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DESCRIPCION

Secuencia de ADN artificial con funcién lider optimizada en 5’ (5-UTR) para la expresion mejorada de proteinas
heterélogas en plantas

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a una secuencia de ADN artificial para mejorar la expresion de proteinas
heterdlogas en plantas.

Antecedentes de la invencion

En el campo de la biotecnologia existe una fuerte necesidad de potenciar el nivel de expresion de genes
introducidos en los organismos relativos. Este nivel a menudo es insatisfactorio y representa una barrera para la
aplicacién industrial de innovaciones en la biotecnologia de plantas y animales. Existe una cantidad de datos que
avalan la importancia de la regién lider en la regulacion de los niveles de expresiéon génica, mientras que hay varios
elementos estructurales que caracterizan la capacidad de regulacién de los mismos.

En este caso, la secuencia lider no traducida en 5' (5'-UTR), como se propone en vectores ampliamente difundidos
(por ejemplo, pBl121 y derivados, pCAMBIA y derivados), tiene numerosos defectos que la convierten en
inadecuada para dirigir niveles adecuados de expresién génica en organismos modificados genéticamente. En
particular, cuando se han de aumentar al maximo los rendimientos (por ejemplo, el uso de plantas como fabricas de
células para compuestos Utiles para el ser humano), es necesario eliminar las restricciones de la produccién
ejercidas por la secuencia 5-UTR. Con este fin, se ha propuesto un lider Q (una secuencia que existe de forma
natural en el virus del mosaico del tabaco, TMV) en plantas. No obstante, esto también tiene imperfecciones y
redundancias, por lo que caben mejoras.

Se sabe que la region poli(CAA) en el potenciador de la traduccion presente en la lider Q del TMV (Gallie y Walbot
1992 Nucleic Acids Res., 20, 4631-4638) potencia significativamente los niveles de expresion, es decir, tiene un
efecto positivo sobre los niveles de traduccion de proteinas heterélogas in vitro e in vivo (Gallie et al. 1988a Nucleic
Acids Res., 16, 883-893, Gallie et al. 1988b Nucleic Acids Res., 16, 8675-8694, Gallie 2002 Nucleic Acids Res., 30,
3401-3411). La regidn lider Q, una secuencia de poli(CAA) se asocia con 3 repeticiones de la secuencia ACAATTAC
(Gallie et al. 1988a), pero en estudios de deteccion se ha demostrado que el elemento regulador responsable de
potenciar los niveles de expresion puede consistir en una sola copia de la secuencia ACAATTAC en combinacion
con el motivo (CAA)n (Gallie y Walbot 1992).

También se sabe que el sitio de iniciaciéon de la transcripcion (/nr) del promotor 35S de CaMV (Guilley et al. 1982
Cell, 30, 763-773) favorece una proteccion eficiente en los extremos del ARNm.

Adicionalmente, se sabe que muchos lideres vegetales (Bolle et al. 1996 Plant Mol. Biol. 32, 861-868) tienen una
secuencia rica en elementos CT y que las secuencias ricas en TC pueden alterar los niveles de transcripcion (Chen
et al. 1996 J. Virol., 70, 8411-8421).

Se sabe que las secuencias que tienen una longitud de més de 40 nucleétidos estimulan el reconocimiento del
primer AUG como auténtico codén inicial de la traduccion (Kozak 1989 J. Cell. Biol., 108, 229-241). Por ejemplo, se
ha observado que la extension del lider de 29 a 74 nt produce un incremento del nivel de traducciéon del ARNm in
vitro (Kozak 1991, J. Biol. Chem., 266, 19867-19870) e in vivo (Gallie y Walbot 1992). No se recomiendan las
secuencias lider con un mayor contenido de A/T producen niveles de expresién mas altos, ya que la formacion de
segmentos de ARNm bicatenario, debido al plegamiento de la molécula sobre si misma. De hecho, es cierto que
dichas estructuras secundarias tienen un efecto depresor sobre la eficiencia de la traduccion (Pelletier y Sonenberg
1985 Cell, 40, 515-526; Kozak 1986 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 2850-2854). Ademas, se ha observado que la
introduccion de porciones de 5-UTR d e origen viral en lideres vegetales se puede reflejar en un incremento de los
niveles de expresion de las proteinas indicadoras (Dowson Day et al. 1993 Plant Mol. Biol., 23, 97-109).

