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(57) Resumen: La presente invencion se refiere a una secuencia promotora (SEQ. ID. NO:2), derivada de un gen de Solanum
Iycopersicum, de funcién desconocida y denominado CNHI. La invencién estd dirigida a las construcciones nucleotidicas,
vectores, células de plantas y plantas transgénicas que comprenden el promotor de la invencién, asi como a sus semillas. El
promotor constitutivo de la invencién es 1til para la expresion génica sentido, miRNA, antisentido o0 RNAI de las secuencias de
DNA a las que se fusiona, en todos los 6rganos de la planta, con niveles especialmente elevados en el fruto. El promotor es de
especial interés cuando niveles de expresion similares a los obtenidos por el promotor CaMV 35S son deseados en el fruto durante
diferentes estadios de su desarrollo, pero no de forma tan elevada en el resto de la planta, especialmente dentro de
Solanaceae/Solanum, permitiendo evitar el empleo de promotores heterdlogos.
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PROMOTOR CONSTITUTIVO DE Solanum lycopersicum

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se refierg a una secuencia del promotor CNH1 (SEQ. ID.
NO:2) derivada de un gen de tomate‘ Solanum lycopersicum con funcién desconocida,
denominado CNH1 —de Constitutive No Hits number 1. La invencién también se refiere a
construcciones de acido nucleico, vectores, células de plantas y plantas transgénicas que
comprenden el promotor asi como a las semillas de las mismas. El promotor es de
utilidad cuando se fusiona a secuencias de DNA apropiadas para dirigir la expresion
génica sentido, miRNA, antisentido o RNAI en todos los 6érganos de la planta y
especialmente con niveles altos en el fruto.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los promotores son elementos reguladores que dirigen la expresiéon de genes.
Tanto los promotores constitutivos como los reguladores se usan para dirigir la expresion

génica en organismos transgénicos incluyendo plantas.

Los promotores constitutivos dirigen la expresién en la mayoria o en todos los
tejidos, y son de utilidad cuando niveles altos de produccién de un producto génico son
deseados en toda la planta. El promotor 35S de virus del mosaico de la coliflor (VMC) es
el promotor que se usa mas frecuentemente para dirigir niveles altos de expresion
constitutiva en plantas.

Los promotores reguladores, tales como promotores inducibles y especificos de
tejido, se usan para dirigir la expresion espacial o temporalmente especifica o la

expresion en respuesta a factores ambientales.

Con respecto a promotores constitutivos, de lejos el promotor CaMV35S es el
promotor usado mas frecuentemente en biotecnologia de plantas (US Food and Drug
Administration for Food Safety and Nutrition, http://www.cfsan.fda.gov/~Ird/biocon.html).

Diferentes versiones derivadas de este promotor (incluyendo las sintéticas) han sido
empleadas (Fang, R.X., Nagy, F., Sivasubramaniam, S. y Chua, N.H. 1989. Multiple cis
regulatory elements for maximal expression of the cauliflower mosaic virus 35S promoter
in transgenics plants. Plant Cell 1. 141-150; patente US Patent 6072050; patente US
Patent 6555673). Se ha demostrado que este promotor es de utilidad para dirigir buenos
niveles de expresion cuando es clonado frente a un gen de interés, en casi todas las

plantas dicotiledéneas en las que ha sido testado (incluyendo Arabidopsis thaliana,
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Nicotiana tabacum, Lycopersicon esculentum, Zea mays y Oryza sativa, etc.) (US Food

and Drug Administration for Food Safety and Nutrition,
(http://www.cfsan.fda.gov/~Ird/biocon.html). En monocotiledéneas/gimnospermas este

promotor 35S no ha sido ampliamente usado, y la preferencia es para el promotor
ubiquitina 1 de maiz (Christensen AH, Sharrock RA, Quail PH(1992) Maize polyubiquitin
genes: structure, thermal perturbation of expression and franscript splicing, and promoter
activity following transfer to protoplasts by electroporation. Plant Mol. Biol 18: 675, 689) o
el “superpromotor” (Ni M, Cui D, Einstein J, Narasimhulu S, Vergara C, Gelvin S (1995)
Strength and Tissue specificity of chimeric promotors derived from octopine and
mannopine synthase genes. Plant J 7, 651-676). Se han descrito otros promotores en
plantas para conferir niveles moderados de expresién constitutiva, pero no han sido
ampliamente usados. Este es el caso del promotor CmYLCV (Cestrum yellow leaf curling
virus (CmYLCV) promoter: a new strong constitutive promoter for heterologous gene
expression in a wide variety of crops, Stavolone ef al. (2003) Plant molecular biology 53,
pp. 663-673) y del promotor constitutivo de tabaco en patente US Patent 5824872, entre

otros.

En el género Solanum (incluye tomate, patata, pimiento, tabaco, etc.) casi todas
las expresiones llevadas a cabo bajo promotores constitutivos hicieron uso del promotor
CaMV35S. En algunos casos puede ser deseable disefiar mediante ingenieria una
secuencia de DNA o un gen de interés sometido a un promotor que se expresa en menor
nivel en los tejidos vegetativos de modo que no compromete el crecimiento de la planta,
siendo el promotor capaz de dirigir niveles altos de expresiéon en el fruto para producir {a
modificacion deseada en este drgano (es decir afectando a las caracteristicas del fruto o
acumulacion de una proteina extrafia). También han sido descritos promotores
especificos de fruto de tomate, tal como E8 (Nicholass et al, 1995), PG (Bafiaren et al,
1991), 2A11 (Deikman ef al, 1992), que dirigen la expresion génica en el fruto. Sin
embargo funcionan de modo preferencial durante el desarrollo tardio del fruto,
especialmente durante la maduracién, y por tanto no cubren los estadios de desarrollo del
fruto restantes en los que dirigir la expresion de un gen recombinante podria ser

deseable.

Por tanto, la identificacion de un promotor alternativo que preferentemente
confiera altos niveles de expresion en el fruto durante diferentes estadios de desarrollo,
pero con un nivel de expresién menor en los tejidos vegetativos es altamente deseable.
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Casos especiales son los promotores obtenidos a partir de las mismas especies

que van a ser modificadas o de especies sexualmente compatibles. Esto resulta
particularmente importante cuando se desea un enfoque de “cisgenesis” o “intragenesis”
en vez de un enfoque transgénico. Por “Cisgenesis” se entiende una modificacion
genética (= GM; normalmente mediante técnicas de DNA recombinante) de plantas con
una secuencia de DNA o gen de la misma planta de cultivo que va a ser transformada o
de plantas donadoras sexualmente compatibles que pueden usarse en el cultivo de
plantas ftradicionales. En la practica, se restringe a genes que codifican para
caracteristicas heredadas de modo dominante. El gen pertenece al conjunto de genes del
cultivador. La planta modificada genéticamente con cisgenes es una planta cisgénica
(Cisgenic plants are similar to traditionnally bred plants. Schouten, H.J., Krens, F.A,
Jacobsen, E., 2006. EMBO Reports 7. 750-753; “Cisgenic” as a product designation,
Schubert D & Williams D. 2006. Nature Biotechnology 24: 1327-1329. A diferencia de un
transgén, que se define como un gen o secuencia de DNA de especies no sexualmente
compatible o una secuencia de DNA o gen sintético. La planta modificada genéticamente

correspondiente que contiene transgenes es una planta transgénica.

Por tanto, la identificacion de un promotor constitutivo de tomate que
preferiblemente funcione en el fruto en diferentes estadios de su desarrollo es altamente
deseable ya que facilitaria enfoques cis o intragénicos eficientes. Esto resultaria
especialmente interesante cuando se requieren niveles altos de expresion en el fruto en

estadios de desarrollo diferentes de la maduracion.

El promotor descrito en el presente documento puede ser usado en todas las
especies de plantas como alternativa a CaMV35S pero es de especial aplicacién en el
género Solanum para conferir expresién constitutiva de genes o secuencias de DNA de
interés con niveles particularmente altos en el fruto, en todos los estadios de desarrollo.
En el caso de cisgenesis o intragenesis, cualquier caracteristica deseada debido a un
alelo dominante disponible en el conjunto génico en las especies sexualmente
compatibles puede ser aislada, posteriormente sometida al control del promotor CNH y
ser introducida en tomate o especies relacionadas para conferir la caracteristica de

interés.

La presente invencion proporciona un promotor que dirige niveles altos de
expresion de genes o secuencias de DNA en plantas, especialmente altos en el fruto.
Este promotor deriva de un gen de funcién desconocida de Solanum lycopersicum que se
expresa de modo ubicuo en toda la planta. Este promotor de tomate puede ser de
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especial interés para dirigir la expresion de genes o secuencias de DNA de interés de

especies relacionadas dentro de Solanaceae / Solanum (el tomate pertenece a este
género) de modo que pueden lograrse niveles altos de expresion (similares a CaMV35S
en el fruto) sin necesidad de usar promotores heterdlogos y por tanto es de interés para
la introduccion dirigida de genes” dentro de Solanaceae/Solanum usando una estrategia

en la que todas las secuencias son de Solanaceael/Solanum’.

Adicionalmente, segln la presente invencién, el promotor de la invencion,
derivado de CNH1, puede dirigir niveles altos de expresion constitutiva de secuencias de
DNA o genes heterélogos en plantas, especialmente cuando los niveles mas altos son
deseados en el fruto. El promotor de la presente invencién es de utilidad cuando niveles
de expresién similares a los obtenidos por el promotor CaMV 35S son deseados en el
fruto durante diferentes estadios de su desarrollo, pero no de forma tan elevada en el

resto de la planta.
OBJETO DE.LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un promotor aislado derivado de un gen de
tomate Solanum lycopersicum con funcién desconocida. En una realizacién particular
este gen es el gen CNH. En ofra realizacion particular, el promotor presenta al menos el
70% de identidad con la secuencia de SEQ. ID. NO:2. Este promotor es de especial
utilidad fusionado a secuencias de DNA apropiadas, para dirigir la expresion génica
constitutiva sentido, miRNA, antisentido o RNAi en la mayoria de los tejidos de plantas
principales durante todos sus ciclos de vida, pero con niveles especialmente altos en el
fruto.

