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DESCRIPCION
Translocacion de proteinas en células de plantas

La presente invencion se refiere a un método para llevar a cabo una modificacion en una célula no humana, en el
gue un sistema de transferencia se pone en contacto con la célula a ser modificada, dicho sistema de transferencia
comprende una membrana con un sistema de transporte de proteinas en ella que comprende un poro que
comprende un complejo VirB y la proteina VirD4, en el que el sistema de transferencia comprende una proteina de
fusion o es capaz de crear una proteina de fusién que se introduce en la célula por medio del sistema de transporte
de proteinas.

Dicho método se sugiri6 por Zhou, XR y otros (Journal of Bacteriology, 181 (14), p. 4342-4352 (1999)). Esta
publicacion da a conocer que la proteina VirE2, una proteina de union a ADN de hebra Gnica de Agrobacterium
tumefaciens, se puede transferir a una célula huésped por un Agrobacterium tumorigénico. Zhou y otros dan a
conocer que eran soélo fueron capaces de introducir una secuencia de aminoacidos heteréloga en el aminoacido 39
(a partir del N-terminal, como es habitual en la técnica) que fue transferida a la célula huésped. Se lleg6 a la
conclusién de que no es viable en la practica basar un sistema de administracidon de proteinas en fusiones en uno de
los dos extremos de VirE2. Como minimo, las proteinas pequefias son toleradas como una inserciéon en el
aminoacido 39.

El objeto de la presente invencion es dar a conocer un método, que es simple de realizar y, si se desea, se lleva a
cabo sin actividad nativa de VirE2 en la célula a ser modificada.

En consecuencia, el método seguln la presente invencion, es el método que se describe en la reivindicacién 1.

Sorprendentemente, se ha descubierto que, siempre que se cumplan las condiciones mencionadas anteriormente,
una proteina puede ser introducida desde el exterior en una célula a ser modificada, cuya proteina se forma
mediante el acoplamiento del polipéptido (segunda parte B) a un aminoacido N-terminal (interno) de VirF, VirD2,
VirE2, VirE3 o MobA (primera parte A), como resultado de lo cual la actividad de la segunda parte de B introducida
se puede expresar en la célula a ser modificada, como resultado de lo cual se modifica la célula. Esta modificacién
puede ser temporal (reversible) o permanente (irreversible). Las secuencias de aminoéacidos de VirF, VirD2, VirE2,
VIrE3 y MobA estan representadas por las respectivas secuencias ndmero 1-5. Una cepa que comprende un
plasmido (LBA8250, una cepa de Agrobacterium tumefaciens, que contiene el plasmido pTil5955. PTi15955 se
describe por Sciaky y otros, Plasmid 1, p. 238-253 (1978)) que codifica todas las proteinas Vir, esta en la coleccién
Phabagen del Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Baarn, Paises Bajos con el nimero de acceso
PC2692. La proteina MobA es conocida a partir del plasmido IncQ RSF1010, que esta presente en la cepa de E. coli
K12 C600 con el nimero de acceso PC-V3110 de la coleccion NCCB del CBS, y se describié por Scholz, P. y otros
en Gene 75, p. 271-288 (1989).

En la presente invencion, un aminoacido correspondiente es un aminoacido segun la tabla siguiente:

A, G;

N, Q;

R, K;

L, M, V;y
F, Y, W.

No es necesario mencionar que la primera parte A puede comprender mas aminoacidos adyacentes o no
adyacentes, idénticos o correspondientes a las secuencias definidas anteriormente.

La primera parte A, si se desea, comprende mas aminoacidos desde el aminoacido 41 (a partir del C-terminal) de
VirF, o VIrE2 de VirE3 o VirD2 o MobA. Esto bajo la condicion mencionada para VirE2.

En la presente invencion, un vector se refiere a cualquier secuencia de ADN o ARN que, directa o indirectamente,
conduce a la formacion de la proteina de fusién en el sistema de transferencia.

El sistema de transferencia puede ser una célula, tal como de forma muy adecuada una célula bacteriana, tal como,
en particular, Agrobacterium tumefaciens, pero también puede ser un sistema artificial, tales como una minicélula o
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un sistema artificial de vesiculas.

La proteina de fusién a ser transferida o bien se puede formar en el propio sistema de transferencia, por ejemplo,
mediante la expresion de un vector que contiene un sistema de genes funcionales que se puede expresar
produciendo la proteina de fusién, o la propia proteina de fusién se puede introducir en el sistema de transporte.
Generalmente, este Ultimo sera el caso en los sistemas de transporte artificiales. Una ventaja importante de dicho
sistema de transporte artificial es que se puede introducir en el medio ambiente, por ejemplo, para el tratamiento de
un cultivo, sin riesgo de propagacién del material genético.

Preferentemente, la proteina de fusion se introduce en la célula sin la introduccién de una secuencia de ADN o ARN.
En el caso de la utilizacion de Agrobacterium tumefaciens como sistema de transferencia, esto implica la ausencia
de ADN-T. Esto significa que es posible modificar una célula sin introducir material genético en la célula a ser
modificada.

Segun una realizacién importante, la proteina de fusion introducida tiene actividad recombinasa.

En dicho caso, es de hecho posible llevar a cabo un cambio en el ADN cromosomico de la célula a ser modificada,
sin la introduccion de material genético adicional (un vector que codifica el ADN-T o péptido B) en la célula. Una
aplicacién importante, por ejemplo, es la eliminacién de un gen marcador, cuya admision en el medio ambiente no es
deseable. En particular, esto puede incluir la eliminacion de los genes de resistencia a antibiéticos presentes entre
secuencias de ADN en repeticion directa a ser reconocidos por la recombinasa.

Convenientemente, una bacteria de la clase Rhizobiaceae se puede utilizar como sistema de transferencia.

Dichas bacterias, entre las que se encuentran Agrobacterium, Rhizobium y Phyllobacterium, son muy adecuadas
para la modificacion de plantas, levaduras u hongos. Otras bacterias que pertenecen a esta familia, tales como
Brucella, son conocidas por su interaccion con células animales y se pueden utilizar para la modificacién de las
mismas.

Segun una realizacion preferente, se utiliza Agrobacterium, que se conoce que es muy adecuado para la
modificacién tanto de procariotas (bacterias) como de eucariotas (plantas, levaduras, hongos y células de animales).

Segun una realizacion preferente, una célula seleccionada del grupo que comprende i) una célula de plantas; ii) una
célula de levaduras, y iii) una célula de hongos, se utiliza como la célula a ser modificada.

