeticién im-
perfecta central del margen izquierdo y estando separadas dichas secuencias centrales del margen izquierdo
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repetidas en dicho tdndem por una secuencia de al menos 10-20 pb que opcionalmente lleva codones de
terminacion en los tres marcos de lectura y en ambas direcciones; o

e) una regién en el margen izquierdo de tipo nopalina integral adyacente a y cadena abajo o cadena arriba de
la regién en el margen izquierdo de tipo octopina integral.

La incorporacion de regiones en el margen izquierdo modificadas que presentan un corte eficaz en la secuencia
central del LB en vectores de transformacién usados habitualmente prevendra la ultralectura del LB. Una ventaja
adicional de la disposicién en tdndem de las secuencias centrales del LB o de los margenes izquierdos integrales
radica en el hecho de que la ultralectura ocasional o la transferencia de ADN que comienza en la primera copia de
dicha secuencia central del LB o en la region del LB integral se detendrd en una copia adyacente de dicha secuencia
central del LB o region del LB integral en dicho tindem. En ambos casos, se reduce la frecuencia de transferencia de
secuencias del esqueleto del vector y la integracion de dichas secuencias en un genoma eucariota.

Por “cadena abajo” y “cadena arriba” se entiende cualquier secuencia localizada en posicién 5’ y 3’, respectiva-
mente, con respecto a cualquier otra secuencia. Como referencia, se toma la cadena de ADN-T que comienza en su
extremo 5’ en el RB y termina en su extremo 3’ en el LB.

Se prevé una optimizacioén adicional de los vectores de transformacién del ADN-T una vez que se conozca si
las regiones internas y/o externas del margen izquierdo son necesarias para evitar la integracién del esqueleto del
vector. Se pueden realizar varios derivados de supresion de dichas regiones internas y/o externas para determinar qué
secuencia(s) especifica en dichas regiones internas y/o externas del margen son importantes en la determinacién de la
terminacion de la transferencia de ADN-T. Una vez que se conoce(n) esta(s) secuencia(s), se puede(n) incluir en mas
copias alrededor de la repeticion del LB produciéndose como resultado un corte mas eficaz. También son objeto de la
presente invencion tales margenes izquierdos capaces de optimizar adicionalmente los vectores de transformacién de
ADN-T y dichos vectores que contienen dichos margenes izquierdos modificados adicionalmente.

La presente invencidn expresa la incorporacién de cualquier modificacion descrita por la presente invencion en
cualquier vector de ADN-T que comprende vectores de transformacion binarios, vectores de transformacién super-
binarios, vectores de transformacion co-integrados, vectores de transformacion derivados de Ri asi como en vectores
que llevan ADN-T usados en transformacién agrolistica o terapia génica.

Por “vector de transformacién binario” se entiende un vector de transformacién de ADN-T que comprende:

a) una regién de ADN-T que comprende al menos un gen de interés y/o al menos un marcador de seleccién
activo en la célula eucariota a transformar; y

b) una region del esqueleto del vector que comprende al menos origenes de replicacion activos en E. coli y
Agrobacterium y marcadores para la seleccion en E. coli 'y Agrobacterium.

Como alternativa, la replicacion del vector de transformacion binario en Agrobacterium depende de la presencia
de un plasmido auxiliar separado. El vector binario pGreen y el pladsmido auxiliar pSoup forman un ejemplo de tal
sistema como se describe en, por ejemplo, Hellens ez al. (2000), Plant Mol. Biol. 42, 819-832, o como esta disponible
en el sitio de internet http://www.pgreen.ac.uk.

Los margenes de ADN-T de un vector de transformacién binario pueden proceder de plasmidos Ti de tipo octopina
o de tipo nopalina o de ambos. El ADN-T de un vector binario sélo se transfiere a una célula eucariota junto con un
plasmido auxiliar.

Por “plasmido auxiliar” se entiende un pldsmido que se mantiene de manera estable en Agrobacterium y que al
menos lleva el grupo de genes vir necesarios para permitir la transferencia del ADN-T. Dicho grupo de genes vir puede
proceder de plasmidos Ti de tipo octopina o de tipo nopalina o de ambos.

Por “vector de transformacién superbinario” se entiende un vector de transformacién binario que lleva adicional-
mente en la region del esqueleto del vector una regién vir del plasmido Ti pTiBo542 de la cepa A281 supervirulenta
de A. tumefaciens (documentos EP0604662, EP0687730). Los vectores de transformacién superbinarios se usan junto
con un plasmido auxiliar.

Por “vector de transformacion co-integrado” se entiende un vector de ADN-T que comprende al menos:

a) una regién de ADN-T que comprende al menos un gen de interés y/o al menos un marcador de seleccién
activo en plantas; y

b) una region del esqueleto del vector que comprende al menos origenes de replicacion activos en Escherichia
coli 'y Agrobacterium, y marcadores para la seleccion en E. coli y Agrobacterium.

Los margenes de ADN-T y dicho grupo de genes vir de dicho vector de ADN-T pueden proceder de plasmidos Ti
de tipo octopina o de tipo nopalina o de ambos.
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Por “vector de transformacion en plantas derivado de Ri” se entiende un vector de transformacidn binario en el que
los mérgenes de ADN-T proceden de un plasmido Ti y dicho vector de transformacién binario que se usa junto con un
plasmido Ri “auxiliar” que lleva el grupo de genes vir necesarios.

Por “agrolistica”, “transformacidn agrolistica” o “transferencia agrolistica” se entiende en el presente documento
un método de transformacién que combina las caracteristicas de la transformacién mediada por Agrobacterium y
la administracién biolistica de ADN. Como tal, un ADN-T que contiene un pldsmido diana se coadministra con
ADN/ARN permitiendo en la planta una produccién de VirD1 y VirD2 con o sin VirE2 (Hansen y Chilton 1996;
Hansen et al. 1997; documento WO 97/12046).

Se reconocen dos posibles mecanismos que dan lugar a la transferencia e integracién de secuencias del esqueleto
del vector en un genoma eucariota. En un primer mecanismo, la transferencia de ADN-T comienza legitimamente
en el margen derecho del ADN-T pero no se detiene en el margen izquierdo del ADN-T y se continda por la copia
continuada de secuencias del esqueleto del vector. Este mecanismo se conoce como ultralectura del margen izquierdo.
En un segundo mecanismo, la transferencia de ADN se inicia ilegitimamente en el margen izquierdo del ADN-T
con la copia continuada hasta que se alcanza de nuevo el margen izquierdo del ADN-T. Independientemente de qué
mecanismo prevalezca, el andlisis de plantas transgénicas indica que muchas de ellas tienen las secuencias completas
del esqueleto del vector integradas en su genoma. La presente solicitud describe adicionalmente una estrategia para
curar células transformadas que contienen secuencias del esqueleto del vector por recombinacioén en la que estdn
implicados una recombinasa y sitios de recombinacion.

Por “curacién” se entiende en el presente documento la eliminacidon de secuencias del esqueleto del vector de
transformacion sin suprimir el acontecimiento de integraciéon del ADN-T. Hanson et al. (1999) ha descrito otra herra-
mienta para la eliminacién de secuencias no pertenecientes al ADN-T de individuos transgénicos. No obstante, esta
herramienta es diferente y no estd relacionada con el método de curacion descrito en la presente invencién. Como se
ha descrito anteriormente, la eliminacién de secuencias no pertenecientes al ADN-T segtin los métodos de Hanson et
al. (1999) o el documento WO 99/01563 tiene el inconveniente de reducir la eficacia de la transformacién (Hanson et
al. 1999).

De esta manera, la curacion de células transformadas se obtiene mediante un acontecimiento de recombinacién co-
mo método para la eliminacién de las secuencias del esqueleto del vector integradas ilegitimamente. Como resultado,
se obtienen células transformadas que retienen el ADN-T en su genoma. Al contrario que los métodos de Hanson et
al. (1999) o el documento WO 99/01563, el método de curacidn de la presente invencion rescata el ADN-T contenido
en células transgénicas que previamente llevaban secuencias del esqueleto del vector integradas ilegitimamente. De
esta manera, las eficacias de transformacién apenas se ven afectadas.

Por “acontecimiento de recombinacién” se entiende un acontecimiento de recombinacién especifico de sitio o un
acontecimiento de recombinacién llevado a cabo por “salto” de un transposén.

Por “recombinasa” se entiende una recombinasa especifica de sitio o una transposasa.

Por “sitio de recombinacién” se entienden sitios de recombinacién especificos de sitio o secuencias terminales de
transposones.

Por “acontecimiento de recombinacion especifico de sitio” se entiende un acontecimiento catalizado por un sistema
que consiste generalmente en tres elementos: un par de secuencias de ADN (las secuencias o sitios de recombinacién
especificos de sitio) y una enzima especifica (la recombinasa especifica de sitio). La recombinasa especifica de sitio
cataliza una reaccién de recombinacién solamente entre dos secuencias de recombinacién especificas de sitio que
dependen de la orientacion de las secuencias de recombinacidn especificas de sitio. Las secuencias intermedias entre
dos sitios de recombinacion especificos de sitio se invertirdn en presencia de la recombinasa especifica de sitio cuan-
do las secuencias de recombinacion especificas de sitio estén orientadas en direcciones opuestas entre si (es decir,
repeticiones invertidas). Si las secuencias de recombinacién especificas de sitio estdn orientadas en la misma direc-
cion entre si (es decir, repeticiones directas), entonces cualquier secuencia intermedia se suprimira tras la interaccién
con la recombinasa especifica de sitio. De esta manera, si las secuencias de recombinacién especificas de sitio estan
presentes como repeticiones directas en ambos margenes de las secuencias del esqueleto del vector integradas en un
genoma eucariota, tal integraciéon de dichas secuencias se puede eliminar posteriormente mediante la interaccién de
las secuencias de recombinacidn especificas de sitio con la recombinasa especifica de sitio correspondiente.