El proposito de la presente invencion es obviar los inconvenientes del estado de la técnica y conseguir una
secuencia lider que aumente los niveles de expresion de las proteinas recombinantes en plantas.

El solicitante ha concebido, probado y plasmado la presente invencién para superar los inconvenientes del estado de
la técnica y obtener estos y otros propoésitos y ventajas.

Sumario de la invencion

La presente invencion se expone y caracteriza en las reivindicaciones independientes, mientras que las
reivindicaciones dependientes describen otras caracteristicas de la invencion o variantes de la idea principal de la
invencion.

De acuerdo con el propésito anterior, una secuencia de ADN artificial que tiene una funcién lider en 5' (5'-UTR), en lo
sucesivo en el presente documento indicada por LL-TCK, se acuerdo con la presente invencion comprende de forma
simultanea elementos favorables a la expresién génica, tal como elementos de tres nucle6tidos repetidos CAA en
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combinacion con elementos dinucleotidicos repetidos CT.

La secuencia LL-TCK de acuerdo con la presente invencion se obtuvo por medio de sintesis artificial y es el fruto del
intelecto, ya que no existe en la naturaleza.

La secuencia LL-TCK de acuerdo con la presente invencion proporciona la combinacién de elementos
trinucleotidicos CAA con elementos dinucleotidicos CT y una modificacion de las secuencias que activan la
traduccion presente en el lider Q.

La secuencia de acuerdo con la presente invencion contiene una regién poli(CAA), es decir, un oligonucleétido que
consiste en 9 0 mas copias del elemento CAA, preferentemente, aunque no necesariamente, contiguas entre si.

La secuencia de acuerdo con la presente invencion contiene una region poli(CT), es decir, un oligonucleétido que
consiste en 4 0 mas copias del elemento CT, preferentemente, aunque no necesariamente, contiguas entre si.

La presente invencién proporciona que la secuencia contiene una o mas copias del octamero ACAATTAC.

Una secuencia obtenida de la combinacién de las secuencias con una region poli(CAA) y de aquellas con una region
poli(CT) también entran en el campo de la presente divulgacién.

Una secuencia obtenida de la combinaciéon de las secuencias con una regién poli(CAA) y de aquellas con una o mas
copias del octamero ACAATTACC también entran en el campo de la presente divulgacion.

Adicionalmente, una secuencia obtenida de la combinacion de las secuencias con una region poli(CT) y de aquellas
con una o mas copias del octdmero ACAATTACC también entran en el campo de la presente divulgacion.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una secuencia obtenida de la combinacién de las secuencias
con una regién poli(CAA), aquellas con una region poli(CT) y aquellas con una o mas copias del octamero
ACAATTACC. Adicionalmente, de nuevo de acuerdo con la presente divulgacién, es posible proporcionar una
secuencia obtenida de la combinaciéon de una o més de las secuencias anteriores con el sitio Inr de 35S de CaMV,
es decir, el sitio de iniciacién de la transcripcion del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor.

La secuencia LL-TCK de acuerdo con la presente invencién es, por tanto, capaz de incrementar los niveles de
expresion de las proteinas heterélogas en plantas transgénicas. De acuerdo con una solucion ventajosa de la
presente invencion, la nueva secuencia LL-TCK se sintetizé para crear una combinacion de los elementos siguientes
de acuerdo con un patrdn original, Unico de su tipo:

(1) sitio de iniciacion de la transcripcion (/nr) del promotor 35S del CaMV para una proteccién eficiente de los
extremos del ARNm;

(2) region poli(CAA) similar al potenciador de la transcripcion presente en el lider Q del TMV;

(3) una secuencia rica en elementos CT, como muchas lideres vegetales.