La presente invencion también se refiere a un vector, estando dicho vector caracterizado porque codifica un sistema
de transporte de proteinas que comprende un poro que contiene un complejo VirB y proteina VirD4, asi como una
proteina de fusién BA tal como se define en la reivindicacion 7.

Dicho vector se puede introducir en un sistema de transferencia, tal como una bacteria. Entonces, el vector posee
toda la informacién que necesita ser expresada para la transferencia de la proteina de fusién, por lo que es posible
que la proteina de fusion sea transferida a la célula a ser modificada.

Por dltimo, la presente invencién se refiere a un conjunto de vectores, caracterizado porque el conjunto de vectores
comprende uno o mas vectores que codifican un sistema de transporte de proteinas que comprende un poro que
contiene un complejo VirB y proteina VirD4, asi como un vector adicional que codifica un péptido de fusion BA, tal
como se define en la reivindicacion 7.

La ventaja de dicho conjunto de vectores es que el vector o vectores que codifican el sistema de transporte de
proteinas, se pueden introducir en un sistema de transferencia por separado a partir del vector adicional que codifica
la proteina de fusién. Esto hace que sea posible la utilizacion de un sistema de transferencia, en particular una
bacteria, como vehiculo estandar para la modificacién de una célula, en el que el sistema de transporte esta provisto
de un vector adicional que se expresa en el sistema de transporte para llevar a cabo la modificacion.

La presente invencion se ilustrard con referencia a los siguientes ejemplos y al dibujo, en el que la Gnica figura
muestra de forma esquematica un sistema de ensayo para demostrar la actividad Cre en plantas.

Cepas bacterianas

La cepa de Agrobacterium LBA1010 (Koekman y otros, Plasmid 7 (1982); 119-132; Centraal Bureau voor
Schimmelcultures; Baarn, Paises Bajos, nimero de acceso: PC2805) posee el plasmido Ti no modificado pTiB6 en
un fondo cromosémico C58. LBA 1100 (Beijersbergen y otros. Science 256 (1992), 1324-1327; facilmente obtenido
mediante el cultivo de CBS 102794, Centraal Bureau voor Schimmelcultures, Baarn, Paises Bajos, depositado el 17
de mayo de 2000 en ausencia de gentamicina para el curado del plasmido pSDM 3155 y el cribado de la ausencia
del plasmido pequefio (aprox. 5,5 kb) de plasmido) es un derivado no oncogénico de LBA1010. Para este efecto,
tanto las regiones T izquierda y derecha en pTiB6, asi como los genes tra y occ se sustituyen por un marcador de
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resistencia a espectinomicina, lo que resulta en el plasmido pAL1100, en el que la regién Vir se mantiene intacta. En
la presente solicitud se utilizaron varios mutantes de vir, derivados de LBA1100, respectivamente LBA 1142-1150
(Beijersbergen y otros. Science 256 (1992), 1324-1327) (Tabla 1). LBA2561 contiene una delecién precisa del gen
virF en pAL1100 (Schrammeijer y otros, Mol. Plant Micr. Int. 5 (1998), 429-433). La transformacién y el crecimiento
de las cepas bacterianas se llevaron a cabo tal como se describe en la literatura (Vergunst y col. Nucl. Acids Res. 26
(1998) 2729-2734) o segun técnicas generales conocidas por el experto en la materia (Sambrook y otros. Molecular.
Cloning. A lab manual (1989)).

Construcciones de plasmidos
La region de codificacién del gen cre se clond de forma traduccional a los genes virE2 y virF de pTil5955, bajo el
control de las respectivas regiones promotoras vir. Se llevaron a cabo fusiones tanto en el extremo N-terminal como

en el extremo C-terminal. Las construcciones de plasmidos se detallan a continuacion.

Plasmido de control cre

La region de codificacion del gen de la recombinasa cre, presente en el plasmido pUC19cre (Mozo y Hooykaas, Mol.
Gen.

Genet 236 (1992), 1-7), se cloné como un fragmento Sphll/EcoRI en pUC21 (Vieira y Messing, Gene 100 (1991),
189-194) que resultd en pSDM3120. Con el fin de eliminar el codon de iniciacion ATG, se llevd a cabo una
amplificaciéon por PCR en el extremo 5' del gen cre con los cebadores crel (5'-ggcagatctgTCCAATTTACTG) y cre2
(5-GATAATCGCGAACATCTTCAGG) en pSDM3120. Después de la digestion del fragmento de PCR con Bglll y
Nrul (subrayado) este fragmento se intercambi6 por el fragmento correspondiente en pSDM3120 (que resultd en
creAATG o pSDM3121). Un fragmento Sall de pRAL3248 (Melchers y otros, Plant Mol. Biol. 14 (1990), 249-259) en
el que se encuentran virE1l y virE2 (estando ausentes las Ultimas 30 pares de bases del extremo 3') incluyendo la
region promotora virE, se clono en el lado de restriccion Xhol de pSDM3121 (pSDM3122). Después de la digestion
completa de pSDM3122 con Bglll y la digestion parcial con BstYI, seguido por el aislamiento del fragmento de vector
que porta el promotor virE, la zona de codificacion virE1, el codon de inicio ATG de virE2, asi como cre (AATG), el
gen cre se uni6 de forma traduccional a través del autocierre al codén de inicio ATG de virE2 (pSDM3126). Como
resultado, la expresion del gen cre es controlada por el promotor virE. Posteriormente, este constructo se transfirid
como un fragmento Stul/Xbal al plasmido pRL662 digerido con Smal/Xbal, dando como resultado pSDM3147, es
decir, el plasmido de control cre utilizado en estos experimentos. El plasmido pRL662 no movilizable con una amplia
gama de huéspedes se obtiene mediante la sustitucion del gen de resistencia a kanamicina, asi como la region mob
de pBBR1 MCS2 (Kovach y otros, BioTechn. 16 (1994), 800-802) con un marcador de resistencia a gentamicina (J.
Escudero, Solicitud de Patente Europea Num. 00200726.8).