Se pueden usar varios sistemas de recombinasa especificos de sitio diferentes incluyendo, pero sin limitacidn, el
sistema Cre/lox del bacteriéfago P1, el sistema FLP/FRT de levadura, la recombinasa Gin del fago Mu, la recombinasa
Pin de E. coli, 1a PinB, PinD y PinF de Shigella, y el sistema R/RS de Zygosaccharomyces rouxii. Las recombinasas
generalmente son integrasas, resolvasas o flipasas. También se pueden usar recombinasas especificas dobles junto con
repeticiones directas o indirectas de dos sitios de recombinacién especificos de sitio diferentes correspondientes a la
recombinasa especifica doble (documento WO 99/25840). Los sistemas recombinasa especificos de sitio preferidos
son el Cre/lox del bacteri6fago P1 y los sistemas FLP/FRT de levadura y R/RS de Z. rouxii. En estos sistemas, una
recombinasa (Cre, FLP o R, respectivamente) interactia especificamente con su respectiva secuencia de recombinacién
especifica de sitio (lox, FRT o RS, respectivamente) para invertir o eliminar las secuencias intermedias. Las secuencias
de recombinacién especificas de sitio para cada uno de estos dos sistemas son relativamente cortas (34 pb para lox y 47
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pb para FRT). Algunos de estos sistemas ya se han usado con una eficacia elevada en plantas tales como el tabaco (Dale
et al. 1990, Onouchi et al. 1991, Sugita et al. 2000) y Arabidopsis (Osborne et al. 1995, Onouchi et al. 1995). Los
sistemas de recombinacién especifica de sitio tienen muchas aplicaciones en biologia molecular de plantas incluyendo
métodos para el control de la recombinacién homologada (por ejemplo, documento US5527695), para la insercién
dirigida, el apilamiento de genes, etc. (documento WO 99/25821) y para la resolucién de patrones de integracion de
ADN-T complejos o para la escisién de un marcador de seleccion (documento WO 99/23202). En estas aplicaciones,
los sitios de recombinacion especificos de sitio normalmente son parte del ADN integrado en el genoma eucariota
como ADN-T o mediante recombinacién homoéloga, y por lo tanto no estin presentes en la secuencia del esqueleto del
vector.

Aunque las secuencias de recombinacion especificas de sitio deben estar unidas a los méargenes del ADN a escindir
o a invertir, el gen que codifica la recombinasa especifica de sitio puede estar localizado en otra parte. Por ejemplo,
es posible que el gen de recombinasa ya esté presente en el ADN eucariota o se podria suministrar por un fragmento
de ADN introducido después directamente en las células, por cruce o por polinizacién cruzada. Como alternativa,
se podria introducir una proteina recombinasa sustancialmente purificada directamente en la célula eucariota, por
ejemplo, mediante microinyeccién o bombardeo de particulas. Normalmente, la regién que codifica la recombinasa
especifica de sitio estard unida operativamente a secuencias reguladoras que permiten la expresion de la recombinasa
especifica de sitio en la célula eucariota.

Como parte de la presente invencion, los sitios de recombinacion especificos de sitio se introducen en el vector de
ADN-T de manera que se encuentran fuera del ADN-T pero permiten la escision post-transformacional de secuencias
del esqueleto del vector transferidas o partes de las mismas que posiblemente se originan en dicho vector de ADN-T
mediante la accién de una recombinasa especifica de sitio.

Por “acontecimiento de recombinacién realizado por salto de transposén” o “recombinacién mediada por trans-
posasa” se entiende un acontecimiento de recombinacidn catalizado por un sistema consistente en tres elementos: un
par de secuencias de ADN (las secuencias marginales del transposén) y una enzima especifica (la transposasa). La
transposasa cataliza una reaccién de recombinacién solamente entre dos secuencias marginales del transposén que
estan dispuestas como repeticiones invertidas.

Se pueden usar varios sistemas transposén/transposasa diferentes incluyendo, pero sin limitacidn, el sistema Ds/Ac,
el sistema Spm y el sistema Mu. Estos sistemas proceden de maiz, pero se ha demostrado que al menos el sistema
Ds/Ac y el sistema Spm también funcionan en otras plantas (Fedoroff e al. 1993, Schlappi et al. 1993, van Sluys et
al. 1987). Se prefieren los transposones de tipo Ds y Spm que estdn delimitados por secuencias marginales de 11 pby
13 pb, respectivamente.

Aunque las secuencias marginales del transposén deben estar unidas a los extremos del ADN a escindir, el gen
que codifica la transposasa puede estar localizado en otra parte. Por ejemplo, es posible que el gen de recombinasa
ya esté presente en el ADN eucariota o se podria suministrar mediante un fragmento de ADN introducido después
directamente en las células, por cruce o por polinizacién cruzada. Como alternativa, se podria introducir una proteina
transposasa sustancialmente purificada directamente en las células, por ejemplo, mediante microinyecciéon o bombar-
deo de particulas.

Se podrian introducir secuencias marginales del transposén en el vector de ADN-T de manera que se encuentren
fuera del ADN-T y transformen el esqueleto del vector o una de sus partes en una entidad de tipo transposén que se
puede mover mediante la accién de una transposasa. Como los transposones, y por lo tanto en la presente invencién
el esqueleto del vector o una de sus partes, a menudo se reintegran en otro locus del genoma del hospedador, podria
ser necesaria la segregacion de la progenie de los hospedadores en los que la transposasa se dejé actuar para separar
los hospedadores transformados que solamente contienen el ADN-T y los hospedadores transformados que solamente
contienen el esqueleto del vector o una de sus partes.

La presente solicitud ademas describe vectores de transformacion de ADN-T optimizados con secuencias de ADN
adicionales fuera de las repeticiones centrales del margen de ADN-T como se ejemplifica en la Figura 3 y que permiten
la eliminacién post-transformacional de secuencias integradas del esqueleto del vector. Dichas secuencias de ADN
adicionales modifican, incluyendo multiplican, las regiones terminales de ADN-T o sus partes y comprenden:

f) sitios de recombinacién organizados como repeticiones cadena abajo de la secuencia central del margen
izquierdo y cadena arriba de la secuencia central del margen derecho; o

g) dichas secuencias de ADN de (f) modificadas adicionalmente mediante la adicién de una segunda copia
de una regién de margen izquierdo situada cadena arriba de y preferiblemente adyacente a la tnica regién
externa del margen derecho y dicho sitio de recombinacién cadena arriba de la secuencia central de dicha
segunda regién de margen izquierdo; o

h) dichos sitios de recombinacién de (f) con un gen de recombinasa, cadena abajo de dicho sitio de recombi-

nacién cadena abajo de la secuencia central del margen izquierdo, y preferiblemente, cuando estd presente,
adyacente a y cadena abajo de la region externa del margen izquierdo; o
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i) una secuencia de ADN localizada cadena abajo de la region del margen izquierdo, comprendiendo dicha
secuencia de ADN un gen de recombinasa flanqueado por repeticiones de sitios de recombinacién como se
ha definido en (h) y que comprende adicionalmente una segunda copia de una regién del margen izquierdo
cadena abajo de dicha recombinasa; o

D) la secuencia de ADN de (i) con sitios de recombinacién adicionales organizados como repeticiones cadena
abajo de la segunda secuencia central del margen izquierdo y cadena arriba de la tnica secuencia central
del margen derecho.

En cualquiera de dichas modificaciones (f), (g), (h), (i) o (j), dichos sitios de recombinacién estan localizados
adyacentes a y cadena abajo y/o cadena arriba de las secuencias centrales del margen izquierdo y/o derecho o estdn
separados de las secuencias centrales del margen izquierdo y/o derecho por una secuencia de al menos 10-20 pb de
longitud que opcionalmente lleva codones de terminacién en los tres marcos de lectura y en ambas direcciones.

En cualquiera de dichas modificaciones (f), (g), (h), (i) o (j), dichos sitios de recombinacidn son sitios de recombi-
nacién especificos de sitio dispuestos como repeticiones directas o secuencias terminales de transposones dispuestas
como repeticiones invertidas y dicho gen de recombinasa es un gen de recombinasa especifico de sitio o un gen de
transposasa, respectivamente.

Es obvio que dichas modificaciones (f) o (g) en dichos vectores de transformacién de ADN-T se deben considerar
modificaciones simples, incluyendo la multiplicacién de las regiones terminales de ADN-T o sus partes.

