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Sistema para ensamblado de piezas genéticas.
La presente invención describe un sistema de
ensamblado in vitro para piezas genéticas. El
ensamblado de fragmentos de DNA constituye la
base de la ingeniería genética y la biología sintética.
Para el diseño de nuevos circuitos genéticos, ambas
disciplinas tienden hacia la generación de colecciones
de piezas genéticas intercambiables y reciclables (es
decir, susceptibles de ser utilizadas en laboratorios
distintos y para generar combinaciones genéticas
distintas), que puedan ser unidas entre sí mediante el
uso de un método estándar de ensamblaje. Es
particularmente necesario el desarrollo de métodos
que permitan gran eficiencia y versatilidad en el
ensamblaje de piezas en los rangos que van entre 5 y
50 piezas individuales, ya que la naturaleza modular
de las interacciones genéticas hace que buena parte
de la ingeniería se desarrolle en torno a diseños
genéticos que abarcan estos rangos de tamaño.
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DESCRIPCIÓN 

Sistema para ensamblado de piezas genéticas 

La presente invención se engloba en el sector técnico de la Biotecnología, la Biología Sintética y por extensión a la 
Biotecnología Agraria y Biología Sintética de Plantas para la creación de plantas transgénicas, cisgénicas y/o 
intragénicas con nuevos caracteres agronómicos. 5 
ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 

El ensamblaje de estructuras funcionales básicas de DNA (denominadas de aquí en adelante “piezas” o “partes”) 
para producir nuevas combinaciones (referidas de aquí en adelante como “módulos”, o “dispositivos” si resultan del 
ensamblaje de dos o más módulos) constituye la herramienta básica de la Biología Sintética.  

Tradicionalmente, el ensamblado múltiple de fragmentos de DNA se ha llevado a cabo sobre plásmidos que 10 
contienen un sitio de clonaje múltiple (MCS). El MCS consiste en una secuencia de DNA con un número variable de 
dianas de enzimas de restricción tipo II (ERTII). En esta metodología, el ensamblaje de uno o más fragmentos para 
formar estructuras de complejidad creciente se realiza por inserciones sucesivas de nuevas piezas, utilizando para 
ello las dianas de restricción presentes en el MCS. Las clonaciones múltiples basadas en MCS tradicionales tienen 
importantes limitaciones, fundamentalmente la presencia de dianas de restricción internas en los nuevos fragmentos 15 
a ensamblar, el número finito de dianas del MCS, la complejidad técnica, que incluye separación 
electroforética/purificación de los fragmentos, o la permanencia de las secuencias diana en las zonas de unión entre 
las partes ensambladas (referidas de aquí en adelante como “costuras de ensamblado” o simplemente “costuras”). 
Todo ello hace que el método MCS tradicional no sea susceptible de estandarización y por tanto es susceptible de 
ser mejorado. 20 
Como alternativa a MCS tradicional, se han venido desarrollando nuevos métodos de ensamblaje. La tendencia 
general es acercar el ensamblaje genético a los mecanismos habituales en otras ingenierías, y para ello se 
requieren cuatro características básicas:  

(i) estandarización, es decir que las reglas de ensamblaje puedan aplicarse independientemente de la identidad de 
las partes;  25 
(ii) reciclabilidad, es decir que los nuevos ensamblajes puedan reutilizarse para realizar ensamblajes más complejos;  

(iii) eficiencia, es decir que permita la construcción de ensamblajes complejos de forma rápida y segura; y finalmente  

(iv) simplicidad, es decir que el ensamblaje funcione con un conjunto mínimo de reglas sencillas para facilitar la 
automatización y la adopción del sistema por el usuario final.  

Los métodos desarrollados en la actualidad son fundamentalmente de dos tipos: multipartitos, en los que el 30 
ensamblaje múltiple se realiza en un solo paso mediante adición de dos o más partes en tándem; o bien binarios, en 
los que el ensamblaje múltiple va creciendo paso a paso mediante uniones dos a dos de fragmentos ensamblados 
previamente.  

Uno de los métodos más utilizados es el denominado “Gateway Cloning”, sujeto a las patentes US números 
5888732, 6143557, 6171861, 6270969, 6277608, 6720140 y otras patentes pendientes pertenecientes a Invitrogen 35 
Corporation. El clonaje Gateway está basado en recombinación homóloga in vitro mediada por una mezcla de 
recombinasas denominadas BP y LR. En una elaboración ulterior se desarrolló el sistema Multisite Gateway 
(Invitrogen), que permite el ensamblaje multipartito de hasta cuatro partes de forma direccional en un vector de 
destino. Varios vectores de ensamblaje multigénico se han desarrollado a partir de la tecnología Gateway (Chen et 
al., 2006, Chung et al., 2005). A pesar de su alta eficiencia, el ensamblaje por Gateway cloning está limitado a un 40 
máximo de cuatro partes, lo que impide formar módulos de orden superior y/o dispositivos. Además la 
recombinación conduce a la formación de costuras (sitios attB) de 25 nucleótidos.  

Un conjunto alternativo de metodologías (SLIC, Gibson, CPEC) está basado en la generación de fragmentos 
solapantes de simple cadena entre las “partes” a ensamblar. De esta forma el ensamblaje se estabiliza por 
apareamiento entre las cadenas complementarias, que posteriormente es cerrado covalentemente por ligasas o por 45 
la propia célula huésped. En todas estas tecnologías, las extensiones solapantes son introducidas por PCR, 
generando posteriormente los fragmentos de simple cadena mediante distintas técnicas. SLIC (Sequence and 
Ligase Independent Cloning), produce los fragmentos de simple cadena mediante la actividad exonucleasa de la 
ligasa T4 (Aslanidis and de Jong, 1990, Li and Elledge, 2007). El método de Gibson usa la polimerasa T5 perseguida 
por la polimerasa Phusion para generar y reparar la secuencias solapantes (Gibson et al., 2009). Finalmente el 50 
método llamado Circular Polymerase Extension Cloning (Quan and Tian, 2009), se basa en la actividad cebadora 
mutua de plásmido e inserto para ensamblar partes por PCR sin adición de oligonucleótidos. Todos estos sistemas 
de ensamblaje son multipartitos y generan ensamblajes sin costuras. Sin embargo, son bastante susceptibles de 
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introducir errores, ya que están basados en PCR. Además, debido a que están basados en apareamientos de 
secuencias complementarias, son poco compatibles con la existencia de zonas con alta estructura secundaria, 
secuencias repetitivas, etc. Otras metodologías multipartitas emplean distintas herramientas como el uso enzimas de 
restricción con secuencias de reconocimiento largo (rare cutters) (Goderis et al., 2002) “homing endonucleases”, 
secuencias de recombinación (Lin et al., 2003), o una combinación de dos o más de ellas como el kit ACEM 5 
(Bieniossek et al., 2009) (Berger, 2010) (WO/2010/100278).  

Otra metodología de ensamblaje multipartito descrita recientemente es el llamado método Golden Gate (Engler et 
al., 2009, Engler et al., 2008). Está basado en el uso de enzimas de restricción de tipo IIS (ERTIIS). A diferencia de 
los ERTII convencionales, en los cuales el sitio de reconocimiento es palindrómico y coincide con el sitio de 
digestión, los ERTIIS no tienen diana de corte sino que digieren algunos nucleótidos más allá del sitio de 10 
reconocimiento, independientemente de su secuencia, dejando extremos protuberantes generalmente de 4 
nucleótidos. En Golden Gate, las partes a ensamblar están flanqueadas por dianas ERTIIS orientadas hacia dentro 
del fragmento. De esta forma la diana desaparece tras el ensamblaje, facilitando una unión sin costuras. Para el 
ensamblaje sólo se requiere una pequeña región solapante de 4 nucleótidos entre partes adyacentes, que se hace 
coincidir con la zona de corte del ERTIIS. En una reacción Golden Gate los fragmentos a ensamblar se incuban en 15 
presencia del ERTIIS y ligasa T4 en ciclos de digestión y ligación en un único tubo. Esta técnica aumenta 
notablemente la eficiencia de los ensamblajes pues evita tener que realizar extracción de gel de los fragmentos a 
clonar. Golden Gate es fácilmente estandarizable, sin embargo en su desarrollo inicial, las construcciones no eran 
reusables, lo que impide su adopción como estándar en Biología Sintética.  

En una subsiguiente innovación técnica, denominada MoClo (Weber, Engler et al. 2011), se introdujeron dos nuevos 20 
enzimas de restricción de tipo IIS en los plásmidos de destino, lo que permite la utilización de estos enzimas para 
una segunda ronda de ensamblaje multipartito. Con objeto de aproximarse al objetivo de reciclabilidad, el sistema 
MoClo introduce un nivel de ensamblaje llamado “intermedio” que consiste en adicionar un casete de selección 
negativa como una pieza más al final del ensamblaje. Esto permite crear versiones de construcciones múltiples 
“abiertas”, que si bien no pueden ser directamente transferidas a la célula ya que contienen una pieza superflua 25 
(cassete de selección), sí que se puedan utilizar como molde sobre el que adicionar nuevas piezas y hacer así 
crecer la construcción en el futuro. El sistema MoClo es pues un sistema modular estandarizado susceptible de 
automatización. Aunque MoClo permite el crecimiento teóricamente indefinido de los ensamblajes Golden Gate, el 
diseño resultante presenta una serie de inconvenientes que complican su adopción por el usuario y que se 
enumeran a continuación: 30 
(i) el sistema requiere el uso de tres enzimas de restricción para asegurar un potencial crecimiento indefinido del 
sistema; para que el sistema funcione correctamente las piezas deben estar libres de dianas de restricción internas. 
Para ello es necesario mutagenizar (domesticar) aquellas piezas originales que presentas dianas de restricción 
internas. El empleo de tres enzimas distintos aumenta la probabilidad de encontrar dianas internas en las piezas 
originales y por tanto aumenta los requerimientos de domesticación. 35 
(ii) los módulos ensamblados en MoClo no son completamente reciclables dado el carácter “cerrado” de las 
construcciones: si no se le añade el casete de selección adicional no pueden seguir aumentando de tamaño; 

(iii) el sistema en su conjunto es complejo: consta de 36 plásmidos (42 si se usa la opción de crecimiento reverso) y 
un gran número de reglas de ensamblaje; 

(iv) la topología del sistema es básicamente lineal con diferentes niveles de ensamblaje y ramas laterales 40 
correspondientes a los niveles intermedios (figura 1A). 