Fusion cre::virE2

Con el fin de crear fusiones traduccionales entre cre y virE2, se eliminé el codén de parada del gen cre, para lo que
se introdujo una mutacion en el codon de parada (cursiva) mediante amplificacion por PCR en el ADN de pSDM3126
utiizando los cebadores <cre 6 (5-acgcatcgactATCGCCATCTTCCAGCAGGCGC) y cre 7 (5-
CCATCGATTGATTTACGGCGCTAAGG). Después de la digestion con Clal y Sall (subrayado), se sustituy6 el
fragmento Clal-Sall de pSDM3126 correspondiente (que resultdé en creASTOP o pSDM3127). Un fragmento
Xhol/Notl de pBluevirE2 (AATG) que contiene la zona de codificacion virE2, sin el codon de iniciacion ATG, se ligé
posteriormente en el vector pSDM3127 digerido con Sall y Notl (pSDM3128). pBluevirE2 (AATG) fue el resultado de
la clonacién de la regién VirE1l-virE2 (Xhol-Smal) del plasmido pRAL3248 (Melchers y otros, Plant Mol. Biol. 14
(1990), 249-259) en pBLUEscript (Xhol/EcoRV) (Alting-Mees y Short. Nucleic Acids Res. 17 (1989): 9494), tras lo
que se eliminaron virEl y el coddn de inicio ATG de virE2 utilizando un enlazador de Xhol-Stul (5'-
tcgaGATCTTTCTGGCAATGAGAAATCCAGG y 5-CCTGGATTTCTCATTGCCAGAAAGATC. La fusion cre::.virE2 se
transfirid posteriormente a pRL662 (Smal/Xbal) como un fragmento Stul/Xbal de pSDM3128, lo que resulté en
pSDM3129 (fusidn cre::virE2).

Fusion virE2::cre

Un fragmento Sall de pRAL3248 que comprende VvirELl y virE2 (estando ausente las Ultimas 30 bases del extremo 3')
se clono en pIC19R (Marsh y otros, Gene 32 (1984):. 481-485) (pSDM3123). En las etapas de clonacion posteriores
cre se fusiond al extremo 3' de virE2, en el que al mismo tiempo se restauraron las Gltimas 30 bases del extremo 3'
de virE2, ausentes en pSDM3123. Para este fin, se cloné un fragmento Bglll/Nrul de pSDM3122, que comprende las
200 bases del extremo 5' de cre, sin el codén de iniciacion ATG, en pIC19R (pSDM 3151). Se sintetizd un enlazador
de Sall/Bglll enlazador, que consiste en las Gltimas 30 bases del extremo 3' de virE2, con el fin de eliminar el codén
de parada de VirE2 (cursiva) (5-TCGACCGCGTAGCCAAAGCGTCAACAGCTTTcga y 5'-
gatctcgAAAGCTGTTGACGCTTTGGCTACGCGG) y para llevar a cabo la fusion traduccional con cre. Este enlazador
se cloné en PSDM 3151 (pSDM3152). Sin embargo, después de andlisis de la secuencia, el sitio Bglll entre el
extremo 3' de VirE2ASTOP vy el extremo 5' de creAATG se demostré que se pierde debido a una sustitucidon de base
Unica. Esta mutacion no esta presente en la regién que codifica virE2 o cre, y no tiene ningin efecto en el marco de
lectura de la fusién. El fragmento Sall de pSDM3123 se introdujo en el sitio Sall de pSDM3152 (pSDM3157),

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2427928 T3

mediante la clonacién de la secuencia completa de virE2 en marco con el extremo 5' de cre. Un fragmento Nrul
aproximadamente de 600 pares de bases de pSDM3157 (el extremo 3' de VIrE2ASTOP y el extremo 5' de creAATG)
se utiliz6 posteriormente para reemplazar el fragmento Nrul en pSDM3148 (pSDM3148 es el resultado de la
clonacion de un fragmento Stul/Xbal de pSDM3122 en Xbal/Smal de pRL662) dando como resultado una fusién
traduccional entre la regiéon completa de virE2 y cre (pSDM3166, es decir, la fusion virE2::cre) bajo el control del
promotor VirE, y la expresion conjunta de VirE1l.

Fusién virF::cre

Un fragmento Sacl/EcoRV de 600 pares de bases de pRAL7088 (Schrammeijer y otros. MPMI 11 (1998) 429-433)
que contiene el lado que flanquea el extremo 5' de virF y el lugar de unién ribosémico fue clonado en pBluescriptSK
(Alting-Mees y Short. Nucleic Acids Res. 17 (1989): 9494), lo que resulta en pSDM3183. La sefial de localizacion
nuclear (NLS) del virus simian 40 (SV40) se sintetiz6 con un EcoRV ROMO y un extremo cohesivo Sall 3' (5'-
ATCATGGATAAAGCGGAATTAATTCCCGAGCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATTGGGTACCGG vy la
hebra complementaria), y se clon6 en pSDM3183, lo que resultdé en pSDM3184. El gen virF sin ATG y codén de
parada se clon6 en dos etapas en marco después de NLS de SV40. El codon de inicio ATG se eliminé por clonacion
de un enlazador BamHI/Nsil (5-GATCCGAAATTCGAGTTTGCGTGATGCA) en los sitios BamHI y Nsil de pRAL7088
(pSDM3192). Posteriormente, se clon6é un fragmento BamHI/Sacl de 1,5 pares de kilobases de pSDM3192 en
pIC19H (pSDM3193). Un fragmento Sall/Xhol de 500 pares de bases de pSDM3193, que comprende virFA498-
609AATG se cloné en marco con NLS de SV40 en el sitio Xhol de pSDM3184, lo que resulté en pSDM3185.
Posteriormente, el coddn de parada de virF se eliminé utilizando dos cebadores (5-ATCCCTAACTTGGTCTTCAAC
y 5'-cttagatcTAGACCGCGCGTTGATCGAGG) en una reaccion de PCR en pRAL7088. El fragmento de PCR se
subcloné como un fragmento de 175 pb en el vector pGEM T (Promega). Un enlazador Stul/Bglll (5'-
cctcgagcccgggata y 5'-gatctatcccgggcetcgagg) se cloné en pSDM3121 digerido con Stul/Bglll para introducir un sitio
Xhol (subrayado) y para llevar a cabo la clonacion adicional en marco de cre con virF (pSDM3121- L).
Posteriormente, el extremo 3' de virF se clond en marco en los sitios Xhol/Bglll de pSDM3121-L como un fragmento
Xhol/Bglll aproximadamente de 110 pares de bases desde el vector pGEM-T hasta el extremo 5' de cre (lo que
resultdé en pSDM3186). Un fragmento Xhol/Sall de 1,2 kb de pSDM3186 se ligé en el sitio Xhol de pSDM3185, lo
que resulté en pSDM3187. La fusién virF::cre se introdujo a continuaciéon en puUC28 (Benes y otros, Gene 130
(1993); 151-152) como un fragmento Sacl/Pstl, y posteriormente se ligd a partir de este plasmido como un fragmento
EcoRI en el sitio EcoRI de pRL662 , lo que resulté en pSDM3153, es decir, el plasmido de fusion NLS:: virF::cre.

