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DESCRIPCION
Sistemas de expresion de proteinas
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere de forma general a métodos y materiales, y especialmente secuencias derivadas de
virus, para reforzar la expresion génica en plantas y otras células eucariotas, por ejemplo, de genes heterélogos que
codifican proteinas de interés.

Antecedentes de lainvencion
Comovirus (CPMV)

Los comovirus son virus de ARN que un genoma bipartido. Los segmentos del genoma de ARN como virico se
denominan ARN-1 y ARN-2. ARN-1 codifica las proteinas replicasa y proteasa de Vpg (Lomonossoff y Shanks,
1983). El virus necesita la replicasa para la replicacion del genoma virico. El ARN-2 del comovirus virus del mosaico
del caupi (CPMV) codifica una proteina de 58K y 48K, asi como dos proteinas de la cubierta viricaL y S.

El inicio de traduccion del ARN-2 de todos los comovirus se produce en dos puntos de inicio diferentes situados en
el mismo marco de lectura del triplete, lo que da como resultado dos carboxiproteinas coterminales. Este fenémeno
de doble inicio se produce como resultado de un 'escape del barrido ribosémico (leaky scanning) de los ribosomas
durante la traduccién.

Los codones de inicio del extremo 5' (AUG) del ARN-2 de CPMV se encuentran en las posiciones 115, 161, 512 y
524. Los codones de inicio en las posiciones 161 y 512 estan en el mismo marco de lectura del triplete. El inicio en el
codon de inicio de la posicién 161 da como resultado la sintesis de una poliproteina de 105K mientras que el inicio
en el codoén de inicio de la posicién 512 dirige la sintesis de una poliproteina de 95K. Como la sintesis de ambas
poliproteinas finaliza en el mismo coddén de detencién en la posicién 3299, las proteinas 105K y 95K son carboxi
coterminales. El codén AUG en la posicién 524 puede servir como iniciador si el AUG en 512 se borra. Sin embargo,
en presencia del AUG 512, no realiza esta funcion y simplemente codifica el aminoacido metionina (Holness et al.,
1989; Wellink et al., 1993). El codon de inicio en posicién 115 no es fundamental para la replicacién del virus
(Wellink et al., 1993).

Las proteinas de 105K y 95K codificadas por el genoma ARN-2 de CPMV son productos de traduccién primaria que
posteriormente se escinden mediante la actividad proteolitica codificada por ARN-1 para producir la proteina de 58K
o bien la proteina de 48K, dependiendo de si la poliproteina que se estd procesando es de 105K o 95K, y las dos
proteinas viricas de la cubierta, L y S. El inicio de traduccion en el codén de inicio en la posicion 512 en CPMV es
mas eficaz que el inicio en la posicién 161, lo que da como resultado la produccion de mas poliproteina de 95K que
de poliproteina de 105K.

El coddn de inicio en la posicion 115 en el ARN-2 de CPMV se encuentra en direcciéon 5' de los sitios de inicio en las
posiciones 161 y 512 y se encuentra en un marco de lectura diferente. Puesto que este coddn de inicio esta en fase
con un coddn de detencién en la posiciéon 175, el inicio en este sitio podria dar como resultado la producciéon de un
péptido de 20 aminoacidos. Sin embargo, hasta el momento no se ha detectado la produccién de dicho péptido.

Necesidad de mantener el marco entre AUG

Los experimentos de mutagénesis han mostrado que el mantenimiento del marco entre los sitios de inicio en las
posiciones 161 y 512 del ARN-2 de CPMV es esencial para una replicacion eficaz de ARN-2 mediante la replicasa
codificada por ARN-1 (Holness et al., 1989; van Bokhoven et al., 1993; Rohll et al., 1993; Wellink et al., 1993). Este
requisito restringe la longitud de las secuencias que se pueden insertar en direccién 5' del coddn de inicio 512 en
vectores de expresion basados en ARN-2 de CPMV (véase mas adelante), haciendo que la clonacién de genes
extrafios en dichos vectores sea mas dificil de lo que seria ideal. Por ejemplo, impide el uso de polienlazadores, ya
que el uso de estos frecuentemente altera el marco de lectura abierto (ORF) entre estos sitios de inicio.

Vectores CPMV

CPMV ha servido como base para el desarrollo de sistemas vectores adecuados para la produccion de polipéptidos
heterélogos en planteas (Liu et al., 2005; Sainsbury et al., 2007). Estos sistemas estan basados en la modificacion
del ARN-2 pero difieren en si se usan versiones de longitud completa o borradas. En ambos casos, sin embargo, la
replicacién del ARN-2 modificado se consigue mediante la inoculaciéon simultanea con ARN-1. Los sistemas de
expresion basados en una version del ARN-2 de longitud completa implican la fusion de la proteina extrafia con el
extremo C de las poliproteinas derivadas del ARN-2. La liberacién del polipéptido del extremo N esta mediada por la
accion de la secuencia del péptido catalitico 2A procedente del virus de la enfermedad de manos y pies (Gopinath et
al., 2000). Las moléculas de ARN-2 resultantes pueden diseminarse en una planta y también entre plantas. Esta
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estrategia se ha utilizado para expresar numerosas proteinas recombinantes, tal como el antigeno principal de la
hepatitis B (HBcAg) y proteinas inmunes pequeias (SIP), en plantas de caupi (Mechtcheriakova et al., 2006; Monger
et al., 2006; Alamillo et al., 2006). Aunque ha tenido éxito, el uso de un vector virico de longitud completa tiene
desventajas en términos limitaciones de tamafo de las secuencias insertadas y preocupaciones sobre
bioconfinamiento.

Para resolver esto, se ha desarrollado recientemente una version borrada del ARN-2 de CPMV (Caiizares et al.,
2006). En este sistema, se han eliminado la region del ARN-2 que codifica la proteina del movimiento y ambas
proteinas de la cubierta. Sin embargo, las moléculas borradas siguen teniendo las secuencias de accién en cis
necesarias para su replicacion mediante la replicasa codificada por ARN-1 y de esta forma se mantienen niveles
elevados de amplificacion génica sin la posibilidad concomitante de que el virus modificado contamine el medio
ambiente. Con la inclusién de un supresor del silenciamiento génico, tal como HcPro de PVY, (Brigneti et al., 1998)
en el inéculo ademas del ARN-1, el vector CPMV borrado se puede usar como un sistema de expresion transitoria
(documento WO/2007/135480) Bipartite System, Method And Composition For The Constitutive And Inducible
Expression Of High Levels Of Foreign Proteins In Plants; también Sainsbury et al., 2009). Sin embargo, a diferencia
de la situacion con un vector basado en el ARN-2 de longitud completa, la replicacion queda restringida a las hojas
inoculadas. Estos vectores de CPMV se han utilizado para expresar complejos multicadena que consisten en un solo
tipo de polipéptido.

También se ha demostrado que multiples copias de vectores basados bien en las versiones de longitud completa o
en versiones borradas del ARN-2 de CPMV son adecuadas para la produccién de proteinas heteroméricas en
plantas (Sainsbury et al., 2008). Se ha utilizado la infiltracion simultdnea de dos construcciones de ARN-2 de
longitud completa que incluyen diferentes genes marcadores en Nicotiana benthamiana en presencia de ARN-1 para
mostrar que dos proteinas extrafias se pueden expresar eficazmente dentro de la misma célula en tejido inoculado.
Ademas, las proteinas se puede localizar simultaneamente en los mismos compartimentos subcelulares, que es un
prerrequisito esencial de la formacién de heterémeros.

También se ha investigado la adecuabilidad de los diferentes vectores de ARN-2 de CPMV para la expresion de
proteinas heteroméricas en plantas. La insercién de las cadenas ligera y pesada de una IgG en las versiones de
ARN-2 tanto de longitud completa como borrada demostré6 que ambos enfoques conducian a la acumulacion de
moléculas de IgG de longitud completa en el tejido inoculado, pero que los niveles eran considerablemente mayores
cuando se usaban vectores de ARN-2 borrados. La capacidad de las construcciones de ARN-2 de longitud completa
para diseminarse sistémicamente parece, por tanto, ser irrelevante para la produccion de proteinas heteroméricas, y
el uso de versiones de ARN-2 borradas es claramente ventajoso, especialmente porque también ofrecen la ventaja
del bioconfinamiento.

Por tanto, los sistemas vectores conocidos basados en CPMV representan herramientas Utiles para la expresion de
un gen heterélogo que codifica una proteina de interés en plantas. Sin embargo, sigue existiendo necesidad en la
técnica de sistemas vectores 6ptimos para mejorar, por ejemplo, el rendimiento de las proteinas heterélogas
expresadas y la facilidad de uso del vector.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que la mutacion del codén de inicio en la posicién 161
de un vector de ARN-2 de CPMV aumenta notablemente los niveles de expresién de una proteina codificada por un
gen insertado después del coddn de inicio en la posicién 512. Los niveles de expresion de proteina aumentaron
aproximadamente 20-30 veces en comparaciéon con la expresion de la misma proteina a partir de un vector de ARN-
2 de CPMV que solamente difiere en que el coddén de inicio en la posicién 161 estaba intacto (Sainsbury y
Lomonossoff, 2008). La presente invencién permite la produccién de elevados niveles de proteinas extrafias sin
necesidad de replicacion virica.

Los inventores han descubierto también que la mutacion del codén de inicio en la posiciéon 161 niega la necesidad
de mantener el marco entre la posicién del codén de inicio en la posicion 161 mutado y el codén de inicio en la
posicion 512, permitiendo de este modo la insercion de secuencias de cualquier longitud después del codén de inicio
en la posicion 161 mutado. Esto es especialmente ventajoso ya que permite insertar polienlazadores de cualquier
longitud en vectores de ARN-2 tras el codon de inicio mutado, que se pueden usar después para facilitar la clonacion
de un gen de interés en el vector.

Ademas, los inventores han descubierto que, a pesar del aumento en la expresién de la proteina, las plantas
transformadas con un vector de ARN-2 de CPMV que comprenden un codoén de inicio en la posicion 161 mutado
tenian un aspecto mas sano, es decir, mostraron menos necrosis, que plantas transformadas con vectores de ARN-2
de CPMV conocidos. La salud de las plantas es un factor importante en la expresién de proteinas a partir de plantes,
ya que las plantas sanas sobreviven durante periodos de tiempo mas prolongados. Ademas, la salud de la planta
también es importante para la purificacion de proteinas a partir de las plantas, ya que los taninos liberados como
resultado de la necrosis interfieren con la purificacién de proteinas (Sainsbury y Lomonossoff, 2008).
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Asi, la presente invencion se refiere a sistemas y métodos mejorados de produccion de proteinas, basados en
secuencias modificadas del virus bipartido.

Asi, en los diferentes aspectos de la invencion tal como se define en las reivindicaciones, se utiliza una secuencia
potenciadora de la expresion, secuencia que se deriva de (o comparte homologia con) el segmento del genoma de
ARN-2 de un virus de ARN bipartido, tal como un comovirus, en el que se ha mutado un sitio de inicio diana.

La presente invencion proporciona ademas procesos como se define en las reivindicaciones para aumentar la
expresion o potenciar la actividad traduccional de una secuencia derivada de un segmento derivado del genoma de
ARN-2 de un virus de ARN bipartido, donde dichos procesos comprenden la mutaciéon de un sitio de inicio en el
mismo.

Algunas definiciones y realizaciones particulares de la invencion se describiran ahora con mas detalle.

Secuencias "potenciadoras" (o elementos potenciadores), tal como se cita en el presente documento, son
secuencias que se derivan (o comparten homologia con) el segmento del genoma de ARN-2 de un virus de ARN
bipartido, tal como un comovirus, en el que se ha mutado un sitio de inicio diana. Dichas secuencias pueden
potenciar la expresion en direccion 3' de un ORF heterdlogo al que estan unidas. Sin limitacion, se cree que dichas
secuencias, cuando estan presentes en el ARN transcrito, pueden potenciar la traduccion de un ORF heterdélogo al
que estan unidas.

Un "sitio de inicio diana" tal como se cita en el presente documento, es el sitio de inicio (codon de inicio) de un
segmento del genoma de ARN-2 de un virus de ARN bipartido de tipo salvaje (por ejemplo, un comovirus) del que se
deriva el potenciador de secuencia en cuestién, que sirve como sitios de inicio para la produccién (traduccién) de la
mas larga de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el segmento del genoma de ARN-2 de tipo
salvaje.

Tal como se ha descrito anteriormente, de la mas larga de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el
ARN-2 de CPMV, la proteina de 105K, se inicia en el sitio de inicio en la posiciéon 161 del segmento del genoma de
ARN-2 de CPMV de tipo salvaje. Por tanto, las secuencias potenciadoras del sitio de inicio diana derivadas del
segmento del genoma de ARN-2 de CPMV es el sitio de inicio en la posicion 161 del ARN-2 de CPMV de tipo
salvaje.

Las mutaciones alrededor del coddn de inicio en la posicion 161 pueden tener el mismo efecto (o un efecto similar) a
la propia mutacion del coddn de inicio en la posicion 161, por ejemplo, perturbando el contexto alrededor de este
codon de inicio puede significar que el coddn de inicio se deriva con mayor frecuencia.

Un sitio de inicio diana se puede 'mutar' indirectamente mediante la mutacién de uno o mas nucleétidos en direccion
5' y/o en direccion 3' del sitio de inicio diana, pero reteniendo el sitio de inicio diana de tipo salvaje, en el que el
efecto de la mutacion de dichos nucleétidos es el mismo, o similar, al efecto observado cuando se muta el propio
sitio de inicio diana.

Puesto que los sitios de inicio diana sirven como el de unién para la produccion de la mas larga de las dos
carboxiproteinas coterminales codificadas por el segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje, resulta que los
sitios de inicio diana estan en el marco (en fase) con un segundo sitio de inicio en el mismo segmento del genoma
de ARN-2 de tipo salvaje, que sirve como sitio de inicio para la produccion de la mas corta de las dos
carboxiproteinas coterminales codificadas por el ARN-2 de tipo salvaje. Dos sitios de inicio estan en marco si estan
en el mismo marco de lectura del triplete.

El sitio de inicio diana de las secuencias potenciadoras derivadas del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV de
tipo salvaje, es decir, el sitio de inicio en la posicidon 161, esta en marco con respecto al sitio de inicio en la posicion
512, que sirve como sitio de inicio para la produccién de la mas corta de las dos carboxiproteinas coterminales
codificadas por el ARN-2 de CPMV (la proteina de 95K) del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV de tipo
salvaje.

Por tanto, un sitio de inicio diana se ubica antes (en 5') de un segundo sitio de inicio en el segmento del genoma de
ARN-2 de tipo salvaje del que se deriva la secuencia potenciadora, que sirve como el sitio de inicio para la
produccién de la mas corta de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el segmento del genoma de
ARN-2 de tipo salvaje. Ademas, un sitio de inicio diana también se puede ubicar se ubica después (en 3') de un
tercer sitio de inicio en el segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje del que se deriva la secuencia
potenciadora. En CPMV, el sitio de inicio diana, es decir, el sitio de inicio en la posiciéon 161, esta situado en
direccién 5' de un segundo sitio de inicio en posicién 512 que sirve como sitio de inicio para la produccion de la
proteina de 95K y en direccion 3' de un tercer sitio de inicio en la posicién 115.

Un sitio de inicio diana de una secuencia potenciadora derivada del segmento del genoma de ARN-2 de un virus de
ARN bipartido es por tanto el primer o el segundo sitio de inicio para la produccion de dos carboxiproteinas
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coterminales codificadas por el ARN-2 de tipo salvaje. 'Primero' en este contexto se refiere al sitio de inicio situado
mas cerca del extremo 5' del segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje.

Se puede mutar mas de un sitio de unién en la secuencia, si se desea. Por ejemplo, el 'tercer' sitio de inicio en (o
correspondiente a) la posicién 115 también se puede borrar o alterar. Se ha demostrado que la eliminaciéon de AUG
115 ademas de la eliminacion de AUG 161, potencia adicionalmente la expresién (Sainsbury y Lomonossoff, 2008).

Las secuencias potenciadoras de la presente invencion se basan en secuencias modificadas procedentes de los
segmentos de genoma del ARN-2 de los virus de ARN bipartidos de la familia Comoviridae. Todos los géneros de la
familia Comoviridae parecen codificar dos carboxiproteinas coterminales. Los géneros de la familia Comoviridae
incluyen Comovirus, Nepovirus, Fabavirus, Cheravirus y Sadwavirus. Los comovirus incluyen virus del mosaico del
caupi (CPMV), virus grave del mosaico del caupi (CPSMV), virus del mosaico de la calabaza (SqMV), virus del
moteado del trébol rojo (RCMV), virus del moteado de la maceta de judias (BPMV). Preferentemente, el virus
bipartido (o comovirus) es CPMV.

Las secuencias de los segmentos del genoma de ARN-2 de estos comovirus y varias cepas especificas estan
disponibles de la base de datos de NCBI con los numeros de acceso relacionados entre paréntesis: ARN-2 de virus
del mosaico del caupi (NC_003550), ARN-2 de virus grave del mosaico del caupi (NC_003544), ARN-2 de virus del
mosaico de la calabaza (NC_003800), ARN-2 de virus del mosaico de la calabaza cepa Kimble (AF059533), ARN-2
de virus del mosaico de la calabaza cepa Arizona (AF059532), ARN-2 de virus del moteado del trébol rojo
(NC_003738), ARN-2 de virus del moteado de la maceta de judias (NC_003495), ARN-2 de virus del moteado de la
maceta de judias cepa K-Hopkins1 (AF394609), ARN-2 de virus del moteado de la maceta de judias cepa K-
Hancock1 (AF394607), virus del moteado de la patata andina (APMoV: L16239) y virus del mosaico del rdbano
(RaMV; AB295644). También estan disponibles secuencias de ARN-2 disponibles del virus del mosaico de la judia
rugosa (BRMV; AF263548) y un posible miembro del género Comovirus, virus del moteado del nabo (EF191015).
También estan disponibles numerosas secuencias de otros géneros de la familia Comoviridae .

Hasta la fecha, todos los comovirus que se han investigado han mostrado tener dos codones de inicio alternativos
para la expresion de dos policarboxiproteinas coterminales a partir de sus segmentos del genoma de ARN-2. En
particular, los segmentos del genoma de ARN-2 de CPMV, CPSMV, BPMV, SgMV y RCMV son conocidos por
comprender dos sitios de inicio alternativos para la expresion de dos policarboxiproteinas coterminales.

Los sitios de inicio diana en otros comovirus, que son equivalentes al sitio de inicio en la posicion 161 del segmento
de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje (es decir, correspondiente al mismo) se pueden identificar por métodos
conocidos en la materia. Por ejemplo, se pueden identificar sitios de inicio diana mediante una alineaciéon de
secuencias entre la secuencia del segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje de CPMV vy la secuencia del
segmento del genoma de ARN-2 de otro comovirus. Dichas alineaciones de secuencia se pueden usar después para
identificar un sitio de inicio diana en la secuencia del segmento del genoma de ARN-2 comovirica mediante la
identificacion de un sitio de inicio que, al menos en la alineacion, esta cerca, o en la misma posicion que, el sitio de
inicio diana en la posicion 161 del ARN-2 de CPMV de tipo salvaje.

Los sitios de inicio diana en otros comovirus también se pueden identificar determinando el codén de inicio que sirve
como sitio de inicio para la sintesis de la mas larga de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el
segmento del genoma de ARN-2 del comovirus de tipo salvaje. Este enfoque también se puede usar junto con una
alineacion como se ha descrito anteriormente, es decir, este enfoque se puede usar para confirmar que un sitio de
inicio de un comovirus identificado mediante una alineacion con un ARN-2 de CPMV es un sitio de inicio diana.

Por supuesto, los métodos anteriores también se pueden usar para identificar sitios de inicio en otros comoviral
segmentos del genoma de ARN-2 del comovirus que sean equivalentes al sitio de inicio en la posicion 512 del
segmento del genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje. Sin embargo, en lugar de identificar el codén de inicio
que sirve como sitio de inicio para la sintesis de la mas larga de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas
por el segmento del genoma de ARN-2 del comovirus de tipo salvaje, se identifica el codén de inicio que sirve como
sitio de inicio para la sintesis de la mas corta de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el segmento
del genoma de ARN-2 del comovirus de tipo salvaje.

Una vez que se han identificado los dos sitios de inicio del ARN-2 del comovirus que podrian ser equivalentes a los
sitios de inicio en las posiciones 161 y 512 del ARN-2 de CPMV, la identificacion del sitio de inicio diana se puede
confirmar comprobando que los dos sitios de inicio estan en el mismo marco, es decir, en el mismo marco de lectura
del triplete, ya que solo pueden servir como sitios de inicio para la produccion de dos carboxiproteinas coterminales
si ese es el caso.

En una realizacién de la invencion, la secuencia potenciadora comprende los nucledtidos 1 a 512 del segmento del
genoma de ARN-2 de CPMV (véase la Tabla 1), en la que el sitio de inicio diana en la posiciéon 161 se ha mutado.
En otra realizacién de la invencion, la secuencia potenciadora comprende una secuencia equivalente de otro
comovirus, en la que el sitio de inicio diana equivalente al codén de inicio en la posiciéon 161 se ha mutado. El sitio
de inicio diana se puede mutar por sustitucion, delecion o insercion. Preferentemente, el sitio de inicio diana se muta
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con una mutacioén puntual.