Este promotor de tomate puede ser de especial interés para dirigir la expresion de
genes o secuencias de DNA de interés de especies relacionadas dentro de la especie
Solanaceae | Solanum a la que pertenece el tomate, pudiendo obtenerse altos niveles de
expresion (similares a los obtenidos en el fruto a través del promotor CaMV35S, pero
menores a los obtenidos a través del mismo en el resto de tejidos de la planta), sin la
necesidad de emplear promotores heterdlogos. Es decir, el promotor de la invencién
presenta interés en la-- produccién de ‘“targeted introgression of genes’ en
SolanaceaelSolanum empleando “the all SolanaceaelSolanum strategy”.

Adicionalmente, el promotor de la invencién derivado de CN1H, permite la
expresion en plantas, con preferencia en el fruto, no sélo de genes o secuencias de DNA
endogenas sino también de genes heterdlogos o secuencias de DNA, en orientacién
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sentido o antisentido, para conseguir sobreexpresion o silenciamiento de la expresién de

dichos genes. Estos genes pueden ser genes o secuencias de DNA de plantas,
especificos del fruto, o genes o secuencias hetor6logas cuya expresiéon se desea en el

fruto.

El promotor CNH1 de la invencion es efectivo en la planta Tomato lycopersicum
de la cual deriva, en otras especies del género Solanaceae / Solanum, asi como en otras
plantas que presentan frutos.

Asi, el promotor de la invencion es ideal para aplicaciones en las que una
expresion ubicua de un gen o una secuencia de DNA (enddgenos o heterélogos) es
deseada en la planta, pero con niveles mas altos en el fruto, cuando niveles de expresion
similares a los obtenidos por el promotor CaMV35S son deseados en el fruto pero no de
forma tan elevada en el resto de la planta, y cuando mas de un promotor constitutivo es
necesario para expresar dos o mas proteinas recombinantes en una planta de forma

concertada y preferentemente en el fruto

El promotor de la invencién es Util en estrategias del tipo “plantas biofactoria” en
las que el fruto se utiliza como plataforma para la produccién recombinante de proteinas
que albergan por si mismas actividad biolégica o terapéutica al ser administradas por via
oral, o que regulan o catalizan la produccion de otros compuestos metabélicos con
actividad biolégica o terapéutica por via oral (vacunas orales, tolerégenos, biocidas,
anticuerpos neutralizantes, adyuvantes, compuestos antioxidantes, vitaminas, aromas,
suplementos dietéticos); en la produccién de complejos multiproteicos gue requieran
expresar de forma concertada dos o mas genes con distintos promotores constitutivos
para evitar reordenaciones génicas y/o procesos de silenciamiento génico; en la
adquisicion de fenotipos de resistencia a patégenos, para la modificacién de la
arquitectura del fruto otorgando a la planta y al fruto distintas propiedades en funcién del
gen o secuencia nucleotidica que se exprese bajo su control.

1. Promotor es un elemento regulador que dirige la expresién de genes.

2. Promotor constitutivo se refiere a aquellos promotores que dirigen expresion
en la mayoria o todos los tejidos y son de utilidad cuando niveles altos de produccién de
un producto génico son deseados en toda la planta.
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3. Promotores regulados, promotores especificos de tejido e inducibles, son

aquellos empleados para dirigir la expresion especifica espacial o temporalmente, o la

expresién en respuesta a factores ambientales.

4. Genes y secuencias de DNA de interés se refiere a aquellos genes y
secuencias que codifican para péptidos de interés que pueden ser usados junto con el
promotor CNH1 de la invencién. Se refieren a secuencias y genes de plantas de Solanum
lycopersicum, de plantas del género Solanum o cualquier gen o secuencia heterélogos, o
sintéticos. Dichos genes y secuencias incluyen, pero no se limitan a genes implicados en
la modificacion de la maduracién; genes implicados en conferir resistencia a hongos;
genes relacionados con patogénesis de plantas; genes implicados en conferir resistencia
frente a inséctos; genes que son efectivos en la modulacién de Ia floracién, aroma,
modificacién de color, enzimas u otros productos cataliticos (tales como: ribozimas o
anticuerpos cataliticos que maodifican procesos celulares en plantas), produccién de
etileno (tal como: moléculas antisentido, enzimas que degradan precursores de la
biosintesis de etileno, productos cataliticos o moléculas de silenciamiento), genes para el
control de hongos, produccién o niveles de hormonas de planta, el ciclo celular o la
division celular, y acumulaciéon de sacarosa (tal como el gen de la sacarosa fosfato
sintasa). Genes y secuencias de interés se refiere también a aquellos genes y secuencias
que codifican para péptidos o proteinas que pueden ser usados en “molecular pharming”
para la producciéon recombinante de proteinas que albergan por si mismas actividad
biol6égica o terapéutica o que regulan o catalizan la produccién de otros compuestos
metabdlicos con actividad biolégica o terapéutica (vacunas orales, tolerégenos, biocidas,
anticuerpos neutralizantes, adyuvantes, compuestos antioxidantes, vitaminas, aromas,

suplementos dietéticos).

6. Gen o Secuencia Heterdloga: Gen o secuencia nucleotidica de origen
sintetico u obtenido del genoma de animales o vegetales de género distinto a Sofanum.

6. Gen o Secuencia Enddégena: Gen o secuencia nucleotidica contenida
originalmente en todo o en parte en el genoma de una o mas especies del Género

Solanum

7. Planta transformada genéticamente se refiere a aquellas plantas de Solanum
lycopersicum, del género Solanum, o cualquier planta de fruto que haya sido
transformada con una construccién génica que comprenda el promotor de la invencion
fusionado al gen o secuencia de DNA de interés.



10 -

15

20

25

30

WO 2010/010207

PCT/ES2009/000375

7
8. Molecular pharming (Plantas Biofactorias) se refiere a la modificacion,

mediante técnicas de ingenierfa genética, del conténido substancial de las plantas con
objeto de enriquecerlo en uno 0 mas compuestos que les confieran valor afiadido. Entre
las secuencias de DNA cuya expresién puede estar dirigida por el promotor de la
invencion, para su posterior empleo en molecular pharming se incluyen subunidades
vacunales de origen virico o bacteriano,‘péptidos o proteinas con actividad tolerogénica,
péptidos, proteinas con actividad adyuvante 0 inmunomoduladora, biocidas,
inmunoglobulinas, enzimas o proteinas reguladoras que catalicen o potencien la

produccion de metabolitos con actividad biolégica o terapéutica, etc.

El objeto de la presente invencion se refiere al promotor del gen CNH1, que
comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 2 o al menos una secuencia que presenta el 70%
de identidad con SEQ. ID. NO: 2, que dirige la expresion de secuencias o genes de
interés en altos niveles en todos los tejidos de la planta, especialmente en el fruto,
durante los distintos estadios de desarrollo. En una realizacion particular, la expresién
dirigida por este promoto} en el fruto es similar a la proporcionada por el promotor
constitutivo CaMV358S, y al menos un orden de magnitud inferiqr, preferentemente de 3 a

6 veces menor, en el resto de la planta.

Otro objeto de invencién se refiere a Cconstrucciones nucleotidicas que
comprenden el promotor de la invencion operativamente fusionado a un gen o secuencia

de DNA que codifica para un péptido de interés.

En una realizacién particular dicho péptido de interés tiene aplicacion en
“molecular phérming”. En ofra realizacion particular el péptido de interés tiene aplicacion
en la produccién de un medicamento. En otra realizacién particular, dicho gen o
secuencia de DNA codifica proteinas o péptidos enddgenos de la especie Solanum. En
otra realizacion particular, dicho gen o secuencia de DNA codifica para proteinas o
peéptidos heterélogos a la especie Solanum (proteinas vegetales, animales o sintética_s).
En otra realizacion particular, dicho gen o secuencia de DNA codifica para

inmunoglobulinas, concretamente para la Inmunoglobulina A.

Otro objeto de invencién se refiere a los vectores que contienen la secuencia

nucleotidica de la invencion.

Otro objeto de invencién esta dirigido a las células de plantas que contienen la

construccion nucleotidica de la invencion.
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Otro objeto de invencion se refiere a las plantas modificadas genéticamente que

comprenden la construccién de la invencién.

En una realizacion particular dichas plantas son plantas de Solanum lycopersicum,

o plantas del género Solanum.

En ofra realizacion particular, dichas plantas comprenden cualquier planta de

fruto.

Otro objeto de invencion se refiere a las semillas de las plantas modificadas
genéticamente.

Otro objeto de invencion se refiere al fruto de las plantas modificadas
genéticamente.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso del promotor para dirigir la expresion
de genes de interés en plantas caracterizado porque dicha expresién se produce en altos
niveles en toda la planta, con niveles mayores en el fruto durante los distintos estadios de

desarrollo.

Otro objeto de invencion se refiere al uso del promotor para dirigir la expresién de
genes o secuencias de DNA de interés en plantas cuando més de.un promotor
constitutivo es necesario para expresar dos o mas proteinas recombinantes de forma

concertada y preferentemente en el fruto.

Otro objeto de invencion se refiere al uso del promotor en estrategias de tipo

“plantas biofactoria”.
Otro objeto de invencion se refiere a SEQ. ID. NO: 2.