Fusiones cre::virF

Un fragmento de 0,66 kb de pSDM3184, que tiene el lado de flanqueo de 5' de virF y la secuencia NLS de SV40, se
cloné eventualmente a través de una etapa de clonacién de Sacl/Sall en pIC19H, seguido de una clonacién
Hindlll/Sall en pIC19R, como un fragmento Sall/Xhol en el sitio Xhol de pSDM3121. Esto dio lugar a una fusién en
marco de la NLS de SV40 al extremo 5' de cre (pSDM3188). El coddn de parada de cre en pSDM3188 se elimind
posteriormente mediante la sustitucion del fragmento Clal/Sall (con el extremo 3' de cre incluyendo el codén de
parada) con el fragmento creASTOP Clal/Sall de pSDM3127 (pSDM3179). Un fragmento Sall/Eagl de 690 pb de
pSDM3193 que comprende virFAATG se cloné en pSDM3179 digerido con Sall/Notl, lo que resulté en pSDM3189.
Un fragmento Hindlll/Xbal de pSDM3189 se clon6 en los sitios Hindlll y Xbal de pRL662, lo que resultd en
pSDM3154 (el plasmido de fusion NLS::cre::virF).

Ademas, se realizaron varias deleciones de virF y se cloné en traduccionalmente al extremo 3' de cre. Utilizando los
cebadores F126 (5-acgcgtcgaCCTGTCGAGTCGGCTGAG, posicion 127 en virF) y pflIF2  (5-
GACCAGCACACTTAGATACC, en la secuencia de ADN adyacente a 3' de virF), se llevé a cabo una reaccion de
PCR en pRAL7088. El fragmento de PCR de 780 pares de bases se clon6 en el vector pT7pBlue-T (Novagen)
(pSDM3194). Un fragmento Sall/Eagl (VirFA1-126) de 555 pares de bases de pSDM3194 se cloné en pSDM3179, lo
que resultd en pSDM3190. La clonacion de la fusién NLS::cre::virFA1-126 en el vector pRL662 como un fragmento
Hindlll/Xbal resultado en pSDM3155 (el plasmido de fusion NLS::cre::virFA1-126).

Los 113 nucledtidos del extremo 3' de virF se clonaron en marco con cre. Para este fin, pSDM3189 se transfirio
como un fragmento Hindlll/Xbal a pUC18 (Yanish-Perron y otros, Gene 33 (1985);. 103-119), lo que resultd en
PSDM 3172. La digestion de pSDM3172 con Xhol y Sall, la eliminacién del extremo 5' cohesivo utilizando nucleasa
Mung Bean seguido de autocierre del vector, dio como resultado una fusién en marco de las Ultimas 112 pares de
bases del extremo 3' de virF con cre (pSDM3173 ). La transferencia de la fusién NLS::cre::virFA1-498 a pRL662
como un fragmento Xbal/Hindlll dio como resultado el plasmido pSDM3174 (el plasmido de fusion NLS::cre::virFAL-
498).

Los plasmidos fueron transferidos a las cepas bacterianas que se muestran en la tabla 1. Ademas, el plasmido
pSDM3191, en el que los genes virD3 y virD4 se encuentran bajo el control del promotor virD, se movilizé en
LBA1147 y LBA1150. pSDM3191 es el resultado de la clonacién de un fragmento BamHI de 4,4 pares de kilobases
de pMP3 (Vogel y Das, J. Bacteriology 174 (1992); 5161-5164) en el sitio de restriccion BamHI de pLM997
(Melchers, no publicado), que es el resultado de la sustitucion de la regién T de pBin 19 (Devan y otros, Nucleic
Acids Res. 12 (1984), 8711-8721) con una secuencia polienlazadora pIC19R/H (Marsh y otros, Gene 32 (1984): 481-
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485).
TABLA 1
Cepas utilizadas
Cepa Plasmido Marcadores de resistencia
LBA1010 | pTiB6 Rif
LBA1100 | pTiB6AT,T,, Atra, Aocc Rif, Sp
LBA2561 | pAL1100AvirF Rif, Sp

LBA1142 | pAL1100(virA::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1143 | pAL1100(virB4::Tn3Hoho1l) | Rif, Sp, Cb
LBA1144 | pAL1100(virB7::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1145 | pAL1100(virG::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1146 | pAL1100(virC2::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1147 | pAL1100(virD2::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1148 | pAL1100(virD4::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1149 | pAL1100(virE2::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb
LBA1150 | pAL1100(virD1::Tn3Hohol) | Rif, Sp, Cb

El gen de fusién NLS::cre::virF también se acoplé al plasmido ayudante en LBA2561 mediante la selecciéon de
cruces individuales entre las regiones de ADN homdlogas que flanquean el gen virF y NLS::cre::virF (pSDM3189), lo
que resulté en LBA2561::NLS::cre::virF.

Como control para la transformacién de las plantas se utilizé LBA1115 (= MOG101 (Hood y otros, Transgenic Res. 2
(1993) 208-218), que es comparable con LBA1100 pero que contiene los genes tra y occ. El vector IncP de
pSDM3088 {Vergunst y Hooykaas, Plant Mol. Biol. 38 (1998), 393-406), que contiene el gen cre bajo el control del
promotor de la sintasa de manopina entre las secuencias adyacentes izquierda y derecha de Agrobacterium
("repeticiones del borde de ADN-T"), se transfirio a LBA1115.

Lineas de plantas

El plasmido pSDM3043 (véase la figura y Vergunst y Hooykaas Plant Mol. Biol. 38 (1998), 393-406) se introdujo en
C24 Arabidopsis thaliana por medio de la transformacion mediada por Agrobacterium de explantes de raiz (Vergunst
y otros, en Methods in Mol. Biol. 82 pag. 227-244 (1998)) y los transformantes fueron seleccionados por la
resistencia a fosfinotricina (30 mg/l). Las plantas que tienen el locus de escision 3043 son sensibles a kanamicina.
Se seleccioné una planta transformada, con segregacion 3:1 para el transgén (1 locus), sobre la base de la eficacia
de la escisién mediada por Cre del gen bar (véase la figura), flanqueado por sitios lox presentes en repeticion directa
(ver las flechas en el dibujo). La escisién mediada por Cre se podria lograr mediante la transformacion de los
explantes de raiz con el vector de expresion de Cre pSDM3088. Dicha escisién simultanea resulté en la reparacién
de un marcador de resistencia a kanamicina.