Se ha descrito la introduccién de secuencias de ADN adicionales cadena abajo de la repeticion central del mar-
gen izquierdo del ADN-T para prevenir la ultralectura en el margen izquierdo (documento WO 99/01563) o para
eliminar secuencias que no pertenecen al ADN-T (Hanson et al. 1999) y estas secuencias previenen el desarrollo de
transformantes que tienen secuencias integradas del esqueleto del vector. Ademds de dichas modificaciones (f), dicha
modificacion (g) del vector de ADN-T tiene la ventaja de que la ultralectura en la primera secuencia central del LB
se puede detener en la segunda secuencia central del LB, previniendo asi la duplicacién del fragmento de ADN-T.
Las secuencias del esqueleto del vector insertadas se eliminan posteriormente mediante la accién de una recombinasa
apropiada. Ademas de dichas modificaciones (f), dicha modificacion (h) introduce en un vector de ADN-T una secuen-
cia de un gen de recombinasa cadena abajo de la secuencia central del margen izquierdo para permitir la resolucién
de la secuencia del esqueleto del vector integrada que posiblemente se origina en dicho vector de ADN-T en los sitios
de recombinacién introducidos en dichos margenes del ADN-T modificados. De esta manera, y al contrario que en
el documento WO 99/01563, los transformantes que tienen secuencias del esqueleto del vector integradas se pueden
rescatar después de la curacion, es decir, después de la eliminacién de las secuencias del esqueleto del vector flan-
queadas por los sitios de recombinacién introducidos en dichos margenes del ADN-T modificados. Simultineamente,
se escinde el gen de recombinasa.

Dichas modificaciones (i) ademds cambian el disefio de la region en el margen izquierdo, es decir, se aflade una
copia adicional de una regién en el margen izquierdo. No obstante, las dos copias no estan dispuestas en tindem como
se ha descrito anteriormente en la primera estrategia para prevenir la integracion del esqueleto del vector, sino que
estan separadas por el gen de recombinasa y las secuencias centrales del margen se encuentran en su contexto de
margen mas amplio. Dichas modificaciones (i) por lo tanto se deben considerar una modificacién de la construccién
del vector de ADN-T descrita anteriormente en la que la tnica regién del LB contiene una disposicién en tindem de
la secuencia central del LB. La presencia de una segunda copia de una regién del margen izquierdo del ADN-T tiene
la ventaja de que se puede detener la transferencia de ADN ilegitima que comienza en o la ultralectura en la primera
secuencia central del margen izquierdo en la segunda secuencia central del margen izquierdo. De esta manera, sélo
se transfiere parte de la secuencia del esqueleto del vector al nicleo eucariota. Puesto que esta regién del esqueleto
del vector estd flanqueada por sitios de recombinacion, se puede eliminar facilmente por medio de la accién de una
recombinasa. No obstante, atin se puede producir la transferencia de ADN ilegitima que comienza en o la ultralectura
en la segunda copia de la secuencia central del margen izquierdo.

Por lo tanto, dicha modificacién (j) ademads afiade un par de sitios de recombinacién cadena abajo de la segunda co-
pia de la secuencia central del margen izquierdo y cadena arriba de la tnica region del margen derecho. Las secuencias
del esqueleto del vector integradas de nuevo se pueden eliminar facilmente mediante la accién de una recombinasa
en los sitios de recombinacion. En el caso de la transferencia de ADN ilegitima que comienza en la segunda copia
de la secuencia central del margen izquierdo, la recombinasa no se suministrard mediante el esqueleto del vector de
transformacién de ADN-T. Por lo tanto, se debe suministrar de otra parte, por ejemplo, por cruce sexual con una planta
que ya contiene el gen de recombinasa en su genoma.

Cualquiera de dichas modificaciones (f), (g), (h), (i) o (j) también es aplicable para curar células transgénicas de
secuencias del esqueleto del vector integradas en el genoma de un eucariota independientemente del ADN-T, es decir,
no unidas fisicamente al ADN-T.

En la presente solicitud ademds se describe un método que usa dichos vectores de transformacién de ADN-T
que contienen dichas secuencias de ADN de (f) o (g) en combinacién con el suministro de una recombinasa, o que
usa dichos vectores de transformaciéon de ADN-T que contienen dichas secuencias de ADN (h), (i) o (j) para la
curacién de células transformadas que contienen secuencias del esqueleto de dichas secuencias del esqueleto del
vector opcionalmente en combinacién con el suministro de una recombinasa.
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Las recombinasas especificas de sitio o transposasas introducidas en el genoma del hospedador para permitir la
recombinacion se pueden eliminar posteriormente mediante la segregacion de la progenie del hospedador transforma-
do en el que se ha permitido que se produzca la recombinacién. La segregacién de dicha progenie también es una
manera de separar hospedadores transformados que contienen solamente el ADN-T y hospedadores transformados
que contienen solamente el esqueleto del vector o sus partes.

La presente invencién ademds expresa la incorporacion de cualquiera de dichas secuencias de ADN adicionales
en cualquier vector de ADN-T que comprende vectores de transformacién binarios, vectores de transformacion super-
binarios, vectores de transformacion co-integrados, vectores de transformacion derivados de Ri asi como en vectores
que llevan ADN-T usados en transformacién agrolistica o terapia génica.

Como se describe en esta memoria descriptiva, el gen de recombinasa se suministra a las plantas transgénicas que
contienen una secuencia del esqueleto del vector flanqueada por sitios de recombinacién mediante cruce sexual con
una planta que contiene el gen de recombinasa en su genoma.

Dicha recombinasa puede estar unida de manera operativa a un promotor constitutivo o inducible. El gen de re-
combinasa, como alternativa, puede estar bajo el control de una tnica subunidad de promotores especificos de la ARN
polimerasa de bacteriéfago, tales como un promotor especifico de T7 o T3, siempre que las células hospedadoras
también comprendan la ARN polimerasa correspondiente en una forma activa. Otro método alternativo mds para la
expresion de la recombinasa consiste en la unién de manera operativa del marco de lectura abierto de la recombinasa
con una secuencia de activacion cadena arriba inducida por un factor de trascripcion de transactivacion tal como GAL4
o sus derivados (documentos US5801027, WO 97/30164 y WO 98/59062) o el represor Lac (documento EP0823480),
siempre que la célula hospedadora se suministre de una forma apropiada con el factor de trascripcion.

Como se describe adicionalmente en esta solicitud, el gen de recombinasa se suministra en el esqueleto del vec-
tor de transformacién y el promotor de dicho gen de recombinasa preferiblemente es un promotor inducible. Tales
promotores son conocidos por los familiarizados con la técnica e incluyen, por ejemplo, un promotor sensible al cho-
que térmico, un promotor inducible por glucocorticoides o un promotor inducible por otro compuesto quimico (por
ejemplo, como se describe en los documentos EP0332104 y WO 90/08826).

En particular, se impide la expresion del gen de recombinasa en hospedado-res bacterianos incluyendo unag(s)
secuencia(s) de intrén en la region codificante de dicho gen de recombinasa.

Es conocido en la técnica que niveles aumentados de VirD1 y VirD2 en Agrobacterium dan lugar a mayores
niveles de transformacién de la planta (Wang et al. 1990). VirD1 y VirD2 también se han integrado en un método para
mejorar la integracion de ADN exégeno administrado a células eucariotas por medio de la transformacién de dicha
célula eucariota con genes virDI y/o virD2 quiméricos (documento WO 97/12046). No obstante, hasta ahora no se
ha demostrado que una produccién incrementada de VirD1 y/o VirD2 pueda prevenir la integracién de secuencias del
esqueleto del vector.

De esta manera, la integracion de la secuencia del esqueleto del vector se previene aumentando la eficacia del corte
en la secuencia central del margen izquierdo de un vector de ADN-T incrementando la produccién del complejo de
corte de ADN-T en el que estdn implicadas al menos las endonucleasas VirD1 y VirD2.

Se pueden integrar copias adicionales del locus virD de tipo octopina en el genoma de Agrobacterium y/o en un
plasmido auxiliar y/o en un vector de transformacién binario y/o en un vector de transformacién superbinario y/o en
un vector de transformacién co-integrado y/o en un vector de transformacion de plantas derivado de Ri. Como se ha
mencionado, también se pueden suministrar copias adicionales del locus virD de tipo nopalina.

La presente solicitud por lo tanto presenta tres métodos para prevenir o curar la integracién de secuencias del
esqueleto del vector de transformacion y el uso de:

1) cualquiera de los vectores de ADN-T (a) a (e) modificados en la regién en el margen izquierdo del ADN-
T de manera que se previene o se detiene la ultralectura o se previene o se detiene la transferencia de ADN
que comienza en este margen; o

2) cualquiera de los vectores de ADN-T (f) a (j) que permite la resolucion de secuencias del esqueleto del
vector de transformacién integradas en el genoma de células transgénicas por medio de recombinacién; o

3) al menos una copia extra del locus virD en Agrobacterium para incrementar los niveles de VirD1 y VirD2
como constituyentes minimos del complejo de corte en el margen de ADN-T.

Esta claro para los familiarizados con la técnica que cualquiera de estos métodos o sus partes se puede usar solos,
en combinaciones de dos, o como una combinacién de los tres. Los disefios de un vector de ADN-T ejemplar que
reflejan algunas de tales combinaciones se proporcionan en la Figura 3.

Las combinaciones preferidas de los métodos de la invencién (1) o (2) con el método de la invencién (3) consisten
en un vector de transformacién que lleva una regién de LB modificada que contiene una disposicién en tindem de la
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secuencia central del LB o multiples copias de la regién del LB y la produccién potenciada de VirD1 y VirD2 por
Agrobacterium. De hecho, se puede esperar que el tindem de las secuencias centrales del LB o las multiples copias de
la regi6n del LB titulen las proteinas VirD1 y VirD2 disponibles en una cepa de Agrobacterium usada normalmente
para la transformacién. Como resultado, estas proteinas ya no estardn disponibles durante mds tiempo para establecer
el corte en la Unica secuencia central del RB.

