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DESCRIPCION
Replicon derivado de potexvirus
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a un proceso de expresion de alta produccion de un gen de interés en una planta, en
tejido de planta o en células de planta usando un replicon derivado de potexvirus y a un &acido nucleico que comprende o
que codifica un replicon de ARN potexviral que puede utilizarse para expresar un gen de interés. La invencion también
se refiere a un kit de partes que comprende dos 0 mas vectores que juntos codifican el replicon de ARN de la invencion.

Antecedentes de la invencién

La expresion de alta produccién de proteinas heter6logas en plantas puede lograrse usando vectores virales. Los
sistemas de vectores viral se desarrollaron predominantemente para la expresion transitoria seguida por la infecciéon
(Donson et al., 1991, Proc Natl Acad Sci USA, 88:7204-7208; Chapman, Kavanagh & Baulcombe, 1992, Plant J., 2:549-
557) o la transfeccion (Marillonnet et al., 2005, Nat Biotechnol., 23:718-723; Santi et al., 2006, Proc Natl Acad Sci U S A.
103:861-866; documento WO02005/049839) de un huésped de planta. Los sistemas mejor establecidos y
comercialmente disponibles se basan en virus de ARN monocatenario de sentido positivo, preferiblemente en vectores
derivados del Virus del Mosaico del tabaco (TMV) (Kumagai et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 427-430;
Mallory et al., 2002, Nature Biotechnol. 20, 622-625; documentos US5316931; US5589367; US5866785; US5977438;
W002088369; WO02097080; WO0229068; US5491076).

Otro grupo de vectores basados en virus de ARN derivados del potexvirus PVX (virus X de la patata) también puede
proporcionar una produccion razonablemente alta de proteinas recombinantes, aunque una produccién notablemente
menor que los vectores derivados del TMV (Chapman, Kavanagh & Baulcombe, 1992, Plant J., 2:549-557; Baulcombe,
Chapman & Santa Cruz, 1995, Plant J., 7:1045-1053; Zhou et al., 2006, Appl. Microbiol. Biotechnol., 13 Abril, Pub antes
de impresion; Zelada et al., 2006, Tuberculosis, 86:263-267). Obviamente, tal sistema necesita mas desarrollo para
aumentar la produccién de la proteina de interés recombinante.

En la primera generacion de vectores virales sistémicos, se gasté una gran proporcién de recursos de plantas para la
produccion de la proteina de recubrimiento viral que es necesaria para el movimiento sistémico de un replicén viral. Para
los vectores derivados del TMV (Virus del Mosaico del Tabaco) este problema se resolvié eliminando el gen de la
proteina de recubrimiento y mediante el uso de agro infiltracion para la administracién sistémica eficaz de los replicones,
reforzando asi significativamente la produccién de proteinas de interés recombinantes (W0O2005/049839; Marillonnet et
al., (2005), Nat. Biotechnol., 23:718-723). Sin embargo, a diferencia de los replicones derivados del TMV, los replicones
derivados de potexvirus requieren la proteina de recubrimiento viral no solamente para el movimiento sistémico, sino
también para el de corta distancia (de célula a célula). Por lo tanto, el gen de la proteina de recubrimiento de los vectores
virales derivados de potexvirus no puede eliminarse sin una grave pérdida de la eficacia de la expresién de la proteina.
Ademas, la modificacion genética del hospedador de planta que proporcione proteina de recubrimiento viral en trans es
raramente una buena solucién debido al silenciamiento génico. Ademas, las plantas transgénicas que expresan la
proteina de recubrimiento podrian presentar resistencia mediada por la proteina de recubrimiento a exposiciones por
virus de planta (Beachy, RN., 1999, Philos. Trans. R. Soc. Lond B Biol. Sci, 354:659-664; Wisniewski et al., 1990, Plant
Cell, 2:559-567). Otro fendbmeno similar, denominado resistencia mediada por la CP heterdloga, puede ser un problema,
por ejemplo, cuando una planta transgénica que expresa la CP del PVX reduce la propagacion de célula a célula del
ARN del TMV (Bazzini et al., 2006, J. Gen. Virol., 87:1005-1012). Ademas, la expresion de la proteina de recubrimiento
del PVX en plantas de tabaco transgénicas recupera al PVX del movimiento deficiente, pero compromete la eficacia del
movimiento de célula a célula y la replicacion viral (Spillane et al., 1997, Virology, 236:76-84). Esto podria ser un
problema cuando se requiere el uso de dos vectores virales (por ejemplo, vectores basados en el TMV y en el PVX), en
la misma célula de planta, para la expresion de proteinas hetero-oligoméricas (por ejemplo, para la expresion conjunta
de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo monoclonal) (documento WO2006/079546; Giritch et al., 2006, Proc.
Natl. Acad. Sci USA, en prensa).

Descripcion general de la invencion

Es por lo tanto un objetivo de la invencién proporcionar un vector viral basado en potexvirus para la expresion de alta
produccién de una proteina de interés en plantas, en tejido de plantas o en células de plantas. El vector viral deberia
poder moverse de célula a célula y para producir la proteina de recubrimiento viral apenas deberia consumir los recursos
de un hospedador de planta.

Este objetivo se resuelve mediante un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.
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También se describe un acido nucleico que comprende o que codifica un replicon de ARN que comprende, en este
orden, los siguientes segmentos:

(i) una secuencia de &cido nucleico que codifique una ARN polimerasa dependiente de ARN o un derivado
conservador de la funcién de la misma;

(ii) una secuencia de acido nucleico que comprenda un blogue genético triple de potexvirus o una variante
conservadora de la funcién del mismo y una proteina de recubrimiento potexviral o una variante conservadora de la
funciéon de la misma;

(iii) una secuencia de acido nucleico heterélogo que pueda expresarse a partir de dicho replicon en una planta o en
un tejido de planta;

0 una secuencia complementaria de los mismos.

Adicionalmente se describe un acido nucleico que comprende o codifica un replicon de ARN que comprende, en este
orden, los siguientes segmentos:

(i) una secuencia de &cido nucleico que codifigue una ARN polimerasa de ARN dependiente de ARN o un derivado
conservador de la funcién de la misma;

(i) una secuencia de acido nucleico que comprenda un blogue genético triple de potexvirus o una variante
conservadora de la funcion del mismo y una proteina de movimiento tobamoviral; y

(i) una secuencia de acido nucleico heter6logo que pueda expresarse a partir de dicho replicon en una planta o en
un tejido de planta;

0 una secuencia complementaria de los mismos.

Dicho replicon de ARN puede ser un replicon para replicar y expresar dicha secuencia de acido nucleico heterélogo en
una planta o tejido de planta. Dicho replicon de ARN puede construirse en un potexvirus y usa el sistema de replicacion y
expresion de un potexvirus para expresar una secuencia de acido nucleico heterélogo.

El acido nucleico de la invencién puede ser un acido nucleico aislado, o uno aislado y purificado. El acido nucleico de la
invencién se usa tipicamente como un vector para transfectar o transformar una planta o células de plantas.

La invencién también proporciona un kit de partes, que comprende al menos dos vectores (provectores) que, en células
de planta, por recombinacion dirigida a sitio, pueden ensamblar dicho acido nucleico de la invencion.

La invencion también proporciona un procedimiento para la expresion de una secuencia de interés de &cido nucleico
heterélogo en una planta o en un tejido de planta, que comprende proporcionar una planta o tejido de planta con dicho
acido nucleico de la invencién. La invencion también proporciona un procedimiento para la expresion de una secuencia
de interés de acido nucleico heterélogo en una planta o tejido de planta, que comprende proporcionar una planta o tejido
de planta con dos o mas vectores que sean capaces de ensamblar dicho acido nucleico de la invencién en células de
planta por recombinacion dirigida al sitio.

De manera sorprendente los autores de la invencion han identificado un modo para aumentar la produccion de la
expresion de una proteina de interés que se expresa en una planta o en un tejido de planta, a partir de un vector
potexviral mediante un disefio vectorial en el que las secuencias, como se definen en el punto (ii), se posicionan (cadena
abajo en la direccién de 5 a 3') después de la secuencia codificante de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp o
RdRP, por las siglas en inglés RNA-dependent RNA polimerase) del punto (i) y preceden a dicha secuencia de acido
nucleico heterélogo del punto (iii). En el caso especial de vectores potexvirales, este disefio vectorial conduce a una
capacidad de movimiento de célula a célula del replicén de ARN y, al mismo tiempo, a niveles de expresion mas altos del
acido nucleico heter6logo en comparacion con los vectores potexvirales convencionales en los que un acido nucleico
heter6logo se coloc6 cadena arriba del gen de proteina de recubrimiento potexviral. El efecto identificado por los
inventores puede deberse al hecho de que la posicién de las secuencias del punto (ii) conduce a niveles de expresion
mas bajos de estas proteinas y a un menor consumo de los recursos de la planta para la expresion de estas proteinas,
permitiendo niveles de expresion mas altos de la proteina 3' de interés. De manera importante, el nivel de expresion
limitado de la proteina de recubrimiento potexviral en la invencion es suficiente para soportar el movimiento eficaz de
célula a célula para la alta produccion de la expresion de la secuencia de interés heteréloga.

Los potexvirus son virus de ARN de planta con un genoma monocatenario de sentido positivo. Por lo tanto, dicho acido
nucleico de la invencion puede ser ARN que sea, o que comprenda, dicho replicon de ARN, o puede ser ADN que
codifique a ese replicon de ARN. En el presente documento, las expresiones "vector potexviral" o "replicén potexviral"
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significan que el vector o el replicon hacen uso del sistema de replicacion y de expresién de la proteina de los potexvirus.
Dicho &cido nucleico puede construirse en un potexvirus natural, usando, por ejemplo, componentes genéticos de un
potexvirus. Dicho acido nucleico de la invencidon puede obtenerse insertando dicha secuencia de acido nucleico
heterélogo en una construccion de acido nucleico que codifique un potexvirus, de modo que dicha secuencia de interés
de &cido nucleico heterdlogo se inserta cadena abajo de una secuencia que codifica la proteina de recubrimiento del
potexvirus. Sin embargo, pueden hacerse varias modificaciones a los diversos componentes genéticos de un potexvirus
natural, tal como al gen de la RdRP, al bloque genético triple, al gen de la proteina de recubrimiento, o a las regiones 5' o
3' no traducidas de un potexvirus, para los que se muestran ejemplos mas adelante.

Dicho replicon de ARN de la invencion comprende, en el orden desde el extremo 5' hacia el extremo 3', dichos
segmentos (i) a (iii) de la invencion. Otros elementos genéticos estaran tipicamente presentes en dicho replicon para la
replicacion y la expresion. Para ser un replicon de ARN, es decir, para la replicacion autbnoma en una célula de planta,
dicho replicén de ARN codifica una RdRp o un derivado de conservacion de la funcion de la misma. Dicho replicon de
ARN también puede tener regiones potexvirales 5'- 6 3'- no traducidas y secuencias promotoras en la regién 5'- 6 3'- no
traducida de dicho replicon de ARN para unir dicha RdRp y para replicar dicho replicén de ARN. Dicho replicén de ARN
también puede tener promotores subgendmicos en los segmentos del punto (ii) y (iii) para generar los ARN
subgendmicos para la expresion de las proteinas codificadas por los segmentos de los elementos (i) y (iii). Si dicho
acido nucleico es ADN, tipicamente tendrda un promotor de transcripcion para permitir la produccién por transcripcion de
dicho replicon de ARN in vitro 0 en la planta. Un ejemplo de un promotor de transcripcion que permite la transcripcion de
dicho replicon de ARN de un acido nucleico de ADN en la planta es el promotor 35S que se usa ampliamente en la
biotecnologia de plantas.

Dicho segmento (i) puede codificar una RdRp de un potexvirus, tal como el virus X de la patata, o una variante
conservadora de la funcion de dicha RdRp del potexvirus. La RdRp usada en dicho replicon de ARN puede considerarse
como una variante conservadora de la funcién de una RdRp potexviral, si dicha secuencia del punto (i) codifica una
proteina que tenga una identidad de secuencia de al menos 36% con respecto a una proteina codificada por la SEC ID
NO:4 dentro de un segmento de secuencia de proteina de al menos 300 restos aminoacidicos. En otra realizacion, dicha
identidad de secuencia es al menos de 45%, en otra realizacion es al menos de 55%, en otra realizacion es al menos de
65% y en otra realizacién mas, es al menos 75% con respecto a una proteina codificada por la SEC ID NO: 4. Estas
identidades de secuencia pueden estar presentes sobre toda la secuencia de la SEC ID NO: 4. Como alternativa, estas
identidades de secuencia pueden estar presentes dentro de un segmento de secuencia de proteina de al menos 500
restos aminoacidicos, dentro de un segmento de secuencia de proteina de al menos 900 restos aminoacidicos, o dentro
de un segmento de secuencia de proteina de al menos 1400 restos aminoacidicos.

En el presente documento, las identidades de secuencia de aminoacido pueden determinarse usando BLASTX2.2.14,
usando los ajustes convencionales. Los ajustes convencionales permiten, por ejemplo, espacios de secuencia en las
alineaciones.

En un ejemplo, dicha identidad de secuencia entre una proteina codificada por la SEC ID NO: 4 y una variante
conservadora de la funcién de una RdRp de potexvirus es de 45% en un segmento de secuencia de proteina de al
menos 900 restos aminoacidicos. En otro ejemplo, dicha identidad de secuencia entre una proteina codificada por la
SEC ID NO: 4 y una variante conservadora de la funcién de una RdRp de potexvirus es de 55% en un segmento de
secuencia de proteina de al menos 900 restos aminoacidicos.

Como alternativa, la RdRp usada en dicho replicon de ARN puede considerarse una variante conservadora de la funcion
de una RdRp potexviral si dicha secuencia del punto (i) codifica una proteina que tiene una homologia de secuencia de
al menos 50% con respecto a una proteina codificada por la SEC ID NO:4. En otra realizacion, dicha homologia de
secuencia es de al menos 60%, en una realizacion adicional es de al menos 70% y en otra realizacion es de al menos
80% con respecto a una proteina codificada por la SEC ID NO:4. Estas homologias de secuencia pueden estar
presentes en toda la secuencia de la SEC ID NO: 4. Como alternativa estas homologias de secuencia pueden estar
presentes en un segmento de secuencia de proteina de al menos 300 restos aminoacidicos, al menos 500 restos
aminoacidicos, al menos 900 restos aminoacidicos, o al menos 1400 restos aminoacidicos. Las homologias de
secuencia de aminoacido pueden determinarse usando BLASTX 2.2.14, usando los ajustes convencionales. Los ajustes
convencionales permiten, por ejemplo, espacios de secuencia en las alineaciones.

En un ejemplo, dicha homologia de secuencia entre una proteina codificada por la SEC ID NO: 4 y una variante
conservadora de la funcién de una RdRp de potexvirus es de 70% en un segmento de secuencia de proteina de al
menos 900 restos aminoacidicos. En otro ejemplo, dicha identidad de secuencia entre una proteina codificada por la
SEC ID NO: 4 y una variante conservadora de una RdRp de potexvirus es de 80% en un segmento de secuencia de
proteina de al menos 900 restos aminoacidicos.
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Como alternativa, la RdRp usada en dicho replicon de ARN puede considerarse una variante conservadora de la funcion
de una RdRp potexviral si dicha secuencia del punto (i) tiene una identidad de secuencia de al menos 55%, de al menos
60%, o de al menos 70% con respecto a la SEC ID NO:4. Dichas identidades de secuencia pueden estar presentes
dentro de la SEC ID NO: 4, o dentro de un segmento de secuencia de al menos 900 nucleétidos, dentro de un segmento
de secuencia de al menos 1500 nucleétidos, dentro de un segmento de secuencia de la menos 2000 nucledtidos, o
dentro de un segmento de secuencia de al menos 4200 nucle6tidos de la SEC ID NO: 4. Las identidades de secuencia
de nucleétido pueden determinarse usando BLASTN 2.2.14, usando los ajustes convencionales. Los ajustes
convencionales permiten, por ejemplo, espacios de secuencia en las alineaciones.