Por último, la propuesta más representativa que permite crecimientos binarios es el estándar de ensamblaje de 
Biobricks desarrollado en el MIT (Che, 2004, Knight, 2003), y comercializado recientemente por New England 
Biolabs y Ginkgoo Bioworks. Los Biobricks son, en virtud de su simplicidad, una propuesta muy exitosa de 
estandarización de las reglas ensamblaje de piezas en Biología Sintética. Los biobricks son piezas genéticas 45 
básicas (biopiezas) flanqueadas por 4 enzimas de restricción de tipo II, A y B en su extremo 5´, y C y D en su 
extremo 3´. En virtud de la compatibilidad entre B y C, la unión entre dos piezas básicas genera una pieza de orden 
superior indivisible (módulo) que contiene los mismos sitios flanqueantes que sus constituyentes iniciales. Esta 
propiedad se denomina “idempotencia”, y constituye la máxima simplificación en las reglas de ensamblaje, ya que 
una sola regla gobierna todo tipo de ensamblajes. Esta simplicidad facilita la automatización y el intercambio de 50 
piezas genéticas entre laboratorios, ya que cualesquiera piezas genéticas generadas mediante esta metodología 
pueden a su vez ensamblarse entre sí independientemente de su origen y su secuencia nucleotídica. No obstante, el 
uso de enzimas tipo II genera “costuras”, lo que resulta problemático en la generación de ensamblajes “limpios” 
como los requeridos en fusiones de regiones codificantes. Por otra parte, esta estrategia hace uso de 4 enzimas de 
restricción distintos, lo que obliga a sintetizar o mutagenizar (“domesticar”) gran cantidad de piezas básicas que 55 
contienen sitios de reconocimiento para estas enzimas en sus secuencias originales. Finalmente, al tratarse de un 
sistema que no incorpora uniones multipartitas, es necesario un gran número de uniones binarias para realizar 
ensamblajes complejos, lo que lo convierte en una metodología lenta y costosa para muchas aplicaciones. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

Las metodologías de ensamblaje actuales son de dos tipos: multipartitas o binarias. Los métodos binarios pueden 
ser compatibles con el uso de piezas intercambiables y reciclables. En particular los sistemas del tipo Biobricks son 
idempotentes, es decir, utilizan una única regla para cualquier ensamblaje, lo que facilita enormemente su 
estandarización y automatización. Sin embargo los métodos descritos hasta el momento producen costuras entre las 5 
piezas ensambladas. Además, al tratarse en todo caso de ensamblajes binarios la construcción de circuitos 
complejos a partir de piezas básicas resulta más laboriosa que en el caso de los ensamblajes multipartitos. 

Los métodos multipartitos son rápidos porque permiten ensamblajes simultáneos de más de dos elementos. Sin 
embargo los métodos actuales adolecen de ciertas limitaciones. Algunos son limitados en el número de piezas a 
ensamblar (multisite Gateway). Otros requieren la síntesis de piezas de novo en cada reacción de ensamblaje, 10 
generalmente mediante PCR, para poder así agregar regiones solapantes entre las piezas a ensamblar que no 
existían necesariamente en las piezas originales. La generación de amplias regiones solapantes asegura un 
ensamblado sin costuras pero dificulta la intercambiabilidad y reciclabilidad de las piezas. Además, hace necesaria 
la comprobación de la integridad de la pieza tras cada ensamblaje, ya que la síntesis de novo puede generar errores 
de copia. Por tanto estas metodologías multipartitas son poco aptas para su utilización como estándar de 15 
ensamblaje en colecciones de piezas genéticas intercambiables y reciclables.  

Recientemente se describió metodología multipartita conocida como Golden Gate, basada en el uso de enzimas de 
restricción de tipo IIS. Golden Gate es altamente eficiente, y tiene como principal característica que permite un 
ensamblaje sin costuras sin utilizar PCR en el proceso de ensamblaje. Sin embargo, en su descripción original, 
Golden Gate tiene como principal inconveniente la falta de reciclabilidad de sus piezas, lo que dificulta su uso como 20 
sistema de ensamblaje estandarizado en Biología Sintética. Esta carencia de Golden Gate ha sido parcialmente 
superada más recientemente mediante la tecnología MoClo, que extiende de forma indefinida las capacidades de 
ensamblaje multipartito de Golden Gate. Para ello MoClo amplía la tecnología Golden Gate utilizando al menos dos 
enzimas de restricción de tipo IIs en orientación A12B, siendo A y B sitios de corte del primer enzima y 1 y 2 sitios de 
reconocimiento del segundo enzima (ej. BpI-BsaI-BsaI-BpI). Ello le permite llevar a cabo dos niveles de ensamblaje: 25 
en el nivel 1 se ensamblan las “partes” básicas utilizando el primero de los enzimas (BsaI), mientras que el segundo 
enzima se utiliza para ensamblaje de unidades transcripcionales (BpI). Para conseguir abrir el sistema de forma 
indefinida a ulteriores ensamblajes, existe la posibilidad de dejar “abierto” el nivel 2 mediante la adición, como una 
pieza más, de un nuevo casete de selección. El sistema MoClo tiene por tanto una estructura lineal con 
ramificaciones laterales (Figura 1A). Estas ramificaciones permiten dejar la estructura abierta a nuevos ensamblajes, 30 
aunque dicha estructura abierta no es directamente utilizable para su introducción en la célula ya que contiene un 
cassete de selección ajeno al ensamblaje. Por tanto, la estrategia MoClo supone una solución parcial al problema de 
la reciclabilidad de los ensamblajes multipartitos Golden Gate, y está lastrada por una gran complejidad, muy alejada 
de la idempotencia de los BioBricks: el sistema completo contiene un total de 42 plásmidos incluyendo adaptadores, 
linkers y plásmidos para realizar ensamblajes reversos. 35 
La presente invención consiste en un nuevo sistema modular de ensamblaje que permite combinar de forma 
indefinida las construcciones multipartitas Golden Gate haciendo uso de reglas muy simples, cercanas a la 
idempotencia y con un número muy pequeño de elementos. Tras una primera etapa de ensamblaje multipartito en el 
que se unen partes básicas de forma estandarizada, los ensamblajes multipartitos resultantes (dispositivos) se unen 
entre sí indefinidamente mediante uniones binarias. En su conjunto, el  sistema de clonaje puede describirse como 40 
un doble bucle que permite un ensamblaje quasi-idempotente de ensamblajes multipartitos. Es por tanto una 
solución alternativa a MoClo que añade sencillez y reciclabilidad a los ensamblajes multipartitos, facilitando su 
aplicación a la Biología Sintética. 

Brevemente, la invención consiste en un sistema de ensamblado in vitro para piezas genéticas basado en el uso de 
enzimas de restricción de tipo IIS. En el estado anterior de la técnica, el ensamblaje estandarizado MoClo, también 45 
basado en enzimas de restricción de tipo IIS, utilizaba dos dianas de dos enzimas de restricción en orientación 
definida (A12B), lo que daba lugar a un diseño lineal de sucesivos niveles jerárquicos, con ramificaciones laterales 
opcionales que permiten dejar ensamblajes abiertos para la adición de piezas adicionales (Fig 1A). La presente 
invención proporciona una solución alternativa sencilla al diseño lineal: un diseño de clonaciones en bucle que hace 
uso de sólo dos niveles que van alternándose entre sí (Figura 1B). Ello se consigue mediante el uso de 2 enzimas 50 
de restricción tipo IIS (E1 y E2), pero a diferencia de MoClo, en la presente invención, ambos enzimas se utilizan en 
los dos niveles y con orientaciones invertidas. Así en el nivel α la orientación de los enzimas es del tipo general 
A12B, mientras que en el siguiente nivel (nivel Ω), la orientación es del tipo general 1AB2, donde los números 
representan sitios de corte del primer enzima y donde las letras representan sitios de corte del segundo enzima. 
Para conseguir la reciclabilidad de los ensamblajes resultantes (es decir, que estos puedan seguir ensamblándose 55 
entre sí), la presente invención necesita de sólo dos plásmidos de destino para cada nivel (α y Ω). El sistema 
resultante tiene una estructura de doble bucle en el que los plásmidos de entrada de la primera ronda (nivel α) de 
ensamblaje se convierten en plásmidos de destino de la segunda ronda (nivel Ω) y viceversa, lo que permite 
ensamblar nuevas unidades de forma indefinida. Las únicas limitaciones serán las impuestas por el tamaño y/o 
composición de DNA que pueda ser propagado por un determinado vector. La presente invención permite por tanto 60 
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la estandarización de Golden Gate para su uso en Biología Sintética. Además, se consigue un crecimiento 
potencialmente indefinido con un conjunto pequeño de herramientas y un limitado número de reglas de ensamblaje. 

Plásmido pDGB_K_C12B (CECT 7899) 

Uno de los plásmidos de destino objetos de la presente invención para el ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de 
doble cadena, ha sido depositado el 21 de marzo de 2011, en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) en 5 
el Edificio 3 CUE del parque científico de la Universidad de Valencia, Catedrático Agustín Escardino nº9, 46980 
Paterna, Valencia (España), por D. Diego Orzáez, del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCO), 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio 
S/N 46022, Valencia (España). 

El plásmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es 10 
pDGB_K_C12B, fue recibido por la CECT con el número de acceso CECT 7 899 una vez dicha Autoridad 
Internacional para el Depósito declaró que el plásmido en cuestión era viable. 

El plásmido CECT 7899 es un plásmido circular y contiene un casete de selección positiva LacZ flanqueado en su 
extremo 5´ por los sitios C y 1 y en su extremo 3´por los sitios 2 y B. El resto de elementos estructurales del 
plásmido son: un origen de replicación pSa, un origen de replicación ColE1 y un gen de resistencia a kanamicina. 15 
(SEQ.ID.NO:11). 

Plásmido pDGB_K_A12C (CECT 7900) 

Uno de los plásmidos de destino objetos de la presente invención para el ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de 
doble cadena, ha sido depositado el 25 de marzo de 2011, en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) en 
el Edificio 3 CUE del parque científico de la Universidad de Valencia, Catedrático Agustín Escardino nº9, 46980 20 
Paterna, Valencia (España), por D. Diego Orzáez, del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCO), 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio 
S/N 46022, Valencia (España). 

El plásmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es 
pDGB_K_A12C, fue recibido por la CECT con el número de acceso CECT 7 900 una vez dicha Autoridad 25 
Internacional para el Depósito declaró que el plásmido en cuestión era viable. 

El plásmido CECT 7900 es un plásmido circular y contiene un casete de selección positiva LacZ flanqueado en su 
extremo 5´ por los sitios A y 1 y en su extremo 3´ por los sitios 2 y C. El resto de elementos estructurales del 
plásmido son: un origen de replicación pSa, un origen de replicación ColE1 y un gen de resistencia a kanamicina. 
(SEQ.ID.NO:10). 30 
Plásmido pDGB_K_3AB2 (CECT 7901) 

Uno de los plásmidos de destino objetos de la presente invención para el ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de 
doble cadena, ha sido depositado el 01 de abril de 2011, en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) en el 
Edificio 3 CUE del parque científico de la Universidad de Valencia, Catedrático Agustín Escardino nº9, 46980 
Paterna, Valencia (España), por D. Diego Orzáez, del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCO), 35 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio 
S/N 46022, Valencia (España). 

El plásmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es 
pDGB_K_3AB2, fue recibido por la CECT con el número de acceso CECT 7 901 una vez dicha Autoridad 
Internacional para el Depósito declaró que el plásmido en cuestión era viable. 40 
El plásmido CECT 7901 es un plásmido circular y contiene un casete de selección positiva LacZ flanqueado en su 
extremo 5´ por los sitios 3 y A y en su extremo 3´por los sitios B y 2. El resto de elementos estructurales del 
plásmido son: un origen de replicación pSa, un origen de replicación ColE1 y un gen de resistencia a 
espectinomicina. (SEQ.ID.NO:13). 

Plásmido pDGB_K_1AB3 (CECT 7902) 45 
Uno de los plásmidos de destino objetos de la presente invención para el ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de 
doble cadena, ha sido depositado el 21 de marzo de 2011, en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) en 
el Edificio 3 CUE del parque científico de la Universidad de Valencia, Catedrático Agustín Escardino nº9, 46980 
Paterna, Valencia (España), por D. Diego Orzáez, del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCO), 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio 50 
S/N 46022, Valencia (España). 
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El plásmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es 
pDGB_K_1AB3, fue recibido por la CECT con el número de acceso CECT 7 902 una vez dicha Autoridad 
Internacional para el Depósito declaró que el plásmido en cuestión era viable. 