La invencion proporciona los métodos para obtener las plantas transgénicas y la

progenie de las mismas que comprenden la construccion y partes de tales plantas,
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra los valores de expresion relativos del mRNA de CNH1 en
diferentes tejidos de la planta de tomate, calculados mediante PCR cuantitativa. En esta
representacion, a los niveles de mRNA observados en ovarios en el estadio de antesis se
les asigno arbitrariamente un valor igual a uno.
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Figura 2. Representa el vector de expresion pCNH1::GFPGUS. El vector de

expresion incluye el promotor CNH1 en sentido 5’ de las secuencias fusionadas GFP-
GUS vy resistencia a kanamicina para seleccion de semilla entre los bordes derecho e
izquierdo (RB y LB respectivamente). La resistencia a la espectinomicina es para la
seleccién de cultivos.

Figura 3 Muestra los valores resultantes de la cuantificacion de la actividad
especifica glucuronidasa (GUS) conferida por la construccion pCNH1: GFPGUS en
diferentes 6rganos de la planta de tomate. Se comparan estos valores con la actividad
especifica conferida por la construccion 35S:GFPGUS en otra planta de la misma
especie. La actividad especifica de la glucuronidasa (GUS) presente en los extractos
crudos de tejido vegetal se representa como nanomoles del producto metil-umbeliferona
generadas por el enzima GUS por minuto y por miligramo de proteina total presente en el
extracto.

Figura 4. Muestra una tincién histoquimica de actividad GUS en secciones de
tomates en diferentes estadios de desarrollo. De izda a dcha se muestran frutos en
expansion (15 dias post- antesis), frutos en estadio verde-maduro (35 dias post antesis),
frutos en estadio pintén y frutos rojos respectivamente. En el apartado A se muestran
frutos transformados con la construccion pCNH1::GFPGUS. En el apartado B se
muestran frutos transformados con la construccion CaMV35S::GFPGUS.

Figura 5. Muestra en valores relativos y mediante experimentos de expresion
transitoria en fruto, la potencia del promotor CNH1 para dirigir la acumulacién de la
proteina fluorescente verde (GFP) en fruto verde y maduro y la compara con la actividad
del promotor 35S en los mismos 6rganos y estadios fisiolégicos. Se agroinyectaron los
frutos o bien con una mezcla (1:1) de las construcciones CaMV35S:GFP/GUS vy
CaMV35S:DsRed (muestras etiquetadas 35S) o bien con una mezcla (1:1) de las
construcciones pCNH1:GFPGUS y CaMV35S:DsRed (muestras etiquetadas CNH1).
(Figura 5A) Imagen de escaneo de muestras de frutos 35S y NH que presentan
fluorescencia verde como resultado de una transformacion transitoria. (Figura 5B) Ratio
de fluorescencia verdefroja de muestras diferentes como medida de la fuerza relativa del
promotor en cada estadio fisioldgico. (MG) frutos recogidos en el estadio verde-maduro;

(Br) frutos recogidos en el estadio pinton.

Figura 6. Representa una construccién nucleotidica en la que se emplea el
promotor CNH1 para la produccién recombinante en tomate, preferentemente en frutos y
en estadios previos a la maduracién, de una inmunoglobulina A con actividad de union
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frente al péptido VP8* de rotavirus. La inmunoglobulina A consta de dos cadenas

polipeptidicas, ligera y pesada. La cadena pesada se sit(ia bajo el control de un promotor
constitutivo derivado de CaMV35S, mientras que el promotor CNH1 dirige la expresién de
la cadena ligera. La construccién consta de un vector derivado de pK7GW con resistencia
a Spéctinomicina (Sm/SPR) y que incluye los siguientes elementos: RB: borde derecho;
LB: borde izquierdo; KanR: gen de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion
en el proceso de transformacion; attB1, attB4, attB3 y attB2: pequefias secuencias de
recombinacién subproducto del mecanismo de clonacién empleado en la construccion del
fragmento (recombinacién homologa mediada por clonasa LR); 35S: doble promotor
constitutivo derivado de CaMV35S; SP: péptido sefial para dirigir la entrada de la proteina
subsiguiente en el sistema de endomembrana celular, donde resultan mas estables las
inmunoglobulinas; IgH: secuencia nucleotidica de una cadena pesada de una
inmunoglobulina humana con afinidad frente a VP8*, NosT: terminador de la trascripcion
del gen de la nopalina sintasa; CNH1: el promotor de la presente invencion; IgL: la
secuencia nucleotidica de una cadena ligera de inmunoglobulina A humana. Las flechas

indican marcos de lectura abiertos.

Figura 7. Western blot en condiciones desnaturalizantes, no reductoras de
extractos crudos de frutos de tomate agroinfectados con el fragmento de T-DNA de la
figura 6 (carril 1); frutos agroinfectados con una construccién no relacionada (carril 2);
hojas agroinfectadas con el fragmento de T-DNA descrito (carril 3)

Figura 8. Actividad Anti-VP8* extractos crudos de tomates agroinyectados con el
fragmento de T-DNA de la figura 6. Se incubaron placas de ELISA cubiertas con VP8 con
diluciones de extractos crudos y se desarrollaron con anticuerpo anti-igA-HRP humano.
Barras blancas: CNH1 que contiene construccion de T-DNA. Barras negras: construccion
de T-DNA no relacionada.

Figura 9. Secuencia del fragmento del promotor CNH1 empleado para la
construccion de pCNH1-GUS/GFP (SEQ. ID. NO: 2). La figura muestra como la
secuencia del cebador GSP3 usada para la amplificacién sin el fragmento de

recombinacion esta destacada.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los avances en ingenieria genética han proporcionado las herramientas
necesarias para trasformar plantas que contengan genes extrafios. Ahora es posible
producir plantas que tienen caracteristicas Unicas de importancia en el procesamiento
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agronémico y la cosecha. La capacidad de elegir los tejidos en los que se expresan tales

genes extrafios y el tiempo durante el crecimiento de la planta para obtener expresion
resulta posible mediante la eleccion del promotor, la secuencia reguladora que activa el

gen.

Para seleccionar el gen putativo a partir del cual obtener el promotor constitutivo
de la invencion, se construyé una biblioteca de cDNA de fruto de tomate usando el kit de
construccion de biblioteca de cDNA lambda ZAPIl (Stratagene, LaJolla, Calif.). Se
convirtié la biblioteca de ¢cDNA en una biblioteca de plasmido mediante escision en masa,
y se sembraron en placa clones bacterianos y réplicas de esta biblioteca
correspondientes a alrededor de 5.000 clones se obtuvieron sobre filtros (siguiendo
Maniatis, Sambrook y Fritsch 1982).

Cada filtro de réplica se hibridé entonces con sondas de cDNA preparadas a partir
de dos muestras que representaban frutos reunidos en diferentes estadios de desarrollo y
tejidos vegetativos reunidos de Solanum lycopersicum. Se uso la técnica de cebador de
secuencia aleatoria PCR (RP-PCR — random primed PCR) descrita por Li Zy Thomas TL.
(PEIj, an Embryo-Specific Zinc Finger Protein Gene Required for Heart-Stage Embryo
Formation in Arabidopsis ,1998, Plant Cell 10:383) para marcar las sondas de cDNA. Se
usé la hibridacién de cada colonia a cada sonda para determinar las colonias que
representan genes constitutivos o especificos de tejido putativos. Se identificaron los
clones constitutivos putativos y se sometieron a caracterizacién adicional. Se determiné la

identidad de cada clon mediante secuenciacion de DNA y blisquedas en bases de datos.

El clon denominado CNH1 fue seleccionado entre los clones constitutivos
putativos elegidos para caracterizacién adicional basandose en sus altos niveles de
expresion, revelados mediante el analisis RNA dot blot. El analisis Northern blot mostré
que CNH1 se expresa en altos niveles en el conjunto de muestras tanto vegetativas como
de fruto. La RT-PCR cuantitativa confirmé que CNH1 se expres6 en todos los tejidos
analizados, pero especialmente en el fruto (figura 1). La figura 1 muestra los niveles de
expresion relativos de CNH1 en distintos tejidos, tomando como referencia los niveles de
expresién en ovarios en antesis. Se observan niveles de expresién similares en raices,
hojas, plantulas, y “ovarios a 5 dias post-antesis (5dpa), y fruto rojo, mientras que los
niveles son especiaimente altos en el fruto verde, similares a los que se obtienen con el

promotor Ca358S (entre 3 y 6 veces mas altos que en los tejidos vegetativos).
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El analisis de secuencia indicé que CNH1 codificé para un gen de funcion

desconocida, y que CNH1 corresponde a un gen identificado como no positivo en un

proyecto de secuenciacion de cDNA denominado SGN-U212704.

Con el fin de aislar el promotor CNH1, fue necesario emplear un método simple
para clonar secuencias de DNA genémico desconocidas adyacentes a una secuencia
condcida, y en este caso se llevd a cabo una aproximacion de “paseo gendémico”, usando
el kit universal GenomeWalker™ (Clontech). Usando los fragmentos de DNA genémico,
la primera etapa fue construir conjuntos de fragmentos de DNA gendmico ligado a
adaptador, no clonado, denominadas “bibliotecas Genome Walker”. Para ello, el DNA de
partida debe estar bien limpio y presentar un peso molecular promedio alto, dado que se
consideré como el método mas adecuado para obtener este DNA a partir de tejidos

jovenes como los presentes en plantulas de tomate.

Alicuotas separadas de DNA fueron completamente digeridas con enzimas de
restriccion diferentes que dejaron extremos romos y posteriormente, cada lote de DNA
gendmico digerido se ligé por separado a un adaptador disefiado. En este caso, los

adaptadores fueron proporcionados por el kit.