Dicho replicén de ARN comprende dicha secuencia de acido nucleico del punto (ii) para permitir el movimiento de célula
a célula de dicho replicon de ARN en una planta o en el tejido de una planta. El movimiento de célula a célula de dicho
replicon de ARN es importante para lograr la expresion de la secuencia del punto (iii) en tantas células como sea posible
de dicha planta o de dicho tejido. Dicha secuencia de &cido nucleico del punto (i) comprende el bloque genético triple
potexviral (en el presente documento abreviado como 'TGB') o una variante conservadora de la funcién del mismo, como
se define en la reivindicacion 1 (una revision del TGB se encuentra en J. Gen. Virol. (2003) 84, 1351, 1366). El bloque
genético triple potexviral codifica tres proteinas necesarias para proporcionar la capacidad de movimiento de célula a
célula a un potexvirus. Por lo tanto, se considera que una variante de dicho TGB es una variante conservadora de la
funcién del TGB si la variante puede proporcionar, opcionalmente con otros componentes necesarios, el replicon de ARN
de la invencion con la capacidad de movimiento de célula a célula en una planta o en un tejido de planta.

Un ejemplo de un TGB potexviral es el TGB del virus X de la patata (denominado en el presente documento 'TGB del
PVX'"). El TGB del PVX consta de tres genes que codifican tres proteinas denominadas 25K, 12K, y 8K, de acuerdo con
su peso molecular aproximado. Las secuencias génicas que codifican la proteina 25K del PVX, la proteina 12K del PVX,
y la proteina 8K del PVX se proporcionan en la SEC ID NO:9, SEC ID NO:11, y SEC ID NO:13, respectivamente. Las
secuencias de proteina de la proteina 25K del PVX, de la proteina 12K del PVX y de la proteina 8K del PVX se
proporcionan en la SEC ID NO:10, SEC ID NO:12, y SEC ID NO:14, respectivamente.

En una realizacion, dicha variante conservadora de la funcién de un TGB de potexvirus codifica tres proteinas, una de
las cuales tiene una identidad de secuencia de al menos 40% con la proteina 25K del PVX, una que tiene una identidad
de secuencia de al menos 40% con la proteina 12K del PVX y una que tiene una identidad de secuencia de al menos
40% con la proteina 8K de PVX. En otra realizacién, dicha variante conservadora de la funciéon de un TGB de potexvirus
codifica tres proteinas, una de las cuales tiene una identidad de secuencia de al menos 50% con la proteina 25K del
PVX, una que tiene una identidad de secuencia de al menos 50% con la proteina 12K del PVX, y una que tiene una
identidad de secuencia de al menos 50% con la proteina 8K de PVX. En otra realizacion, los valores correspondientes de
identidad de secuencia son de 60% para cada proteina. En otra realizacion, los valores correspondientes de identidad de
secuencia son del 70% para cada proteina.

Dicha variante conservadora de la funcién de un TGB de potexvirus codifica las tres proteinas siguientes: una primera
proteina que comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos 200 restos aminoacidicos, teniendo dicho
segmento una identidad de secuencia de al menos 40% con un segmento de secuencia de la proteina 25K del PVX; una
segunda proteina que comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos 100 restos aminoacidicos,
teniendo dicho segmento de secuencia una identidad de secuencia de al menos 40% con un segmento de secuencia de
la proteina 12K del PVX; y una tercera proteina que comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos 55
restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia una identidad de secuencia de al menos 40% con un
segmento de secuencia de la proteina 8K del PVX. En otra realizacién, los valores correspondientes de identidad de
secuencia son de 50% para cada proteina. En otra realizacién, los valores correspondientes de identidad de secuencia
son de 60% para cada una de dicha primera, segunda y tercera proteina.

Dicha secuencia de &cido nucleico del punto (ii) puede comprender una secuencia adicional que codifica una proteina
necesaria para el movimiento de célula a célula de dicho replicon de ARN, como se define en la reivindicacién 1, tal
como una proteina de recubrimiento potexviral o una variante conservadora de la funcién de la misma. Una variante de
dicha proteina de recubrimiento potexviral se considera una variante conservadora de la funcién de dicha proteina de
recubrimiento, si puede proporcionar dicho replicén de ARN, junto con otros componentes necesarios tales como el TGB,
con la capacidad de movimiento de célula a célula en una planta o en el tejido de una planta. En una realizacién en la
que dicho replicon de ARN comprende una proteina de recubrimiento potexviral (0 una variante conservadora de la
funcién de la misma), dicho replicon de ARN no tiene un origen de ensamblaje de particula viral para evitar la
propagacion de dicho replicén de ARN de planta a planta en la forma de un virus de planta ensamblado. Si dicho replicon
de ARN comprendiese un gen de proteina de recubrimiento potexviral (0 una variante conservadora de la funcion del
mismo) y un TGB (o0 una variante conservadora de la funcién del mismo), es posible que dicho TGB se ubique cadena
arriba de dicho gen de proteina de recubrimiento, o viceversa. Por lo tanto, dicho gen de proteina de recubrimiento
potexviral (o0 una variante conservadora de la funcién del mismo) y dicho TGB (o una variante conservadora de la funcién
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del mismo) pueden estar presentes en cualquier orden en dicha secuencia de acido nucleico del punto (ii).

La secuencia codificante de una proteina de recubrimiento de PVX se proporciona como SEC ID NO: 7, y la secuencia
de aminoacidos de la proteina de recubrimiento de PVX se proporciona como SEC ID NO: 8. Una proteina se considera
una variante conservadora de la funcién de una proteina de recubrimiento potexviral si comprende un segmento de
secuencia de proteina de al menos 200, preferentemente de al menos 220, mas preferentemente 237 restos
aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia una identidad de secuencia de al menos 35% con un segmento
de secuencia de la SEC ID NO: 8. En otra realizacion, una proteina se considera una variante conservadora de la
funcion de una proteina de recubrimiento potexviral si comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos
200, como alternativa de al menos 220, también como alternativa de 237 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento
de secuencia una identidad de secuencia de al menos 45% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO:8. En
realizaciones alternativas, los valores correspondientes de identidad de secuencia son de 55% 6 65%.

Como alternativa, dicha secuencia de &cido nucleico del punto (ii) puede comprender opcionalmente, en lugar de dicha
secuencia que codifica dicha proteina de recubrimiento potexviral, una secuencia que codifique una proteina de
movimiento (MP) tobamoviral tal como una MP del virus del mosaico del tabaco o una MP del virus del aclaramiento de
las nervaduras del nabo. Dicha secuencia que codifica una proteina de planta de movimiento viral y dicho TGB de
potexvirus (o una variante conservadora de la funcion de los mismos) pueden estar presentes en cualquier orden en
dicha secuencia de acido nucleico del punto (ii).

Dicha secuencia de acido nucleico heter6logo del punto (iii) comprende tipicamente la secuencia codificante de una
proteina de interés que va a expresarse en una planta o en el tejido de la planta. En el presente documento, dicha
secuencia codificante del punto (iii) también se denomina gen de interés. Dicha secuencia del punto (iii) es heteréloga
para dicho virus de planta en el cual se basa dicho replicon de ARN. En muchos casos, dicha secuencia también es
heteréloga para dicha planta o dicho tejido de planta en el cual va a expresarse. Para ser que puede expresarse a partir
de dicho replicén de ARN en una planta o en el tejido de planta, dicha secuencia del punto (iii) comprende tipicamente
un promotor subgendmico y otras secuencias necesarias para la expresion tales como el sitio de unién del ribosoma y/o
un sitio interno de entrada del ribosoma(IRES). En una realizacion preferida, dicha secuencia de acido nucleico
heterélogo del punto (iii) tiene un gen de interés que codifica una proteina de interés.

Dicho &cido nucleico de la invencién puede comprender una regién 5' no traducida de potexvirus (5-NTR) y una region 3'
no traducida de potexvirus (3'-NTR).

El procedimiento de la invencién puede usarse para producir una proteina de interés o mas de una proteina de interés en
una planta o en un tejido de planta. Dicho procedimiento comprende proporcionar una planta, un tejido de planta o
células de planta con dicho acido nucleico de la invencion. El procedimiento de la invencion se realiza preferiblemente en
plantas o en tejido de plantas. En una realizacion, dicho procedimiento es un procedimiento de expresion transitoria, por
lo que la incorporacion del acido nucleico de la invencion en el ADN cromosémico de la planta hospedadora no es
necesaria.

Si dicho acido nucleico de la invencion es ARN, este puede usarse para infectar una planta o tejido de planta,
preferiblemente en combinacion con dafio mecéanico del tejido de la planta infectada, tal como las hojas. En otra
realizacion, dicho acido nucleico de la invencion es ADN y dicho ADN puede introducirse en las células de una planta o
en el tejido de planta, por ejemplo, mediante bombardeo de particulas o por transformacion mediada por Agrobacterium.
La transformacién mediada por Agrobacterium es el método de eleccion si con el &cido nucleico de la invencion van a
proporcionarse varias plantas, es decir, para los métodos de produccién de proteina a gran escala.

El procedimiento de la invencion puede realizarse usando la estrategia pro-vector (documento WO02088369; Marillonnet
et al, 2004, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 101:6852-6857), proporcionando una planta o tejido de planta con dicho kit de
partes de la invencion. Después, en las células de dicha planta, se produce el acido nucleico de la invencién por
recombinacion especifica de sitio entre pro-vectores. En una realizacion, se proporcionan a una planta o a un tejido de
planta un primer vector (pro-vector) que comprende o que codifica segmentos de los elementos (i) y (ii) y un segundo
vector (pro-vector) que comprende o que codifica el segmento del punto (iii), en el que cada uno de dicho primer y
segundo pro-vector tienen un sitio de recombinacion para permitir el ensamblaje de un acido nucleico de la invencién por
recombinacion especifica de sitio entre dicho primer y segundo pro-vector. A una planta o tejido de planta pueden
proporcionarse dos 0 mas vectores, proporcionando a la planta o tejido de planta mezclas de los vectores o mezclas de
cepas de Agrobacterium, conteniendo cada cepa uno de dichos vectores.

Dicha una, o mas de una, proteina de interés, pueden purificarse después de la produccion en dicha planta o tejido de
planta. En la técnica se conocen métodos de purificacion de proteinas a partir de plantas o células de plantas. En un
método, una proteina de interés puede dirigirse al apoplasto de una planta y purificarse a partir del mismo, como se
describe en el documento WO 03/020938.
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Si tiene que producirse una proteina de interés, en dicha secuencia nucleotidica que codifica dicho replicén de ARN,
puede incluirse una secuencia nucleotidica que codifique dicha proteina de interés. Si en la misma planta o en el mismo
tejido de planta tienen que producirse dos o mas proteinas de interés, dicha planta o células de planta pueden
proporcionarse con un segundo acido nucleico que comprenda o que codifique un segundo o adicional replicon de ARN.
Después, dicho replicon de ARN adicional puede codificar una 0 mas proteinas adicionales de interés. En una
realizacién, un primer y un segundo acido nucleico de la invencién pueden comprender o codificar replicones de ARN no
competidores, como se describe en el documento WO2006/079546.

En principio la presente invenciéon puede aplicarse a cualquier planta para la cual exista potexvirus infecciosos y para la
cual se establecieron sistemas de vector viral. En una realizacién, se usan plantas dicotiledoneas o tejido o células de las
mismas. En otra realizacion se usan especies de Nicotiana como Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum; las
especies preferidas de plantas distintas de las especies de Nicotiana son Petunia hybrida, Brassica campestris, B.
juncea, berro, rucula, mostaza, espinaca fresa, Chenopodium capitatum, alfalfa, lechuga, girasol, patata y pepino. Los
virus de ARN de planta mas preferidos que infectan replicones de ARN de la invencién pueden basarse en potexvirus
tales como el virus X de la patata (PVX), el potexvirus del mosaico de la papaya o el potexvirus del mosaico del bambd.

La aplicacion principal de la presente invencién es la produccién de una proteina de interés en plantas, hojas de planta o
cultivo de tejido o células de planta. Si el procedimiento de la invencion se realiza en plantas, se prefieren las plantas que
no entran en la cadena alimentaria humana o animal, como las especies de Nicotiana. Las plantas que no entran en la
cadena alimentaria humana o animal pueden cultivarse en un campo abierto y cosecharse en un determinado periodo
después de la infeccion con dicho replicon de ARN. Preferiblemente, se confinaran plantas enteras o partes de planta en
un ambiente cerrado, por ejemplo, un invernadero o una cAmara disefiada durante el periodo de incubacion necesario
para proporcionar el nivel de expresién deseado.

La eficacia del procedimiento de produccién de la presente invencion es tal que se obtiene una nueva dimension en los
sistemas de expresion de las plantas. Los niveles de expresion que se logran con la presente invencion son tales que los
gastos para el procedimiento cadena abajo (incluyendo la separacion y la purificacion de la proteina de interés) son lo
suficientemente bajos para hacer al procedimiento de la invencién competitivo con otros sistemas de expresiéon a gran
escala. La invencion proporciona el primer sistema de expresion potexviral de alta producciéon en plantas que puede
usarse a gran escala.

Realizaciones ventajosas de lainvencion

Las realizaciones preferidas, como se describen en las reivindicaciones dependientes o como se describen en el
presente documento, pueden combinarse. Por ejemplo, la invencién proporciona un &cido nucleico que comprende o que
codifica un replicon de ARN que comprende, en este orden, los siguientes segmentos (i) a (iii):

(i) una secuencia de acido nucleico que codifica una ARN polimerasa dependiente de ARN de potexvirus o una
variante conservadora de la funcién de la misma;
(i) una secuencia de acido nucleico que comprende:

(a) un bloque genético triple de potexvirus o una variante conservadora de la funcién del mismo, y
(b) una secuencia que codifigue una proteina de recubrimiento potexviral 0 una variante conservadora de la
funcién de la misma; y

(iii) una secuencia de acido nucleico heterélogo que puede expresarse a partir de dicho replicon en una planta o un
tejido de planta;

en el que dicha variante conservadora de la funcién del bloque genético triple de potexvirus codifica las tres proteinas
siguientes: una primera proteina que comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos 200 restos
aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia de proteina una identidad de secuencia de al menos 40% con un
segmento de secuencia de la SEC ID NO:10; una segunda proteina que comprende un segmento de secuencia de
proteina de al menos 100 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia de proteina una identidad de
secuencia de al menos 40% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO:12; y una tercera proteina que comprende
un segmento de secuencia de proteina de al menos 55 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia de
proteina una identidad de secuencia de al menos 40% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO:14;

en el que dicha variante conservadora de la funcién de la proteina de recubrimiento potexviral comprende un segmento
de secuencia de proteina de al menos 200 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia una identidad
de secuencia de al menos 35% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO:8; y en el que dicha secuencia del
punto (i) codifica una proteina que tiene una identidad de secuencia de al menos 36% con una proteina codificada por la
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SEC ID NO:4; dentro de un segmento de secuencia de proteina de al menos 300 restos aminoacidicos, preferiblemente
al menos 500 restos aminoacidicos, mas preferiblemente al menos 900 restos aminoacidicos, y lo méas preferible, al
menos 1400 restos aminoacidicos.