El plásmido CECT 7902 es un plásmido circular y contiene un casete de selección positiva LacZ flanqueado en su 
extremo 5´ por los sitios 1 y A y en su extremo 3´por los sitios B y 3. El resto de elementos estructurales del 5 
plásmido son: un origen de replicación pSa, un origen de replicación ColE1 y un gen de resistencia a 
espectinomicina. (SEQ.ID.NO:12). 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La invención describe un sistema de ensamblado in vitro basado en el uso de enzimas de restricción de tipo IIS. El 
sistema Golden Gate anteriormente descrito permite realizar un ensamblaje multipartito sin costuras basado en 10 
enzimas de restricción de tipo IIS mediante el uso de dianas de un único enzima de restricción (E1). La presente 
invención permite, en virtud de un diseño especial de los plásmidos de destino en el que se usan al menos 2 
enzimas de restricción de tipo IIs (E1, E2), además de realizar ensamblajes multipartitos como los previamente 
descritos, la posibilidad de combinarlos indefinidamente de forma binaria.  

El sistema está formado por cuatro plásmidos de destino, pDGBs. Cada uno de los plásmidos de destino incorpora 15 
un casete delator que permita selección negativa (Sel), tal como LacZ o ccdB, o cualquier otro marcador que permita 
el crecimiento y la selección de aquellos clones que no contienen dicho marcador.  Dicho marcador está flanqueado 
por un mínimo de 4 dianas de al menos 2 enzimas de restricción de tipo IIS, (E1 y E2). Las enzimas E1 y E2 pueden 
ser enzimas de restricción de tipo IIS tal como BsaI, BsmBI, BsbI, FokI, BsmAI, AarI, etc, o cualquier otro enzima de 
restricción con las siguientes características: 20 
(i) que los sitios de reconocimiento y corte del enzima estén separados espacialmente, y preferentemente que 
el sitio de reconocimiento consista en una secuencia específica de cinco o más nucleótidos; 

(ii) que el sitio de corte del enzima no tenga requerimientos de secuencia, de forma que se pueda asignar a 
cada enzima cualquier secuencia de corte consistente en una serie de n nucleótidos (preferentemente cuatro o más) 
donde n es una característica del propio enzima; 25 
(iii) que la digestión del DNA con el enzima tenga como consecuencia  la formación de extremos cohesivos de 
DNA (preferentemente de 4 o más nucleótidos), que coincidirán con la secuencia de corte asignada por la invención. 

Aprovechando la característica de las ERIIs de tener distintos sitios de reconocimiento y corte y el hecho de que la 
zona de corte viene determinada por la orientación de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción, 
se diseñó una disposición como la que se muestra en la Figura 2A. Las dianas de reconocimiento de las enzimas de 30 
restricción presentan sus secuencias de reconocimiento en dirección 5’→3’ conforme se indica en la figura 2A con 
flechas sólidas. Estas se encuentran en orientaciones invertidas de modo que se pueden dirigir los sitios de 
reconocimiento conforme se indica en la Figura 2A mediante las flechas discontinuas. 

Los sitios de corte de los ERTII son secuencias de nucleótidos cualesquiera, donde el número de nucleótidos que 
componen la diana, habitualmente cuatro, puede variar según el enzima concreto de que se trate. Por simplicidad, 35 
las secuencias nucleotídicas concretas asignadas a los sitios de corte del enzima E1 en los plásmidos de la 
invención se denotan con nomenclatura numérica (1,2,3…) y las propias de E2 una nomenclatura alfabética 
(A,B,C…).  

Dado que los ERTII no tienen requerimientos respecto a los sitios de corte (sólo a los de reconocimiento), los sitios 
de corte 1, 2, 3, A, B y C asignados a los distintos enzimas en los distintos plásmidos de la invención pueden 40 
consistir en cualquier secuencia nucleotídica siempre que: 

(i) el número de nucleótidos de cada secuencia concreta sea igual a número de nucleótidos de la secuencia de 
corte de su enzima correspondiente (E1 o E2). Habitualmente se tratará de secuencias de 4 o más nucleótidos; 

(ii) cada secuencia de corte concreta se localice a la distancia correcta del sitio de reconocimiento de su 
enzima y en la orientación correcta respecto de éste, de forma que pueda ser digerida por su enzima 45 
correspondiente dando lugar a la generación de un extremo cohesivo de cadena sencilla; 

(iii) las secuencias 1 2 y 3 sean distintas entre sí, y que preferiblemente se diferencien en 2 o más posiciones; 

(iv) las secuencias A, B y C sean distintas entre sí, y que preferiblemente se diferencien en 2 o más posiciones; 

(v) no se trate de secuencias palindrómicas. 

En el sistema se usan al menos dos marcadores de selección positiva diferentes (M1 y M2) en la estructuras de los 50 
plásmidos, dando lugar a dos grupos de plásmidos, los plásmidos de nivel α, que contienen el marcador M1 y los 
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plásmidos de nivel Ω, que contienen el marcador M2. Los marcadores de selección positiva utilizados pueden ser 
cualquier tipo de marcador que permita el crecimiento y la selección de aquellos clones que sí llevan el marcador, 
como son los genes de resistencia a antibióticos como ampicilina, kanamicina, rifampicina, espectinomicina, 
estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, carbenicilina, etc. 

Así, la primera pareja de plásmidos, correspondientes al nivel α (pDGB_ A12C y pDGB_ C12B), contienen dianas de 5 
E2 en posición 5’ respecto a las dianas de E1, con orientaciones son invertidas. 

1. El plásmido pDGB_A12C contiene un casete de selección que permite selección negativa con la siguiente 
estructura: 5’- Sitio de reconocimiento de E2-Sitio de corte de E2 tipo A-Sitio de corte de E1 tipo 1- Sitio de 
reconocimiento de E1-Casset de Selección-Sitio de reconocimiento de E1- Sitio de corte de E1 tipo 2-Sitio de corte 
de E2 tipo C- Sitio de reconocimiento de E2 -3’. (Figura 2B).  10 
2. El plásmido pDGB_C12B contiene un casete de selección que permite selección negativa con la siguiente 
estructura: 5’ -Sitio de reconocimiento de E2-Sitio de corte de E2 tipo C-Sitio de corte de E1 tipo 1- Sitio de 
reconocimiento de E1-Casset de Selección-Sitio de reconocimiento de E1- Sitio de corte de E1 tipo 2-Sitio de corte 
de E2 tipo B- Sitio de reconocimiento de E2 -3’. (Figura 2C) 

La pareja de plásmidos de nivel Ω (pDGB_ 1AB3 y pDGB_ 3AB2) contiene dianas de E1 en posición 5’ respecto a 15 
las dianas de E2, también con orientaciones invertidas. 

1. El plásmido pDGB_1AB3 contiene un casete de selección que permite selección negativa con la siguiente 
estructura: 5’- Sitio de reconocimiento de E1-Sitio de corte de E1 tipo 1-Sitio de corte de E2 tipo A- Sitio de 
reconocimiento de E2-Cassete de Selección-Sitio de reconocimiento de E2- Sitio de corte de E2 tipo B-Sitio de corte 
de E1 tipo 3- Sitio de reconocimiento de E1-3’. (Figura 2D) 20 
2. El plásmido pDGB_3AB2 contiene un cassete de selección que permite selección negativa con la siguiente 
estructura: 5’-Sitio de reconocimiento de E1-Sitio de corte de E1 tipo 3-Sitio de corte de E2 tipo A- Sitio de 
reconocimiento de E2-Cassete de Selección-Sitio de reconocimiento de E2- Sitio de corte de E2 tipo B-Sitio de corte 
de E1 tipo 2- Sitio de reconocimiento de E1 -3. (Figura 2E)´. 

El punto de partida del sistema es un ensamblaje multipartito de partes básicas (piezas) de DNA de doble cadena, 25 
flanqueadas por extremos de simple cadena (colas), de forma que la cola en 3´de cada pieza aparee con la cola en 
5´ de la pieza subsiguiente, la cola en 5´ de la primera pieza aparee con el sitio de corte tipo 1, y la cola en 3´ de la 
última pieza aparee con el sitio de corte tipo 2 de los plásmidos tipo α (figura 3A). En una realización particular, una 
o varias de las piezas pueden presentarse en forma de precursores, bien lineales, bien formando parte de un 
plásmido circular (plásmido de entrada o pENTR). Cada precursor contiene la pieza original flanqueada por 30 
secuencias adicionales que contienen dianas de E1. De esta forma, tras la digestión con el enzima E1, la pieza 
original se desprende del precursor, quedando flanqueada por extremos protuberantes que constituyen en sí mismos 
las colas necesarias para el ensamblaje. En el ejemplo ilustrado en la Figura 3A se ensamblan entre sí tres piezas 
de DNA (PR, CDS y TM), flanqueadas por extremos protuberantes representados con las etiquetas 1, IV, III y 2. 
Será posible ensamblar el número de piezas que se desee siempre que el primer precursor contenga un sitio de 35 
corte para la E1 compatible con el sitio 1, el último precursor contenga un sitio de corte para la E1 compatible con el 
sitio 2 y las piezas adyacentes tengan extremos compatibles. Es recomendable que las piezas a ensamblar no 
contengan dianas para las enzimas E1 y E2 en su secuencia para aumentar la eficiencia de las clonaciones. 
También es recomendable que los pENTR contengan un marcador de selección diferente (M3) al de los pDGB.  

En cada reacción de ensamblaje, el plásmido de destino de nivel α (pDGB_A12C o pDGB_C12B) pierde su casete 40 
de selección negativa (ej LacZ), incorporando en su lugar el módulo ensamblado mediante una reacción de ligación 
entre los extremos protuberantes (1 y 2 en los extremos, y tantas ligaciones como partes se quiera ensamblar) 
dejados tras la digestión con E1. Tras la ligación, el plásmido resultante, que contiene al módulo ensamblado, pierde 
todas las dianas de E1, pero mantiene las dianas de E2, inherentes al plásmido.  

A continuación, los módulos ensamblados sobre los plásmidos de nivel α pueden ser considerados a su vez como 45 
plásmidos de entrada para un nuevo ensamblaje en nivel Ω (Fig 3B). Dos módulos ensamblados sobre pDGB_A12C 
y pDGB_C12B respectivamente pueden a su vez ser ensamblados entre sí, esta vez utilizando el enzima E2 y un 
plásmido de nivel Ω. En esta segunda ronda de ensamblaje, se pierden todos los sitios E2, pero se mantienen los 
sitios E1 del plásmido resultante.  

En una tercera ronda de ensamblaje, y análogamente al caso anterior, los módulos construidos con plásmidos del 50 
nivel Ω pueden nuevamente ensamblase entre sí, utilizando el enzima E1 y un plásmido del nivel α, cerrando un 
bucle iterativo e indefinido de ensamblajes jerárquicos (ver Figura 1B). 

Análogamente al ejemplo anterior, la incorporación de módulos al sistema del ensamblaje multipartito puede 
realizarse directamente sobre los plásmidos del nivel Ω. Una vez ensamblado el módulo sobre un plásmido de 
destino del nivel Ω, el procedimiento de ensamblaje igual al descrito anteriormente. Esta posibilidad no altera el 55 
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normal funcionamiento del sistema sino que lo dota de una mayor versatilidad. 