Después de que se construyeran las bibliotecas, se realizaron dos amplificaciones
mediante PCR. La primera o PCR primaria requiri6 un cebador de adaptador externo
(AP1, SEQ. ID. NO: 4) que se proporcion6 en el kit, y un cebador especifico de gen
externo (GSP1, SEQ. ID. NO: 5) disefiado a partir de la secuencia de gen conocida
5'UTR. Entonces se diluyo la mezcla de PCR primaria y se usé como molde para una
PCR secundaria o “anidada” con el cebador adaptador anidado (AP2, SEQ. ID. NO: &)
también proporcionado en el kit, y un cebador especifico para gen “anidado” (GSP2,
SEQ. ID. NO: 7), que se disefié tomando una parte de secuencia GSP1 (SEQ. ID. NO.: b)
y yendo en el sentido 5’ a través del gen 5UTR. El producto mas grande (en tamafio) de
esta PCR secundaria, que comprende una secuencia conocida en el extremo 5’ de GSP2
(SEQ. ID. NO: 7) y que se extiende en el DNA gendémico desconocido adyacente, se
cloné en el vector pCR 2.1 —TOPO. Como sistema de clonaje, se propuso el empleo de
un sistema clasico usando enzimas de restriccion para colocar el fragmento de promotor
aislado en el sentido 5 de o bien el gen indicador GUS o bien GFP lo que hubiera
permitido comprobar la actividad del promotor. En lugar de esto, se us6 el sistema
Gateway que permite transferir faciimente el fragmento de promotor en una variedad de
diferentes sistemas de analisis a través de reacciones de recombinacién de alta

eficiencia. Los sistemas de clonaje Gateway, basados en recombinacién homéloga, se
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han vuelto una alternativa popular a los métodos tradicionales de clonaje basados en

ligasa T4 para la construccion de casetes de expresion de planta (“GATEWAY vectors for
Agrobacterium-mediated plant transformation”, Karimi M, Inzé D y Depicker A., Trends
Plant_Sci, 2002, 7: 192-195). En este caso, se realizd una reacciéon PCR usando dos
cebadores altamente purificados y largos (attB1-GSP3 (SEQ. ID. NO: 8, 10) y attB2-
GSP2 (SEQ. ID. NO: 9, 7)) conteniendo cada uno de ellos una secuencia de
recombinacién especifica. Tras una primera reaccién de recombinacién denominada
“reaccion BP” usando el vector pPDONR221, se formé un vector que contiene la secuencia
de promotor flanqueada por los sitios de recombinacién attL1 y attL2, y denominado
“vector pEntry”. En este momento una segunda reacciéon de recombinacién denominada
“reaccion LR” se realizd entre el vector pEntry y el vector pKGWFS7,0 (Plant Systems
Biology, Ghent University), dando lugar al vector que se denominé vector “pDestination” y
que contiene los sitios de recombinacién especificos attR1 y attR2.

Tras esta segunda reaccion, se logré un vector denominado vector “pExpression”
que contiene el fragmento de promotor en el sentido 5' de una secuencia GFP-GUS.
Usando como vector de destinacion pKGWFS7,0 que contiene un fragmento fusionado
de GFP-GUS SEQ. ID. NO: 11 pudo comprobarse la actividad tanto de GFP como de
GUS usando el mismo vector pExpression, lo cual también permitié seleccionar plantas
de tomate transformadas debido a su resistencia a kanamicina de la semilla. Finalmente,
se introdujo el vector pExpression (pCNH1:GFPGUS, SEQ. ID. NO: 12) en A
tumefaciens LBA4404 para la transformacion estable de la planta de tomate (Ellul P,
Garcia-Sogo B, Pineda B, Rios G, Roig LA, Moreno V. (2003), The ploidy level of
transgenics plants in Agrobacterium-mediated transformation of tomato cotyledons
(Lycopersicon esculentum Mill.) is genotype and procedure dependent, Theor Appl Genet.
2003 Jan;106(2):231-8.

El ensayo fluorométrico de GUS confirmo el patrén de expresion de este promotor,
demostrando la expresion de GUS, en todos los tejidos de plantas, pero especialmente
en tejidos de fruto.

En paralelo, para acortar el tiempo para el analisis de la actividad del promotor en
frutos, se eligié la expresion génica transitoria mediada por Agrobacterium mediante
agroinyeccion en frutos de tomate (Orzaez D, Mirabel S, Wieland WH, Granell A. (2006),
Agroinjection of tomato fruits. A tool for rapid funtional analysis of transgenes directly in
fruit, Plant Physiol. 2006 Jan;140(1):3-11.). Con este fin se introdujo pCNH1::GFPGUS en
A. tumefaciens C58 para estos ensayos de expresion transitoria y se inyecto
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conjuntamente con disolucioén de pBIN 35S: DsRed transformada por Agrobacterium. Se

exploraron pedazos de diferentes frutos para obtener valores relativos de fluorescencia
GFP/DsRed.

Este ensayo de agroinyeccién de pCNH1-GUS/GFP confirmé de nuevo el patréon
de expresion mediado por el promotor CNH1, mediante la deteccion de fluorescencia de
GFP, en todos los tejidos de plantas, pero especialmente en tejidos de fruto.

Estos ejemplos demuestran la capacidad del promotor CNH1 para dirigir la

expresion de genes o secuencias de DNA de interés en plantas.

Para la transformacion de la planta, un DNA de doble cadena que contenga el
promotor de la invencion puede ser introducido en el genoma de la planta por cualquier
metodologia ‘adecuada. Ello incluye la infeccién de tejido vegetal con cultivos de
Agrobacterium transformados con plasmidos derivados de Agrobacterium tumefaciens.
También incluye el uso de liposomas, electroporacién, tratamientos guimicos, bombardeo
de particulas u otros métodos alternativos para introducir DNA en el interior de las

células, o la transformacion mediada por virus o polen.

Un vector especialmente util es pKGWO (Karamini et al, 2002), derivado de
pPZP200 (Hajdukiewicz et al, 1994), que incluye un marcador de resistencia a
Kanamicina (Hellens et al, 2000) y un.cassette gateway (Invitrogen life technologies) para
facilitar el clonaje por recombinacion homéloga, todo elio comprendido enire las
secuencias conocidas como right border y left border y que delimitan el fragmento de
integracién en el genoma de la planta. Otros vectores conocidos en el estado de la
técnica podrian ser empleados.

Cuando se obtiene un numero suficiente de células que han integrado un gen de
interés dirigido por el promotor de la presente invencion, las células son regeneradas en

plantas enteras usando un protocolo de regeneracion apropiado a la planta huésped.

El promotor de la invencion es de utilidad en aplicaciones en las que la expresion
constitutiva fuerte de un gen o una secuencia de DNA (endégenos o heterlogos) es
deseada en todos los tejidos de la planta, especialmente en el fruto en diferentes estadios
de desarrollo, cuando niveles de expresion similares a los obtenidos por el promotor 358

son deseados en el fruto pero no de forma tan elevada en el resto de la planta.

En funcién del gen o secuencia de DNA de interés cuya expresion sea dirigida a
través del promotor CNH1, dicho promotor puede ser util en “molecular pharming
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approaches” para inmunizacion oral, como factoria de proteinas que albergan por si

mismas actividad biolégica o terapéutica por via oral o que regulan o catalizan la
produccién de otros compuestos metabdlicos con actividad biolégica o terapéutica por via
oral (vacunas orales, tolerégenos, biocidas, anticuerpos neutralizantes, adyuvantes,
compuestos antioxidantes, vitaminas, aromas, suplementos dietéticos); en la produccion
de complejos multiproteicos que requieran expresar de forma concertada dos o mas
genes con distintos promotores constitutivos para evitar reordenaciones genicas y/o
procesos de silenciamiento génico; en la adquisicion de fenotipos de resistencia a
patégenos, para la modificacion de la arquitectura del fruto otorgando a la planta y al fruto
distintas propiedades en funcion del gen o secuencia nucleotidica que se exprese bajo su

control.
EXPOSICION DETALLADA DE UN MODO DE REALIZACION
EJEMPLO 1

Tal como se indico, el procedimiento se inicié aislando DNA gendmico de
plantulas de tomate crecidas en la oscuridad. Se llevo a cabo la extraccion de DNA
genémico usando el minikit Dneasy Plant (Qiagen) y siguiendo el protocolo del fabricante.

A partir de este DNA gendmico, se hicieron varios grupos de DNA unidos a
adaptadores y denominados "bibliotecas”. Con este fin se realizaron cuatros digestiones
de DNA separadas usando cuatro enzimas de restriccion diferentes, EcoRV, Dral, Pvull y
Sspl. Se realizé la digestion de DNA a 37°C durante la noche usando 80 unidades de
cada enzima de restriccion, 2,5 ng de DNA gendmico, 1x tampén de enzima de
restriccion en un volumen total de 100 pl. Se purificaron los fragmentos digeridos usando
un volumen igual de fenol, transfiriendo la fase acuosa a un tubo nuevo y aplicando un
volumen igual de cloroformo. Se aislé la fase acuosa resultante y dos volimenes de
etanol al 95% frio, 1/10 volumen de NaOAc 3 M (pH 4,5) y se afadieron 20 ng de
glicégeno. Tras centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos, se lavé el sedimento
obtenido usando etanol al 80% helado y tras el secado al aire, se disolvi6 el sedimento en
20 pl de TE (10/0,1, pH 7,5). Se ligaron los fragmentos de DNA de cada grupo de
digestion a adaptadores de 48 pb (SEQ. ID. NO: 3) a ambos lados. Se llevaron a cabo las
ligaciones de DNA usando una ligasa T4 en una reaccion durante la noche a 16°C y se

pararon las reacciones a 70°C durante 5 minutos.