La solicitud también describe el uso de cualquiera de dichos métodos y/o modificaciones del vector de ADN-T para
prevenir o curar la integracién del esqueleto del vector de transformacion por separado o en cualquier combinacion.
Las combinaciones preferidas son aquellas en las que se dejan actuar niveles potenciados de proteinas VirD producidas
por Agrobacterium sobre vectores de ADN-T que albergan multiples copias de la secuencia central del LB o mdltiples
copias de las regiones en el LB.

También estd claro que se puede combinar cualquiera de dichos métodos y/o modificaciones del vector de ADN-
T para prevenir o curar la integracion del esqueleto del vector con cualquier otro método que previene o cura la inte-
gracion del esqueleto del vector. Tales métodos y modificaciones del vector de ADN-T incluyen la adicién de genes o
secuencias de ADN cadena abajo del margen izquierdo, por ejemplo, como se describe en el documento WO 99/01563.
Tales genes/secuencias de ADN incluyen genes que codifican compuestos citotoxicos, genes de mantenimiento anti-
sentido, secuencias que impiden el desenrollamiento del ADN detras de la regién del margen izquierdo, por ejemplo
secuencias con un elevado contenido en GC o secuencias con la caja vir que interactian con las proteinas de unién al
ADN.

De esta manera, la presente solicitud describe el uso de cualquiera de los métodos y/o modificaciones del vector
de ADN-T de la presente invencién para prevenir o curar la integracién de secuencias del esqueleto del vector de
transformacion en combinacién con cualquier otro método y/o la modificacion del vector de transformacion de ADN-
T para prevenir o curar la integracién del esqueleto del vector de transformacion.

Ademads estara claro para el especialista en la técnica que cualquiera de los métodos y/o modificaciones del vector
de ADN-T de la presente invencion para curar la integracion de secuencias del esqueleto del vector de transformacién
se puede combinar con cualquier otro método y/o modificacién del vector de ADN-T usando o incorporando cualquier
sistema de recombinacién, por ejemplo, para escindir marcadores seleccionables activos en plantas. De hecho, dicho
método de curacién se puede combinar con, por ejemplo, la escision de un marcador de seleccién flanqueando el
marcador de seleccion ejemplar con el mismo o con diferentes sitios de recombinacién que los que flanquean la
secuencia del esqueleto del vector. En dicho método de curaciodn, la secuencia del esqueleto del vector también puede
estar flanqueada por dos sitios de recombinacidn especificos de sitio diferentes y la curacion se puede llevar a cabo
mediante una recombinasa especifica doble con especificidades que se corresponden con los sitios de recombinacién
especificos de sitio usados.

La solicitud ademas describe el uso de los métodos y/o modificaciones del vector de ADN-T de la presente inven-
cién para curar la integracion de secuencias del esqueleto del vector de transformacién en combinacién con métodos
y/o modificaciones del vector de ADN-T que usan o incorporan cualquier sistema de recombinacién para fines distintos
de la curacidn de la integracion de la secuencia del esqueleto del vector.

La solicitud también describe la curacién de secuencias del esqueleto del vector de transformacion integradas que
implica la modificacién de los margenes del ADN-T afiadiendo cualquier par de sitios de recombinacion especificos
de sitio mutuamente diferentes y el uso junto con al menos una recombinasa especifica doble con especificidades
correspondientes al menos a los sitios de recombinacién especificos de sitio usados.

En otra realizacion de la invencién, cualquiera de dichas construcciones del vector de ADN-T de acuerdo con la
invencion se moviliza a una cepa de Agrobacterium. Las cepas resultantes también constituyen la invencidn.

En otra realizaciéon mds de la invencion, cualquiera de dichos vectores de ADN-T de acuerdo con la invencién
se usa en una transformacién mediada por Agrobacterium o agrolistica, siendo dichos métodos de transformacién
conocidos por el especialista en la técnica. Dichos vectores de ADN-T de acuerdo con la invencién se pueden usar
para transformar varios tejidos de plantas que comprenden raices, protoplastos, hojas, etc. de diferentes especies de
plantas monocotiledéneas y dicotileddneas tales como, pero sin limitacién, Arabidopsis, tabaco, petunia, tomate, pa-
tata, judias, arroz y trigo. Mds en general, puede ser cualquier planta monocotiledénea o dicotiledonea, que pertenece
preferiblemente a una especie de plantas de interés en agricultura, cultivo de madera, horticultura o a una especie de
plantas aplicada a la produccién de productos farmacéuticos, bioquimicos, anticuerpos o perfumes. Tales plantas inclu-
yen plantas cultivadas, plantas de raiz, plantas que producen aceites, plantas que producen madera, plantas agricolas,
plantas que producen frutos, pasto o legumbres de forraje, plantas domésticas o plantas de horticultura. Estas plan-
tas ademads incluyen albaricoque, alcachofa, esparrago, manzana, plitano, cebada, brécoli, coles de Bruselas, repollo,
canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, cereza, escarola, berzas, algodon, abeto Douglas, abeto (especies Abies
y Picea), lino, ajo, uvas, col rizada, lenteja, maiz, roble, avena, aceite de colza, kimbombd, cebolla, pera, pimiento,
alamo, centeno, sorgo, soja, calabaza, remolacha azucarera, cafa de azicar, girasol.

Dichos vectores de ADN-T de acuerdo con la invencién también se pueden usar en combinacién con el método
de transformacién de plantas por inmersion de las flores (Clough y Bent 1998) o con el método de transformacién de
brotes apicales en plantas (documento WO 99/14348). Dichos vectores de ADN-T de acuerdo con la invencién tam-
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bién se pueden usar para transformar otras células eucariotas incluyendo levaduras, mohos y hongos filamentosos y
sus conidios, hifas o protoplastos derivados de ellos. La transformacién mediada por Agrobacterium de dichas células
eucariotas es conocida por los especialistas en la técnica (por ejemplo, documento WO 98/45455). Una caracteristi-
ca clave de las células eucariotas transformadas mediante transferencia mediada por Agrobacterium o transferencia
agrolistica de cualquiera de los vectores de transformaciéon de ADN-T de la invencién es una frecuencia significativa-
mente reducida de secuencias del esqueleto del vector integradas sin afectar mucho a la frecuencia de integracion de
secuencias de ADN-T.

Una realizacion preferida de la invencion comprende células de plantas transgénicas obtenidas mediante cualquier
método de transferencia mediada por Agrobacterium o transferencia agrolistica de cualquiera de los vectores de trans-
formacién de ADN-T de la invencidn. También estdn comprendidas las plantas transgénicas obtenidas o regeneradas
mediante cualquier método después de cualquier método de transferencia mediada por Agrobacterium o transferencia
agrolistica de cualquiera de los vectores de transformacién de ADN-T de la invencién. Tales plantas se caracterizan
por que contienen secuencias de ADN-T, pero no secuencias del esqueleto del vector, en su genoma. Ademads esta
comprendida la descendencia de dichas plantas transgénicas asi como las células, protoplastos, callos, tejidos, érga-
nos, semillas, frutas, polen, huevos, cigotos, embriones zigéticos o somdticos derivados de ellas o derivados de células
de dicha planta transgénica.

La posibilidad de usar vectores que llevan ADN-T de acuerdo con la presente invencidn en terapia génica se puede
explicar como sigue. Se ha descrito que complejos reconstituidos in vitro que consisten en VirD2-ADNss-VirE2 son
capaces de transferir el ADNss intacto a nicleos de mamifero (Ziemienowicz ef al. 1999).

La proteina VirD2 protege al ADNSss frente a la degradacién exonucleolitica debido a que estd unida covalente-
mente al extremo 5’ del ADNss (Durrenberger et al. 1989, Young y Nester 1988) y, por medio de dos secuencias de
localizacién nuclear (NLSs), dirige el ADNSss al niicleo de la célula de la planta (Narasimhulu ez al. 1996, Rossi et al.
1993, Shurvinton et al. 1992). La proteina VirD2 ademds contiene un dominio “omega’” importante para la integracién
eficaz del ADN-T en el genoma del hospedador (Narasimhulu ez al. 1996, Mysore et al. 1998, Tinland et al. 1995). Se
ha demostrado que las NLSs de VirD2 son activas en células animales incluyendo células HeLa humanas, embriones
de Drosophila y oocitos de Xenopus (Guralnick et al. 1996, Ziemienowicz et al. 1999). La proteina VirD1 permanece
localizada en el citoplasma de las células de mamifero pero se puede importar al nicleo mediante un mecanismo de
remolque que implica a la proteina VirD2 (Ziemienowicz et al. 1999).

La proteina VirE2 protege al ADNss frente a la degradacién (endo)nucleolitica y preserva la integridad del ADN-T
(Gelvin 1998b, Rossi et al. 1996). La proteina VirE2 ademds estd activamente involucrada en la direcciéon del ADN-T
al nuicleo de la planta (Gelvin 1998b). Las NLSs de VirE2 pueden ser especificas de la planta, pero el reposicionamiento
de un tnico aminoécido dentro de las NLSs de VirE2 dirige estas proteinas modificadas al nicleo de células animales
(Guralnick et al. 1996). Las proteinas VirE2 interactiian entre ellas, pero la interaccién de VirEl con VirE2 es mucho
mas fuerte y VirEl inhibe la auto-interaccién de VirE2. En células de Agrobacterium, VirEl previene la agregacion de
VirE2. Por lo tanto, la proteina VirEl parece funcionar como una chaperona molecular de VirE2 (Deng et al. 1999).