El sistema en su conjunto está compuesto por sólo 4 plásmidos de destino y un sencillo conjunto de reglas de 
ensamblaje que formalmente se pueden definir como sigue: 

1. REGLAS EGB para ensamblajes BINARIOS  

1. pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (A12C) = pE [A (Xj+Xj) C] 5 
2. pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (C12B) = pE [C (Xi+Xj) B] 

3. pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (1AB3) = pE [1 (Xi+Xj) 3] 

4. pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (3AB2) = pE [3 (Xi+Xj) 2] 

Donde 

• (Xi) y (Xj) son piezas de DNA a ensamblar, generalmente casetes de expresión. 10 
• (Xi+Xj) es un ensamblado idempotente de (Xi) y (Xj), es decir, que (Xi+Xj)  puede a su vez ensamblarse con 
otras piezas siguiendo estas mismas reglas. 

• 1, 2, 3, son secuencias de 4 nucleótidos que flanquean a las piezas Xi y que se convierten en extremos 
protuberantes tras un corte con BsaI.  

• A, B y C son secuencias que flanquean a las piezas Xi y que se convierten en extremos protuberantes tras 15 
un corte con BsmBI.  

• pE[ ] es un plásmido cualquiera (plásmido de entrada) que alberga una pieza de Xi, flanqueada por los sitios 
de corte y reconocimiento que se indican dentro del corchete. 

• pDGB[ ] es un plásmido binario con un casete de selección que permite una selección negativa (plásmido 
de destino) flanqueado por los sitios de corte y reconocimiento que se indican dentro del corchete. Sólo hay 4 20 
plásmidos binarios, que son los que aparecen en las reglas de ensamblaje. 

Partiendo de piezas genéticas estandarizadas y mediante la aplicación de estas cuatro reglas de ensamblaje, el 
sistema de cuatro plásmidos de la invención permite generar nuevos ensamblajes totalmente reciclables de 
complejidad indefinidamente creciente para su uso en aplicaciones de Biología Sintética.  

Las principales ventajas del sistema frente al estado actual de la técnica son: 25 
(i) Reciclabilidad/reusabilidad de sus piezas: todos los ensamblajes pueden ser usados directamente para su 
transformación en células o pueden ser integrados en construcciones más complejas, sin amplificación por PCR o 
posteriores modificaciones; 

(ii) Velocidad: el punto de partida del sistema es un ensamblaje multipartito de modo que se ve acelerado con los 
sistemas puramente binarios como los BioBricks.; 30 
(iii) Precisión: se generan ensamblajes sin costuras gracias al uso de enzimas de tipo IIs. 

(iv) Simplicidad: el sistema objeto de la invención puede, teóricamente, realizar infinitos ensamblajes con solamente 
cuatro plásmidos y cuatro reglas de ensamblaje. 

La presente invención hace referencia a un plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro  de piezas de 
DNA de doble cadena, caracterizado porque comprende un esqueleto cualquiera de un plásmido de DNA de doble 35 
cadena que comprende: 

a) al menos un origen de replicación, 

b) al menos un marcador de selección, preferiblemente positiva,  

c) al menos un cassete que permite selección, preferiblemente negativa,  

d) al menos 2 sitios de reconocimiento para una primera enzima de restricción de tipo IIS (E1) que dan lugar cada 40 
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o más nucleótidos seleccionados entre 1, 2 y 3, siendo 1, 2 y 3 preferiblemente 
secuencias de cuatro nucleótidos cualesquiera distintas entre sí,  

e) al menos 2 sitios de reconocimiento para una segunda enzima de restricción de tipo IIS (E1) que dan lugar cada 
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o más nucleótidos seleccionados entre A, B y C, siendo A, B y C preferiblemente 
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secuencias de cuatro nucleótidos cualesquiera distintas entre sí, de manera que los sitios de corte y reconocimiento 
citados en (d) y los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanquean el cassete de selección citado en (c) en 
sus extremos 5´y 3´con orientaciones invertidas.  

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un plásmido de destino (pDGB) para el 
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque las orientaciones invertidas de los 5 
sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanqueando el 
cassete de selección citado en (c) en sus extremos 5´y 3´preferiblemente están seleccionadas entre todas las 
combinaciones posibles entre 1, 2, 3, A, B, y C que cumplan las características arriba descritas, y más 
preferentemente están seleccionadas entre: A12C, C12B, 1AB3, y 3AB2; 

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un plásmido de destino (pDGB) para el 10 
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte 
y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es A12C, depositado en la 
Colección Española de Cultivos Tipo como CECT 7900.  

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un plásmido de destino (pDGB) para el 
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena según la reivindicación 2, caracterizado porque la orientación 15 
de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 
C12B, depositado en la Colección Española de Cultivos Tipo como CECT 7899. 

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un plásmido de destino (pDGB) para el 
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte 
y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 1AB3, depositado en la 20 
Colección Española de Cultivos Tipo como CECT 7902. 

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un plásmido de destino (pDGB) para el 
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte 
y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 3AB2, depositado en la 
Colección Española de Cultivos Tipo como CECT 7901. 25 
En una realización preferente la presente invención hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de 
DNA de doble cadena caracterizado porque comprende un bucle de ensamblaje indefinido que alterna el nivel α y el 
nivel Ω de ensamblaje binario quasi-idempotentes, donde el nivel α comprende preferentemente las siguientes 
etapas: 

i) construcción de los plásmidos de entrada (pE) de nivel α, cada plásmido de entrada (pE) de nivel α comprende 30 
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (Xi) y/o (Xj), o (Xi+Xj), flanqueada en sus extremos 5´y 3´ por 
sendos sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre 1, 2 y 3, para una primera enzima de restricción de tipo 
IIS (E1): 

pE [1 (Xi) 3] y pE [3 (Xj) 2] 

ii) construcción de los plásmidos de destino (pDGB) de nivel α:  35 
pDGB (A12C) (CECT 7900) y pDGB (C12B) (CECT 7899) 

iii) digestión enzimática de los plásmidos de entrada obtenidos en i) y los plásmidos de destino obtenidos en ii) en 
presencia de E1, preferentemente generando en sus extremos 3´ y 5´ secuencias terminales de cadena sencilla de 
DNA de al menos 3 o 4 nucleótidos, también denominados extremos protuberantes, 

iv) ligación con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plásmidos de entrada y de 40 
destino digeridos en iii) formando los plásmidos ensamblados de nivel α de DNA de doble cadena circular cerrado: 

pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (A12C) (CECT 7900) = pE [A (Xi+Xj) C] 

pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (C12B) (CECT 7899) = pE [C (Xi+Xj) B]; 

y donde el nivel Ω comprende las siguientes etapas: 

v) construcción de los plásmidos de entrada (pE) de nivel Ω cada plásmido de entrada (pE) de nivel Ω comprende 45 
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (Xi) y/o (Xj), flanqueada en sus extremos 5´y 3´ por sendos 
sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre A, B y C, para una segunda enzima de restricción de tipo IIS 
(E2): 

pE [A (Xi) C] y pE [C (Xj) B] 
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vi) construcción de los plásmidos de destino (pDGB) de nivel Ω:  

pDGB (1AB3) (CECT 7902) y pDGB (3AB2) (CECT 7901) 

vii) digestión enzimática de los plásmidos de entrada obtenidos en v) y los plásmidos de destino obtenidos en vi) en 
presencia de E2, generando en sus extremos 3´ y 5´ secuencias terminales de cadena sencilla de DNA de al menos 
4 nucleótidos, también denominados extremos protuberantes 5 
viii) ligación con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plásmidos de entrada y de 
destino digeridos en vii) formando los plásmidos ensamblados de nivel A de DNA de doble cadena circular cerrado: 

pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (1AB3) (CECT 7902)= pE [1 (Xi+Xj) 3] 

pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (3AB2) (CECT 7901) = pE [3 (Xi+Xj) 2]; 

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel α y continua con el nivel Ω, los plásmidos de entrada de nivel A 10 
pE [A (Xi) C] y pE [C (Xj) B] definidos en v) son sustituidos por los plásmidos ensamblados de nivel 1 pE [A (Xj+Xj) C] 
y pE [C (Xi+Xj) B] obtenidos en iv); y  

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel Ω y continua con el nivel α, los plásmidos de entrada de nivel α 
pE [1 (Xi) 3] y pE [3 (Xj) 2] definidos en i) son sustituidos por los plásmidos ensamblados de nivel Ω pE [1 (Xi+Xj) 3] y 
pE [3 (Xi+Xj) 2] obtenidos en viii). 15 
En una realización preferente la presente invención hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de 
DNA de doble cadena caracterizado porque (Xi) y/o (Xj) se selecciona entre un promotor, una secuencia de 
localización subcelular, una secuencia codificante, una copia de DNA se secuencia de RNA interferente, una 
secuencia de terminación, o bien un casete de expresión de proteínas, enzimas, factores de transcripción, 
marcadores, anticuerpos, proteínas reguladoras, o un casete de expresión de RNAs funcionales o elementos 20 
estructurales de cromatina.  

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de 
DNA de doble cadena caracterizado porque los plásmidos de destino (pDGB) son preferentemente plásmidos 
binarios para la transformación genética de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens.  

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de 25 
DNA de doble cadena según la reivindicación 7 caracterizado porque (Xi+Xj) está formado preferentemente por un 
gen de kanamicina, un gen que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo y un gen que codifica para la cadena 
pesada de un anticuerpo. 

En una realización preferente la presente invención hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de 
DNA de doble cadena caracterizado porque (Xi+Xj) está formado por cuatro casetes de expresión constitutiva 30 
preferentemente de tres genes que codifican tres proteínas fluorescentes y un cuarto gen que codifica la proteína 
p19.  

En una realización preferente la presente invención hace referencia a una planta transformada mediante 
Agrobacterium tumefaciens mediante el método de ensamblaje descrito en la invención y caracterizada porque dicha 
planta expresa un anticuerpo recombinante de tipo IgA. 35 
En una realización preferente la presente invención hace referencia a una planta transformada transitoriamente 
mediante Agrobacterium tumefaciens mediante el método de ensamblaje descrito en la invención y caracterizada 
porque dicha planta expresa, preferentemente de manera simultánea, las citadas tres proteínas fluorescentes. 

DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Comparación de topologías entre MoClo y el sistema objeto de la invención. (A) Topología jerárquica 40 
del ensamblaje MoClo. En el nivel 0 se ensamblan de forma flexible las subpartes para formar partes básicas, al 
tiempo que se permite la domesticación de dichas partes. En el nivel 1 se lleva a cabo el ensamblaje multipartito de 
partes básicas para dar lugar a unidades transcripcionales. En el nivel 2-1 tiene lugar el ensamblaje multipartito de 
unidades transcripcionales, dando lugar a una estructura final no reciclable. Alternativamente, el nivel 1 se puede 
bifurcar hacia el nivel 2-1i (intermedio) mediante la unión de un adaptador de cola, dando lugar a una estructura 45 
abierta (aunque no funcional), la cual puede albergar el ensamblaje de nuevas unidades transcripcionales (nivel 2-2). 
La creación de sucesivos niveles intermedios asegurará el crecimiento indefinido del sistema de clonaje. (B) 
Estructura de doble bucle del sistema objeto de la invención. Los plásmidos del nivel α reciben los ensamblajes 
multipartitos de partes básicas dando lugar a unidades transcripcionales. Dos unidades transcripcionales 
ensambladas en el nivel α pueden ser  ensambladas entre sí dando lugar a dos complejos multigénicos alternativos 50 
de nivel Ω. A su vez, dos complejos multigénicos de nivel Ω pueden ser ensamblados entre sí en el nivel α. La 
estructura general del sistema es un bucle doble iterativo que asegura el crecimiento indefinido de los ensamblajes. 
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Figura 2 (A) Esquema de disposición de los sitios de reconocimiento y corte de las enzimas E1 y E2 en los pDGB. 
Los sitos de reconocimiento se disponen de forma invertida, de modo que se puede dirigir su acción de restricción 
conforme se necesita para el desarrollo de la invención. (B) Disposición de sitios de reconocimiento y corte de las 
enzimas en el plásmido pDGB_A12C. (C) Disposición de sitios de reconocimiento y corte de las enzimas en el 
plásmido pDGB_C12B (D) Disposición de sitios de reconocimiento y corte de las enzimas en el plásmido 5 
pDGB_1AB3 (E) Disposición de sitios de reconocimiento y corte de las enzimas en el plásmido pDGB_3AB2 

Figura 3. Mecan ismo del sistem a objeto de la in vención. (A) Ensamblaje multipartito de piezas estándar (PR, 
promotores; CDS, regiones codificantes; TM, terminadores) flanqueadas por sitios de restricción de E1 
(representados con números arábigos y latinos). Los sitios de reconocimiento de E1 desaparecen tras el ensamblaje 
(representado con un cuadro tachado). El nuevo módulo ensamblado (DEV, representado como una flecha para 10 
simplificar el esquema) queda flanqueado por sitios de restricción de BsmBI (representado con círculos y letras 
mayúsculas). (B) Dos módulos ensamblados en plásmidos complementarios de tipo α pueden ser reciclados como 
vectores de entrada (pEGB) para posteriores ensamblajes binarios en vectores de tipo Ω ya que tienen un sitio de 
corte común (etiquetado con el círculo C). De igual manera, las construcciones realizadas sobre plásmidos 
complementarios de tipo Ω pueden ser usadas para posteriores ensamblajes sobre vectores de tipo α ya que ambas 15 
contienen un sitio de corte común (cuadrado 3). Los niveles α y Ω pueden alternarse de forma indefinida según se 
indica con las flechas que cruzan el bucle, creando estructuras cada vez más compleja. Los genes de resistencia a 
antibióticos se representan con círculos rallados verticales (resistencia a kanamicina) u horizontales (resistencia a 
espectinomicina). 

Figura 4. Domesticación de plásmidos de destino. Ensamblaje de las piezas que conforman el esqueleto de los 20 
plásmidos pDGB del sistema GoldenBraid con los casetes de selección negativa (LacZ flanqueado de sitios BsaI y 
BsmBI) y positiva (genes de resistencia a kanamicina o espectinomicina). Se muestra un ejemplo de plásmido para 
cada uno de los niveles del sistema. 

Figura 5 Estru ctura d el casete L acZ en  el sistema . La colección de plásmidos del sistema comprende cuatro 
plásmidos de destino (pDGBs), agrupándose en dos niveles, α y Ω. Los vectores incorporan un casete de selección 25 
LacZ flanqueado de cuatro sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo IIs (BsaI, BsmBI) en 
posiciones y orientaciones invertidas. Para facilitar la visualización del diseño, se etiqueta cada sitio de corte de 4 
nucleótidos de la siguiente manera: los sitios de corte de BsaI con cuadrados y números arábigos (1, 2, 3); los sitios 
de corte de BsmBI con círculos y letras mayúsculas (A,B,C). 

Figura 6  (A) Análisis de restricción del plásmido pDGB_K_A12C con las enzimas de restricción BsaI (carril 2) y 30 
BsmBI (carril 3). (B) Análisis de restricción del plásmido pDGB_S_1AB3 con las enzimas de restricción BsmBI (carril 
2) y BsaI (carril 3). 

Figura 7  Co-tra nsformación de  dis positivos fluores centes. (A) Itinerario seguido para el ensamblaje de las 
unidades transcripcionales YFP, p19, BFP y DsRED en un único T-DNA. (B) Patrones espaciales de expresión de 
BFP, YFP y DsRED en hojas de N. bent hamiana agroinfiltradas con pEGB_A-YFP-P19-BFP-DsRed-C (capturas 35 
superiores, 1, 2 y 3) o con una mezcla de dispositivos individuales pEGB_A-YFP-C, pEGB_C-p19-B, pEGB_A-BFP-
C y pEGB_C-DsRed-B (capturas inferiores 4, 5 y 6).  

Figura 8 Selecció n de iso tipos de una Ig A humana construidos con  el sistema objeto de la in vención. (A) 
Estrategia seguida en el ensamblaje de diferentes isotipos de la IgA humana. En primer lugar, la fase de ensamblaje 
multipartito consistió en la combinación de diferentes partes básicas cada una ocupando una posición fija en el 40 
ensamblaje (P1-P5). Las cadenas individuales de inmunoglobulinas se ensamblaron en el plásmido pDGB_C12B 
para generar los cuatro isotipos de la IgA. En la figura, 35S representa el promotor CamV35S; SP representa el 
péptido señal de una pectato liasa de tomate; CHα1 y CHα2 son dominios constantes de la cadena pesada; Cλ y Cκ 
son dominios constantes de la cadena pesada; VH y VL son regiones variables de las cadenas pesada y ligera de un 
anticuerpo frente al péptido VP8* de rotavirus. (B) Digestión BglII de dos colonias de cada una de las cuatro 45 
construcciones finales: α1λ, pEGB_C-Igα1-Igλ-B; α1κ, pEGB_C-Igα1-Igκ-B; α2λ, pEGB_C-Igα2-B-Igκ-B, α2κ, 
pEGB_C-Igα2-Igκ-B. (C) Análisis Western Blot de la expresión transitoria de las distintas construcciones en 
Nicotiana benthamiana. Las hojas de la planta se infiltraron con las cuatro construcciones anteriores. Las muestras 
se resolvieron en condiciones reductoras (izda) y no reductoras (dcha) y se revelaron con anticuerpos frente a la 
cadena pesada, ligera λ y ligera κ respectivamente. La carrera HS contiene un control de suero humano. (D) Titulado 50 
ELISA de punto final de las cuatro combinaciones de IgA ensayadas mediante expresión transitoria. Todas las 
muestras fueron tituladas frente a VP8* o frente Albúmina sérica bovina (BSA) y comparadas con muestras 
equivalentes derivadas de hojas silvestres. 
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EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos específicos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la 45 
naturaleza de la presente invención. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser 
interpretados como limitaciones a la invención que aquí se reivindica. En un primer ejemplo, desarrollamos la 
domesticación de los vectores pDGBs para adaptarlos al sistema objeto de la invención. En un segundo ejemplo, 
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ensamblamos en un único T-DNA tres proteínas fluorescentes y el supresor de silenciamiento p19, demostrando las 
ventajas de la construcción multigénica en cis al ser ensayada de forma transitoria por agroinfiltración en planta. En 
un tercer ejemplo, mostramos la versatilidad del sistema para ensayar diferentes isotipos de anticuerpos en una 
aproximación combinatorial de los mismos. 

Así, los ejemplos descritos más adelante ilustran la invención en el campo de la Biología Sintética de Plantas, sin 5 
limitar el campo de aplicación de la misma en otros campos. 

EJEMPLO 1: CONSTRUCCIÓN DE LOS VECTORES pDGB 

En este ejemplo se describe la realización de la invención para el caso concreto de un sistema de ensamblaje 
destinado al ensamblaje de piezas genéticas para la transformación genética de plantas. Se describe la creación de 
un sistema de cuatro vectores binarios derivados del vector binario pGreenII, que incorporan el esquema descrito en 10 
la invención para los plásmidos de destino (pDGB). El esqueleto de cualquier plásmido podría adaptarse, de forma 
similar a la que se propone en el presente ejemplo, al sistema objeto de la invención. 

Los vectores pDGB se construyeron por ensamblaje, mediante una reacción Golden Gate (Engler, Kandzia et al. 
2008) con BbsI, de un número variable de piezas (Figura 4). Cada pieza fue amplificada por PCR incorporando en 
sus extremos sendos sitios de reconocimiento de BsbI y sitios de corte compatibles con la pieza contigua a 15 
ensamblar, generando los precursores de cada pieza. Posteriormente cada precursor fue clonado en un vector TA 
cloning pGEMT (Promega), generando los denominados vectores de entrada (pENTR) para cada pieza. 

Los precursores necesarios para ensamblar un plásmido son, generalmente, un casete de selección negativa (LacZ, 
en este caso), un casete se selección positiva (resistencia a antibiótico) y un número variable de piezas que 
conforman el esqueleto del vector y contienen los orígenes de replicación y los bordes de T-DNA. 20 
Para generar el set de vectores del sistema objeto de la invención, se  generaron cuatro piezas de selección 
negativa (precursores LacZ-A12C, LacZ-C12B, LacZ-1AB3, LacZ-3Ab2), dos genes de resistencia a antibiótico 
(resistencia a kanamicina –precursores 2KA y 2KB- y espectinomicina –precursor 2S-) y dos piezas (precursor 1 y 
precursor 3) que comprenden el esqueleto del plásmido pGreenII. Así, los precursores son: 

a) El precursor 1 (SEQ.ID.NO:1) contiene la pieza 1, que corresponde a los nucleótidos 1296-2169 25 
del esqueleto del plásmido pGreenII (Hellens, Edwards et al. 2000). 

b)  El precursor 2KA (SEQ.ID.NO:2) contiene la pieza 2AK, que corresponde a los nucleótidos 2166-
2542 del esqueleto del plásmido pGreenII. Incluye una mutación A>T en el nucleótido 2542 para eliminar 
un sitio de restricción BsmBI. Se corresponde con el fragmento 3’ de la resistencia a kanamicina. 

c) El precursor 2KB (SEQ.ID.NO:3) contiene la pieza 2KB, que corresponde a los nucleótidos 2539-30 
2989 del esqueleto del plásmido pGreenII. Incluye una mutación A>T en el nucleótido 2542 para eliminar 
un sitio de restricción BsmBI. Se corresponde con el fragmento 5’ de la resistencia a kanamicina. 

d)  El precursor 2S (SEQ.ID.NO:4) contiene la pieza 2S, que corresponde a los nucleótidos 248-1392 
del esqueleto del plásmido pCR8 (Invitrogen). Se corresponde con la resistencia a espectinomicina. 

e) El precursor 3 (SEQ.ID.NO:5) contiene la pieza 3, que corresponde a los nucleótidos 2986-565 del 35 
esqueleto del plásmido pGreenII. 