Tras la construccién de las bibliotecas, se realizaron dos reacciones de PCR para
cada biblioteca usando dos cebadores disefiados a partir del adaptador, un primer
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cebador denominado AP1 (SEQ. ID. NO: 4) y un segundo cebador anidado denominado

AP2 (SEQ.ID.NO: 6). La primera reaccion de PCR requiridé el cebador AP1 y un primer
cebador especifico de gen (GSP1) (SEQ. ID. NO: 5) que se disefi6 de modo que su
secuencia empez6 en la posicion -4 y contenia el codén ATG de CNH1.

Se diluyd el producto de PCR 1:50 y se usé para una segunda reaccion de PCR
usando el cebador adaptador anidado (AP2) (SEQ. ID. NO: 6) y un segundo cebador
especifico para gen (GSP2) disefiado a partir de la posicién -37 (SEQ. ID. NO: 7).

Se us6 la mezcla Advantage Genomic Polymerase (Clontech) para reacciones de
PCR. Primera serie de reacciones de PCR: (94°C, 25 s/ 72°C, 3 min.) x 5 ciclos, (94°C,
25 s/ 67°C, 3 min.) x 32 ciclos, (67°C, 7 min.) x 1 ciclo. Tras esta serie, se usaron 5 pl
para comprobar fragmentos haciendo pasar un gel de agarosa al 1,5% TAE1x, y s6lo en
aquellos casos sin producto de PCR se realizaron 5 ciclos adicionales (94°C, 25 s/ 67°C,
3 min.). Se diluy6 este primer producto de PCR 1:50 y una segunda serie de reacciones
de PCR siguiéron: (94°C, 25 s/ 72°C, 3 min.) x 5 ciclos, (94°C, 25 s/ 67°C, 3 min.) x 20
ciclos, (67°C, 7 min.) x 1 ciclo.

Como resultado de esta reaccion de PCR secundaria usando el cebador AP2
(SEQ. ID. NO: 86) y el cebador GSP2 (SEQ. ID. NO: 7), se observé el mayor producto de
PCR (3,7 kb) en la biblioteca EcoRV, que se comprobé haciendo pasar en un gel de
agarosa al 1,2 % TAE1x y se extrajo. Se llevd a cabo la purificacién de la banda
resultante usando el kit de extraccion en gel MinElute (Qiagen) y siguiendo el protocolo
del fébricante, asi se obtuvo un volumen final eluido de 10 pl. Se cloné el fragmento en un
TOPO TA vector de clonaje pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) y se usé el cebador AP2 (SEQ.
ID. NO: 6) para la secuenciacién de {a regién 5’ del fragmento clonado. Se obtuvo un
fragmento genémico de 3,7 kb y tras la secuenciacion se encontré que presenta 97 pares
de bases dela regién transcrita en sentido 5° SGN-U212704 asi como sus secuencias
promotoras novedosas. Esto confirmé que de hecho, se ha aislado una secuencia de
DNA en sentido 5’ del gen CHN1. SEQ. ID. NO: 1 muestra un fragmento de 3711 pb que
oscila desde la posicion -7 (esto es, a 7 pares de bases en sentido §') del sitio de inicio
de traduccion putativo de CNH1. La secuencia que corresponde al adaptador Genome

Walker también se ha destacado en la secuencia.

Para facilitar el clonaje de un fragmento de promotor necesario para ser usado
posteriormente para dirigir la expresién de genes endogenos o heterélogos o secuencias
de DNA se siguid una estrategia de clonaje Gateway. Para esto se disefié un
oligocebador GSP3 adicional en el sentido de 3' de la secuencia de adaptador para
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afiadir la secuencia de recombinacién attB1 (SEQ. ID. NO: 8) a la secuencia autentica en

el sentido 5. SEQ. ID. NO: 2 muestra la secuencia resultante de 3657 pb del fragmento
de promotor usado en la construccion de pCNH1-GUS/GFP para dirigir Ia expresion de
genes enddgenos o heterdlogos o secuencias de DNA en plantas tal como sigue.

Se amplifico el fragmento de promotor de 3657 pb mediante PCR usando una
parte del cebador GSP2 unido a una secuencia de recombinacién attB2 (SEQ. ID. NO: 9)
y GSP3 (SEQ. ID. NO: 10). La secuencia de cebador GSP3 usada para amplificacion sin
el fragmento de recombinacion esta destacada en la Figura 9. Se recombiné el fragmento
asi obtenido en una reacciéon BP con el vector pPDONR221 para proporcionar un vector
pEntry. Para hacer esto, se realiz6 una reaccién a 25°C segun las instrucciones del
fabricante (Invitrogen), usando entre 15 y 150 ng del producto de PCR, 1 pl de
pDONR221, tampdn TE y 1X mezcla de reaccién BP Clonasell. Tras una hora, se afiadié
1 ul de proteinasa K y se incub6 la reaccién a 37°C durante 10 minutos. Se trasformaron
células competentes de E. coli TOP 10 y se éembraron en placa en un medio de agar
mas Kanamicina LB y ftras una incubacién durante la noche a 37°C se observaron
colonias. Tras controlar varias minipreparaciones de las colonias candidatas obtenidas,
se obtuvo el vector pEnfry y las positivas se comprobaron posteriormente mediante
andlisis de restriccion de endonucleasa, y secuenciacion.

Se realiz6 la reaccién LR segun el fabricante a 25°C, usando 200 ng del vector
pEntry y 300 ng del vector pDestination, tampén TE y 1X mezcla de reaccién LR
Clonasell. Sé usé el vector binario pKGWFS7,0 (Karimi ef al, 2002) como vector
pDestination, que se consider6 mas adecuado para un ensayo de actividad de promotor
debido al GFP-GUS dual (SEQ. ID. NO:11) que se fusioné en el sentido de 3’ del sitio de
recombinacion attR2. Se realiz6 la seleccion de los clones transformados en un medio de
agar mas espetinomicina LB selectivo. La construccion de expresion resultante pCNH1:;
GFP-GUS se muestra en la figura 2.

EJEMPLO 2

El plasmido pCNH1::GUS/GFP tal como se describi6 en el ejemplo 1, se us6 para
transferir el casete CNH1::GUS/GFP (SEQ. ID. NO: 13) en un genoma de tomate de tipo
natural Solanum lycopersicum mediante el método de transformacion de disco de hoja
(Horsch, y modificado tal como en Ellul et al. 1993.). Se recogieron las plantas
transgénicas y se sometieron a ensayo para expresion GUS segtin Jefferson et al. (1987)
EMBO J. 6:390. La figura 3 muestra los niveles de actividad enziméatica GUS obtenidos
en diferentes 6rganos de una planta transformada con el T-DNA CNH1::GUS/GFP y
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donde por tanto el gen GUS se encuentra regulado por el promotor de la invencion

(barras blancas). Estos niveles se comparan con los conferidos por un promotor
constitutivo de referencia CaMV35S, fusionado de forma similar frente al gen GUS e
introducido en la planta como casete de expresién 35S::GUS/GFP (SEQ. ID. NO: 14)
(barras negras). Como se puede observar en la figura 3, CNH1 confiere expresiéon a GUS
en todos los 6rganos de la planta, sin embargo esta expresion es mucho mas fuerte en el
fruto a lo largo de su desarrollo, siendo en este 6rgano sus niveles de expresion muy
similares a los que confiere el promotor de referencia CaMV 358. Los niveles maximos de
actividad GUS conferidos por CNH1 son de 24 nanomoles de metilumbeliferona
producida por minuto y miligramo de proteina total en los exiractos crudos de fruto de
tomate en estadio verde-maduro. Se puede concluir que los promotores CaMV 35S vy
CNH1 difieren en su capacidad de discriminacion entre el fruto y el resto de tejidos de la
planta. Por tanto se concluye que el promotor CNH1 es (til para conseguir la expresién
de genes de forma ubicua en toda la planta pero especialmente alta (similar a CaMV358)

en el fruto.
EJEMPLO 3.

En este ejemplo, el casete CNH1::GUS/GFP (SEQ. ID. NO: 13) introducido en
plantas de tomate tal y como se describe en el ejemplo 1, es detectado mediante fincién
histoquimica en el fruto siguiendo el protocolo descrito por Jefferson et al., id., con el
objetivo de determinar la distribucion de la actividad GUS conferida por CNH1 en los
distintos tejidos del fruto. De izda a dcha, la figura muestra un fruto en expansion (15 dias
post- antesis), un fruto en estadio verde-maduro (35 dias post antesis), un fruto en
estadio pintén y un fruto rojo respectivamente. En la figura 4a se aprecia que la
distribucién de la tincion GUS dirigida por CNH1 se extiende a todos los tejidos y todos
los estadios de desarrollo estudiados. En la figura 4b se muestra, en una imagen similar,
la actividad GUS conferida por el promotor constitutivo CaMV358S en el fruto incluido en la
construccion 35S::GUS/GFP (SEQ. ID. NO: 14). La comparacién de ambas imagenes
prueba que CNH1 puede ser utilizado de forma analoga a CaMV35S como promotor
constitutivo en el fruto de tomate. De lo expuesto en la figura 4 se concluye que el
promotor CNH1 resulta ideal como promotor endégeno para la expresion de proteinas
recombinantes en el fruto cuando se pretende una expresion ubicua y constitutiva en este
érgano, ya que su expresion incluye a todos los tejidos y a los diferentes estadios de
desarrollo, de forma analoga a lo que se observa con el uso de un promotor constitutivo
de referencia como CaMV35S. El uso del promotor CNH1 resulta por tanto muy
conveniente cuando se requiere un promotor que facilite una acumulacion continuada y a
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altos niveles de un producto génico en el fruto, especialmente si este promotor ha de ser