En realizaciones alternativas de la invencion, la secuencia potenciadora comprende los nucleétidos 10 a 512, 20 a
512,30 a512,40a 512,50 a 512, 100 a 512, 150 a 512, 1 a 514, 10 a 514, 20 a 514, 30 a 514, 40 a 514, 50 a 514,
100 a 514, 150 a 514, 1 a 511, 10 a 511, 20 a 511, 30 a 511, 40 a 511, 50 a 511, 100 a 511, 150 a 511, 1 a 509, 10
a 509, 20 a 509, 30 a 509, 40 a 509, 50 a 509, 100 a 509, 150 a 509, 1 a 507, 10 a 507, 20 a 507, 30 a 507, 40 a
507, 50 a 507, 100 a 507, o 150 a 507 de un de una secuencia del segmento del genoma de ARN-2 del comovirus
con un sitio de inicio diana mutado. En otras realizaciones de la invencion, la secuencia potenciadora comprende los
nucledtidos 10 a 512, 20 a 512, 30 a 512, 40 a 512, 50 a 512, 100 a 512, 150 a 512, 1 a 514, 10 a 514, 20 a 514, 30
a 514, 40 a 514, 50 a 514, 100 a 514, 150 a 514, 1 a 511, 10 a 511, 20 a 511, 30 a 511, 40 a 511, 50 a 511, 100 a
511, 150 a 511, a 509, 10 a 509, 20 a 509, 30 a 509, 40 a 509, 50 a 509, 100 a 509, 150 a 509, 1 a 507, 10 a 507,
20 a 507, 30 a 507, 40 a 507, 50 a 507, 100 a 507, o 150 a 507 de la secuencia del segmento del genoma de ARN-2
de CPMV mostrada en la Tabla 1, en el que el sitio de inicio diana en la posicién 161 del segmento del genoma del
ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado.

En algunas realizaciones de la invencion, la secuencia potenciadora comprende los nucleétidos 1 a 500, 1 a 490, 1 a
480, 1 a 470, 1 a 460, 1 a 450, 1 a 400, 1 a 350, 1 a 300, 1 a 250, o 1 a 200 de un de una secuencia del segmento
del genoma de ARN-2 del comovirus con un sitio de inicio diana mutado.

En realizaciones alternativas de la invencion, la secuencia potenciadora comprende los nucleétidos 1 a 500, 1 a 490,
1a480,1a470,1a460,1a450,1a400,1a350,1a300, 1a250,01a 200, del segmento del genoma de ARN-
2 de CPMV mostrada en la Tabla 1, en el que el sitio de inicio diana en la posicion 161 del segmento del genoma del
ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado.

Las secuencias potenciadoras comprenden al menos 200, al menos 300, al menos 350, al menos 400, al menos
450, al menos 460, al menos 470, al menos 480, al menos 490 o al menos 500 nucledtidos de una secuencia del
segmento del genoma de ARN-2 del comovirus con un sitio de inicio diana mutado son también realizaciones de la
invencion.

Ademas, las secuencias potenciadoras comprenden al menos 200, al menos 300, al menos 350, al menos 400, al
menos 450, al menos 460, al menos 470, al menos 480, al menos 490 o al menos 500 nucledtidos de la secuencia
del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV mostrada en la Tabla 1, en el que el sitio de inicio diana en la
posicion 161 del segmento del genoma del ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado, son también
realizaciones de la invencion.

Las realizaciones alternativas de la invencion son secuencias potenciadoras que tienen al menos un 99 %, 98 %,
97 %, 96 %, 95 %, 90 %, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, de identidad con el segmento del genoma de ARN-2 de CPMV
mostrada en la Tabla 1, en el que el sitio de inicio diana en la posicién 161 del segmento del genoma del ARN-2 de
CPMV de tipo salvaje se ha mutado.

Los términos "porcentaje de similitud”, "porcentaje de identidad" y "porcentaje de homologia”, cuando se refieren a
una secuencia particular, se utilizan como se define en el programa informatico GCG de la Universidad de
Wisconsin. De este modo, las secuencias potenciadoras pueden hibridarse especificamente con la secuencia
complementaria del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV mostrada en la Tabla 1, con la condicién de que el
sitio de inicio diana corresponde a la posicion 161 del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se
haya mutado.

La expresion "hibrida especificamente" se refiere a la asociacion entre dos moléculas de acido nucleico
monocatenarias con una complementariedad de secuencia suficiente para permitir dicha hibridaciéon en condiciones
predeterminadas generalmente utilizadas en la técnica (a veces denominada "sustancialmente complementaria"). En
particular, el término se refiere a la hibridacion de un oligonucledtido con una secuencia sustancialmente
complementaria incluida en una molécula monocatenaria de ADN o ARN de la invencién, para la exclusion
sustancial de la hibridacion del oligonucleétido con acidos nucleicos monocatenarios de secuencia no
complementaria. "Complementario” se refiere a la asociaciéon de tipo salvaje de secuencias de acido nucleico
mediante emparejamiento de bases (parejas A-G-T con la secuencia complementaria T-C-A). La complementariedad
entre dos moléculas monocatenarias puede ser parcial, si solamente parte de las parejas de acidos nucleicos son
complementarias; o completa, si todos los pares de bases son complementarios. El grado de complementariedad
afecta a la eficacia y la intensidad de la hibridacién y de las condiciones de amplificacion.

Un sitio de inicio diana de una secuencia potenciadora de la invencion se puede mutar por delecién, insercién o
sustitucion, de forma que ya no funcione como un sitio de inicio de traduccién. Por ejemplo, se puede realizar una
mutacién puntual en la posicién del sitio de inicio diana de la secuencia potenciadora. Como alternativa, el sitio de
inicio diana de la secuencia potenciadora se puede borrar bien parcialmente o en su totalidad. Por ejemplo, se
puede realizar una deleciéon que amplie el sitio de inicio diana de la secuencia potenciadora. Las deleciones que
amplian el sitio de inicio puede tener un maximo de 5, maximo de 10, maximo de 15, maximo de 20, maximo de 25,
maximo de 30, maximo de 35, maximo de 40, maximo de 45, o un maximo de 50 nucledtidos de longitud, cuando se
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compara con la secuencia del segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje a partir de la que se deriva la
secuencia potenciadora.

Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que la mutacion del codon de inicio en la posicion 161 de CPMV
conduce a la inactivacién de un supresor traduccional, que da como resultado un inicio potenciado de la traduccion a
partir de los codones de inicio situados en la direccion 3' del supresor traduccional inactivado.

Por tanto, la presente divulgacién proporciona una secuencia potenciadora derivada de un segmento del genoma de
ARN-2 de un virus de ARN bipartido, en la que la secuencia potenciadora comprende una secuencia supresora de la
traduccion inactivada.

La presente invencion proporciona ademas un proceso como se define en las reivindicaciones para aumentar la
expresion o potenciar la actividad traduccional de una secuencia derivada de un segmento derivado del genoma de
ARN-2 de un virus de ARN bipartido, proceso que comprende la inactivacién de una secuencia supresora de la
traduccion en el anterior.

Como ya se ha mencionado anteriormente, se cree que la mutaciéon del sitio de inicio en la posicion 161 en el
segmento del genoma de ARN-2 de CPMV conduce a la inactivacion de un supresor de la traduccion normalmente
presente en el ARN-2 de CPMV.

Una secuencia supresora de la traduccion, tal como se cita en el presente documento, es una secuencia del
segmento del genoma de ARN-2 del virus de ARN bipartido de tipo salvaje (por ejemplo, un comovirus) del que se
deriva el potenciador de secuencia en cuestién, que comprende, o consiste de, el sitio de inicio para la produccién
(traduccion) de la mas larga de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el segmento del genoma de
ARN-2 de tipo salvaje.

Las secuencias supresoras de la traduccion en las secuencias potenciadoras derivadas del segmento del genoma
de ARN-2 de CPMV, son secuencias que comprenden, o consisten de, el sitio de inicio diana anteriormente descrito.
Por tanto, las secuencias supresoras de la traduccién comprenden, o consisten de, un sitio de inicio diana tal como
se ha definido anteriormente, y se puede inactivar mediante mutagénesis como se ha descrito anteriormente.

Las secuencias potenciadoras anteriormente definidas se pueden usar en varios aspectos y realizaciones de la
invencion de la siguiente forma.

Los aspectos de la presente invencion tal como se definen en las reivindicaciones pueden utilizar un acido nucleico
aislado que consiste de, o consiste esencialmente de, una secuencia potenciadora de la expresion como se ha
descrito anteriormente.

"Acido nucleico" o una "molécula de &cido nucleico” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier
molécula de ADN o ARN, tanto monocatenaria como bicatenaria y, en caso de ser monocatenaria, la molécula de su
secuencia complementaria en forma tanto lineal como circular. En la descripcién de las moléculas de acido nucleico,
una secuencia o estructura de una molécula de acido particular se puede describir en el presente documento de
acuerdo con la convencidon normal de proporcionar la secuencia en la direccién de 5' a 3'. Con referencia a los
acidos nucleicos de la invencion, a veces se usa la expresion "acido nucleico aislado". Esta expresion, cuando se
aplica al ADN, se refiere a una molécula de ADN que esta separada de las secuencias de la que es inmediatamente
continua en el genoma de tipo salvaje del organismo a partir del que se origina.

Por ejemplo, un "acido nucleico aislado" puede comprender una molécula de ADN insertada en un vector, tal como
un plasmido o un vector virico, o integrado en el ADN genémico de una célula procariota o eucariota u organismo
hospedador.

Cuando se aplica al ARN, la expresion "acido nucleico aislado" se refiere principalmente a una molécula de ARN
codificada mediante una molécula de ADN aislada tal como se ha definido anteriormente. Como alternativa, la
expresion puede referirse a una molécula de ARN que esta lo suficientemente separada de otros acidos nucleicos
que se asociarian con su estado de tipo salvaje (es decir, en células o tejidos). Un "acido nucleico aislado" (tanto de
ADN como de ARN) puede representar adicionalmente una molécula producida directamente por medios bioldgicos
o sintéticos y separados de otros componentes presentes durante su produccion.

El acido nucleico puede consistir, por tanto, esencialmente de una porcion, o fragmento, del segmento del genoma
de ARN-2 del virus de ARN bipartido del que se deriva el potenciador. Por ejemplo, en una realizacién, el acido
nucleico no comprende al menos una porcion de la region de codificacion del segmento del genoma de ARN-2 del
que se deriva. La region de codificacion puede ser la region del segmento del genoma de ARN-2 que codifica la mas
corta de las dos carboxiproteinas coterminales. El acido nucleico puede consistir, 0 consiste esencialmente de la
porcion de un segmento del genoma de ARN-2 de un virus de ARN bipartido que se extiende desde el extremo 5' del
segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje al sitio de inicio a partir del que se inicia la produccion (traduccion)
de la mas corta de las dos carboxiproteinas coterminales codificadas por el segmento del genoma de ARN-2 de tipo
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salvaje.

La expresién "consiste esencialmente de" cuando se refiere a un nucleétido o aminoacido particular significa una
secuencia que tiene las propiedades de una SEC ID N° dada. Por ejemplo, cuando se usa en referencia a una
secuencia de aminoacidos, la expresion incluye la secuencia por si misma y las modificaciones moleculares que no
afecten las caracteristicas basicas y novedosas de la secuencia. Por ejemplo, cuando se usa en referencia a un
acido nucleico, la expresién incluye la secuencia por si misma y los cambios menores y/o extensiones que no
afecten la funcion potenciadora de la secuencia, o proporcionar mayor funcionalidad (adicional).

La invencion se refiere ademas a sistemas de expresion génica tal como se ha definido en las reivindicaciones que
comprende una secuencia potenciadora de la invencién.

Por tanto, en otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un sistema de expresidon génica define en las
reivindicaciones que comprende una secuencia potenciadora como se ha descrito anteriormente.

El sistema de expresion génica puede comprender también un gen que codifica una proteina de interés insertada en
direccion 3' de la secuencia potenciadora. Las secuencias insertadas que codifican una proteina de interés pueden
tener cualquier tamanio.

En un aspecto adicional, por tanto, la presente invenciéon proporciona un sistema de expresion génica como se
define en las reivindicaciones que comprende:

(a) una secuencia potenciadora como se ha descrito anteriormente; y (b) un gen heterdlogo que codifica una
proteina de interés, en el que el gen esta situado en direccion 3' de la secuencia potenciadora.

El gen y la proteina de interés son heterélogos, es decir, no codificados mediante el virus de ARN bipartido de tipo
salvaje a partir del que se deriva la secuencia potenciadora.

Los sistemas de expresion génica se pueden usar para expresar una proteina de interés en un organismo
hospedador. En este caso, la proteina de interés también puede ser heterdloga respecto al organismo hospedador
en cuestion, es decir, introducirse dentro de las células en cuestion (por ejemplo, una planta o uno de sus
antepasados) mediante ingenieria genética, es decir, mediante intervencién humana. Un gen heterélogo de un
organismo puede sustituir un gen endégeno equivalente, es decir, uno que realice normalmente una funcién igual o
similar, o la secuencia insertada puede ser adicional al gen enddgeno u otra secuencia.

Los expertos en la materia entenderan que la expresion de un gen de interés requerira la presencia de un sitio de
inicio (AUG) situado en direccion 5' del gen a expresar. Dichos sitios de inicio se pueden proporcionar tanto como
parte de una secuencia potenciadora o como parte de un gen que codifica una proteina de interés.

El organismo hospedador puede ser una planta. Sin embargo, como los mecanismos traduccionales estan bien
conservados en los eucariotas, también se pueden usar los sistemas de expresidon génica para expresar una
proteina de interés en organismos hospedadores eucariotas diferentes a plantas, por ejemplo en células de insecto
como vectores baculovirus modificados, o en levaduras o en células de mamifero.

Los sistemas de expresion génica pueden estar operativamente unidos a secuencias del promotor y del terminador.

Por tanto, los sistemas de expresion génica pueden comprender ademas una secuencia de terminacién y el gen que
codifica una proteina de interés se puede situar entre la secuencia potenciadora y la secuencia de terminacion, es
decir, en direccion 3' (3') de la secuencia potenciadora y en direccién &' (5') de la secuencia de terminacion.

También se proporciona en el presente documento un casete de expresion que comprende:

(i) un promotor, unido de manera operativa a

(i) una secuencia potenciadora como se ha descrito anteriormente
(iii) un gen de interés que se desea expresar
(iv) una secuencia de terminacion.

Preferiblemente el promotor usado para impulsar el gen de interés sera un promotor fuerte. Los ejemplos de
promotores para su uso en plantas incluyen:

(1) p35S: Odell et al., 1985
(2) promotor del virus del mosaico de la vena de la mandioca, pCAS, Verdaguer et al., 1996
(3) Promoter de la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfato carboxilasa, pRbcS: Outchkourov et al., 2003.

Otros promotores fuertes incluyen pUbi (para monocotiledoneas y dicotiledéneas) y pActin.
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En una realizacién preferida, el promotor es un promotor inducible.

El término "inducible" tal como se aplica a un promotor es bien comprendido por los expertos en la materia.
Esencialmente, la expresion bajo el control de un promotor inducible esté "conectado" o aumentado en respuesta a
un estimulo aplicado. La naturaleza del estimulo varia entre promotores. Algunos promotores inducibles ocasionan
niveles de expresion bajos o indetectables (o sin expresion) en ausencia del estimulo adecuado. Otros promotores
inducibles ocasionan una expresién constitutiva detectable en ausencia del estimulo. Cualquiera que sea el nivel de
expresion en ausencia de estimulo, la expresion de cualquier promotor inducible aumenta en la presencia del
estimulo correcto.

La secuencia de terminacién (terminador) puede ser una secuencia de terminacién derivada del segmento del
genoma de ARN-2 de un virus de ARN bipartido, por ejemplo un comovirus. En una realizacion, la secuencia de
terminacion se puede derivar del mismo virus de ARN bipartido del que se deriva la secuencia potenciadora. La
secuencia de terminacién puede comprender un codon de detencion. La secuencia de terminacion también puede ir
seguida de sefiales de poliadenilacion.

Los sistemas de expresion génica de la invencion también pueden comprender una regién no traducida (UTR, por
sus siglas en inglés). La UTR se puede situar en la direccidon 5' de una secuencia terminadora presente en el casete
de expresién génica, construccidon de expresion génica o sistema de expresion génica. Cuando los sistemas de
expresion génica comprenden un gen que codifica una proteina de interés, la UTR puede estar situada en direccion
3' de dicho gen.

Por tanto, la UTR puede estar situada entre un gen que codifica una proteina de interés y una secuencia de
terminacion. La UTR se puede derivar de un virus de ARN bipartido, por ejemplo, a partir del segmento del genoma
de ARN-2 de un virus de ARN bipartido. La UTR puede ser la UTR a 3' del mismo segmento del genoma de ARN-2
del que se deriva la secuencia potenciadora presente en el casete de expresion génica, construccion de expresion
génica o sistema de expresion génica. Preferentemente, la UTR es la UTR a 3' de un segmento del genoma de
ARN-2 del comovirus, por ejemplo, la UTR a 3' de un segmento del genoma de ARN-2 del CPMV.

Tal como se ha descrito anteriormente, se habia demostrado anteriormente que para conseguir una replicacion
eficaz del ARN-2 de CPMV mediante la replicasa de CPMV codificada por ARN-1 era fundamental que se
mantuviera el marco entre los sitios de inicio en las posiciones 161 y 512 del ARN-2, es decir, que los dos sitios de
inicio permanecieran en el mismo marco de lectura del triplete (Holness et al., 1989; van Bokhoven et al., 1993; Rohll
et al., 1993). Este requisito limita la longitud de las secuencias que se pueden insertar en direccion 5' del sitio de
inicio en la posicion 512 en los vectores de expresion basados en CPMV. En particular, se impide el uso de
polienlazadores, ya que el uso de estos frecuentemente altera el marco de lectura abierto (ORF) entre estos sitios de
inicio.

Los presentes inventores han demostrado que el mantenimiento del marco de lectura entre los sitios de inicio en las
posiciones 161 y 512 en el ARN-2 de CPMV es también un requisito para conseguir un inicio eficaz de traduccién en
el sitio de inicio en la posicion 512, es decir, es un requisito para conseguir una expresion eficaz de la mas corta de
las dos carboxiproteinas coterminales codificadas mediante CPMV (la proteina de 95K).

Sin embargo, los presentes inventores han demostrado también que la mutaciéon del sitio de inicio en la posicion 161
en el ARN-2 de CPMV permite la insercion de secuencias en direccion 5' del sitio de inicio en la posiciéon 512, que
alteran el marco entre el codén de inicio mutado y el sitio de inicio en la posicién 512, sin ningin efecto negativo
sobre el nivel de expresion de la proteina de 95K. En consecuencia, la mutacién del sitio de inicio en la posicion 161
significa que ya no hay ninguna restriccién en la longitud de las secuencias que se pueden insertar en direccion 5'
del sitio de inicio en la posicién 512.

Aunque también se requiere el mantenimiento del marco de lectura entre los sitios de inicio que codifican las dos
carboxiproteinas coterminales en otros virus bipartidos, este requisito también se puede superar mutando la AUG
que sirve como sitio de inicio para producciones de la mas larga de las dos carboxiproteinas coterminales
codificadas mediante el segmento del genoma de ARN-2 del virus. Por tanto, en otro aspecto, la presente invencion
proporciona una construccién de expresion génica de acuerdo con las reivindicaciones que comprende:

(a) una secuencia potenciadora como se ha descrito anteriormente; y

(b) una secuencia heterdloga para facilitar la insercion de un gen que codifica una proteina de interés en el
sistema de expresion génica, en la que la secuencia heterdloga esta situada en direccidon 3' del sitio de inicio
diana mutado en la secuencia potenciadora.

La secuencia heterdloga se puede localizar en direccion 5' del coddn de inicio a partir del que se inicia la produccion
de la mas corta de las dos carboxiproteinas coterminales en el segmento del genoma de ARN-2 de tipo salvaje del
que se deriva la secuencia potenciadora del sistema de expresion génica. Como alternativa, la secuencia heterdloga
se puede proporcionar alrededor del sitio del codon de inicio, o sustituir el codon de inicio, a partir del que se inicia la
produccién de la mas corta de las dos carboxiproteinas coterminales en el segmento del genoma de ARN-2 de tipo
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salvaje del que se deriva la secuencia potenciadora del sistema de expresion génica. En un sistema de expresion
génica con una secuencia potenciadora derivad del ARN-2 de CPMV, la secuencia heterdloga se puede
proporcionar en direccion 5' de, alrededor del sitio de, o sustituir, el codon de inicio que esta en posiciéon 512 del
segmento del genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje.

La secuencia heteréloga puede ser un polienlazador o un sitio de clonacion multiple, es decir, una secuencia que
facilita la clonacion de un gen que codifica una proteina de interés en el sistema de expresion génica.