f) Los precursores de las piezas de selección negativa se amplifican a partir del plásmido pUC19 en 
cuatro versiones distintas. Cada pieza incorpora, junto con el gen lacZ, dianas y sitios de corte de dos 
ERTIIS en distintas posiciones relativas distintas, según se describe más abajo. Por simplicidad, los sitios 
de corte concretos de la enzima BsaI se nombran de forma numérica (1, 2, 3) y para los de BsmBI se usa 40 
una nomenclatura alfabética (A,B,C). Las secuencias nucleotídicas concretas también se muestran: A 
(CCAC), B (CGTC), C (GGCA), 1 (GGCA), 2 (CGAC) Y 3 (GATG). La estructura resultante y la 
composición nucleotídica resultante de cada uno de los precursores de las cuatro piezas de selección 
negativa son : 

i. El precursor de la pieza LacZ-A12C (SEQ.ID.NO.6) tiene la siguiente estructura: 5’ Sitio 45 
de reconocimiento de BsmBI -Sitio de corte de BsmBI tipo A-Sitio de corte de BsaI tipo 1- Sitio de 
reconocimiento de BsaI -LacZ-Sitio de reconocimiento de BsaI- Sitio de corte de BsaI tipo 2-Sitio 
de corte de BsmBI tipo C- Sitio de reconocimiento de BsmBI 3’. (Figura 5) 
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ii. El precursor de la pieza LacZ-C12B (SEQ.ID.NO.7) tiene la siguiente estructura: 5’ Sitio 
de reconocimiento de BsmBI-Sitio de corte de BsmBI tipo C-Sitio de corte de BsaI tipo 1- Sitio de 
reconocimiento de BsaI-LacZ-Sitio de reconocimiento de BsaI- Sitio de corte de BsaI tipo 2-Sitio 
de corte de BsmBI tipo B- Sitio de reconocimiento de BsmBI 3’. (Figura 5) 

iii. El precursor de la pieza LacZ-1AB3 (SEQ.ID.NO.8) tiene la siguiente estructura: 5’ Sitio 5 
de reconocimiento de BsaI -Sitio de corte de BsaI tipo 1-Sitio de corte de BsmBI tipo A- Sitio de 
reconocimiento de BsmBI -LacZ-Sitio de reconocimiento de BsmBI- Sitio de corte de BsmBI B-
Sitio de corte de BsmBI tipo 3- Sitio de reconocimiento de BsaI 3’. (Figura 5). 

iv. El precursor de la pieza LacZ-3AB2 (SEQ.ID.NO.9) tiene la siguiente estructura: 5’ Sitio 
de reconocimiento de BsaI -Sitio de corte de BsaI tipo 3-Sitio de corte de BsmBI tipo A- Sitio de 10 
reconocimiento de BsmBI-LacZ-Sitio de reconocimiento de BsmBI- Sitio de corte de BsmBI B-
Sitio de corte de BsmBI tipo 2- Sitio de reconocimiento de BsaI 3’ (Figura 5). 

Todos los precursores se obtuvieron por amplificación PCR y se clonaron en el vector pGEMT, generando los 
correspondientes plásmidos de entrada pENTR_Pieza. Como se indica, el ensamblaje de los vectores pDGBs se 
realiza mediante una reacción Golden Gate en un solo tubo (Engler, Kandzia et al. 2008) que contenía los distintos 15 
pENTRs, BbsI y ligasa T4 en 25 ciclos de 37ºC y 14ºC. Para eliminar falsos positivos, se realiza una digestión final 
adicional a la descrita por Engler et al.(2008) Las combinaciones de pENTRs para cada reacción fueron:  

1. pENTR_1, pENTR_2KA, pENTR_2KB, pENTR_3 y pENTR_LacZ-A12C para construir  el plásmido 
pDGB_K_A12C (SEQ.ID.NO:10). 

2. pENTR_1, pENTR_2KA, pENTR_2KB, pENTR_3 y pENTR_LacZ-C12B para construir el plásmido 20 
pDGB_K_C12B (SEQ.ID.NO:11). 

3. pENTR_1, pENTR_2S, pENTR_3 y pENTR_LacZ-1AB3 para construir el plásmido pDGB_S_1AB3 
(SEQ.ID.NO:12). 

4. pENTR_1, pENTR_2S, pENTR_3 y pENTR_LacZ-3AB2 para construir el plásmido pDGB_S_3AB2 
(SEQ.ID.NO:13). 25 

Tras realizar el ensamblaje Golden Gate, se utilizó un microlitro de cada reacción para transformar E. coli . Las 
células transformadas se sembraron en placas de LB con kanamicina y X-gal en el caso de las reacciones 1 y 2, y 
en placas de LB con espectinomicina y X–gal  para las transformaciones resultantes de las reacciones 3 y 4. De 
cada reacción se seleccionaron cuatro colonias de color azul, se crecieron en medio líquido y se procedió a aislar y 
analizar el plásmido correspondiente mediante análisis de digestión y posterior secuenciación. Ambos análisis 30 
mostraron ensamblajes correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reacción. La Figura 6 
muestra los análisis de restricción obtenidos para las reacciones 1 y 3. 

EJEMPLO PRÁCTICO 2 

La expresión de genes de forma transitoria en N. benthamiana mediada por Agrobacterium (agroinfiltración) es una 
tecnología eficiente para la producción de proteínas recombinantes en plantas. Un punto interesante del sistema es 35 
la alta eficiencia de co-transformación conseguida por combinación de dos o más cultivos independientes de 
Agrobacterium con distintos genes de interés (co-transformación en trans). El complicado ensamblaje de múltiples 
unidades transcripcionales en un único T-DNA conlleva el uso de la co-transformación en trans cuando se persigue 
la expresión coordinada de dos o más proteínas en una misma célula/tejido. El sistema objeto de la invención 
permite un clonaje eficiente y sencillo de varias unidades transcripcionales en un mismo T-DNA (en cis). Para testar 40 
si esto es así y si la co-transformación en cis mejora una aproximación similar en trans, se ensamblan tres módulos 
fluorescentes junto con una proteína supresora de silenciamiento en un mismo T-DNA y se compara su resultado 
con una aproximación en trans.  

De este modo, en el presente ejemplo se demuestra la funcionalidad de la presente invención para la construcción 
de estructuras multigénicas para la transformación genética de plantas. Se muestra el ensamblaje ordenado de un 45 
total 12 fragmentos consecutivos a partir de 7 piezas básicas distintas, incluyendo el vector binario. Las piezas 
estándar se agrupan de tres en tres (promotor, región codificante y terminador), dando lugar a cuatro módulos 
funcionales distintos (casetes de expresión) correspondientes a tres proteínas fluorescentes distintas (verde, roja y 
azul) y un supresor de silenciamiento p19 del TBSV (Qiu, Park et al. 2002) para potenciar los niveles de expresión 
transitoria. El ensayo de la construcción mediante transformación transitoria de hojas de N. benthamiana demuestra 50 
que el ensamblaje multigénico resultante es totalmente funcional.  

Para el ensamblaje se construyen los correspondientes plásmidos de entrada (pENTR), mediante clonaje TA de los 
distintos precursores en pGEM-T. Los precursores se obtuvieron por amplificación por PCR de cada pieza, 
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incluyendo los correspondientes sitios de corte y reconocimiento del enzima BsaI en las secuencias de los 
cebadores empleados en la amplificación, según se detalla a continuación: 

a) Precursor del Promotor 35s (SEQ.ID.NO 14): el promotor 35S está flanqueado por dos sitios de 
restricción BsaI siendo los sitios de corte de tipo 1 en el extremo 5’ y de tipo IV (GATG) en 3’. Se amplifica 
del vector pK2GW,0 (Karimi, Inze et al. 2002) e incluye una mutación C>G en el nucleótido 206 para 5 
eliminar un sitio de restricción BsaI.  
b) Precursor del Terminador Tnos (SEQ.ID.NO 15): el terminador está flanqueado por dos sitios de 
restricción BsaI siendo los sitios de corte de tipo III (TGAG) en el extremo 5’ y de tipo 2 en 3’. Se amplifica 
del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez, Mirabel et al. 2006). 
c) Precursores de los distintos CDS: los CDS están flanqueados por dos sitios de restricción BsaI, 10 
siendo estos sitios de corte tipo IV en el extremo 5’ y de tipo III en el extremo 3’. Se construyen los 
siguientes módulos CDS: 

i. YFP (SEQ.ID.NO 16): amplificado del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez, Mirabel et al. 2006). 
ii. DsRed (SEQ.ID.NO 17): Contiene la secuencia de la proteína fluorescente DsRed en la 

que se realiza una mutación silenciosa C>A en el nucleótido 491 para eliminar un sitio de 15 
restricción BsaI. 

iii. BFP (SEQ.ID.NO 18): contiene la secuencia de la proteína fluorescente BFP en la que se 
realizan dos mutaciones silenciosas, ambas G>A, en los nucleótidos 443 y 632 para eliminar 
sendos sitios de restricción BsmBI y BsaI. 

iv. P19 (SEQ.ID.NO 19): amplificado del vector pBINp19. Se realizan tres mutaciones 20 
silenciosas para eliminar dos sitios BsaI (G>C en el nucleótido 386 y G>A en el nucleótido 503) y 
un sitio BsmBI (G>T en el nucleótido 155). 

El ensamblaje de las distintas piezas para generar módulos (casetes de expresión) se realizó mediante una reacción 
Golden Gate en un solo tubo (Engler, Kandzia et al. 2008) que contenía los distintos pENTR_pieza, enzima BsaI y 
ligasa T4  en 25 ciclos de 37ºC y 14ºC. Las combinaciones de pENTR_pieza para los ensamblajes de esta 25 
estrategia se esquematizan en la figura 7.A y fueron:  

a. Ensamblaje tripartito de pENTR_35S, pENTR_YFP y pENTR_terminador en el vector de destino 
pDGB_K_A12C, para dar lugar al vector de expresión pEGB_K_A-YFP-C (SEQ.ID.NO 20) 
b. Ensamblaje tripartito del pENTR_35S, el pENTR_p19 y pENTR_terminador en el vector de destino 
pDGB_K_C12B, para dar lugar al vector de expresión pEGB_K_C-p19-B. (SEQ.ID.NO 21) 30 
c. Ensamblaje tripartito del pENTR_35S, el pENTR_BFP y el pENTR_terminador en el vector de 
destino pDGB_K_A12C, para dar lugar al vector de expresión pEGB_K_A-BFP-C. (SEQ.ID.NO 22) 
d. Ensamblaje tripartito del pENTR_35S, el pENTR_DsRed y el pENTR_terminador el vector de 
destino pDGB_K_C12B, para dar lugar al vector de expresión pEGB_K_C-DsRed-B. (SEQ.ID.NO 23)  

Tras realizar el ensamblaje, se utilizó un microlitro de cada reacción para transformar E. coli . Las células 35 
transformadas se sembraron en placas de LB con kanamicina y X-gal. De cada reacción se seleccionaron cuatro 
colonias de color blanco, se crecieron en medio líquido y se procedió a aislar y analizar el plásmido correspondiente 
mediante análisis de digestión y posterior secuenciación. Ambos análisis mostraron ensamblajes correctos en al 
menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reacción.  

Los cuatro vectores pEGB resultantes pueden a su vez funcionar como plásmidos de entrada ya que en ellos los 40 
nuevos módulos genéticos están flanqueados por sitios de restricción BsmBI de tipo A, B o C. De este modo se 
pueden ensamblar módulos dos a dos sobre los vectores de destino pDGB de nivel Ω, mediante reacciones Golden 
Gate con BsmBI como enzima de restricción.  