Las caracteristicas de estas proteinas Vir hacen que sean candidatas ideales para su aplicacién en experimentos
de terapia génica como indica Ziemienowicz et al. (1999). De hecho, uno de los problemas principales en terapia
génica consiste en la dificultad de administrar ADN a través de las barreras intracelulares que incluyen la degradacién
nucleolitica y la captacién nuclear.

Los vectores virales son uno de los vehiculos principales usados por los cientificos en terapia génica para conseguir
una secuencia de ADN expresada en el hospedador apropiado. Los vectores retrovirales (incluyendo el VIH y MMLV)
se emplean en el 63% de los protocolos de terapia génica aprobados por el Recombinant DNA Advisory Committee
(una divisién del NIH) mientras que los vectores adenovirales se usan en el 16% de esos protocolos. Otros vectores vi-
rales incluyen los basados en AAV, HSV y Vaccinia. Los vectores virales forman un drea de nuevo desarrollo continuo
en terapia génica.

Se puede prever que los genes para las proteinas de Agrobacterium VirD1, VirD2 y VirE2 (y eventualmente VirEl)
se incorporen en un vector viral de tal forma (es decir, incluyendo el uso de codones adaptado y las secuencias regula-
doras apropiadas) que se puedan expresar en células animales, preferiblemente de manera transitoria, preferiblemente
sin la integracion de dichos genes vir en el genoma del hospedador. Si un ADN-T que contiene el gen de interés para
fines de terapia génica, estd presente en el mismo vector viral o se co-administra en un vector viral aparte u otro tipo
de vector viral, dicho ADN-T se podria transferir eficazmente a continuacién al genoma en los nicleos de células
animales. Un requisito estricto para la aprobacién de tal estrategia de terapia génica seria, no obstante, que sélo el
ADN-T, y no cualquier otro ADN externo, se transfiera al nicleo. Cualquier modificacién presentada en la presente
invencién para prevenir o curar la transferencia de secuencias de ADN que no pertenecen al ADN-T seria por lo tanto
de gran valor para incrementar la aceptabilidad de estrategias de terapia génica que incluyen el uso de proteinas de
Agrobacterium para proporcionar y transferir el ADN de interés. Por lo tanto, los vectores que llevan el ADN-T mo-
dificados de acuerdo con cualquiera de las modificaciones o cualquier combinacién de modificaciones de la presente
invencion y que se usan con fines de terapia génica estan incluidos en la presente invencion.

Ademds, estd claro para los facultativos especialistas que al menos los vectores de ADN-T de acuerdo con la
presente invencién y que comprenden LB modificados que dan como resultado un corte muy eficaz en este LB se
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pueden utilizar como fuente de, por ejemplo, complejos de VirD2-ADN-Tss-VirE2 que se pueden usar en otras técnicas
de terapia génica incluyendo microinyeccion, electroporacion, administracién mediada por un vehiculo e inyeccién
balistica de ADN. Dichos complejos se podrian enriquecer en, por ejemplo, cultivo de Agrobacterium inducido por
acetosiringona o un cultivo de E. coli que expresa al menos las proteinas VirD1, VirD2 y VirE2 por medio de, por
ejemplo, cromatografia de afinidad usando un anticuerpo que reconoce la proteina VirD2.

La invencion, que hasta ahora se ha descrito de manera general, se puede entender mds claramente en referencia
a los siguientes ejemplos, que se incluyen meramente con fines ilustrativos de ciertos aspectos y realizaciones de la
presente invencion y no se pretende que limiten la invencién. Los contenidos de todas las referencias mencionadas en
este texto se incorporan en el presente documento como referencia.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Representacion esquemadtica del porcentaje de residuos de A y T (indicado por encima y por debajo
de la linea horizontal que indica el vector) por bloques de 100 pb alrededor de (y que no incluyen) las repeticiones
imperfectas centrales del margen izquierdo y derecho de los vectores de ADN-T K y Hsb descritos y usados en los
Ejemplos 1-3.

Figura 2. Representacion esquematica de construcciones de ADN-T disefiadas para valorar la eficacia del corte
en el margen izquierdo modificado junto con un margen derecho que carece de la region interna del margen. Gus:
secuencia que codifica la S-glucuronidasa; nptll: secuencia que codifica la neomicina fosfotransferasa II; 3° ocs:
terminador en 3’ del gen de la octopina sintasa; Pnos: promotor del gen de la nopalina sintasa; 3’ nos: terminador 3’
del gen de la nopalina sintasa; P35S: promotor constitutivo del ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor.

Figura 3. Representacion esquematica de construcciones de ADN-T disefiadas para permitir la curacién de secuen-
cias del esqueleto del vector integradas en el genoma de un eucariota.

LB: margen izquierdo, RB: margen derecho.

Figura 4. Representacion esquemadtica de construcciones de ADN-T ejemplares que representan combinaciones de
modificaciones de acuerdo con la presente invencién. LB: margen izquierdo, RB: margen derecho; LBmod: margen
izquierdo modificado (véase la Figura 2 para posibles modificaciones).

Figura 5. Andlisis de transferencia de ADN en gel.

(A) Representacion esquematica de la digestion y la sonda usada en el andlisis de transferencia de ADN en
gel (no representado a escala). Cada muestra de ADN gendmico de la planta y los pldsmidos usados como
controles positivos se digirieron con Kpnl'y Sacl, ambos que cortan en el esqueleto del vector fuera del LB
y el RB. Como sonda se us6 la secuencia del vector del plasmido K, mostrado como una barra sombreada,
después de la restriccidon con Kpnl 'y Sacl.

(B) Analisis de transferencia de ADN en gel. Los vectores de ADN-T de los cuales al menos 1000 pb del
esqueleto del vector se encontraron mediante andlisis de PCR de las plantas transgénicas se indican en
la parte superior de cada calle. Se observa un fragmento de 8476 pb (flecha 1) cuando se integra toda la
secuencia del esqueleto del vector del pldsmido K (K1 y K2 llevan un gen estructural diferente en su ADN-
T pero ademads son idénticos), mientras que se detectan fragmentos de 7066 pb (flecha 2) cuando se integra
toda la secuencia del esqueleto del vector del plasmido Hsb. Los pldsmidos de ADN-T K y Hsb se describen
en el Ejemplo 1.

Las muestras de ADN genémico en las calles 1, 2 y 5 proceden de plantas en experimentos distintos a aquellos
descritos.

Calle C. El ADN gendémico de A. thaliana sin transformar.

Calles de plasmidos: Contienen ADN puro de los plasmidos indicados digeridos con Kpnl'y Sacl.
Ejemplos
Ejemplo 1

Transformacion de A. thaliana (L.) Heynh y Nicotiana tabacum (L.)

Se usaron los plasmidos pK2L610 (vector de ADN-T “K”; De Buck et al. 1998), pSingle gus (vector de ADN-T
“Ksb1”; véase a continuacion) y pHSB610 (vector de ADN-T “Hsb”’; De Buck et al. 1999) para la transformacion de
la planta. El vector pSingle gus (“Ksb1”) es similar al vector pHSB610 (“Hsb”") excepto porque el fragmento Pnos-
hpt-3’nos de pHSB610 (“Hsb”) se intercambia por un casete de Pnos-nptll-3’nos en pSingle gus (“Ksb1”). Como
marcador de seleccién para la transformacién de la planta, los vectores K y Ksbl contienen el gen de la neomicina
fosfotransferasa II (nptll) y el vector Hsb contiene el gen de la higromicina fosfotransferasa (hpf). La A. thaliana se
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co-transformé con los plasmidos K y Hsb segtin el método de transformacién de la raiz de Arabidopsis mediada por
Agrobacterium (De Buck et al. 1999, Valvekens et al. 1988). El tabaco (N. tabacum) se transformé con el plasmido
Ksb segtin el método de transformacion del disco de la hoja mediada por Agrobacterium (Horsch et al. 1985). Las
plantas transgénicas se regeneraron en un medio que contenia las hormonas de crecimiento de la planta apropiadas y
el agente selectivo apropiado. En la serie 1, se obtuvieron 18 plantas de A. thaliana transgénicas se cotransformadas
con los vectores de ADN-T K y Hsb. En la serie 2, se obtuvieron 36 plantas de N. tabacum transformadas con el vector
de ADN-T Ksb.