Los valores de identidad de secuencia proporcionados en la realizacion anterior pueden cambiarse por valores de
identidad mas especificos y/o por segmentos de secuencia mas largos, como se desvela en la descripcion general de la
invencién. Ademas, la realizacion anterior puede combinarse con realizaciones preferidas como se definen en las
reivindicaciones dependientes o como se describen en esta descripcion. El &cido nucleico anterior puede usarse en un
proceso de expresion de una secuencia de interés de acido nucleico heterélogo en una planta o un tejido de planta, tal
como en plantas de Nicotiana o en tejidos de plantas de Nicotiana o en células de las mismas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. A - Plantas de N. benthamiana (imagen izquierda) y hojas de planta (imagen derecha) observadas con luz UV
después de la agro infiltracibn con diferentes vectores PVX. 35S-PVX-CP: vector que proporciona la proteina de
recubrimiento (CP) del PVX bajo el control del promotor 35S del CaMV; 35S-TVCV MP: vector que proporciona la
proteina de movimiento (MP) del virus tobamovirus del aclaramiento de las nervaduras del nabo (TVCV) bajo el control
del promotor 35S del CaMV. B - presentacion esquematica de regiones de T-ADN de las construcciones pICH20799 y
pICH21333. PVX Pol: ARN polimerasa dependiente de ARN del virus X de la patata; 35S: promotor 35S del CaMV; 25K,
12K, 8K: bloque genético triple; CP: proteina de recubrimiento del PVX. PVX ntr: region no traducida del PVX; GFP:
proteina fluorescente verde (Protein Fluorescent Green) de medusa; sgc: promotor subgendmico del gen de la proteina
de recubrimiento; RB: margen derecho (Right Border) de T-ADN; LB: margen izquierdo (Left Border) de T-ADN. Un ATG
tachado significa que, para evitar el inicio de traduccion en la posicién indicada, se mut6 un codon ATG.

Figura 2. Expresion de la GFP usando diferentes médulos del provector PVX. A - Hojas de N. benthamiana observadas
con luz UV después de la agro infiltracion con diferentes provectores PVX en direccion 5' en combinacién con el
provector pICH21282 en direccion 3' y en presencia de la integrasa C31 del fago que proporciona el ensamblaje,
mediado por recombinacién especifica de sitio, del ADN que codifica el replicon viral. Solamente los provectores 5' (por
ejemplo, pICH22922; pICH22942, etc.) marcan los puntos de inoculacién. 35S-TVCV MP: proteina de movimiento (MP)
del virus tobamovirus del aclaramiento de las nervaduras del nabo (TVCV) bajo el control del promotor 35S del CaMV.
Las imagenes se tomaron 7 dias después de la infiltracion (7 dpi). Las suspensiones de Agrobacterium usadas para la
infiltracién se diluyeron 10° veces para lograr un nivel de expresién que permitiera la deteccion visual de las diferencias
en los niveles de expresién. B representa las regiones de T-ADN de los plasmidos plC22922, pICH22939, pICH22942,
pICH22953 y pICH21282. PVX Pol: ARN polimerasa dependiente de ARN del virus X de la patata; 35S: promotor 35S
del CaMV; 25K, 12K, 8K: bloque genético triple; 25K (truncamiento): gen truncado que codifica la proteina 25K; CP:
proteina de recubrimiento del PVX; Pvx ntr: region no traducida del PVX; GFP: proteina fluorescente verde de medusa;
sgc: promotor subgendémico del gen de la proteina de recubrimiento; int: extremo 5' del intrén de planta; AttP y AttB:
secuencias reconocidas por la integrasa especifica de sitio del fago C31.

Figura 3. Comparacion de la expresion de la GFP usando moédulos del provector del PVX que no proporcionan
(pICH22922) o que proporcionan (pICH22939 6 pICH22988) para el movimiento de célula a célula en el tejido de planta.
A - hoja de N. benthamiana observada con luz UV después de agro-infiltracion con diferentes provectores de PVX en
direccién 5' en combinacion con el provector pICH21282 en direccion 3'y en presencia de la integrasa del fago C31 que
proporciona el ensamblaje, mediado por recombinacion especifica de sitio, del ADN que codifica el replicon viral. La
imagen se tomé 7 dias después de la infiltracion (7 dpi). Las suspensiones de Agrobacterium usadas para la infiltracién
se diluyeron 10° 6 10° veces como se ha indicado. B - representa las regiones de T-ADN de los plasmidos plC22922,
pICH22939 y pICH22988 pICH22953 y pICH21282. PVX Pol: ARN polimerasa dependiente de ARN del virus X de la
patata; 35S: promotor 35S del CaMV; 25K, 12K, 8K: blogue genético triple; 25K (truncamiento): gen truncado que
codifica la proteina 25K; TVCV MP: proteina de movimiento del virus tobamovirus del aclaramiento de las nervaduras del
nabo; CP: proteina de recubrimiento del PVX; Pvx ntr: region no traducida del PVX; GFP: proteina fluorescente verde de
medusa; sgc: promotor subgendmico del gen de la proteina de recubrimiento; int: extremo 5' del intron de planta: AttP y
AttB: secuencias reconocidas por la integrasa especifica de sitio del fago C31.

Figura 4. Comparacién de la expresion de la GFP usando mddulos del provector del PVX que no proporciona
(pICH22577) o que proporciona (pICH22988 6 plCH24180) para el movimiento de célula a célula. A - hoja de N.
benthamiana observada con luz UV después de la agro-infiltracién con diferentes provectores del PVX en direccion 5' en
combinacion con el provector pICH21282 en direcciéon 3'y en presencia de la integrasa del fago C31 que proporciona el
ensamblaje, mediado por recombinacién especifica de sitio, del ADN que codifica el replicon viral. Las suspensiones de
Agrobacterium usadas para la infiltracién se diluyeron 10° 6 10° veces como se ha indicado. B - Representa las regiones
de T-ADN de los plasmidos plC22577, pICH22988 y pICH24180. PVX Pol: ARN polimerasa dependiente de ARN del
virus X de la patata; 35S: promotor 35S del CaMV; 25K, 12K, 8K: bloque genético triple; CP: proteina de recubrimiento
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del PVX; PVX ntr; regiéon no traducida del PVX; sgc: promotor subgenémico del gen de la proteina de recubrimiento;
sg25: promotor subgenémico del gen 25K; int: extremo 5' del intron de planta: AttP: secuencia reconocida por la
integrasa especifica de sitio del fago C31.

Figura 5. Expresion de la GFP usando diferentes casetes de expresion del PVX (mddulos de provector y vectores
ensamblados) con la CP localizada en diferentes posiciones delante del gen de la GFP. A - Hoja de N. benthamiana
observada con luz UV después de la agro-infiltracion con los vectores virales ensamblados pICH25491, pICH25488 6
diferentes provectores del PVX en direccion 5' (pICH22988 6 pICH24180) en combinacién con el provector pICH21282
en direcciéon 3' en combinacién con el provector pICH21282 en direccién 3'y en presencia de la integrasa del fago C31
gue proporciona el ensamblaje, mediado por recombinacion especifica de sitio, del ADN que codifica el replicén viral. La
imagen se tomo6 7 dias después de la infiltracién. La suspensién de Agrobacterium usada para la infiltracién se diluyé 10°
veces. B - Representa las regiones de T-ADN de los plasmidos plC22988, pICH25491, pICH25488 y pICH24180. PVX
Pol: ARN polimerasa dependiente de ARN del virus X de la patata; 35S: promotor 35S del CaMV; 25K, 12K, 8K: bloque
genético triple; CP: proteina de recubrimiento del PVX; Pvx ntr: regiéon no traducida del PVX; sgc: promotor subgenémico
del gen de la proteina de recubrimiento; sg25: promotor subgendémico del gen 25K; int: extremo 5' del intron de planta;
AttP: secuencia reconocida por la integrasa especifica de sitio del fago C31.

Figura 6. Expresion de la GFP usando casetes de expresion del PVX ensamblados con la CP localizada en diferentes
posiciones delante del gen de la GFP. A - Hoja de N. benthamiana observada con luz UV después de la agro-infiltracion
con los vectores virales pICH25491, pICH25488 y pICH20799 ensamblados, diez dias (panel izquierdo) y dieciséis dias
(panel derecho) después de la infiltracion. Las suspensiones de Agrobacterium usadas para la infiltracion se diluyeron
10° veces. B - Representa las regiones de T-ADN de los plasmidos pIC20799, pICH25491, y pICH25488. PVX Pol: ARN
polimerasa dependiente de ARN del virus X de la patata; 35S: promotor 35S del CaMV; 25K, 12K, 8K: bloque genético
triple; CP: proteina de recubrimiento del PVX; PVX ntr: regién no traducida del PVX; sgc: promotor subgenémico del gen
de la proteina de recubrimiento; sg25: promotor subgendmico del gen 25K.

Figura 7. Representa vectores de clonacion del PVX con sitios de clonacion (SC) mdltiples. PVX Pol: ARN polimerasa
dependiente de ARN del virus X de la patata; 35S: promotor 35S del CaMV; 25K, 12K, 8K: bloque genético triple; CP:
proteina de recubrimiento del PVX; PVX ntr: region no traducida del PVX; sgc: promotor subgenémico del gen de la
proteina de recubrimiento; sg25: promotor subgenémico del gen 25K.

Figura 8. Muestra un mapa de pICH25491. En la SEC ID NO: 6 se proporciona la secuencia nucleotidica de la region del
T-ADN de pICH25491.

Figura 9. Muestra un mapa de pICH25488. En la SEC ID NO:5, se proporciona la secuencia nucleotidica de la region del
T-ADN de pICH25488.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidén describe un nuevo disefio para los replicones de ARN derivados de potexvirus que mejora la
produccién de una proteina de interés que va a expresarse a partir de dichos replicones de ARN en una planta o en un
tejido de planta. El procedimiento de la invencion tiene mejores caracteristicas de bioseguridad que los replicones de
ARN derivados de potexvirus convencionales, ya que produce menos proteina de recubrimiento viral, y en consecuencia
puede formar menos particulas virales.

Sorprendentemente, los autores de la invencidon descubrieron que la posicion de una secuencia codificante de una
proteina de recubrimiento o proteina de movimiento heter6loga que precede a dicha secuencia de &cido nucleico
heter6logo (iii) que codifica una proteina de interés, aumenta la produccion de dicha proteina recombinante a expensas
de la proteina de recubrimiento viral. La proteina de recubrimiento del PVX es necesaria no solamente para el
movimiento sistémico, sino también, junto con otras tres proteinas del bloque genético triple, para el movimiento de
célula a célula (de distancia corta) (Yang et al., 2000, Mol. Plant Microbe Interact, 13:599-605; Fedorkin et al., 2001, J.
Gen. Virol., 82:449-458). En el presente documento, se muestra (véase el Ejemplo 1y la Figura 1) que la ausencia de la
proteina de recubrimiento del PVX hace a los replicones de ARN derivados del PVX deficientes en cuanto al movimiento
de distancia larga (Figura 1A, panel izquierdo) y en cuanto al movimiento de célula a célula (Figura 1A, panel derecho).
El movimiento de célula a célula puede restablecerse proporcionando la proteina de recubrimiento (CP) del PVX in trans
0 una proteina de movimiento tobamoviral, por ejemplo, la proteina de movimiento (MP) del virus del mosaico del tabaco
(TMV) (Figura 1A, panel derecho). También se muestra (Ejemplo 2, Figura 2) que el replicén de ARN derivado del PVX
con una proteina de movimiento del TVCV es capaz de movimiento de distancia corta (de célula a célula). El
experimento se realizé usando el sistema del provector (Marillonnet et al., 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101:6852-
6857) que permite el ensamblaje en la planta de un precursor de ADN de un replicén de ARN mediante recombinacion
especifica de sitio, por ejemplo, entre los sitios AttP y AttB de los provectores (Figura 2B).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2389 783 T3

Un andlisis comparativo de replicones de ARN derivados del PVX, con cualquier MP del TVCV (pICH22939) o CP del
PVX, se describe en el Ejemplo 3 y se muestra en la Figura 3. Como en el caso descrito anteriormente, se uso el sistema
de provector. A partir de la Figura 3 es evidente que la CP del PVX posicionada delante del gen de interés proporciona
un movimiento de célula a célula de dicho replicon de ARN. Como se desprende del brillo y la densidad de las manchas
de la GFP (Figura 3A), la eficacia del movimiento de célula a célula es significativamente més alta que con la MP del
TVCV.

En otra realizacion de esta invencion, se ensayo el efecto de la posicién de la CP del PVX que precede al gen de interés.
A partir de la Figura 4A es evidente que la ubicacion de la CP después del bloque genético triple proporciona un
movimiento de célula a célula mas eficaz que la ubicacién de dicha CP entre la ARN polimerasa dependiente de ARN del
PVX'y el bloque genético triple. En este experimento también se usoé el sistema provector. No se encontr6 diferencia en
el nivel de expresion de la proteina de interés (GFP) entre los casos en los que se usaron provectores o vectores
ensamblados que proporcionaron los replicones de ARN derivados del PVX (véase el Ejemplo 5, Figura 5). Cuando en
los estudios comparativos se incluian vectores que proporcionaban el replicon de ARN que contenia la CP después del
gen de interés, el nivel de expresion (brillo del &rea de expresion de GFP) de dicho gen de interés de dicho vector era,
sorprendentemente, significativamente méas débil comparado con los vectores en los que la CP se posicionaba antes del
gen de interés (pICH20799 frente a pICH25488 6 pICH25491, Figura 6, Ejemplo 6).

En los ejemplos, se usan replicones de ARN basados en PVX. Sin embargo, para la construccion de vectores basados
en virus de ARN de acuerdo con la presente invencion pueden usarse otros virus pertenecientes al grupo taxonémico de
potexvirus. Las especies virales que pueden utilizarse para la invencion incluyen, pero sin limitacion, potexvirus del
mosaico del bambu, potexvirus del mosaico de la papaya, potexvirus del mosaico de la Alternanthera, virus del mosaico
amarillo del trébol, virus X del platano, virus del mosaico blanco del trébol, y virus del mosaico Aucuba de la pata. Para
detalles acerca de las proteinas de movimiento viral en plantas, véase la revision reciente de WJ Lucas (2006, Virology,
344:169-184).

En el procedimiento de la invencién puede usarse un replicon de ARN derivado de un virus de planta, por ejemplo, a
partir del virus X de la patata (PVX). Sin embargo, pueden usarse dos 0 mas replicones de ARN diferentes en una planta
o un tejido de planta, para expresar dos proteinas de interés diferentes, donde dichos replicones de ARN diferentes
derivan preferiblemente de virus de planta diferentes. Dichos virus de planta diferentes, de los que pueden derivar dichos
replicones de ARN diferentes, son preferiblemente virus sinérgicos o no competidores. En el presente documento, los
términos "sinérgico" y "no competidor”, se usan como sinénimos. Los virus sinérgicos pueden coexistir y amplificarse de
manera eficaz en las mismas células de planta. De modo similar, los replicones de ARN derivados de virus de ARN
sinérgicos pueden coexistir y amplificarse de manera eficaz en las mismas células de planta. Un ejemplo de un par de
replicones de ARN sinérgicos es un par de replicones de ARN, en el que un replicon de ARN deriva del TMV o del TVCV
y el otro replicon de ARN deriva de un potexvirus tal como el PVX. Los replicones de ARN sinérgicos pueden usarse
para la expresion de dos o més proteinas o subunidades de proteina de interés, tales como la cadena pesada y la ligera
de un anticuerpo monoclonal, en la misma célula de planta. En el documento EP1686176 se describen procesos de
expresion de dos o mas proteinas de interés en la misma planta o en las mismas células de planta, usando diferentes
vectores virales (no competidores).