Por ejemplo, como se describe a partir de ahora en el presente documento, los presentes inventores han
proporcionado construcciones que incluyen un polienlazador entre la secuencia lider en 5' y las UTR en 3' de un
casete de expresion basado en CPMV. Como se describe a continuacion, cualquier polienlazador puede codificar
opcionalmente uno o mas conjuntos de restos histidina para permitir la fusion de las etiquetas His de los extremos N
o C para facilitar la purificacién de la proteina.

Preferentemente, las construcciones de expresion anteriores estan presentes en un vector, y preferentemente
comprenden secuencias frontera que permiten la transferencia y la integracion del casete de expresion en el
genoma del organismo.

Preferentemente, la construccion es un vector binario vegetal. Preferentemente, el vector binario de transformacion
esta basado en pPZP (Hajdukiewicz, et al. 1994). Otros ejemplos de construcciones incluyen pBin19 (véase Frisch,
D. A., L. W. Harris-Haller, et al. (1995)."Complete Sequence of the binary vector Bin 19." Plant Molecular Biology 27:
405-409).

Como se describe en el presente documento, la invencién se puede realizar moviendo un casete de expresion con
los componentes necesarios a un casete de expresion pBin existente, o en otras realizaciones, se puede utilizar un
vector de expresion pBin de clonacion directa.

Por ejemplo, como se describe a partir de ahora en el presente documento, los presentes inventores tienen vectores
binarios modulares disefiados para (pero no restringidos a) su uso con las secuencias potenciadoras descritas en el
presente documento. Se basan en mejoras del vector pBINPLUS, mediante el que se ha demostrado que es posible
reducir de forma importante el tamafio del vector sin comprometer el rendimiento en términos de replicacion y
transferencia de ADN-T. Ademas, los elementos del sistema potenciador (ilustrados mediante el denominado
sistema "CPMV-HT") se han incorporado al vector resultante de forma modular de forma que se pueden expresar
multiples proteinas a partir de un unico ADN-T. Estas mejoras han conducido a la creacién de un vector versatil con
elevado nivel de expresion que permite una eficaz clonacion directa de genes extrafios.

Estos ejemplos representan vectores binarios vegetales preferidos. Preferentemente, incluyen el origen de
replicacién ColEl, aunque los plasmidos que incluyen otros origenes de replicacion también proporcionan un alto
nimero de copias (tales como los plasmidos basados en pRi, Lee y Gelvin, 2008) son también preferidos,
especialmente para sistemas de expresion transitoria.

Si se desea, se pueden incluir en la construccion marcadores genéticos seleccionables, como los que transmiten
fenotipos seleccionables tales como la resistencia a antibidticos o a herbicidas (por ejemplo, kanamicina,
higromicina, fosfinotricina, clorsulfurén, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas y glifosato).

Los mas preferidos son los vectores pEAQ descritos a continuacion que permiten la version de clonacion directa
mediante el uso de un polienlazador entre la secuencia lider en 5' y las UTR en 3' de un casete de expresion que
incluye un potenciador traduccional de la invencién, colocado en un ADN-T que también contiene un supresor del
silenciamiento génico y un casete NPTII. El polienlazador también codifica uno o dos conjuntos de 6 restos histidina
para permitir la fusion de las etiquetas His de los extremos N o C para facilitar la purificacion de la proteina.

Una ventaja de los vectores derivados de pEAQ es que cada componente de una proteina multicadena tal como una
IgG se puede administrar automaticamente a una célula infectada.

La presente invencion también proporciona métodos para expresar proteinas de acuerdo con las reivindicaciones,
por ejemplo, proteinas heterélogas, en organismos hospedadores tales como plantas, levaduras, células de insecto
o de mamifero, usando un sistema de expresién génica de la invencion.

La presente invencion proporciona ademas un método de acuerdo con las reivindicaciones para potenciar la
traduccion de una proteina heteréloga de interés a partir de un gen o un ORF que codifica la misma que esta unido
operativamente a una secuencia derivada de un ARN2 como se ha descrito anteriormente, comprendiendo el
método mutar un sitio de inicio diana de la secuencia derivada de ARN2.

Las secuencias potenciadoras descritas en el presente documento también se pueden usar con sistemas de
expresion bipartidos como se describe en el documento WO/2007/135480. La invencion por tanto se refiere también
a sistemas de expresién génica basados en segmentos génicos de ARN-2 truncados, que comprenden
opcionalmente una segunda construccion génica que codifica un supresor del silenciamiento génico unido
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operativamente a secuencias promotoras y de terminacion.
Asi, también se describe en el presente documento un sistema de expresién génica que comprende:

(a) una primera construccion génica que comprende un ARN-2 truncado de un genoma de un virus bipartido que
incluye al menos un gen extrafio que codifica una proteina heteréloga de interés unida operativamente a
secuencias promotoras y de terminacion, en la que la construcciéon génica comprende un sitio de inicio diana
mutado en direccion 5' del gen extrafio; y opcionalmente,

(b) una segunda construccion génica que comprende ARN-1 de dicho genoma de virus bipartido unido
operativamente a secuencias promotoras y de terminacion; y opcionalmente,

(c) una tercera construccion génica, que incorpora opcionalmente en dicha primera construccion génica, dicha
segunda construccién génica o a la vez, que comprende un supresor del silenciamiento génico unido
operativamente a secuencias promotoras y de terminacion.

Se prefiere la presencia de un supresor del silenciamiento génico en un sistema de expresion génica (incluyendo
cualquiera de los descritos anteriormente) de la invencion, pero no es esencial. Por tanto, un sistema de expresion
génica, como se ha definido anteriormente, comprende preferentemente una tercera construccion génica, que
incorpora opcionalmente en dicha primera construccion génica, dicha segunda construcciéon génica o a la vez, que
comprende un supresor del silenciamiento génico unido operativamente a secuencias promotoras y de terminacion.

Asi, también se describe en el presente documento un método para expresar una proteina en una planta que
comprende las etapas de:

(a) introducir una construccion de expresion génica de la invencion en una célula vegetal; y opcionalmente,

(b) introducir una segunda construccion génica que comprende ARN-1 de dicho genoma de virus bipartido unido
operativamente a secuencias promotoras y de terminacion en la célula vegetal; y opcionalmente,

(c) introducir una tercera construccidon génica, que incorpora opcionalmente en dicha primera construccion
génica, dicha segunda construccion génica o a la vez, que comprende un supresor del silenciamiento génico
unido operativamente a secuencias promotoras y de terminacién en la célula vegetal.

Preferentemente, un método para expresar una proteina en una planta, como se ha definido anteriormente,
comprende la etapa de introducir una tercera construccion génica, que incorpora opcionalmente en dicha primera
construccién génica, dicha segunda construccion génica o a la vez, que comprende un supresor del silenciamiento
génico unido operativamente a secuencias promotoras y de terminacion en la célula vegetal.

La presente invencion proporciona también métodos que comprenden la introduccion de dicha construccion en una
célula vegetal.

Los presentes inventores han mostrado niveles de expresion muy elevados incorporando tanto un gen de interés
como un supresor del silenciamiento en el mismo ADN-T que el potenciador de la traduccion. Por tanto, las
realizaciones preferidas pueden utilizar los tres componentes presentes en el mismo ADN-T.

Adicionalmente, debe entenderse que el ARN-1 no es necesario para un nivel de expresion elevado en los sistema
descritos en el presente documento, y de este modo, el sistema "CPMV-HT" descrito en el presente documento no
se encuentra bajo la accion del ARN-1.

Asi, en un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un sistema de expresién génica de acuerdo con las
reivindicaciones que comprende:

(a) una primera construccion génica que comprende un ARN-2 truncado de un genoma de un virus bipartido que
incluye al menos un gen extrafio que codifica una proteina heteréloga de interés unida operativamente a
secuencias promotoras y de terminacion, en la que la construcciéon génica comprende un sitio de inicio diana
mutado en direccién 5' del gen extrafio; y opcionalmente,

(b) una segunda construccion génica que incorpora opcionalmente en dicha primera construcciéon génica, un
supresor del silenciamiento génico unido operativamente a secuencias promotoras y de terminacion.

Por tanto, en otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para expresar una proteina en una planta
que comprende las etapas de:

(a) introducir una construccion de expresién génica de la invencion en una célula vegetal; y opcionalmente,

(b) introducir una segunda construccién génica que incorpora opcionalmente en dicha primera construccion
génica, que comprende un supresor del silenciamiento génico unido operativamente a secuencias promotoras y
de terminacion en la célula vegetal.

Los supresores del silenciamiento génico utiles en estos aspectos son conocidos en la materia y se describen en el
documento WO/2007/135480. Incluyen HcPro del virus de la patata Y, He-Pro de TEV, P19 de TBSV, rgsCam, la
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proteina 82 de FHV, la proteina pequeia de la cubierta de CPMV, y la proteina de la cubierta de TCV. De manera
mas preferida, el ARN-2 del sistema esta truncado de forma que no se produce un virus infeccioso.

Un supresor preferido cuando se producen plantas transgénicas estables es el supresor P19 que incorpora una
mutacion R43W.

Se describe ademés una célula hospedadora que contiene una construccién heteréloga de acuerdo con la presente
invencion.

Los vectores de expresion génica de la invencidon se pueden incorporar de forma estable o transitoria a las células
vegetales.

Para producciéon a pequefia escala, se usa la agroinfiltracion mecanica de las hojas con construcciones de la
invencion. El escalado se consigue mediante, por ejemplo, el uso de infiltracion a vacio.

En otras realizaciones, se puede incorporar de forma estable un vector de expresion de la invencién en el genoma
de la planta transgénica o de la célula vegetal.

También se describe en el presente documento la etapa de regenerar una planta a partir de una célula vegetal
transformada.

Los procedimientos y vectores especificos anteriormente utilizados con amplio éxito entre las plantas fueron
descritos por Guerineau y Mullineaux (1993) (Plant transformation and expression vectors. En: Plant Molecular
Biology Labfax (Croy RRD ed) Oxford, BIOS Scientific Publishers, pp 121-148). Los vectores adecuados pueden
incluir vectores derivados de virus de plantas (véase por ejemplo el documento EP-A-194809). Si se desea, se
pueden incluir en la construccion marcadores genéticos seleccionables, como los que transmiten fenotipos
seleccionables tales como la resistencia a antibiéticos o a herbicidas (por ejemplo, kanamicina, higromicina,
fosfinotricina, clorsulfurdn, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas y glifosato).

El 4cido nucleico se puede introducir en las células vegetales mediante cualquier tecnologia adecuada, tal como un
vector plasmido Ti desmontado transportado por Agrobacterium que aprovecha su capacidad de tipo salvaje para
transmitir genes (documentos EP-A-270355, EP-A-0116718, NAR 12(22) 8711 -87215 1984; el método de inmersién
floral de Clough y Bent, 1998), bombardeo con particulas o microproyectiles (documentos US 5100792, EP-A-
444882, EP-A-434616), microinyeccion (documentos WO 92/09696, WO 94/00583, EP 331083, EP 175966, Green
et al.,, (1987) Plant Tissue and Cell Culture, Academic Press), electroporacién (documentos EP 290395, WO
8706614 Gelvin Debeyser), otras formas de captacion directa del ADN (documentos DE 4005152, WO 9012096, US
4684611), captacion de ADN mediada por liposoma (por ejemplo, Freeman et al. Plant Cell Physiol. 29: 1353
(1984)), o el método de vortizacién (por ejemplo, Kindle, PNAS U. S.A. 87: 1228 (1990d). Los métodos fisicos para la
transformacion de células vegetales se han revisado en Oard, 1991, Biotech. Adv. 9: 1-11. Los plasmidos Ti,
especialmente los vectores binarios, se describiran con mas detalle en lo sucesivo.

La transformacién mediante Agrobacterium es ampliamente utilizada por los expertos en la materia para transformar
especies dicotiledoneas. Sin embargo, se ha conseguido un notable éxito en la produccién rutinaria de plantas
transgénicas fértiles en practicamente todas las plantas monocotiledéneas econémicamente relevantes (véase por
ejemplo, Hiei et al. (1994) The Plant Journal 6, 271-282)). EI microbombardeo de microproyectiles, la electroporacion
y la captacion directa de ADN son preferidos cuando el Agrobacterium en solitario es ineficiente o ineficaz. Como
alternativa, se puede emplear una combinacién de técnicas diferentes para mejorar la eficacia del proceso de
transformacion, por ejemplo bombardeo de particulas recubiertas con Agrobacterium (documento EP-A-486234) o
bombardeo con microproyectiles para inducir heridas seguido por cultivo simultaneo con Agrobacterium (documento
EP-A-486233).

La selecciéon particular de una tecnologia de transformacion se determinara por su eficacia para transformar
determinadas especies vegetales asi como la experiencia y la preferencia de la persona que realiza la invencién con
una metodologia de eleccion concreta.

Sera evidente para el experto en la materia que la eleccion concreta de un sistema de transformacion para introducir
el acido nucleico en células vegetales no es esencial ni es una limitacion de la invencién, ni tampoco lo es la
seleccion de la técnica para la regeneracion de la planta. En los experimentos realizados por los inventores, el efecto
de expresion mejorado se observa en varios disefios de integracion del ADN-T.

Asi, se describe en el presente documento un método para transformar una célula vegetal que implica la
introduccién de una construccion de la invencidon en un tejido vegetal (por ejemplo, una célula vegetal) y que
ocasiona o permite la recombinacién entre el vector y el genoma de la célula vegetal para introducir un acido
nucleico de acuerdo con la presente invencion en el genoma. Esto se puede hacer asi para realizar una expresion
transitoria.
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Como alternativa, después de la transformacion del tejido vegetal, se puede regenerar una planta, por ejemplo, a
partir de células individuales, tejido de callo o discos de hoja, como se conoce en la técnica. Casi cualquier planta se
puede regenerar a partir de células, tejidos y 6rganos de la planta. Las técnicas disponibles se han revisado en Vasil
et al., Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol |, Il y lll, Laboratory Procedures and Their Applications,
Academic Press, 1984, y en Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 1989.

La generacion de plantas transgénicas fértiles se ha conseguido en cereales tales como el arroz, maiz, trigo, avena,
y cebada, y también en otras muchas especies de plantas (revisado en Shimamoto, K. (1994) Current Opinion in
Biotechnology 5, 158-162.; Vasil, et al. (1992) Bio/Technology 10, 667-674; Vain et al., 1995, Biotechnology
Advances 13 (4): 653-671; Vasil, 1996, Nature Biotechnology 14 pagina 702).

Las plantas regeneradas o partes de las mismas se pueden usar para proporcionar clones, semilla, progenie
autdloga o hibrida y descendientes (por ejemplo, descendientes F1 y F2), cortes (por ejemplo, partes comestibles),
guias de propagacion, etc.

La invencion proporciona ademas un organismo transgénico (por ejemplo, que se puede obtener por un método
descrito en el presente documento) en el que se ha introducido un vector o casete de expresion, y en el que el gen
heterdlogo del casete se expresa a un nivel potenciado.

También se describe en el presente documento un método para generar la proteina de interés, donde el método
comprende las etapas de realizar un método (o usar un organismo) como se ha descrito anteriormente., y
opcionalmente recolectar, al menos, un tejido en el que se ha expresado la proteina de interés y aislar la proteina de
interés del tejido.

Especificamente, la presente invencion proporciona por tanto una planta o célula vegetal transgénica transfectada
transitoriamente con un vector de expresion de la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencidén proporciona también una planta o célula vegetal transgénica
transformada de forma estable con un vector de expresion de la invencioén.

La divulgacion también proporciona un propagulo de una planta para dichas plantas, que es cualquier parte que se
puede usar en la reproduccion o en la propagacién, sexual o asexual, incluyendo cortes, semillas y asi
sucesivamente. También proporciona cualquier parte de estas plantas que incluye las células vegetales o el ADN
heterdlogo anteriormente descrito.

Asi, en varios aspectos (y sin limitacion), se describe en el presente documento:

o Acidos nucleicos que consisten o consisten esencialmente de una secuencia potenciadora de la invencién,
donde la secuencia potenciadora puede (por ejemplo) consistir en los nucleétidos 1 a 512 del segmento del
genoma de ARN-2 de CPMV, o derivarse del mismo, o de otro segmento del genoma de ARN-2 de un virus de
ARN bipartido, en cada caso en donde el sitio de inicio diana correspondiente a la posicion 161 del ARN-2 de
CPMV se ha mutado).

e Los sistemas de expresion génica que comprenden dichas secuencias potenciadoras, por ejemplo en direcciéon 5'
de un ORF que codifica una proteina de interés, o un polienlazador, y opcionalmente un terminador.

e Sistemas de expresion bipartida tal como se describe en el documento W0O/2007/135480 modificados de acuerdo
con la presente invencién para usar las secuencias potenciadoras descritas en el presente documento.

o Casetes de expresion que comprenden: (i) un promotor, unido operativamente a (ii) una secuencia potenciadora
como se ha descrito anteriormente (iii) un polienlazador o gen de interés que se desea expresar (iv) la UTR en 3'
analoga (es decir, de la UTR en 3' del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV), (v) una secuencia de
terminacion.

o Métodos de expresion de proteinas, por ejemplo, proteinas analogas, en organismos hospedadores tales como
plantas usando sistemas de expresidn génica o vectores de la invencion.

e Las células hospedadoras y los organismos (por ejemplo, plantas o levaduras) que expresan proteinas a partir de
los sistemas de expresion génica o vectores de la invencion y métodos para producir los mismos.

"Gen" salvo que el contexto indique otra cosa se refiere a cualquier acido nucleico que codifica informacién genética
para su traduccién en un péptido, polipéptido o proteina. De este modo, salvo que el contexto demande otra cosa, se
puede usar de forma indistinta con "ORF".

Los genes que se puede desear expresar pueden ser transgenes o endogenes.
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Los genes de interés incluyen los que codifican rasgos agrondmicos, resistencia a insectos, resistencia a
enfermedades, resistencia a herbicidas, esterilidad, caracteristicas del grano, y similares. Los genes pueden estar
implicados en el metabolismo del aceite, almidén, hidratos de carbono, nutrientes, etc. Dichos genes o rasgos de
interés incluyen, pero sin limitacién, rasgos relacionados con el medio ambiente o el estrés, rasgos relacionados con
enfermedades, y rasgos que afectan al comportamiento agronémico. Las secuencias diana también incluyen genes
responsables de la sintesis de proteinas, péptidos, acidos grasos, lipidos, ceras, aceites, almidones, azucares,
hidratos de carbono, aromas, olores, toxinas, carotenoides, hormonas, polimeros, flavonoides, proteinas de
almacenamiento, acidos fendlicos, alcaloides, ligninas, taninos, celulosa, glucoproteinas, glucolipidos, etc.

Mas preferentemente, los genes diana de monocotiledéneas y/o dicotiledéneas pueden incluir aquellas enzimas
codificadoras responsables de la produccién de aceite en plantas tales como colza, girasol, soja y maiz; las enzimas
implicadas en la sintesis del almidén en plantas tales como patata, maiz, cereales; enzimas que sintetizan, o
proteinas que son por si mismas, medicamentos de tipo salvajees tales como productos farmacéuticos o
veterinarios.

Los acidos nucleicos heterdlogos pueden codificar, inter alia, genes de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal.
Los polipéptidos se pueden utilizar in planta (para modificar las caracteristicas de la planta por ejemplo, con respecto
a la susceptibilidad a plagas, vigor, diferenciacion de tejido, fertilidad, valor nutritivo, etc.) o la planta puede ser un
intermedio para producir los polipéptidos que se pueden purificar a partir de los anteriores para su uso en otra parte.
Dichas proteinas incluyen, pero no se limitan a la proteina del retinoblastoma, p53, angiostatina, y leptina. Del mismo
modo, los métodos de la invencion pueden usarse para producir proteinas reguladoras de mamifero. Otras
secuencias de interés incluyen proteinas, hormonas, factores de crecimiento, citoquinas, albumina de suero,
hemoglobina, colageno, etc.

Asi, el gen o secuencia de nucledtidos diana codifica preferentemente una proteina de interés que es una proteina
de resistencia a insectos; una proteina de resistencia a enfermedades; una proteina de resistencia a herbicidas; una
proteina de mamifero.

"Vector" se define para incluir, inter alia, cualquier vector binario plasmido, cosmido, fago, virico o de Agrobacterium
en forma monocatenaria o bicatenaria lineal o circular que puede ser transmisible por si mismo, o no o movilizable
por si mismo, o no, y que puede transformar un hospedador procariota o eucariota bien mediante su integracion en
el genoma celular o existir extracromosdémicamente (por ejemplo, plasmido de replicacion auténoma con un origen
de replicacion). Las construcciones utilizadas seran total o parcialmente sintéticas. En particular, son recombinantes
porque las secuencias de acido nucleico no se encuentran juntas en la naturaleza (no se ejecutan de manera
contigua), sino que se han unido o combinado artificialmente de otra forma. Salvo que se especifique de otra forma,
un vector de acuerdo con la presente invencion no tiene que incluir un promotor o cualquier otra secuencia
reguladora, especialmente si el vector se va a usar para introducir el acido nucleico en células para su
recombinacién en el genoma.