Adicionalmente, la secuencia LL-TCK tiene una longitud de méas de 40 nucledtidos con el fin de estimular el
reconocimiento del primer AUG como el auténtico codén de iniciacion de la traduccion (Kozak 1989) y un contenido
global de G+C de menos del 40 %.

De acuerdo con la solucion concreta de la presente invencion, la secuencia LL-TCK es la que se muestra en la SEC
ID N® 1 (5-3").

Es posible prever que las mutaciones pequefias en la secuencia LL-TCK no alteren su eficacia y, por esta razén, la
presente divulgacion también se refiere a secuencias lider derivadas de la presente secuencia, por ejemplo tras
delecion o duplicacion de un triplete CAA, sustitucién o delecion de una unica base, etc.

La innovacion de LL-TCK consiste en el hecho de que se une en una Unica lider un elemento poli(CAA) modificado,
un octamero de la lider Q del TMV y una secuencia rica en CT de origen vegetal.

La secuencia artificial LL-TCK de acuerdo con la presente invencion proporciona la presencia de un Unico octamero
ACAATTAC asociado con 9 repeticiones de CAA localizadas en la posicion 5’ con respecto al octamero.

Dado que el triplete ATT dentro del elemento ACAATTAC puede representar un sitio de iniciacion de la traduccién
no canénico (Tyc et al. 1984 Eur. J. Biochem., 140, 503-511, Schmitz et al. 1996 Nucleic Acids Res., 24, 257-263),
en la secuencia lider LL-TCK, este triplete se ha introducido en marco con un codén de terminacion.

Adicionalmente, en la secuencia lider artificial LL-TCK se ha afadido un elemento (CT)s4 en el extremo 3' del
elemento regulador obtenido de la union del octamero ACAATTAC con la secuencia poli(CAA). La combinacion de
estos dos elementos, el efecto positivo de cada uno de los cuales sobre la expresién génica se conoce, nunca se ha
encontrado en la naturaleza ni previamente preparada por el ser humano.

La secuencia lider LL-TCK, que combina estos dos elementos, produce una potenciacion tanto del nivel de la
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traduccion como del nivel de la transcripcion del gen afectado.

Este efecto se ha demostrado comparando los niveles de expresion del gen uidA obtenidos en plantas de tabaco
(Nicotiana tabaccum) transformadas con las construcciones 35S-LL-TCK:: uidA (pSTART) y 35S::uidA (pBI121 con
la secuencia lider original). El vector pSTART se obtuvo sustituyendo la secuencia lider en pBI121 (Clontech) por LL-
TCK. En particular, el objeto de la sustitucion y manipulacién fue la secuencia pBl121 comprendida entre la regidn
Inr (ACACG) y el sitio de restriccion Xba | (TCTAGA). La secuencia de nucleétidos que flanquea el codén inicial de la
traduccién de uidA se mantuvo sin alterar en las dos construcciones para prevenir la variabilidad en el
reconocimiento del codon AUG.

La eleccion de usar la enzima beta-glucuronidasa (GUS) codificada por el gen uidA como proteina indicadora vino
determinada por el hecho de que en el tabaco no se puede observar actividad de tipo GUS nativo y el nivel de
expresion del transgén uidA se puede medir por medio de un ensayo fluorimétrico (Jefferson et al. 1987 EMBO J., 6,
3901-3907) caracterizado por una sensibilidad, precision, velocidad y facilidad de ejecucion considerables.

Las lecturas fluorimétricas relacionadas con la actividad GUS enzimatica, medida como ha descrito Jefferson (1987)
en plantas regeneradas tras la transformacién (generaciéon T1) han mostrado cémo la presencia de la secuencia lider
LL-TCK produce un incremento considerable del nivel de expresion del gen uidA (hasta 15 veces) en comparacion
con la construccion original.

El analisis de la varianza permitié establecer que las diferencias halladas entre las dos poblaciones de tabaco
consideradas (transformadas con pSTART y pBI121) son estadisticamente significativas, como lo son las diferencias
entre los que mejor expresan de los dos grupos.