Transformacion de plantas

El protocolo para la transformacion de explantes de raiz de Arabidopsis mediados por Agrobacterium se ha descrito
anteriormente (Vergunst y otros, En Methods in Mol. Biol. 82, pag. 227-244 (1998)). Se utilizaron raices de plantulas
de 10 dias de edad que son homocigotos para el locus de escision 3043 (T3 o T4) en los ensayos de transformacion
utilizando las cepas descritas en la tabla 1, que contienen las construcciones descritas anteriormente. Después de 2
dias de cultivo en conjunto, los explantes se transfirieron a un medio para inducir el crecimiento de callos y brotes,
cuyo medio contenia 50 mg/l de kanamicina y 100 mg/l de timentina. El nimero de callos resistentes a kanamicina
se determiné entre 2 y 3 semanas después del cultivo en conjunto. El andlisis por PCR se llevé a cabo en un ndmero
de brotes regenerados a partir de callos resistentes a kanamicina.

Andlisis por PCR
El método utilizado para el aislamiento de ADN cromosémico para los analisis por PCR y el protocolo para la
reaccion de PCR se han descrito anteriormente (Vergunst y otros, Plant Mol. Biol. 38 (1998), 393-406). Como
cebadores (ay b en el dibujo) para el andlisis de callos y plantas resistentes a kanamicina se utilizaron
a) (5-GAACTCGCCGTAAAGACTGGCG-3') que se hibrida en la regién del promotor 35S (pDE35S en el
dibujo), y
b) (5-GCGCTGACAGCCGGAACACG-3") que se hibrida en la secuencia codificante nptll (ver figura). Los
cebadores utilizados para la construccién de los plasmidos se mencionan en detalle.
Resultados

Para demostrar que Agrobacterium transfiere proteinas de fusién a células de plantas receptoras, se utilizd un
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ensayo de recombinacion que permite la deteccion del transporte de la recombinasa Cre. Para este fin, el nucleo de
la célula de planta contenia un segmento de ADN, que después de la eliminacion especifica por Cre resulta en un
rasgo de resistencia a la kanamicina seleccionable. Este sustrato para la recombinacion de Cre (pSDM3043, figura
1) se transfiri6 mediante una transformacion mediada por Agrobacterium en el genoma de Arabidopsis por medio de
la seleccidn por resistencia a fosfinotricina. Las plantas transgénicas fueron sensibles a la kanamicina. Sin embargo,
la recombinacion mediada por Cre entre dos sitios lox orientados en tdndem resulta en la escisién del segmento de
ADN interventor, y en la activacion del gen nptll por fusién traduccional de la regién del promotor 35S que incluye el
codon de inicio ATG y una parte de codificacion del extremo N-terminal (determinada por la secuencia lox) con la
region de codificacion de nptll. Esta fusién conduce a la resistencia a la kanamicina. Por lo tanto, sélo las células en
las que ha tenido lugar un evento de recombinacion mediado por Cre sobreviven en el medio selectivo. Se aislé una
linea de plantas, que comprende un Unico locus del sustrato de escision y cuya eficiencia de escisién (tal como se
mide por el nimero de callos resistentes a kanamicina debido a la actividad de Cre) era comparable a la de la
eficiencia de la transformaciéon mediada por Agrobacterium. Esto fue ensayado mediante cultivo conjunto de la linea
de plantas con una cepa de Agrobacterium que porta un vector binario con un ADN-T que tiene el gen cre controlado
por una secuencia promotora fuerte (LBA1115-pSDM3088). La linea de escisién seleccionada se utilizd en ensayos
adicionales para demostrar el transporte directo de proteinas, incluyendo recombinasa Cre, de Agrobacterium a las
células de plantas. Para este fin, la recombinasa Cre se expresé bajo el control del sistema de induccién vir en
Agrobacterium, ya sea solo o como una fusion N-terminal o C-terminal con VirF o VirE2, respectivamente. La
expresion de las proteinas de fusion en Agrobacterium se ensayd mediante andlisis de inmunotransferencia (datos
no mostrados). Las actividad de recombinacion de las proteinas de fusion se ensayé mediante la medicién de la
capacidad de inducir un evento de escision en el plasmido pSDM3043, cuyo plasmido se introdujo en las cepas
bacterianas pertinentes con el fin de probar este efecto (datos no mostrados).

Después del cultivo conjunto de las células de plantas mencionadas anteriormente con las cepas de Agrobacterium
LBA1010, LBA1100, LBA1149, 0 LBA2561, o con un derivado de estas cepas que tienen un plasmido que expresa la
recombinasa Cre (el plasmido de control cre), se encontré como maximo una sola superviviente en un medio
selectivo. De esta manera, se obtuvo el mismo nimero de callos resistentes a kanamicina ("el fondo") durante el
cultivo conjunto con las cepas que no expresan Cre, que durante el cultivo conjunto con las cepas de Agrobacterium
gue si expresan la recombinasa Cre. Por lo tanto, se lleg6 a la conclusion de que bacterias que la recombinasa Cre
expresada en bacterias no se transfirio a las células de las plantas.

Sin embargo, los resultados fueron totalmente diferentes cuando los experimentos se realizaron con células de
Agrobacterium que expresan proteinas de fusion entre Cre y VirE2 o VirF. Se utilizaron cepas de Agrobacterium
(tanto de tipo no modificada asi como mutantes de la proteina Vir correspondiente) que expresan o bien fusiones C-
terminal o N-terminal de Cre con VirE2 y VirF, respectivamente. Se encontré que la fusion con la region N-terminal
de la proteina Vir (Cre::virE2; NLS::Cre::virF), pero no con el extremo C-terminal (VirE2::Cre; NLS::virF::Cre), era
altamente eficiente en la produccion de callos resistentes a kanamicina. No se observo ninguna diferencia si la
fusion Cre::virF se expres6é a partir del plasmido ayudante (LBA2561::NLS::cre::virF) o a partir del plasmido pRL662
(LBA2561, pRL662 NLS::cre::virF). El cultivo conjunto de cepas de Agrobacterium (tanto de tipo no modificada como
mutante de virF) que expresan una fusion Cre::virF con una delecién de los 42 aminoacidos del extremo N-terminal
de virF (NLS::Cre::virFA1-126) dio lugar a callos resistentes a kanamicina, siendo obtenidos en una frecuencia
significativamente mayor. El cultivo conjunto de una cepa que expresa una proteina de fusion entre los ultimos 37
aminoacidos del extremo C-terminal de VirF y Cre (NLS::Cre::virFA1-498) dio como resultado un comparable ndmero
elevado de callos resistentes a kanamicina.

