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DESCRIPCION
Método de transformacion de plastidios en Asteraceae, vector para uso en el mismo y plantas asi obtenidas
Campo de la invencion
La invencion se refiere a un método para transformar los genomas de plastidios de lechuga.
Antecedentes de la invencion

Los plastidios son organulos autorreplicantes que contienen su propio ADN en un Unico cromosoma circular,
denominado su genoma. Los plastidios se encuentran en todas las células vegetales. Se heredan por via materna
en la mayoria de las plantas al igual que las mitocondrias en los animales y las plantas. Esto también se denomina
herencia citoplasmica ya que estos organulos estan presentes en el citosol de los évulos.

Los plastidios vegetales (por ejemplo, cloroplastos, amiloplastos, elaioplastos, etioplastos, cromoplastos,
leucoplastos y proplastidios) son los organulos en los que tienen lugar los principales procesos bioquimicos (es
decir, la fotosintesis). En general, las células vegetales contienen entre 100-10.000 copias del pequefio genoma
circular de 120-160 kb del plastidio. Puesto que cada molécula tiene una repeticion invertida, es posible
tedricamente obtener células vegetales con 20.000 copias de un(os) gen(es) de interés, después de la
transformacion de los plastidios.

La transformacion genética del genoma del plastidio (plastoma) tiene importantes ventajas sobre la transformacion
nuclear. En primer lugar, porque en la mayoria de las especies vegetales, los plastidios se heredan por via materna,
el cruzamiento exogamico de transgenes a malas hierbas u otros cultivos se minimiza. Por lo tanto, esta forma de
ingenieria genética de las plantas disminuye el riesgo de diseminacién del transgén en el medio ambiente a través
de la dispersion con el polen. Ademas, el genoma del plastidio es altamente poliploide, lo que permite la introduccion
de muchas copias por célula, lo que puede conducir a niveles elevados de acumulacion de la(s) proteina(s)
deseada(s). El hecho de que los plastidios sean capaces de formar enlaces disulfuro y plegar proteinas, hace que
esta técnica en teoria esté lista para la produccion de productos biofarmacéuticos en las plantas.

El principio de la transformacién de plastidios es la insercion de secuencias a través de una recombinacion
homologa. Los vectores para la transformacion de plastidios utilizan dos segmentos de ADN de direccionamiento
que flanquean el gen o los genes de interés. Por medio de una recombinaciéon homoéloga estos segmentos pueden
insertar el gen o los genes extrafios en una posicién precisa, predeterminada en el genoma del plastidio. Los efectos
de la posicién y el silenciamiento de genes, que son los principales problemas en los experimentos de
transformacion nuclear, aun no han sido observados en los eventos de transformacién con plastidios.

Sin embargo, una transformacion con éxito de cloroplastos de plantas de cultivo se describe hasta ahora solo para
cultivos de solanaceas, tales como patata, tomate, tabaco (documento US-5.451.513; Svab et al. (1990), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:8526-8530) y Brassicaceae, como Arabidopsis thaliana (documento US-6.376.744). El
documento WO 99/05265 describe la transformacion de plastidios en tabaco, maiz, agrostis, papaya y aguacate. El
documento WO 01/81605 describe un método de transformacion de plastidios de tabaco. O’Neill et al. (The Plant
Journal (1993); vol. 3; n° 5; paginas 729-738) describen la transformacion de cloroplastos de tabaco. No es obvio
que las técnicas utilizadas para estas especies se puedan utilizar facilmente en otras especies, tales como las
Asteraceae, en particular la lechuga.

Por tanto, el objeto de la invencién es proporcionar un método de transformacion de plastidios alternativo que sea
util en particular para transformar especies vegetales Asteraceae, tales como la lechuga (Lactuca sativa). La lechuga
es un cultivo agronémico importante y por lo tanto es altamente deseable un método de transformacion util.

Compendio

La invencion proporciona de este modo un método para la transformacion de los genomas de plastidios de lechuga,
que comprende las etapas de:

a) transformar protoplastos de lechuga con un vector de transformacion que es portador de una secuencia de
ADN de interés por medio de una transformacion mediante polietilenglicol;

b) colocar los protoplastos tratados de este modo durante un periodo de tiempo, en contacto con un medio de
cultivo sin agente de seleccion;

c) posteriormente afiadir un agente de seleccion al medio de cultivo;

d) renovar el medio de cultivo que comprende un agente de seleccion mediante la adicion de medio de nuevo
aporte con agente de seleccidon o cambiar el medio de seleccién por un medio con un agente selectivo;

e) crecimiento de los protoplastos que comprenden plastidios que han adquirido el ADN de interés en
transformantes.
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El vector de transformacién puede comprender:

- un casete de expresion que comprende opcionalmente un promotor activo en los plastidios de la especie vegetal
que se va a transformar, un sitio de insercion de ADN para recibir el ADN transformante de interés, opcionalmente
uno o varios marcadores de seleccién que confieren un fenotipo seleccionable en células que tienen plastidios que
se han transformado con el casete de expresion y, opcionalmente, una secuencia de ADN que codifica una region
de terminacion de la transcripcion, activa en los plastidios de la especie vegetal que se va a transformar,

- opcionalmente un conjunto de segmentos de ADN de direccionamiento situados a ambos lados del casete de
expresion que permiten una recombinacién homologa doble del casete de expresion con el genoma del plastidio de
interés, y

- una secuencia de ADN de interés insertada en el sitio de inserciéon del casete de expresion.

Preferiblemente, el vector comprende un promotor, un conjunto de segmentos de direccionamiento y uno o varios
marcadores de seleccion. Sin embargo, estos elementos también se pueden proporcionar de otra manera. Por
ejemplo, el ADN de interés se puede insertar en una posicion de este tipo en el plastoma que puede utilizar un
promotor que ya esté presente, tal como en un operon. Si no estan presentes los segmentos de direccionamiento, el
ADN de interés se puede integrar en una posicion aleatoria. EI ADN de interés se integra preferiblemente en el
genoma del plastidio, pero también puede existir fuera del plastoma.

El ADN de interés puede estar integrado de forma estable o se puede expresar de forma transitoria.

Es sorprendente que cuando se utiliza el método de la invencidén no se encuentran escapes en la transformacion de
plastidios de lechuga. Los resultados de las transformaciones de plastidios, hasta ahora, mencionan la aparicion de
escapes (debido a mutantes nucleares o espontaneos; Kofer et al. (1998) In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 34: 303-309).

Se ha encontrado sorprendentemente que no iniciar inmediatamente el proceso de seleccidon sino mantener el
material vegetal tratado en o sobre un medio de cultivo durante unos pocos dias, mejora mucho la eficacia de una
transformacién. Ademas, el procedimiento de seleccién no se debe iniciar demasiado tarde en el proceso de cultivo.
Preferiblemente, la seleccion se inicia después de un maximo de 2-5 dias. El momento de iniciar el proceso de
seleccion depende del método de transformacién. Otro aspecto importante de la invencién es mantener las células
transformadas en estrecho contacto con el agente selectivo durante un periodo de tiempo, preferiblemente hasta la
regeneracion. Ademas, se prefiere mantener la concentracion del agente selectivo a un nivel eficaz, tal como 500
mg/l de diclorhidrato de espectinomicina. Esto se logra preferiblemente mediante el uso de un medio liquido que
contiene el agente selectivo.

Detallado

La invencién proporciona un método para una transformacion eficaz y estable de plastidios de una planta de
lechuga.

El vector que se utiliza en el método de la invencion tiene una estructura principal de vector y, ademas, una
estructura artificial de ADN que comprende opcionalmente uno o varios conjuntos de segmentos de ADN de
direccionamiento que son homologos a una secuencia en el genoma del plastidio, opcionalmente una secuencia de
promotor, opcionalmente una secuencia de ADN que codifica el gen transformante introducido en un sitio de
insercion, opcionalmente una secuencia terminadora y, opcionalmente, al menos una secuencia de ADN que
codifica un marcador seleccionable.

Preferiblemente, el vector comprende los segmentos de ADN de direccionamiento, la secuencia de ADN que codifica
el gen transformante, un promotor y un marcador seleccionable.

El promotor es cualquier promotor que esté activo en los plastidios de la especie vegetal que se va a transformar y
para la lechuga, por ejemplo, se selecciona a partir del grupo (lechuga u otras especies vegetales) de promotor de
operon de ARN ribosdmico especifico de cloroplastos, rrn (ARNr 16S), psbA, rbcL, trnV o rps16. Sin embargo,
también se pueden utilizar regiones adicionales de promotores, para mejorar la transcripcion, la traduccion o ambos
procesos, para obtener una expresion del marcador seleccionable y del gen de interés en los plastidios de lechuga.
También se pueden utilizar promotores bacterianos para expresar genes en los plastidios.

El terminador es cualquier terminador que esté activo en la especie vegetal que se va a transformar y para la
lechuga, por ejemplo, se selecciona a partir del grupo que consiste en la secuencia de terminacion psb A, rrn, rbcL,
trnV o rps16. Estos y otros terminadores pueden ser especificos para la lechuga u otras especies vegetales. Una
secuencia de terminador no tiene que estar siempre presente en estructuras artificiales bicistrénicas, teniendo dos
marcos de lectura abiertos detras de un promotor. Secuencias adicionales de UTR (region no traducida), fusionadas
a las secuencias que codifican el o los genes deseados, se pueden utilizar como lider y/o trailer, para minimizar una
recombinacion no deseada.

El marcador de seleccion se selecciona, por ejemplo, a partir del grupo que consiste en espectinomicina,
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estreptomicina, kanamicina, higromicina y cloranfenicol, o de herbicidas vegetales como glifosato o bialafos. Entre
estos marcadores se prefiere el gen aadA porque es un marcador no letal.

Alternativamente, se puede utilizar un marcador visual, tal como gfp (proteina de fluorescencia verde). En ese caso,
el agente selectivo no es un compuesto o una composicion, sino los medios que se utilizan para visualizar el
marcador visual, tal como la fuente luminosa azul que conduce a la fluorescencia de la gfp.

Cuando solo se utilizan estos tipos de marcadores visuales para la seleccion de los transformantes, las etapas d) y
e) del método se pueden realizar sin un agente selectivo. La seleccién se realiza entonces visualmente mediante la
iluminacion de los transformantes putativos con una fuente luminosa apropiada y seleccionando los transformantes
que muestran fluorescencia.

Los segmentos de ADN que permiten una recombinacion homéloga doble del ADN de interés con el genoma del
plastidio de interés tienen una secuencia de ADN que es homodloga a una parte del genoma del plastidio. Los
segmentos se seleccionan de tal manera que la integracion del gen transformante tiene lugar en una posicion
deseada en el genoma. Para la lechuga, por ejemplo, el conjunto de segmentos de ADN se selecciona a partir de la
region trnl(oriA)/trnA'y la region 16S/trnVV/ORF70B del genoma de cloroplasto de la lechuga.

Preferiblemente, el conjunto de segmentos de ADN se selecciona a partir de LCV1 A-By LCV1 C-D, y LCV2 A-By
LCV2 C-D como se describe en los Ejemplos. La ventaja de estos segmentos es que se encontré que eran
particularmente Utiles para la lechuga.

El método descrito se puede utilizar para la preparacion de plantas que pueden expresar cualquier gen de interés.
La tecnologia de la invencion se puede utilizar para la transformacion de plastidios de cualquier planta, pero en
particular para plantas de la familia Asteraceae, mas en particular, para la lechuga. La invencién se puede emplear
por tanto para la producciéon de polipéptidos que se pueden aislar a partir de la planta o de polipéptidos que son
utiles para la propia planta. Un ejemplo de producciéon de productos que se pueden aislar a partir de la planta se
encuentra, por ejemplo, en el campo de los productos biofarmacéuticos, es decir, productos farmacéuticos
producidos en organismos vivos, tales como plantas. La produccion en plantas tiene un alto potencial, ya que puede
dar lugar a menores costes de produccion en comparacion con la produccion en animales o en microorganismos
utilizando biorreactores.

Un nuevo campo prometedor en el que se puede utilizar esta invenciéon es la produccién de vacunas comestibles,
pero se pueden prever otros productos farmacéuticos, ya sean terapéuticos o profilacticos, asi como (poli)péptidos
que se pueden emplear en otros campos.

Ademas de usar la planta como una fabrica para la producciéon de péptidos o polipéptidos, el producto expresado
también puede tener una importancia agronémica. Ejemplos de ello son la resistencia a herbicidas, la resistencia a
insectos, la resistencia a hongos, la resistencia bacteriana, la tolerancia al estrés, por ejemplo, frente al frio, una
cantidad elevada de sales o minerales, el rendimiento, la acumulacion de almidén, la acumulacion de acidos grasos,
la fotosintesis.

De acuerdo con la invencion, el tratamiento de transformacion es una transformacion mediante polietilenglicol. La
transformacion mediante polietilenglicol es muy ventajosa ya que se puede transformar simultdaneamente un nimero
elevado de células y puede tener lugar una seleccion eficaz de los plastidios transformados dentro de las células.

El periodo de tiempo durante el cual se coloca el material vegetal tratado en contacto con un medio de cultivo sin un
agente de seleccion, depende del tratamiento de transformacion. Para la transformacion mediante polietilenglicol, el
periodo de tiempo es de 1 a 14 dias, preferiblemente de 3 a 7 dias, mas preferiblemente de aproximadamente 6
dias. Sin agente de seleccion se entiende que significa sin una cantidad eficaz del agente de seleccion. Durante este
periodo puede estar presente una cantidad baja, es decir, ineficaz de agente selectivo.

Se ha encontrado que la etapa de colocar el material vegetal tratado en contacto con un medio de cultivo sin agente
de seleccién es importante para la eficacia de la transformacion. Ademas para la transformacion de cloroplastos se
prefiere mantener el material vegetal tratado en la oscuridad durante esa etapa. De esta manera no se producen
cloroplastos nuevos y, por lo tanto, no se producen cloroplastos transformados lo que conduce a una mayor eficacia.

El material vegetal tratado se mantiene preferiblemente en contacto con un medio de cultivo con el agente de
seleccion hasta la regeneracion de la planta o parte de planta a partir del material transformado.

El método es adecuado para materiales vegetales tales como protoplastos.

Se ha encontrado sorprendentemente que la eficacia de la transformacién se puede aumentar cuando el medio de
cultivo que comprende el agente de seleccion es un medio liquido. De esta manera, las células que se van a
transformar estan en estrecho contacto con el agente selectivo. Ademas se ha encontrado sorprendentemente que
no se detectaron escapes en los experimentos de transformacion.

Cuando el medio de cultivo se renueva después del procedimiento de seleccion, esto puede significar que se afiade
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medio de nuevo aporte con el agente selectivo (es decir, de manera que el medio de seleccién no esta diluido) o que
el medio de seleccién se cambia por medio con agente selectivo.

La memoria descriptiva describe ademas un vector de expresion para la transformacion de genomas de plastidios de
especies vegetales, en particular especies de plantas Asteraceae, cuyo vector comprende:

- un casete de expresion que comprende opcionalmente un promotor activo en los plastidios de la especie
vegetal que se va a transformar, un sitio de inserciéon de ADN para recibir el ADN transformante de interés,
opcionalmente uno o varios marcadores de selecciéon que confieren un fenotipo seleccionable en células que
tienen plastidios que se transforman con el casete de expresion y, opcionalmente, una secuencia de ADN que
codifica una regién de terminacion de la transcripcion activa en los plastidios de la especie vegetal que se va a
transformar,

- opcionalmente un conjunto de segmentos de ADN de direccionamiento situados a ambos lados del casete de
expresion que permiten una recombinacion homologa doble del casete de expresion con el genoma del
plastidio de interés, y

- opcionalmente una secuencia de ADN de interés insertada en el sitio de insercion del casete de expresion.

Preferentemente, el vector comprende el promotor, uno o varios marcadores de seleccion y el conjunto de
segmentos de ADN de direccionamiento. Tal vector comprende:

- un casete de expresion que comprende un promotor activo en los plastidios de la especie vegetal que se va a
transformar, un sitio de insercion de ADN para recibir el ADN transformante de interés, uno o varios
marcadores de seleccion que confieren un fenotipo seleccionable en células que tienen plastidios que se
transforman con el casete de expresion y, opcionalmente una region de terminacion de la transcripcion de la
secuencia de ADN, activa en los plastidios de la especie vegetal que se va a transformar, y

- un conjunto de segmentos de ADN de direccionamiento situados a ambos lados del casete de expresion que
permiten una recombinacion homologa doble del casete de expresion con el genoma del plastidio de interés.