Con el fin de excluir los efectos que derivan de las variaciones epigenéticas, el analisis se repitid en las progenies Tz
obtenidas de la autofertilizacion de los mejores transformantes primarios. También en este caso, las plantas
transformadas con pSTART mostraban niveles de expresién para el gen uidA que eran mucho mas altos que los
obtenidos con pBI121. En particular, se observé un incremento igual a 8,6 veces en la actividad, considerando todas
las plantas en su totalidad, e igual a 12,5 veces considerando solo lo que expresan por encima de la media.

Con el fin de determinar el efecto LL-TCK sobre la transcripcién del gen uidA, se seleccionaron las plantas T2 (10
plantas para pBl121 y 13 plantas para pSTART) caracterizadas por niveles de Gus intermedios para el analisis de
los niveles de transcritos por medio de RT-PCR en tiempo real. Comenzando con el ARN total extraido de cada
planta, se sintetiz6 el ADNc usado como molde en la RT-PCR en tiempo real. Se usaron dos pares de cebadores
(uno especifico del gen uidA y uno para el gen endégeno del ARN 18S) y la mezcla maestra para PCR SYBR-Green
(Applied Biosystems). La correcta cuantificacion se hizo posible preparando 2 lineas de calibracién (una para el
transgén y una para el gen enddgeno) por medio de diluciones en serie de los plasmidos control. El nivel de
transcripcion del gen uidA se calculé después en términos relativos para cada muestra, por medio de la proporcién
en porcentaje entre la cantidad de ARNm detectado para el transgén y la correspondiente cantidad de ARN 18S
ribosémico.

Este andlisis permitié verificar en las plantas pSTART un nivel promedio del transcrito para el gen uidA 1,7 veces
mas alto que el hallado en las plantas pBI121.

Para 7 pares de plantas pSTART y pBI121 caracterizadas por valores de transcritos similares, se calculo el IET
(indice de eficiencia traduccional). El IET es equivalente a la proporcién entre el valor de la proteina GUS medido on
el ensayo fluorimétrico y el valor relativo normalizado del ARNm determinado mediante la RT-PCR en tiempo real.
Comparando el IET, esta claro que la nueva secuencia lider LL-TCK no solo tiene un efecto sobre los niveles de
ARNm, sino que también produce un incremento de la eficiencia de la traduccion del ARNm.

La secuencia LL-TCK permite incrementar el nivel de expresién de una proteina heter6loga actuando sobre el nivel
del contenido de ARNm en relacién con el gen afectado y también sobre el nivel de la cantidad final de proteina
presente.

El efecto de LL-TCK se estudi6 en el tabaco, usando el promotor constitutivo de 35S del CaMV y el gen uidA que
codifica la enzima beta-glucuronidasa (GUS), pero otros usos son posibles, en combinacion con otros promotores y
otros genes.

Aunque en los ejemplos en el presente documento indicaron que la secuencia lider LL-TCK en combinacién con el
promotor 35S del CaMV para la potenciacién de la expresion de uidA en plantas de tabaco, dicha secuencia lider se
us6 on éxito también en tabaco y patata aguas abajo del promotor rbcS1 inducible por luz (n® de acceso en GenBank
AY163904) y en arroz aguas abajo del promotor de glub4 dependiente de fase especifico de endospermas (n° de
acceso en GenBank AY427571). Los genes usados en estos experimentos fueron los que codifican el anticuerpo
BCL1 murino, la beta-glucosidasa humana y un polimero sintético similar a la elastina. Dado que no se registrd
ninguna pérdida de funcionalidad en los experimentos llevados a cabo con genes no relacionados caracterizados por
una longitud diferente, la composicién de bases y la estructura bajo el control de los promotores con una actividad
transcripcional dispar y expresados en especies dicotiledoneas asi como en monocotiledéneas, se puede afirmar
que la utilidad de la secuencia lider LL-TCK o 5-UTR de composicion similar es general, es decir no esté limitada a
determinados promotores y/o secuencias de codificacién y no esta limitada a determinadas especies huésped. Por
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tanto, las formas de realizacion preferidas de la presente invencion estan comprendidas en un intervalo de
aplicaciones biotecnolégicas, incluida la resistencia a tensiones bidticas/abidticas y herbicidas, la produccion de
biocombustibles, bioplasticos, biopolimeros sintéticos y enzimas industriales, la preparacién molecular de productos
biofarmacéuticos (por ejemplo, anticuerpos y sus fragmentos, vacunas, enzimas humanas, citoquinas y factores de
crecimiento), la mejora de los alimentos, los piensos y la calidad de la fibra, el desarrollo de sistemas génicos
indicadores y marcadores.