Como controles, las cepas que albergan los plasmidos de fusién NLS::cre::virFA1-126 y cre::.virE2 se cultivaron en
conjunto con explantes de raices C24 de Arabidopsis de tipo no modificado, pero tal como se esperaba, esto no dio
lugar a resistencia a la kanamicina debido a la ausencia del locus de escision.

El andlisis por PCR demostré que la resistencia a la kanamicina fue de hecho causada por el evento de escision
mediado por Cre predicho. El analisis por PCR en el ADN aislado a partir de la linea 3043 de escision dio lugar a un
fragmento de 2,3 kb (véase la figura), mientras que en muestras de ADN aislado de callos resistentes a kanamicina
que se obtuvieron después de cultivo conjunto de las cepas que expresan cre::virE2 y NLS::cre::.virF, se obtuvo un
fragmento de 0,7 kb. Para excluir la contaminacién con un vector de ADN-T que expresa cre, se realizé un analisis
por PCR con cebadores que se hibridan en la regién de codificacion de cre. Tal como era de esperar, no se detecto
ningun fragmento.

En andlisis por PCR de los pocos callos obtenidos de los experimentos de control (incluidos los de los experimentos
en los que el cultivo se llevé a cabo con una cepa de Agrobacterium que no tenia un gen cre) demostré que éstos
eran en parte el resultado de una escision, posiblemente debido a recombinacion homéloga entre los sitios lox y en
parte debido al crecimiento continuo de las plantas sensibles en el medio de seleccion ("escapes”). En este Ultimo
caso, se detecto el fragmento de 2,3 kb, y no se detecto el fragmento de 0,7 kb, que indica escision. Todos estos
resultados muestran, por tanto, que Agrobacterium puede introducir recombinasa Cre en células de plantas, pero
s6lo cuando se expresa como una proteina de fusion unida al extremo N-terminal de VirE2 o VirF. La eficacia de la
obtencion de callos resistentes a kanamicina después del cultivo conjunto de la linea de plantas 3043 con dichas
cepas de Agrobacterium que expresan fusiones de Cre con 161 6 37 aminoacidos C-terminales de VirF muestra que
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debe haber un dominio de transporte en los Ultimos 37 aminoacidos C-terminales de VirF. En vista de la funcion in
planta de VirE2, virF y VirD2 mostrada anteriormente, los tres aminoacidos invariantes (motivo RPR) en el extremo
C-terminal de VirF, VirD2 y VirE2 sugieren la importancia de estos aminoacidos para el transporte de las proteinas
Vir hacia la planta, utilizando el sistema VirB/VirD4 (ver mas adelante). La mutaciéon de uno de los residuos R en
este motivo conduce a la pérdida de la funcién de transporte, pero cuando se cambié el residuo P en un residuo
seleccionado entre A, Q, V y S, la actividad de transporte se mantuvo intacta.

En los presentes experimentos el transporte de las proteinas de fusién, detectado como resistencia a la kanamicina
después del cultivo conjunto con la linea de plantas 3043, se produce independiente de la cotransferencia de ADN-
T. Esto implica una importante aplicacién del sistema de transporte de proteinas, a saber, la posibilidad de efectuar
una modificacién en las células en ausencia de ADN-T. Ademas, sin embargo, la transferencia puede también ocurrir
en presencia de ADN-T (que puede ser oncogénico o no), lo que amplia la aplicabilidad del sistema. Una posible
aplicacién puede ser la integracion dirigida a sitio de ADN-T en el genoma de la célula receptora por medio del
cotransporte de una recombinasa que se expresa como una proteina de fusién en la misma bacteria o en
cotransformantes.

Para determinar cual de las funciones de virulencia son esenciales para el transporte de proteinas, se transfirieron
NLS::cre::virFA1-126 y cre::virE2 a un conjunto de mutantes de vir, que se enumeran en la tabla 1.

El cultivo conjunto de la linea de escisidon con los mutantes de virA, virB, virG y virD4, que tienen los plasmidos de
fusion, no dio lugar a la escision mediada por Cre, mientras que los mutantes virC, virD1/D2, virF y virE2 dieron lugar
a callos con eficiencias comparables a las eficiencias del tipo no modifcado. Por lo tanto, se puede conlcuir que en
este sistema de modelo en el que virA y virG son responsables de la formacién de VirB y VirD4, la expresion de los
genes vir a través de los reguladores virA y virG es necesaria para el transporte. Pero, aparte de eso, s6lo los genes
virB y virD4, que determinan el canal de secrecion de tipo IV (complejo B) y el factor de acoplamiento (VirD4), son
esenciales. La ocurrencia de los homologos de virB y virD4 en otros sistemas (por ejemplo, O'Callaghan y otros, Mol.
Microbiol. 33 (1999): 1210-1220) hace posible la construccion de sistemas de transporte de proteinas similares en
Agrobacterium y otros microorganismos basados en estos sistemas homologos. Los otros genes de virulencia,
incluyendo los que codifican para las proteinas transportadas VirD2, VirE2 y VirF, parecen no ser necesarios para el
transporte de las proteinas de fusion.

Para demostrar que en las mismas condiciones el Agrobacterium transferira proteinas de fusion en otras células
eucariotas, se llevé a cabo un ensayo de recombinacién similar al descrito anteriormente con células de levadura.
Las células de levadura no crecen en presencia de 5-fluoro uracilo, a menos que una recombinasa elimine el gen
presente entre los sitios lox, cuyo gen codifica una proteina que convierte 5-fluoro uracilo en una sustancia que es
toxica para la célula de levadura. La recombinasa se introdujo como una proteina de fusién. Tal como era de
esperar, la levadura tratada de ese modo se hizo resistente a 5-fluoro uracilo (resultados no mostrados). En estos
experimentos, el transporte de la recombinasa por medio del extremo C-terminal de VirE2 y VirF se confirmé vy,
ademas, se demostré el transporte a través del extremo C-terminales de VirE3 y la proteina MobA del plasmido
RSF1010 de IncQ (resultados no mostrados). En la proteina VirE3 la secuencia RPR también esta presente en el
extremo C-terminal, y en MobA la secuencia RQR estéa presente.