Los diversos elementos del vector son preferiblemente como se han descrito anteriormente para el método. La
memoria descriptiva describe tanto el vector en el que no se incorpora ninglin gen que va a ser transformado, como
el vector que comprende cualquier gen transformable.

Los vectores tal y como se describen proporcionan una transformacion estable de los plastidios de estructuras
multicelulares, tales como plantas de lechuga.

La memoria descriptiva describe ademas plantas que son portadoras en sus células de plastidios que estan
transformados, en particular plantas que son portadoras de plastidios transformados por medio del método de la
invencion. Ademas, la memoria descriptiva describe la progenie de estas plantas en la que al menos parte de los
plastidios transformados esta todavia presente.

Lo que se describe en este documento se ilustra adicionalmente en los Ejemplos a continuacion. En estos ejemplos,
como material de explante, se utilizan protoplastos de mesodfilo de plantas de lechuga y a través de una
transformacion mediante PEG se obtienen colonias derivadas de protoplastos transplastdémicos y una regeneracion
de las plantas. Alternativamente, el callo transplastomico se obtuvo utilizando un bombardeo de particulas de
cotiledones escindidos de la lechuga. Las estructuras artificiales de ADN comprenden un casete de expresion que
contiene el ADN transformante que se dirige a un lugar predeterminado en el genoma del plastidio y se inserta en el
genoma del plastidio mediante recombinacién homdloga. Los segmentos de direccionamiento en el casete
comprenden secuencias preferidas del genoma del ADN de cloroplasto de la lechuga, es decir, la region
trnl(oriA)/trnA o la regién 16S/trnV/ORF70B del genoma del cloroplasto de lechuga. EI ADN usado para la
transformacion contiene ademas un gen marcador seleccionable no letal que confiere un fenotipo seleccionable a las
células que tienen los plastidios con el ADN transformante, en este caso, espectinomicina. La secuencia
codificadora, seleccionable no letal preferida es la region que codifica aadA de E. coli, que codifica la
aminoglicésido-3'-adeniltransferasa para conferir resistencia a la espectinomicina y a la estreptomicina. Ademas, el
casete de expresion de ADN comprende al menos una secuencia de ADN adicional, que es la secuencia de ADN de
interés, tal como un gen que codifica una proteina verde fluorescente (gfp) (como un sistema modelo) o el gen de la
hemaglutinina del virus de la gripe (HA). Las estructuras artificiales, ademas, estan provistas con un promotor y una
secuencia terminadora funcional en los plastidios vegetales.

En los ejemplos que siguen se hace referencia a las siguientes figuras:

Figura 1. Secuencia diana del genoma de cloroplasto de lechuga LCV1 (que no incluye el vector de estructura
principal) (SEQ ID NO: 1).

Figura 2. Mapa de LCV1 (7.545 pb).

Figura 3. Secuencia diana del genoma de cloroplasto de lechuga LCV1 (SEQ ID NO: 2) alineada con el
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genoma de cloroplasto de tabaco (Gl Z00044) (SEQ ID NO: 3). SEQ ID NO: 4 y 5 son las proteinas hipotéticas.
SEQ ID NO: 41 es la proteina ribosémica.

Figura 4. Etapas de la clonacién y cebadores (SEQ ID NOS: 6-9) para la construccion de LCV1. TCG =
genoma de cloroplasto de tabaco.

Figura 5. Secuencia diana del genoma de cloroplasto de lechuga LCV2 (que no incluye el vector de estructura
principal) (SEQ ID NO: 10).

Figura 6. Mapa de LCV2 (6.182 pb).

Figura 7. Secuencia diana del genoma de cloroplasto de lechuga LCV2 (SEQ ID NO: 11) alineada con el
genoma de cloroplasto de tabaco (Gl Z00044) (SEQ ID NO: 12).

Figura 8. Etapas de la clonacién y cebadores (SEQ ID NOS: 13-16) para la construccion de LCV2. TCG =
genoma de cloroplasto de tabaco.

Figura 9. Mapa de LCV1 MSK18 (9.682 pb).
Figura 10. Mapa de LCV2-MSK18 (8.329 pb).

Figura 11. Plantas diploides transplastomicas de lechuga pLCV2-LEC1 en las etapas de floracion (panel
superior izquierdo), microsporas (panel superior derecho) y conjunto de semillas (panel superior e inferior
derecho).

Figura 12. Combinaciones de cebadores (SEQ ID NOS: 17-20) utilizados en el analisis con PCR de un callo
transplastomico de lechuga.

Figura 13. Analisis molecular de callos de lechuga resistentes a la espectinomicina.

Panel A: productos de la PCR del gen de la ATPasa.

Carril 1. Marcador,

. TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1,

. TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1

. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-1,
. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-2,
. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,

N oo g b~ W N

. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
8. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-2,
9y 10 callos no transformados,

11y 12 pLCV2-MSK18

Panel B: productos de la PCR del gen AadA.

Carril 1. Marcador,

TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1,
TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1
TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-1,

2,
3.

4.

5. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-2,
6. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
7. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
8. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-2,
9

y 10 callos no transformados,
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11y 12 pLCV2-MSK18

Panel C: los productos de la PCR de la unién trnl.

Carril 1. Marcador,

2. TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1,

3. TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1

4. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-1,
5. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-2,
6. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
7. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
8. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-2,

9 callo no transformado

Panel D: productos de la PCR de la unién trnA.

Carril 1. Marcador,

2. TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1,
3. TRSL5-01016 pLCV2-MSK18-1

4. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-1,
5. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-1-2,
6. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
7. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-1,
8. TRSL5-02002 pLCV2-MSK18-2-2,
9 callo no transformado

Figura 14. Secuencia de fragmentos de la union de integracion del limite izquierdo (P1-P2) (SEQ ID NO: 21) y
del limite derecho (P3-P6) (SEQ ID NO: 22) amplificados con PCR procedentes de ADN transplastémico de
lechuga. La secuencia en letras minusculas es ADN de cloroplasto lechuga externo a la region diana del vector
LCV2. Panel superior: secuencia de consenso del fragmento del limite izquierdo P1-P2; Panel inferior:
secuencia de consenso del fragmento del limite izquierdo P3-P6.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de productos de la PCR procedentes de reacciones con las parejas
de cebadores P1+P2, P3+P4 y P1+P4 y ADN molde procedente de una muestra B de callo transplastémico
putativo resistente a la espectinomicina (TP) y de callo de tipo silvestre no transformado (WT).

Figura 16. Analisis con PCR de la integracion del inserto de callos transformados pLCV2-MSK18. Carril 1:
marcador de ADN, carriles 2-7: TRSL05-02002 pLCV2-MSK18-1-1, TRSL05-02002 pLCV2-MSK18-1-2,
TRSL05-02002 pLCV2-MSK18-1-3, TRSL05-02002 pLCV2-MSK18-2-1, TRSL05-02002 pLCV2-MSK18-2-2,
TRSL05-02001 pLCV2-MSK18-1-1, respectivamente; carril 8 y 9: ADN de lechuga de control, carril 10: ADN
plasmidico pLCV2-MSK18.

Figura 17. Analisis con PCR de la unién de integracion del limite izquierdo y derecho de un callo, obtenido
después de una transformacion mediante bombardeo de particulas con plasmido pLCV2-MSK18. Panel A:
union de frnl (unidn de integracion izquierda). Panel B: union de frnA (insercion del limite derecho. Carril 1:
marcador lambda, carril 2: callo resistente a espectinomicina pLCV2-MSK18, carril 3, control de lechuga, carril
4: plasmido pLCV2-MSK18.

Figura 18. Analisis con PCR de lineas de callos pLCV2-LEC1 y controles.

A1: productos de la PCR del gen ATPasa.
Carril 1; marcador

2: pLCV2-LEC1 1.1
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7: callo de lechuga no tratada de control

8: callo no transformado de control

A2: productos de la PCR del gen ATPasa

Carril 1: marcador

2: plasmido pLCV2-LEC1

3: agua

B1: productos de la PCR del gen AadA.

Carril 1; marcador

2: pLCV2-LEC1 1.1
3: pLCV2-LEC1 2.1
4: pLCV2-LEC1 2.2
5: pLCV2-LEC1 3.1
6: pLCV2-LEC1 3.2

B2: productos de la PCR del gen AadA

Carril 1: marcador

2: plasmido pLCV2-LEC1

3: agua

C: productos de la PCR de la unidn trnl (limite izquierdo)

Carril 1; marcador

2: pLCV2-LEC1 1.1
3: pLCV2-LEC1 2.1
4: pLCV2-LEC1 2.2
5: pLCV2-LEC1 3.1
6: pLCV2-LEC1 3.2

7: ADN de lechuga no tratado de control

8: plasmido pLCV2-LEC1

Carril 1; marcador

2: pLCV2-LEC1 1.1
3: pLCV2-LEC1 2.1
4: pLCV2-LEC1 2.2
5: pLCV2-LEC1 3.1
6: pLCV2-LEC1 3.2

D: productos de la PCR de la unién trnA (limite derecho)
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7: ADN de lechuga no tratado de control
8: plasmido pLCV2-LEC1
E: productos de la PCR del inserto
Carril 1; marcador
2: pLCV2-LEC1 1.1
3: pLCV2-LEC1 2.1
4: pLCV2-LEC1 2.2
5: pLCV2-LEC1 3.1
6: pLCV2-LEC1 3.2
7: callo de lechuga no tratado de control
8: callo no transformado de control

Figura 19. Analisis con PCR de la integraciéon del inserto en 24 regenerantes transplastomicos diferentes,
originados a partir de 1 callo transplastomico TRSL05-02002 pLCV2-MSK18 1-2 (carriles A-L y M-X) y 2 plantas
de lechuga de control (lechuga de control)

Figura 20. Analisis con PCR de la integracion del inserto en 7 regenerantes transplastomicos diferentes,
originados a partir de 1 callo transplastémico numero pLCV2-LEC1 2.2. Carril 1: marcador, carriles 2-8: plantas
regeneradas pLCV2-LEC1 2.2, carril 9: ADN del plasmido pLCV2-LECA1, carril 10: ADN de lechuga de control.

Figura 21. Casete de expresion de lechuga LEC1. Promotor de operdn de ARN especifico de lechuga LPrrn B;
secuencia del terminador psbA especifico de lechuga L3= psbA B.

Figura 22. Representacion esquematica de la PCR y la estrategia de clonacién empleada para la construccion
de LEC1 junto con secuencias de cebadores (SEQ ID NOS: 23-30).

Ejemplos

Ejemplo 1

Construcciones de vectores
2. Construccioén de LCV1

El vector de cloroplasto de lechuga LCV1 consiste en 4571 pb de la secuencia del genoma de cloroplasto de
lechuga con un unico sitio afiadido Pac1/Asc1 de 16 pb (Figura 1), clonado en los sitios de restriccion Sac1/Kpn1 en
el polienlazador de un vector pBluescript SK + estructura principal (Figura 2). La secuencia de lechuga se extiende
desde la regién intergénica rps7/3'--rps12 hasta la region intergénica 16SrRNA/trnl y se corresponde a las
posiciones de nucleétidos 100021-104387 en el genoma del cloroplasto de tabaco (nimero de orden Gl Z00044).
Una alineacion de esta secuencia de lechuga con la secuencia del genoma de cloroplasto de tabaco se proporciona
en la Figura 3. La siguiente descripcion de la construccion de LCV1 se describe en la Figura 4.

Cuatro cebadores LCV1A, LCV1B, LCV1C y LCV1D se utilizaron para amplificar esta region en dos mitades
(LCV1A-B y LCV1C-D) y para introducir un Unico sitio de restriccion Pac1/Asc1 en la region intergénica
ORF70B/trnV en la posicion correspondiente al nt 102367 en la secuencia del genoma de cloroplasto de tabaco. El
ADN procedente del clon 6 de la genoteca Sac1 del genoma de cloroplasto de lechuga (Jansen y Palmer, Current
Genetics 11: 553-564 (1987)) se utiliz6 como molde para el vector de LCV1. LCV1A y LCV1B amplificaron un
fragmento de 2575 pb (secuencia de lechuga de 2551 pb + 24 pb de extensiéon) LCV1A-B que abarcaba desde la
region intergénica rps7/3'rps12 a la region intergénica ORF70B/trnV (correspondiente a 100021-102367 en el
genoma del cloroplasto de tabaco). El cebador LCV1A contiene un sitio Sac1 y LCV1B contiene sitios Pac1/Asc1 de
manera que los sitios Sac1 y Pac1/Asc1 se incorporan en los extremos 5' y 3', respectivamente, del fragmento
LCV1A-B.

El fragmento de LCV1 A-B se clond en el vector plasmidico PCR2.1 de E. coli para crear PCR2.1 LCV1A-B. Estos
clones fueron escrutados en busca de la orientacion usando Sac1 y Sacl + Xbal. El inserto Sac1/Xba1 se clono en el
polienlazador de pBluescript para crear pBSLCV1 A-B.

Los cebadores LCV1C y LCV1D amplificaron un fragmento de 2042 pb (secuencia lechuga de 2020 pb + 22 pb de
extension) LCV1 C-D. El cebador LCV1C contiene sitios Pac1/Asc1 y el cebador LCV1D contiene un sitio de Kpn1
de modo que un sitio Pac1/Asc1 y un sitio Kpn1 se afaden a los extremos 5' y 3', respectivamente, del fragmento



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 645434 T3

LCV1 C-D. El fragmento LCV1 C-D se cloné en pCR2.1 para crear PCR2.1 LCV1 C-D. Para la etapa final de
clonacién, PCR2.1 LCV1 C-D fue restringido con Asc1+Kpn1 para liberar un inserto de 2031 pares de bases que se
ligé a pBS A-B, el cual fue linealizado con Asc1+Kpn1, creando LCV1.

2. Construccion de LCV2

LCV2 consiste en una secuencia del genoma de cloroplasto de lechuga de 2.253 pb (Figura 5) que se extiende
desde la region intergénica 16SrRNA/trnl a la region intergénica trnA/23S rRNA, clonada en el vector de la estructura
principal PCR2.1 (Invitrogen) (Figura 6). Esta secuencia se corresponde a las posiciones de nucleétidos 104366-
106260 en el genoma del cloroplasto de tabaco (nimero de orden Gl Z00044). Una alineacion de esta secuencia de
lechuga con la secuencia del genoma de cloroplasto de tabaco se proporciona en la Figura 7. La siguiente
descripcion de la construccion de LCV2 se indica en la Figura 8.

Cuatro cebadores LCV2A, LCV2B, LCV2C y LCV2D se utilizaron para amplificar esta region en dos mitades
(LCV2A-B y LCV2C-D) y para introducir sitios de restriccion Unicos Pac1/Asc1 en la region intergénica entre los
genes trnl y trnA en la posicion correspondiente al nucleétido 105370 en el genoma del cloroplasto de tabaco.

Para la primera mitad (A-B) del vector, el ADN procedente del clon 6 de la genoteca Sac1 del genoma de cloroplasto
de lechuga (Jansen y Palmer, Current Genetics 11: 553-564 (1987)) se utilizd6 como molde. Los cebadores LCV2A 'y
LCV2B amplificaron un fragmento de 1258 pb (1242 pb de la secuencia lechuga + 16 pb de extension) (LCV2A-B)
que abarcaba desde la region intergénica 16SrRNA/trnl a la region intergénica trnl/trnA. Este fragmento se clond en
el vector de clonacion plasmidico de E. coli pCR2.1 (Invitrogen) para crear PCR2.1 LCV2A-B. El cebador LCV2B
contiene sitios Pac1/Asc1 de manera que el fragmento LCV2A-B tiene sitios Pac1/Asc1 en el extremo 3'. Los clones
PCR2.1 LCV2 A-B fueron escrutados para la orientacion mediante digestion con Kpn1/Asc1, que libera un fragmento
de aproximadamente 1300 pb, y Xba1/Asc1 que linealizaba clones con la orientacion correcta para la clonacion
subsiguiente.