un promotor endégeno.
EJEMPLO 4

El promotor CNH1 es Util para dirigir la expresién de proteinas recombinantes, y
en particular de la proteina fluorescente verde (GFP), en ensayos de expresion transitoria
en fruto. Los ensayos de expresion transitoria, descritos por Orzaez et al (2006), son
Utiles para determinar la viabilidad de una determinada construccién génica para su
expresion en fruto. Los ensayos de expresién transitoria tienen una eficiencia de
transformacion limitada y por tanto requieren construcciones con promotores que
confieran fuerte expresién en los distintos tejidos del fruto, dado que de otra forma no se
podra detectar el producto del gen recombinante. Una prueba de la idoneidad de un
promotor para su uso en ensayos de expresion transitoria en fruto consiste en determinar
su capacidad para dirigir niveles de expresion detectables y cuantificables de la proteina
fluorescente verde. La capacidad para dirigir la expresién de otra proteina indicadora, Ia
proteina fluorescente verde (GFP), de la nueva secuencia de promotor, se demostré en
tejidos de fruto usando el ensayo de agroinyeccién transitoria en el modo que se describe
en Orzaez et al. (2006). Se cultivd una suspensién de agrobacterias que llevaba la
construccion CNH1-GUS/GFP en LB hasta DO 0,5 y luego se diluyé en MS hasta DO
0,05. Se inyectaron doscientos microlitros de la suspensién de bacterias en frutos de
tomate en desarrollo a través del pedunculo del fruto. Se cosecharon los frutos cuatro
dias tras la agroinyeccién y se sigui6 la expresion de la GFP indicadora dirigida por el
CNH1 detectando la fluorescencia de pedazos de frutos usando un escaner Typhon
(figura 5a). La expresion transitoria de GFP conferida por CNH1 fue detectada en un
escaner de fluorescencia (figura 5a izda), y comparada con la conferida por CaMV35 en
la construccion CaMV35-GUS/GFP (figura 5a dcha). Para corregir las variaciones
debidas a la eficiencia de cada transformacién, se utilizé como estandard interno la
construccion CaMV35:DsRed, que dirige la expresion constitutiva de una proteina
fluorescente roja. Esta construccion se us6 como estandar interno para normalizar las
variaciones en fluorescencia verde debidas a la eficiencia de la transformacion transitoria.
La fluorescencia emitida por los frutos agroinyectados se midié a los cuatro dias post
inyeccion (verde-maduro) u ocho dias post inyeccién (representando estadios de pintén).
Para ello, secciones ecuatoriales de frutos se escanearon en un escaner de fluorescencia
usando dos canales de excitacion diferentes de 488 nm (para deteccién de GFP) y de
532 nm (para detector DsRed), calculandose los ratios verde/rojo de intensidad entre
ambos canales medidos en 4 posiciones diferentes de cada fruto. Para cada promotor
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ensayado, los valores absolutos detectados en el canal de fluorescencia verde se

dividieron frente a los valores absolutos detectados en el canal rojo, obteniéndose asi una
estimacion de la actividad relativa de cada promotor. En la figura 5b se muestran los
resultados de dicha comparacién: el promotor CNH1 rindié niveles cuantificables de GFP,
el rango de los obtenidos con CaMV35S en estadio verde (etiqueta MG), aunque
inferiores en estadio pintén (etiqueta Br). Este ejemplo permite concluir que el promotor
endégeno CNH1 confiere niveles de expresion de GFP detectables en fruto y que dichos

niveles son suficientes para realizar en ensayos de expresién transitoria en fruto.
EJEMPLO 5

Este ejemplo muestra el uso conjunto de los promotores 35S y el promotor de la
invencién CNH1 para la expresion conjunta en el mismo T-DNA de una immunoglobulina
A (IgA) humana frente a rotavirus. La IgA realiza una funcién de inmunoproteccion pasiva
en las mucosas. Los frutos comestibles pueden ser una excelente plataforma para la
produccién de lgAs recombinantes frente a virus enteropatogénicos, reduciendo los
costes tanto de produccidn como de purificacion. Las IgAs estan formadas por dos
cadenas polipeptidicas, ligera y pesada, y por tanto su produccién en fruto requiere la
expresion concertada de ambos genes en el fruto a altos niveles. La inclusiéon de
secuencias repetitivas en. las construcciones génicas destinadas a la produccion
recombinante de proteinas en plantas da lugar a pérdidas de eficiencia debido a procesos
de recombinacién, delecién y silenciamiento génico. Por tanto, para producir complejos
multiproteicos como IgA en fruto, resulta importante disponer de mas de un promotor
constitutivo con actividad en el fruto. En este ejemplo se describe la construccion y
expresion transitoria en fruto de un T-DNA para la expresion de IgA humana frente a
rotavirus en fruto de tomate. En esta construccion se utiliza promotor de la invencion
CNH1 para dirigir la expresién de la cadena ligera, mientras que la expresion de la
cadena pesada es dirigida por el promotor CamV35S.

El T-DNA del presente ejemplo se construye incorporando secuencialmente las
construcciones de la cadena pesada vy ligera al vector de expresion pK7GW (Karimi et al
2002). En primer lugar las secuencias nucleotidicas de la region constante de la cadena
pesada de la immunoglobulina A humana isotipo alpha 1 (SEQ. ID. NO: 15) (igHalphat) y
de la region constante de la cadena ligera humana isotipo lambda (Iglambda1) (SEQ. ID.
NO: 16) se introducen por recombinacién homdloga en el vector pPDNOR221 (Invitrogen),
generando los vectores pENTRIgHalpha y pENTRIgLambda respectivamente. Sobre este
vector se injertan por digestién con enzimas de restriccion y posterior ligacion las
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secuencias variables pesada (SEQ. ID. NO: 17) y ligera (SEQ. ID. NO: 18) del anticuerpo

de cadena sencilla 2A1 frente a rotavirus descrito por Monedero et al (2004), generando
los -vectores pENTRIgHalpha2A1 y PpENTRIgLambda2A1 respectivamente. Por
recombinacién homdloga entre pENTRIgHalpha2A1 y el vector de destino pK2GW?7,0
(Karimi et al 2002) se generé en vector de expresion pK235S_ IgHalpha2A1_NosT. En
paralelo, y mediante triple recombinacion homologa entre un vector de entrada
conteniendo al promotor CNH1, el vector pENTRIgLambda2A1 y un tercer vector de
entrada conteniendo el terminador T-Nos y el vector de destino pKGW,0 (Karimi et al
2002) se generd el vector de expresion pKNH_ IgLlambda2A1_NosT que contiene un
cassette de expresion con el promotor CNH1, la cadena ligera Llambda2A1 y el
terminador T-Nos. Finalmente, dicho cassette de expresién se incorporé en el vector
pK235S_ IgHalpha2A1_NosT por digestion con enzimas de restriccion y posterior
ligacién. El vector resultante contiene un T-DNA que se muestra en la Figura 6 (SEQ. ID.
NO: 19) y que incorpora los elementos necesarios para la expresion en fruto de una IgA
humana frente a rotavirus: Se construyé un fragmento de T-DNA de Agrobacterium
tumefaciens gue contenia los siguientes elementos desde 5" hasta 3": (1) el left border
integrativo (SEQ. ID. NO: 20); (2) un casete completo para resistencia a kanamicina en
plantas (SEQ.ID.NO: 21); (3) un sitio de recombinacién attB1 como subproducto de
recombinacion LR (SEQ. ID. NO: 22); (4) un promotor 35S doble (SEQ. ID. NO: 23); (5)
un sitio de recombinacién attB4 como subproducto de recombinacion LR (SEQ. ID. NO:
24); (6) el péptido sefial pectato liasa de tomate para dirigir la expresiéon de
inmunoglobulina para el sistema de endomembrana de estabilizacién (SEQ. ID. NO: 25);
(7) una region variable de inmunoglobulina humana de cadena pesada con afinidad frente
al péptido VP8* de la cepa de rotavirus SA11 (SEQ. ID. NO: 17); (8) el dominio constante
de inmunoglobulina alfa humana de cadena pesada; (SEQ. ID. NO: 15); (9) un sitio de
recombinacion attB3; (SEQ. ID. NO: 26); (10) el terminador nopalina sintasa para
terminacion de trascripcion eficiente; (SEQ. ID. NO: 27) (11) y un sitio de recombinacién
attB1 (SEQ. ID. NO: 22); (12) el promotor CNH1 (SEQ. ID. NO: 2); (13) un sitio de
recombinacion attB4 (SEQ. ID. NO: 24); (14) el péptido sefial pectato liasa de tomate
(SEQ. ID. NO: 25); (15) una regién variable de inmunoglobulina humana de cadena ligera
con afinidad frente al péptido VP8* de la cepa de rotavirus SA11 (SEQ. ID. NO: 18); (16)
la regién constante de inmunoglobulina lambda humana de cadena ligera (SEQ. ID. NO:
10); (17) un sitio de recombinacién attB3 (SEQ. ID. NO: 26) (18) el terminador nopalina
sintasa (SEQ. ID. NO: 27); (19) y un sitio de recombinacién attB2 (SEQ.ID.NO: 28). (20)
el right border de T-DNA (SEQ. ID. NO: 29) (figura 7).
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La presencia de promotor CNH1 dirigiendo la expresién de inmunoglobulina

humana de cadena ligera actiia como factor limitante, garantizando que se produzcan
niveles altos de IgA humana recombinante funcional anti rotavirus sélo en tejidos en el

que CNH1 es activo (es decir principalmente en el fruto).