Secuencia num. 1

Secuencia de aminoacidos de virF_15955 (1-609)
Cédigo universal

NuUmero total de aminoacidos: 202, PM = 22.394
Max ORF: 1-606, 202 AA, PM = 22.394

ORIGEN

1 MRNSSLRDAS ~ GSNDAQVPHK
21 TELLNLPDHV ~ LTEVAKRLAT
41 NNPVESAENI  ANFSKSHRFT
61 RDAVRTEPLE ~ KFSSRLKI LS
81 RNAKLLSHAV ~ RHAATLPDGE
101  QLSEAQLSQM  RSEVATRPVL
121  GVAYTHQDGQ  PEERLSGNHL
141  DHKINNIPNL  VFNVAEPI MF
161  NEISALEVWWA  EVRPI ARSI K
181  TAHDDARAEL  MSADRPRSTR
201 G *

Secuencia nim. 2

Secuencia de aminoacidos de VirD2_pTil5955 (1-1275)

Caédigo universal

Numero total de aminoacidos: 424, PM = 47.476
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Max ORF: 1-1272, 424 AA, PM = 47.476

ORIGEN

Secuencia nim. 3

1
21
41
61
81
101
121
141
161
181
201
221
241
261
281
301
321
341
361
381
401
421

MPDRAQVI | R
QQ | NQLEYL
SARHLDI PVP
VWTEAG YDE
LTTHI | VSFP
ASREWAAENF
YLTAYHVDRD
RELLGHGWLK
DGLRKKMAEI

TSRAERG AE
LERMQACXKI Q
PEEDRRDLSQ
TGEPDRATRH
FQESAGSSI K
SERSAQPSAS
ETSYVAEASV
RPVTDVANVHT
NDEEAGPSGA
DSEANVGEQD
PVSASI GTEQ
RHDGEL GGRK
RGGT *

Secuencia de aminoacidos de virE2_pTil5955 (1-1602)

Cédigo universal

NuUmero total de aminoacidos: 533, PM = 60.502
Max ORF: 1-1599, 533 AA, PM = 60.502

ORIGEN

Secuencia nim. 4

221
241
261
281
301
321
341
361
381
401
421
441
461
481
501
521

MDLSGNEKSR
TI SDI QUTNG
TEVLSPRLDD
| QKELSALFS
NVBLPGNDRR
GQDAFTG AK
EFNACCRLYR
LAFDKI SVPA
AKERNKLRFQ
ADVG TGTEI

DRNYKLRPED
REI QKRYQHE
M KTPKNDI H
ANKQFSEFEH
El KLKSKSG

ERGSADI RFA
RQFPTATVNM
TRDRHVSVEF
AQALKKGELW
NRYLSPHRLE
MNRVGLPASM
FEKFDAQRAV
| HDLSPENLQ
DRNENGQRTG
LQLRLPADAA
SRDFVRPEPA
YESRPRSQSV

Secuencia de aminoacidos de virE3_pTil5955 (1-2019)

Cédigo universal

NuUmero total de aminoacidos: 672, PM = 75.584

ES 2427928 T3

| VPGGGTKTL
SRKGKLELQR
PDQ RELAQS
SQSDDDRQQD
AGTDQTAAYE
GSGYGGGRYN
HPHL HVWVNR
| SRRHPQLNY
SLRHG VLDA
RPI TYAEHRR
FEDTDFDETS
SFDPFRSDPS
DKQPLEQHAR
ADARI RVSLE
KI PVI GHFG
RKRSG FGTS
VKRQORSKRR
NRKGLKAAQY
TRDDSNKAAD
PEASPKRPRD
RARGNRRDDG

PVKKANVSSS
ENLESGSPTR
GSVDSSSSLY
SGSEHGNQAE
PDEY! LVRQT
GNLDHVPTKA
DGAGNYYPPP
QLEETWGWVE
YKL DVWNHAH
FYQTDKNI KL
RYVQTERYGR
LQAGSLLPDI
FVYRFAGDNY
TVKRRYGGET
MHDSKYLESW
EFVGENRAHN
[coo peocen
L MQSAPNSPW
DRVQLLARDG
YSDPEHFTEL
GRQSHAASI K
| VI NGPELRD
NVSTKDVI VA
TYTSVAEYER
GVLGEAADKY
SRPI SDSRRI
NSF *
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Max ORF: 1-2016, 672 AA, PM = 75.584
ORIGEN

1
21
41
61
81
101
121
141
161
181
201
221
241
261
281
301
321
341
361
381
401
421
441
461
481
501
521
541
561
581
601
621
641
661

Secuencia nim. 5

MVSTTKKSFA
AQRWEQVRK

RQTRLESPDR
VDKLDVGFRG
RLRVDNPKEL
KTVLKRNPVT
KSWLSVSSHL
HVKYKDGRFE
LI RTRYANRG
GAPYRSGPDN
GFRRETFERD
NHVGFSKI SV
KI QKLGGAFN
GNELGRDI LS
VYDEATGQLK
RSETDYLSAG
VTVYRKFAAL
RSFESGAHRQ
SPPSESDDI H
NSDHVEADVM
GQTSSSRQRN
YKPANM_LSD
YEGLAELTLR
NDQRLRHFLQ
SPEI TKVFGS
LHTAVGETAC
NHQPAPGQQE
PVSVAI HDEQ
SFRGSSGRTS
VQSHLVRDYS
QSLFGGPDLS
SEDYHL SASE
VPLPI PSPKP
SRPRERSTSR

ES 2427928 T3

KSLTADVRRS
AL| TEEEALK
KRKYAADMAI

El GYKI LGNK
TREHGRLRKT
QEVYLGLHER
YAADGTLRVK
ERWERDENGD
RLFQPVSEKM
RLYRDLTRQN
DQGNLERI GS
KAANRQTSQT
KSFRSLLDKE
HRRL YNKRSA
SAKHTFGKI Y
LKKVSKKI LG
SERESEAERL
| WOERAATPG
FAQQSHLAKA
RVTDQHI DVA
LEERLDSQSR
PDLRADGPRP
RDNESDGHKE
PEPLVLPHPG
RGEPLHPSGT
EAPVMVBSSLD
LLSLLHNAPA
ERLAGEAPGG
SMBES!| FDED
| NPTNGFI DP
RGPKSGPEI P
QENLLNQLLS
KSARSM FEG
G: *