Ejemplo 2
Integracion de secuencias del esqueleto del vector valorada por PCR

Para el andlisis por PCR, el ADN se aisl6 a partir del material de la hoja de N. rabacum como se describe por
Jones et al. (1985) y a partir de A. thaliana segiin De Neve et al. (1997). Para seleccionar las plantas transgénicas en
la integracién de secuencias del vector, se realizaron diferentes reacciones de PCR. El ADN (100 ng) se incubd con
500 ng de cada cebador en tampén de incubacion de Tag polimerasa 1x (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica). Se
afiadieron dos unidades y media de Tag polimerasa hasta un volumen final de 100 ul. Las muestras se calentaron a
94°C durante 5 minutos antes de la PCR. La desnaturalizacion se produjo a 94°C durante 1 minuto. La hibridacién se
produjo durante 2 minutos a 57°C, y la reaccién de extension fue a 72°C durante 5 minutos, mientras que se realizaron
30 ciclos. Las combinaciones del cebador se escogieron de manera que la presencia de al menos 100 pb (“RB100” y
“LB100” en las Tablas 1y 2) o al menos 1000 pb (“RB1000” y “LLB1000” en las Tablas 1 y 2) del esqueleto del vector
dieran como resultado un fragmento de PCR diagndstico de tamafio conocido. Para asegurarse de que el producto
amplificado por PCR no procedia de la contaminacién con células de Agrobacterium que atin estaban presentes en el
tejido de la planta, se llev6 a cabo una reacciéon de PCR sobre cada ADN con dos cebadores especificos para el gen
cromosOmico de A. tumefaciens picA (Yusibov et al. 1994).

La serie 1 de plantas de A. thaliana contiene 18 plantas transgénicas co-transformadas con los vectores de ADN-
T K y Hsb. El vector K contiene margenes en el contexto de la octopina natural con regiones marginales internas y
externas de 150 pb y 255 (RB) - 300 (LB) pb, respectivamente, mientras que el vector Hsb contiene solamente las
regiones marginales externas. La seleccion para la integracién de secuencias del esqueleto del vector reveld que se
encontraron secuencias del vector procedentes de los ADN-T K y Hsb en el 33% (6/18) y en el 61% (11/18) de las
plantas transgénicas, respectivamente. S6lo en un transformante, las secuencias del vector no estaban unidas al ADN-
T. No se detectaron diferencias importantes en las frecuencias del vector unido a la regién RB del Hsb (6/18) y la
region RB (4/18) del plasmido K (véase Tabla 1). No obstante, se integré mucho mads vector en la regiéon LB del ADN-
T Hsb (11/18) que del ADN-T K. En todos los casos, en los que un ADN-T integrado contiene secuencias del vector
en el RB, también se pudieron detectar secuencias del vector en el LB.

La serie 2 de plantas del tabaco contiene 36 plantas transgénicas transformadas con un vector Ksb. Este vector
también contiene RB y LB sin regiones terminales internas y por lo tanto es comparable al vector Hsb. En el 53%
(19/36) de los transformantes analizados (véase la Tabla 2) se encontraron secuencias del vector; éstas estaban unidas
solamente al LB (8/19), solamente al margen derecho del ADN-T (1/19), o a ambos margenes (10/19).

En otra serie de transformantes de tabaco que contiene el ADN-T Ksb (datos no mostrados), el 81% de los trans-
formantes (21/26) contenia secuencias del vector unidas al LB y el 61% (16/26) unidas al RB (datos no mostrados).
No obstante, sorprendentemente, de estos 16 transformantes que contenian las secuencias del esqueleto del RB, 15 de
ellos también contenian secuencias del vector del LB integradas (datos no mostrados).

Tomados juntos, en las tres series diferentes de transformantes en las que se usé un vector de ADN-T sin secuencias
terminales internas, mas del 50% de los transformantes contenian ADN del esqueleto del vector. Muy pocos transfor-
mantes contenian ADN del vector unido solamente al margen derecho del ADN-T. En general, cuando estaba presente
el ADN del vector unido al margen derecho, también se pudo detectar ADN del vector unido al margen izquierdo del
ADN-T. Esto implica que especialmente la ultralectura en la repeticién marginal izquierda, debido al corte ineficaz, es
responsable de la integracion de secuencias del esqueleto del vector. Es posible que la supresion de la region terminal
interna, un trozo de ADN-T presente en el plasmido Ti original del cual procede el vector, provoque el corte ineficaz de
la repeticién del LB, que da como resultado la ultralectura mas alld del LB y la transferencia de secuencias del vector
localizadas cadena abajo. Por consiguiente, Horsch y Klee (1986) observaron que la velocidad global de transferencia
a plantas de pldsmidos que solamente contienen la repeticién de 25 pb no es tan elevada como con los fragmentos
mas largos del margen procedente de Ti, lo que sugiere que secuencias adicionales que rodean las repeticiones en
el margen desempefian algin papel en la transferencia. No obstante, estos autores no han abordado la cuestion de la
posible integracién de secuencias del esqueleto del vector en plantas transgénicas usando dicho vector.
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Ejemplo 3
Integracion de secuencias del esqueleto del vector valorada por transferencia de ADN en gel

El andlisis de transferencia de ADN en gel se llevd a cabo esencialmente seglin Maniatis et al. (1982) sobre 0,6
g aproximadamente de ADN gendémico. Los sitios de restriccién usados (Kpnl-Sacl) se indican en la Figura 5A.
Como sonda, se usé la secuencia del vector del plasmido K después de la restriccién con Kpnl y Sacl. Se usaron el
mdédulo de marcaje de cebado aleatorio “Gene images” no radiactivo y el médulo de deteccién “Gene images” CDP
Star (Amersham, Aylesburg, RU) para la hibridacion y la deteccidn, respectivamente.

Como se resume en el Ejemplo 2, se observo la unidon de ambas regiones en el RB y LB a al menos un fragmento del
esqueleto del vector de 1000 pb de uno o ambos pldsmidos en diferentes transformantes de la serie 1 (véase la Tabla 1).
Para determinar si el plasmido de ADN-T binario completo (ADN-T + secuencias del esqueleto del vector) se integra
en el genoma de estos transformantes, se llevo a cabo un andlisis de transferencia de ADN en gel con la secuencia del
vector K como sonda. Cuando estd presente toda la secuencia del vector, la restricciéon del ADN genémico con Kpnl
y Sacl darfa como resultado la deteccidn de un fragmento de 8467 pb aproximadamente para K (flecha 1 en la Figura
5B) y de 7066 pb para Hsb (flecha 2 en la Figura 5B). El andlisis de transferencia de ADN en gel proporcionado en la
Figura 3B demuestra que en 10 de las 11 plantas analizadas, toda la secuencia del esqueleto del vector se integré en el
genoma de la planta. Las muestras en las calles 1, 2 y 5 proceden de plantas en experimentos distintos a los descritos.
Estos resultados sugieren que con frecuencia se integran secuencias completas del vector en el genoma de la planta.

Ejemplo 4
Construccion de vectores de ADN-T optimizados con mdrgenes izquierdos modificados

Se construyeron como sigue vectores de ADN-T binarios optimizados ejemplares con modificaciones de los tipos
indicados en la Figura 2.

En este ejemplo, todos los vectores de ADN-T binarios optimizados descritos en este ejemplo proceden del
pTHW136. El vector binario pTHW 136 contiene secuencias centrales del margen derecho e izquierdo de tipo oc-
topina que forman una repeticién imperfecta, cada una flanqueada por regiones externas marginales de tipo octopina
que proceden de pTil5955 (224 pb en el caso de la regidn externa del RB y 268 pb en el caso de la regién externa
del LB). Sobre el ADN-T de pTHW 136 est4 localizado un casete de expresiéon GUS-intrén (promotor de 35S - marco
de lectura abierta de GUS interrumpido por un intrén - terminador de 35S) y un gen marcador de seleccioén nptll
(promotor de nos - marco de lectura abierta nptll - terminador de ocs).

Para crear vectores de ADN-T binarios ejemplares de los tipos indicados en la Figura 2, se eliminé el casete de
expresion GUS-intrén de pTHW136 por digestiéon con Xbal y Hindlll, seguido del relleno de los salientes con la
polimerasa Klenow y de la religacion de los extremos romos resultantes. El vector obtenido mediante este método se
denominé posteriormente p0130.

En una etapa posterior, el gen del marcador de seleccidn nptll se eliminé de pO0130 por digestién con BamHI y
la religacion posterior de los salientes compatibles del vector. Este procedimiento dio un vector de ADN-T binario
denominado pCDVIB. El vector pCDVIB por lo tanto contiene una regién en el LB de tipo octopina que se expande a
una secuencia central flanqueada por una regién externa marginal y por lo tanto es una construccién del tipo B como
se indica en la Figura 2.