Se transfiri6 de manera transitoria el T-DNA descrito anteriormente a células de
fruto de tomate usando el procedimiento de agroinyeccion (Orzaéz et al 2006). Se detecto6
la presencia de IgA humana recombinante frente a rotavirus en extractos brutos de frutos
de tomate en Western blot y ELISA. La figura 8a muestra la deteccion en fruto (linea 1)
mediante Western blot de las cadenas pesada y ligera de IgA. No se detecté IgA en frutos
control agroinfiltrados sélo con CamV35S:GFP/GUS, mientras que la expresion de ambas
cadenas fue indetectable en hoja de tomate agroinfiltrada con el mismo T-DNA. Se
demuestra de esta forma que ambas cadenas de IgA se expresan en el fruto y que el
promotor CNH1 es eficiente para la produccion de complejos IgA en el fruto cuando se
necesita el concurso de mas de un promotor constitutivo en el fruto. La ausencia de IgA
detectable en hoja se interpreta como resultado de los niveles bajos de expresion de lgL
conferidos por CNH1 en hoja y la inestabilidad de IgH en ausencia de IgL.

La figura 8b muestra como los extractos crudos de tomates agroinfilirados con el
T-DNA de Ia figura 7 son capaces de unir especificamente el antigeno de rotavirus contra
el que fueron inicialmente seleccionados (VP8*). Extractos sin diluir y diluciones 1:10 de
los extractos reaccionaron fuertemente frente al antigeno en ensayos ELISA (barras
blancas), mientras que extractos de frutos control agroinyectados con la construccién
35S:GFP/GUS muestran solo una sefial basal en placas tapizadas con el antigeno. Se
demuestra por tanto que el concurso de CNH1 permite la expresion de complejos

proteicos funcionales en el fruto.
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REINVINDICACIONES

10.

11.

Promotor constitutivo CNH1 que comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 2 o al
menos una secuencia que presenta el 70% de homologia con SEQ. ID. NO: 2.

Promotor constitutivo seguin reivindicacion 1 caracterizado por dirigir la expresion
de genes o secuencias de DNA de interés en altos niveles en toda la planta, con

niveles mas altos en el fruto.

Promotor constitutivo segtin reivindicacion 2 caracterizado porque dicha expresion

en el fruto, es similar a la proporcionada por el promotor constitutivo CaMV35S.

Promotor constitutivo segtn reivindicaciones anteriores caracterizado porque
dicha expresién en el resto de la planta es al menos un orden de magnitud inferior

que la expresion en el fruto.

Promotor constitutivo segtn reivindicacion 4 caracterizado porque dicha expresion

en el resto de la planta es de 3 a 6 veces menor que en el fruto.

Promotor constitutivo segtn reivindicaciones 1-5 caracterizado porque la
expresién de los genes de interés que dirige, se produce durante todos los
diferentes estadios de desarrollo de la planta y del fruto.

Construccion nucleotidica caracterizada por comprender el promotor segun
reivindicaciones 1-6 operativamente unido a un gen o secuencia de DNA de
interés que da lugar a la produccion de una secuencia de RNA que codifica para

una proteina o péptido de interés.

Construccién nucleotidica segtn reivindicacion 7 caracterizada porque dicha
secuencia de DNA o gen de interés es homdlogo o heterélogo al promotor segun

reivindicacion 1-6.

Construccién nucleotidica segun reivindicaciones 7-8 caracterizada porque dicha
proteina o péptido de interés presenta utilidad en molecular pharming.

Construccién nucleotidica segun reivindicaciones 7-9 caracterizada porque dicha

proteina o péptido de interés es de utilidad en la produccion de medicamentos.

Construccion nucleotidica segtn reivindicaciones 7-10 caracterizada porque dicha

proteina o péptido de interés es una inmunoglobulina.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

24
Construccién nucleotidica segtn reivindicacién 11 caracterizada porque dicha

inmunoglobulina es IgGA.

Vector que comprende la construccién nucleotidica segln cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 12.

Célula de planta que comprende la construccion génica segtn cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 12.

Célula de planta segun la reivindicacién 14 donde dicha planta pertenece al

género Solanum.

Célula de planta segun reivindicacion 15 donde dicha planta es Solanum

lycopersicum.

Célula de planta segun reivindicacion 14 donde dicha planta pertenece a cualquier
especie de plantas que presenten fruto.

Célula de planta segin cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17 donde la
proteina o péptido de interés es heterélogo a dicha planta.

Célula de planta segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18 donde dicha

proteina o péptido pertenece a la especie Solanum.

Célula de planta segun reivindicacién 19 donde dicha proteina o péptido de

interés pertenece a Solanum lycopersicum.

Planta transgénica que comprende la construccion nucleotidica segln

reivindicaciones 7-12.

Planta transgénica segun reivindicacion 21 caracterizada por pertenecer al género

Solanum.

Planta transgénica segun reivindicacién 22 caracterizada por ser Solanum

lycopersicum.

Planta transgénica segln reivindicacion 21 caracterizada por pertenecer a

cualquier especie de plantas que den fruto.

Semilla de planta segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

25
Fruto de la planta segtin cualquiera de las reivindicaciones 21 a24.

SEQ. ID. NO: 2.

Uso del promotor segun reivindicaciones 1 a 6 para dirigir la expresioén de genes o
secuencias de DNA de interés en plantas caracterizado porque dicha expresion se

produce en altos niveles en toda la planta, con niveles mayores en el fruto.

Uso del promotor segun reivindicacion 28 caracterizado porque dicha expresion

en el fruto es similar a la obtenida en toda la planta al emplear promotor 35S.

Uso del promotor segun reivindicaciones 28-29 caracterizado porque los niveles
de expresion en el resto de la planta son aproximadamente un orden de magnitud

inferior que en el fruto.

Uso del promotor segun reivindicacion 30 caracterizado porque dicha expresion

en el resto de la planta es de 3 a 6 veces inferior que en el fruto.

Uso del promotor seguin reivindicaciones 28 a 31 para dirigir la expresion de
genes o secuencias de DNA de interés en plantas cuando mas de un promotor
constitutivo es necesario para expresar dos o mas proteinas recombinantes de

forma concertada y preferentemente en el fruto.