Para la segunda mitad del vector, se utilizd ADN de cloroplasto procedente de la variedad de lechuga Evola
(semillas Leen de Moss) como molde porque el gen trnA completo no estaba contenido en un solo clon en la
genoteca del genoma de cloroplasto de lechuga. Los cebadores LCV2C y LCV2D amplificaron un fragmento de 1011
pb (995 pb de la secuencia de lechuga + 16 pb de extension) LCV2C-D. Esta secuencia se extiende desde la region
intergénica ftrnl/trnA hasta la region intergénica {rnA/23S rRNA. El cebador LCV2C contiene sitios Pac1/Asc1 de
modo que el fragmento LCV2C-D tiene sitios Pac1/Asc1 en su extremo 5'. Este fragmento se cloné en PCR2.1 para
crear PCR2.1 LCV2 C-D. Estos clones fueron escrutados para la orientacion usando Kpn1+Asc1, que linealiza
clones con la orientacion requerida y Xba1+Asc1, que libera un fragmento de aproximadamente 1000 pb en clones
con la orientacion requerida. Para generar LCV2, el inserto de 1,3 kb Asc1+Xba1 de PCR2.1 LCV2C-D se subcloné
en pCR2.1 LCV2A-B linealizado con Asc1+Xba1.

3. Construccion de LCV1-MSK18 y LCV2-MSK18

MSK18 es un casete de expresion adaptado a partir de pMSK18 (Hibberd et al., The Plant Journal 16, 627-632
(1998)). El plasmido MSK18 fue un regalo de John Gray (Dpto. de Ciencias Vegetales de la Universidad de
Cambridge, Downing Street, Cambridge CB2 10 3EA, GB). Los detalles completos de la construccion de pMSK18 se
han descrito previamente (Hibberd et al. 1998, supra). El casete de expresiéon MSK18 que consiste en la region que
codifica mGFP (Haselhoff et al., Trends in Genetics 11, 328-329 (1997)) fusionada con un promotor frc bacteriano
(Amman y Brosius, Gene 15 40, 183-190 (1985)), y una region que codifica aadA, obtenida a partir de pUC-atpX-
AAD (Goldschmidt-Clermont, Nucleic Acids Research 19, 4083-4089 (1991)) fusionada con un promotor rrn del
tabaco obtenido a partir de pZS197 (Svab y Maliga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 913-917 (1993)). Una UTR 3’ de
psbA de tabaco obtenida a partir de pSZ197 (Svab y Maliga, 1993 supra) se fusiona con el extremo 3' del gen aadA
(Figura 9).

Usando pMSK18 como molde, se afadieron los sitios Pac1 y Asc1 mediante PCR amplificando el casete con
cebadores que contenian los sitios de restriccion Pac1 (5°) y Asc1 (3’) en los extremos 5'y 3' del casete de expresion
MSK18. Los cebadores utilizados para ello eran MSK18 A (directo) 5'-
tagttaattaaTTGACAATTAATCATCCGGCTCGT-3' (SEQ ID NO: 31) y MSK18 B (inverso) 5-
tagggcagcgccTCGAATATAGCTCTTCTTTCTTA-3' (SEQ ID NO: 32). El producto de la PCR de MSK18 A-B se cloné
en PCR2.1 para crear PCR2.1 MSK18. PCR2.1 MSK18 se restringié con Pac1/Asc1 para liberar el inserto MSK18
que se clond en los sitios Pac1/Asc1 en LCV1 y LCV2 para crear LCV1-MSK18 (Figura 9) y LCV2-MSK18 (Figura
10).

Ejemplo 2
Construccion de LCV2-LECA1

El casete de expresion de lechuga 1 (LEC1, Figura 21) contiene el gen aadA, que confiere resistencia a la
espectinomicina y la estreptomicina en las plantas, y el gen de la hemaglutinina del virus de la gripe (HA) que
codifica una vacuna potencial de una subunidad de la gripe. Ambos genes estan bajo el control de un Unico promotor
especifico de lechuga (Prrn) y una secuencia terminadora (3' psbA). Un sitio de unién al ribosoma de cloroplasto
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también precede a ambos genes. El casete de expresion se ensambld en tres piezas usando una combinacion de
amplificacion por PCR y extension por solapamiento (Figura 22).

Se amplifico el promotor del operdn de ARN ribosémico especifico de cloroplasto de lechuga (Prrn) a partir de ADN
de cloroplasto de lechuga (fragmento 6, Sacl de la genoteca cpDNA de Jansen; Jansen y Palmer, (Current Genetics
11: 553-564 (1987)) usando los cebadores A y B de PCR. El gen aadA y el sitio de union al ribosoma aguas arriba
(rbs) se amplificaron a partir del vector de transformacion de cloroplasto de tabaco pZS197, usando los cebadores
de PCR Cy D. El gen HA y el rbs aguas arriba se amplificaron a partir de una estructura artificial de gen HA interno
(HA con3) utilizando los cebadores de PCR E y F. Se amplificé una secuencia de terminacion psbA especifica de
lechuga (3'psbA) a partir de ADN de cloroplasto de lechuga (cv. Evola) utilizando los cebadores de PCR G y H. Los
productos de la PCR A+B y C+D se fusionaron mediante extension con solapamiento, utilizando los cebadores de
PCRAyD.

El producto A+D resultante de la PCR se cloné en los sitios Sac1/Notl de pBS SK+ para crear pBS A+D. El producto
de la PCR E+F se clond en los sitios Notl/BamHI de pBS SK+ para crear pBS E+F. El producto de la PCR G+H se
cloné en los sitios BamHI/Pstl de pBS E+F para crear pBS E+H. El inserto completo (E+H) se corté mediante
restriccion con Notl/Pstl y se cloné en los sitios Notl/Pstl en pBS A+D para crear pBS SK+ LEC1.

La expresion de aadA y HA en pBS SK+ LEC1 se sometié a ensayo en E. coli. Las células de E. coli transformadas
eran resistentes a la estreptomicina, indicando que se expresaba el gen aadA. El analisis por transferencia Western
de la expresion de HA con sueros anti-HA mostré una expresion de HA en E. coli. Se escindid todo el casete de
expresion (Prrn/aadA/HA/psbA) de pBS SK+ LEC1 usando las enzimas de restriccion Pacl y Ascl y se clono en los
sitios Pacl/Ascl en el vector de transformacion de cloroplasto de lechuga LCV2 para crear LCV2-LECA1.

Ejemplo 3
Obtencidn de plantulas y una reserva in vitro de plantas

Se aislan protoplastos de plantas a partir de material foliar de plantas donantes. En este ejemplo se proporciona la
obtencién de cultivos de brotes de hojas.

Las semillas se esterilizan mediante un lavado subsiguiente en etanol al 70%, soluciéon de NaOCI al 0,7% durante 20
minutos y lavado tres veces con agua desmineralizada estéril. Las semillas se siembran en medio Murashige y
Skoog (Murashige y Skoog, Physiol. Planta., 15: 473-497 (1962)) con sacarosa al 2%, sin hormonas.
Preferiblemente, las semillas se pueden cultivar a 15°C durante 2 dias en la oscuridad, después de lo cual las
semillas se transfieren a 25°C con luz (aproximadamente 3000 lux, fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de oscuridad TL
FTD 840). Cuando aparecen las primeras hojas verdaderas, las puntas del brote se transfieren al medio a base de
Murashige y Skoog con sacarosa al 3%, sin hormonas. Estos cultivos de brotes estériles se cultivan en condiciones
de crecimiento similares.

Ejemplo 4
Aislamiento de protoplastos

Se usan cultivos de brotes de tres semanas de edad para el aislamiento de protoplastos. Las hojas se cortan en
trozos pequenios y se preplasmolizan durante 1 h en la oscuridad en solucién PG (54,66 g/l de sorbitol y 7,35 g/l de
CaCl,.2H,0). La solucion PG se reemplaza entonces por una solucion enzimatica con 1% de celulasa y 0,25% de
macerozima. La incubacion tiene lugar durante 16 h en la oscuridad a 25°C.

Posteriormente, la suspension se filtra a través de un filtro de malla de nailon (41 ym) y se lava con un tercio de
volumen de soluciéon CPW16S (Frearson et al., Developmental Biology 33: 130-137 (1973)) mediante centrifugacion
a 700 rpm durante 8 minutos. De esta manera, los protoplastos intactos se recogen en la superficie del material
sobrenadante. Los protoplastos se lavan en solucion W5 (9 g/l de NaCl, 18,38 g/l de CaCl,.2H;0, 0,37 g/l de KClI,
0,99 g/l de glucosa, 0,1 g/l de tampdn morfolinoetanosulfonido (MES)) mediante centrifugacion a 600 rpm durante 5
minutos. Con el procedimiento descrito, se puede obtener un rendimiento de protoplastos de aproximadamente 10-
15 x 10° protoplastos por gramo de material foliar.

Ejemplo 5
Seleccion de callos obtenidos a partir de protoplastos con resistencia a espectinomicina

Los protoplastos de lechuga, obtenidos como se ha descrito en el ejemplo 4, se diluyen en medio de cultivo 72 B5
(Gamborg et al. Exp. Cell Res. 50:151 (1968)): 375 mg/l de CaCl,.2H,0, 18,35 mg/l de NaFeEDTA, 270 mg/l de
succinato de sodio, 103 g/l de sacarosa, 0,1 mg/l de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,3 mg/l de 6-
bencilaminopurina (BAP) y 0,1 g/l de MES y se ajustan a una densidad de cultivo de 6 x 10* protoplastos por ml.

La suspension de protoplastos se mezcla 1:1 con medio de cultivo %2 B5 con agarosa. Las perlas de agarosa se
extienden en placas de Petri mas grandes con medio de cultivo %2 B5 liquido en la parte superior de las mismas.
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Las placas de Petri se tapan con una lamina de plastico parafilm y se cultivan a 25°C en la oscuridad. Una semana
después del inicio del cultivo, el medio de cultivo se diluye con medio de cultivo %2 B5 liquido de nuevo aporte y 0,1
g/l de MES. Los cultivos se transfieren a la luz (aproximadamente 3000 lux, fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas
de oscuridad, TL FTD 840).

Cuando los callos tienen aproximadamente un tamafo de 0,5 mm, se transfieren al medio de crecimiento de callos
SH2 (Schenk & Hildebrandt, Can. J. Bot. 50:199-204 (1972)) con 30 g/l de sacarosa, 5 g/l de agarosa, 0,1 mg/l de
acido 1-naftalen acético (NAA) y 0,1 mg/l de bencilaminopurina (BAP), y el agente de seleccién diclorhidrato de
espectinomicina a concentraciones de 0-1000 mg/l. Se encontré que la concentracion 6ptima de seleccion es de 500
mg/l. Los callos no resistentes aparecen como callos blancos. También crecen mas lentamente en comparacion con
los callos de control. Las condiciones de cultivo son las descritas anteriormente para los callos de protoplastos
anteriores.

Ejemplo 6

Transformacion de protoplastos con polietilenglicol y seleccion mediante resistencia a antibiéticos codificados por
aadA

Los protoplastos de lechuga, obtenidos como se ha descrito en el ejemplo 4, se ajustan a una densidad de
aproximadamente 1-1,5 x 108 protoplastos/0,4-0,6 ml en tampoén de transformacion (manitol 0,4 M, MgClz 15 mM,
MES al 1% (p/v), pH 5,8). Posteriormente, se afiaden 10 ul de suspension de plasmido (1 pug de ADN/ul de H,O
estéril) a los protoplastos asi como 0,4-0,6 ml de solucion PEG (40% p/v de PEG 6000, 2,36 g/l de Ca(NO3)2.4H20 y
7,28 g/100 ml de manitol). La incubacion se realiza a temperatura ambiente durante 5-30 minutos. Los protoplastos
se lavan y se resuspenden en medio de cultivo Y2 B5 (Gamborg et al., Exp. Cell Res. 50:151 (1968)): 375 mg/l de
CaCl2.2H,0, 18,35 mg/l de NaFeEDTA, 270 mg/I de succinato de sodio, 103 g/l de sacarosa, 0,1 mg/l de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0,3 mg/I de 6-bencilaminopurina (BAP).

La suspension de protoplastos se mezcla 1:1 con medio de cultivo %2 B5 con agarosa. Las perlas de agarosa se
extienden en placas de Petri mas grandes con medio de cultivo 2 B5 liquido encima de las mismas.

Las placas de Petri se tapan con una lamina de plastico parafilm y se cultivan a 25°C. Después de 6 dias, la
seleccion de los microcallos se realiza afiadiendo 500 mg/l del agente selectivo diclorhidrato de espectinomicina
(concentracion final). Una semana después del inicio del cultivo, el medio de cultivo se diluye con medio de cultivo %2
B5 liquido de nuevo aporte, con adicion de diclorhidrato de espectinomicina y se cultiva con luz (aproximadamente
3000 lux, fotoperiodo 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, TL FTD 840).

Cuando los callos tienen un tamario de aproximadamente 0,5 mm, se transfieren al medio de crecimiento de callos
SH2 (Schenk & Hildebrandt, 1972, supra) con 30 g/l de sacarosa, 5 g/l de agarosa, 0,1 mg/l de acido 1-naftalen
acético (NAA) y 0,1 mg/l de bencilaminopurina (BAP), y el agente de seleccion diclorhidrato de espectinomicina en
las concentraciones descritas anteriormente. Las condiciones de cultivo son como las descritas anteriormente.

Después de 2 semanas, se transfieren callos al medio de regeneracion SHreg (Schenk y Hildebrandt, 1972, supra)
con 15 g/l de sacarosa, 15 g/l de maltosa, 0,1 mg/l de NAA y 0,1 mg/l de BAP y diclorhidrato de espectinomicina en
las concentraciones descritas anteriormente. Los callos resistentes a la espectinomicina aparecen como callos
verdes entre los callos blancos (no resistentes).

Las plantas de regeneracion aparecen después de aproximadamente 6 semanas y posteriormente, se transfieren al
medio de enraizamiento (Schenk y Hildebrandt, supra) con 30 g/l de sacarosa y 8 g/l de agar con las
concentraciones de diclorhidrato de espectinomicina mencionadas anteriormente. Alternativamente, en los vectores
de transformacion en los que se afiade gfp (proteina fluorescente verde) como gen de interés, la fluorescencia de
gfp se detecta utilizando un microscopio invertido con las combinaciones de filtros adecuadas. Los callos verdes se
detectaron 4-5 semanas después del inicio de cada experimento.

La Tabla 1 ofrece una vision general de los resultados obtenidos en experimentos de transformacion de protoplastos
con tres plasmidos diferentes. Los callos resistentes a la espectinomicina se obtuvieron después de una
transformacion de los protoplastos con los plasmidos PLCV2-MSK18 y PLCV2-LECI. Aproximadamente el 40-50%
de los protoplastos sobrevivieron al tratamiento con PEG. Las lineas de callos de cada evento individual se
mantienen en medio SHreg con el agente selectivo diclorhidrato de espectinomicina y se obtienen plantas
regeneradas a partir de los plasmidos pLCV2-MSK18 y pLCV2-LEC1 (Tabla 1). También se observaron diferencias
de ploidia entre callos individuales.
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Tabla 1. Seleccion de transformantes de plastidios

Tratamiento/Experimento N° de pps tratados N° de callos verdes N° de callos regenerados
Control Ninguno 0

Control + PEG 1,26 x 10° 0

pLCV1-MSK18 1,26 x 10° 0

pLCV2-MSK18/exp 1 1,26 x 10° 1 0
pLCV2-MSK18/exp 2 2,40 x 10° 1 0
pLCV2-MSK18/exp 3 4,80 x 10° 5 2(1++, 1+/-)
pLCV2-LEC1/exp 1 3,60 x 10° 5 3(1++, 2 +/-)

El callo transgénico se ha obtenido utilizando vectores con secuencias homoélogas especificas de ADN de
cloroplasto de lechuga. La seleccion de las células transformadas con el agente selectivo no letal espectinomicina ha
sido exitosa. La frecuencia de transformacion 6ptima para la lechuga, determinada como el nimero de callos verdes
frente al nimero de protoplastos sobrevivientes es de aproximadamente 1 en 3-6 x 10° protoplastos (Tabla 1).

Se encontré que las plantas obtenidas a partir de los experimentos de transformacién con pLCV2-LEC1 tenian un
nivel normal de ploidia diploide y mostraban un crecimiento normal. El conjunto de semillas después de la
autopolinizacién se obtuvo a partir de estas plantas (Figura 11).