El ensamblaje de los distintos módulos sencillos para generar módulos de orden superior (doble transgénico) se 
realizó mediante una reacción Golden Gate en un solo tubo (Engler, Kandzia et al. 2008) que contenía los distintos 45 
pEGB _MODULO, el enzima BsmBI y ligasa T4 en 25 ciclos de 37ºC y 14ºC. Las combinaciones de pEGB 
_MODULO para cada reacción fueron: 

a. Ensamblaje bipartito de pEGB_K_A-YFP-C y pEGB_K_C-p19-B en el vector de destino 
pDGB_S_1AB3, para dar lugar al vector de expresión pEGB_S_1-YFP-p19-3 (SEQ.ID.NO 24)  
b. Ensamblaje bipartito de los módulos pEGB_K_A-BFP-C y pEGB_K_C-DsRed-B en el vector de 50 
destino pDGB_S_3AB2, para dar lugar al vector de expresión pEGB_S_3-BFP-DsRed-2 (SEQ.ID.NO 25)  

Tras realizar el ensamblaje, se utilizó un microlitro de cada reacción para transformar E. coli . Las células 
transformadas se sembraron en placas de LB con espectinomicina y X-gal. De cada reacción se seleccionaron 
cuatro colonias de color blanco, se crecieron en medio líquido y se procedió a aislar y analizar el plásmido 
correspondiente mediante análisis de digestión y posterior secuenciación. Ambos análisis mostraron ensamblajes 55 
correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reacción.  
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Los dos vectores pEGB doble transgénicos resultantes pueden funcionar como plásmidos de entrada por la 
presencia de sitios de restricción BsaI de tipo 1, 2 ó 3. De este modo, para ensamblar un el casette de expresión 
cuádruple pEGB_K_A-YFP-P19-BFP-DsRed-C (SEQ.ID.NO 26), se incubaron en un solo tubo el vector de destino 
pDGB_K_A12C, y los plásmidos pEGB_S_1-YFP-p19-3 y pEGB_S_3-BFP-DsRed-2 en presencia de BsaI y T4 
ligasa en 50 ciclos de 37ºC y 14ºC 5 
Tras realizar el ensamblaje, se utilizó un microlitro de cada reacción para transformar E. coli . Las células 
transformadas se sembraron en placas de LB con kanamicina y X-gal. Posteriormente se seleccionaron cuatro 
colonias de color blanco, se crecieron en medio líquido y se procedió a aislar y analizar el plásmido correspondiente 
mediante análisis de digestión y posterior secuenciación. Ambos análisis mostraron ensamblajes correctos en las 
cuatro colonias analizadas (Figura 7B).  10 
Se seleccionó una de las colonias correctas de la construcción final pEGB_K_A-YFP-P19-BFP-DsRed-C y se co-
transformó con el vector pSOUP en Agrobacterium tumefaciens C58. Se comprobó la integridad del plásmido aislado 
de Agrobacterium mediante análisis de restricción de los clones seleccionados en placas de LB rifampicina, 
kanamicina, tetraciclina y gentamicina. Un clon de Agrobacterium que contenía la construcción correcta fue crecido 
en medio líquido y utilizado para transformar transitoriamente hojas de Nicotiana benthamiana (Wieland, Lammers et 15 
al. 2006). Tras cuatro días de incubación, se observaron las hojas infiltradas en la lupa de fluorescencia y, con filtros 
correspondientes, se comprobó la correcta expresión de las tres proteínas fluorescentes. En paralelo, se agroinfiltró 
en trans  una mezcla de cultivos de Agrobacterium que expresaban por separado las tres proteínas fluorescentes y 
p19. Como se muestra en la figura 7C, las proteínas ensambladas en un mismo T-DNA mostraron una expresión 
coordinada en N. be nthamiana como se deduce de la similar intensidad de fluorescencia observada en los tres 20 
canales. En cambio, cuando los módulos fluorescentes se agroinfiltraron en tra ns, cada canal mostró una 
distribución diferente en cuanto a las intensidades, evidenciando niveles de expresión heterogéneos para las 
diferentes proteínas. Además, demostramos como el sistema es permisivo, al menos en lo que se refiere a 
expresión transitoria, con la introducción de cuatro copias del promotor 35s en un único T-DNA sin afectar a la 
expresión de las proteínas fluorescentes. Según los resultados obtenidos, un ensamblaje de varias unidades 25 
transcripcionales asistido por la presente invención mejora la expresión de las mismas en cis  frente al resultado 
obtenido por su agroinfiltración en trans. 

EJEMPLO PRÁCTICO 3 

La producción de anticuerpos para uso terapéutico en plantas es un campo que requiere estrategias de clonajes 
muy flexibles. En el presente ejemplo se muestra una realización de la invención para la construcción de diferentes 30 
versiones de anticuerpos recombinantes y comparar los resultados obtenidos tras expresar las proteínas in planta. 
Se ensamblan, en primer lugar, piezas básicas para formar módulos de expresión de cadenas de inmunoglobulinas 
humanas. Posteriormente, se ensamblan dos módulos inmunoglobulina (ligera y pesada) para formar un dispositivo 
de expresión de una inmunoglobulina A completa, evaluándose cuál de todas ellas resulta en una mejor expresión. 
Finalmente, se ensambla un módulo de expresión de resistencia a kanamicina como marcador de selección a la 35 
combinación de cadena pesada y ligera que resulta más eficiente. En total se ensamblaron 8 piezas básicas 
incluyendo el vector binario. El resultado final es una construcción funcional de tres genes, lista para ser 
transformada en la planta. 

Este ejemplo tiene la peculiaridad de que uno de los módulos se ensambla sobre un plásmido pDGB_K (nivel α) y 
los dos restantes se ensamblan sobre los plásmidos pDGB_S (nivel Ω), demostrando así la versatilidad de puntos de 40 
entrada que puede tener el sistema objeto de invención. Además, muestra la versatilidad y flexibilidad del sistema 
objeto de la invención para ensamblar construcciones combinatoriales a partir de unas piezas prefijadas. 

En primer lugar se construyen los distintos plásmidos de entrada, amplificándose por PCR las secuencias de los 
precursores de los módulos, y clonándose en pGEM-T (Promega): 

a) Precursor Módulo KanR (SEQ.ID.NO 27): el módulo Resistencia a Kanamicina está flanqueado por 45 
dos sitios de restricción BsaI siendo los sitios de corte de tipo 1 en el extremo 5’ y de tipo III en 3’. Se 
amplifica del vector pK2GW,0 (Karimi, Inze et al. 2002). 
b) Precursor Pieza 35sSP (SEQ.ID.NO 28): este módulo comprende el promotor 35s del vector 
pK2GW,0 (Karimi, Inze et al. 2002) junto con el péptido señal de la pectato liasa de Solanum 
lycopersicum. El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, siendo los sitios de corte de 50 
tipo A en el extremo 5’ y de tipo β (TGCC) en el extremo 3’. 
c) Precursor Pieza CL.Tnos (SEQ.ID.NO 29): incluye las secuencias de la región constante de la 
cadena ligera lambda de la IgA (Uniprot #P0CG04) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS 
(Orzaez, Mirabel et al. 2006). El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, siendo los 
sitios de corte de tipo γ (GGTC) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3’. 55 
d) Precursor Pieza CK.Tnos (SEQ.ID.NO 30): incluye las secuencias de la región constante de la 
cadena ligera kappa de la IgA (GenBank AAH62704.1) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS 
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(Orzaez, Mirabel et al. 2006). El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, siendo los 
sitios de corte de tipo γ (GGTC) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3’. 
e) Precursor Pieza CHα1.Tnos (SEQ.ID.NO 31): incluye las secuencias de la región constante de la 
cadena pesada de la IgA (Uniprot #P01876) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez, 
Mirabel et al. 2006). El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, siendo los sitios de 5 
corte de tipo γ’ (GCAT) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3’. 
f) Precursor Pieza CHα2.Tnos (SEQ.ID.NO 32): incluye las secuencias de la región constante de la 
cadena pesada de la IgA (Uniprot # P01877) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez, 
Mirabel et al. 2006). El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, siendo los sitios de 
corte de tipo γ’ (GCAT) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3’. 10 
g) Precursor Pieza VL (SEQ.ID.NO 33): región variable de la cadena ligera del scFv_2A1 (Monedero, 
Rodriguez-Diaz et al. 2004). El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, siendo los 
sitios de corte de tipo β en el extremo 5’ y de tipo γ en el extremo 3’. 
h) Precursor Pieza VH (SEQ.ID.NO 34): región variable de la cadena pesada del scFv_2A1 
(Monedero, Rodriguez-Diaz et al. 2004). El módulo está flanqueado por dos sitios de restricción BsmBI, 15 
siendo los sitios de corte de tipo β en el extremo 5’ y de tipo γ’ en el extremo 3’. 

Una vez construidos los plásmidos de entrada de las distintas piezas (pENTR_PIEZA), se realizan los ensamblajes 
esquematizados en la figura 8A para generar los siguientes módulos:  

1 Los módulos de expresión de las cadenas pesada de la inmunoglobulina A humana (IgHα1 e IgHα2) se 
ensamblaron mediante sendas reacciones Golden Gate con BsmBI y ligasa T4 los plásmidos de entrada 20 
pENTR_35sSP, pENTR_VH y pENTR_CHα1.Tnos ó pENTR_CHα2 con el vector de destino 
pDGB_S_1AB3, dando lugar a los vectores de expresión pEGB_S_1-IgHα1-3 (SEQ.ID.NO 35) y 
pEGB_S_1-IgHα2.-3 (SEQ.ID.NO 36). 

2 Los módulos de expresión de las cadenas ligeras de la inmunoglobulina A humana (Igλ e Igκ) se 
ensamblaron combinando en un solo tubo, en presencia de BsmBI y ligasa T4 los plásmidos de entrada 25 
pENTR_35sSP, pENTR_VL y pENTR_Cλ.Tnos ó pENTR_Cκ.Tnos con el vector de destino 
pDGB_S_3AB2, dando lugar a los vectores de expresión pEGB_S_3-Igλ-2 (SEQ.ID.NO 37) y pEGB_S_3-
Igκ-2 (SEQ.ID.NO 38). 

3 El módulo de resistencia a kanamicina se ensambló combinando en un solo tubo en presencia de BsaI y 
ligasa T4 los plásmidos de entrada PENTR_ KanR, PENTR_ Tnos con el vector de destino pDGB_K_A12C, 30 
dando lugar al vector de pEGB_S_A-KanR-C (SEQ.ID.NO 39)  

Tras realizar los ensamblajes descritos, se utilizó un microlitro de cada reacción para transformar E. coli. Las células 
transformadas se sembraron en placas de LB con espectinomicina y X-gal. De cada reacción se seleccionaron 
cuatro colonias de color blanco, se crecieron en medio líquido y se procedió a aislar y analizar el plásmido 
correspondiente mediante análisis de digestión y posterior secuenciación. Ambos análisis mostraron ensamblajes 35 
correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reacción.  

Seguidamente los cuatro vectores que contienen las cadenas pesadas y ligeras de la IgA se ensamblaron entre sí 
en las cuatro combinaciones posibles mediante reacciones Golden Gate con BsaI sobre el vector de destino 
pDGB_K_C12B para dar lugar a los vector de expresión pEGB_K_C-IgHα1-Igλ-B (SEQ.ID.NO 40), pEGB_K_C-
IgHα2-Igλ-B (SEQ.ID.NO 41), pEGB_K_C-IgHα1-Igκ-B (SEQ.ID.NO 42) y pEGB_K_C-IgHα2-Igκ-B (SEQ.ID.NO 43) 40 
con los cuales se pueden expresar cuatro isotipos de la IgA_2A1.  