"Vector binario": como bien saben los expertos en la materia, un sistema vector binario incluye (a) secuencias
frontera que permiten la transferencia de una secuencia de nucleétidos deseada al genoma de una célula vegetal;
(b) la propia secuencia del nucleétido deseado, que por lo general comprende un casete de expresion de (i) un
promotor activo en plantas, unido operativamente a (ii) la secuencia diana y/o potenciadora segun sea adecuado. La
secuencia de nucledtidos deseada se sitda entre las secuencias frontera y se puede insertar en el genoma de una
planta en las condiciones adecuadas. El sistema de vector binario necesitara por lo general otra secuencia (derivada
de A. tumefaciens) para realizar la integracién. Por lo general, esto se puede conseguir mediante la denominada
"agroinfiltracion" que utiliza una transformacion transitoria mediada por Agrobacterium. En resumen, esta técnica se
basa en la propiedad del Agrobacterium tumefaciens para transferir una parte de su ADN ("ADN-T") a una célula
hospedadora donde puede quedar integrado en el ADN nuclear. El ADN-T se define por las secuencias frontera
izquierda y derecha que tienen una longitud de aproximadamente 21-23 nucledtidos. La infiltracion se puede
conseguir por ejemplo, mediante jeringa (en hojas) o vacio (plantas completas). En la presente invencion, las
secuencias frontera estan generalmente incluidas alrededor de la secuencia de nucleétidos deseada (el ADN-T)
donde el uno o mas vectores se introducen en el material vegetal mediante agroinfiltracion.

"Casete de expresion" se refiere a una situacion en la que un &cido nucleico esta bajo el control de, y unido
operativamente a, un promotor adecuado u otros elementos adecuados para su transcripcion en una célula
hospedadora tal como un microbio o célula vegetal.

Un "promotor" es una secuencia de nucleétidos a partir de la cual se puede iniciar la transcripcion de un ADN unido
operativamente posterior (es decir, en la direccion 3' de la hebra de sentido directo del ADN bicatenario).

"Unido operativamente" significa unido como parte de la misma molécula de acido nucleico, colocada y orientada
adecuadamente para iniciar la transcripcion a partir del promotor.

Las especies "vegetales" de interés incluyen, pero sin limitacién, maiz (Zea mays), Brassica sp. (por ejemplo, B.
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napus, B. rapa, B. juncea), especialmente aquellas especies de Brassica utiles como fuente de semillas oleaginosas,
alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare),
mijo (por ejemplo, mijo perla (Pennisetum glaucum)), mijo comudn (Panicum miliaceum), moha (Setaria italica), mijo
africano, (Eleusine coracana)), girasol (Helianthus annuus), cartamo (Carthamus tinctorius), trigo (Triticum aestivum),
soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum), Nicotiana benthamiana, patata (Solanum tuberosum), cacahuetes
(Arachis hypogaea), algoddn (Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum), batata (Ipomoea batatus), mandioca
(Manihot esculenta), café (Coffea spp.), coco (Cocos nucifera), pifia (Ananas comosus), citricos (Citrus spp.), cacao
(Theobroma cacao), té (Camellia sinensis), banana (Musa spp.), aguacate (Persea americana), higo (Ficus casica),
guayaba (Psidium guajava), mango (Mangifera indica), aceituna (Olea europaea), papaya (Carica papaya), anacardo
(Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia integrifolia), almendra (Prunus arnygdalus), remolacha azucarera
(Beta vulgaris), cafia de azucar (Saccharum spp.), avena, cebada, hortalizas, plantas ornamentales, y coniferas. La
persona experta apreciara que el tropismo de los vectores viricos descritos en el presente documento varia. Sin
embargo, la determinacion de la susceptibilidad de dichos virus esta bien comprendida entre las capacidades de la
persona experta. Ademas, puede ser posible alterar dicha especificidad mediante la expresién recombinante de
receptores que facilitan la entrada del virus en dicha célula vegetal.

La invencién se describira ahora adicionalmente con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes.
Los expertos en la materia inventaran otras realizaciones de la invencion a la luz de estas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de los vectores de expresion de CPMV 00, 10, 01 y 11. En los
vectores de expresion 00, los sitios de inicio en las posiciones 115 y 161 estan intactas. En los vectores de
expresion 10, los sitios de inicio en la posicién 115 se han mutado, pero el sitio de inicio en la posicion 161 esta
intacto. En los vectores de expresion 01, los sitios de inicio en la posicién 161 se han mutado, pero el sitio de
inicio en la posicion 115 esta intacto. En los vectores de expresion 11, los sitios de inicio en las posiciones 115y
161 estan ambos mutados. Los vectores de expresién de CPMV 00, 10, 01 y 11 incluyen un sitio de inicio en
cualquiera de las posiciones 512 (FSC2-152), 513 (FSC2-513) o 514 (FSC2-514). Las barras se utilizan para
indicar los sitios de inicio a partir de los cuales la expresion de la proteina sucede expresamente.

La Figura 2 muestra el nivel de proteina fluorescente verde (GFP) soluble expresada en plantas transfectadas
con los vectores de expresion de CPMV ilustrados esquematicamente en la Figura 1. En los vectores de
expresion FSC2-512, FSC2-513 y FSC2-514, el gen que codifica GFP se insertd después del coddn de inicio en
la posicion 512, 513 y 514, respectivamente. Las hileras de los geles SDS-PAGE se marcaron como 00, 10, 01 y
11, dependiendo de si los sitios de inicio en el vector de CPMV, en las posiciones 115y 161, estaban intactos o
mutados. La hilera marcada '500ng' muestra la posicion de una banda correspondiente a 500 ng de proteina
GFP e indica de esta forma la posicion esperada de la proteina GFP expresada a partir de los vectores de
expresion de CPMV. La hilera izquierda de cada gel SDS-PAGE muestra la posicion de los marcadores de
tamano de proteina.

La Figura 3 muestra el nivel de expresion de GFP en hojas de Nicotiana benthamiana transfectadas con los
mismos vectores de expresion de CPMV usados en el expresion ilustrado en la Figura 2. Las regiones palidas en
las puntas de las hojas corresponden a regiones de la expresion de GFP. También se indican las mutaciones
realizadas para inactivar los sitios de inicio en las posiciones 115 y/o 161 de los vectores de expresién 10, 01 y
11.

La Figura 4 muestra una comparacion entre Del-ARN-2 (vector de expresion 00 [FSC2-512] en la Figura 1) y HT
(vector de expresion 01 [FSC2-512] en la Figura 1) para la expresion transitoria de la proteina fluorescente verde
(GFP), proteina fluorescente roja de Discosoma (DsRed), y el antigeno principal de la hepatitis B (HBcAg).
delARN-2 o clones HT de cada proteina se infiltraron con el supresor del silenciamiento P19. (A) Tejido 7 dias
después de la infiltracion con las construcciones de delARN-2 se vuelve necrético cunado se expresan DsRed o
HBcAg mientras que este no es el caso para la expresion impulsada por HT . De hecho, el tejido que expresa
DsRed mediante HT parece visiblemente rojo en condiciones de luz diurna. (B) Analisis de la expresiéon de
proteinas mediante SDS-PAGE tefiidos con Coomassie. Las bandas prominentes correspondientes a la
proteinas recombinantes que se indican se confirmaron mediante transferencia western. 1-marcador, 2-tejido no
infiltrado, 3-construccion delARN-2, 4- construccién HT, 5-patron comercial si estaba disponible. Los extractos
crudos de aproximadamente 5 mg de tejido infilirado se cargaron por hilera, asi como 2 mg del patrén de GFP y
2 mg del patron de HBcAg. En ese momento no estaba disponible un patréon para DsRed.

La Figura 5 muestra una comparacion entre Del-ARN-2 (vector de expresion 00 [FSC2-512] en la Figura 1) y HT
(vector de expresion 01 [FSC2-512] en la Figura 1) para la expresion transitoria del anticuerpo 2G12 humano
dirigido contra el virus de la inmunodeficiencia humana: La cadena pesada de la IgG bien estaba en su forma de
tipo salvaje (HL) o bien retenida con ER (HEL) e infiltrada con la cadena ligera y P19. (A) La expresion de 2G12-
HEL mediante del-ARN-2 conduce a la necrosis del tejido infiltrado, mientras que esto no sucede con la
expresion de HT . (B) Analisis mediante SDS-PAGE de los extractos brutos de tejido infiltrado con las cadenas
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pesadas del anticuerpo (delARN-2 o HT) mas P19. Para cada muestra, ,el extracto bruto de 5 mg de tejido
infiltrado se cargd junto con 1 mg de patréon de IgG humana. Se observa facilmente una banda que corresponde
a 2G12 ftras la tincion de coomassie. (C) La acumulaciéon del anticuerpo 2G12 después de 5 dias se midio
mediante captura de proteina A y espectroscopia de resonancia de plasmén superficial, y representa la
concentracion después de su extraccion en 2 volimenes de tampon (PBS, EDTA 5 mM). Por tanto, los autores
derivan concentraciones en peso fresco proximas a 150 mg/kg (para HT HEL) sin ninguna optimizacién de la
incubacién o la extraccién de las plantas. Se midieron tres muestras para cada tratamiento.

La Figura 6 muestra una microfotografia electrénica de particulas de HBcAg ensambladas, que se expresaron
usando el sistema de expresion HT (vector de expresion 01 [FSC2-512] en la Figura 1) descrito en el presente
documento. Las particulas de HBcAg ensambladas aparecen como esferas huecas, de aproximadamente 30 nm
de diametro. La savia que contiene las particulas de HBcAg no se concentré antes de adquirir la micrografia
electrénica, aunque se eliminaron las sales indeseadas. Por tanto, la microfotografia electronica representa la
concentracion de particulas de HBcAg en la savia.

La Figura 7 muestra el vector pM81-FSCA1.
La Figura 8 muestra el vector pM81-FSC2.

La Figura 9 muestra una representacién esquematica de la construccion de pEAQ. (A) Plasmido inicial basado
en pBINPLUS con la secuencia extrafia mostrada en gris. (B) Productos de la PCR que contienen los elementos
esenciales del vector binario. (C) Plasmido intermedio después de la ligadura en tres partes de los productos de
la PCR con la cola personalizada. (D) Plasmido filan después de la amplificacion y ligadura posterior de dos
fragmentos a partir del intermedio.

La Figura 10 muestra una representacion esquematica del ADN-T de los derivados principales de pEAQ. Los
ADN-T incluyen cualquier o ambos casetes P19 y NPTII tal como se indica, dejando posibles sitios de clonacién
en los sitios de restriccion como se indica.

La Figura 11 muestra niveles de expresion de GFP generados por vectores pEAQ comparados con su plasmido
precursor pBB-FSC2-512-HT. El tejido se analizé 6 dias después de la infiltracion con P19 y el vector indicado,
salvo para pEAQexpress, que se infiltrd solo para la DO del patrén, o con una dilucién de dos veces. (A) Hojas
visualizadas con Iluz UVV light, (B) SDS-PAGE tefido con coomassie al 12 %, y (C) andlisis
espectrofluorométrico.

La Figura 12 muestra la capacidad de P19(R43W) para potenciar la expresion de GFP comparado con P19 de
tipo salvaje. El tejido se analiz6 6 dias después de la infiltracion con pEAQselectK a una dilucion de dos veces
(selK -P19), pEAQselectK y P19 (selK); pEAQspecialK (spK), pEAQspecialK a una dilucién de dos veces (spK
1:2), pEAQspecialKm (spKm), pEAQspecialKm a una dilucion de dos veces (spK 1:2), pEAQexpress (ex), y
pEAQexpress a una dilucién de dos veces (spK 1:2). (A) Hojas visualizadas bajo luz UV y (B) analisis
espectrofluorométrico.

La Figure 13 muestra la expresion de la IgG de tamafio completo, 2G12, con un Unico plasmido pEAQ. (A)
Representacion esquematica de los dos plasmidos derivados de pEAQexpress construidos para expresar 2G12.
(B) Esquema de infiltracidon que indica diluciones y sus respectivas DO para cada combinacién de plasmido, y la
concentracién de extractos de proteinas realizados tras las infiltraciones a cada DO (+ SD). (C) Andlisis por SDS-
PAGE tefiido con coomassie al 12 %-4 % y (D) deteccién inmunolégica de 2G12 pesada (y) y (E) deteccion
inmunolégica de la regién 2G12 Fab (Fab) de la cadena 8 dias después de la infiltracion. M, marcador con
tamanos indicados; C, extracto de control Pat. 2G12 producido por CHO. Para la tinciéon de coomassie, proteina
procedente del equivalente de 3 mg de tejido infiltrado se cargaron en cada hilera con 1 ug de CHO2G12 vy, para
transferencia western, el equivalente de 0,75 mg de tejido en cada hilera con 250 ng de CHO2G12. Se indican
los productos de ensamblaje/degradacion estimados.

La Figura 14 muestra la clonacién y expresion de GFP depEAQ-HT en variantes de tipo salvajees y marcadas
con His. (A) Representacion esquematica del pEAQ-HT ADN-T con detalle del polienlazador. (B) Andlisis
espectrofluorométrico de la expresién de GFP. spK = pEAQspecialK-GFP-HT, GFP, HisGFP, y GFPHis = clones
pEAQ-HT. (C) Analisis de SDS-PAGE al 12 % y western de la expresion de GFP. C = extracto de control.

La Figura 15 muestra una construccion de acido nucleico de la presente invencion que es adecuada para su uso
en células de insecto como parte de un vector baculovirus.

Ejemplos

Ejemplo 1
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1.1 METODOS
Creacion del vector FSC2 y sus derivados

Ser cred un vector de clonacion Util para la expresion de las proteinas de un plasmido basado en pBinP-1-GFP
(Canizares et al., 2006) escindiendo la secuencia completa del ARN-2 flanqueado por el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) y el terminador de la nopalina sintasa (nos) de pBinP-S2NT (Liu y Lomonossoff, 2002)
e insertando este en el plasmido de mutagénesis pM81W (Liu y Lomonossoff, 2006) como un fragmento Ascl/Pacl.
El plasmido resultante, pM81W-S2NT, se sometidé a un unico ciclo de mutagénesis que introdujo simultdneamente
cuatro cambios (véase el método en Liu y Lomonossoff, 2006) para dar pM81B-S2NT-1. La mutagénesis eliminé dos
sitios BspHI de la estructura del vector e introdujo un sitio BspHI (T/CATGA) alrededor de AUG 512 y un sitio Stul
(AGGJ/CCT) después de UAA 3299, el coddn de terminacion para la poliproteina codificada por el ARN-2.
Posteriormente, el fragmento BamHI/Ascl se escindioé de pBinP-NS-1 (Liu et al., 2005) y se ligdo en pM81B-S2NT-1
que se digiri6 de forma similar, dando como resultado pM81-FSC-1. Este vector permite que se escinda el ORF
completo del ARN-2 ORF en direccion 3' de AUG 512 mediante digestion con BspHI y Stul y se sustituyé con
cualquier secuencia en los extremos compatibles con BspHI y Stul (enromado). Es importante el uso del sitio BspHI
ya que preserva el AUG en 512 y se us6 este iniciador para impulsar la traduccion del gen insertado. Para expresar
el gen extrafo en plantas, el plasmido derivado de pM81-FSC-1 se digiri6 con Ascl y Pacl y el fragmento que
contenia el casete de expresion que incluia las secuencias extrafias transferidas a pBINPLUS se digirié de forma
similar y los plasmidos resultantes se transformaron finalmente en A. tumefaciens.

Para mejorar la facilidad de la clonacién, ampliar la seleccidon de enzimas de restriccion aplicables, e investigar el
efecto del marco de lectura sobre la expresion del gen extrafo, se sustituyd el ORF completo del ARN-2 ORF con un
polienlazador corto. Una combinacion de inserciéon de oligonucledtidos y de mutagénesis dirigida al sitio dio como
resultado pM81-FSC-2, que permite la clonaciéon con Nrul (TCG/CGA) y tanto Xhol (C/TCGAG) como Stul. La
adenina terminal del sitio Nrul se encuentra en la posicion 512 preservando por tanto el AUG que se encuentra aqui.
Las modificaciones alteraron los nucleétidos inmediatamente en 5' del AUG en 512, sin embargo, se mantuvo un
buen contexto. La clonaciéon de GFP en pM81-FSC-2 de tal manera que se inicié su traduccién a partir de AUG en
512, 513, 514, 0 515 proporcioné el pM81-FSC-1 derivado de las construcciones pM81-FSC2-512, pM81-FSC2-513,
pM81-FSC2-514, y pM81-FSC2-515. Estos plasmidos basados en pM81 son los vectores de clonacién que
contienen los casetes de expresion que se transfirieron a continuacién en el vector binario para producir los vectores
de expresion FSC2-512, FSC2-513 y FSC2-514 usados en los experimentos que se muestran en las Figuras 2 y 3.
En la Tabla 3 se muestran las diferencias entre la secuencia del segmento de tipo salvaje del genoma de ARN-2 de
CPMV vy los vectores pM81-FSC1 y pM81-FSC2. Los nucledtidos alterados en los vectores comparados con la
secuencia CPMV de tipo salvaje se muestran en mayuscula.

La transformacion transitoria mediada por Agrobacteria tras la movilizacion en pBINPLUS (como se ha resefiado
anteriormente para pM81-FSC-1) mostré que se obtuvieron niveles menores de proteinas cuando no se mantuvo la
continuidad del marco entre AUG 161 y AUG en la direccion 3'. Se observo una disminucion significativa en la
cantidad de GFP traducido desde las posiciones +1 y +2 con respecto a los AUG 161 y 512, mientras que la
traduccion desde la posicion +3 (esto es, desde 515 y posterior en el marco) fue tan eficaz como la traduccion desde
un AUG en 512. Para mostrar que esto no fue debido a contextos debilitados de los AUG en 513 y (en una extension
menor) 514, se cre6 FSC2-515+ para iniciar desde la posicién +3 pero con el mismo pobre contexto que FSC2-513.
La expresion a partir FSC2-515+ fue tan elevada como la conseguida a partir de FSC2-512 o 515, indicando que el
contexto inferior no explica la reduccién en la expresion de FSC2-513 y 514.

Dado que no se sabe que los mecanismos conocidos por los cuales la traduccion puede escapar de la orden del
primer AUG requieran la continuidad del marco, es intrigante que la traduccion eficaz procedente de vector basado
en ARN-2 eliminado dependa de la continuidad del marco entre AUG 161 y AUG en la direcciéon 3'. A fin de
comprender, y esperemos que de superar este fendmeno, se crearon una serie de mutantes con modificaciones en
la secuencia 5' de ARN-2. Se usaron parejas de complementos de oligonucleétidos (véase la Tabla 2) en la
mutagénesis dirigida al emplazamiento de pM81-FSC2-512, 513, y 514. Las mutaciones eliminaron cualquiera de
AUG 115 (el codoén de inicio para el uUORF), AUG 161 (sin cambiar la secuencia de aminoacidos del uORF), o ambos
sitios de inicio en la direccién 5'. Se realizaron mutaciones dobles sometiendo a mutagenizacion los mutantes A115G
con los oligos U162C (Tabla 2).

La expresion transitoria de estos transcritos mutantes se realizé6 como se ha descrito para las construcciones pM81-
FSC-2 anteriores. El analisis de la expresion de GFP procedente de estos mutantes utilizando SDS-PAGE tenido
con coomassie (Figura 2) o luz UV para visualizar las hojas completas (Figurea3) muestra un fuerte aumento de la
expresion en ausencia del AUG en 161. Ademas, la eliminacion de AUG 161 solo o de los AUG 115 y 161 alivia la
dependencia de la continuidad en marco entre AUG 161 y AUG en la direccién 3'. Por el contrario, la eliminacion de
solo AUG 115 parece potenciar esta dependencia asi como inhibir generalmente la traduccién. En conclusion, el
uORF parece funcionar para regular por defecto la traduccién a partir de AUG 161, que es generalmente inhibidora y
confiere dependencia de la continuidad del marco.

Imagen al microscopio electronico de la savia que contiene particulas de HBcAg
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La savia usada para la micrografia electrénica de las particulas de HBcAg ensambladas en la Figura 6 se prepard
como sigue. El tejido de la hoja se extrajo en 2 volumenes de tampdn Tris/NaCl y se intercambié para TE sin
concentracion en una columna MWCO de100 kDa. La concentracion final de HBcAg fue aproximadamente de 0,2
mg/ml tal como se considera por comparacién por comparaciéon con el patrén en un gel SDS-PAGE tefido con
coomassie.

1.2 RESULTADOS
(1) Efecto de alterar las fases relativas de los sitios de inicio en la posicién 161 (AUG161) y 512 (AUG512).

Para conseguir esto, nucledtidos extra se insertaron inmediatamente en la direccion 5' de AUG512 (FSC2-512) para
movilizar el AUG a la posicion 513, 514 y 515 (FSC2-513, FSC2-514 y FSC2-515) (Figura 1). Colocar AUG512 fuera
de fase con AUG161 (FSC2-513 y FSC2-514) proporciona menos expresion de GFP tal como se determind
mediante fluorescencia (Figura 3) y geles tefiidos con Coomassie (Figura 2). Al restaurar la fase (FSC2-515) se
devolvié la expresion a los niveles observados con la situacion de tipo salvaje (FSC2-512). La conclusion es que
cuando AUG161 esta presente, el inicio en la direccion 3' de AUG es mas eficaz cuando esta en fase con AUG en la
posicion 161.