En los ejemplos, se usé predominantemente la administracion de vectores virales, mediada por Agrobacterium, en
células de plantas. Para la administracion de vectores en células de planta pueden usarse otros métodos diversos
usados normalmente para la transformacion estable de plantas, tales como la introduccion directa de una secuencia
nucleotidica heterdloga en las células por medio de bombardeo con microproyectiles, electroporacion o transformacion
de protoplastos mediada por PEG. Se prefiere la transformacion de la planta mediada por Agrobacterium. Por lo tanto,
una secuencia nucleotidica heteréloga puede transformarse en el interior de células de planta mediante varias
tecnologias tales como por un vector del plasmido Ti transportado por Agrobacterium (documentos US 5,591,616; US
4,940,838; US 5,464,763), por bombardeo de particulas o microproyectiles (documentos US 05100792; EP 00444882B1;
EP 00434616B1). En principio, también pueden usarse otros métodos de transformacion de plantas, por ejemplo,
microinyeccion (documentos WO 09209696; WO 09400583A1; EP 175966B1), electroporacion (documentos
EP00564595B1; EP00290395B1; WO 08706614A1), etc. La seleccién del método de transformacion depende, entre
otras cosas, de la especie de planta que se va transformarse. Por ejemplo, el bombardeo de microproyectiles puede
preferirse para la transformaciéon de monocotiledéneas, mientras que para las dicotiledéneas generalmente da mejores
resultados la transformacion mediada por Agrobacterium.

La presente invencion se realiza preferiblemente con plantas superiores, multicelulares. Las plantas preferidas para el
uso en esta invencion incluyen cualquier especie de planta, dando preferencia a especies importantes desde el punto de
vista agronémico y horticola. Las plantas de cultivo comunes para el uso en la presente invencion incluyen plantas de
alfalfa, cebada, frijoles, colza, guisante pinto, algodén, maiz, trébol, loto, lentejas, altramuz, mijo, avena, guisantes,
cacahuete, arroz, centeno, trébol de olor, girasol, guisante de olor, soja, triticale de sorgo, frijoles de camote, frijol
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terciopelo, algarroba, trigo, glicina y nuez. Las especies de plantas preferidas para llevar a la practica esta invencion
incluyen, pero sin restriccion:

Representantes de Gramineas, Compuestas, Solanaceas y Rosaceas. Adicionalmente, las especies preferidas de
plantas para usarse en la invencion, asi como las especificadas anteriormente, son las plantas de los géneros:
Arabidopsis, Agrostis, Allium, Antirrhinum, Apium, Arachis, Asparagus, Atropa, Avena, Bambusa, Brassica, Bromus,
Browaalia, Camellia, Cannabis, Capsicum, Cicer, Chenopodium, Chichorium, Citrus, Coffea, Coix, Cucumis, Curcubita,
Cynodon, Dactylis, Datura, Daucus, Digitalis, Dioscorea, Elaeis, Eleusine, Festuca, Fragaria, Geranium, Glycine,
Helianthus, Heterocallis, Hevea, Hordeum, Hyoscyamus, Ipomoea, Lactuca, Lens, Lilium, Linum, Lolium, Lotus,
Lycopersicon, Majorana, Malus, Mangifera, Manihot, Medicago, Nemesia, Nicotiana, Onobrychis, Oryza, Panicum,
Pelargonium, Pennisetum, Petunia, Pisum, Phaseolus, Phleum, Poa, Prunus, Ranunculus, Raphanus, Ribes, Ricinus,
Rubus, Saccharum, Salpiglossis, Secale, Senecio, Setaria, Sinapis, Solanum, Sorghum, Stenotaphrum, Theobroma,
Trifolium, Trigonella, Triticum, Vicia, Vigna, Vitis, Zea, Olyreae, Pharoideae y muchas otras.

En una realizacién especifica del procedimiento de la invencién, los replicones de ARN derivados del PVX se usan con
plantas de Nicotiana.

Las proteinas de interés, o fragmentos de las mismas, que pueden expresarse en orientacion en sentido o antisentido,
usando la invencion, incluyen: enzimas modificadoras de almidén (almidén sintasa, enzima de fosforilacion de almidon,
enzima desramificante, enzima de ramificacion de almidén, enzima Il de ramificacion de almidén, almidén sintasa unida a
granulos), sacarosa fosfato sintasa, sacarosa fosforilasa, poligalacturonasa, polifructano sucrasa, ADP glucosa
fosforilasa, ciclodextrin glucosil transferasa, fructosil transferasa, glucdgeno sintasa, pectin esterasa, aprotinina, avidina,
levansucrasa bacteriana, proteina glgA de E. coli, MAPK4 y ort6logos, enzima de asimilacién/metabolismo de nitrégeno,
glutamina sintasa, osmotina de planta, albumina 2S, taumatina, recombinasa/integrasa especifica de sitio (FLP, Cre,
recombinasa R, Int, integrasa R de SSVI, phiC31 integrasa, o un fragmento activo o variante de las mismas), isopentenil
transferasa, Sca M5 (calmodulina de semilla de soja), toxina de tipo coledptero o un fragmento activo desde el punto de
vista insecticida, proteinas de fusion de la enzima de conjugacién de ubiquitina (E2), enzimas que metabolizan lipidos,
aminoacidos, azlcares, acidos nucleicos y polisacéaridos, super 6xido dismutasa, la forma de proenzima inactiva de una
proteasa, toxinas de proteinas de planta, rasgos que modifican la fibra en plantas productoras de fibra, toxina de Bacillus
thuringiensis activa contra coledpteros(toxina B72, proteina cristalina insecticida (ICP), toxina CrylC, endotoxina delta,
toxina polipeptidica, protoxina, etc..), toxina AalT especifica de insecto, enzimas degradantes de celulosa, celulasa E1 de
Acidothermus celluloticus, enzimas modificadoras de lignina, cinnamoil alcohol dehidrogenasa, trehalosa-6-fosfato
sintasa, enzimas de la ruta metabdlica de citoquinina, HMG-CoA reductasa, pirofosfatasa inorganica de E. Coli, proteina
de almacenamiento de semilla, licopeno sintasa de Enwinia herbicola, ACC oxidasa, proteina pTOM36 codificada, fitasa,
cetohidrolasa, acetoacetil CoA reductasa, PHB (polihidroxibutanoato) sintasa, proteina transportadora de acilos, napina,
EA9, fitoeno sintasa de plantas no superiores, proteina pTOMS5 codificada, ETR (receptor de etileno), piruvato fosfato
diquinasa plastidica, proteina de poro transmembrana inducible por nematodos, rasgos que mejoran la funcién
fotosintética o plastidial de la célula de planta, estilbeno sintasa, una enzima capaz de hidroxilar fenoles, catecol
dioxigenasa, catecol 2,3-dioxigenasa, cloromuconato cicloisomerasa, antranilato sintasa, proteina AGL15 de Brassica,
fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa), AMV ARN3, PVY replicasa, PLRV replicasa, proteina de recubrimiento de potivirus,
proteina de recubrimiento del CMV, proteina de recubrimiento del TMV, replicasa de luteovirus, ARN mensajero de
MDMYV, replicasa geminiviral mutante, acil- ACP tioesterasa que prefiere C12:0 de Umbellularia californica, acil- ACP
tioesterasa que prefiere C10 6 C12:0 de planta, acil- ACP tioesterasa que prefiere C:14:0 (luxD), factor A de sintasa de
planta, factor B de sintasa de planta, 6-desaturasa, proteina que tenga una actividad enzimatica en la oxidacion
peroxisomal de los &cidos grasos en células de plantas, acil-CoA oxidasa, 3-cetoacil-CoA tiolasa, lipasa, acetil-CoA
carboxilasa del maiz, 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSP), fosfinotricin acetiltransferasa (BAR, PAT),
proteina CP4, ACC desaminasa, ribozima, proteina que tenga sitio de escisién post-traduccional, fusion de proteina que
consiste en un dominio de unién a ADN del activador transcripcional Gal4 y un dominio de activacion transcripcional, una
fusion traduccional de la proteina oleosina con la proteina de interés capaz de dirigir la proteina de fusién a la fase
lipidica, gen DHPS que confiere resistencia a la sulfonamida, nitrilasa bacteriana, 2,4-D monooxigenasa, acetolactato
sintasa 0 acetohidroxiacido sintasa (ALS, AHAS), poligalacturonasa, nitrilasa bacteriana, fusiéon de la region hidrofoba
amino terminal de una proteina madura translocadora de fosfato que reside en la membrana de la envoltura interna del
plastido con la proteina de interés que va a dirigirse al interior de dicha membrana, etc.

Usando el sistema de la invencion, puede expresarse cualquier proteina humana o animal. Los ejemplos de dichas
proteinas de interés incluyen, entre otros, las siguientes proteinas (proteinas farmacéuticas): proteinas de respuesta
inmune (anticuerpos monoclonales, anticuerpos monocatenarios, receptores de células T, etc.), antigenos, factores
estimulantes de colonias, relaxinas, hormonas polipeptidicas, citocinas y sus receptores, interferones, factores de
crecimiento y factores de coagulacién, enzima lisosomal enzimaticamente activa, polipéptidos fibrinoliticos, factores de
coagulaciéon sanguinea, tripsinégeno, l-antitripsina (AAT), asi como proteinas conservadoras de la funcién, como
fusiones, versiones mutantes y derivados sintéticos de las proteinas mencionadas anteriormente.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Las construcciones del PVX que carecen de CP no se mueven de célula a célula

Se obtuvo una construccion del PVX que contenia un gen de la GFP (pA3151), del Profesor Yuri Dorokhov (Universidad
Estatal de MoscU, Rusia). Esta construccion se realizé clonando un fragmento de Nhel-Sall que contenia la secuencia
codificante de la GFP en pPVX201 (Baulcombe, D., Chapman, S. & Santa Cruz, S., 1995, Plant J., 7:1045-1053) digerida
con Nhel y Sall, y después subclonando a partir de la construccién resultante un fragmento Hind3-Sacl (que contenia el
inserto viral entero y el gen de la GFP) en el pBIN19. Después, el inserto viral se subclon6 a partir de pA3151 en
pICBV52 (un pequefio vector binario Kan® basado en pBIN19) como un fragmento Sacl-Sphl, dando como resultado el
plasmido pICH20799. Esta construccidn contiene la construccién del PVX clonada bajo el control del promotor 35S
(Figura 1B). La secuencia codificante de la GFP se expresa a partir de un promotor subgenémico de la CP (sgc)
duplicado, y se localiza entre el bloque genético triple (TGB) y la secuencia codificante de la CP. Dado que el fragmento
del promotor subgenémico duplicado cadena arriba de la GFP también contenia el codén de inicio de la CP, el codén de
inicio se elimind por mutacion de ATG a AGG.

A partir de pICH20799 se realiz6 una construccion de control que carecia de la CP (Figura 1B), suprimiendo el gen de la
CP y su promotor subgendmico (usando PCR solapando uno de los cebadores los puntos de supresion terminales). La
construccion resultante, pICH21333 (Figura 1B), se transform6 en Agrobacterium y se infiltré6 en una hoja de Nicotiana
benthamiana. Como se esperaba, los replicones virales no pudieron moverse de célula a célula o sistémicamente. El
movimiento de los replicones se recuperé cuando pICH21333 se infiltr6 conjuntamente con las construcciones
pICH10745 6 pICH22066, que proporcionan expresion transitoria de la MP del TVCV o de la CP del PVX,
respectivamente (Figura 1A). Las construcciones pICH10745 y pICH22066 contienen, bajo el control del promotor 35S,
las secuencias codificantes de la MP del TVCV o las de la CP del PVX, respectivamente.

Ejemplo 2

Un replicon de PVX con el gen de MP del TVCV clonado entre el TGB y el gen de interés puede moverse de célula a
célula

Dado que la MP del TVCV puede proporcionar movimiento de célula a célula a los replicones del PVX que carecen de la
CP del PVX, el gen de la MP del TVCV se cloné en la construccion del PVX entre el bloque genético triple y el gen de
interés (en este caso, la GFP), bajo el control de un promotor subgendémico de la CP duplicado. Por razones practicas,
esta construccion (pICH22939, Figura 2B y SEC ID NO:1) se realiz6 como un modulo provector en direccion 5' que
contenia el promotor 35S fusionado con las secuencias del vector viral en direccién 5' pero que carecia de la parte 3' de
la construccion incluyendo la secuencia codificante del gen de interés y la NTR (region no traducida) 3' del PVX. Un sitio
de recombinacion (el sitio AttP del fago C31 de Streptomyces) y las secuencias intrénicas siguen a las secuencias de la
construccion viral. Un modulo de provector en direccion 3' (pICH21282, Figura 2B), contiene un sitio de recombinacion
compatible (sitio de recombinacion AttB del fago C31 de Streptomyces) seguido por las secuencias intrénicas, el gen de
la GFP y la NTR del PVX. Las partes 5' y 3' de la construccion se ensamblan in vivo por recombinacion especifica de
sitio en los sitios de recombinacién por infiltracion conjunta de la agrobacteria que contiene los médulos 5'y 3'y la
recombinasa PhiC31 (pICH10881, que contiene la recombinasa PhiC31 bajo el control del promotor ACT2 de
Arabidopsis, véase Marillonnet et al., 2005, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101: 6852-6857). Después de la administracion
del T-ADN de los médulos 5' y 3' a las células de planta y de la recombinacion en los sitios AttP y AttB, el ADN
recombinado se transcribe a partir del promotor 35S. El sitio de recombinacion se escinde del trascrito por corte y
empalme de las secuencias intrénicas flanqueantes, y el trascrito cortado y empalmado se exporta desde el nicleo hacia
el citoplasma donde se amplifica como un replicon de ARN viral normal.

La infiltracién de una construccion de provector de control (provector 5' pICH22922 sin secuencias de MP del TVCV) con
el provector 3' pICH21282, condujo a la formacion de replicones incapaces de movimiento de célula a célula. En cambio,
la infiltracion del pICH22939 condujo a replicones que podian moverse de célula a célula (Figura 2A).

Dado que el TMV puede proporcionar movimiento de célula a célula a los replicones del TMV sin necesidad de otras
proteinas virales, se realiz6 una segunda construccién del PVX en la cual se suprimieron las proteinas 12K y 8K del
bloque genético triple, dando como resultado la construccion pICH22953 (Figura 2B y SEC ID NO:2). En este caso, la
MP del TMV se expresa desde el promotor subgendmico de 12K (sg12). La infiltracion de pICH22953 con pICH21282
condujo a replicones que podian moverse de célula a célula. Sin embargo, el movimiento de célula a célula y la
fluorescencia de la GFP no fueron mejores o mas fuertes que cuando se usé la construccion plICH22939 (Figura 2).
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Ejemplo 3

Un vector del PVX con un gen de CP del PVX clonado entre el TGB y el gen de interés, puede moverse de célula a
célula.

Se realiz6 una construccion similar a pICH22939, pero con la CP del PVX reemplazando a la MP del TVCV. La
secuencia de esta construccion es la misma que la del virus tipo silvestre desde el extremo 5' del virus hasta el extremo
de la CP. Después, la CP es seguida por el promotor subgenémico de CP duplicado que se usa para la expresion del
gen de interés. La infiltracion de esta construccién, pICH22988 (Figura 3B), con pICH21282 (Figura 2B) condujo a la
formacion de replicones que se movian de célula a célula mucho mas rapido y que producian fluorescencia de la GFP
mas brillante que la de los replicones producidos a partir de pICH22939 (Figura 3A).