Adicionalmente, entra dentro del campo de la presente invencion construir, dentro de los vectores de expresion de
plantas, 5'-UTR en las que los siguientes elementos estan presentes de forma simultanea. El sitio /nr de CaMV 35S,
poli(CAA)n, octamero ACAATTAC, poli(CT)n, en la que n es cualquier nUmero mayor que o igual a 2.

Todas las posibles combinaciones de los elementos que constituyen la secuencia lider 5-UTR como se ha
expresado anteriormente, o en las variantes relativas, con independencia de su posicién 5'-3' relativa, entran dentro
del campo de la presente divulgacion.

Adicionalmente, la presente invencién también se refiere a las secuencias complementarias a las descritas
anteriormente, o las variantes relativas.

De acuerdo con una variante, la secuencia de acuerdo con la presente invencién tiene una longitud comprendida
entre 20 y 200 nucledtidos, preferentemente entre 40 y 150 nucleétidos.

De acuerdo con una variante, la secuencia de acuerdo con la presente invencion tiene un contenido de G+C de
menos del 60 %, preferentemente menos del 50 %.

Uno o mas cebadores e amplificacion también entran dentro del campo de la presente divulgacion, que comprende
una secuencia de nucledtidos seleccionada de un grupo que comprende las secuencias de nucledtidos mostradas
en las SEC ID N® 2-7 o una complementaria de las mismas.

De acuerdo con otra forma de ejecucion de la presente invencion, la secuencia de acuerdo con la presente invencién
se puede obtener mediante:

a) sintesis artificial:
b) procesos naturales o inducidos de recombinacién o mutacion dentro de secuencias naturales o artificiales.

Una caracteristica de la presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para la sintesis artificial de una
secuencia como se ha descrito anteriormente, usando uno o méas de dichos cebadores de amplificacién.

Las secuencias lider naturales 5-UTR que se pueden descubrir y que, para un experto en la técnica parecen
variantes no importantes, siempre que tengan una funcionalidad similar, de la secuencia de acuerdo con la presente
invencion, también entran dentro del campo de la presente divulgacion.

Las secuencias que derivan de procesos de mutacion de la secuencia de acuerdo con la presente invencion que
parece, para un experto en la técnica, que generan variantes no importantes, siempre que sean funcionalmente
similares, de la secuencia de acuerdo con la presente invencion, también forman parte de la presente divulgacion;
las mutaciones se refieren de forma independiente a deleciones, inserciones, transiciones, transversiones de uno o
mas nucleétidos en la secuencia de acuerdo con la presente invencién o en la secuencia complementaria a la
misma.

La presente invencién también se refiere a las cepas bacterianas portadoras de plasmidos que contienen la
secuencia de acuerdo con la presente invencion, con particular referencia a las especies Escherichia coli,
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes.

La presente invencion también se refiere a cepas bacterianas modificadas genéticamente que contienen la
secuencia de acuerdo con la presente invencion, con independencia del tipo de organismo huésped.

Adicionalmente, las células vegetales transformadas con vectores de expresiéon que contienen la secuencia de
acuerdo con la presente invencion bajo el control de un promotor constitutivo también entran dentro del campo de la
presente invencion.