Secuencia de aminoacidos derivada de RSF1010_mobA (1-2130)

Caodigo universal

NuUmero total de aminoacidos: 709, PM = 77.847

381
401
421
441

MAl YHLTAKT
AKADYI QREG
HAESGHVPEF
ADL YERANGR
VEL TLDQRKA
GAERLPYTLA
CHLM SERI N
FKRYNGKTPE
KPKAW.EQTR
LERAGHDARI

ERLPGVHLGP
RTDRADVALN
LQEYREAI DH
RHQRVSGADR
RRSPAGHEPD
VAESPAPDRG
GGSRRGEQRR
ALEAVANRDA
DRI VALARPD
AALGGPMKND
KAMGCERFDI

MNREWGAAEV
NAQGNDVYI R

10

GSRSGGQSAR
KYARDVDEVL
VERPADYVDA
LFKEVEFALP
LASEFAQHLT
| HAGGGENPH
DG ERPAAQW
KGGAQKTEAL
EAWADHANRA
DHRTLEAQG

NVVEMEGRG

| DTANAQ | D
ERNRQSEEI Q
TAGPEHGDTG
PAGQRGAGGG
GVGGAGQRVA
AERPERVAGV
GFHDAYGGAA
ATDNRGRLDL
RTLQAI GRQL
GVRDATTGQM
LQNTPW.KRM
PAEQERHGLV
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15

461
481
501
521
541
561
581
601
621
641
661
681
701

LVDDL SEFDL
ALVWETSPKN
AGGELRGQ A
PASADSRHYG
KHTTRAGYQP
TATAGPALVQ
RQQUEKARRLA
RHRRTALDEY
FGDDL SKCDF
RSAEE| GKAM
KPGHEADYI E
SVQLARAELA

DRGGPDFSM * .

11
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DDVKAEGREP
YQAWKVADA
RTLASEYDAD
RLAGFTNRKD
VWL LRESKGK
QAGQ EQAQ
SLELPERQLS
RSEMAGLVKR
| AAQKLASRG
AEASPALAER
RTVSKVMGLP

RAPAPRQRGM
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REIVINDICACIONES

1. Método para llevar a cabo una modificacién en una célula no humana, en el que un sistema de transferencia
bacteriano se pone en contacto con la célula a ser modificada, dicho sistema de transferencia tiene un sistema de
transporte de proteinas que comprende un poro, el canal de secrecién de tipo IV, que incluye un complejo VirB y
proteina VirD4, en el que el sistema de transferencia comprende una proteina de fusion o es capaz de crear una
proteina de fusiéon que se introduce en la célula utilizando el sistema de transporte de proteinas, en el que se
introduce una proteina de fusién BA en la célula a ser modificada, cuya proteina de fusién BA comprende

i) como parte A un oligopéptido que comprende los 37 aminoacidos mas hacia el extremo C-terminal de VirF,
cuando se fusiona con cre, o los 40 aminoacidos mas hacia el extremo C-terminal de una proteina bacteriana
transportada por un canal de secresion de tipo 1V, en el que dicha proteina bacteriana transportada por un canal de
secresion de tipo IV se selecciona del grupo que comprende VirF, VirD2, VirE2, VIrE3 y MobA; y

i) como parte B un polipéptido capaz de ejercer una actividad de modificacién celular en la célula a ser
modificada;

en el que el extremo C-terminal del polipéptido de la parte B esta unido al extremo N-terminal de la parte A, con la
condicion de que si la proteina de fusion comprende una parte A derivada de VirE2, la proteina de fusion no
comprende los 84 aminoacidos del extremo N-terminal de VirE2.

2. Método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la proteina de fusion se forma mediante la expresion en
el sistema de transferencia.

3. Método, segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque la proteina de fusién se introduce en la célula a ser
modificada sin la introduccion de una secuencia de ADN o ARN.

4. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la proteina de fusién introducida
posee una actividad recombinasa.

5. Método, segln cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque se utiliza una bacteria de la clase
Rhizobiaceae como sistema de transferencia.

6. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la célula a ser modificada se
selecciona del grupo que comprende i) una célula de plantas, ii) una célula de levaduras, y iii) una célula de hongos.

7. Vector, que codifica un sistema de transporte de proteinas bacterianas que tiene un poro, el canal de secresién
de tipo 1V, que incluye un complejo VirB y proteina VirD4, asi como una proteina de fusion BA que comprende:

i) como parte A un oligopéptido que comprende los 37 aminoacidos mas hacia el extremo C-terminal de VirF,
cuando se fusiona con cre, o los 40 aminoacidos mas hacia el extremo C-terminal de una proteina bacteriana
transportada por un canal de secresion de tipo 1V, en el que dicha proteina bacteriana transportada por un canal de
secresioén de tipo IV se selecciona del grupo que comprende VirF, VirD2, VirE2, VIrE3 y MobA; y

i) como parte B un polipéptido capaz de ejercer una actividad de modificacién celular en la célula a ser
modificada;

en el que el extremo C-terminal del polipéptido de la parte B esta unido al extremo N-terminal de la parte A, con la
condicion de que si la proteina de fusion comprende una parte A derivada de VirE2, la proteina de fusion no
comprende los 84 aminoacidos del extremo N-terminal de VirE2.

8. Conjunto de vectores, caracterizado porque el conjunto de vectores comprende uno 0 mas vectores que
codifican un sistema de transporte de proteinas bacterianas que tiene un poro, el canal de secresion de tipo 1V, que
incluye un complejo VirB y proteina VirD4, asi como una proteina de fusién BA que comprende:

i) como parte A un oligopéptido que comprende los 37 aminoacidos mas hacia el extremo C-terminal de VirF,
cuando se fusiona con cre, o los 40 aminoacidos mas hacia el extremo C-terminal de una proteina bacteriana
transportada por un canal de secresion de tipo 1V, en el que dicha proteina bacteriana transportada por un canal de
secresioén de tipo IV se selecciona del grupo que comprende VirF, VirD2, VirE2, VIrE3 y MobA; y

i) como parte B un polipéptido capaz de ejercer una actividad de modificacién celular en la célula a ser
modificada;

en el que el extremo C-terminal del polipéptido de la parte B esta unido al extremo N-terminal de la parte A, con la
condicion de que si la proteina de fusion comprende una parte A derivada de VirE2, la proteina de fusion no
comprende los 84 aminoacidos del extremo N-terminal de VirE2.

12



ES 2427928 T3

+

13



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