Ejemplo 4
Un vector del PVX con un gen de la CP del PVX clonado entre la RARP y el TGB puede moverse de célula a célula

El gen de la CP del PVX se clond entre la RdRp y el bloque genético triple, bajo el control de un promotor subgenémico
de 25K duplicado (sg25), dando como resultado la construccion pICH24180 (Figura 4B, SEC ID NO:3). La infiltracién de
pICH24180 en combinacién con plCH21282 y una fuente de integrasa (pICH10881), condujo a la formacion de
replicones virales que podian moverse de célula a célula (Figura 4A). La construccién pICH22577 (similar a pICH22922
pero diferente para unos cuantos sitios de restriccion) se infiltré en vez de pICH24180 en el experimento de control y,
como se esperaba, no mostré movimiento de célula a célula. Como con pICH22988, la fluorescencia de la GFP a partir
de pICH24180 fue mas fuerte que con la construccion pICH22939.

Ejemplo 5

Los vectores virales del PVX ensamblados completos que contienen CP también proporcionan movimiento de célula a
célula

Se realizaron las construcciones ensambladas que incluian un provector 3' con parte de GFP (pICH21282, Figura 2B) y
correspondientes a los provectores pICH22988 6 pICH24180, produciendo respectivamente los plasmidos pICH25488 y
pICH25491 (Figura 5B). Las secuencias nucleotidicas de la regién de T-ADN de pICH25488 y pICH25491 se
proporcionan como SEC ID NO: 5 y SEC ID NO: 6, respectivamente. Se encontré6 que, como se esperaba, ambas
construcciones actuaban como los provectores y que proporcionaban movimiento de célula a célula y fuerte
fluorescencia de la GFP (Figura 5A). La fluorescencia de la GFP también fue mucho més fuerte que con la construcciéon
patrén (pICH20799) en la cual el gen de CP se localiza después del gen de interés lo que sugiere la expresion de mas
proteina recombinante (Figura 6A). Los geles de proteina tefidos con Coomassie mostraron que se expresaba una
cantidad mucho mayor de proteina GFP a partir de plCH25491 y pICH25488 que de pICH20799, y que, en cambio, se
produjo una cantidad mucho mayor de CP del PVX a partir de pICH20799 que de las otras dos construcciones.

Ejemplo 6
Vectores de clonacién del PVX

Se muestra una representacion esquematica de dos tipos de vectores de clonacion del PVX con la CP entre la RARP y el
TGB, o entre el TGB y el gen de interés. CS: sitios de clonacién.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Icon Genetics GmbH
<120>Replicén derivado de Potexvirus
<130> PCT-14592

<150> EP 06 018 713.5
<151> 6-9-2006

<160> 14
<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 786

<212>ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223>Fragmento de pICH22939 (entre el promotor subgenémico de la MP del TMV de 25 Ky el promotor subgenémico

del gen de interés)

25

30

35

<400> 1
tactcgaaag aggtcageac cagctagaaa atgtcgatag tctcgtacga acctaaggtg 60
agtgatttce tcaatcttte gaagaaggaa gagatctige cgaaggeotcet aacgaggtta 120
aaaaccgbgt ctattagtac taaagatatt atatctgtca aggagtcgga gackttgtgt 180
gatatagatt tgttaatcaa tgtgccatia gataagtata gatatgtggg tatcctagga 240
getgttttta ccggagagty getagtgeca gacttcgtta aaggtggagt gacgataagt 00
gtgatagata agcgtctggt gaactcaaag gagtgcgtga ttggtacgta cagagccgcé 360
_gccaagagta agaggtbtcoca gttcaaattg gttecaaatt actttgtgte caccgtg.gac 420
gcaaagagga agccgtggca ggttcatgtt cgtatacaag acttgaagat tgaggegggt 480
tggcageegt tagctctgga agtagtttca gttgetakgg tcaccaataa cgttgtcaté 540
aagggtttga gggaaaaggkt cgtcgceaata aatgatccgg acghbcgaagg tttcgaaggt 600
gtggttgacg aacttcgtcda ttcggttgca gcatttaaag cggttgacaa tttcaggaag 6640
aggaaaaaga aggttgaaga aagggatgta gtaagtaagt ataaatatag accggagaaa 720
tacgccggte ctgattcgtt taatttaaaa gaagaaaatg tcttacaaca ttacaaacce 780
gaataa 786
<210> 2

<211>792

<212>ADN

<213>Secuencia Atrtificial

<220>

<223>Fragmento de la secuencia de pICH22953 que contiene los 11 aminoacidos C-terminal de la secuencia codificante
de 25K, seguido por la secuencia codificante de la MP del TVCV (en la secuencia de 25 K, el codén ATG de la proteina
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de 12K se muté de ATG a ACG)

<400> 2
caaagggatt

cctaaggtga
acgaggttaa
actttgtgtg
atectaggag
acgataagtg
agagecgcag
accgtggacyg
gaggcgggtt
gttgtcatga
ttcgaaggty
ttcaggaaga
ceggagaaat

tacaaacceg

<210>3
<211> 817
<212>ADN

gacatacgte
gtgatttcoct
aaaccgtgtc
atatagattt
ctgttitiac
tgatagataa
ccaagagtaa
caaagaggaa
ggcagcegtt
agggtttoag
tggttgacga
ggaaaaagaa
acgccggtec

aa

<213>Secuencia Atrtificial

<220>

<223>Fragmento de la secuencia de pICH24180 que incluye los 4 (ltimos aminoacidos de la RdRP, el promotor
subgendmico del gen de25K, el gen de la CP del PVX, el promotor subgenémico del gen de 25K y los 4 primeros aa de

la proteina de 25K.

<400> 3

cgcgcagggce
caatcttteg
tattagtact
gttaatcaak
cggagagtgg
gcgtctggtg
gaggttccag
gccgtggecag
agctctggaa
ggaaaaggtce
attcgtegat
ggttgaagaa

tgatkcgttt

ES 2389 783 T3

catagaaaaa
aagaaggaag
aaagatatta
gtgecattay
ctagtgccag
aactcaaagyg
ttcaaattgg
gttcatgtte
gtagtttcag
gtcogcaataa
teggttgeag
agggatgtag

aatttaaaayg

15

tgtcgatagt
agatcttgee
tatctgtcaa
ataagtatag
acttegttaa
agtgegtgat
ttccaaatta
gtatacaaga
ttgctatggt
aktgatccgga
catttaaage
taagtaagta

aagaaaatgt

ctegtacgaa
gaaggctcta
ggagtcggag
atatgtgggt
aggtggagtyg
tggtacgtac
ctttgtgtec
cttgaagatt
caccaataac
cgtcgaaggt
ggttgacaat
taaatataga

cttacaacat

60
120
180
240
100
360
420
480
540
600
€60
720
780
792
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agaaacttte
agcacaacac
cctgccacag
gccatagtag
togaaggaca
cactgtgetg
aacggceatca
ttttgcatga
gctaactgge
aatggagtca

gaagctgaaa

caatccaacg
acaaccgetyg

aagttacett

<210>4
<211> 4371
<212>ADN

tttaaccgtt
agcccatagg
cttcaggect
ccagcaatge
tgaaggtgcce
atgtaggate
gcagagctag
agtatgccce
aagcacaagy
ccaacccagce

tgaatgctge

actttgccag cctagatgca getgtcacte

aggctgttat cactctacca ccaccataac

ES 2389 783 T3

aagttacctt
gtcaactacc
gttcactatce
tgtcgecaaca
cacagacact
atcegetcaa
actggcagca
agtggtatgg
ttkcaagect
tgccatcatg

ccaaactgct

agagatttga
tcaactacca
ccggatggag
aatgaggacc
atggcacagg
acagaaatga
gcaattaaag
aactggatgt
gageacaaat
cccaaagagg

gecttegtga

agagatttga ataagatgga tattcte

<213>Secuencia Artificial

<220>

ataagatgtc
caaaaactgc
atttetttag
tcagcaagat
ctgcttggga
tagatacagg
aggtgtgcac
taactaacaa
tcgetgeatt
ggectcatccg

agattacaaa

gaggtcgtat

agaaactttc

agcaccagcet
aggegeaact
tacagcccgt
tgaggetatt
cttagtcaga
tcecctattce
acttaggcaa
cagtccacct
cgacttcette
gccaccgtet

ggccagggea

cactggaaca

tttaaccgtt

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
660

720
780
817

<223>Fragmento de la secuencia de pICH25488 que codifica la ARN polimerasa dependiente de ARN

<400> 4
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atggccaagg
caagatgagg
tacgctcaaa
tatagcattyg
gtgettggtt
ctaaactaca
ccaagagacg
acggaaacag
acattecaaa
geageetkta
ggtttccagt
ctacaatgge
catctcaatt
tcgttcgegg
cgcactttcg
cacaactgca
acagtcaagg
tctgacttgyg
cttgecgatt
aagacccttg
gaggactacg
gtggaaactt

gaagtgtcgg

tgcgegaggt
cttatagaaa
cggtfgaagc
aattgcatac
ccatecctace
tgagaagaaa
tagccaggta
catacattag
actgecccaaa
aaatggaaaqg
atataccagg
tcaaagtggyg
acacgactga
caaaccactt
gccaacctga
agaagccgat
tcgcaaaaaa
acaaatactc
tacaagctac
caccggtgag
cgaagttagt
gggacttcag

atgtagagga
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ttaccaatct
cattcgeece
gactaatgat
acatgcagce
acaagaaccé
cccgeggate
ccccaaggaa
tgacactctyg
attgcaaaca
cactcaceeg
caaccatggt
aaagatcaag
gcaggttgag
gtactgeatc
caggtacgtyg
tctcaagaaa
ttgtgacatke
tgctgtggaa
cacctgette
ggcttggata
caaagcagtt
attccaccec

aatggaaagt

tttacagact
atcatggaaa
ctagaggggt
gctaagacca
gttacattta
aaggacattt
acaataattg
cacttcttgy
ttgt;tgoga
aacatataca
ggcgyggcat
tggagggace
atgcacacag
aggagaggag
attccaccac
actatgatge
tttgccaaag
ctggtttact
tcagacacac
caagagaaaa
gatttccace
ttgcaagegt

ttgttctcag

17

ccaccacaaa
aacacaaact
tcggcatggc
tagaéaataa
tgtttcttaa
tccaaaatgt
acaaactcac
atccgagcta
cettagttoet
gcctcaaata
accatcatga
ccaaggatag
tgacagtaca
acttgcteac
agatcttcct
agctctectt
tcagacaatt
tagtaagcta
tttctggtgg
agatgcagct
cggtggactt
ggaaagectt

atggggacct

aactctcatc
agctaaccct
caccaatcce
acttctagag
acccagaaﬁg
tgecattgaa
agagatcaca
catagtggayg
ceccgttgay
cttcggagat
attcgctecat
ctttctegga
gttgcaggaa
accggaggtyg
cccaaaagtt
gtatgttagg
aattaaatca
catggagtte
cttgetaaca
gtttggtctt
ttetttcaaa
ccgaccaagg

gcttgattge

50
1290
180
240
360
360

420

" 480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280



ttcacaagaa
acgeccgaga
tcaaaccctg
caccaggcceg
ggtgatgceg
cttectggea
gcaaggtggy
cttggaaaag
cactggatte
agtggaacaa
cctgaaggaa
accatcocte
attggtgceca
gaaagettaa
aaaagtcatg
gteotgoega
tatatgttca
gchattact
atcaagctaa
gacgecteca
;atctcaatg
gagagaacgg
ttggtacect
acatacgcetyg
acccaagtgt
cacttcgtga
tacctcaaga
gaggeagage
tccgtgetag
gaatcecatg
catcaacaag

agcaatcaag

tgccagctta
tggatgtcgg
cagaaacttt
caaagaaagc
daccaaatga
cgaatgatgc
aagatgette
aaaccgttga
ctcaattaaa
tgatcatgee
ctccaaaaga
tggacctgct
tcacaaagac
ctgagaggaa
ccatccagaa
ccaatgaact
agacctctga
caaaacttce
tcactctaac
tcaggcattt
ccacacaccg
gagtcaccga
cggatgagaa
gatgccagbg
gtagegegaa
acacaagtgc
ctttectate
caattcaaga
aagagtacaa
gtcattcaaa
caasagatga

aaacaaactt
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tgcggtaaac
tcaagaagtt
cctcaacaag
taaacgccta
aataagcggg
cagacaagaa
attcacagat
aacagcgacyg
tgetgttgga
catcacagaa
gttggcacga
tagagccaga
acaggcaacg
agttgcgagt
ggcattgaga
geggetagat
aaagdcgt:&
tceecggetac
aggagatagce
gggaccagca
caacaagaaa
aatcagcatg
gagaaagctyg
gctaactaag
tgtgatgtac
aaattcctct
agtggtgaga
gectgagece
agaggaactc
ctgtgtecaa
gactgtcctc

ccgagaatte

gcagaggaayg
aaagagcctg
ctccacagga
gctgaaatcec
acgatggggg
ctcacactce
tctagtgtgg
caacaagtca
ttcaaggcgc
atggtgtceg
gaattgttcg
gactacggca
agttggggcy
tgtgtcatte
gaaattggea
tggagtaaga
attgggggaa
atagaagcck
agacaaagcyg
acagagtact
gatcttgcga
agcgecgagt
tacatgggca
ccgaaggtac
acggeacttt
gccttectggg
gaacaagcac
cagacacaca
ttggaaaagt
actgaagaca
tgggcgacta

ctgagcaaga
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atttagctge
caggagacag
aacacagtag
aggagtcaat
caatacccag
caaccactaa
aagaggagca
tcgaaggact
tggaaattca
ggctggaaaa
ctatgaacag
gtgatgtaaa
aaéacttgac
atggagetgyg
agggctegga
aagtgcctaa
caggcageat
tagtetgttt
tctaccatga
tectcaaaata
acatgcttgg
tecttagaagg
ccgggaggaa
aaatagtgtt
ctagagecac
aaaagttgga
tcagggagta
tgtgtgtcga
ttgacagaga
caaccattca
tagatgcgcyg

aggacattgg

aatcaggaaa
aaatcaatac
ggaggtgaaa
gagagctgaa
caacgccgaa
acctgtcect
ggttaaacte
tectcggaaa
gagggatagg
agaggacttce
aagccctgec
gaacaagaga
aggaaagata
aggttctgga
catcactgta
cactgagecce
agkcatcttt
ctactctaaa
aactgctgag
ctgeegatace
tgtctacagt
aatcecaact
tgacacgtte
ggaccacaac
cgataggatt
cagcaccect
cgagccggcea
gaatgaggag
gatccactcet
gttgtttteg

gctcaagace

‘ggacgtectg

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2920
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



10

tctttaaact
gtctgggaag
ttgatcaatg
ctcaagtcge
caaaccatag
atgcgatggt
ccagatgaca
aatgactaca
aaagccaaac
aatgcacaga
tttgqtgcaa
ggaactgctc
catagtttee
caaaagaagg
aaagacccaa
aaatgtcaag
catgackttgt
aagtcaggga
<210>5

<211> 8070
<212>ADN

accaaaaagc
cttgtgceca
ggactgtgag
agtgggtcac
cagccekttita
tcagacagge
tgkctgeatyg
cagctttcga
accactgcat
ttttcctagg
acactgagtg
aagtctafgc

acaggettga

‘gcagttggee

ttaagctcca

attcctatga.