(2) La eliminacion del sitio de inicio en la posicién 115 (AUG115) se acopld con la alteracion de las fases relativas de
los sitios de inicio en la posicién 161 (AUG161) y 512 (AUG512).

La eliminacién de AUG115 tiene poco o ningun efecto cuando se impulsa la expresion de GFP a partir de AUG512
es decir, cuando este segundo AUG esta en fase con AUG161 (véanse las bandas marcadas 10 en las Figuras 2 y
3). Sin embargo, la delecion de AUG115 cuando el segundo AUG esta fuera de fase con AUG161 (513, 514) no da
como resultado, virtualmente, la expresiéon de GFP (véanse las bandas marcadas 10 en las Figuras 2 y 3).
Conclusién: AUG115 esta algo implicado en la capacidad de los ribosomas de derivar AUG161 y alcanzar AUG512.
Sin embargo, esto requiere que el AUG en la direccién 3' esté en la fase correcta.

(3) Efecto de la eliminacion del sitio de inicio en la posicion 161 (AUG161)

El efecto de esta mutacion es muy drastico, y los niveles de expresion de GFP alcanzan 20-30 veces la cantidad que
se encuentra cuando AUG161 esta presente (véanse las bandas marcadas 01 en las Figuras 2 y 3). Ademas, ya no
parece que sea importante que AUG512 esté en fase, se piensa que en ausencia de AUG161, la idea de fase no
significa mucho. Ademas de que la presencia o ausencia de AUG115 no marca diferencia (véanse las bandas
marcadas 11 en las Figuras 2 y 3).

Cuando se usan construcciones de delARN-2 (vector de expresion 00 [FSC2-512] en la Figura 1) para la expresion
de DsRed y HBcAg, en 5 dias, los parches infiltrados tienen menos presion de turgencia y se vuelven cloréticos
(palidos). En 7 dias, el tejido aparece gris y estad completamente muerto. Cuando se usa HT (vector de expresién 01
[FSC2-512] en la Figura 1), el tejido sigue estando turgente después de 7 dias y el Unico signo de estrés es una
ligera clorosis del tejido que expresa HBcAg. Cuando la cadena pesada de la IgG 2G12 IgG se expresa mediante
delARN-2 y se retienen en el ER, la clorosis es evidente después de 7 dias, mientras que esto no se observo para
HT. El nivel de necrosis observado en plantas cuando se usa HT para expresar una proteina heterdloga es de esta
manera mucho menor, a pesar del mayor nivel de expresién de proteina heteréloga conseguido, que cuando se usa
delARN-2 para expresar la proteina heterdloga.

DISCUSION

Se pueden expresar niveles muy elevados de expresion de genes extrafios a partir de las construcciones de
delARN-2 eliminando AUG161. De hecho, usando GFP, los inventores estiman los niveles como un 25-30 % de la
proteina soluble total soluble (TSP) o aproximadamente 1 gramo expresado en proteinas por Kg de hojas. Este es
un nivel muy elevado y la solucidon que los inventores usan es extremadamente sencilla. El hecho de que los
inventores ya no necesiten preservar un marco de lectura significa que se pueden producir vectores respetuosos con
el usuario con polienlazadores.

Ejemplo 2
2.1 ANTECEDENTES

Tal como se describe en el Ejemplo 1, para investigar las caracteristicas necesarias para una expresion eficaz de la
region 5' no traducida (UTR) de ARN-2 de CPMC, Los presentes inventores resolvieron el papel de dos codones
AUG que se encuentran en la secuencia lider en 5' en la direccién 5' del sitio de inicio principal . Los inventores
demostraron que la delecion de un codon de inicio en marco (161) en la direccion 5' del sitio de inicio de traduccion
principal (512) condujo a un aumento masivo en la acumulacién de proteina extrafia.
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Utilizando este sistema, los inventores han mostrado que 6 d después de la infiltracion, numerosas proteinas no
relacionadas, incluyendo una IgG de tamafio completo con una particula de tipo virus con autoensamblaje, se
expresaron en >10 % y 20 % de la proteina extraible, respectivamente. Por tanto, este sistema proporciona un
vehiculo ideal para una expresion de alto nivel que no se basa en la replicacion virica de los transcritos.

Este nuevo sistema (como se ha ilustrado por el vector de expresion 01 [FSC-512] en la Figura 1) se ha denominado
"CPMV-HT" para el sistema de expresion de la proteina con el virus del mosaico del tabaco hipertraducible.

El sistema HT-CPMV muestra aumentos drasticos en los niveles de proteinas y de esta manera, es un método
excelente para la expresion rapida de alto nivel de proteinas extrafias en plantas.

Se ha desarrollado una matriz de crecimiento de vectores binarios para la transformacion de plantas en los ultimos
25 afios (Hellens et al., 2000b; Veluthambi et al., 2003; Lee y Gelvin, 2008). El principal objetivo de estos desarrollos
se ha centrado sobre todo en mejorar la integracion estable, por ejemplo, ampliando la gama de hospedadores de
Agrobacteria (Hiel et al., 1994), la creaciéon de una serie de vectores que permite una elecciéon de marcadores
seleccionables, casetes de expresion y proteinas de fusion (ilustrados por la gama pCAMBIA de vectores binarios de
caodigo abierto; http://www.cambia.org/daisy/bioforge_legacy/3725.html), o desarrollando sistemas para minimizar la
integracion de ADN extrano y la transformacion exenta de marcadores (por ejemplo pCLEAN; Thole et al., 2007).

Se han disefiado también vectores binarios para replicar un nimero bajo de copias para reducir la frecuencia de
multiples acontecimientos de integracion del mismo, ya que esto conduce al silenciamiento del gen (Johansen y
Carrington, 2001).

Sin embargo, para la expresion transitoria, no se requiere estrictamente asegurar una eficaz integracion en el nucleo
hospedador y la presencia de un marcador para la seleccion de plantas. Ademas, tras la agro-infiltracién, cada célula
se inundd con moléculas de ADN-T, que se piensa que son transcripcionalmente competentes en el nucleo incluso
sin la integracion del genoma (Janssen y Gardner, 1989; Narasimhulu et al., 1996). Esto sugiere que la expresion
transitoria podria beneficiarse de un mayor nimero de copias de plasmidos binarios.

Otra area de mejora de vectores binarios ha sido la reduccién en tamario de la estructura del vector. Dos ejemplos
destacados que siguen demostrando los beneficios de los plasmidos mas pequefios son pPZP (Hajdukiewicz et al.,
1994) y pGREEN (Helens et al., 2000a). Ademas de mejorar la eficacia de los procedimientos de clonacion y
transformacion bacteriana, estos vectores han proporcionado plantillas para los sistemas de expresidon que se basan
en multiples casetes en un unico ADN-T (Tzfira et al., 2005; Thole et al., 2007). El presente ejemplo describe
refinados no obvios de este vector que facilitan su uso practico permitiendo que se realice la clonacién en una Unica
etapa, en lugar de la necesaria subclonacion de los casetes de expresion entre el vector de clonacién (por ejemplo,
pM81-FSC2) y los sistemas de expresion (por ejemplo, PBIN-PLUS). Mas especificamente, los resultados en el
presente documento mostraron que era posible reducir drasticamente el tamafio de pBINPLUS sin comprometer el
rendimiento en términos de replicacion y transferencia del ADNT. Ademas, los elementos del sistema CPMV-HT se
han incorporado al vector resultante de forma modular de forma que se pueden expresar multiples proteinas a partir
de un unico ADN-T. Estas mejoras han conducido a la creacion de vectores de expresiéon de vectores versatiles de
alto nivel de expresion que permiten una clonacion eficaz directa de genes extrafios.

2.2 MATERIALES Y METODOS

pBD-FSC2-512-U162C (HT) contiene el casete FSC2-512-U162C (véase el Ejemplo 1) insertado en los sitios
Pacl/Ascl de pBINPLUS (van Engelen et al., 1995). Los segmentos esenciales de este plasmido (véase a
continuacion) se amplificaron con la polimerasa de alta fidelidad PHUSION (New England Biolabs) utilizando
oligonucleétidos que codifican sitios de enzimas de restricciéon Unicos para la religadura (Tabla 4.1). La region del
ADN-T se amplificd con un cebador de sentido directo homologo para la secuencia en direccion 5' de un unico sitio
Ahdl (pBD-LB-F) y un cebador de sentido contrario que incluyé un sitio Apal (pBD-RB-Apal-R). Una regién que
incluia el origen de replicacion ColEl, el gen NPTIIl, y el locus TrfA se amplificé con un cebador de sentido directo
que incluia un sitio Apal (pBD-ColEI-Apal-F), y un cebador de sentido contrario que incluia un sitio Spel (pBD-TrfA-
Spel-R). El origen de replicaciéon RK2 (OriV) se amplificd con un cebador de sentido directo que incluyd un sitio Spel
(pBD-oriVSpel-F) y un cebador de sentido contrario que incluia un sitio Ahdl (pBD-oriV-AhdI-R). Tras la purificacion,
los productos se digirieron de acuerdo con sitios de restriccion Unicos codificados en sus términos y se mezclaron en
tres puntos de ligadura. Esto dio como resultado el plasmido pEAQbeta, para el cual se verificaron las uniones por
ligadura mediante secuenciacion. Se detecté una delecién de aproximadamente 1,2 kb procedente del ADN-T que
habia eliminado una porcion del terminador nos del casete CPMV-GFP-HT. Por tanto, una porciéon del terminador
que incluye la frontera derecha de pBD-FSC2-GFP-HT se reamplifico con los cebadores pMini>pMicroBIN-F2 y pBD-
RB-Apal-R, asi como la estructura de pEAQbeta, que incluia la frontera derecha, usando los cebadores pBD-ColEI-
Apal-F y pMini>pMicroBIN-R (Tabla 4.1). Los productos purificados se digirieron con Apal y Fsel y se ligaron para dar
pEAQ (Figura 9).

El gen P19 flanqueado por el promotor 35S y el terminador 35S se amplificé a partir de pBIN61-P19 (Voinnet et al.,

2003) usando cualquiera de 35SP19-Pacl-F y 35SP19-AsclIR, o 35SP19-Fsel-F y 35S-P19-Fsel-R como cebadores
(Tabla 4.1). ElI gen NPTII flanqueado por el promotor y el terminador de nos se amplificé a partir de pBD-FSC2-
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GFPHT usando los cebadores pBD-NPTII-Fsel-F y pBD-NPTII-Fsel-R (Tabla 4.1). Tras la prolongacion de A, se
ligaron los casetes amplificados en pGEM-T easy (Promega). El casete P19 se escindié de pGEM-T easy con Fsel y
se ligdé en pEAQ-GFP-HT digerido con Fsel para dar pEAQexpress-GFP-HT. El casete NPTII escindido con Fsel se
ligéb en pEAQ-GFP-HT digerido con Fsel en ambas direcciones para dar pEAQselectK-GFP-HT y pEAQselectK(rev)-
GFP-HT. Se escindié también el casete NPTII con Pacl/Ascl y se ligd en los sitios AsiSI/MIul de pEAQselectK-GFP-
HT para dar pEAQspecialK-GFP-HT. El P19 en pGEM-T se sometié a mutagénesis dirigida al sitio mediante el
método QUICKCHANGE (Stratagene) para efectuar la conversion de la Arginina43 a un resto triptéfano usando los
cebadores P19-R43W-F y P19-R43W-R. El casete P19 mutante se liberé con la digestion de Pacl/Ascl y se insertd
en los sitios AsiSI/MIul de pEAQselectK-GFP-HT para dar pEAQspecialKm-GFP-HT.

Los oligonucledtidos que codifican las hebras de sentido directo y de sentido contrario de un polienlazador corto
(Tabla 4.1) se hibridaron dejando la mitad de un sitio Nrul en la direccion 3' en el extremo 5' y un saliente que se
corresponde con el de Xhol en el extremo 3'. Los oligos hibridados se ligaron con pM81-FSC2-A115G-U162C
digerido con Nrul/Xhol (véase anteriormente) para dar pM81-FSC2-POW. Se eliminé el sitio Nrul del casete P19 en
pGEM-T mediante mutagénesis dirigida al sitio (QUICKCHANGE; Stratagene) con los cebadores P19-ANrul-F y P19-
ANrul-R, y se reinsert6 en los sitios AsiSI/MIul de pEAQselectK-GFP-HT para dar pEAQspecialKANrul-GFP-HT que
no mostré reduccién en la expresién en comparacion con pEAQspecialK-GFP-HT (no se muestran los datos). A
continuacion se libero6 el fragmento Pacl/Ascl de pM81-FSC2-POW vy se inserté en pEAQspecialKANrul-GFP-HT de
forma similar sustituyendo por tanto el casete de expresion GFP HT y dando como resultado pEAQ-HT. GFP se
amplificé a partir de pBD-FSC2-GFP-HT con un conjunto de cuatro cebadores (Tabla 4.1) en tres combinaciones
para la insercion en pEAQ-HT: GFP-Agel-F y GFP-Xhol-R; GFP-Agel-F y GFP-Xmal-R; y GFP-Xmal-F y GFP-Xhol-
R. Los productos de la PCR se digirieron con las enzimas especificadas en sus cebadores y se insertaron en pEAQ-
HT adecuadamente digerido para dar pEAQ-HT-GFP, pEAQ-HT-GFPHis, y pEAQ-HT-HisGFP.

Tabla 4.1. Se muestran los oligonucleétidos usados para la amplificacion y la mutagénesis. los sitios de enzimas de
restriccion, o partes de los mismos, en el recuadro inferior, y se subrayan las mutaciones en negrita.
Oligo Secuencia Funcién

GCCACTCAGCTTCCTCAGC  cebador de sentido directo para

la amplificacion de la region

PBD-LB-F GGCTTT 6338-12085 de pBD-FSC2-
GFP-HT
TATTA CCGGCGCCAG Cebador de sentido contrario
gggece C para la amplificacion de la
BD-RB-Apal-R region 6338-12085 de pBD-
P ba ATCTGGGGAACCCTGTGG FSC2-GFP-HT con un sitio
GACTTAgggeccGTCCATTTC Apal

para la amplificacion de la

PBD-ColEl-Apal-F cT region 1704-5155 de pBD-
FSC2-GFP-HT it
GCATTAactagtCGCTGGCTG i con un sitio

CTGAACCCCCAGCCGGAAC Cebador de sentido contrario

para la amplificacion de la

CGCGCAGACGATGACGTCA Cebador de sentido directo

pBD-TrfA-Spel-R TGACC region 1704-5155 de pBD-
FSC2-GFP-HT con un sitio

Spel
GTAGCactagtGTACATCACC Cebador de sentido directo
pBD-oriV-Spel-F para la amplificaciéon de la
GACGAGCAAGGC region 14373-670 de pBD-
FSC2-GFP-HT con un sitio

Spel

CAGTAgacaggeigicTCGCGG Cebador de sentido contrario

para la amplificacion de la

pBD-oriV-AhdI-R CCGAGGGGCGCAGCCC region 14373-670 de pBD-
. FSC2-GFP-HT con un sitio
ggccggecacgegtTATCTGCAG Ahdl
AgcgatcchAA’lTGTGAGCG cebador de sentido directo para

la amplificacion de la region

GATAACAATTTCACACAGGA 2969-85 de pEAQbeta con
sitios Fesl-Mlul-AsiSI
AACAGCTATGACC

pMini>pMicr oBIN-F2
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pMini>pMicr oBIN-R

35SP19-Pacl-F

35SP19-Ascl-R

35SP19-Fsel-F

35SP19-Fsel-R

pBD-NPTII-Fsel-F

pBD-NPTII-Fsel-R

P19-R43W-F

P19-R43W-R

P19-ANrul-F

P19-ANrul-R

POW-F

POW-R

GFP-Agel-F

GFP-Xmal-F

gegatcgcTCTGCAGATAacgeg
tggcecggecCTCACTGGTGAAA
AGAAAAACCACCCCAGTAC

ATTAAAAACGTCC

ttaattaaGAATTCGAGCTCGG
TACCCCCCTACTCC

ggegegecATCTTTTATCTITA

GAGTTAAGAACTCTTTCG
ggccggccGAATTCGAGCTCG

GTACCCCC
ggccggccATCTTTTATCTTTA

GAGTTAAG

99¢ccggccTACAGTATGAGCG
GAGAATTAAGGGAGTCACG
ggccggccTACAGTCCCGATC

TAGTAACATAGATGACACC
GCGC

CGAGTTGGACTGAGTGGTG

GCTACATAACGATGAG
CTCATCGTTATGTAGCCACC

ACTCAGTCCAACTCG
CCGTTTCTGGAGGGTCTCG

AACTCTTCAGCATC
GATGCTGAAGAGTTCGAGA

CCCTCCAGAAACGG

¢cgaccggtATGCATCACCATCA

CCATCATccegggCATCACCA

TCACCATCACTAGc
tcgagCTAGTGATGGTGATGG
TGATGceccgggATGATGGTGA

TGGTGATGCATaccggtteg

atcggaccggtatgactagcaaaggag
aagaac

atccgacccgggactagcaaaggaga
agaacttticac

cebador de sentido contrario
para la amplificacion de la
region 969-85 de pEAQbeta
con sitios AsiSI-Mlul-Fesl

cebador de sentido directo para
la amplificacion del casete 35S-
P19 con el sitio Pacl

Cebador de sentido contrario
para la amplificacion del casete
35S-P19 con el sitio Ascl
El cebador de sentido directo
para la amplificacion del casete
35S-P19 con el sitio Fsel

Cebador de sentido contrario
para la amplificacion del

casete 35S-P19 con un sitio
Fsel

Cebador de sentido directo
para la amplificacion del casete
NPTIl de pBD-FSC2-GFP-HT
con el sitio Fsel

Cebador de sentido contrario
para la amplificacion del casete
NPTIl a partir de pBD-FSC2-
GFP-HT con el sitio Fsel

Cebador de sentido directo
para la mutagénesis de la
arginina

cebador de sentido contrario
para la mutagénesis de la
arginina 43 de P19 a un resto
triptéfano

Cebador de sentido directo
para la mutagénesis silenciosa
del sitio de restriccion Nrul en
P19

Cebador de sentido contrario
para la mutagénesis silenciosa
del sitio de restriccion Nrul en
P19

oligo de sentido directo para un
polienlazador, POW

oligo de sentido directo para un
polienlazador, POW

Oligo de sentido directo para la
amplificacion de GFP con un
sitio Agel

Oligo de sentido directo para la
amplificacion GFP con un sitio
Xmal y sin codoén de inicio
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GFP-Xmal-R Oligo de sentido contrario para

atcmammgmgtatag“catccat la amplificacién de GFP con un
gce : sito Xmal y sin codéon de
terminacion
GFP-Xhol-R Oligo de sentido contrario para
cgatcctcgagttatttgtatagttcatcca la amplificaciéon de GFP con un
tgee sitio Xhol

2.3.1 pBINPLUS contiene al menos 7,4kb de secuencia extrafia

La expresion de CPMV-HT permite la produccion de niveles extremadamente elevados de proteinas recombinantes.
Sin embargo se ha deseado mejorar adicionalmente el sistema y su uso para una transformacion transitoria.

El primer area de mejora se refiere al hecho de que los plasmidos pequefios son mas eficaces que los mas grandes
en reacciones de ligadura y procedimientos de transformacién bacteriana. Las comparaciones con las estructuras de
vectores binarios mas pequefios indico que pBINPLUS contiene igualmente cantidades significativas de secuencias
extrafas. Se ha determinado que son esenciales cuatro elementos de pBINPLUS para una adecuada funcién como
un vector binario: el ADN-T, el RK2 (OriV) es un origen de replicacion de una amplia gama de hospedadores, el gen
NPTIII que confiere resistencia a la kanamicina (Trieu-Cuot y Courvalin, 1983), y TrfA de RK2 que promueve la
replicacion (Figura 9). El analisis bioinformatico de las secciones restantes de la estructura las muestra como
artefactos de la construccion de pBIN19, que se basan en la presencia de sitios de restricciéon adecuados en los
plasmidos progenitores (Bevan, 1984). Se confirmaron estas observaciones por un informe sobre la secuenciacion
completa de pBIN19 (Frisch et al., 1995). pBINPLUS incluye el origen de replicacién ColEl no esencial para un
nimero mayor de copias en E. coli. Se pueden encontrar aproximadamente 2,6kb de ADN superfluo en el ADN-T.
Esto incluye el marcador seleccionable NPTII para la transformacién de plantas que no se requiere para la expresion
transitoria. En su conjunto, la cantidad total de secuencia extrafia con pBINPLUS parece estar en exceso de 7,2kb.