Ejemplo 7

Transformacion de protoplastos mediante electroporacion y selecciéon con resistencia a antibidticos codificada por
aadA

Protoplastos, obtenidos como se ha descrito en el ejemplo 4, se suspenden en tampdn de transformacion HBS (KCI
150 mM, CaCl.2H.O 4 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2)), y suficiente manitol para equilibrar osméticamente los
protoplastos. Esto depende del genotipo, pero se puede detectar faciimente de forma experimental. Partes alicuotas
de 1 x 10° protoplastos/0,5 ml de tampén HBS y manitol se ponen en un tubo cénico de centrifuga, y se afiade una
solucién de ADN plasmidico. Las concentraciones de ADN plasmidico en el tampén de transformacién deberian
estar preferiblemente en el intervalo de 10-100 pg/ml. La suspension de ADN de protoplastos se transfiere a la
camara de electroporacion y se electropora utilizando un solo impulso eléctrico (por ejemplo, 325 pF, 300 V). El
ajuste 6ptimo puede variar con la especie y el tipo de célula, y se debe determinar en experimentos preliminares.
Los parametros mas eficaces se determinan encontrando los ajustes del impulso que dan como resultado la muerte
del 50% de los protoplastos, 24 h después de los choques. Mas detalles del método estan descritos por G.W. Bates
(Transformacion de plantas mediante electroporacion de protoplastos. De: Methods in Molecular Biology Vol 111:
Plant Cell Culture Protocols, pags. 359-366 (1999)).

Después de la electroporacion, el cultivo de protoplastos y la seleccién se realizan como se ha descrito en el ejemplo
6.

EJEMEPLO 8
Ajuste de los niveles umbrales de espectinomicina en los cotiledones

Para el ajuste de la concentracién optima de espectinomicina para una seleccién de las células con
cloroplastos/plastidios, las cuales se transforman con estructuras artificiales que tienen el gen aadA como marcador
seleccionable, se sembraron cotiledones de 4-10 dias con el lado abaxial sobre medio MS (Murashige y Skoog,
supra) con agar al 0,8%, 30 g/l de sacarosa, 100-200 mg/l de carbenicilina, 0,1 mg/lI de bencilaminopurina (BAP), 0,1
mg/l de acido 1-naftalen acético (1-NAA) a pH 5,8, y con diversas concentraciones de diclorhidrato de
espectinomicina. Los cotiledones se obtuvieron como se ha descrito en el Ejemplo 3 y se cultivaron a 25°C con luz
(aproximadamente 3000 lux, fotoperiodo 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, TL FTD 840). Se encontré que una
concentracion de 0,5-1 g/l de diclorhidrato de espectinomicina era suficiente para una seleccion eficaz, que conducia
a un blanqueo completo y una pérdida de crecimiento y regeneracion de los cotiledones de control.
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Ejemplo 9

Transformacion de material vegetal a través de biolistica y seleccion por resistencia a antibidticos codificada por
aadA

Para el bombardeo de cotiledones, las semillas se sembraron como se ha descrito en el ejemplo 3.
Alternativamente, trozos de hojas se pueden usar como material de explante para disparar, en condiciones similares.
Se colocan cotiledones (de 3 a 12 dias de edad) o trozos de hojas de plantulas de 10-14 dias de edad sobre medio
MS (Murashige y Skoog, supra) con 0,8% de agar, 0,3 mg/l de BAP y 0,1 mg/l de 2,4-D (pH 5,8) y se preincubaron
durante 1-6 dias antes de la transformacién con una pistola de particulas.

Los cotiledones se cultivan a 25°C con luz (aproximadamente 3000 lux, fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de
oscuridad, TL FTD 840).

Particulas de oro (0,6 a 1,6 pm) se prepararon para la transformacién, mezclando 50 pl de suspension (60 mg/ml de
glicerol al 50%) con 5 ug de ADN (1 pg/pl de H20O), 50 pl de CaCl; (2,5 M) y 20 pl de espermidina (base 0,1 M). La
mezcla de particulas-ADN se incubo a temperatura ambiente durante 1-3 minutos y se centrifugé durante 3-10 s en
una centrifuga Eppendorf. Después de retirar el material sobrenadante, las particulas recubiertas se lavan y se
diluyen en 48-60 pl de etanol. Las particulas (6-8 pl por vehiculo) se aplican a los recipientes de macrovehiculos y el
bombardeo se realiza con el sistema de suministro de particulas de biobalistica PDS-1000/He (BioRad).

Los explantes se colocan a aproximadamente 6 cm de distancia de la diana y se bombardean usando un disco de
ruptura de 1100 p.s.i. Los detalles del procedimiento han sido descritos por Klein et al. (Bio/Technology 6: 559-563
(1988)).

De dos a catorce dias después del bombardeo, los cotiledones se transfieren a medio MS1 liquido (Murashige y
Skoog, supra) con 30 g/l de sacarosa y se complementa con 100-200 mg/l de carbenicilina, 0,1 mg/l de
bencilaminopurina (BAP) y 0,1 mg/l de acido 1-naftalén acético (1-NAA) a pH 5,8 como se ha descrito anteriormente,
con la adicion de un agente selectivo (por ejemplo, diclorhidrato de espectinomicina a una concentracién de 500
mg/l). Se incuban en medio hquido a 25°C con luz (aproximadamente 3000 lux, fotoperiodo 16 horas de luz/8 horas
de oscuridad, TL FTD 840) durante aproximadamente 1-8 dias, después de lo cual se transfieren a medio MS1
soélido (véase anteriormente, con la adicion de 8 g/l de agar). Los cultivos se transfieren a medio de nuevo aporte
cada 2 semanas.

Cuando aparecen callos verdes o brotes, se transfieren a medio MS1 sin carbenicilina, pero que incluye el agente
selectivo diclorhidrato de espectinomicina.

La Tabla 2 presenta los resultados de los experimentos de transformacién con pLCV2-MSK18. Se encontré que un
callo verde, resistente a espectinomicina se habia formado sobre cotiledones bombardeados, aproximadamente 2,5
meses después del inicio del experimento. El callo resistente a la espectinomicina se mantuvo sobre medio MS1 con
el agente selectivo.

Tabla 2. Resultados de los experimentos de bombardeo de particulas con pLCV2-MSK18 utilizando cotiledones o
trozos de hoja.

Tipo de explante/tratamiento Numero de explantes Numero de explantes con callo
bombardeados resistente a la espectinomicina

Seleccion de cotiledon bombardeado 180 1

Seleccion de cotiledon de control 30 0

Seleccion de hoja bombardeada 96 0

Seleccion de hoja de control 16 0

Ejemplo 10

Analisis molecular de callos de lechuga resistentes a la espectinomicina

La resistencia a la espectinomicina de células vegetales puede ser el resultado, ademas de la transformacion con el
vector LCV2-MSK18, de una mutacion espontanea del ADN de cloroplasto o la insercion del ADN en el genoma
nuclear. Por lo tanto, se escruté el callo y las plantas regeneradas en busca de la integracion del segmento del limite
homologo derecho e izquierdo como se describe en este Ejemplo. Ademas, se determind si el gen aadA, el gen gfp y
HA estaban correctamente integrados en el ADN del cloroplasto.
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1. Analisis de los callos obtenidos a partir de transformaciones de protoplastos mediante PEG con pLCV2-MSK18

Un callo de lechuga resistente a la espectinomicina se analizé6 mediante PCR usando diferentes combinaciones de
cebadores para confirmar la integracion del plasmido pLCV2-MSK18 en el genoma del cloroplasto.

Como control endégeno para la amplificacion del ADN de cloroplasto, se llevé a cabo un analisis con PCR del gen
ATPasa (numero de orden: AF162208) utilizando el cebador directo 5'-ACTAATAGTGGACAAATTGGC-3' (SEQ ID
NO: 33) y el cebador inverso 5-TTGCTTGATTGTATTTACTCG-3' (SEQ ID NO: 34). Para detectar la presencia del
gen marcador seleccionable AadA, se us6 la siguiente combinacion de cebadores: directo 5'-
AAGTCACCATTGTTGTGCACG-3' (SEQ ID NO: 35) e inverso 5-TATGACGGGCTGATACTGGGC-3' (SEQ ID NO:
36). Con el fin de demostrar la integracion fisica del plasmido en el genoma del cloroplasto, se desarrollaron 2
combinaciones de cebadores que amplificaban regiones hibridas del plasmido y del genoma de cloroplasto (véase la
Figura 12). La primera combinacion de cebadores que consistia en P1 y P2, amplifica la unién que contiene la
secuencia trnl del genoma de cloroplasto (integracion del limite izquierdo). La segunda combinaciéon de cebadores
que consistia en P3 y P4, amplifica la union que contiene la secuencia de trnA del genoma de cloroplasto
(integracion del limite derecho).

El ADN total se aislé a partir de un callo resistente a la espectinomicina utilizando un kit de aislamiento de ADN
comercialmente disponible procedente de Sigma (Genelute Plant Genome DNA Kit). La reaccion de PCR se llevé a
cabo usando una cantidad total de 30 ng de ADN, después de la cual los productos de la reaccidn se analizaron en
un gel de agarosa al 1%.

El resultado del analisis de 5 callos independientes resistentes a espectinomicina, obtenidos a partir de
transformaciones de protoplastos mediante PEG, se muestra en la Figura 13 (datos de 2 callos no mostrados pero
idénticos a los otros 5). El fragmento de ATPasa de aproximadamente 424 pb solo esta presente en el material de
callo y material de hoja de lechuga, y como se esperaba no era visible el ADN de pLCV MSK18 (Figura 13A). La
amplificacion con PCR del gen aadA proporcioné el fragmento esperado de aproximadamente 413 pb para el callo
transgénico y el plasmido pLCV2-MSK18 (Figura 13B).

Para confirmar la integracion del vector pLCV2-MSK18 en el genoma de cloroplasto de lechuga, se utilizaron las dos
combinaciones de cebadores que detectaban especificamente cualquiera de las dos uniones que surgen después
de la integracion del plasmido mediante recombinaciéon homoéloga. La integracién en la unién trnl se investigd
utilizando los cebadores de PCR indicados anteriormente, lo que daba lugar también a una banda esperada de
aproximadamente 2000 pb (Figura 13C). La Figura 13D muestra la amplificacion de la union trnA que da como
resultado una banda esperada de aprox. 1500 pb en el callo resistente a espectinomicina. Los resultados de este
analisis confirman la naturaleza transplastémica de los callos de lechuga pLCV2-MSK18 obtenidos, resistentes a la
espectinomicina, y no se encontraron escapes.

Para confirmar adicionalmente la integracion, las uniones de integracion izquierda y derecha se amplificaron
mediante PCR usando las parejas de cebadores P1+P2 y P3+P4. Los productos de la PCR procedentes de una
muestra de callo resistente a espectinomicina se clonaron en PCR2.1 y se secuenciaron utilizando cebadores M13
directos y M13 inversos. Estas secuencias confirmaron que LCV2-MSK18 se integraba en el genoma de cloroplasto
de lechuga (Figura 14).

Para eliminar la posibilidad de una amplificacién del ADN del plasmido LCV2-MSK18 no integrado, los cebadores P1
y P4 se disefiaron a partir de secuencias de cloroplasto de lechuga externas a la region diana del vector (Figura 12).
El analisis con PCR se llevd a cabo en ADN aislado a partir de 6 callos supuestamente transformados. En todos los
casos, P1y P4 proporcionan dos productos de PCR, una banda de 2476 pb correspondiente al tamafio esperado de
un producto amplificado procedente de un genoma de cloroplasto de tipo silvestre no transformado y una banda de
4623 pb correspondiente al tamafio de un producto de PCR esperado procedente de un genoma de cloroplasto
transformado. La Figura 15 muestra los resultados en detalle para un callo, y la Figura 16 muestra los resultados de
la PCR sobre la integracion de insertos para 6 callos independientes.

2. Analisis molecular de callos resistentes a la espectinomicina, obtenidos después de una transformacion biolistica
con pLCV2-MSK18

Se usaron combinaciones de cebadores similares, tales como las que se usaron para el callo resistente a la
espectinomicina de los experimentos con protoplastos mediante PEG, para evaluar la naturaleza transplastémica del
callo obtenido a partir del tejido bombardeado. La Figura 17 muestra los productos de la union de trnl y trnA,
respectivamente. Se comprobé que el callo era de naturaleza transplastémica.

3. Andlisis molecular de un callo transplastémico putativo, obtenido a partir de experimentos de transformacion de
protoplastos mediante PEG con pLCV2-LEC1.

Para el analisis de los callos, obtenidos mediante experimentos de transformacion de protoplastos con pLCV2-LECA1,
se podian utilizar combinaciones de cebadores similares a las transformaciones del plasmido pLCV2-MSK18 para el
gen aadA, el control enddégeno y la integracion del inserto P1 + P4 (véase la Figura 13). Ademas, se realizd un
analisis con PCR sobre la integracion en el limite izquierdo usando el cebador directo 5'-
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ACTGGAAGGTGCGGCTGGAT-3' (SEQ ID NO: 37) y el cebador inverso 5-TATGACGGGCTGATACTGGGC-3'
(SEQ ID NO: 38). La integracion en el limite derecho se realizd usando el cebador directo 5'-
ATGCAAAAACTTCCCGGAAAT-3' (SEQ ID NO: 39) y el cebador inverso 5-CTCGCCCTTAATTTTAAGGC-3' (SEQ
ID NO: 40).

Los resultados de estos andlisis se muestran en la Figura 18. Esta claro que los 5 callos independientes son
verdaderamente transplastdmicos y no se encontraron escapes.

4. Andlisis molecular de plantas regeneradas a partir de un callo transplastémico, obtenido a partir de experimentos
de transformacion de protoplastos mediante PEG con pLCV2-MSK18 y LEC1

La Figura 19 muestra los resultados de una PCR a partir de ADN obtenido a partir de varias plantas regeneradas a

partir de un callo transplastémico pLCV2-MSK18. La Figura 20 muestra el analisis con PCR de plantas regeneradas
pLCV2-LECI. Esta claro que ambos tipos de plantas son realmente transplastémicas.
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REIVINDICACIONES
1. Método para la transformacion de genomas de plastidio de lechuga, que comprende las etapas de:

a) transformar protoplastos de lechuga con un vector de transformacion que es portador de una secuencia de
ADN de interés por medio de una transformacion mediante polietilenglicol;

b) colocar los protoplastos tratados de ese modo durante un periodo de tiempo en contacto con un medio de
cultivo sin agente de seleccion;

c) posteriormente afiadir un agente de seleccion al medio de cultivo;

d) renovar el medio de cultivo que comprende un agente de seleccion mediante la adicion de medio de nuevo
aporte con agente de seleccidon o cambiar el medio de seleccion por un medio con un agente selectivo;

e) crecimiento de los protoplastos que comprenden plastidios que han adquirido el ADN de interés en
transformantes.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el vector de expresion comprende:

- un casete de expresion que comprende opcionalmente un promotor activo en la lechuga, un sitio de insercion
de ADN para recibir el ADN transformante de interés, opcionalmente uno o varios marcadores de seleccién que
confieren un fenotipo seleccionable en células que tienen plastidios que se transforman con el casete de
expresion y, opcionalmente, una secuencia de ADN que codifica una region de terminacion de la transcripcion
activa en la lechuga,

- opcionalmente un conjunto de segmentos de ADN de direccionamiento situados a ambos lados del casete de
expresion que permiten una recombinacion homologa doble del casete de expresion con el genoma del
plastidio de interés, y

- opcionalmente una secuencia de ADN que codifica un gen de interés, insertada en el sitio de insercion del
casete de expresion.

3. Método segun la reivindicacion 2, en el que el vector comprende el promotor, la secuencia de ADN que codifica el
gen de interés, uno o varios marcadores de seleccion y el conjunto de segmentos de direccionamiento de ADN.

4. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que los transformantes son portadores del ADN de
interés en su genoma.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que los plastidios que se van a transformar se
seleccionan a partir del grupo que consiste en cloroplastos, amiloplastos, elaioplastos, etioplastos, cromoplastos,
leucoplastos y proplastidios.

6. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que el promotor se selecciona a partir del grupo
que consiste en el promotor del operon de ARN ribosémico especifico de cloroplasto rrn (ARNr 16S), psbA, rbcL,
trnV o rps16.

7. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que el ADN de interés es un gen que codifica un
(poli)péptido (bio)farmacéutico terapéutico o profilactico, tal como una vacuna comestible.

8. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que el ADN de interés se selecciona a partir del
grupo que consiste en genes que codifican la resistencia a herbicidas, resistencia a insectos, resistencia a hongos,
resistencia bacteriana, genes que conducen a una tolerancia del estrés, por ejemplo frente al frio, una cantidad
elevada de sales o minerales, genes que mejoran el rendimiento, la acumulacion de almidén, la acumulacion de
acidos grasos, la fotosintesis.

9. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que el terminador se selecciona a partir del grupo
que consiste en una secuencia de terminacioén psb A, rrn, rbcL, trnV o rps16.

10. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el marcador de seleccion se selecciona a
partir del grupo que consiste en genes que confieren resistencia a la espectinomicina, estreptomicina, kanamicina,
higromicina y cloranfenicol, glifosato, bialafos.

11. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el marcador de seleccién es un marcador
visual, tal como un marcador fluorescente de tipo gfp (proteina fluorescente verde).

12. Método segun la reivindicacion 11, en el que las etapas d) y e) del método de transformacion se omiten y los
transformantes se seleccionan mediante una iluminaciéon de los transformantes putativos con una fuente luminosa
apropiada correspondiente al marcador visual y una seleccion del material vegetal que muestra fluorescencia.
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13. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-12, en el que los segmentos de ADN que permiten una
recombinacién homologa doble del ADN de interés con el genoma del plastidio de interés tienen una secuencia de
ADN que es homoéloga a una parte del genoma de plastidio.

14. Método segun la reivindicacion 13, en el que el conjunto de segmentos de ADN se selecciona a partir del grupo
que consiste en la region frnl(oria)/trnA y la region 16S/trnV/ORF70B del genoma de cloroplasto de lechuga.

15. Método segun la reivindicacién 13, en el que el conjunto de segmentos de ADN se selecciona a partir de LCV1
A-B y LCV1 C-D, y LCV2 A-B y LCV2 C-D, en donde LCV1 A-B es un fragmento de 2575 pb amplificado por los
cebadores LCV1A (SEQ ID NO: 6) y LVC1B (SEQ ID NO: 7), y LCV1 C-D es un fragmento de 2042 pb amplificado
por los cebadores LCV1C (SEQ ID NO: 8) y LVC1D (SEQ ID NO: 9) (Figura 4) y en donde LCV2 A-B es un
fragmento de 1258 pb amplificado por los cebadores LCV2A (SEQ ID NO: 13) y LVC2B (SEQ ID NO: 14), y LCV2 C-
D es un fragmento de 1011 pb amplificado por los cebadores LCV2C (SEQ ID NO: 15) y LVC2D (SEQ ID NO: 16)
(Figura 8).

16. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en el que el periodo de tiempo durante el cual el
material vegetal tratado se pone en contacto con un medio de cultivo sin agente de selecciéon es de 1 a 14 dias,
preferentemente de 3-7 dias, mas preferiblemente de aproximadamente 6 dias.

17. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que la etapa c) se lleva a cabo en la oscuridad.

18



ES 2 645434 T3

Fig. 1-1

SEQ ID NO:1

GTTCAAGAATCAGTTTTCTTTTTATAAGGGCTAARATCACTTATTTTGGCTTTTTTACCCCATATTGTAGGGTG
GATCTCGAAAGATATGARAGATCTCCCTCCAAGCCGTACATACGACTTTCATCGAATACGGCTTTCCGCAGARAT
TCTATATGTATCTATGAGATCGAGTATGGAATTCTGTTTACTCACTTTAAATTGAGTATCCGTTTCCCTCCTTT
TCCTGCTAGGATTGGAAATCCTGTATTTTACATATCCATACGATTGAGTCCTTGGGTTTCCGARATAGTGTAAA
AAGAAGTGCTTCAAATCATTGCTATTTGACTCGGACCTGTTCTAAAAAGTCGAGGTATTTCGAATTGTTTGTTG
ACACGGACAAAGTCAGGGAAAACCTCTGAAATTTTTTCAATATTGAACCTTGGACATATAATAGTTCCGAATCG
AATCTCTTTAGAAAGAAGATCTTTTGTCTCATGGTAGCCTGCTCCAGTCCCCTTACGAAACTTTCGTTATTGGG
TTAGCCATACACTTCACATGTTTCTAGCGATTCACATGGCATCATCAAATGATACAAGTCTTGGATAAGAATCT
ACAACGCACTAGAACGCCCTTGTTGACGATCCTTTACTCCGACAGCATCTAGGGTTCCTCGAACAATGTGATAT
CTCACACCGGGTAAATCCTTAACCCTCCCCCCTCTTACTAAGACTACAGAATGTTCTTGTGAATTATGGCCAAT
ACCGGGTATATAAGCAGTGATTTCAAATCCAGAGGTTAATCGTACTCTGGCAACTTTACGTAAGGCAGAGTTTG
GTTTTTTTGGGGTGATAGTGGAARAGTTGACAGATAAGTCACCCTTACTGCCACTCTACAGAACCGTACATGAG
ATTTTCACCTCATACGGCTCCTCGTTCAATTCTTTCGAAGTTATTGGATCCTTTTCCGCGTTCGAGAATCCCCT
CCCTTCTTCCACTCCGTCCCGAAGAGTAACTAGGACCAATTTAGTCACGTTTTCATGTTCCAATTGAACACTTT
CCGTTTTTGATTATTCTCTTTACCAAACATATGCGGATCCAATCACGATCTTATAATAAGAACAAGAGATCTTT
CTCGATCAATCCCCTTGCCCCTCATTCTTCGAGAATCAGAAAGATCCTTTTCAAGTTTGAATTTGTTCATTTGG
AATCTGAGTTCTTCTACTTCATTATTTATTTAATATCAATATTTTTGCCTCTCTTTTTTTTATATTATTCCTTA
AGTCCCATAGGTTTGATCCTTTAGAATTGGACTCATTTTCTCATTGAGCGAAGGGTACGARATAAATCAGATTG
ATTAAAAGCACTATGTGAAATATTCGGTTTTTTCCTCTTCCTCTATCCCATAGGTACAGTGTTTGAATCAATCG
AGAACCTTTTCTTCTGTCTGAATCGATATTATTCCATTCCAATTCCTTCCCGATACCTCTCAAGGAAAATCTCG
AATTGGATCCTAAATTGACGGGTTAGTGTGAGCTTATCCATGCGGTTATGCACTCTTCGAATAGGAATCCATTT
TCTGAAAGATCCTGGCTTTCGTGCTTTGGTGGGTCTCCGAGATCCTTTCGATGACCTATGTTGTGTTTGTTGAA
GGGATATCTATATAATACGATCGATTGCGTAAAGCCCGCGGTAGCAGTGGAACCGGGGARAGTATACAGARRAG
ACAGTTCTTTTCTATTATATATTATATTAGTCTTTTCTATTTAATTCATATTAGATTAGTCTTAGTTAGTGATC
CCGGCTTAGTGAGTCCTTTCTTCCGTGATGAACTGTTGGCGCCAGTCCTACATTTTGTCTCTGTGGACAGAGGA
GAAAAGGGGCTCCGCGGGAAGAGGATTGTACCGTGAGAGAAGCAAGGAGGTCAACCTCTTTCAAATATACAACA
TGGATTCTGGCAATGCAATGTACTTGGACTCTCATGTCGATCCGAATGAATCATCCTTTCCACGGAGGCAAATC
TTTGCCTGTTAGGTAACAGGATAGCAAGTTACAAACTCTGTCTCGGTAGGACATGGATCTCTATTACTATGAAT
TTCATAAATGAAGTAGTGAATGGTGGGGTTACCATTATCCTT TTTGTAGTGACGAATCCTGTATGTGTTCCTAA
GAAAAGGAATTTGTACATTTTTCGGGATCTCARAGGAGCGTGGAAACACATAAGAACTCTTGAATGGAAATGGA
ARAGAGATGGAACTCCAGTTCCTTCGGARATGGTAAGATCTTTGGCGCAAAAAAAGGGGTTGATCCGTATCATC
TTGACTTGGTTCTGCTTCCTCTATTTTTTTAATAATACCGGGTCGGGTTCTTCTCCTACCCGTATCGAATAGAA
CACGCTGAGCCAAATCTTCTTCATGTAAAACCTGCTTGATTTAGATCGGGAAAATCGTGTGGTTTTATGAARACC
ATGTGCTATGGCTCGAATCCGTAGTCAATCCTATTTCCGATAGGGACAGTTGACAACTGAATCCTATTTTCCCA
TTATTTTCATATCCGTAATAGTGCGAAAAARAAGATTAATTAAGGCGCGCCAGGCCCGGCCCCAAGTTGTTCAA
GAATAGTGTCGTTGAGTTTCTCGACCCTTTGCCTTAGGATTAATCAGTTCTATTTCTCGATGGGGGCAGGGAAG
GGATATAACTCACCGGTAGAGTGTCACCCTTGACGTGGTGGAAGTCATCAGTTCGAGCCTGATTATCCCTARAC
CCAATGTGAGTTTTGATATTTTGATTTGCTACCCCGCCGTGATTGAATGAGAATGGATARGAGGCTCGTGGGAT
TGACGTGAGGGGGCAGGGATGGCTATATTTCTGGGAGCGAACTCCGGGCGAATATGAAGCGCATGGATACAAGT
TAGGCCTTGGAATGAAAGACAATTCCGAATCCGCTTTGTCTACGAACAAGGAAGCTATAAGTAATGCAACTATG
AATCTCATGGAGAGTTCGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGGACGGGA
AGTGGTGTTTCCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAACCTGCCCTTGGGAGGGGAACAACAGCTGGARA
CGGCTGCTAATACCCCGTAGGCTGAGGAGCAAAAGGAGGAATCCGCCCGAGGAGGGGCTCGCGTCTGATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATAGCTTACCAAGGCGATGATCAGTAGCTGGTCCGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGARAGCCTGACGGAGCAR
TGCCGCGTGGAGGTAGAAGGCCCACGGGTCATGAACTTCTTTTCCCGGAGAAGAAGCAATGACGGTATCTGGGG
AATAAGCATCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGG
CGTAAAGCGTCTGTAGGTGGCTTTTTAAGTCCGCCGTCAAATCCCAGGGCTCAACTCTGGACAGGCGGTGGARA
CTACCAAGCTGGAGTACGGTAGGGGCAGAGGGAATTTCCGGTGGAGCGGTGAARTGCGTAGAGATCGGARAGAA
CACCAACGGCCAAAGCACTCTGCTGGGCCCACACTGACACTGAGAGACGAAAGCTAGCGGAGCGAATGGGATTA

19
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Fig. 1-2

(continuacion)
GATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTARACGATGGATACTAGGCGCTGTGCGTATCGACCCGTGCAGTGCTGTAGCT
AACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGARACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAAGCGAAGAARCCTTACCAGGGCTTGACATGCCGCGARTCCTCT
TGARAGAGAGGGGTGCCTTCGGGAACGCGGACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTAAGGTGT
TGGGTTAAGTCCCGCAARCGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCATTGAGTTTGGAACCCTGARACAGACTG
CCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGCCCTGGGCGACACACGTGC
TACAATGGCCGGGACARAGGGTCGCCATCCCGCGAGGGTGAGCTAACCCCAAAAACCCGTCCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCATACGGCGGTGAATCCGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCTTAACCGCARGG
AGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTAGTGACTGGAGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACTGGAAGGTGCGGCTG
GATCACCTCCTTTTCAGGGAGAGCTAATGCTTGTTGGGTATTTTGGTTTGACACTGCTTCACACCCARAARAGA
AGGGAGCTACGTCTGAGTTARACTTGGAGATGGAAGTCTTCATTTCGTTTCTCGACAGTGAAGTAAGACCAAG
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Sact Pac1/Asc1 (16 pb) Kpm
2551 pb ————»«——— 2020pb

3’ rps12

| 708 | [ emv ] [16SrRNA|

LCVA (7.545 pb)

pBluescript SK+ (2958 pb)

Fig. 2
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LCV1 (SEQ ID NO:2):

tabaco
proteina ribosémica S12
{SEQ ID NO:41)

LCV1:

tabaco:
proteina ribosémica S12
LCV1:

tabaco:
proteina ribosémica S12

LCV1:

tabaco:
proteina ribosémica S12
LCV1:

tabaco:

proteina ribosémica S12
LCV1:

tabaco:
proteina ribosémica S12

LCV1:

tabaco:
proteina ribosémica S12

LCvl:

tabaco: 7
proteina ribosémica S12

LCV1:
tabaco:
proteina ribosémica S12
LCV1:
tabaco:
proteina ribosomica S12
LCV1:

tabaco:
proteina ribosémica S12

(SEQ ID NO:3):

1
100021
80

61
100081
78

121

100141
1

181

100201
1

241

100261

1

301

100321

1

360
100381
1

420
100441
1

480

100501
1

540
100561
1

600

100621
59

ES 2 645434 T3

Fig. 3-1

gttcaagaatcagttttcttittataagggctaaaatcacttattitggettttttacee
NN R R R RN R R R RN R R R R RN AR R AR R R R RN R RN
gttcaagaatcagttttctttttataagggctaaaatcacttattttggettttttacee

~Mm~K P K K V G

catattgtagggtggatctcgaaagatatgaaagatctcectecaagecgtacatacgac
(RN R RN R RN N A R RN AR R R RN R AR R AR AR R RN
catattgtagggtggatctcgaaagatatgaaagatctcectecaagecgtacatacgac

Y K

tttcatcgaatacggetttcegecagaattetatatgtatctatgagatcgagtatggaat
[N RN R R R R AR R RN AR AR RN R AR AR AR RRRR RO
tttcatecgaatacggetttecgecagaattetatatgtatectatgagatecgagtatggaat

tetgtttactcactttaaattgagtatcegttteccetecttttectgetaggattggaaa
[RRRR RN RN R AR RN R R AR RN AR A R R R A AR R AR RR RN RN RN RN
tctgtttactcactttaaattgagtatcegtttcecctecctttectgetaggattggaaa

tcetgtattttacatatccatacgattgagtecttgggtttecgaaatagtgtaaaaaga
[RRR RN R RN RN RN N R RN R R AR AR AR RN RN AR AR RN
tectgtattttacatatccatacgattgagtecttgggtttcecgaaatagtgtaaaaaga

agtgcttcaaatcattgctatttgactcggacctgttctaaaaa-gtcgaggtatttcga
[RERRN RN RN R R R RN R R R R R RN R AR A R R AR RN AR R RN
agtgcttecgaatcattgectatttgacteggacctgttctaaaaaagtcgaggtatttega

attgtttgttgacacggacaaagtcagggaaaacctctgaaattttttcaatattgaace

PVDRETRRRE TR b i i i e e b bbb v v b
attgtttgttgacacggacaaagtcagggaaaacctctgaaattatttcaatattgaacce

ttggacatataatagttccgaatcgaatctctttagaaagaagatcttttgtctecatggt
(RRR R A AR R R RN RN R RN R R RN R R RN RN R AR RN
ttggacatataagagttccgaatcgaatctctttagaaagaagatcttttgtctcatggt

agcctgetccagtececttacgaaactttegttattgggttagecatacacttcacatgt
(RN AR RN R AR R R R R R R AR R AR RN AR RN A RN RN
agcctgctccagteccecttacgaaactttegttattgggttagecatacacttcacatgt

ttctagegattcacatggcatcatcaaatgatacaagtettggataagaatctacaacge
[RRRRRRR RN R RN R RN R AR R R R R A R AR AR AR R R AR RN
ttctagegattcacatggcatcatcaaatgatacaagtcttggataagaatctacaacge

actagaacgcecttgttgacgatcctttactecgacageatctagggtiectegaacaat
[RRRRA R RN RN R R RN R AR RN RN RN R RN A NN RRA R AR
actagaacgcecttgttgacgatcctttactecgacageatctagggttectegaacaat
~~ S R G Q ¢ R D RV GGV ADUILT G R V I

22

60

100080

120

100140

180

100200

240

100260

300

100320

359

100380

419

100440

479

100500

539

100560

599

100620

659

100680



(continuacion)