tcgatgagaa

gaggcactgt

<213>Secuencia Artificial

<220>
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tatgggttta
cgaagtacaa
acagagceca
aaaggtggaa
ccagcagack
tttccageca
ggeccttgaac
ccagtctcag
accagaggaa
cacgttatca
caacatagct
aggagacgac
ggacaaatta
tgagttitgt
tgttagctta
aattgatctyg
acagtgtcag

ctcactttee

cccaaagagce
agcaagtacc
gacttegatg
aaactaggte
gtgatgcttt
aaagaagtct
aactggaatt
gatggggcca
atcattcagy
attatgcgee
tacacccata
tcegeactgg
ctectaaagt
ggttgoctga
aaattggctg
agttatgecet
gcacacacac

cgcctcagaa

<223>Region de T-ADN del plasmido pICH25488

<400> 5

19

gtattccttt
tcagcaagte
aaaataagat
tacccaagat
ttggaactat
tcataaactg
tcagcagace
tgttgcaatt
catacataga
tgactggtga
caaagtttga
actgtgttce
caaagcctgt
tcacaccaaa
aagctaaggg
atgaccacaa
tcacttgcag

actttcttta

ttcccaagag
aaagtgcaac
tatggtatte
taagccaggt
ggctaggtac
tgagacgacg
tagcttgget
tgaggtgcte
tattaagact
aggtcccact
catcccagec
agaagtgaag
aatcacgcag
aggggtgatg
tgaactcaag

ggactctctg

aacactaatc-

3360
3420
3480
3540
3600
3660
1720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200

" 4260

4329

4371



cctgatctgg
cgecctttta
atatatccctg
gctaggeatg
tcaaagatac
ccggaaacet
aaaaggaagg
atgcctcetge

aagaagacgt

ggaaccctgt
aatatcegat
tcaaacactkyg
cctgeaggee
agtetcagaa
cetcggatee
taogctectac
cgacagtagt

tccaaccacy
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ggttggecaca
tattctaata
atagtttaaa
aacatggtgg
gaccaaaggy
cgttgcccag
aaatgeccatc
cccaaagatyg

tcttcaaage

tacaaatgga
aacgctcttt
ctgaaggcgy
agcacgacac
caattgagac
ctatetgtca
attgcgataa
gacccccace

aagtggattg

20

cgaacggata
tctecttaggt
gaaacgacaa
gctigtetac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggoe
cacgaggagce

atgtgatate

aaccttttca
ttaccegeca
tctgatetaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa

tccactgacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540



taagggatga
catttcatte
gcccaattgt
gtttaccaat
aacattcgee
gcggetaatg
acacatgcag
ccacaagaac
aacccgcegga
taccccaagg
agtgacactc
aaattgcaaa
agecactcacce
ggcaaccatg
ggaaagatca
gagcaggttg
ttgtactgea
gacaggtacg
attctcaaga
aattgtgaca
tctgctgtag
accacctget
agggcttgga
gtcaaagcag
agattccace
gaaatggaaa
tatgcggtaa
ggtcaagaag
ttectcaaca
gctaaacgee
gaaataageg

gccagacaag

cgcacaatee
ggagaggaga
tacacacccy
cttttacaga
ccatcatgga
atctagaggg
cegetaagac
ctgttacatt
tcaaggacat
aaacaataat
tgcacttctt
cattgtatge
cgaacatata
gtggeggggc
agtggaggga
agatgcacac
tcaggagagy
tgattccace
aaactatgat
tttttgecaa
aactggttta
tctéagacac
tacaagageaa
ttgatttcca
ccttgeaage
gtttgttcte
acgcagagga
ttaaagagece
agctccacag
tagctgaaat
ggacgatggg

aactcacact
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cactatcctt
aaactaaace
cttgaaaaag
ctccaccaca
aaaacacaaa
gttcggcata
catagagaat
tatgttrctt
tttccaaaat
tgacaaactc
ggatccgage
gaccttagtt
cagcctcaaa
ataccatcat
ccecaaggat
agtgacagta
agacttgete
acagatcetc
gcagcteotte
agtcagacaa
cttagtaage
actttctggt
eaagatgcag
cccggtggat
gtggaaagee
agatggggac
agatttagct
tgcaggagac
gaaacacagt
ccaggagtca
ggcaatacce

cccaaccact

cgcaagaccce
atacaccacc
aaagtttaac
aaaactctca
ctagcectaace
gccaccaate
aaacttctag
aaacccagaa
gttgecattg
acagagatca
tacatagtgg
ckcceocegtty
tacttcggag
gaattegete
agctkttckteg
cagttgcagyg
acaccyggagg
ctcccaaaag
ttgtatgtta
ttaattaaat
taéatggaqt
ggcttgctaa
ctgtttggte
ttttetttea
ttccgaccaa
ctgettgatt
gcaatcagga
agaaatcaat
agggaggtga
atgagagctg
agcaacgcecg

aaacctgtcce

21

ttcctetata
aacacaacca
aaatggccaa
tccaagatga
cttacgctca
cctatagcat
aggtgcttgg
agctaaacta
aaccaagaga
céacggaaac
agacakttcca
aggcagectt
atggtceeca
atctacaatg
gacatctcaa
aatcgttcge
tgcgcacttt
ttcacaactg
ggacagtcaa
catctgactt
tecttgccga
caaagaccct
ttgaggacta
aagtggaaac
gggaagtgte
gcecttcacaag
aaacgcccega
actcaaaccc
aacaccaggc
aaggtgatgce
aacttectgg

ctgcaaggtg

taaggaagtt
aacccaccac
ggtgcgegag
ggcttataga
aacggttgaa
tgaattgcat
ttecatccta
catgagaaga
cgtagccagg
agcatacatt
aaactgccca
taaaa;gqaa
gtatatacca
gctcaaagtg
ttacacgact
ggcaaaccac
cggccaacct
caagaagcey
ggtcgcaaaa
ggacaaatac
tttacaaget
tgcaccggtg
cgcgaagtta
ttgggactte
ggatgtagag
aatgccagcect
gatggatgtc
tgcagaaact
cgcaaagaaa
cgaaccaaat
cacgaatgat

ggaagatgct

600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



tcattcacag
gaaacagcga
aatgetgttg
cccatcacag
gagttggcac
cttagageca
acacaggcaa
aaagttgcga
aaggcattga
ctgeggetag
gaaaaggcgt
éctcccqgtt
acaggagata
ttgggaccag
cgcaacaaga
gaaatcagca
aagagaaagc
gggctaacta
aatgtgatgt
gcaaattcct
tcagtggtga
gagcctgage
aaagaggaac
aactgtgtee
gagactctec
'ttccgagaat
gctatgggtt
cacgaagtac
agacagagec
acaaaggtyg
taccagcaga

gctttecage

attctagtgt
cgcaacaagt
gattcaagge
aaatggtgte
gagaattgtt
gagactacyay
cgagttgggog
cttgtgtcat
gagaaattgg
attggagtaa
taattgggog
acatagaagc
gcagacaaag
caacagagta
aagatcttge
tgagcgccga
tgtacatggg
ageccgaaggt
acacggcact
ckgccttety
gagaacaagc
cccagacaca
tcttggaaaa
aaactgaaga
tctgggegac
tcctgageaa
tacccaaaga
aaagcaagta
cagacttcgea
aaaaactagg
ctgtgatgct

caaaagaagt

ggaagaggag
catcgaagga
gctggaaatt
cgggctggaa
cgctatgaac
cagtgatgta
cgaatacttyg
tcatggaget
caagggctceg
gaaagtgcet
aacaggcage
cttagtctgt
cgtctaccat
cttctcaaaa
gaacatgett
gttcttagaa
caccgggagg
acaaatagtg
ttectagagcee
ggaaaagttg
actcagggag
cactgtgtgtc
gtttgacaga
cacaaccatt
tatagatgeg
gaaggacatt
gegtattect
cckcagecaag
tgaaaataag
tctacccaay
ttttggaact

cttcataaac
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caggttaaac
cttecttgga
cagagggata
aaagaggact
agaagccctg
aagaacaaga
acaggaaaga
ggaggttctg
gacatcactg
aacactgagc
atagtcatct
ttetactcta
gaaactgctg
tactgecgat
ggtgtctaca
ggaatcccaa
aatgacacgt
ttggaccaca
accgatagga
gacagcacce
tacgagccag
gagaatgagg
gagatccact
cagttgtttt
cggetcaaga
ggygacgtic
ttttecccaag
tcaaagtgca
attatggtat
attaagccay
atggctaggt

tgtgagacga

tccttggaaa
aacactggat
ggagtggaac
tcecectgaagg
ccaccatcece
gaattggtge
tagaaagctt
gaaaaagtca
tagtcctgee
cctatatgtt
ttgacgatta
aaatcaagct
aggacgecte
actatcteaa
gtgagagaac
ctttggtace
tcacatacge
acacccaagt
ttcacttogt
cttacctcaa
cagaggcaga
agtccgtget
ctgaatceca
cgcatcaaca
ccagcaatea
tgteectaaa
aggtctggga
acttgatcaa
tcctcaagtc
gtcaaaccat
acatgcgatg

cgccagatga

22

agaaaccgtt
tccteaatta
aatgatcatg
aactccaaaa
tttggacctg
catcacaaag
aactgagagg
tgccatccag

gaccaatgaa

caagacctct

ctcaaaactt
aatcattcta
catcaggcat

tgccacacac

gggagtcace

ctcggatgag
tggatgecag
gtgtagocgeg
gaacacaagt
gactttecta
gcfaattcaa
agaagagtac
tggteattea
agcaaaagat
agaaacaaac
ctaccaaaaa
agecttgtgcecc
kgggactgtyg
geagtgggte
agcagecettt
gttcagacag

catgtctgca

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3100
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
1900
3964
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



tgggccttga
gaccagtcte
ataccagagg
ggcacgttat
tgcaacatag
gcaggagacyg
gaggacaaat
cctgagtttt
catgttagoet
gaaattgate
aaacagtgtc
gtcteacttt
aagatggata
ttagattcag
aggaagttga
gtgagtatca
atcctcg;tg
gacccttate
cgagttecga
tcaccggaag
gtgatagcca
aageectgee
atagaggaga
acatatgtcc
agtattaggt
accceacgte
caaagcaatc
gaacgcagca
atctcaacgc
tagtgaggac
gcaaactaga

ggrttaagttt

acaactggaa
aggatggage
aaatcattca
caattatgeg
cttacaccca
actccgcact
tactcctaaa
gtggttgget
taaaattgge
tgagttatgc
aggcacacac
cecegecteag
ttctecatcay
gacctttggt
tecctcagaca
gaactagagg
agtatacttt
aggcaccgga
ggaaagtgge
aagggcactt
ttgatgagga
aagtgacggg
ttagccagtc
gcgcaéggcc
ctatcatttg
ggtgacaaca
ttgtacaact
tttgectgeeg
aatcatactt
tgaaccctgt
tgcagaaace

ccattgatac

tttcagcaga
catgttgcaa
ggcatacata
cctgactggt
tacaaagttt
ggactgtgtt
gtcaaageccet
gatcacacca
tgaagetaag
ctatgaccac
actcacttge
aaactttett
tagtttgaaa
agtacatgca
cccaacattc
catacagaag
ggacaacacc
gtttagecta
agatttgata
agagatcact
gtctgagaca
acttqagttc
cacagcttte
ataggctgac
ctttagttte
ttcacagett
ccccaaatet
ttttgctact
gtgcttgtgg
gtcatcaaga
ataagggcca

tcgaaagatg
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cctagettgg
tttgaggtge
gatattaaga
gaaggtccca
gacatceecag
ceagaagtga
gtaatcacge
aasaggggtga
ggtgaactca
aaggactcte
agaacactaa
taaccgttaa
agtttaggtt
gtagecggag
accgtgeata
ccaggaccta
acaaggaact
gagccceeact
gctggotgtyg
ggcatattca
acactgtcca
aaagtagtca
tacaacgcta
cgcteocggtce
aattaccect
geccacacgga
agggtcacga
gactttgctg
taacaatcat
ttactgagga
ttgcegatcet

tcagcaccag

ctaatgacta
tcaaagccaa
ctaatgcaca
cttctgatge
ccggaactge
agcatagttt
agcaaaagaa
tgaaagaccc
agaaatgtca
tgcatgactt
tcaagtcagg
gttaccttag
attctaggac
<ceggtaagte
cactcggtgt
ttcctgaggy
cataccagge
tctacttgga
gattegatte
aagggccccet
ggcatggtgt
ctattgtgce
tcaccaggtc
aattctgaaa
ctgetttcta
ggagecttaca
gtgagtctac
atctatggaa
agcagtcatt
atcaatcaca
caagccacte

ctagtacaac

23

cacagettte
acaccactgc
gattttccta
aaacactgag
tcaagtttat
ccacaggett
gggcagttgag
aattaagctce
agattecetat
gttcgatgayg
gagaggcact
agatttgaat
ttccaaatct
cacageceta
ccctgacaag
caacttecgea
actttteget
aacatcattt
cgagacgaac
actcggaaagqg
tgagtttgte
tgcocgeacca
aaagggattg
aagtgtacat
gaaatagctt
gagacggecac
acaacggaaa
gtaaatacat
agcacttcct
gtgttggctt
tcegttgaac

acagcccata

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
56490
S700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300



gggtcaacta
ctgttcacta
gctgtcgecaa
cccacagaca
tcatccgete
agactggcag
ccagtggtat
ggtttcaage
gctgceatca
gcccaaactyg
agectagatg
gtcactctac
caccagctayg
tgeccateet
agggcgagag
agetgececogt
gecegetacee
acgtccagga
tgaagttcga
-aggacggcaa
tcatggeega
aggacggcag
ccgtgectget
acgagaageg
gcatggacga
cetaccccag
aaaaaaaaaa
cccagtacat
caccacaata

aatcaccacet

<210>6
<211> 8060
<212>ADN

ectcaactac
tcoceggatgg
caaatgagga
ctatggcaca
aaacagaaat
cagcaattaa
ggaactggat
ctgagcacaa
tgccraaaga
ctgcetttgt
cagctgtcae
caccaccata
caacaaacaa
ggtcgagetg
cgatgeccace
gecectggece
cgaccacatg
gegceaccatce
gggcgacacc
catectgggg
caagcagaag
cgtgcagckc
gccecgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
tttcatagta
aaaaaactag
taaaaacgtc
tatecctgeca

cgatacaggc

<213>Secuencia Atrtificial

<220>
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cacaaaaact
ggatttcttt
cctcagcaag
ggctgetigy
gatagataca
agaggtgtge
gttaactaac
attegetgea
ggggcteate
gaagattaca
tcgaggteogt
atgaacggtt
gaaatggtaa
gacggcogacg
tacggcaage
accctegtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtectgetgg
taatctagcg
ttttcegott
tggtaccgag
cgcaatgtgt
ccagccagec

agcccatcag

gcaggegoaa
agtacagccc
attgaggcta
gacttagtca
ggtccctatt
acacttagge
aacagtccae
teegacttet
Eggccaccgt
aaggccaggg
atcactggaa
aagttteeat
gcaagggcega
taaacggcca
tgaccctgaa
ccacctteag
acttettcaa
acgacggcaa
gcatcgaget
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcaccragte
agttcgtgac
ataccgtcga
tgatktgtatyg
ctcttctgte
tattaagttg

aacagctece

24

ctectgecae
gtgccatagt
tttggaagga
gacactgtge
ccaacggcat
aattttgcat
ctgeotaactg
tcaatggagt
ctgaagctga
cacaatccaa
caacaacegc
tgatactcga
ggagctgtte
caagttcage
gttcatctgce
ctacggeatyg
gtecgecatg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagecac
caagatccge
cacceccate
cgeectgage
cgoccgecggg
ctacgtctac
aataatataa
agcgggecca
tctaagecgtc

cgaccggeaq

agcttcagyge
ageccageaat
catgaaggtg
tgatgtagga
cagcagagct
gaagtatgec
gcaagcacaa
caccaaccea
aatgaatgect
cgactttgce
tgaggetgtt
aagaggtcag
accggggtgg
gégtccggcg
accaccggca
cagtgcttca
cccgaagget
cgcgecgagy
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcyg
ggcgacggeco
aszagacccca
atcactcacg
ataaccgacyg
ataaaaaaaa
ctgcatccac
aatttgttta

ctecggcacaa

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
&840
6900
£960
7020
7080
7140
7200
7260