2.3.2 Construccion de la serie pEAQ

Para vigilar los efectos sobre la expresion resultantes de las modificaciones del vector, los inventores escogieron
comenzar con el plasmido derivado de pBINPLUS, pBD-FSC2-512-U162C(HT). Tres regiones, consistentes en el
ADN-T, el origen de replicacion RK2 (OriV), y un segmento que contiene el origen ColEl, NPTIIl, y TrfA, se
amplificaron mediante la PCR a partir de pBD-FSC2-GFP-HT. La ligadura de estos tres fragmentos dio como
resultado el plasmido pEAQbeta (Figura 9), que tiene 4584 pb mas pequefios que su plasmido progenitor. Un ciclo
adicional de amplificacién mediante la PCR de pEAQbeta eliminé 2639 pb de secuencias no esenciales de la regién
del ADN-T regién e insertd tres unicos sitios de restriccion, AsiSI, Mlul, y Fsel. La digestion de AsiSI/Mlul es
compatible con la insercion de fragmentos de Pacl/Ascl, y es por tanto, extremadamente Util para los casetes de
clonacién multiple procedentes de todos los vectores de clonacion de CPMV anteriores. Fsel proporciona un Unico
sitio de reconocimiento de 8 bases para intercambiar diferentes marcadores de seleccién o silenciar los casetes
supresores. El plasmido pEAQGFP-HT resultante es menor que la mitad del tamafio de pBINPLUS vy sin el casete de
expresion de CPMVHT seria solo de 5137 pb, haciendo de este uno de los vectores binarios conocidos mas
pequefios (Figura 9). Se secuencio el plasmido pEAQ completo y se descubrié que el origen de la replicaciéon de
RK2 estaba en orientacion contraria a la del anteriormente notificado (Frisch et al., 1995) y esta indicado por tanto en
la orientacion correcta en pEAQ-GFP-HT.

Se us6 pEAQ-GFP-HT como punto de partida para la inclusion de diversas caracteristicas adicionales en el ADN-T
(Figura 10). El casete NPTIl de pBINPLUS se reinsertd en el sitio Fsel de pEAQ en las orientaciones directa e
inversa con respecto al casete GFP-HT para dar pEAQselectK-GFP-HT y pEAQselectK(rev)-GFP-HT.

El casete 35S-P19 se insert6 en el sitio Fsel para dar pEAQexpress-GFP-HT. Finalmente, el casete 35S-P19 se
insertd en los sitios MIu/AsiS| de pEAQselectK-GFP-HT para dar pEAQspecialK-GFP-HT. Por tanto, se construyeron
una series de pequefos vectores binarios para una expresion transitoria facil y rapida.

2.3.3 La reduccion del tamafio no compromete la expresion transitoria de pEAQ

La agro-infiltracion de la serie pEAQ de vectores muestra que la gran reduccion en el tamafio no compromete
significativamente los niveles de expresion en los ensayos transitorios. La infiltracién simultanea de pEAQ-GFP-HT,
y pEAQselectK(rev)-GFP-HT con P19 proporcionada por pBIN61-P19, dio como resultado niveles de expresion no
significativamente diferentes a la infiltracién simultdnea de pBD-FSC2-512-HT y P19. Esto se puede observar con
iluminacion UV (Figura 11A), SDS-PAGE (Figure 11B), y medidas de espectrofluorescencia de GFP en extractos de
proteinas (Figura 11C). De manera interesante, la orientacion del casete NPTIl en el ADN-T parece afectar el nivel
de expresion. pEAQselectK muestra una marcada mejora en comparacion con pEAQselectK(rev) idéntico de ofra
manera, lo que da como resultado una reduccién en la acumulaciéon de GFP.
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Tedricamente, la incorporacion de un supresor del casete de silenciamiento en pEAQ no deberia afectar su
capacidad para mejorar el nivel de expresion transitoria de un gen extrafio que se va a expresar desde el mismo
ADN-T. De hecho, la infiltracion de pEAQexpress-GFP-HT en solitario da como resultado también niveles de
expresion similares a, o mejores que, pBD-FSC2-GFP-HT (Figure 7.3). Ademas, para ensayar la eficacia de
pEAQexpress, el cultivo de Agrobacterium se diluyé dos veces, de tal manera que la densidad optica final (DO) fue
la de cada cultivo individual de las infiltraciones simultaneas.

Como era de esperar, esto dio como resultado niveles de expresion similarmente elevados y demuestra que la
incorporacion que incorporaban ambos genes de interés y el supresor del silenciamiento en el mismo ADN-T permite
el uso de la mitad de la cantidad de Agrobacterias (Figura 11). Por tanto, se puede usar CPMV-HT para expresar
elevados niveles de la proteina extrafia cuando todos los componentes estan presentes en el mismo ADN-T.

2.3.4 El mutante P19 puede suprimir el silenciamiento de un transgén en un ensayo transitorio

Para aprovechar el aumento en la expresion que da como resultado la orientacion directa del casete NPTII en el
ADN-T, se inserté el casete P19 entre los sitios AsiSI y Mlul en pEAQselectK-GFP-HT para dar pEAQspecialK-GFP-
HT (Figure 10). La presencia de P19 en el mismo ADN-T como la secuencia de GFP da como resultado similares
niveles de expresion de pEAQselectK-GFPHT infiltrado simultdneamente con P19 (Figura 12). Esto es mas que la
expresion generada por pEAQexpress-GFP-HT, y parece deberse a la presencia del casete NPTII (Figura 12). Por
otra parte, la expresion inferior de pEAQexpress podria deberse a la posicién y orientacion diferentes del casete P19
en el ADN-T. Sin embargo, como con los vectores pEAQexpress, los vectores pEAQspecialK proporcionan un nivel
de expresion elevado con suspensiones de Agrobacteria a la mitad de la DO final de la usada cuando deben
infiltrarse simultdneamente dos cultivos.

Combinar el casete de expresidn génica extrafio con un casete P19 y un marcador seleccionable hace posible
ensayar el rendimiento de CPMV-HT en plantas transgénicas. Sin embargo, la expresion constitutiva de los
supresores del silenciamiento de tipo P19 puede dar como resultado fenotipos intensos debido a su interferencia con
el silenciamiento de genes enddgenos asociados con los procesos de desarrollo (Silhavy y Burgyan, 2004). Se ha
propuesto que una mutacion recientemente caracterizada de P19 (R43W) tiene una actividad reducida hacia el
silenciamiento del gen enddgeno y por tanto puede ser un candidato mejor para la supresion de el silenciamiento del
transgén en transformantes estables (Scholthof, 2007). Para investigar la factibilidad de una transformacién estable
con el sistema CPMV-HT, ambos P19 de tipo salvaje y mutante se insertaron en el ADN-T de pEAQselectK-GFP-HT
para evaluar transitoriamente las variantes. Como se muestra mediante la iluminacion UV de las hojas infiltradas,
SDS-PAGE de los extractos de proteinas, y las medidas espectrofluorométricas de los niveles de GFP, el mutante
P19 en pEAQspecialKm es aproximadamente la mitad de eficaz en la mejora de la expresién del gen extrafio que el
P19 de tipo salvaje en pEAQspecialK (Figura 12). Esto representa el primer estudio sobre el efecto de la mutacion
R43W en P19 sobre la capacidad de suprimir el silenciamiento de un transgén.

Ejemplo 3
Expresién de IgG de nivel elevado a partir de un Unico plasmido

a fin de aprovechar la naturaleza modular de la serie pEAQ, casetes de expresion de CPMV-HT que contenian la
cadena pesada retenida por ER (HE) y la cadena ligera (L) de la IgG dirigida contra VIH humano, 2G12 en los sitios
Pacl/Ascl y AsiSI/MIul de pEAQexpress. Para determinar si el sitio de insercién influencia los niveles de expresion,
las cadenas L y HE se insertaron en ambas posiciones dando como resultado pEAQex-2G12HEL y pEAQex-
2G12LHE (Figura 13A). la infiltracion de N. benthamiana con cultivos individuales de Agrobacterium que contenian
los plasmidos anteriores dio como resultado la formacion de anticuerpos 2G12 ensamblados completamente
idénticos en tamafio a los 2G12 producidos mediante mezcla de tres cultivos de Agrobacterium que expresaron cada
uno los componentes individuales, L, HE y P19 (Figura 13C). la proteina cargada en cada banda representa 1/30 del
extracto obtenido a partir de 90 mg de tejido infiltrado o 1/333 de la proteina potencialmente obtenible a partir de 1 g
de tejido. La cantidad maxima de la IgG ensamblada producida a partir de la mezcla de las tres cepas corresponde a
1 mg de 2G12 producido por CHO en el gel SDS-PAGE no reducido tefiildo con coomassie. Esto sugiere un nivel de
expresion de 2G12 superior a 325 mg/kg de peso de tejido fresco, lo que concuerda con las concentraciones
medidas con SPR. El uso de pEAQex-2G12HEL parece sobrepasar este nivel ya alto de acumulacién de anticuerpo.

Una ventaja de los vectores derivados de pEAQ es que cada componente de una proteina multicadena tal como una
IgG se puede administrar automaticamente a una célula infectada. Por tanto, deberian mantenerse niveles de
expresion elevados a diluciones mas altas de las suspensiones de Agrobacteria que los cultivos multiples que se
han utilizado. Para ensayar esto en este caso de forma practica, los cultivos que se resuspendieron inicialmente a
DO 1,2, y se mezclaron cuando fue necesario, se sometieron a diluciones en serie de dos veces (Figura 13B). Esto
dio como resultado DO finales para cada cultivo individual de la mezcla de tres cultivos de 0,4-0,13, y 0,04. Los
cultivos individuales que incluyen construcciones pEAQexpress se infiltraron a DO de 1,2, 0,4, y 0,13. Cuando se
utilizaron tres cultivos independientes, el nivel de 2G12 ensamblado disminuy6 intensamente durante la dilucion en
serie. Por el contrario, la expresion de 2G12 derivada de pEAQex-2G12HEL y pEAQex-2G12LHE, se mantuvo en un
nivel consistentemente elevado, siendo muy modesta cualquier reduccién en la dilucion (Figura 13C-E). La falta de
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sensibilidad debida a la dilucion confirma la eficacia mejorada conseguir al colocar los tres casetes de expresion en
el mismo ADN-T. De manera interesante, la cantidad de proteina total extraida del tejido infiltrado fue casi la mitad
cuando la DO del infiltrado se redujo de 1,2 a 0,4. Esto sugiere que una fraccién significativa de la proteina en los
extractos tisulares a los que se habia infilirado la suspension de mayor DO puede consistir en proteinas derivadas
de Agrobacteria o proteinas vegetales producidas en respuesta a las concentraciones mas elevadas de
Agrobacteria.

La inspeccion de la Figura 13C sugiere que la posicion relativa de un casete dentro del ADN-T puede afectar a los
niveles de expresion. La expresion global procedente de pEAQex-2G12LHE fue ligeramente inferior que para
pEAQex-2G12HEL. Esto se confirmd mediante transferencia western de las muestras no reducidas, lo que también
indicé algunas diferencias en la abundancia de los productos de degradacién y de las cadenas de inmunoglobulina
no incorporadas (Figura 13C - E). El tejido infiltrado con pEAQex-2G12LHE parece carecer de un producto de
degradacion especifico de la cadena pesada de aproximadamente 70 a 80 kDa (Figura 13D). Asimismo, parece
haber mucho menos del intermedio ensamblado HL2, asi como mas cadena ligera libre (Figura 13E). Como se sabe
que la cadena pesada limita el ensamblaje de 2G12 en plantas (Markus Sack, pers. comm., RWTH, Aachen,
Alemania), lo que se confirma por la falta de cadena pesada libre discernible en todas las muestras, estos resultados
indican que pEAQex-2G12LHE produce menos cadena pesada que pEAQex-2G12HEL. Esto podria deberse a una
expresion reducida desde el casete CPMV-HT cercano a la frontera izquierda del ADN-T.

En otros experimentos (no se muestran los datos), el sistema CPMV-HT también se us6 con éxito en el formato
transitorio en N. benthamiana para expresar:

el virus de la lengua azul (serotipo 10) VP2, VP3, VP5, VP7 y NS1.

el rotavirus NSP5.

la calmodulina de Medicago truncatula (que después se purificd).

El ectodominio dificil de expresar del receptor Fc gamma receptor 1 humano (CD64) que se habia purificado y
demostrado funcional en estudios de unién de anticuerpo.

e Las proteinas de la cubierta de CPMV pequefa (S) y grande (L) se expresaron simultaneamente y se demostrd
que se ensamblaban en particulas analogas a virus (no se muestran los datos)

Ejemplo 4

Clonacion directa en un vector de expresion CPMV-HT

A pesar de la combinacion de elementos del sistema en un unico plasmido, los vectores descritos anteriormente en
el presente documento siguen necesitando un procedimiento de clonaciéon en dos etapas para introducir una
secuencia a expresar en el plasmido binario. El presente ejemplo proporciona un plasmido binario en el que se
puede introducir directamente un gen de interés. El plasmido incorpora un polienlazador que no solamente permite la
insercion directa en el plasmido basado en pEAQ, también permite la fusion a una etiqueta de histidina del extremo
C o N si se desea (pEAQ-HT; Figura 14A). El polienlazador se inserté primero como oligonucleétidos hibridados en
el pM81-FSC2-512(A115G)(U162C) proporcionando pM81-FSC-POW. Esta construccion puede seguir usandose en
el procedimiento convencional de clonacion en dos etapas para la generacion de construcciones basadas en pEAQ
para la expresion de multiples polipéptidos. Ademas, el uso de un lider en 5' doblemente mutado puede permitir
niveles de expresion incluso mas elevados de lo posible con la mutacién simple. El casete CPMV-HT se transfirio
después a pEAQspecialK mediante los sitios Pacl/Ascl para proporcionar pEAQ-HT. La insercién de GFP en las tres
posiciones del polienlazador de pEAQ-HT dio como resultado un GFP no marcado, y fusiones de la etiqueta His en
5' (HisGFP) y 3' (GFPHis).

Como era de esperar, el GFP no marcado se expresé en un nivel incluso mayor del obtenido con pEAQspecialK-
GPP-HT y un exceso de 1,6 g/kg de tejido FW (Figura 14B). Esto se debe probablemente al hecho de que el lider
CPMV 5' de pEAQ-HT incluye la mutacién extra que elimina AUG 115 que, cuando se elimina junto con AUG 161,
potencia adicionalmente la expresion.

La presencia de esta etiqueta His detectada mediante transferencia western confirmoé la fusion correcta en ambos
extremos N y C de los residuos de aminoacidos codificados mediante el polienlazador. Los tres variantes de GFP
fueron detectables, con anticuerpos contra GFP, mientras que solamente HisGFP y GFPHis fueron detectables con
anticuerpos contra His (Figura 14C), y la presencia de la etiqueta His reduce la movilidad de la banda GFP en SDS-
PAGE en la cantidad esperada. La etiqueta también redujo la cantidad de GFP detectada mediante analisis de
fluorescencia (Figura 14B). Este efecto fue mas intenso para la etiqueta His del extremo N. La intensidad de las
bandas tefiidas con coomassie sugiere que esto representa una reduccion en la acumulacién de GFP mercado
(Figura 14C), mas que la interferencia con las propiedades fluorégenas de GFP. Sin embargo, los niveles de las
proteinas etiquetadas con His siguieron siendo muy elevados superando 0,6 y 1,0 g de GFP por kg de tejido FW.
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Discusién de los ejemplos 2-4

Para mejorar la facilidad de uso y el rendimiento del sistema de expresion CPMV-HT, se ha creado un conjunto
modular de vectores para conseguir una expresion facil y rapida en plantas.

La eliminacion de mas de la mitad de la estructura principal del pldsmido del vector binario, pBINPLUS, y parte de la
regiéon ADN-T no esencial para la expresién transitoria dio como resultado uno de los plasmidos Ti binarios mas
pequefios conocidos sin comprometer los niveles de expresion.

Una proporcion similar de la estructura principal ya se habia retirado de pBIN19 sin pérdida de rendimiento (Xiang et
al., 1999). Sin embargo, pBINPLUS tiene dos mejoras significativas respecto de pBIN19 (van Engelen et al., 1995);
un mayor numero de copias en E. coli debido a la adicion del origen de replicacién ColEl y un ADN-T reorientado
que garantiza que el gen de interés esta mas alejado de la frontera izquierda para evitar que experimente
demasiadas deleciones en la planta (Rossi et al., 1996). Aunque el menor tamafio de los plasmidos pEAQ no tiene
efectos notables sobre el numero de copias, proporcionan rendimientos muy mejorados durante los procedimientos
de clonacién usando kits comerciales de extraccion de plasmidos ya que estos son mas eficaces para plasmidos que
tengan menos de 10 kb (no se muestran los datos).

La naturaleza modular del vector binario pEAQ afade funcionalidad a la expresion de CPMV-HT al permitir que
cualquier gen supresor del silenciamiento y/o marcador, si es necesario, se exprese simultdneamente con uno dos
casetes de CPMV-HT. Por ejemplo, la insercién de un segundo casete de HT que incluye una secuencia heteréloga
en los sitios AsiSI/MIul de pEAQexpress-GFP-HT permitiria el rastreo de la expresion con la fluorescencia GFP.

Ademas, la flexibilidad de los vectores simplifica el sistema de expresion transitoria, necesitando solamente la
infiltracion de una sola construccidon de Agrobacterium, y mejora la eficacia al reducir la cantidad de infilirado
necesaria en proporcion con el nimero de casetes de expresion presentes en el ADN-T. Al ocupar P19 el sitio Fsel,
la presencia de dos sitios de clonacion para aceptar casetes HT de los vectores de clonacion (tales como pM81-
FSC2-U162C) también permite una expresion incluso mas eficaz de proteinas de multisubunidades como
anticuerpos de tamafio completo.

El efecto de P19 sobre la mejora de los niveles de expresion de transgenes esta bien caracterizada (Voinnet et al.,
2003). Sin embargo, este estudio presenta la primera demostracion de su eficacia cuando se administran
simultaneamente a cada célula con del mismo ADN-T. Un estudio anterior habia informado de la administracion
simultanea de P19 con un ADN-T independiente dentro del mismo Agrobacterium como transgén que contiene ADN-
T (Hellens et al., 2005). Sin embargo, no se observaron efectos del P19 hasta 6 dias después de la infiltracion, que
sugiere una transferencia ineficaz del ADN-T. El presente estudio también demuestra el primer uso del P19 de
R43W mutante para potenciar la expresion de un transgén. El hallazgo de que el mutante era aproximadamente la
mitad de eficaz para potenciar la expresion de GFP que P19 de tipo salvaje concuerda con su reduccién en la
actividad conocida, que compromete tanto la infectividad de TBSV (Chu et al., 2000), como la capacidad de la
proteina para unirse a la clase més pequefa (21 - 22 nts) de los ARN interferentes cortos (Omarov et al., 2006). Sin
embargo, es posible que este rasgo convierta potencialmente al mutante R43W en mas adecuado para aplicaciones
que implican una transformacion estable. Los micro ARN asociados con el desarrollo también se encuentran en la
clase de tamafio menor (Vaucheret, 2006; Zhang et al., 2006) y, por tanto, es posible que los procesos de desarrollo
no se vean tan gravemente afectados por la presencia del P19 mutante de lo que serian mediante la version de tipo
salvaje (Scholthof, 2007). Ademas, el mutante puede proporcionar una forma de controlar la expresion transitoria de
las proteinas citotoxicas extrafas.

La expresion de 2G12 a partir de un Unico plasmido representa el mayor rendimiento informado de un anticuerpo
procedente de tejido vegetal infiltrado con un unico cultivo de Agrobacterium. Ademas de utilizar 3 cultivos de
Agrobacterium para expresion der CPMV-HT, la unica forma de conseguir niveles similares con otro sistema implicé
la infiltracion de 6 cultivos independientes y un enfoque de vector virico (Giritch et al., 2006). Ademas, el uso de un
solo plasmido permite una reduccién en la cantidad de bacterias necesarias para garantizar la administracion
simultanea de multiples casetes de expresion, lo que proporcionaria un ahorro de costes significativos a niveles de
produccién industrial. El proceso de infiltracién es también fisicamente mas sencillo de realizar con cultivos mas
diluidos debido a que se produce menos cegado de los espacios intercelulares del tejido foliar. Ademas, la dilucion
hasta una DO total de 0,4 redijo la cantidad de contaminantes derivados de infiltracidon de proteinas. El analisis de
nueve infiltraciones separadas en cada DO mostré una reduccidon en las concentraciones de proteina en los
extractos de 2,7 £ 0,2 a 1,5 + 0,1 mg/ml cuando la DO de los cultivo se redujo de 1,2 a 0,4. Puesto que el uso de
pEAQexpress genera tanto 2G12 a DO 0,4 como los tres sistemas de cultivo a una DO infiltrada de 1,2, la proteina
diana recombinante debe purificarse a partir de solamente la mitad de la cantidad de proteina contaminante usando
pEAQexpress. Esto proporciona una ventaja muy util e inesperada para el procesamiento en direccion 3'. La
expresion de 2G12 a partir de pEAQexpress también indica un efecto de la posicién en un casete de expresion
incluido en el ADN-T de los vectores pEAQ sobre el nivel de expresién obtenido. El aumento en la acumulacion de
cadena ligera libre a partir de pEAQex-2G12LHE sugiere que se expresa menos cadena ligera con esta
construccion, que parece dar como resultado menos anticuerpo ensamblado. Esto podria ser debido a la disposicién
de los casetes de expresion en el ADN-T. Como alternativa, una parte de los ADN-Ts son susceptibles a la
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degradacion nucleolitica en la frontera izquierda (Rossi et al., 1996). La reinsercion del casete NPTII dentro del ADN-
T parece tener un marcado efecto sobre la expresion dependiendo de su orientacién. Durante las manipulaciones de
clonacion resultd que pEAQselectK-GFP-HT alcanzaba un numero de copias de plasmido en E. coli de
aproximadamente 1,5 veces el de pEAQselectK(rev)- GFP-HT (determinado a partir de mediciones del rendimiento
de tres preparaciones de plasmido independientes realizadas con el kit QlAprep, QIAGEN). Esto se correlaciona
poco con la diferencia en los niveles de expresion observados entre los dos vectores. No se sabe qué contribuye al
mayor nimero de copias, o incluso si la diferencia ya existe cuando los plasmidos se transferir a Agrobacteria. Sin
embargo, estas observaciones sugieren que el numero de copias del plasmido puede ser importante para conseguir
una expresion transitoria mediada por Agrobacterium eficaz. A este respecto, el uso del origen RK2 (oriV en la
Figura 9) por pBIN19 y sus derivados le convierte en una buena eleccion para la expresion transitoria, ya que los
plasmidos RK2 son conocidos por acumular de 7 a 10 copies en Agrobacterium (Veluthambi et al., 1987). Esto es
similar al origen pVS1 utilizado por pPZP y aproximadamente 2-5 veces mayor de lo generado por el origen pSa
(Lee y Gelvin, 2008), que esta presente en el vector binario pPGREEN ampliamente usado (Helens et al., 2000). Los
plasmidos que contienen origenes de replicacion que proporcionan mayores numeros de copia tales como los
plasmidos basados en pRi (Lee y Gelvin, 2008) pueden estar incluso mas adecuados para la expresion transitoria.