Para crear una construccion del tipo E indicada en la Figura 2, se disefiaron dos oligonucleétidos largos, prmCD-
VIB1 Fy prmCDVIB1 R, con las siguientes secuencias:

-prmCDVIBI1F:

5’(1) CATGGAGCGGCGGCAGGATATATTCAATTGTAAATGGCTAGCGGCGGCAGGATATATTCAATT
GTAAATGGCTG(84)3’ (SEC ID N° 5); sitio Ncol en negrita y con doble subrayado, secuencias centra-
les de margen izquierdo en cursiva y con un solo subrayado, residuo G del extremo 3’ parte de un sitio
BamHI; y

-prmCDVIBIR:

5(1’) GATCCAGCCATTTACAATTGAATATATCCTGCCGCCGCTAGCCA-TTTACAATTGAATATATCCT
GCCGCCGCT(84)3’ (SEC ID N° 6); sitio Ncol en negrita y con doble subrayado, secuencias centra-
les de margen izquierdo en cursiva y con un solo subrayado, residuo C del extremo 3’ parte de un sitio
BamHI;

Los oligonucleétidos prmCDVIBI1F y prmCDVIBIR son complementarios a lo largo de una distancia de 80
nucledtidos y dan, después de la hibridacién, un fragmento de ADNds que tiene en su extremo 5° (en relacién a
prmCDVIBIF) un saliente 5’ Ncol (“CATG”) y en su extremo 3’ (en relaciéon a prmCDVIBI1F) un saliente 5 BamHI
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(“GATC”). Dicho fragmento de ADNds ademads contiene un tdndem de dos secuencias centrales del LB de tipo oc-
topina correspondientes a los nucleétidos 12-33 y 46-67 de prmCOVIB1F. Ambas secuencias centrales del LB se
extienden cadena arriba y cadena abajo mediante 6 pares de bases adicionales que se originan en el LB natural de
pTil5955 y son idénticas a pTiAchS (Gielen et al. 1984). Las repeticiones en el tdndem de secuencias centrales del
LB por lo tanto estan separadas por 12 pb. Dicho fragmento de ADNds con las secuencias centrales del LB dispuestas
en tindem se insertaron cadena arriba de y adyacentes a la secuencia central del LB de p0130 digerido con Ncol y
BamHI, dando pCDVIBI. El pCDVIB1 por lo tanto contiene una regién en el margen izquierdo de tipo octopina que
se extiende a una regién externa del LB y tres secuencias centrales del LB dispuestas en tindem.

Para crear una construccién del tipo A indicada en la Figura 2, se disefiaron dos oligonucleétidos largos, prmCD-
VIB2F y prmCDVtB2R, con las siguientes secuencias:

-prmCDVIB2F:

5’(1) CATGGCCGGGAAATCTACATGGATCAGCAATGAGTATGATGGTCAATATGGAGAAAAAGA
AAGAGTAATTACCAATTTTTTTTCAATTCAAAAATGTAGATGTCCG(116) 3° (SEC ID N° 7); sitio
Ncol parcial en negrita y con doble subrayado, residuo G del extremo 3’ parte de un sitio BamHI; y

-pCDVIB2R:

5°(1) GATCCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAATTACTCTTTCTTTTTCTCCA
TATTGACCATCATACTCATTGCTGATCCATGTAGATTTCCCGGC(116)3’ (SEQ ID N° 8); sitio BamHI
parcial en negrita y con doble subrayado, residuo C del extremo 3’ parte de un sitio Ncol;

Los oligonucleétidos prmCDVIB2F y prmCDVIB2R son complementarios a lo largo de una distancia de 112
nucledtidos y dan, después de la hibridacién, un fragmento de ADNds que tiene en su extremo 5° (en relacion a
prmCDVIBIF) un saliente 5° Ncol (“CATG”) y en su extremo 3’ (en relaciéon a prmCDVIBI1F) un saliente 5° BamHI
(“GATC”). Dicho fragmento de ADNds ademds contiene una regién interna de 112 pb de pTi15955. Este fragmento
se inserté cadena arriba de y adyacente a la secuencia central del LB de p0130 digerido con Ncol y BamHI, dando
pCDVIB2. pCDVIB2 por lo tanto contiene una regién LB de tipo octopina que abarca una secuencia central de LB
embebida en las regiones interna y externa del LB.

Se realizé otra construccién del vector de ADN-T con un LB modificado que combina caracteristicas de las cons-
trucciones de tipo E y F indicadas en la Figura 2. Se obtuvo una regién en el LB de tipo nopalina integral como un
fragmento Bcll-EcoRI de 331 pb del vector de ADN-T binario pPZP200. Este fragmento se extiende a la region exter-
na del LB de tipo nopalina, a la secuencia central del LB y a la regién interna del LB que procede del pTiC58 (Gielen
et al. 1999). Dicha region del LB de tipo nopalina se inserté cadena arriba y adyacente a la region del LB de tipo
octopina de pCDVIB2 (que contiene secuencias centrales del LB de tipo octopina repetidas en tindem) digerido con
BamHI (localizado en el extremo 3’ del tindem de la secuencia central del LB, en relacién a prmCOVIB2F) y EcoRI,
dando pCDVIB3. El PCDVIB3 por lo tanto contiene una regién del LB que se extiende a una copia de una regién del
LB de tipo octopina integral con tres secuencias centrales dispuestas en tindem y una copia de una regién en el LB de
tipo nopalina integral.

Todos los vectores de ADN-T ejemplares descritos con una regién del LB modificada, es decir, pCDVIB, pCD-
VIB1, pCDVIB2 y pCDVIB3 sirven como punto de partida para insertar uno o mds genes de interés y/o genes marca-
dores de seleccién entre el RB y el LB de dichos vectores de ADN-T.

El gen marcador de seleccién de neomicina fosfotransferasa (nptll) bajo el control del promotor de la nopalina
sintasa (nos) (Pnos-nptll-3’ocs) y el casete de expresion de la S-glucuronidasa (gus) bajo el control del promotor del
virus del mosaico de la coliflor 35S (P35S-gus-3'nos) se insertaron entre el RB y el LB de dichos vectores de ADN-T.

El casete nptll-gus procede del plasmido pXD610 (De Loose et al., 1995) como un fragmento EcoRI-Agel. Este
fragmento se insert6 en los sitios Sall/EcoRI de pCDVIB; pCDVIB1; pCDVIB2 y pCDVIB3. Para obtener extre-
mos cohesivos compatibles, se usaron dos oligonucleétidos adaptadores entre los sitios abiertos Agel y Sall con las
siguientes secuencias:

* Napod3:

CCGGTGGCTCGAGG (SEC ID N° 9); sitio Agel parcial en negrita, residuo G de extremo 3’ parte de un sitio
Sall; y

* Napod4:

TCGACCTCGAGCCA (SEC ID N° 10); sitio Sall parcial subrayado, residuo A de extremo 3’ parte de un sitio
Agel.

Los oligonucleétidos Napod3 y Napod4 son complementarios a lo largo de una distancia de 8 nucleétidos y dan,
después de la hibridacién, un fragmento de ADNds que tiene en su extremo 5’ (en relacién a Napod3) un saliente
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5’ Agel (“CCGG”) y en su extremo 3’ (en relacién a Napod3) un saliente Sall (“TCGA”). Los vectores obtenidos se
denominaron pCDVIB+gusnpt, pCDVIB 1+gusnpt, pCDVIB2+gusnpt y pCDVIB3+gusnpt.

Ejemplo 5
Construccion de vectores de ADN-T optimizados con sitios de recombinacion integrados

Se construyeron como sigue vectores de ADN-T binarios optimizados ejemplares de los tipos indicados en la
Figura 3. En este ejemplo, el vector de ADN-T binario optimizado procede del pCDVIB (véase el Ejemplo 4).

Una estrategia para introducir sitios de recombinacién comprende:

1. Disefiar pares de cebadores para la amplificacién por PCR de dominios del vector cadena arriba del RB y
cadena abajo del LB. Dichos dominios tienen que incluir un dnico sitio de restriccion cadena arriba del RB
(por ejemplo, el sitio Narl en el replicén pVS1 contenido dentro del esqueleto del vector pCDVIB) y cadena
abajo del LB (por ejemplo, el sitio Bcll en el marcador de resistencia Sm/Sp contenido dentro del esqueleto
del vector pCDVIB). Los cebadores de la PCR localizados en o cercanos al RB o al LB estan disefiados de
manera que contienen un tnico sitio de restriccién en 5’ seguido del sitio de recombinacién (por ejemplo,
el sitio FRT) en su orientacidn correcta (como repeticiones directas fuera de los margenes del ADN-T en el
caso de los sitios FRT) y seguido de parte de las regiones externas del margen. Los productos obtenidos de
la PCR se digieren posteriormente con las enzimas apropiadas.

2. Disefiar pares de oligonucle6tidos complementarios (similar al Ejemplo 4) dando después de la hibridacién
moléculas de ADNds que se extienden a la secuencia central del RB o del LB y con un saliente complemen-
tario al Unico sitio de restriccién 5° de dichos cebadores en (1) localizados en o préoximos a los margenes y
con un segundo saliente complementario a un tnico sitio de restriccién cadena abajo de la secuencia central
del RB (por ejemplo, Scal en pCDVIB) o complementario a un tnico sitio de restriccién cadena arriba de
la secuencia central del LB (por ejemplo, Ncol en pCDVIB).

(a)  Digerir pCDVIB con Narl (en el replicon pVS) y Scal (cadena abajo de la secuencia central del RB)
seguido de una ligacion trimolecular de 1) el vector resultante con 2) el producto digerido de la PCR
que incluye el fragmento pCDVIB suprimido y la introduccién de sitios de recombinacién y 3) el
ADN(ds basado en los oligonucleétidos hibridados y la reintroduccién de la secuencia central del
RB.

(b)  Digerir el vector obtenido finalmente en (3a) con Bcll (en el marcador de resistencia Sm/Sp) y Ncol
(cadena arriba de la secuencia central del LB) seguido de una ligacién trimolecular de 1) el vector
resultante con 2) el producto digerido de la PCR que incluye el fragmento pCDVIB suprimido y la
introduccién de sitios de recombinacién y 3) el ADNds basado en los oligonucledtidos hibridados y
la reintroduccién de la secuencia central del LB.

Los vectores de ADN-T ejemplares descritos con sitios de recombinacién introducidos sirven como punto de
partida para insertar uno o mds genes de interés y/o uno o mas genes marcadores de seleccion entre el RB y el LB de
dicho vector de ADN-T.