7320

7380
T440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8070
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<223>Region de T-ADN del plasmido pICH25491

<400> 6

cctgtggttg gcacatacaa atggacgaac ggataaacct tttcacgcec ttttaaatat 6o
ccgattatte taataaacge tcttttetet taggtttacc cgecaatata tcctgtcaaa 120
cactgatagt ttaaactgaa ggcgggaaac gacaatctga tctaagctag gcatgectge 180
aggtcaacat ggtggagcac gacacgottyg tctactccaa aaatatcaaa gatacagtct 240
cagasgacca aagggcaatt gagacttttc aacaaagggt aatatccgga aacctocteg apo
gattccattg cccagctatce tgtcacttta ttgtgaagat agtggasaag gaaggtggét 380
cctacaaatg ccatcattgec gataaaggaa aggccatcgt tgaagatger tctgeocgaca 420
gtggtccéaa agatggaccec ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa 480
ccacgtcttc aaagcaagtg gattgatgtg atatqtccac tgacgtaagg gatgacgcac 540
aatcccacta tccttegcaa gacccttect ctatataagg aagttcattt catttggaga 600
ggagaaaact aaaccataca ccaccaacac aaccaaacce accacgccca attgttacac 660
accegecttga aaaagaaagk ttaacaaatg gccaaggtge gegagghtta ccaatctttt' 720
acagactcca ccacaaéaac tctcatccaa gatgaggett atagaaacat tcgccccatc 780
atggaaaaac acaaactagc taaccettac geotcaaacgg ttgaagcgge taatgatcta 8490
gaggggtteg geatagecac caatcectat agcattgaat tgcatacaca tgeageeget 900
aﬁgaccatag agaataaact tctagaggtg cttggtteca tcctaccaca agaacctgtt 2960
acatttatgt ttcttaaacc cagaaagcta aactacatga gaagaaacec gcggatcaag 1020
gacattttce aaaatgttgc cattgaacca agagacgtag ccaggtaccc caaggaaaca 1080
ataattg&c§ aactcacaga gatcacaacg gaaacagcat acattagtga cactctgcac 1140
ttcttggate cgagctacat agtggagaca ttccaaaact gcccaaaatt gcaaacattg 1200
tatgcgacct tagttetcce cgttgaggea gectttaaaa tggaaagcac tcacccegaac 12640
atatacagee tcaaatactt cggagatggt ttecagtata taccaggcaa ccatggtgge 1320
ggggcatacc atcatgaatt cgectcatcta caatggctca aagtgggaaa gatcaagtgyg 1380
agggacceca aggatagectt tcetocggacat ctcaattaca cgactgagca ggttgagatg' 1440
cacacagtga cagtacagtt gcaggaatcyg ttegeggcaa accacttgta ctgcatcagy 1500
agaggagact tgctcacacc ggaggtgcge actttcggec aacctgacag gtacgtgatt 1560
ccaccacaga tctbtectccce aaaagttcac aactgcaaga agecgattet caagaaaact 1620
atgatgcage tettcttgta tgttaggaca gtcaaggtcg caaaéaactg tgacattttt 1680
gccaaagtca gacaakttaat taaatcatct gacttggaca aatactctge tgtggaactg 1740

25



gtttacttag
gacacacttt
gagaaaaaga
ttccaccegg
caagcgtaga
ttctcagatyg
gaggaagatt
gagectgcag
cacaggaaac
gaaatccagg
atgggggeaa
acactcccaa
agtgtggaayg
caagtcatcg
aaggcgctgg
gtgtecggge
ttgttcgeta
tacggcagtg
tggggcgaat
gtcattcatg
attggcaagy
agtaagaaag
qggggaacag
gaagccttag
caaagcgtct
gagtacttct
cttgcgaaca
gecgagttet
atgggcaccg
aaggtacaaa
gcactttcta

ttetgggaaa

taagctacat
ctggtggett
tgcagetgtt
tggattttte
aagccttecyg
gggacctgct
tagctgoaat
gagacagaaa
acagtaggga
agtcaatgag
tacccagcaa
ccactaaacc
aggagcaggt
aaggacttec
aaattcagag
tggaaaaaéa
tgaacagaag
atgtaaagaa
acttgacagg
gagcetggagy
goctcggacat
tgectaacac
gcagcatagt
tctgttteta
accatgaaac
caaaatactg
tgcttggtgt
tagaaggaat
ggaggaatga
tagtgttgga
gagccaccega

agttggacag

ES 2389 783 T3

ggagttectt
gctaacaaag
tggtcttgag
tttcaaagtg
accaagggaa
tgattgcttc
caggaaaacy
tcaatactca
ggtgaaacac
agctgaaggt
cgeogaactt
tgtecctgea
taaactcett
ttggaaacac
ggataggagt
ggacttecct
ccctgecace
caagagaatt
aaagatagaa
ttctggaaaa
cactgtagte
tgagccecctat
catctttgac
ctctaaaate
tgctgaggac
ccgatactat
ctacagtgag
cccaactttg
cacgttcaca
¢cacaacacc
taggattcac

cacceceottace

gcegatttac
acccttgeac
gactacgcga
gaaacttgag
gtgtcggatg
acaagaatgc
cccgagatgg
aaccctgcag
caggccgeaa
gatgccgaac
cctggcacga
aggtgagaag
ggaaaagaaa
tggattecte
ggaacaatga
gaaggaacte
atccetttgg
ggtgccatca
agcttaactg
agtcatgcea
ctgccgacca
atgttcaaga
gattactcaa
aagetaatca
gccotccatca
ctcaatgeca
agaacgggag
gtaccctegy
tacgctggat
caagtgtgta
ttcgtgaaca

ctcaagactt

26

daagctaccac
eggtgaggge
agttagtcaa
acttcagatt
tagaggaaat
cagcttatge
atgtcggtca
aaacttrcct
agaaagctaa

caaatgaaat

atgatgccag

atgcttcatt
cegttgaaac
aattaaatgc
tcatgcccat
caaaagagtt
acctgettag
caaagacaca
agaggaaagt
tecagaagge
atgaactgcg

cctctgaaaa

"aacttcctee

ttctaacagg
ggcattctggg
cacaccgcaa
tcaccgaaat
atgagaagaq
gccagggyact
gcgcgaatgt
caagtgeaaa

tcctatcagt

ctgecttectca
ttggatacaa
agcagtrgat
ccaccectty
ggaaagtttg
ggtaaacgca
agaagttaaa
caacaagctc
acgcecctaget
aagcgggacg
acaagaactc

cacagattct

agcgacgcaa

tgttggatte
cacagaaatg
ggcacgagaa
agecagagac
ggcaacgagt
tgegacttgt
attgagagaa
gctagattgg
ggcgttaatt
cggttacata
agatagcaga
accagcaaca
caagaaagat
cagcatgagc
aaagctgtac
aactaagccg
gatgtacacyg
ttectetgee

ggtgagagaa

1800
1850
1920
1480
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2990
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600'
3660



caagcactca
acacacatgt
gaaaagtttyg
gaagacacaa
gcgactatag
agcaagaagg
aaagagcgta
aagtaccteca
ttegatgaaa
ctaggtctac
atgctttttyg
gaagtcttca
tggaatttca
ggageccatgt
attcaggeat

atgcgectyga

acccatacaa

gcactggackt
ctaaagkcaa
tggctgatca
ttggctgaag
tatgectatg
cacacactca
ctcagaaact
gctageacaa
actectgeca
cgtgecatag
atttggaagg
agacactgty
tccaacggea
caattttgea

cctgcetaact

gggagtacga
gtgtcgagaa
acagagagat
ccattcagtt
atgegegget
acattgggga
ttocctittte
gcaagtcaaa
ataagattat
ccaagattaa
gaactatgge
taaactgtga
gcagacctag
tgcaatttga
acatagatat
ctggtgaagy
agtttgacat
gtgtcccagda
agcctgtaat
caccaaaagq
ctaagggtga
accacaagga
cttgcagaac
Etctctaacc
cacagcccat
cagcttcagg
tagecagcaa
acatgaaggt
ctgatgtagg
tcagcagage
tgaagtatge

ggcaagcaca
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gccggeagag
tgaggagtecce
ccactctgaa
gttttcgeat
caagaccagce
cgttctgttt
ccaagaggte
gtgcaacttg
ggtattcete
gccaggtcaa
taggtacatyg
gacgacgcca
cttggctaat
ggtgctcaaa
taagactaat
tcccactttt
cccagecgga
agtgaagcat
cacgcagcaa
ggtgatgaaa
actcaagaaa
ctctctgeat
actaatcaag
gttaagttac
agggtcaace
cckgttcact
tgctgtcgca
goccacagac
atcatcceget
tagactggca
cccagtggta

aggtttcaag

gcagagccaa
gtgctagaag
tcccatggte
caacaagcaa
aatcaagaaa
ttaaactacc
cgggaagctt
atcaatggga
aagtcgcagt
accatagcay
cgatggkttca
gatgacatgt
gactacacag
gc?aaacacc
gcacagattt
gatgcaaaca
actgckcaag
agtttccaca
aagaagggca
gacccaatta
tgtcaagatt
gacttgtteg
tcagggagag
cttagagatt
acctcaacta
atcccggatg
acaaatgagg
actatggcac
caaacagaaa
gcagcaatta
tggaactgga

cetgagecaca

27

tteaagagece
agtacaaaga
attcaaactyg
aagatgagac
caaacttecg
aaaaagctat
gtgcccacga
ctgtgagaca
gggtcacaaa
ccttttacca
gacaggette
ctgcatggge
ctttcgacca
actgcatacc
tcctaggeac
ctgagtgcaa
tttatgcagg
ggctigagga
gttggeoctga
agctccaﬁgt
cctatgaaat
atgagaaaca
gcactgtete
tgaataagat
ccacaaaaac
gggatttett
acctcagcaa
aggctgettg
tgatagatac
aagaggtgtg
tgttaactaa

aattcgetge

tgagccccag
ggaactcttyg
tgtocaaact
tckecctetgg
agaattectg
gggtttaccc
agtacaaagc
gagcccagac

ggtggaaaag

gcagactgtg

ccagccaaaa
cttgaacaac
gtctcaggat
agaggaaatc
gttatcaatt
catagettac
agacgactceg
caaattactc
gttttgtagt
tagcttaaaa
tgatctgagt
gtgtcaggca
acttteccege
gtcagcacca
tgcaggegea
tagtacagcce
gattgaggct
ggacttagte
aggtcectat
cacacttagg
caacagtcca

attcgacttc

3720
3780
3840
3900
31960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5450
5520
3580 .



ttcaatggag
tctgaagctg
gcacaatcca
acaacaaccy
gttaagttac
aggttattct
cggagecggt
gcatacacte
acctattecet
gaactcatac
ccacttctac
ctgtggette
attcaaaggg
gtecaggeat
aétcactatt
cgctateace
cggtcaatte
cctttetget
acggaggagc
cacgagtgag
tgctgatcta
atcatagcag
ggggaatcaa
gatctcaagc
accagctage
gecccabooty
gggcgaggge
getgocegty
ccgctaccee
cgtccaggag
gaagttcgayg

ggacggcaac

tcaccaacce
aaatgaatgce
acgactttge
ctgaggetgt
cttagagatt
aggacttcca
aagtccacag
gygtgteccctg
gagggeaact
caggcactte
ttggaaacat
gatttcgaga
cecctacteg
ggtgttgagt
gtgtctgeeg
aggtcaaagg
tgaaaaagtg
ttetagaaat
ttacagagac
tetacacaac
tggaagtaaa
tcattagrac
tcacagtgtt
cactctecgt
aacaaacaag
gtcgagetgg
gatgccacct
ccctggecca
gaccacatga
cgcaccatct
ggecgacacce

atcctgggge
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agctgccatc
tgcccaaact
cagcctagat
tgtcacteta
tgaataagat
aatctttaga
ccctaaggaa
acaaggtgag
tegeaatect
ttgctgacce
catttcgagt
cgaactcace
gaaaggtgat
ttgttaagce
caccaataga
gattgacata
tacatagtat
agcttaccee
ggcaccaaag
ggaaagaacg
tacatatcte
tteocttagtyg
ggcttgcaaa
tgaacggtta
aaatggtgag
acggegacgh
acggcaagct
ccctegtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccy

acaagctgga

atgcccanag
gobgeectttyg
geagctgtca
ccaccaccat
ggatattctc
ttcaggacct
gttgatcctc
tatcagaact
cgatgagtat
ttatcaggca
tccgaggaaa
ggaagaaggg
agecattgat
ctgccaagty
ggaaattggc
tgtecgegea
taggtctatec
acgtcggtga
caatcttgta
cagcatttge
aacgecaatca
aggactgaac
ctagatgcag
agtttccatt
caagggcgag
aaacggecac
gaccctgaag
caccttcage
cttecttcaag
cgacggcaac
catcgagctyg

gtacaactac

28

aggggctcat
tgaagattac
ctcgaggteg
aacagaaact
atcagtagtt
ttggtagtac
agacacccaa
agaggcatac
actttggaca
ccggagttta
gtggeagatt
cacttagaga
gaggagtctg
acgggacttg
cagtccacag
gggccatagg
atttgcttta
caacattecac
caactcccca
tgecgtttty
tacttgtgct
cttgtgtcat
aaaccataag
gatactcgaa
gagctgttea
aagttcagcg
ttcatctgca
tacggegtge
Ececgecatge
tacaagaccc
aagggcatcg

aacagccaca

ccggcecaceqg
aaaggccagg
tatcactgga
ttctttaace
tgaaaagttt
atgcagtage
cattcaccgt
agaagccagg
acaccacaag
gcetagagec
tgatagetgg
tcactggcat
agacaacact
agttcaaagt
ctttctacaa
ctgaccgcte
gtttcaatta
agcttgecac
aatctagggt
ctactgactt
tgtggtaaca
caagattact
ggccattgcc
agaggtcage
ceggggtggt
tgtccggega
ccaccggcaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gcgecgaggt
acttcaagga

acgtctatat

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440

7500
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<213>Virus X de la patata

<400> 8

ES 2389 783 T3

29

catggccgac aagcagaaga acggcatcaa ggtgaacttc aagatcegec acaacatcga 7560
ggacggcage gtgcageteg cecgaccacta ccagcagaac acccccateg gegacggeece 7620
cgtgetgetg cccgacaace actacctgag cacccagtce gecctgagea aagacccecaa 7680
cgagaagcge gatcacatgg tectgetgga gttegtgace geegecggga tcactcacgg 7740
catggacgag ctgtacaagt aatctagcga taccgtcgac tacgtctaca taaccgacge 7800
ctaccccagt ttcatagtat tttetggttt gattgtatga ataatataaa taaaaaaaaa 7860
aaaaaaaaaa aaasactagt ggtaccgage tcttctgtca geogggeccac tgcatccace 7920
ccagtacatt aaaaacgtcc gcaatgtgtt attaagttgt ctaagegtca atttgtttac 7980
accacaatat atcctgecac cagecageca ac;gctcccc gacecggecage tcggcacaaa 8040
atcaccactc gatacaggca 8060