ES 2 645434 T3

Fig. 3-2

LCVl: 660 gtgatatctcacaccgggtaaatccttaacccteeccectettactaagactacagaatyg
AR RN RN AR R A R R RN RN RN R R R R AR RN RARRRRRY
tabaco: 100681 gtgatatctcacaccgggtaaatccttaacccttcecectettactaagactacagaatg
proteina ribosémica S12 39 HY RV 6P L DKV RGGRUV L VV S8 H
LCV1: 720 ttettgtgaattatggeccaataccgggtatataagecagtgatttcaaatccagaggttaa
RN RN RN AR A RN R R RN R R RN R R NN AR R RN RN
tabaco: 100741 ttcttgtaaattatggccaataccgggtatataagcagtgatttcaaatccagaggttaa
proteina ribosémica S12 19 E QL NHG I GP I YATTIETFSGSTL
LCV1: 780 tcgtactctggcaactttacgtaaggecagagtttggtttttttggggtgatagtggaaaa
(AR RSN RN AR A AR AR RN RRRRN IRRRRRRNRRARRRRAY
tabaco: 100801 tcgtactctggcaactttacgtaaggcagagtttggtttttttggggtgaLagtggaaaa
proteina ribosémica S12 1 RV RAV K RLASNZPIKTZ KPT
LCV1: 840 gttgacagataagtcacccttactgccactectacagaaccgtacatgagattttcaccte
[RERAR AR RN RN R AR R RN R R NN R AR RN RARRR A RR AR RR RN
tabaco: 100861 gttgacagataagtcacccttactgecactctacagaaccgtacatgagattttcaccte
LCV1: 900 atacggctcctegttcaattetttcgaagttattggatcettttecgegttecgagaatee
[RRRRR AR AR R AR R R RN R R RN R R R AR AR RARRRRRRR NN
tabaco: 100921 atacggctcctcgttcaattetttcgaattcattggatce-tttecegegttcgagaatee
LCV1: 960 cctecettettecactecgteccgaagagtaactaggaccaatttagtcacgttttcatyg
[N A R R AR R RN RN RN RN AR R AR R RN AR RN
tabaco: 100980 cc-cccttcticcactcegecccgaagagtaactaggaccaatttagtcacgttttcatg
LCV1: 1020 ttccaattgaacacttitcegttttt—mm———m—m—mmm—— e
[RRRRRRRRRRR RN R R R A R RN
tabaco: 101039 ttccaattgaacactgtccatttttgattattctcaaaggataa 101082

LCV1: 1045 gattattctctttaccaaacatatgeggatccaatcacgatcttata--—-ataagaaca 1100
RN R NN R RN RN RN RN RN RN R AR AR AR (NRRERRN

tabaco: 101083 gattattctctttaccaaacatatgcggatccaatcacgatcttatatataagaagaaca 101142

Lcvl: 1101 agagatctttctecgatcaatccecttgecceteattettcgagaatcagaaagatecttt 1160
TR EERE TERV R PRV e e v itk

tabaco: 101143 aaagatctttcttgatcaatccctttgeccectecattettecaagaataaggaagatecttt 101202

LCV1: 116l tcaagtttgaatttgttcatttggaatctgagttcettctacttcattatttatttaatat 1220
TELRRRIEETE VTR R R RV R e D b i

tabaco: 101203 tcaagtttgaatttgttcatttggaatctgggttcttctacttcat-atttatttaatat 101261

LCV1l: 1221 caatatttttgcctetetttttittatattattecttaagtecccataggtttgatecttt 1280
PELLLEEE i (RE RN R R RN RN RN

tabaco: 101262 gaatattttc-cctctcttttttttatatcattccttaagtcccataggtttgatectgt 101320

LCvl: 1281 agaattggactcattttctcattgagecgaagggtacgaaataaatcagattgattaaaag 1340
PULEEE B0 FRERRREEEERN T P VR I e i ey ey

tabaco: : 101321 agaatttgacccattttctcattgaacgaaaggtacgaaataaatcagattgat-aaaag 101379

23

719

100740

779

100800

839

100860

899

100920

959

100979

1018

101038



(continuacion)
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Fig. 3-3

LCV1: 1341 cactatgtgaaatattcggttttt——=-- tcctettectetatcecataggt-—--- aca 1390
(RN RN RN RN AR AR ARRRRR| [RRRN [ERRRARRRRRRNAN [N
tabaco: 101380 taccatgtgaaatcttcggtttttccecttectegatcectatecccataggttaggtaca 101439

LCvl: 1391 gtgtttgaatcaatcgagaaccttttcttetgtetgaatcgatattattecattccaatt 1450

(RN R R RN R R RN R R R AR R R R RN R RSN RR
tabaco: 101440 gtgtttgaatcaatagagaaccttttcttctgtatgaatcgatattattccattccaaat 101499

LCV1l: 1451 ccttcecegatacctctcaaggaaaatctecgaatt-ggatectaaattgacgggttagtgt 1509
(AR N R R AR RN R R RN R RN RN RN ARRRRRRNRN
tabaco: 101500 ccttcccgatacctcccaaggaaaatctcgaatttggatcccaaattgacgggttagtgt 101559

LCV1: 1510 gagcttatccatgecggttatgcactcttcgaataggaatccattttctgaaagatectgg 1569
[RERR RN R R RN RN RN R R RN R R RN AR AR RN
tabaco: 101560 gagcttatccatgeggttatgcactctttgaataggaatccgttttctgaaagatectgg 101619

LCvli: 1570 ctttegtgettitggtgggtctecgagatectticgatgacctatgttgtgtttgttgaag 1629
[RARRRR RN RN AR RRRRRRRRRRRRY [RRAAR
tabaco: 101620 ctttcgtactttggtgggtctecgagatectttegatgacctatgm——m—=— ttgaag 101670

T

LCV1: 1630 ggatatctatataatacgatcgattgegtaaagceccgeggtagecagtggaaccggggaaa 1689
[NRRRRRRAR
tabaco: 101671 ggatatctatctaatccgatcgattgecgtaaagccegeggtagecaacggaaccggggaaa 101730

AR AR AR R RN NN R AN AR R AR DR

LCV1l: 1690 gtatacagaaaagacagttcttttctattatat 1722

(RN R AR RN RRRRRE
tabaco: 101731 gtatacagaaaagacagttcttttctattatat 101763

LCVl: 1723 attatattagtcttttctatttaattc 1749

tabaco: 101764 tagta

LCV1:

tabaco:

LCV1:

tabaco:

LCV1:

tabaco:
proteina hipotética

(SEQ ID NO:4)

LCV1:

tabaco:
proteina hipotética

[RRRRRRRE
ttttctattatattaagatatattagactatt 101799

1750 atattagattagtcttagttagtgateccggettagtgagtectitettecgtgatgaac
PEERLELERRERD PERVECRRLRLRRERE ATy 1TELE T

101800. atattagattagtattagttagtgatcccgacttagtgagtem———-—==m-- tgatgaat

1810 tgttggcgecagtectacattttgtectetgtggacagaggagaaaaggggctecgeggga

PEDVEEE CRRRE R v b bbb bbb 2 bbb ene e i

101850 tgttggcaccagtcctacattttgtetectgtggaccgaggagaaaaggggcteggeggga

1870

agaggattgtaccgtgagagaagcaaggaggtcaacctctttcaaatatacaacatggat
PELERE TRVRE TR PR e i e e e et b i v e e b e e v v e e n

101910 agaggagtgtaccatgagagaagcaaggaggtcaacctctttcaaatatacaacatggat

127 MAMT Y LOMOS
1930 tctggcaatgcaatgtacttggactctcatgtegatccgaatgaatcatectttecacyy
THEEEEEEn (AR RN R RN RN R RN RN AR AR RN RRRRAR
101970 tctggcaatg----- tagttggactctcatgtegatecgaatgaatcatectttecacgyg
123 E P L T T P S EH R D S H I MU®RTE V 8

24

1809

101849

1869

101209

1929

101969

1989

102024



(continuacién)
LCV1:

tabaco:
proteina hipotética

LCV1:
tabaco:
proteina hipotética

(SEQ ID NO:5)
proteina hipotética

LCV1:
tabaco:

proteina hipotética
proteina hipotética

LCV1:
tabaco:

proteina hipotética
proteina hipotética

LCV1:
tabaco:

proteina hipotética
proteina hipotética

LnCcvl

Tabaco:

ncvl

Tabaco:

ncvl

Tabaco:

LCVl:

tabaco:
proteina hipotética
proteina hipotética

LCV1:

tabaco:
proteina hipotética

ES 2 645434 T3

Fig. 3-4

1990 aggcaaatctttgcctgttaggtaacaggatagcaagttacaaactctgtctecggtagga
PUUDRRRLR R e b bbb e b vereenn e
102025 aggtaaatctttgcctgctaggcaagaggatagcaagttccaaattctgteteggtagga
88 T F R QRS PL L I ALETULWNZO QIR RZEPTLUV
2050 catggatctctattactatgaatttcataaatgaagtagtgaatggtggggttaccatta
PEVD T DREVREREVREL T DO D LR L e TR b
102085 catgtatttctattactatgaaattcataaatgaagtagttaatggtagggttaccatta
1 M K F I N E V V N GG R V T I
68 H I E I VI FNMUPF s T TULPUL TV M I
2110 tecctttttogtagtgacgaatectgtatgtgttecctaagaaaaggaatttgtacattttte
RN AR AR AR R R R RN RN RN RN AR RN RN RN RN I RN
102145 tectttttgtagtgacgaatcttgtatgtgttcctaagaaaaggaatttgtccattttte
15 I L F VvV TNILVCUV?PEKI KU RNILSTIT
48 R XK T TVFRTHTOGL F L F K DM K R
2170 gggatctcaaaggagcgtggaaacacataagaactcttgaatggaaatggaaaagagaty
(AR RN R R AR AR AR RN RR RN R [RRARARRARRRARN
102205 ggggtctcaaaggggcgtggaaacgcataagaactcttg------ aatggaaaagagatg
35 R G L K G AW XK RTIIRTTL E W K R D
35 P RL PAHFRMILV R 8 H F L s T
2230 gaactccagttccttcggaaatggtaagatctttggcgcaaaaaaaggggttgatcecgta
[RRRARRRRRRRARRR
102259 taactccagttectteg
24 vV 6 T G E
53 v T P V P 8

2290 tcatcttgacttggttctgettectctatttttttaataataccgggtegggttcticte 2349

2350 ctacccgtatcgaatagaacacgctgageccaaatcticttcatgtaaaacctgcttgatt 2409

2410 tagatcgggaaaatcgtgtggttttatgaaaccatgtgctatggcte 2456

2457 gaatccgtagtcaatectatttcegatagggacagttgacaactgaatectatttt-cee
EVTE TRV b by e e e v i 1y
102276 gaatcggtagtcaatcctatttccgataggggecagttgacaattgaatccgattttgace
6 s DT T DL G I E S L P IL Q CNF G I K V
59 E S V VN P I S DR G 8~
Pacl/Ascl

2516 attattttcatatccgtaatagtgcgaaaaaaaagattaattaaggegegee 2567
(RN RN AR RRRR AR

102336 attattttcatatccgtaatagtgcgaaaag 102367

1 M I K M

25

2049

102084

2109

102144

2169

102204

2229

102258

2289

102275

2515

102335



(continuacion)

LCV1:

tabaco:

LCVl:

tabaco:

Lcvl:

tabaco:

LCV1:

tabaco:

LCvl:

tabaco:

LCVl:

tabaco:

LCVl:

tabaco:

LCV1:

tabaco:

LCvl:

tabaco:

LCVl:

tabaco:

LCvl:

tabaco:

LCVl:

tabaco:

LCVl:

tabaco:

2568

102368

2628

102428

2688

102487

2748

102546

2808

102606

2868

102666

2928

102726

2988

102786

3048

102846

3108

102906

3168

102966

3228

103026

3288

103086

ES 2 645434 T3

Fig. 3-5

aggcccggecccaagttgttcaagaatagtgtegttgagtttctecgacectttgecttag

PELDEREED PERRTRRLR DR C b P bbb v et
aggcceggetecaagttgttcaagaatagtggegttgagtttetegacectttgacttag

gattaatcagttctatttetcgatgggggcagggaagggatataactcaceggtagagtyg
(RN R R R AR AR R R R RN RN R RN NN RN RN RN AR RN RN
gattagtcagttctatttctegatgggg-cggggaagggatataactcageggtagagty

tcacccttgacgtggtggaagtcatcagttcgagectgattatecctaaacccaatgtga
TRV LURTER T b v i e e b v e b e e i b vt
tcacc-ttgacgtggtggaagtcatcagttcgagectgattatecctaageccaatgtga

gttttgatattttgatttgctacceccgeecgtgattgaatgagaatggataagaggetegt
[N N R R RN R R RN N R AR R AR R RN RO AR RR NN
gtttttctagttggatttgetccececegecgtegttcaatgagaatggataagaggetegt

gggattgacgtgagggggcagggatggetatatttctgggagegaactecgggegaatat
[RERRE AR R R AR R R R R RN R RN R RN RN AR RN
gggattgacgtgagggggcagggatggetatatttetgggagegaactececgggegaatat

gaagcgcecatggatacaagttaggecttggaatgaaagacaattecgaatceegetttgtet
(RN R R R R RN R R R R RN RN RN RN RE
gaagcgeatggatacaagttatgecttggaatgaaagacaattececgaatecgetttgtet

acgaacaaggaagctataagtaatgcaactatgaatctcatggagagttcegatectgget
(RN R R R RN RN R RN R R R R R RN RN R RN
acgaacaaggaagctataagtaatgcaactatgaatctcatggagagttcgatcctgget

caggatgaacgctggeggcatgettaacacatgeaagteggacgggaagtggtgttteca

[RRRRR RN RN RN AR R R AR RN R AR R RN AR R RN RN AR
caggatgaacgctggcggcatgettaacacatgcaagtcggacgggaagtggtgtttcca

gtggcggacgggtgagtaacgegtaagaacctgeccttgggaggggaacaacagetggaa
[RRRRR AR RN RN R R R R RN RN R RN R R AR R R R RN R AR
gtggcggacgggtgagtaacgegtaagaacctgeecttgggaggggaacaacagetggaa

acggctgctaataccccgtaggctgaggagcaaaaggaggaatcecgeccgaggagggget
(RRAR RN RN RN RN R R R R AR R RN AR RRRRA RN
acggctgctaataccecegtaggctgaggagecaaaaggaggaatcecgeecgaggagggget

cgcgtetgattagetagttggtgaggtaatagettaccaaggegatgatcagtagetggt
(R AR R RN RN R R R RN R RN RN RN AR
cgcgtectgattagetagttggtgaggecaatagettaccaaggegatgatcagtagetggt

ccgagaggatgatcagecacactgggactgagacacggeccagactectacgggaggeag
[RRRR RN RN RN R RN AR R R R RN RN AR R R R RN RN RR RN
ccgagaggatgatcagecacactgggactgagacacggeccagactectacgggaggeag

cagtggggaattttccgcaatgggcgaaagecctgacggagcaatgecgegtggaggtaga
TURVRERRETE R ey e b i b e i e i
cagtggggaattttccgcaatgggecgaaage-tgacggagcaatgecgegtggaggtaga

26

2627

102427

2687

102486

2747

102545

2807

102605

2867

102665

2927

102725

2987

102785

3047

102845

3107

102905

3167

102965

3227

103025

3287

103085

3347

103144



.