Ejemplo 6
Prediccion de las frecuencias de transferencia del esqueleto del vector usando cultivos de Agrobacterium inducidos

Se pueden inducir cepas de Agrobacterium que contienen cualquier vector de ADN-T para la produccién de cade-
nas de ADN-Tss afiadiendo acetosiringona a una concentracion de 100 uM al medio de cultivo (Durrenberger et al.
1989). La produccion de cadenas de ADN-Tss se puede analizar usando uno de los siguientes métodos (véanse los
incluidos en la figura para una vision esquematica).

1. Se aisla el ADN total de las células de Agrobacterium que contienen un vector de ADN-T dado. Los dupli-
cados de transferencias de Southern no desnaturalizantes (Tinland ef al. 1995) de 5 ug aproximadamente
de este ADN aislado de las diferentes cepas de Agrobacterium se hibridan a dos sondas diferentes: una que
reconoce una secuencia de ADN que es parte del ADN-T y otra que reconoce una secuencia de ADN que
es parte del esqueleto del vector que flanquea el margen izquierdo. La sefial de hibridacién de la sonda que
reconoce las secuencias del esqueleto del vector estd ausente o muy reducida en el caso de un vector de
ADN-T a partir del cual se procesa el margen izquierdo con una eficacia elevada. No obstante, la sefial de
hibridacién de la sonda que reconoce el ADN-T es constante.
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2. Se aisla el ADN total de las células de Agrobacterium que contienen un vector de ADN-T dado. Se preparan
dos digestiones separadas que contienen cantidades iguales del ADN total, una con una enzima de restric-
cion que corta el ADN-T en o muy préximo al margen izquierdo, la otra con una enzima de restriccion que
corta dentro de la secuencia de ADN-T. No obstante, las cadenas de ADN-Tss permanecerdn intactas. Se
usan pares de cebadores especificos en una PCR cuantitativa para amplificar una secuencia procedente del
ADN-T y una secuencia procedente del vector cadena abajo del margen izquierdo. De nuevo, se obtiene
mucho menos o ningtin producto de amplificacién del esqueleto del vector en el caso de un vector de ADN-
T a partir del cual se procesa el margen izquierdo con una eficacia elevada. No obstante, las cantidades del
producto de la amplificacion especifica del ADN-T son constantes.

Para ambos tipos de andlisis, se clona un casete de expresion de GFP (proteina verde fluorescente) adicional
inmediatamente cadena abajo del margen izquierdo de los diferentes vectores de ADN-T. Este casete proporciona una
secuencia “esqueleto del vector” completamente conocida cadena abajo del margen izquierdo. El casete de expresion
de GUS se usa como diana especifica del ADN-T. Ambos casetes de expresidon contienen un intrén en las regiones
codificantes de GFP y GUS, respectivamente, para prevenir la expresion de ambos marcadores en Agrobacterium.

En la Figura 6 se representan esquemdticamente los dos montajes experimentales. Por encima de la linea negra
continua que indica el vector de ADN-T, se muestra la estrategia de la hibridacién y por debajo de la linea continua,
se muestra la estrategia de la PCR cuantitativa.

Ejemplo 7
Andlisis tempranos de secuencias de transferencia del esqueleto del vector a células de la planta

Se usan las construcciones apuntadas en el Ejemplo 6 y que contienen un casete de expresion de GFP adicional
cadena abajo del margen izquierdo en un ensayo de expresion transitorio para la valoracion de la transferencia del
esqueleto del vector a células de la planta. Con este propdsito, fragmentos radiculares de Arabidopsis se transforman
con Agrobacterium (De Buck et al. 1999, Valvekens et al. 1988) que contiene un vector de ADN-T descrito anterior-
mente. Después de tres dias de cultivo conjunto, las raices se valoran primero con respecto a la expresion transitoria de
la GFP por valoracion de la proteina GUS expresada transitoriamente. El nivel de expresién de GFP es bajo o cero en
el caso de un vector de ADN-T a partir del cual se procesa el margen izquierdo con una eficacia elevada. No obstante,
los niveles de actividades de la GUS son constantes.

Como alternativa, el método de trascripcién inversa seguido de la PCR se contintia por la deteccién y cuantificacién
de los niveles de transcritos de GFP y GUS acumulados transitoriamente (Narasimhulu et al. 1996). De nuevo, se
obtiene mucho menos o ningtin producto de amplificacion especifica de la GFP en el caso de un vector de ADN-T a
partir del cual se procesa el margen izquierdo con una eficacia elevada. No obstante, las cantidades del producto de la
amplificacion especifica de la GUS son constantes.

Ejemplo 8
Curacion de plantas transformadas de secuencias del esqueleto del vector integradas

Se transforman plantas (por ejemplo, Arabidopsis) (véase el Ejemplo 1) con el vector de ADN-T ejemplar del
Ejemplo 5 que contiene los sitios de recombinacién FRT. Las plantas regeneradas se ensayan con respecto a la inte-
gracién del esqueleto del vector segin cualquiera de los métodos descritos en los Ejemplos 2-3 6 6-7 y se seleccionan
las plantas transgénicas que contienen el ADN-T y el esqueleto del vector en su genoma.

En la floracién, un grupo de plantas transgénicas seleccionadas se somete a polinizacién cruzada con polen pro-
cedente de otra planta transgénica que expresa constitutivamente la recombinasa especifica del sitio de FLP mientras
que un segundo grupo de plantas transgénicas seleccionadas se somete a polinizacién cruzada con polen procedente
de una planta natural. Se recogen las semillas y se siembran en medio que contiene un agente selectivo. Las plantas
supervivientes (debido al marcador de seleccién en el ADN-T) de ambos cruces se analizan de nuevo con respecto a
la presencia de ADN-T y con respecto a la presencia del esqueleto del vector. En una parte sustancial de la progenie
de los cruces que implican al progenitor que expresa la FLP y que contienen el ADN-T, se eliminan las secuencias del
esqueleto del vector. En la progenie de los cruces que implican al progenitor del de tipo silvestre y que contienen el
ADN-T, atin estan presentes las secuencias del esqueleto del vector.

Ejemplo 9
Clonacion del locus virD e influencia de una copia extra del locus sobre la transferencia del esqueleto del vector

Se conocen las secuencias de los loci virD de tipo octopina y de tipo nopalina (Yanofsky et al. 1986, Jayaswal et
al. 1987; y Wang et al. 1990, respectivamente). Se disefian cebadores especificos que permiten la amplificacién por
PCR de los loci virD completos. Estos loci se subclonan posteriormente en un plasmido que lleva el replicén P15a

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335614 T3

(Chang y Cohen 1987) y un marcador de resistencia a tetraciclina procedente de pAlter (Promega). Los plasmidos se
movilizan posteriormente a Agrobacterium que contiene un vector de ADN-T. La transferencia de las secuencias del
esqueleto del vector mediante dichas cepas de Agrobacterium se analiza de acuerdo con los métodos descritos en los
Ejemplos 2, 3,5 6 6.

Ejemplo 10
Determinacion de la frecuencia de iniciacion de la transferencia en el margen izquierdo

Se transforman plantas con los vectores de ADN-T descritos en la Figura 2. Se prepara el ADN total y se sintetizan
tres grupos de cebadores para llevar a cabo diferentes reacciones de PCR. El primer grupo de cebadores amplifica un
fragmento de ADN-T interno, adyacente a la repeticion marginal izquierda (fragmento de PCR 1). El segundo grupo
de cebadores amplifica un fragmento de ADN-T/vector que se extiende a la regién del margen izquierdo del ADN-T
y la region del vector adyacente a la repeticion marginal izquierda (fragmento de PCR 2). Finalmente, el tercer grupo
de cebadores amplifica un fragmento del vector adyacente a la repeticién del margen izquierdo (fragmento de PCR 3).
Dependiendo de si la transferencia del vector da como resultado la ultralectura en el margen izquierdo o la iniciacién en
el margen izquierdo, se amplifican diferentes fragmentos por PCR. Cuando sélo esta presente el fragmento de PCR 1,
la transferencia del ADN-T se inicia en el margen derecho y se detiene en el margen izquierdo y no se transfiere ADN
del vector. Cuando estan presentes los fragmentos de PCR 1, 2 y 3, la transferencia del ADN-T se inicia en el margen
derecho pero no se detiene en el margen izquierdo. Cuando estin presentes los fragmentos de PCR 1 y 3, pero no el
fragmento 2, la transferencia del vector se inicia en el margen izquierdo, independientemente de la transferencia del
ADN-T en el margen derecho. De esta manera, realizando estas diferentes reacciones de PCR para 50 transformantes
aproximadamente, se obtiene la frecuencia de ultralectura en el margen izquierdo y la frecuencia de iniciacién en la
repeticién marginal izquierda. La frecuencia de ultralectura y la iniciacién de la transferencia del vector se determinan
para diferentes vectores de ADN-T con la repeticion marginal izquierdo en contextos diferentes.

TABLA 1

Presencia (+) o ausencia (-) de secuencias del vector unidas a LB y RB del ADN-T en plantas de
A. thaliana transgénicas co-transformadas con vectores de ADN-T K y Hsb

Numero de co- | LB100 | LB1000 | RB100 | RB1000 | LB100 | LB1000 | RB100 | RB1000 | PicA | UnP
transformantes
Serie