<210>7

<211>714

<212>AND

<213>Virus X de la patata

<400> 7
atgtcagcac cagctagcae aacacagecec atagggtcaa ctacctcaac taccacaaaa 60
actgecaggceg caactectge cacagettca ggeoctgttea ctatcccgga tggggattte 120
tttagtacag cccgtgccat agtagccagce aatgotgtcg caacaaatga ggacctcage 180
aagattgagg ctatttggaa ggacatgaag gtgcccacayg acactatggc acaggetget 240
tgggacttag tcagacactyg tgctgatgba ggatcabccg ctcaaacaga aatgatagat 500
acaggtcoct akbecaacygg catcageaga getagactgg cagcageaat taaagaggtyg ls0
tgcacactta ggcaattttg catgaagtat gccccagtgg tatggaactg gatgttaact 320
aacaacagtc cacctgctaa ctggeaagca caaggtttca agcctgagea caaatteget 480
geatktcgact tettcaatgg agtcaccaac ccagetgcca tcatgcccaa agaggggote 540
atccggccac cgtctgaage tgaaatgaat gcoctgcccaaa ctgetgectt tgtgaagatt 600
acaaaggcca ggécacaatc caacgacttt gccagectag atgcagetgt cactegaggt 660
cgtatcactg gaacaacaac cgctgaggct gttgtcacte taccaccace ataa 714

<210>8

<211> 237

<212> PRT
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Met Ser Ala Pro Ala Ser Thr Thr Gln Pro Ile Gly Ser Thr Thr Ser

1

5

10

15

Thr Thr Thr Lys Thr Ala Gly Ala Thr Pro Ala Thr Ala Ser Gly Leu

Phe

Ala

Ile

Trp

Glu

Leu

Lys

Pro

145

Ala

Lys

Gln

Thr
225

<210>9

Thx

Trp

Asp

Met

Ala

Tyr

130

Ala

Phe

Glu

Thr

Phe
210

Ile
Asn
Lys
Leu
Ile
Ala
11s
Ala
Asn
Asp
Cly
Ala
195

Ala

Thr

20

Pro

Ala

Asp

Val

Asp

100

Ala

Prq

Trp

Pha

Leu

180

Ala

Ser

Ala

Asp

val

Met

Arg

85

Thr

Ile

val

Gln

Phe

165

Ile

Phe

Leu

Glu

Gly

Ala

Lys

70

His

Gly

Lys

Val

Ala

150

Axg

Val

Asp

Ala
230

Asp

Thr

55

Yval

Cys

Pro

Glu

135

Gln

Gly

Pro

Lys

Ala

215

val

Phe
40 -

AsSn

Ala

val
120

Asn
Gly
val
Pro
Ile
200

Ala

Val

25

Phe

Glu

Thr

Asp

Ser

105

Cys

Trp

Phe

Thr

Ser

185

Thr

Val

Ser

Asp

Asp

Val

90

Asn

Thrx

Mat

Lys

Asn

70

Glu

Lys

30

Leu

Thr

Gly

Gly

Leu

Leau

Pro

155

Pro

Ala

Ala

Arg

Pro
235

Mat

Ser

Ile

Arg

Thr

140

Glu

Ala

Glu

Arg

Gly
220

Pzo

Arg

45

Lys

Ala

Ser

Ser

Gln

125

Asn

Hisg

Ala

Mat

ala

205

Arg

Pro

30

Ala

Ile

Gln

Ala

Arg

110

Phe

Asn

Lys

Ile

Asn

130

Gin

Ile

Ile

Glu

Ala

Gln

95

Ala

Cys

Ser

Phe

Met

175

Ala

Ser

val

Ala

Ala

Thr

Arg

Met

Pro

‘Ala

160

Pro

Ala

Asn

Gly
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15

<211> 681
<212>AND
<213>Virus X de la patata

<400> 9
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atggatattc tcatcagtag tttgaaaagt ttaggttatt ctaggactte caaatcttta

gattcaggac ctttggtagt acatgcagta gccggagccg gtaagtccac agcectaagg

aagttgatce tcagacacec

agtatcagaa ctagaggcat

ctcgatgagt atactttgga

ccttatcagg caccggagtt
gttccgagga aagtgécaga
ccggaagaag ggcacttaga
atagccattyg atgaggagte
ccitgecaag tgacgggact
gaggaaattg gccagtccac

tatgtccgeg cagggeccata

<210> 10

<211> 226

<212> PRT

<213>Virus X de la patata

<400> 10

aacattcacc
acagaagcca
¢caacaccaca
tagcctagag
tttgatagcet
gatcactggc
tgagacaaca
tgagttcaaa

agctttctac

g

gtgcatacac
ggacctaktte
aggaacteat
ccceactktet
ggctgtgget
atattcaaag
ctgtecagge
gtagtcacta

aacgctatca

31

tcggtgtece
ctgagggcaa
accaggract
acttggaaac
tcgatttega
ggccectact
atggtqttga
ttgtgtetge

ccaggtcaaa

tgacaaggtg
cttcgcaatc
tcetgectgae
atcatttcga
gacgaactca
cggaaaggtg
gttegttaag
cgcaccaata

gggattgaca

60

120

180
240
00
360
420
480
540
600
660
681



Met Asp

Ser Lys

Ala Gly

Phe Thr

50

Arg Gly

65

Leu asp

Leu Phe

Phe Tyr

Ile Ala
130

His Leu

145

Ile Ala

Glu Phe

Thr Ile

Phe Tyr

Ile Leu Ile Ser Ser

Ser Leu Asp Ser Gly

20

Lys Ser Thr Ala Leu

s

Val Hias Thr Leu Gly

55

Ile Gln Lys Pro Gly

70

Glu Tyr Thr Leu Asp

85

Ala Asp Pro Tyr Gin
100

Leu Glu Thr Ser Phe

115

Gly Cys Gly Phe Asp

195

210

Gly Pro

225

Glu Ile Thr

180

135

150

1&5
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Leu

Pro

Arg

val

Pro

Asn

Ala

Arg

120

Phe

Lys

Leu

25

Lys

Pro

Ile

Pro
105

val

Glu

Serxr

10

val

Leu

Asp

Pro

Thr

90

Glu

Pro

Thx

Leu Gly

Vval His

Ile Leu

Lys Val

60

Glu Gly

Arg Asn

FPhe Ser

Arg Lys

Asn Ser
140

155

170

185

200

21%

Tyr Ser Arg
15

Ala Val Ala
30
Arg His Pro
Ser Ile Arg
Asn Phe Ala
Ser Tyr Gln
95

Leu Glu Pro
110

Val Ala Asp

125

Pro Glu Glu

Thr

Gly

Thr

Ile

80

Ala

His

Leu

Gly

Gly Ile Phe Lys Gly Pro Leu Leu Gly Lys Val

160

Ile Asp Glu Glu Ser Glu Thr Thr Leu Ser Arg His Gly val

175

190

205

220

32

Val Lys Pxo Cys Gln Val Thr Gly Leu Glu Phe Lys Val Val

Val Ser Ala Ala Pro Ile Glu Glu Ile Gly Gln Ser Thr Ala

Agn Ala Ile Thr Axg Ser Lys Gly Leu Thr Tyr Val aArg Ala
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<210> 11
<211> 345
<212>AND

<213>Virus X de la patata

<400> 11

atgtecgege
ttaggtctat
cacgtcggtyg
gcaatcttot
gcagecatttg
caacgcaate
<210> 12

<211> 115
<212> PRT

agggccatag
catttgette
acaacattca
acaactccece
ctgecgtitt

atacttgtge

<213>Virus X de la patata

<400> 12

ES 2389 783 T3

gctgaccgct
agtttcaatt
cagcttgeca
aaatctaggg
gcetactgact

ttgtggtaac

Met Ser Ala Gln Gly His Arg Leu

1

5

val Tyr Ile Val Leu Gly Leu Ser

20

Leu Leu Ser Arg Asn Ser Leu Pro

3s

40

Leu Pro His Gly Gly Ala Tyr Arg

50

55

ccggtcaatt ctgaaaaagt gtacatagta

acctttctge tttctagaaa tagettacce

cacggaggag cttacagaga cggcaccaaa

tcacgagtga gtctacacaa cggaaagaac
Ctgctgatet atggaagtaa atacatatet

aatcatagca gtcat

Thr Ala Pro Val Asn Ser Glu Lys
10 15

Phe Ala Leu Val Ser Ile Thr Phe
25 . 30

His Val Gly Asp Asn Ile His Ser
45

Asp Gly Thr Lys Ala Ile Leu Tyr

&0

Asn Ser Pro Asn Leu Gly Ser Arg Val Ser Leu His Asn Gly Lys Asn

68

70

75 80

Ala Ala Phe Ala Ala Val Leu Leu Leu Thr Leu Leu Ile Tyr Gly Ser
: 95

85

90

110

Lys Tyr Ile Ser Gln Arg Asn His Thr Cys Ala Cys Gly Asn Asn His

100

Ser Ser His
115

105

33

€0
120
180
240
300
345
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<210> 13

<211> 210

<212>ADN

<213>Virus X de la patata

<400> 13

atggaagtaa atacatatct caacgcaatc atacttgtge ttgtggtaac aatcatagca
gtcattagea cttecttagt gaggactgaa ccttgi;gl:ca tcaagattac tggggaatca
atcacagtgt tggcttgcaa actagatgca gaaaccataa gggecattge cgatctcaag

ccactetecg ttgaacggtt aagtitecat

<210> 14

<211>70

<212> PRT

<213>Virus X de la patata

<400> 14
Met Glu Val Asn Thr Tyr Leu Asn Ala Ile Ile Leu Val Leu Val val
1 5 10 is

Thr Ile Ile Ala Val Ile Ser ‘Thr Ser Leu Val Arg Thr Glu Pro Cys
20 25 30

Val Ile Lys Ile Thr Gly Glu Ser Ile Thr Val Leu Ala Cys Lys Leu
35 ‘40 45

Asp Ala Glu Thr Ile Arg Ala Ile Ala Asp Leu Lys Pro Leu Ser Val
50 55 60

Glu Arg Leu Ser Phe His
65 70

34

60
120
180
2190
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REIVINDICACIONES

1. Un &cido nucleico que comprende o que codifica un replicon de ARN que comprende, en este orden, los siguientes
segmentos (i) a (iii):
(i) una secuencia de acido nucleico que codifiqgue una ARN polimerasa dependiente de ARN de potexvirus o una
variante conservadora de la funcién de la misma; en la que dicha secuencia del punto (i) codifica una proteina que
tiene una identidad de secuencia de al menos 36% con una proteina codificada por la SEC ID NO:4 dentro de un
segmento de secuencia de proteina de al menos 300 restos aminoacidicos;
(i) una secuencia de &cido nucleico que comprenda:

(@) un blogue genético triple de potexvirus o una variante conservadora de la funcion del mismo, en el que
dicha variante conservadora de la funcién de dicho blogue genético triple de potexvirus codifica las tres
proteinas siguientes:

una primera proteina que comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos 200 restos
aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia de proteina una identidad de secuencia al menos
40% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO:10; una segunda proteina que comprende un
segmento de secuencia de proteina de al menos 100 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de
secuencia de proteina una identidad de secuencia de al menos 40% con un segmento de secuencia de la
SEC ID NO:12; y una tercera proteina que comprende un segmento de secuencia de proteina de al menos
55 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de secuencia de proteina una identidad de secuencia de
al menos 40% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO:14; y

(b) una secuencia que codifique una proteina de recubrimiento potexviral o una variante conservadora de la
funcién de la misma; o una secuencia que codifique una proteina de movimiento tobamoviral; en la que
dicha variante conservadora de la funcidon de dicha proteina de recubrimiento tobamoviral comprende un
segmento de secuencia de proteina de al menos 200 restos aminoacidicos, teniendo dicho segmento de
secuencia una identidad de al menos 35% con un segmento de secuencia de la SEC ID NO: 8; y

(iii) una secuencia de acido nucleico heterélogo que puede expresarse a partir de dicho replicén en una planta o en
un tejido de planta

0 una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia complementaria de dicho acido nucleico.

2. El acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha variante conservadora de la funcién del bloque
genético triple de potexvirus codifica tres proteinas, una de las cuales tiene una identidad de secuencia de al menos 33%
con la SEC ID NO: 10; una que tiene una identidad de secuencia de al menos 36% con la SEC ID NO: 12; y una que
tiene una identidad de secuencia de al menos 30% con la SEC ID NO: 14.

3. El &cido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en que dicha secuencia del punto (i) codifica una proteina
gue tiene una identidad de secuencia de al menos 36% con una proteina codificada por la SEC ID NO:4 dentro de un
segmento de secuencia de proteina de al menos 500 restos aminoacidicos, preferiblemente de al menos 900 restos
aminoacidicos, y lo mas preferible, de al menos 1400 restos aminoacidicos.

4. El 4cido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha secuencia del punto (i)
codifica una proteina que tiene una identidad de secuencia de al menos 45% con una proteina codificada por la SEC ID
NO:4 dentro de un segmento de secuencia de proteina de al menos 300 restos aminoacidicos, preferiblemente de al
menos 500 restos aminoacidicos, méas preferiblemente de al menos 900 restos aminoacidicos, y lo mas preferible, de al
menos 1400 restos aminoacidicos.

5. El &cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicha secuencia del punto (i)
codifica una proteina que tiene una homologia de secuencia de al menos 50% con una proteina codificada por la SEC ID
NO:4 dentro de un segmento de secuencia de proteina de al menos 300 restos aminoacidicos, preferiblemente de al
menos 500 restos aminoacidicos, méas preferiblemente de al menos 900 restos aminoacidicos, lo méas preferible, de al
menos 1400 restos aminoacidicos.

6. El acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha secuencia de acido nucleico
del punto (i) tiene una identidad de secuencia de al menos 55%, preferiblemente de al menos 60%, con la SEC ID NO: 4
dentro de un segmento de secuencia de al menos 900 nucleétidos, preferiblemente de al menos 1500 nucledtidos, mas
preferiblemente de al menos 2700 nucleétidos, y lo mas preferible, de al menos 4200 nucledtidos.

7. El acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho replicén es un replicon potexviral,
preferiblemente un replicon derivado del virus X de la patata, del potexvirus del mosaico del bambu o del potexvirus del
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mosaico de la papaya.

8. Un acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho replicén no tiene un origen de ensamblaje
de particula viral;

y/o dicho acido nucleico comprende una secuencia seleccionada del grupo:

un promotor de transcripcion activo en células de planta cadena arriba del punto (i), un promotor subgenémico viral, una
regiéon 5' 6 3' no traducida potexviral.

9. El &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los puntos (a) y (b) pueden estar en cualquier orden en
dicha secuencia de acido nucleico del punto (ii), preferiblemente, en el punto (ii), dicho bloque genético triple de
potexvirus o una variante conservadora de la funcién del mismo se localiza cadena arriba de dicho gen de proteina de
recubrimiento potexviral o de una variante conservadora de la funcién del mismo, o viceversa.

10. El acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicha proteina de movimiento
tobamoviral es una proteina de movimiento del virus del mosaico del tabaco o del virus de aclaramiento de las
nervaduras del nabo o una variante conservadora de la funcién de dichas proteinas de movimiento.

11. Un kit de partes que comprende al menos dos vectores que, en células de planta, por recombinacién especifica de
sitio, pueden ensamblar dicho &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. El kit de partes de acuerdo con la reivindicacion 11, que comprende al menos dos vectores, un primer vector que
comprende o que codifica los segmentos de los puntos (i) y (ii) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y un segundo
vector que comprende o que codifica el segmento del punto (iii) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que
cada uno de dicho primer y segundo vector tiene un sitio de recombinacion para permitir el ensamblaje, por
recombinacion especifica de sitio, de un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

13. Un procedimiento para la expresién de una secuencia de interés de acido nucleico heterélogo en una planta o en un

tejido de planta, que comprende proporcionar una planta o un tejido de planta con dicho acido nucleico de cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10.
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