Para conseguir un elevado nivel de expresion con vectores pEAQ facilmente accesibles a laboratorios sin
experiencia previa con la expresion basada en CPMV o incluso, la expresion basada en plantas, de forma general,
se cred una version de pEAQ para clonacion directa. Esto se consigui6 insertando un polienlazador entre la
secuencia lider en 5' y las UTR en 3' de un casete de expresion CPMVHT, que se colocé en un ADN-T que también
incluia casetes P19 y NPTII. El casete NPTII se incluy6é porque su presencia parecia potenciar la expresion (véase
anteriormente). El polienlazador también codifica o dos conjuntos de 6 restos histidina para permitir la fusion de las
etiquetas His de los extremos N o C para facilitar la purificacion de la proteina. Las construcciones resultantes
también se aprovechan la segunda mutacién en el lider 5' que potencia la expresion con respecto a HT.

Estos casetes de expresion potenciados también se pueden subclonar a partir del vector de clonacién pM81-FSC-
POW en cualquier plasmido pEAQ. El uso de pEAQHT conduce a una mayor expresion de GFP comparada con
pEAQspecialK, que contiene solamente la mutacion unica (U162C). Ademas, el disefio del polienlazador también
permitid la expresion de variantes marcadas con His usando un procedimiento de clonacion en una etapa. Los
vectores binarios modulares presentados aqui estan disefiados especificamente, pero no de forma restringida, para
su uso con la expresién de CPMV-HT. Un nivel de expresion extremadamente elevado se ha vinculado con una
mejor eficacia de clonacién y facilidad de uso. El sistema proporciona el método mas eficaz y directo para la
expresion transitoria de proteinas de valor afiadido sin las complicaciones de la amplificacion virica. Permite obtener
cantidades de miligramos de proteina recombinante en un plazo de dos semanas desde la identificacion de la
secuencia en cualquier laboratorio de biologia molecular con acceso a instalaciones de crecimiento de plantas. Por
tanto, se anticipa que proporcionara una herramienta extremadamente valiosa en escenarios tanto académicos
como industriales.

Ejemplo 5

Integracion de grapa con plasmidos pEAQ y plantas transgénicas

Aunque la serie del vector pEAQ se disefid pensando en la expresion transitoria, la reinsercion del casete NPTII en
el ADN-T to proporciona un marcador seleccionable para la integracion del genoma. Esto permite potencialmente
que se usen estos vectores binarios mas pequefios y mas utiles para transformacion estable de plantes y cultivos de
células vegetales. Cuando se usa para transformar discos de hojas de N. benthamiana, los vectores pEAQ que
contienen el casete NPTII dentro del ADN-T fueron capaces de inducir la formacién de callos tras seleccion con la
misma eficacia que las construcciones basadas en pBINPLUS. Ademas, la expresion de GFP fue detectable en
estos tejidos con luz UV (no se muestran los datos). Esto demuestra que las moléculas de ADN-T muti-casete de los
vectores pEAQ se pueden integrar de forma estable en el genoma vegetal e impulsar la expresion de genes
extrafios.

También se regeneraron plantas fluorescentes. Las hojas de los transformantes primarios (To) fueron fluorescentes
bajo luz uv indicando elevados niveles de expresion de GFP. La semilla de las plantas T, autofertilizadas fueron
viables, y las plantulas T resultantes que incluian el transgén también fueron fluorescentes (no se muestran los
resultados).

Ejemplo 6

Uso del sistema HT basado en CPMV con vectores baculovirus

La Figura 15 muestra una construccion adecuada para usar un sistema HT basado en CPMV con vectores
baculovirus en células de insecto. Bajo el control del promotor p10, las UTR HyperTrans ARN-2 de CPMV también
potenciaron la expresion de GFP en células de insecto usando el sistema de expresion en baculovirus. Se obtuvo

una potenciacion de aproximadamente 5 veces en los niveles de fluorescencia en las células sf21 infectadas con
baculovirus, medidos mediante citometria de flujo, en comparacién con una construccion sin el casete CPMV-HT.
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Tablal
Segmento del genoma completo de ARN-2 de CPMV (nucledtidos de 1 a 3481)
1 tattaaaatc ttaataggtt ttgataaaag cgaacgtggg gaaacccgaa ccaaaccttc
61 ttctaaattc tctctcatct ctettaaage aaacttctcet ctigtettte ttgcatgage
121 gatcttcaac gttgtcagat cgtgcttcgg caccagtaca atgttttctt tcactgaage
181 gaaatcaaag atctctttgt ggacacgtag tgcggcgcca ttaaataacg tgtacttgtc
241 ctattcttgt cggtgtggtc ttgggaaaag aaagcttgct ggaggctgct gttcageccce
301 atacattact tgttacgatt ctgctgactt tcggcgggtg caatatctct acttctgctt
361 gacgaggtat tgttgcctgt acttctttct tcttctictt gctgattggt tctataagaa
421 atctagtatt ttctitgaaa cagagtttic ccgtggtttt cgaacttgga gaaagattgt
481 taagcttctg tatattctgc ccaaatttga aatgaaagc attatgagcc gtggtattce
541 ttcaggaatt ttggaggaaa aagctattca gttcaaacgt gccaaagaag ggaataaacc
601 cttgaaggat gagattccca agcctgagga tatgtatgtg tctcacactt ctaaatggaa
661 tgtgctcaga aaaatgagcc aaaagactgt ggatctttcc aaagcagcetg ctgggatggg
721 attcatcaat aagcatatgc ttacgggcaa catcttggca caaccaacaa cagtcttgga
781 tattccegtc acaaaggata aaacacttgc gatggccagt gattttattc gtaaggagaa
841 tctcaagact tctgccattc acattggagce aattgagatt attatccaga gcetttgcttc
901 ccctgaaagt gatttgatgg gaggcttttt gcttgtggat tctttacaca ctgatacage
961 taatgctatt cgtagcattt ttgttgctcc aatgcgggga ggaagaccag tcagagtggt
1021 gaccttccca aatacactgg cacctgtatc atgtgatctg aacaatagat tcaagctcat
1081 ttgctcattg ccaaactgtg atattgtcca gggtagccaa gtagcagaag tgagtgtaaa
1141 tgttgcagga tgtgctactt ccatagagaa atctcacacc ccttcccaat tgtatacaga
1201 ggaatttgaa aaggagggtg ctgttgttgt agaatactta ggcagacaga cctattgtge
1261 tcagcctagc aatttaccca cagaagaaaa acttcggtce cttaagtttg actttcatgt
1321 tgaacaacca agtgtcctga agttatccaa ttcctgcaat gegceactttg tcaagggaga
1381 aagtttgaaa tactctattt ctggcaaaga agcagaaaac catgcagttc atgctactgt
1441 ggtctctcga gaaggggctt ctgcggcacc caagcaatat gatcctattt tgggacgggt
1501 gctggatcca cgaaatggga atgtggcttt tccacaaatg gagcaaaact tgtttgccct
1561 ttctttggat gatacaagct cagttcgtgg ttctttgett gacacaaaat tcgcacaaac
1621 tcgagttttg ttgtccaagg ctatggctgg tggtgatgtg ttattggatg agtatctcta
1681 tgatgtggtc aatggacaag attttagagc tactgtcgct tttttgcgca cccatgttat
1741 aacaggcaaa ataaaggtga cagctaccac caacatttct gacaactcgg gttgttgtit
1801 gatgttggcc ataaatagtg gtgtgagggg taagtatagt actgatgttt atactatctg
1861 ctctcaagac tccatgacgt ggaacccagg gtgcaaaaag aacttctcgt tcacatttaa
1921 tccaaaccct tgtggggatt cttggtctge tgagatgata agtcgaagca gagttaggat
1981 gacagttatt tgtgtttcgg gatggacctt atctcctacc acagatgtga ttgccaagct
2041 agactggtca attgtcaatg agaaatgtga gcccaccatt taccacttgg ctgattgtca
2101 gaattggtta ccccttaatc gttggatggg aaaattgact tttccccagg gtgtgacaag
2161 tgaggttcga aggatgcctc tttctatagg aggeggtgct ggtgcgactc aagctttctt
2221 ggccaatatg cccaattcat ggatatcaat gtggagatat tttagaggtg aacttcactt
2281 tgaagttact aaaatgagct ctccatatat taaagccact gttacatttc tcatagcttt
2341 tggtaatctt agtgatgcct ttggttttta tgagagtttt cctcatagaa ttgttcaatt
2401 tgctgaggtt gaggaaaaat gtactttggt tttctcccaa caagagtitg tcactgcttg
2461 gtcaacacaa gtaaacccca gaaccacact tgaagcagat ggttgtccct acctatatge
2521 aattattcat gatagtacaa caggtacaat ctccggagat tttaatcttg gggtcaagct
2581 tgttggcatt aaggattttt gtggtatagg ttctaatccg ggtattgatg gttccegcett
2641 gcttggagct atagcacaag gacctgtttg tgctgaagcc tcagatgtgt atagcccatg
2701 tatgatagct agcactcctc ctgctccatt ttcagacgtt acagcagtaa cttttgactt
2761 aatcaacggc aaaataactc ctgttggtga tgacaattgg aatacgcaca tttataatcc
2821 tccaattatg aatgtcttgc gtactgctgc ttggaaatct ggaactattc atgttcaact
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2881 taatgttagg ggtgctggtg tcaaaagagc agattgggat ggtcaagtct ttgtttacct
2941 gcgccagtcce atgaaccctg aaagttatga tgcgcggaca tttgtgatct cacaacctgg
3001 ttctgccatg ttgaacttct cttttgatat catagggccg aatagcggat ttgaatttge
3061 cgaaagccca tgggccaatc agaccacctg gtatcttgaa tgtgttgcta ccaatccecag
3121 acaaatacag caatttgagg tcaacatgcg cttcgatcct aatttcaggg ttgccggcaa
3181 tatcctgatg cccccatttc cactgtcaac ggaaactcca ccgttattaa agtttaggtt
3241 tcgggatatt gaacgctcca agegtagtgt tatggttgga cacactgcta ctgctgctta
3301 actctggttt cattaaattt tctitagttt gaatttactg ttatttggtg tgcatttcta

3361 tgtttggtga gcggttttct gtgctcagag tgtgtttatt ttatgtaatt taatttcttt

3421 gtgagctcct gtttagcagg tcgtcecttc agcaaggaca caaaaagatt ttaattttat

3481t

Los codones de inicio en las posiciones 115, 161, 512 y 524 del segmento del genoma de ARN-2 de CPMV se
muestran en negrita y subrayado.

Tabla 2
Oligonucledétidos utilizados en la mutagénesis de la regién en 5' de los clones de pM81-FSC-2
Oligonucledtido  [Secuencia Mutacion

CTTGICTTTICTTGCGTGAGCGATCTT

A115G-F Elimina AUG (—»GUG) en 115
CAACG eliminando la traduccion de uORF
CGTTGAAGATCGCTCACGCAAGAAAG

A115G-R
ACAAG
GGCACCAGTACAACGTITICTTTCAC

U162C-F Elimina AUG (—ACG) en 161
TGAAGCG eliminando la traduccion de AUG 161
CGCTTCAGTGAAAGAAAACGTTGTAC  [oreniendo a la bez la secuencia de

U162C-R

TGGTGCC

Los nucledtidos mutantes de los oligonucleétidos usados en la mutagénesis de la region 5' de los clones pM81-FSC-
2 se muestran en negrita.

TABLA 3
Secuencia tatattctgc ccaaatttga aatggaaagc attatgagcc gtggtattcc
CPMV de tipo
salvaje de la
Tabla 1
Secuencia tatattotge ccaaatttgT Catghaaage attatgagec gt Tt
mutada en atgd. g atgagcc gtggtattcc
pM81-FSC-1 50%

BspH1
Secuencia tatattctge ccaaattCGC GACGATCGTA CTCTCGAGGC CT
mutada en
pM81-FSC-2 507

Nrul Xhol

Las diferencias de nucleétidos entre la secuencia de los vectores pM81-FSC-1 y pM81-FSC-2 y la secuencia CPMV
de tipo salvaje de la Tabla 1 se muestran en mayusculas.

30



ES 2537 198 T3

LOCUS pMB1-FSC1 7732 pb ADN

10-0CT-2007
CARACTERISTICAS Localizacion/ Modificadores
S'UTR 342..501
Jmtifkey="52"

promotor

terminador

mat_ péptido

misc_feature

promoctor

rep_origen

rep_origen

mat_ péptido

mat_péptido

/label=CPMV\RNAZ\5'UTR
27..341

/vntifkey="29"
/label=CaMV\358\promoter
4669..4921
fvntifkey="43"
flabel=Nos\ Terminator
3712, .4422
/vntifkey="g4"
{label=GFP

4432..4615
Jvmeifkey="50"
/label=CEMV\RNA2\3'UTR
complement (S944..6804)
Jyntifkeyavgn
/label=AmpR
campianlntlvasl..Tslsi
/wntifkey="21"
flabel=lacZ a
complement (6846. .6874)
Jmtifkey="30"
flabel=AmpR\promoter
complement (7067..7373)
Jvntifkey="33"
/label=f1_origin

~ complement (5170..5789)

Jvntifkey="33"

/labal=pBR322 origin
502..1878

Jmtifkey=rg84"
flabel=CPFMV\Movement \Proteln
1879..2999

31
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/vncifkey="84"
/label=CPMV\Lg. \Coat\Protein
3000..3638

Jvntifkey="g4v
/label=CPMV\Sm.\Coat\Protein

2105 a

1682 ¢

1770 g

2175 ¢t

l ttaattaaga attcgagcte caccgcggaa acctcocctogg attccattge ccagotatct

61l gtcactttat tgagaagata gtggaaaagg aaggtggctc ctacaaatge catcattgeg

121
181
241
ol
igl
421
481
541
601
GEL
T2l
781
841
a0l
961
1021
1081
1l41
1201
1261
13zl
138l
1441
1501
1361
le2l
1681
1741
1801
la6l

ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgrga
acocctbocte

ggccatcgtt
gagcaktegtyg
tatctecact
tatataagga

gaagatgcect
gaaaaagaag

gacgtaaggg
agttecattte

atttggagag

ctgeocgacag
acgtteccaac
atgasggcaca

tggtcccaaa
cacgtcottca
atececactat
gtattaasat

tttgataaaa
tctcttaaag
tegtgetteg
tggacacgta
cttgggaaaa
tetgotgact
tacttettte
acagagtttt
cccaaatttg
apagctatte
aagcctgagyg

gogaacatgg
caaacttete
gocaccagtac
gkgcggegece
gaaagettge
ttcggocgggt
tecttettct
ccegtggttt
tcatgaaaag
agttcaaacyg
atatgtatgt

ggaaacccga
tcttgtettt
aatgttttct
attasataac
tggaggetge
goaatatcte
tgetgattgg
tcgaacttgyg
cattatgage
tgccaaagaa
gtctcacackt

accaaacctt
cttgecatgag
ttcactgaag
gtgtacttgt
tgtteagece
tacttctger
ttctataaga
agaaagattg
cgtggtattc
gggaataaac
tctaaatgga

cttectaaact
cgatcttcaa
cgaaatcaaa
cotatbctty
catacattac
tgacgaggta
aatctagtat
ttaageottct
cttcaggaat
ccttgaagga
atgtgctcag

caaaagactg
cttacgggea
aaaacacttg
cacattggag
ggaggettte
tttgttgctc
geacetgtat
gatattgtecc
tccatagaga
gctgtigttg
acagaagaaa
asgttatcca
tetggcaaag
Ectgeggeac
aatgtggctt

tggatcttte
acatcttgge
cgatggocag
caattgagat
tgettgtgga
caatgcgggg
tatgtgater
agggtagececa
aatctcacac
tagaatactt
aactteoggte
attcctgoaa
aagcagaaaa
ccaagcaata
ttecacaaat

caaagcagckt
acaaccaaca
tgatttrate
tattatccag
ttctttacac
aggaagacca
gaacaataga
agtagcagaa
cectbcccaa
aggcagacag
cottaagttt
tgocgoacttt
ccatgcagtt
tgatcctatt
ggagcaaaac

32

gctgggatgg
acagtcttgg
cgtaaggaga
agctttgctt
actgatacag
gtcagagtgyg
Ltcaagctca
gtgagtgtaa
ttgtatacag
acctattgtg
gactttcatg
gtcaagggaa
catgctactg
ttgggacggg
ttgtttgeee

gattcatcaa
atattccegt
atctcaagac
cccctgaaag
ctaatgctat
tgaccttcec
tttgoteakt
atgttgcagg
aggaatttga
ctcagcctag
ttgaacaace
aaagtttgaa
tggtctotog
tgctggatce
ttectttgga

gatggacceeo
aagcaagtgg
ccttogcaag
cttaataggkt

ckctcteate
cgttgtcaga
gatctctttg
tcggtgtggt
ttgttacgat
ttgttgectyg
ttkctttgaa
gtatattctyg
ttcggaggaa
tgagattece
aasaatgagc
taagecatatg
cacaaaggat
ttetgocatt
tgatttgatg
tocgtagoatte
aaatacactg
gocaaactge
atgtgctact
aaaggagggt
caatttaccc
aagtgtecetg
atactctatt
agaagggget
acgaaatggy
tgatacaagc



1921
1581
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
ool
306l
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3B41
3901
3861
4021
4081
4141
4201
4361

tcagttegtg
getatggetg
gattttagag
acagctaceca
ggtgtgaggy
Eggaacccag
tecttggtctg
ggatggacct
gagaaatgtg
cgctggatgyg
ctttctatag
tggatatcaa
toctceatata
teeggttEet
tgtactttgg
agaaccacac
acaggtacaa
gtggtatagg
gacectgtttyg
ctgctoccatt
coctgttggtg
cgtactgctg
gtcaaaagag
gaaagttatg
tetEttgata
cagaccacct
gtcaacatgc
ccactgtcaa
aagcgtagtyg
aactttgacc
gaagaacttt
cacaaatttt
aaatttactt
tcttatagtg
aagagtgcca
aactacaaga
ttaaaaggta
tataacktcac
ttcaaaatta
aatactccaa
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gttetttgct
gtggtgatgt
ctactgtege
ccaacattte
gtaagtatag
ggtgcaaaaa
ctgagatgat
tatctccoctac
agoccocaccat
gasaattgac
gaggcggtgc
tgtggagata
ttaaagecac
atgagagttt
ttttctececa
ttgaagcaga
tectococggaga
ttctaatceg
tgctgaagee
ttcagacgte
atgacaattg
cttggaaate
cagattaggga
atgecgcggac
tcatagggcc
ggtatcttga
gckttegatee
cggaaacteoe
ttatggttgg
tacttaagtt
tcactggagt
ctgtcagtgg
geactactgg
ttcaatgctt
tgccegaagyg
cacgtgctga
ttgattttaa
acaatgtata
gacacaacat
ttggcgatgy

Egacacaaaa
gttattgogat
tttettgege
tgacaactcg
tactgatgtt
gaactteotecg
aagkcgaagc
cacagatgtyg
ttaccacttg
ttttceccag
tggtgcgact
ttttagaggt
tgttacattt
tcctcataga
acaagagttt
tggttgktoce
ttttatcttg
ggtattgatg
tcagatgtgt
acagcagtaa
gaatacgcac
tggaactatt
tagtcaagte
atttgtgatc
gaatagegga
atgtgttgct
taatttcagg
acecgttatta
acacactgct
agcaggtgac
tgtcccaatt
agagggtgaa
aaaactacct
ttcaagatac
ttatgtacag
agtocaagttt
agaagatgga
catcatggea
tgaagatgga
ccctgteoctt