Uso del promotor seguin reivindicaciones 28 a 32 en estrategias de tipo “plantas

biofactoria”.
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QQAAAAAGG'VAATTAGAATCCCTTAACTCTGCTTGACTTCGCTATCGCTCGTTCATTTGTAAGAATATCGTCAAA
CATCATTCGTCTCTACGGGAATTATTTATTTTCTTAAAAAGAAAAATTCTATAACATTATATATATATAATTTTTAGGATAGCCTAAC
GTTACATGTAAAGTTATAGTCACGTGATCAAAAAGTCATCATARAGGATARATATATTTCCGAGT TATCTTAAATGGTATGAAGATAC
TCTCCGTCATACTTTTGAGACATTGGAGCCCCTGTCGTTCAARARCTAGAGCAAATATGTCCTTCATTCTAAAAGAAGACTAAATAGG
AAAACGTGACATAATCTTATCCGTTGATCCGATATTTAATAACGGTCATATCGGTGGATAARATTGCGACACGTGTATGTCCATTAGT
ATAAAAGGTATATATGCTCTAATTTTTAAACGACAGGGACAACAATATCTCAAARAGTATGACGAAGGATGTATCTACATACCATTTCT
TATAATTCGGAGTATATTTGTCTTGTTTCTICTTTAACTATAAAGAACAACCTCGTACAAAAATATAAGCGCTATTGACTTAATTTTCC
TCCAAACATGGCGTATAACTAAAGCTTAGTACATCCGACTGTCTTTCGGTCARACTACATACATATAAGATAAAGAGCNTGGGCNAAT
GACACAAATCCAGCGTGGCAAAATCAGAGAAAGTAAATGAAAATGGGGCCCNAATAGCACGAGTAGTACTACCTGGANAAGCATCCAA
AGGGTCTTAATANGGGCCCACTAGGCCCARATNAAGTAGGGCCCATTTAGAGAAAGCCCAAAAGGATTTAGATCTAAAAAGGAAGTGC
CACGTCAGAATATGGGGCCCATTTAGACGTNAATGGTCGTARATTGNGATAGTGGGGGCCCATTTAGCACCGGCCCTTCACTATTAAT
TTGGACTTTACGTTCATAACCAANTTGTCCACAAATCNABRAATANTAATAATAATTCAACTTGCCTTTTATTTTTTCTTCAAATTCCT
AAACATTCTCATCTTGACTAGTATTGTAGAAAAAAACATT TTACTATT TTTGGTGAAATTTTGATGT GATTTTACTCTAATGTAATTT
TACTGTTGTTAATGAARAGGTGTGTCATGCCGACAATARATAAATAAAAAGATAATTCAATGTAAARATTATTTCATATT TAACGAGA
TCTGAAAGGATCGTCATATTTCAAARAGAAGTAATGTAGGTAGTTTATCTTCAGCATGTATTAATGTCTGATCATGACCCGAATTCGT
GATTAATAGATCGATCCAATCCAAAGGCGGCAACAGAAAATGTATAATCAAAATAGTAATATCACGAGTTTAAGT TGTTTAATATTTT
TTTTATTTAATTTATACGATGCGAAGAGGTATGGAGCTTTTGATT TAACTATAATATAATATTGGTTTGGTTATARAACTTTTGAAAT
ACACGACTTAAACCTATGAAATATTTAATAAGTTAAATTATTTTTAGATTGTAACATATTTTATAAT TTTTGCAAATAAAACAACCTA
TTAAAATGAATTTAACTAAAAAATATATATCATACCACATTGATAAATGCACACATAGTTAAAAGAARATATGTTTCAACTAATTAAA
CATTTATACAATAATTTGCGAGATCCAATACATAACATTAAAAARAAATAGATAARAAGGTTAGAGTCATTATTTACATGGATTAGCAR
CTTAATTCATTCGAGCGATAAAAGTTGTGATAGAATGATAAATATTTTTTTGATTTTTT TAAATTTAAATAGARAATTTCAAATTCAAR
CGTTAGTTACGAAAGCATGATTGTTACAGAATATATATATTAAGTATAACTTTTCGATATGAATCAAAATTCAATCGAACCCTACTGA
ACGTTGGATGGGAAATTTTAAAAAATTAAATTAATTTCCTTARACCAAGGAGAT TTTGTTGTAAAGGAACTAAAATTAAGAARAAGAT
TAATTTTTAAAAATTAGAAGAACATGAAAGCATGATGGTCTTAGTCACCTACATGCCCTACTGCACAAAACACAGAAAGAAAAAAGAT
ATAATAGCTGTTATAGTAAATGGTCTCCACCACCATGTGGCATTGCTATTTCCCAATCARAACAAGTGCTTTTAGACAAACCTAATAA
ATGAATTTATTAATTACATTTTTTTTAAAAAAAAAATTGTGTTTGAGTCGAAGATCTATCGAATCACATATGTTTAGTTATCCTTTAA
GGTAAAARATGAGATTTCATGTACACACTATTCTTTTCACTTGCGGCATGAGACTAACTATGTTATTGTTACTGTATTATTACGTAGAA
AATGCCTAATTTTGAARATCAATAAGGAARAAATAAARATAATGTGTTGAATATTAT TTTCTTAGAAAATATTATCGATGTGAATTTA
TTCATATTGGTGGTCCTAAATTTGAATGAAAAGATTAATAAGTAATTARATGAATATGTAATGTCACCAAACGGAAAGGTTTTTATTT
TCARAATAAATAAGGAAGCAAAAAGGAARAGAATGTGTTAAGAGTGTTTTTCTTATAAGAGATTGTTAATGTGAACTCATTTATATTG
TCGATTTAATGTTTGAATAAATAARATTTATAATCTTGTCAAAGAAAARACTCTTCATATTGAAAATCAAAAAGGAARAAAAAATGTGTA
AGAATATTATTTTTCTTAAATTTATTCATATTATCAATCTCAAGTTCAAATTAATAAATAAATTAATTTATAATGCCATGAAAGAAAR
AARATTCGCCACGTTGAAAAACAATAAAGAAGAGAGGGGARAGAGGATACAATTTTGTTTATTATTAACTAGATTTTCGTTTTGTGATT
GTTGAAATTTTAACTGITTTATTCATAAGTCTTAAATTCGAACTATATGAAATTTTTTTAAAAAAATCCTCAATAAAAAGTGTTTTAC
TTATAAATACCATCTAATGTTAAGACTATATATTTAGAARAATGAAAGT TTCAAATTTCAAATTTTACCTGGTAAATTTTAARATTCTAT
AATAATAGCTAAAAAAATGGATATTTGTGAATTTTACTATGTGTTACTTGATGGACTTACTCCATTAGAATCTAGACTAATCGAATGT
GTAAATTTAAATATCCGATAATTATAACAATAACAACAGACTGAATATTATTCCATATATATATATATAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAAATCTTAATTCTATCTAAAGGTAATTTTTAATAGATCCTCAACTCGCGTATGAATGGATTAAACTTATATTATATAAGGTAAG
GAAAAARAGGAAATATTTTGTATGATTACTATTATTTTCTTATTATTATAAACATAAAGTAAAGTARAAGTAAATACATTTACAACTAG
ACATCCAAATCTTTTGTACACCCTTAATTGTCAGTGATATGAGGTGTCAATATGTATATACTTGAAGATTCTTTTTTTCTTCCATTAA
TTAATTTTATATTAATACACTCCATTTTACTTTCTCTATATAAAGCTCTCTCATTTGATCATTTTTTCCATCAACAAATTACAATTAC
AAATATTTTGCCCCCTTCCATTTCTTAATTTATTTTCCTCTTTCCCATCTTCTTATTTTCCAACTT
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the priority date claimed

“

“xr

wy

“ &

later document published after the international filing date or
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step when the document is taken alone

document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other documents , such combination
being obvious to a person skilled in the art
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Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2008)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

Box No. I Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item1.b of the first sheet)

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

a. type of material

E a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing

b. format of material
on paper

in electronic form

c. time of filing/furnishing
@ contained in the international application as filed
|E filed together with the international application in electronic form
I:l furnished subsequently to this Authority for the purposes of search
2. I:l In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed

or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (April 2005)
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Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. @ Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Box 1.2

Claims 2-6 define the invention in terms of the result sought and lack technical features. A promoter is
defined by the sequence thereof, and what increases or reduces the expression thereof, any specific
tissue, etc. is the result of the sequence. The subject matter of claims 28-33 can be claimed in the
form of a “use of the promoter for...” .

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

O

As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No.

PCT/ ES 2009/000375
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WO 9746690 A 11.12.1997 CA 2252366 A 11.12.1997
AU 2967497 A 05.01.1998
EP 0906435 AB 07.04.1999
AU 726697 B 16.11.2000
JP 2001501810 T 13.02.2001
US 6239331 B 29.05.2001
AT 308619 T 15.11.2005
ES 2247629 T 01.03.2006
DE 69734512 T 01.06.2006
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CI2N 15/82 (2006.01)
AOIH 15/00 (2006.01)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2009/000375

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

C12N, AO1H

Otra documentacion consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la buisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES,EPODOC, WPI, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, EBI

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A WO 9746690 A1 (ZENECA LIMITED). 11.12.1997, 1,7-33

pagina 1, linea 1 - pagina 3, linea 8; pdgina 8,
Iineas 10 -28; reivindicaciones 1-5.

A US 6340748 B1 (Ro et al.). 22.01.2002, columna 1, 1,7-33
Iinea 31 - columna 2, linea 15; reivindicacion 1.

A US 6127179 (DellaPenna et al.). 03.10.2000, 1,7-33
columna 3, lineas 26 - 56; reivindicaciones 1-6.

[] En 1a continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “1” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de comprensién del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacion internacional o en fecha posterior. invencion.

“L”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de “X”  documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0” documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a “Y” documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicidn o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

documento se asocia a otro u otros documentos de la misma

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional hibes! :
naturaleza, cuya combinacidn resulta evidente para un experto en

pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada.

la materia.

“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional
26.Noviembre.2009 (26.11.2009) 02-DICIEMBRE-2009 (02/12/2009)
Nombre y direccidén postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
bisqueda internacional O.EP.M. M? D. Garcia Gravalos
Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.
N° de fax 34 91 3495304 N° de teléfono +34 91 349 34 04

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2008)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2009/000375

Recuadro I Secuencia(s) de nucleétidos y/o de aminoacidos (continuacion del punto 1.c de la primera hoja)

1. Enlo que se refiere a las secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para la
invencidn reivindicada, la bisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de:

a. Tipo de material

una lista de secuencias

|:| tabla(s) relativas a la lista de secuencias

b. Formato del material
en papel
en formato electrénico
c. Fecha de presentacién/entrega
contenido en la solicitud internacional tal y como se presentd
presentado junto con la solicitud internacional en formato electrénico

[ ] presentado posteriormente a esta Administracion a los fines de la bisqueda

2 Ademads, en caso de que se haya presentado mds de una versién o copia de una lista de secuencias y/o tabla relacionada con
ella, se ha entregado la declaracién requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es
idéntica a la de la solicitud tal y como se present$ o no va mds alld de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja(1)) (Julio 2008)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2009/000375

Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de bisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segiin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. D Las reivindicaciones N*:

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones N*: 2-6
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Estas reivindicaciones son de resultado y carecen de caracteristicas t€cnicas. El promotor se define por su
secuencia y el que aumente o disminuya la expresion de la misma, o que sea tejido especifica, etc., es el
resultado de su secuencia. Se pueden reivindicar como "uso del promotor para..." lo que ya esta recogido en
las reivindicaciones 28-33.

3. L] Las reivindicaciones N™:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. 1 pado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buiisqueda.

2. 1 Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de blisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. L] Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N*:

4 U Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satistecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de busqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N*:

Indicacién en cuanto a la protesta L se acompafié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

L se acompafié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido en el requerimiento.

L] m pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2008)
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Informacién relativa a miembros de familias de patentes

Solicitud internacional N°

PCT/ES 2009/000375
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de biisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO 9746690 A 11.12.1997 CA 2252366 A 11.12.1997
AU 2967497 A 05.01.1998
EP 0906435 AB 07.04.1999
AU 726697 B 16.11.2000
JP 2001501810 T 13.02.2001
US 6239331 B 29.05.2001
AT 308619 T 15.11.2005
ES 2247629 T 01.03.2006
DE 69734512 T 01.06.2006

Formulario PCT/ISA/210 (anexo_familia de patentes) (Julio 2008)
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CI2N 15/29 (2006.01)
CI2N 15/82 (2006.01)
AOIH 15/00 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Julio 2008)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - claims
	Page 25 - claims
	Page 26 - claims
	Page 27 - drawings
	Page 28 - drawings
	Page 29 - drawings
	Page 30 - drawings
	Page 31 - drawings
	Page 32 - drawings
	Page 33 - wo-search-report
	Page 34 - wo-search-report
	Page 35 - wo-search-report
	Page 36 - wo-search-report
	Page 37 - wo-search-report
	Page 38 - wo-search-report
	Page 39 - wo-search-report
	Page 40 - wo-search-report
	Page 41 - wo-search-report
	Page 42 - wo-search-report