(continuacién)

LCV1:
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3348
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Fig. 3-6

aggcccacgggtcatgaacttctttteceggagaagaagcaatgacggtatctggggaat
(RN AR R RN RN AR R R R RN A RN RN AR R RN R AR AN ARN
aggcccacgggtegtgaacttettttcccggagaagaagcaatgacggtatctggggaat

aagcatcggctaactetgtgecagecagecgeggtaatacagaggatgecaagegttateeyg
PEVTTRRTERE R b D e v e b b e b e
aagcatcggctaactctgtgeccageagecgeggtaatacagaggatgcaagegttatecg

gaatgattgggcgtaaagegtctgtaggtggectttttaagtcegeegtcaaatecccaggyg
(AR AR AR R R R R R R R RN R RN RN RN RN RN RN
gaatgattgggcgtaaagegtctgtaggtggetttttaagteegecgtcaaatcecaggg

ctcaactctggacaggcggtggaaactaccaagctggagtacggtaggggcagagggaat
(RN RN RN R R RN R R AR RN AR R RN RN RR RN R
ctcaaccctggacaggcggtggaaactaccaagetggagtacggtaggggcagagggaat

tteccggtggageggtgaaatgegtagagatcggaaagaacaccaacggecaaageactet
(AR AR RN R R R R RN R R RN RN RN RN RN RN RN
ttccggtggageggtgaaatgegtagagatcggaaagaacaccaacggegaaagcactet

gctgggcccacactgacactgagagacgaaagctaggggagegaatgggattagatacee
(AR RN R RN AR R R R R R R R R RN RN RN RN RN RN
gctgggecgacactgacactgagagacgaaagetaggggagegaatgggattagatacce

cagtagtcctageccgtaaacgatggatactaggegetgtgegtatcgaccegtgeagtge
(RN RN AR R RN RN R RN RN A R RN A RN AR AR AR RN R ARR
cagtagtcctagecgtaaacgatggatactaggegetgtgegtategaceecgtgeagtge

tgtagctaacgcgttaagtatcecegectggggagtacgttegcaagaatgaaactcaaag
RRRRA RN AR NN R AN R R RN AR AR AR RN AR RN AR AN
tgtagctaacgcgttaagtatcececgectggggagtacgttcgecaagaatgaaactcaaag

gaattgacgggggcccgcacaageggtggageatgtggtttaattecgatgecaaagegaag
(RN RN R RN AR R R NN RN RN AR RN RN AR R R RN RRA RN
gaattgacgggggccegcacaageggtggageatgtggtttaattegatgcaaagegaag

aaccttaccagggcttgacatgcegegaatectecttgaaagagaggggtgecttegggaa
[RER AR RN RN AR R R RN RN R R R AR R R R RN DR A
aaccttaccagggcttgacatgccgegaatectettgaaagagaggggtgccttegggaa

cgcggacacaggtggtgeatggetgtegtecagetegtgecgtaaggtgttgggttaagte
[N RN RN RN A R R RN R AR AR RN RN RN RA AR
cgcggacacaggtggtgeatggetgtegtecagetegtgecgtaaggtgttgggttaagte

ccgcaacgagegcaaccctegtgtttagttgecatcattgagtttggaacecctgaacaga
(RN NN R R R R R R RN R R R R RSN R R R RN R AR RN
ccgcaacgagcgeaaccctegtgtttagttgecategttgagtttggaacectgaacaga

ctgccggtgataagccggaggaaggtgaggatgacgtcaagtecatcatgececttatgee
(RN RN R R RN RN AR AR R R R R R R RN A AR RRA RN
ctgcecggtgataagecggaggaaggtgaggatgacgtcaagtcateatgececttatgee
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Fig. 3-7

ctgggcgacacacgtgctacaatggeccgggacaaagggtcgegatccegegagggtgage
IR RN RN RN R AR R AR R R RN R R R AR R RN RN R R R AR RN AR AR
ctgggcgacacacgtgctacaatggccgggacaaagggtegegatceccgegagggtgage

taaccccaaaaacccgtcecteagtteggattgecaggetgecaactegectgeatgaageeg
[RRRRRRRR R R R R R A R R R R RN RN RN R A AR AR R AR RRA RN
taaccccaaaaacccgtectcagttcggattgecaggetgecaactcgectgeatgaageeg

gaatcgctagtaatcgeeggtcageceatacggeggtgaateegttececgggecttgtaca
(RN R RN R R RN R AR R R R R R AR ER RN RN AR R RN R
gaatcgctagtaatcgecggteagecatacggeggtgaattegttececegggecttgtaca

caccgeccgtcacactatgggagectggecatgecegaagtegttaccttaacecgecaagga
[RERR RN RN AR RN RN RN R AR R RN RN R AR R AR R R AR AR R
caccgcccgtcacactatgggagetggecatgeccgaagtegttaccttaaccgecaagga

gggggatgccgaaggcagggctagtgactggagtgaagtcgtaacaaggtagecgtactyg
[RRRRRN R R R R R RN R R R RN RN RN AR R RRR AR
gggggatgccgaaggcagggetagtgactggagtgaagtegtaacaaggtagecgtactyg

gaaggtgcggctggatcacctccttttcagggagagctaatgcttgttgggtattttggt
(RN RN RN RN R RN AR R RN R R AR RN RN RN RN AR RN
gaaggtgcggctggatcacctecttttecagggagagetaatgettgttgggtattttggt

ttgacactgcttcacaccc----aaaaaagaagggagctacgtctgagttaaacttggag
[RERRRRRRARARRRRARE [RRRRRRR AR R RN R AR R R RRRRRRRRRRN

ttgacactgcttcacaccecccaaaaaaaagaagggagectacgtctgagttaaacttggag

atggaagtcttcatttegtttctegacagtgaagtaagaccaag 4587
PECERRTRRRCT R0 TR0RRN I vt
atggaagtctte-tttectitctcgacggtgaagtaagaccaag 104387
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Sac1 LCV1A » Pac1/Asc1 LCV1C

3 mpsi2 l

—
l7oB] Ttmv | ] 168 |
LCV1B Pact/Asc1 «-CV1D Kpnt
Sac1 Pac1/Asc1 Pac1/Asc1 Kpn1
Sact1 | v Sact | 3
Kpn1 Kpn1
A B Xba o] D Xba
N
PCR2.1 PCR2.1

Sac1 Pac1/Asc1 Kpn1

Yy v h 4

A B|C b

LCV1

pBluescript

LCV1A-5' ATGAGCTCGTTCAAGAATCAGTTTTCTT3" (100021-100040 en TCG) (SEQ ID NO:6)
LCV1B~-5’ GGCGCGCCTTAATTAATCTTTTTTTTCGCACTATTACGGATAT3” (102345-102367 en TCG)
(SEQ ID NO:7)

LCV1C-5' TTAATTAAGGCGCGCCAGGCCCGGCCCCAAGTT3 (102368-102384 en TCG) (SEQ ID NO:8)
LCV1D-5" ATGGTACCCTTGGTCTTACTTCACTGTCGA3” (104366-104387 en TCG) (SEQ ID NO:9)

Fig. 4
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Fig. 5
SEQ ID NO:10

TCGACAGTGAAGTAAGACCAAGCTCATGAGCTTATTATCTCAGGTCGGAACAAGTTGATAGGATCCCCCTTTTT
ACGTCCCCATGCCCCCTGTGTGGCGACATGGGGGCGAAAAAAGGAAAGAGAGAGATGGGGTTTCTCTCGCTTTT
GGCATAGTGGGCCCCCAGTGGGGGGCTCGCACGACGGGCTATTAGCTCAGTGGGTAGAGCGCGCCCCTGATAAT
TGCGTCGTTGTGCCTGGGCTGTGAGGGCTCTCAGCCACATGGATAGTTCAATGTGCTCATCGGCGCCTGACCCT
GAGATGTGGATCATCCAAGGCACATTAGCATGGCGTACTCCTCCTGTTCGAACCGGGGTTTGARACCAAACTTC
TCCTCAGGAGGATAGATGGGGCGATTCAGGTGAGATCCAATGTAGATCCAACTTTCGATTCACTCGTGGGATCC
GGGCGGTCCGGGGGGGACCACCATGGCTCCTCTCTICTCGAGAATCCATACATCCCTTATCAGTGTATGGACAG
CTATCTCTCGAGCACAGGTTTAGGTTCGGCCTCAATGGGARAATAAAATGGAGCACCTAACAACGCATCTTCAC
AGACCAAGAACTACGAGATCACCCCTTTCATTCTGGGGTGACGGAGGGATCATACCATTCGAGCCTTTTTTTTT
CATGCTTTTCCCCGAGGTCTGGAGAAAGCTGARATCAATAGGATTTCCCTAATCCTCCCTTACCGARAGGAAGA
GCGTGAAATTCTTTTTCCTTTCCGCAGGGACCAGGAGATTGGATCTAGCCGTAAGAAGAATGCTTGGTATAAAT
AACTCACTTCTTGGTCTTCGACCCCCGCAGTCACTACGAACGCCCCCGATCAGTGCAATGGGATGTGTCTATTT
ATCTATCTCTTGACTCGAAATGGGAGCAGGTTTGAAAAAGGATCTTAGAGTGTCTAGGGTTGGGCCAGGAGGGT
CTCTTAACGCCTTCTTTTTTCTTCTCATCGGAGTTATTTCACAAAGACTTGCCATGGTAAGGAAGAAGGGGGGA
ACAGGCACACTTGGAGAGCGCAGTACAACGGAGAGTTGTATGCTGCGTTCGGGAAGGATGAATCGCTCCCGARA
AGGAATCTATTGATTCTCTCCCAATTGGTTGGACCGTAGGTGCGATGATTTACTTCACGGGCGAGGTCTCTGGT
TCAAGTCCAGGATGGCCCAGCTGCGCCAGGGAAAAGAATAGAAGAAGCGTCAGACTATTAATTAAGGCGCGCCC
ATGCATGCTCCACTTGGCTCGGGGGGATATAGCTCAGTTGGTAGAGCTCCGCTCTTGCAATTGGGTCGTTGCGA
TTACGGGTTGGATGTCTAATTGTCCAGGCGGTAATGATAGTATCTTGTACCTGAACCGGTGGCTCACTTTTTCT
AAGTAATGGGGAAGAGGACCGAAACATGCCACTGAAAGACTCTACTGAGACAAAGATGGGCTGTCAAGAACGTC
AAGAACGTAGAGGAGGTAGGATGGGCAGTTGGTCAGATCTAGTATGGATCGTACATGGACGGTAGTTGGAGTCG
GCGGCTCTCCTAGGGTTCCCTTATCGGGGATCCCTGGGGAAGAGGATCAAGTTGGCCCTTGCGAACAGCTTGAT
GCACTATCTCCCTTCAACCCTTTGAGCGAAATGCGGCAAAAGGAAGGAAAATCCATGGACCGACCCCATCATCT
CCACCCCGTAGGAACTACGAGATTACCCCAAGGACGCCTTCGGCATCCAGGGGTCACGGACCGACCATAGAACC
CTGTTCAATAAGTGGAACGCATTAGCTGTCCGCTCTCAGGTTGGGCAGTAAGGGTCGGAGAAGGGCAATCACTC
ATTCTTAAAACCAGCGTTCTTAAGGCCAAAGAGTCGGCGGAAAAGGGGGGARAGCTCTCCGTTCCTGGTTICCT
GTAGCTGGATCCTCCGGAACCACAAGAATCCTTAGTTAGAATGGGATTCCAACTCAGCACCTTTTGAGTGAGAT
TTTGAGAAGAGTTGCTCTTTGGAGAGCACAGTACGATGAAAGTTGTAAGCTGTGTTCGGGGGGGAGTTATTGTC
TATCGTTGGCCTCTATGGTAGAATCAGTCGGGGGACCTGAGAGGCGGTGGTTTACCCTGCGGCGGATGTCAGCG
GTTCGAGTCCGCTTATCTCCAACTCGTGAACTTAGCCGATACAAAGCTATATGACAGCACCCAATTTTTCCGAT
TTGGCGGTTCGATCTATGATTTATCATTCATG
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Pac1/Asc1 (16 pb)
<“—— 1242 pb —pe— 995pb —»

| trnl r | trnA |

LCV2 (6.182 pb)

PCR 2.1 (3.929pb)

Fig. ©
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Fig. 7-1

Lcv2 ¢ 1 tcgacagtgaagtaagaccaagctcatgagettattatctcaggtcggaacaagttgata 60
SEQ ID NO:zI1 {ITLL PV IE LR b bbb el vt
tabaco: 104366 tcgacggtgaagtaagaccaagctcatgagcttattatcctaggtcggaacaagttgata 104425
SEQ ID NO:12

LCV2 : 61 ggatcccectttttacgtecceccatg--ceccctgtgtggegacatgggggcgaaaaaagg 118
(RN RN R R RN AR R R R A RN RN RN RN R AR AR AN
tabaco:: 104426 ggacccccttttttacgtcecccatgttecceccgtgtggegacatgggggegaaaaaagg 104485

Lcv2 & 119 aaagagagagatggggtttctctcgettttggecatagtgggeccecagtggggggctege 178
PUVTLRED DPREEI VLR R b e bbby bty e
tabaco: 104486 aaagagagggatggggtttctctegettttggecatagegggececcagtgggaggetege 104545

Lcv2 @ 179 acgacgggctattagetcagtgggtagagegegeccctgataattgegtegttgtgectg 238
(ARE R A R R R N AR R R RN RN RN RN RN AR RN RN RN
tabaco: 104546 acgacgggctattagctcagtgg-tagagcgegeccectgataattgegtegttgtgectg 104604

LCV2 : 239 ggctgtgagggetetcagecacatggatagttcaatgtgetecateggegectgacectga 298
(RN RN RN R RN RN RN R AR R RN RN RN R RN AR AR
tabaco: 104605 ggctgtgagggctctcagecacatggatagttcaatgtgetcateggegectgacectga 104664

Lev2 @ 299 gatgtggatcatccaaggcacattagecatggegtactecteetgticgaaceggggtttyg 358
RN RN AN R R R R RN AR AN RO R AR AR A
tabaco: 104665 gatgtggatcatccaaggcacattagecatggcgtactcctectgttegaaceggggtttg 104724

LCcv2 : 359 aaaccaaacttctcctcaggaggatagatggggcgattcaggtgagatccaatgtagate 418
[RERR RN RN RN R R RN RN RN RN R RN R RN AR RN R R RN RN
tabaco: 104725 aaaccaaactcctcctcaggaggatagatggggegattcgggtgagatccaatgtagate 104784

LCV2 : 419 caactttcgattcactegtgggatcegggeggtecgggggggaccaccatggetectete 478
RN AR RN R R RN AR R RN R RN FIUTLEL T
tabaco: 104785 caactttcgattcactcgtgggatccgggeggtecgggggggaccaccacggetectete 104844

LCV2 : 479 ttctcgagaatccatacatcecttatcagtgtatggacagetatctetegagecacaggtt 538
[RRRRR RN R AR R RN RN R R R RN AR R R R R R R A R RN RN RR R AR A
tabaco: 104845 ttctcgagaatccatacatcccttatcagtgtatggacagetatetctegagecacaggtt 104904

LCv2 : 539 taggttcggectcaatgggaaaataaaatggagcacctaacaacgcatcttcacagacca 598
R [RRRRR AR R RN R AR R R RN AR AR R A DR RA RN AR
tabaco: 104905 tag--—-——-—--- caatgggaaaataaaatggagcacctaacaacgcatcttcacagacca 104955

LCcvz @ 599 agaactacgagatcacccctttecattetggggtgacggagggatcataccattegagee 657

[NRRR R R R R NN R AR R AR AR AR R R RN RN
tabaco: 104956 agaactacgagatcgceccectttcattctggggtgacggagggatcgtaccattegagee 105014

LCV2 : 658 tttttttttcatgcttttceccgaggtectggagaaagectgaaatcaataggattteccta 717

[NERRRE
tabaco: 105015 gtttttt 105021

atcctcecttaccgaaaggaagagegtgaaattetttitectttcegecagggaccaggagattggatctageegtaagaagaatgettg
gtataaataactcacttcttggtcttecgacccecegeagtcactacgaacgeccecegatcagtgecaatgggatgtgtctatttatctate
895

(231 pb presentes en lechuga, maiz, arroz y soja pero no en tabaco)
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(continuacion)
LCV2 : 896

tabaco: 105022

LCv2 : 956

tabaco: 105082

LCV2 : 1016

tabaco: 105142

LCV2 : 1076

tabaco: 105202

LCv2 @ 1136

tabaco: 105262

LCV2 : 1196

tabaco: 105322

LCV2 : 1259

tabaco: 105371

LCV2Z : 1319

tabaco: 105431

LCv2 : 1378

tabaco: 1054391

LCV2 : 1439

tabaco: 105551

LCV2 : 1499

tabaco: 105602

LCv2 : 1559

tabaco: 105662

LCV2 : 1619

tabaco: 105722

ES 2 645434 T3

Fig. 7-2

tcttgactcgaaatgggagcaggtttgaaaaaggatcttagagtgtctagggttgggeca 955
[RRRRA RN R R NN R R RN R RN R R AR A RR AR RRNY
tcttgactcgaaatgggageaggtttgaaaaaggatcttagagtgtetagggttgggeca 105081

ggagggtctcttaacgecttcttttitettcetcateggagttatttcacaaagacttgee 1015
(RN RN R R RN N AR R R R AR RN AR R RN RN R R AR R R R AN RN
ggagggtctcttaacgecttettttttettctecateggagttatttcacaaagacttgee 105141

atggtaaggaagaaggggggaacaggcacacttggagagegcagtacaacggagagttgt 1075
[N RN R RN R R R AR RN R AR RN R R AR A AR R RR AR AR RRARA R
agggtaaggaagaaggggggaacaagcacacttggagagegcagtacaacggagagttgt 105201

atgctgegttegggaaggatgaatcgectcecccgaaaaggaatctattgattcteteccaat 1135
[NRRRER RN RN RN AR R R R RN R R RN R AR R RN R AR AR AR RN AR
atgctgegttecgggaaggatgaatcegecteccgaaaaggaatctattgattcteteeccaat 105261

tggttggaccgtaggtgegatgatttacttcacgggegaggtctetggttcaagtecagg 1195
(RN RN R R RN R R R R R R R A AR R R RO R R AR
tggttggaccgtaggtgegatgatttacttcacgggegaggtctctggttcaagtecagg 105321