33

ttecgocacaaa
gnjtntctct
acccatgtta
ggttgttgtt
tatactatct
ttcacattta
agagttagga
attgocaago
gotgategte
ggtgtgacaa
caagctttet
gaacttcact
ctecatagett
attgttcaat
gtecactgett
tacctatatg
gggtcaagct
gttccogett
atagcccatg
actttbgact
atttataatc
catgttcaac
tttgtttace
tcacaacctg
tttgaatttg
accaatccca
gttgocoggoa
aagtttaggt
actgctgcag
gttgagtcca
cttgttgaat
ggtgatgcaa
gttccatgace
ccagatcata
gaaagaacta
gaaggtgata
aacattcttg
gacaaacaaa
agcgttcaac
ttaccagaca

ctegagtttt
atgatgtggt
taacaggcaa
tgatgttgge
gctotraaga
atccaaacce
tgacagtbat
tagactggte
agaattggtt
gtgaggtteg
tggccaatat
ttgaagttac
ttggtaatet
ttgetgaggt
ggtcaacaca
caattattca
tgttggcatt
goettggageot
tatgataget
taatcaacgg
ctccaattat
ttaatgttag
tgegocagte
gttctgccat
c:glaﬁgncc
gacaaataca
atatcctgat
ttcgggatat
cgoctgcaaa
accctdggeoc
tagatggtga
catacggaaa
caacacttgt
tgaaacggca
tatttttcaa
cocctegttaa
gacacaaattc
agaatggaat
tagcagacca
accattacct

gttgtccaag
caatggacaa
aataaaggtg
cataaatagt
ctoccatgacyg
ttgtggggat
ttgtgttteg
aattgteaat
acccgcttaat
aaggatgeet
gocccaattca
taaaatgagc
tagtgatgcc
tgaggaaaaa
agtaaacecce
tgatagtaca
aaggattttt
atagcacaag
agcacteccto
caaadataact
gaatgtcttg
gggtgctggt
catgaaccct
gttgaacttc
atgggccaat
graatttgag
goccococaktt
tgaacgetee
acagctcotta
cagtaaagga
tgttaatggg
acttaccocctt
cactacttte
tgacttttte
ggatgacggyg
tagaatcgag
ggaatacaac
casagttaac
ttatcaacaa

gtoccacacaa



43231
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4381
5041
5101
5141
5221
5281
5341
5401
2461
5521
5581
5641
5701
S761
s821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661

tebtgeccttEt
acagetgetg
gtttcattaa
gtgagcoggbt
tectgtttag
aaaaadaaaa
atttggcaat
taatttetgt
atgagatggg
aaaatatage
ctotagagte
aggcggttig
cgttcggctg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacge
tecococtgga
gtcogecttt
cagtteggtg
cgacegeotge
ategocactyg
tacagagtte
ctgogotctyg
acaaacecace
aaaaggabckt
aaactecacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgee
ceccagtget
aaaccagcca
ccagtctate
caacgttgtt
attcageteos
agcggttageo
actcatggtt
ttectgtgact
ttgcteottge
gctecateatt
atccagtteg
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cgaaagatee
ggattacaca
attttecttta
tbctgtgete
caggtegtec
aaagaccgggd
aaagtttctt
tgaattacgt
tttttatgat
gogoaaacta
tcaagcttgg
cgtattggge
cggcgagegy
aacgcaggaa
gcgttgotgy
tcaagtcaga
agcteccteg
ctocettegy
Eaggtegttc
gecttatecyg
gecagcageca
ttgaagtggt
ctgaagccag
getggtageg
caagaagate
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatea
tgacteoccocg
gcaatgatac
gocggaaggyy
aattgttgee
gocattgota
gagttcecaac
tocctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggogtoaa
ggaaaacgtt
atgtaaceca

caacgaaaay
tggecatggat
gtttgaattt
agagtgtgtt
cttcagecaag
aattcgatat
aagattgaat
taagcabgta
tagagbcccocg
ggataaatta

cgogocaget

geckcttecoge
tgtcngctci
agaacatgtg
cgtttttoca
ggtggcgaaa
tgegctctec
gaagcegtgge
gctccaagct
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggttettt
ctttgatctt
tggttatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
tcgtgtagat
cgcgagacce
cocgagogcag
gggaagctag
caggcategt
gatcaaggcg
ctcogakbogt
tgcataatte
caaccaagte
tacgggataa
ctteggggeg
ctogtgcace

34

agagaccaca
gaactatacsa
actgttattc
tntbttltg£
gacacaaaaa
caagcttatc
ccbtgttgoeog
ataattaaca
caattataca
tegegegegg
gcattaatga
ttectegote
ctcaaaggceg
agcaaaaggc
taggcteoge
cccgacagga
tgttocgace
gectttctecatk
gggctgtgtg
tcttgagtcc
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgeaag
ttctacgggg
attatecaaaa
ctaaagtata
tatctocageg
aactacgata
acgotcacog
aagtggtect
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tecttactgte
attctgagaa
taccgocgoca
aaaactcktca
caactgatct

tggtecttet
aataaaggee
ggktgkgcatk
aattbaattt
gattttaatt
gacctgcaga
gtcttgeogat
tgtaatgeat
tttaatacge
tgtecatctat
atecggocaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaazgg
ceccectgacyg
ctatasagat
ctgccgctta
agctcacget
cacgaaccoc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtlgntutt
cagcagatta
tectgacgete
aggatetbca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gocaactttat
tcgocagtta
tcgtogtetyg
tececoatgt
aagttggccg
atgccatceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tecageocatette

tgagtttgta
tttaactectg
tectatgtttg
ctttgtgage
ttattaaaaa
tcgttcaaac
gattatcata
gacgttattt
gatagaaaac
gttactagat
gcgcggggag
tgcgcteggt
tatecacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggegtt
cocggatacct
gtaggtatcect
ccgttoagee
gacacgactt
taggecggtge
tatttggtat
gatccggocaa
cgocgtagaaa
agtggaacga
cctagateeot
cttggtetga
tteghteate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgockEccat
atagtttgeg
gtatggctte
tgtgcaaaas
cagtgttatc
taagatgeckt
ggcgaccgay
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac



6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681

/1

cagcgttbet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttocgoge
aaattcgogt
aaaatccctt
aacaagagke
cagggcgatg
cgtaaagcac
cocggegaacy
gcaagtgtag
cagggcgegh
gocetottege
gtaacgocag
gktaatcakgg
catacgagcc
acttaattgeg
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gggtgagcaa
tgttgaatac
cttatgagcg
acattteecce
taaatttttyg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaateggaa
tggcgagaaa
cggtcacgct
ccecattegee
tattacgcca
ggtttbcoca
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgogeckoac

aaacaggaag
tcatactett
gatacatatt
gaaaagtgee
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccateca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gogocgtaacc
attcaggetg
gctggegaaa
gtcacgacgt
ttocctgtgtyg
agtgtaaagc
tgocegotte

35

geaaaatgeco
cotttttcaa
tgaatgtatt
acctaaattg
Ccatttttta
gagatagggt
tccaacgtoa
ccctaatcaa
agcccoogat
azagcgaaag
accacacceg
egcaactgtt
gggggatgtyg
tgtaaaacga
aaattgetat
ctggggtgec
ccagtoggga

gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagegttaa
accaataggc
Egagtgttgt
aagggcgaaa
gttetttggg
ttagagcttg
gagegggoge
cegogettaa
gggaagggey
Etgcaaggeg
cggoccagtga
cogotcacaa
taatgagtga
aacctggcge

gaataagggc
gecatttatca
aacaaatagg
tattttgtta
cgaaatcgge
tccagtttgg
aaccgtckat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggcgctyg
tgcgoegeta
atcggtgegg
attaagttgg
gtactttggc
ttccacacaa
gctaactcac
gec
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Secuencia de nucledtidos de pM81-FSC-2

Locus pMB1-FSC2 4173 pb ADM cireular
10-0CT-2007
CARACTERISTICAS Localizacion/ Modificadores
rep origen complement (1271..1890)
Jvneifkey="33n
/label=pBR322_origin
rep origen complement (3168..3474)
Jvneifkey="33n
/label=fl origin
promotor complement (25947. .2978)
Jvntifkey="30"
/label=AmpR\promoter '

migc_feature complement (3492, .3647)
Jvntifley="21"
/label=lacZ_a

cDs complement (2045..2905)

" Jvntifkey="4"

/label=AmpR

3'UTR £33..716
Smeifkey="50"
/label=CEMV\RNAZ\3'UTR

tarminador 770..1022
/vntifkey="43"
/label=Nos\Terminator

promotor 3855..4173

Jyntifkey="29"
/label=caMV\355\promoter

5'UTR 1..160
Jvmtifkey="52"
/label=CPMV\RNAZ\5'UTR

mige_feature 507..532
/vntifkey="21"
/label=FSC-2\MCS

RECUENTO DE BASES 1020 a 969 © 982 g 1132 t
ORIGEN

1 tattaaaatc ttaataggtt ttgataaaag cgaacgtggg gaaacccgaa ccaaacctte
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61 ttctaaactec tctectcatet ctettaaage aaactbckct cttgbtetbte ttgeoatgage

1231
181
241
301
iel
421
481
541
601
661
721
781
841
201

gatcttcaac
gaaatcaaag
ctattecttgt
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema de expresion génica que comprende:

(a) una secuencia potenciadora de la expresiéon derivada del segmento del genoma de ARN-2 de un virus de
ARN bipartido de Comoviridae, en el que se ha mutado un sitio de inicio de traduccion en el segmento del
genoma de ARN-2, en donde el segmento del genoma del ARN-2 de tipo salvaje del virus Comoviridae codifica
dos carboxiproteinas coterminales a través de dos sitios de inicio de traduccion diferentes situados en el mismo
marco de lectura del triplete, en donde el sitio de inicio mutado es el primero de estos dos sitios de inicio y
corresponde al sitio de inicio en la posicion 161 en el segmento de ARN-2 del CPMV de tipo salvaje; en donde
la secuencia potenciadora de la expresion bien:

(i) comprende al menos una secuencia de 200 nucledtidos del segmento del genoma de ARN-2 que
incluye el sitio de inicio mutado, o

(ii)  tiene al menos una identidad del 70 % con los nucleétidos 1 a 507 del segmento del genoma de ARN-2
de la secuencia de CPMV mostrada en la Tabla 1, y en donde el sitio de inicio en la posicion 161 del
segmento del genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado y

(b) un gen heterdlogo que codifica una proteina de interés
en donde el gen que codifica la proteina de interés esta situado en direcciéon 3' de la secuencia potenciadora y
esta unido operativamente a la secuencia promotora y a la secuencia de terminacion.

2. Un sistema de expresion génica que comprende una construccion de expresion génica que comprende:

(a) una secuencia potenciadora de la expresion derivada del segmento del genoma de ARN-2 de un virus de
ARN bipartido de Comoviridae, en el que se ha mutado un sitio de inicio en el segmento del genoma de ARN-2,
en donde el segmento del genoma del ARN-2 de tipo salvaje del virus Comoviridae codifica dos carboxiproteinas
coterminales a través de dos sitios de inicio de traduccion diferentes situados en el mismo marco de lectura del
triplete,

en donde el sitio de inicio mutado es el primero de estos dos sitios de inicio y corresponde al sitio de inicio en la
posicion 161 en el segmento de ARN-2 del virus del mosaico del caupi (CPMV) de tipo salvaje, en donde la
secuencia potenciadora de la expresion bien:

(i) comprende al menos una secuencia de 200 nucleotidos del segmento del genoma de ARN-2 que incluye
el sitio de inicio mutado, o

(ii) tiene al menos una identidad del 70 % con los nucledtidos 1 a 507 del segmento del genoma de ARN-2 de
la secuencia de CPMV mostrada en la Tabla 1, y en donde el sitio de inicio en la posicion 161 del segmento
del genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado; y

(b) una secuencia heteréloga para facilitar la insercién de un gen que codifica una proteina de interés en el
sistema de expresion génica, en donde la secuencia heterdloga esta situada en direccion 3' del sitio de inicio
mutado en la secuencia potenciadora; y opcionalmente,

(c)unaUTR en 3'.

3. Un sistema de expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1 o con la reivindicacion 2 que comprende o que
comprende ademas una UTR en 3' que se deriva opcionalmente del mismo virus de ARN bipartido.

4. Un sistema de expresion génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el virus de
ARN bipartido es un comovirus, en donde el comovirus es opcionalmente un CPMV.

5. Un sistema de expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la secuencia potenciadora
comprende al menos los nucledtidos 10 a 512, 20 a 512, 30 a 512, 40 a 512, 50 a 512, 100 a 512, 150 a 512, 1 a
514,10 a 514, 20 a 514, 30 a 514, 40 a 514, 50 a 514, 100 a 514, 150 a 514, 1 a 511, 10 a 511, 20 a 511, 30 a 511,
40 a 511,50 a 511, 100 a 511, 150 a 511, 1 a 509, 10 a 509, 20 a 509, 30 a 509, 40 a 509, 50 a 509, 100 a 509, 150
a 509, 1 a 507, 10 a 507, 20 a 507, 30 a 507, 40 a 507, 50 a 507, 100 a 507 o 150 a 507 de una secuencia del
segmento del genoma de ARN-2 del comovirus con dicho sitio de inicio diana mutado.

6. Un sistema de expresién génica de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que la secuencia potenciadora
comprende los nucleétidos 10 a 512, 20 a 512, 30 a 512, 40 a 512, 50 a 512, 100 a 512, 150 a 512, 1 a 514, 10 a
514,20 a 514, 30 a 514, 40 a 514, 50 a 514, 100 a 514, 150 a 514, 1 a 511, 10 a 511, 20 a 511, 30 a 511, 40 a 511,
50 a 511, 100 a 511, 150 a 511, 1 a 509, 10 a 509, 20 a 509, 30 a 509, 40 a 509, 50 a 509, 100 a 509, 150 a 509, 1
a 507, 10 a 507, 20 a 507, 30 a 507, 40 a 507, 50 a 507, 100 a 507 o 150 a 507 de la secuencia del segmento del
genoma de ARN-2 de CPMV mostrada en la Tabla 1, en el que el sitio de inicio en la posicién 161 del segmento del
genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado.
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7. Un sistema de expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la secuencia potenciadora tiene al
menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 90 %, 85 %, 80 % o 75 % de identidad con la secuencia del segmento del
genoma de ARN-2 de CPMV mostrado en la Tabla 1, en donde el sitio de inicio en la posiciéon 161 del segmento del
genoma de ARN-2 de CPMV de tipo salvaje se ha mutado.

8. Un sistema de expresion génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 que comprende:

(a) un promotor;

(b) nucledtidos 1 a 507 de la secuencia del segmento del genoma de ARN-2 del virus del mosaico del caupi
mostrada en la Tabla 1, en donde el AUG en la posicion 161 se ha mutado como se muestra en la Tabla 2,
situada en direccion 3' del promotor;

(c) un gen que codifica una proteina de interés situada en direccion 3' de la secuencia definida en (b);

(d) nucledtidos 3302 a 3481 de la secuencia del segmento del genoma de ARN-2 del virus del mosaico del caupi
mostrada en la Tabla 1, situada en direccion 3' del gen que codifica la proteina de interés; y

(e) un terminador de la nopalina sintasa situado en direccion 3' de la secuencia definida en (d), o que
comprende:

(a) un promotor;

(b) una secuencia potenciadora de la expresion que tiene al menos una identidad del 70 % con los
nuclestidos 1 a 507 del segmento del genoma de ARN-2 de la secuencia de CPMV del virus del mosaico del
caupi mostrada en la Tabla 1, en donde el AUG en la posiciéon 161 se ha mutado, situada en direccion 3' del
promotor;

(c) un gen que codifica una proteina de interés situada en direccién 3' de la secuencia definida en (b);

(d) nucledtidos 3302 a 3481 de la secuencia del segmento del genoma de ARN-2 del virus del mosaico del
caupi mostrada en la Tabla 1, situada en direccion 3' del gen que codifica la proteina de interés; y

(e) un terminador de la nopalina sintasa situado en direccion 3' de la secuencia definida en (d).

9. Un sistema de expresion génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que el virus de
ARN bipartido es un CPMV, y el AUG en la posicion 115 también esta mutado.

10. Un sistema de expresién génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 que comprende:

(a) una primera construccién génica que comprende una secuencia derivada de un ARN-2 truncado de un
genoma de un virus bipartido Comoviridae que incluye al menos un gen extrafio que codifica una proteina
heteréloga de interés unida operativamente a secuencias promotoras y de terminacion, en donde la construccién
génica comprende el sitio de inicio mutado en direccion 5' del gen extraio,

en donde el segmento del genoma del ARN-2 del virus Comoviridae codifica dos carboxiproteinas coterminales a
través de dos sitios de inicio de traduccién diferentes situados en el mismo marco de lectura del triplete,

en donde el sitio de inicio mutado es el primero de estos dos sitios de inicio y corresponde al sitio de inicio en la
posicion 161 en el segmento de ARN-2 del CPMV de tipo salvaje; y opcionalmente,

(b) una segunda construccion génica incorporada opcionalmente en dicha primera construccion génica que
comprende un supresor heterélogo del silenciamiento génico unido operativamente a secuencias promotoras y
de terminacion.

11. Un sistema de expresion génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es un
vector binario de ADN.

12. Un proceso para aumentar la expresion o potenciar la actividad traduccional de una secuencia derivada de un
segmento derivado del genoma de ARN-2 de un virus bipartido Comoviridae, que comprende la mutacién de un sitio
de inicio en el mismo, en donde el segmento del genoma del ARN-2 del virus Comoviridae codifica dos
carboxiproteinas coterminales a través de dos sitios de inicio de traduccion diferentes situados en el mismo marco
de lectura del triplete, en donde el sitio de inicio mutado es el primero de estos dos sitios de inicio y corresponde al
sitio de inicio en la posicion 161 en el segmento de ARN-2 del CPMV de tipo salvaje, en donde dicha mutacién se
realiza mediante:

(i) una mutacion puntual en el sitio de inicio, o
(ii) una delecién de hasta 50 nucledtidos de longitud que incluye dicho sitio de inicio,

en donde dicha mutacién potencia la expresién de un ORF heterdlogo al que esta unida la secuencia.

13. Un método para expresar una proteina heteréloga de interés en un organismo hospedador usando un sistema de
expresion génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el organismo hospedador
es un hospedador eucariota, que es opcionalmente una planta o un insecto.

14. Un método para potenciar la traduccion de una proteina heterdloga de interés a partir de un gen o de un marco

de lectura abierto (ORF) que codifica el mismo, que esta unido operativamente a un segmento de genoma de ARN-2
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de una secuencia derivada de un virus bipartido Comoviridae ,

en donde el segmento del genoma del ARN-2 del virus Comoviridae codifica dos carboxiproteinas coterminales a
través de dos sitios de inicio de traduccién diferentes situados en el mismo marco de lectura del triplete,

que comprende mutar el primero de estos dos sitios de inicio en la secuencia derivada de ARN-2, en donde el sitio
de inicio mutado corresponde al sitio de inicio en la posicion 161 en el segmento de ARN-2 del CPMV de tipo
salvaje,

en donde dicha mutacién se realiza mediante:

(i) una mutacion puntual en el sitio de inicio, o
(i) una delecidn de hasta 50 nucledétidos de longitud que incluye dicho sitio de inicio.

15. Un método de acuerdo con la reivindicacion 13, para expresar una proteina heterdloga en una planta, que
comprende las etapas de:

(a).introducir una construccion de expresion génica que comprende una primera construccion génica que
comprende una secuencia derivada de un ARN-2 truncado de un genoma de un virus bipartido Comoviridae que
incluye al menos un gen extrafio que codifica una proteina heteréloga de interés unida operativamente a
secuencias promotoras y de terminacion,

en donde la construccidn génica comprende un sitio de inicio mutado en direccidon 5' del gen extrafio en una
célula vegetal, en donde el segmento del genoma del ARN-2 del virus Comoviridae codifica dos carboxiproteinas
coterminales a través de dos sitios de inicio de traduccion diferentes situados en el mismo marco de lectura del
triplete,

en donde el sitio de inicio mutado es el primero de estos dos sitios de inicio y corresponde al sitio de inicio en la
posicion 161 en el segmento de ARN-2 del CPMV de tipo salvaje; y opcionalmente,

(b) introducir una segunda construccion génica que opcionalmente se incorpora en dicha primera construccion
génica, que comprende un supresor del silenciamiento génico unido operativamente a secuencias promotoras y
de terminacion en la célula vegetal.

16. Un organismo hospedador transfectado transitoriamente con, y que comprende, un sistema de expresion génica
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el organismo hospedador es opcionalmente
una planta o una célula vegetal.

17. Un organismo hospedador transgénico transformado de forma estable con, y que comprende, un sistema de
expresion génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
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