Los cuatro vectores anteriores, una vez comprobados por digestión (se seleccionaron dos colonias en cada caso, 
resultando las dos correctas –Figura 8B-), se emplearon para transformar células de Agrobacterium tum efaciens 
C58. Se comprobó la integridad del plásmido aislado de Agrobacterium mediante análisis de restricción 
seleccionadas en placas de LB Rifampicina y Spectinomicina. Un clon de Agrobacterium que contenía la 45 
construcción correcta en cada uno de los casos fue crecido en medio líquido y utilizado para transformar 
transitoriamente hojas de Nicotiana benthamiana (Wieland, Lammers et al. 2006). Tras cinco días de incubación, la 
presencia de una IgA recombinante correctamente ensamblada se comprobó mediante western blot en condiciones 
reductoras y no reductoras (Figura 8C) con los anticuerpos adecuados anti IgH, anti Igλ y anti Igκ. Adicionalmente, 
se realizaron tests antígeno ELISA con titulado a punto final. Brevemente, los pocillos se tapizaron con antígeno 50 
VP8* recombinante o BSA como control negativo (10 ug/mL). Tras bloquear los pocillos, éstos se incubaron con 
extracto crudo de plantas transformadas en diluciones seriadas y se lavaron 5 veces con PBS. Posteriormente se 
incubaron con un anticuerpo secundario anti-IgA (SIGMA) conjugado con peroxidasa y el resultado de la reacción 
colorimétrica se cuantificó en un espectrofotómetro. Los resultados del ensayo de actividad anti-VP8 de los extractos 
transgénicos pueden verse en la Figura 8D. Del test antígeno ELISA y del Western Blot se puede concluir que las 55 
cuatro construcciones son funcionales si bien la versión IgHα1-Igλ muestra una mejor expresión in planta. 

Dado que el vector pEGB_K_C-IgHα1-Igλ-B puede funcionar como plásmido de entrada por la presencia de los sitios 
de restricción BsmBI de tipo C y B, los dispositivos A-KanR-C y C-IgHα1-Igλ-B se ensamblaron binariamente, 
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mediante una reacción Golden Gate con BsmBI como enzima de restricción, sobre el vector de destino 
pDGB_S_1AB3 para dar lugar al vector de expresión pEGB_S_1-KanR-IgHα1-Igλ-3 (SEQ.ID.NO 44). 

Tras el ensamblaje enzimático, se utilizó un microlitro de cada reacción para transformar E. coli . Las células 
transformadas se sembraron en placas de LB con espectinomicina y X-gal. De cada reacción se seleccionaron 
cuatro colonias de color blanco, se crecieron en medio líquido y se procedió a aislar y analizar el plásmido 5 
correspondiente mediante análisis de digestión y posterior secuenciación. Ambos análisis mostraron ensamblajes 
correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reacción. El vector resultante pEGB_S_1-
KanR-IgHα1-Igλ-3 está listo para ser transformado establemente en planta. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado 
porque comprende un esqueleto de un plásmido de DNA de doble cadena que comprende: 

a) al menos un origen de replicación, 

b) al menos un marcador de selección positiva,  5 
c) al menos un cassete que permite selección negativa,  

d) al menos 2 sitios de reconocimiento para una primera enzima de restricción de tipo IIS (E1) que dan lugar cada 
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o más nucleótidos seleccionados entre 1, 2 y 3, siendo 1, 2 y 3 secuencias de 
cuatro nucleótidos cualesquiera distintas entre sí, y 

e) al menos 2 sitios de reconocimiento para una segunda enzima de restricción de tipo IIS (E1) que dan lugar cada 10 
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o más nucleótidos seleccionados entre A, B y C, siendo A, B y C secuencias de 
cuatro nucleótidos cualesquiera distintas entre sí de manera que los sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y 
los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanquean el cassete de selección citado en (c) en sus extremos 
5´y 3´con orientaciones invertidas.  

2. El plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena según la 15 
reivindicación 1, caracterizado porque  las orientaciones invertidas de los sitios de corte y reconocimiento citados 
en (d) y los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanqueando el cassete de selección citado en (c) en sus 
extremos 5´y 3´están seleccionadas entre: A12C, C12B, 1AB3, y 3AB2. 

3. El plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena según la 
reivindicación 2, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los 20 
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es A12C, depositado en la Colección Española de Cultivos Tipo 
como CECT 7900. 

4. El plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena según la 
reivindicación 2, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los 
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es C12B, depositado en la Colección Española de Cultivos Tipo 25 
como CECT 7899. 

5. El plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena según la 
reivindicación 2, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los 
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 1AB3, depositado en la Colección Española de Cultivos Tipo 
como CECT 7902. 30 
6. El plásmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena según la 
reivindicación 2, caracterizado porque la orientación de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los 
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 3AB2, depositado en la Colección Española de Cultivos Tipo 
como CECT 7901. 

7. Un método de ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena caracterizado porque comprende un bucle 35 
de ensamblaje indefinido que alterna el nivel α y el nivel Ω de ensamblaje binario quasi-idempotentes, donde el nivel 
α comprende las siguientes etapas: 

i) construcción de los plásmidos de entrada (pE) de nivel α, cada plásmido de entrada (pE) de nivel α comprende 
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (Xi) y/o (Xj), flanqueada en sus extremos 5´y 3´ por sendos 
sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre 1, 2 y 3, para una primera enzima de restricción de tipo IIS (E1): 40 
pE [1 (Xi) 3] y pE [3 (Xj) 2] 

ii) construcción de los plásmidos de destino (pDGB) de nivel α definidos en las reivindicaciones 3 y 4:  

pDGB (A12C) (CECT 7900) y pDGB (C12B) (CECT 7899) 

iii) digestión enzimática de los plásmidos de entrada obtenidos en i) y los plásmidos de destino obtenidos en ii) en 
presencia de E1, generando en sus extremos 3´ y 5´ secuencias terminales de cadena sencilla de DNA de al menos 45 
3 nucleótidos, 

iv) ligación con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plásmidos de entrada y de 
destino digeridos en iii) formando los plásmidos ensamblados de nivel α de DNA de doble cadena circular cerrado: 

pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (A12C) (CECT 7900) = pE [A (Xi+Xj) C] 
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pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (C12B) (CECT 7899) = pE [C (Xi+Xj) B]; 

y donde el nivel Ω comprende las siguientes etapas: 

v) construcción de los plásmidos de entrada (pE) de nivel Ω cada plásmido de entrada (pE) de nivel Ω comprende 
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (Xi) y/o (Xj), flanqueada en sus extremos 5´y 3´ por sendos 
sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre A, B y C, para una segunda enzima de restricción de tipo IIS 5 
(E2): 

pE [A (Xi) C] y pE [C (Xj) B] 

vi) construcción de los plásmidos de destino (pDGB) de nivel Ω definidos en las reivindicaciones 5 y 6:  

pDGB (1AB3) (CECT 7902) y pDGB (3AB2) (CECT 7901) 

vii) digestión enzimática de los plásmidos de entrada obtenidos en v) y los plásmidos de destino obtenidos en vi) en 10 
presencia de E2, generando en sus extremos 3´ y 5´ secuencias terminales de cadena sencilla de DNA de al menos 
3 nucleótidos, 

viii) ligación con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plásmidos de entrada y de 
destino digeridos en vii) formando los plásmidos ensamblados de nivel A de DNA de doble cadena circular cerrado: 

pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (1AB3) (CECT 7902)= pE [1 (Xi+Xj) 3] 15 
pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (3AB2) (CECT 7901) = pE [3 (Xi+Xj) 2]; 

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel α y continua con el nivel Ω, los plásmidos de entrada de nivel A 
pE [A (Xi) C] y pE [C (Xj) B] definidos en v) son sustituidos por los plásmidos ensamblados de nivel 1 pE [A (Xj+Xj) C] 
y pE [C (Xi+Xj) B] obtenidos en iv); y  

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel Ω y continua con el nivel α, los plásmidos de entrada de nivel α 20 
pE [1 (Xi) 3] y pE [3 (Xj) 2] definidos en i) son sustituidos por los plásmidos ensamblados de nivel Ω pE [1 (Xi+Xj) 3] y 
pE [3 (Xi+Xj) 2] obtenidos en viii). 

8. El método de ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de doble cadena según la reivindicación 7 caracterizado 
porque (Xi) y/o (Xj) se selecciona entre un promotor, una secuencia de localización subcelular, una secuencia 
codificante, una copia de DNA se secuencia de RNA interferente, y una secuencia de terminación, un casete de 25 
expresión de proteínas, enzimas, factores de transcripción, marcadores, anticuerpos, proteínas reguladoras, o un 
casete de expresión de RNAs funcionales o elementos estructurales de cromatina.  

9. El método de ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de doble cadena según la reivindicación 7 caracterizado 
porque los plásmidos de destino (pDGB) son plásmidos binarios para la transformación genética de plantas 
mediada por Agrobacterium tumefaciens.  30 
10. El método de ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de doble cadena según la reivindicación 7 caracterizado 
porque (Xi+Xj) está formado por un gen de kanamicina, un gen que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo y 
un gen que codifica para la cadena pesada de un anticuerpo. 

11. El método de ensamblaje in vitro  de piezas de DNA de doble cadena según la reivindicación 7 caracterizado 
porque (Xi+Xj) está formado por cuatro casetes de expresión constitutiva de tres genes que codifican tres proteínas 35 
fluorescentes y un cuarto gen que codifica la proteína p19.  

12. Una planta transformada mediante Agrobacterium tumefaciens mediante el método de ensamblaje descrito en la 
reivindicación 11 y caracterizada porque dicha planta expresa un anticuerpo recombinante de tipo IgA. 

13. Una planta transformada transitoriamente mediante Agrobacterium tu mefaciens mediante el método de 
ensamblaje descrito en la reivindicación 12 y caracterizada p orque dicha planta expresa simultáneamente las 40 
citadas tres proteínas fluorescentes.  
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FIGURA 3 
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FIGURA 8 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 

D01 WEBER, E. et al., PLoS One, (18-02-2011), 6(2):e16765. 18.02.2011 
D02 ENGLER, C. et al., PLoS one, (2009), 4(5): e5553. 2009 
D03 ENGLER, C. et al., PLoS One, (2008), 3(11): e3647. 2008 

 
 
En D1 se describen plásmidos que facilitan el ensamblaje de construcciones multigénicas.para su aplicación en un 
método de clonado modular. 

 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
 
 
1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de 

Patentes). 
 
1.1. Reivindicación independiente 1. 
 
1.1.1. El objeto de la reivindicación 1 consiste en un plásmido de destino pDGB para el ensamblaje in vitro de piezas de 

ADN de doble cadena que comprende básicamente una construcción genética (cassete) que permite una selección 
negativa flanqueada en sus extremos 5´y 3´ por sendas secuencias de reconocimiento de dos enzimas de restricción 
del tipo IIS, dispuestas en orientación invertida una con respecto a la otra. Además, cada enzima de restricción da 
lugar, en el sitio de corte, a una secuencia de cuatro nucleótidos seleccionada de entre tres posibles (1, 2 o 3, y A, B o 
C, respectivamente). Sin embargo, plásmidos con dichas características técnicas ya han sido descritos en el 
documento D1 (cf. D1: Resultados; Figuras 3 , 4 y 5). Por consiguiente, el objeto de protección de la reivindicación 
independiente 1 y el de las reivindicaciones dependientes 2 a 6 se considera que no es nuevo ni tiene  actividad 
inventiva sobre la base del l documento D1. 

 
1.2. La presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las 

reivindicaciones 1-6 no es nuevo ni tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes. 
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