Pacl/Ascl
atggcccagetgegecagggaaaagaatagaagaagegtcagactecttaattaaggegegee 1258
PERTRREEVVRER R LRV RER LR ey b e vl i1
atggcccagetgcgecagggaaaagaatagaagaageatctgactactb—————————m- o 105370

catgcatgctccacttggeteggggggatatagetcagttggtagagectecgetettgea 1318
IRR AR AR R RN NN RN AR R R NN R RN R R R R RN R AR RRRR AR R AR RN
catgcatgctccacttggeteggggggatatagetcagttggtagageteegetettgea 105430

attgggtcgttgegattacgggttggatgtctaattgtccaggeggtaatgatagtatet 1378

(RN R R R R R R RN AR AR R R R R RN R A RN
attgggtcgttgcgattacgggttggatgtctaattgtccaggeggtaatgatagtatct 105490

tgtacctgaaccggtggctcactttttctaagtaatggggaagaggaccgaaacatgeca 1438
TELEERRETERN TR bbb e b v bbb b e bbb ey ey e ey ki
tgtacctgaaccggtggetecactttttctaagtaatggggaagaggaccgaaacgtgeca 105550

ctgaaagactctactgagacaaagatgggctgtcaagaacgtcaagaacgtagaggaggt 1498
[RERR AR R R AR R RN AR RRRRRARY [RERRRARRREE
ctgaaagactctactgagacaaagatgggctgtcaagaa————----- cgtagaggaggt 105601

aggatgggcagttggtcagatctagtatggatcgtacatggacggtagttggagteggeg 1558
[RRR RN RN AR R RN RN R RN R R R R RN RN RN RR AR RAR N
aggatgggcagttggtcagatctagtatggategtacatggacggtagttggagteggeg 105661

gctctectagggtteccttateggggatecctggggaagaggatcaagttggeecttgeg 1618
(RN RN R A NN R R RN R R AR RN RN RN R A R RN RN AR RR RN
gctctececagggtteccteatetgagatectetggggaagaggatcaagttggeecttgeg 105721

aacagcttgatgcactatctcecttcaaccctitgagegaaatgegge———-—- aaaagga 1673

(AR AR R RN RN SRR R RN R R RN RN [RRRRENI
aacagcttgatgcactatctccettcaacectttgagegaaatgeggcaaaagaaaagga 105781
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Fig. 7-3
(continuacion)

LCV2 : 1674 aggaaaatccatggaccgaccccatcatcteccacceecgtaggaactacgagattaccececa 1733

IR R AR AR R R AR RN R R RN RN AR A R R R AR RN R IR AR RN
tabaco: 105782 aggaaaatccatggaccgaccccatcatctccaccccgtaggaactacgagatcaccecca 105841

LCVZ : 1734 aggacgcctteggcatccaggggtcacggaccgaccatagaaccetgttcaataagtgga 1793
[RRRAR AR RN R AR RN R R R RN AR RN R RN RN R RN R RN RN
tabaco: 105842 aggacgccttcggcatccaggggtcacggaccgaccatagaaccctgttcaataagtgga 105901

LCV2 : 1794 acgcattagctgtcegetetcaggttgggcagtaagggteggagaagggecaatcactecat 1853
[N R RN R R R RN R AR RN A RN R AR AR R RRR RN AR RN
tabaco: 105902 acgcattagctgtcecegetctecaggttgggeagtcagggtecggagaagggcaatgactcat 105961

LCV2 : 1854 tctta 1858

|
tabaco: 105962 t---- 105962

LCv21859%aaaccagcgticttaaggeccaaagagtcggecggaaaaggggggaaagetctecgttectggtttectgtagetggatecte
cggaaccacaagaatc 1955 (97 pb de secuencia ausente en tabaco pero presente en espinacas, Solanum nigrum,
Arabidopsis, soja, arroz y trigo)

LCV2 : 1956 cttagttagaatgggattccaactcagcaccttttgagtgagattttgagaagagttget 2015
(RN RN RN AR R R R RN R AR R A R R AR AR RN AR R RRR RN
tabaco: 105963 cttagttagaatgggattccaactcagecaccttttgagtgagattttgagaagagttget 106022

LCV2 : 2016 ctttggagagcacagtacgatgaaagttgtaagetgtgttcegggggggagttattgteta 2075
(AR RN R AR RN NN R AR AR R R RN RN AR R
tabaco: 106023 ctttggagagcacagtacgatgaaagttgtaagctgtgttegggggggagttattgtcta 106082

LCV2 : 2076 tegttggectcetatggtagaatcagtcgggggacctgagaggeggtggtttacectgegg 2135
[RER RN AR R RN RN R R R R AR R R RN AR R RN RN
tabaco: 106083 tcgttggcctctatggtagaatcagtegggggacctgagaggeggtggtttacectgegg 106142

LCV2 : 2136 cggatgtcageggttcgagtecgettatctccaactegtgaacttagecegatacaaaget 2195
(RN RN NN R R R AR R AR R RN AR R AR RN RN
tabaco: 106143 cggatgtcageggttcgagteegettatetecaactegtgaacttagecgatacaaaget 106202

LCV2 : 2196 atatgacagcacccaatttttccgatttggeggticgatctatgatttatcattcatg 2253
(AR RN R A AR AR R R R R AR A R AR R RN R AR RN R RR AR RN
tabaco: 106203 ttatgatagcacccaatttttccgattcggecggttcgatctatgatttatcattecatg 106260
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LCV2A )

Pac1/Asct LCV2C
e —

trnl

LCV2B Pac1/Asci

|

Pac1/Asct

Kpn1

/Xba1 Kpn1

PCR2.1

| trnA

¢ LCV2D

l

Pac1/Asc1

—Xbat

PCR2.1

Pac1/Asct

Kpn1

LCV2

PCR2.1

LCV2A 5’ TCGACAGTGAAGTAAGACCAAG3’ (104366-104387 en

LCV2B 5’ GGCGCGCCTTAATTAAGGAGTCAGACGCTTCTTCTATTC3’
(SEQ ID NO:14)

Xbal

TCG) (SEQ ID NO:13)

(10346-105370 en TCG)

LCV2C 5’ TTAATTAAGGCGCGCCCATGCATGCTCCACTTGGCTCGG3! (105371-105393 en TCG)
(SEQ ID NO:15)

LCV2D 5’ CATGAATGATAAATCATAGATCGAAC3'

Fig.

8
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Mapa de LCV1-MSK18 (9.682pb)

Pac1 Ascl
'4————— Casete de MSK18 (2.147 pb) ———b‘y

tre ‘ gfp ‘ mn \ aadA |psbA-3’UTR
(73pb) (740pb) (149pb) (793pb) (392 pb)

Sac1 Pac1/Asc1 (16 pb) Kpn1
|¢—————— 2551 pbp ——pi¢——— 2020 pb —p

v| stz v

[ 708 | [ emv | [16SrRNA]

LCV1 (7.545 pb)
pBluescript SK+ (2958 pb)

Fig. 9
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LCV2-MSK18 (8.329pb)

Pact Ascl
& Casete de MSK18 (2.147pb) — ¥
trc | gfp l mm ‘ aadA 1 pshA-3UTR

(73 pb) (740pb) (149pb) (793 pb) (392 pb)

Pac1/Ascl (16pb)
“— 1242pb — P& 995 pb —»

i trnl | trnA l

LCV2 (6.182 pb)

PCR 2.1 (3.929pb)

Fig. 10
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< LCV2-MSK18 >

Pac1 (8 pb) Asc1 (8 pb)
Casete de MSK18 (2.147 pb)

Ll 22 o

P3
L1ss *.[ trnl trcl o irrn'_)aadA —ﬂ)sbA-:S’ trnA l._( 235 |

(1.242pb) (73 pb) (740 pb)(149pb) (793pb)  (392pb) (995 pb)

N

P1+ P2 =1415pb
P3 + P4 = 2006 pb
P1+ P4 = 4623 pb

Pl 5’ -ACTGGAAGGTGCGGCTGGAT-3' (SEQ ID NO:17)

P2 5'-ACGAGCCGGATGATTAATTGTCAATTAATTAACTA-3' (MSK18A comp)- (SEQ ID
NO:18)

P3 5'-AAGTCACCATTGTTGTGCACG-3’ (comienzaen 259 pb enla CDS de aadh) (SEQ ID
NO:19)

P4 5’-CTCGCCCTTAATTTTAAGGC-3’ (SEQ ID NO:20)

Fig. 12
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Fig. 14-1

Secuencia de consenso del fragmento del limite izquierdo P1-P2 (SEQ ID NO:21)

Cebador P1—>
actggaaggtgeggetggatcacctecttttcagggagagctaatgettgttgggtattttggtttgacac
tgcttcacacccaaaaaagaagggagctacgtctgagttaaacttggagatggaagtcttcatttegtttce
Cebador LCV2A->=LCV2A limite izquierdo
TCGACAGTGAAGTAAGACCAAGCTCATGAGCTTATTATCTCAGGTCGGAACAAGTTGATAGGATCCCCCTT
TTTACGTCCCCATGCCCCCTGTGTGGCGACATGGGGGCGAAAAAAGGAAAGAGAGAGATGGGGTTTCTCTC
GCTTTTGGCATAGTGGGCCCCCAGTGGGGGGCTCGCACGACGGGCTATTAGCTCAGTGGGTAGAGCGCGCC
CCTGATAATTGCGTCGTTGTGCCTGGGCTGTGAGGGCTCTCAGCCACATGGATAGTTCAATGTGCTCATCG
GCGCCTGACCCTGAGATGTGGATCATCCAAGGCACATTAGCATGGCGTACTCCTCCTGTTCGAACCGGGGT
TTGAAACCAAACTTCTCCTCAGGAGGATAGATGGGGCGATTCAGGTGAGATCCAATGTAGATCCAACTTTC
GATTCACTCGTGGGATCCGGGCGGTCCGGGGGGGACCACCATGGCTCCTCTCTTCTCGAGAATCCATACAT
CCCTTATCAGTGTATGGACAGCTATCTCTCGAGCACAGGTTTAGGTTCGGCCTCAATGGGAAAATAARATG
GAGCACCTAACAACGCATCTTCACAGACCAAGAACTACGAGATCACCCCTTTCATTCTGGGGTGACGGAGG
GATCATACCATTCGAGCCTTTTTTTTTCATGCTTTTCCCCGAGGTCTGGAGARAGCTGAAATCAATAGGAT
TTCCCTAATCCTCCCTTACCGAAAGGAAGAGCGTGAAATTCTTTTTCCTTTCCGCAGGGACCAGGAGATTG
GATCTAGCCGTAAGAAGAATGCTTGGTATAAATAACTCACTICTTGGTCTTCGACCCCCGCAGTCACTACG
AACGCCCCCGATCAGTGCAATGGGATGTGTCTATTTATCTATCTCTTGACTCGAAATGGGAGCAGGTTTGA
AAAAGGATCTTAGAGTGTCTAGGGTTGGGCCAGGAGGGTCTCTTAACGCCTTCTTTTTTCTTCTCATCGGA
GTTATTTCACAAAGACTTGCCATGGTAAGGAAGAAGGGGGGAACAGGCACACTTGGAGAGCGCAGTACAAC
GGAGAGTTGTATGCTGCGTTCGGGAAGGATGAATCGCTCCCGARAAGGAATCTATTGATTCTCTCCCAATT
GGTTGGACCGTAGGTGCGATGATTTACTTCACGGGCGAGGTCTCTGGTTCAAGTCCAGGATGGCCCAGCTG
Pacl tre | promotor— «Cebador P2
CGCCAGGGAAAAGAATAGAAGAAGCGTCTGACTCC [TTAATTAA] [ TTGACAATTAATCATCCGGCTCGT]

Secuencia de consenso del fragmento del limite izquierdo P3-P6 (SEQ ID NO:22)

Cebador P3—(gen aadA )

AAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGA
GAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTT
GCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTC
CTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGARACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGC
GATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAARATCGCGCCGAA
GGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGAC
AGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGT TGGAAGAATTTGTCCACTAC

aadA stop/psbA 3'UTR—>
GTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCARATAATGTCTAGAGCGATCCTGGCCTAGTCTATAGGAGGT
TTTGAAAAGARAAGGAGCAGTAATCATTTTCTTGTTCTAT CAAGAGGGTGCTATTGCTCCTTTCTTTTTTTC
TTTTTATTTATTTACTAGTATTTTACTTACATAGACTTTTTTGTTTACATTATAGAAAAAGAAGGAGAGGT
TATTTTCTTGCATTTATTCATGATTGAGTATTCTATTTTGATTTTGTATTTGTTTAAAATTGTAGAAATAG
AACTTGTTTCTCTTCTTGCTAATGTTACTATATCTTTTTGATTTTTTTTTCCAAAAAAAAAATCAAATTTT
GACTTCTTCTTATCTCTTATCTTTGAATATCTCTTATCTTTGAAATAATAATATCATTGAAATAAGAAAGA
Ascl gen trnA —

AGAGCTATATTCGA [GGCGCGCC] CATGCATGCTCCACTTGGCTCGGGGGGATATAGCTCAGT TGGTAGA
GCTCCGCTCTTGCAATTGGGTCGTTGCGATTACGGGTTGGATGTCTAATTGTCCAGGCGGTAATGATAGTA
TCTTGTACCTGAACCGGTGGCTCACTTTTTCTAAGTAATGGGGAAGAGGACCGAAACATGCCACTGAAAGA
CTCTACTGAGACAAAGATGGGCTGTCAAGAACGTCAAGAACGTAGAGGAGGTAGGATGGGCAGTTGGTCAG
ATCTAGTATGGATCGTACATGGACGGTAGTTGGAGTCGGCGGCTCTCCTAGGGTTCCCTTATCGGGGATCC
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Fig. 14-2

CTGGGGAAGAGGATCAAGTTGGCCCTTGCGAACAGCTTGATGCACTATCTCCCTTCAACCCTTTGAGCGAA
ATGCGGCARAAAGGAAGGAAAATCCATGGACCGACCCCATCATCTCCACCCCGTAGGAACTACGAGATTACC
CCAAGGACGCCTTCGGCATCCAGGGGTCACGGACCGACCATAGAACCCTGTTCAATAAGTGGAACGCATTA
GCTGTCCGCTCTCAGGTTGGGCAGTAAGGGTCGGAGAAGGGCAATCACTCATTCTTAAAACCAGCGTTCTT
AAGGCCAAAGAGTCGGCGGAAAAGGGGGGAAAGCTCTCCGTTCCTGGTTTCCTGTAGCTGGATCCTCCGGA
ACCACAAGAATCCTTAGTTAGAATGGGATTCCAACTCAGCACCTTTTGAGTGAGAT TTTGAGAAGAGTTGC
TCTTTGGAGAGCACAGTACGATGAAAGTTGTAAGCTGTGTTCGGGGGGGAGTTATTGTCTATCGTTGGCCT
CTATGGTAGAATCAGTCGGGGGACCTGAGAGGCGGTGGTTTACCCTGCGGCGGATGTCAGCGGTTCGAGTC
trnA final
CGCTTATCTCCAACTCGTGAACTTAGCCGATACAAAGCTATATGACAGCACCCAATTTTTCCGATTTGGCG
<Cebador LCV2D = RB de LCV2
gttegatctatgatttatcattcatggacgttgataagatccatccatttagcagecaccttaggatggeat
«~Cebador P6
agccttaaaattaagggegag
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Fig. 15
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Fig. 17
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Construccion de LEC1

B D Noti FBamH1 H Asc1/Pst1
- «— =

Sac1/Pac1 A l l C Not1 E BamH1G
Prm |tbs | aadA |rbs | HA | 3@shA
Sac1/Pac1 / \ Ascl/Pst1

D Pst1 E
pBS A+D pBS E+H
pBS SK+ pBS SK+

Sac1/Pac1 Ascl1/Pst1

l v v
A D |E F|G H

pBS LEC1
pBS SK+

Lista de cebadores de PCR usados en la construccion de LEC1

LECI A teg age tct taa tta age tac cce gee gtg att gaa tga gaa t (SEQ ID NO:23)
LEC1 B aaa tce cte cct aca act gta tec aag cge tte gta tic go (SEQ ID NO:24)
LECIC gtt gta ggg agg gat tta tgg cag aag cgg tga tcg ccg aa (SEQ ID NO:25)
LEC1D tcg cgg ceg cit att tge cga cta cct tgg tga t (SEQ ID NO:26)

LEC1E tcg cgg ccg cag ttg tag gga ggg att tat gea aaa act tce cgg aaa tga caa

(SEQ ID NO:27)
LEC1F gga tec tta gta tee tga ctt cag cte aac (SEQ ID NO:28)
LEC1 G aac att taa gga tcc gac ttt ggt ctt att gta att gta tag (SEQ ID NO:29)
LEC1 H atc tge agg geg gec ate cac ttg get aca tee gee (SEQ ID NO:36)

Fig. 22
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