Lo siguiente también esta cubierto por la presente invencion:

- células vegetales transformadas con los vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la
presente invencién bajo el control de un promotor especifico de tejido y, en particular, especifico de semillas;

- células vegetales transformadas con los vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la
presente invencidn bajo el control de un promotor inducible;

- células vegetales transformadas con los vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la
presente invencidn bajo el control de un promotor con actividad transcripcional dependiente de fase;

- células vegetales transformadas con los vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la
presente invencién bajo el control de un promotor activo en el cloroplasto;
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- células vegetales transformadas con los vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la
presente invencién bajo el control de un promotor activo en las mitocondrias;

La presente divulgacion también comprende plantas caracterizadas por la expresién transitoria de cualquier proteina
cuyo ARN mensajero contenga la secuencia de acuerdo con la presente invencion, entendiéndose que la expresion
transitoria significa la produccién de dicha proteina por medio de vectores virales, agroinfiltracion, electroporacion,
liberacion de particulas.

La presente invencion también se refiere a plantas dicotiledoneas, con referencia concreta, aunque no
exclusivamente, a las especies pertenecientes a las familias de Solanaceae, Papilonaceae y Cruciferae,
transformadas de forma estable con vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la presente
invencion, y también a progenies de dichas plantas dicotiled6neas.

La presente invencién también se refiere a plantas monocotiledoneas, con referencia concreta, aunque no
exclusivamente, a las especies pertenecientes a la familia de Graminaceae (Poaceae), transformadas de forma
estable con vectores de expresion que contienen la secuencia de acuerdo con la presente invencion, y también a
progenies de dichas plantas monocotiledéneas.

La presente invencidn tiene una aplicacién industrial ventajosa, ya que también se refiere al uso de la secuencia de
acuerdo con la presente invencion para una u otra de las actividades siguientes:

- la produccion biotecnologia de moléculas;

- la sintesis de proteinas recombinantes;

- la sintesis de proteinas recombinantes destinadas a inducir resistencia a patdégenos viricos, bacterianos o
fungicos;

- la sintesis de proteinas recombinantes destinadas a inducir resistencia a herbicidas;

- la sintesis de proteinas recombinantes destinadas a obtener una composicion alterada en acidos grasos en el
material bruto y productos que derivan de los mismos;

- la sintesis de proteinas recombinantes destinadas a obtener un valor nutricional alterado del material bruto y
productos que derivan de los mismos;

- la sintesis de proteinas recombinantes destinadas a la produccién de combustibles, gomas y bioplasticos;

- la sintesis de enzimas industriales y proteinas comerciales;

- la sintesis de proteinas farmacéuticas;

- la sintesis de vacunas administradas por via oral, destinadas a seres humanos y a animales;

- la sintesis de vacunas inyectables, destinadas a seres humanos y a animales;

- la sintesis de vacunas inyectables especificas del paciente, preferentemente especificas de idiotipo, para su uso
en el tratamiento de tumores del sistema linfatico;

- la sintesis de proteinas implicadas en la produccion de metabolitos secundarios;

- la sintesis de proteinas usadas directamente o indirectamente como factores para identificar y/o seleccionar
células transformadas.

Breve descripcion de las figuras

Estas y otras caracteristicas de la presente invencién se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion de
algunas formas de realizacion preferenciales, proporcionadas como ejemplo no restrictivo, con referencia a las
figuras adjuntas en la misma:

- Lafig. 1 es una comparacioén entre las secuencias lider en pBI121 y en pSTART, en la que el sitio de iniciacién
de la transcripcion esta subrayado. Dado que las secuencias entre el sitio Eco RV y el sitio de iniciaciéon de la
transcripcion y entre el sitio Xba | y el triplete ATG de uidA son idénticas en pSTART y en pBl121, se han omitido
parcialmente (puntos);

- Lafig. 2 muestra los niveles de expresion de beta-glucuronidasa (GUS) en las plantas transgénicas Ti:

- La fig. 3 muestra los niveles de expresion de beta-glucuronidasa (GUS) en las plantas transgénicas TT2; las
plantas se agrupan en cuatro grupos, representando cada uno plantas hermanas que descienden de los mejores
transformantes T1. diferencia minima significativa (P = 0,01) = 4,7 U/ mg de proteina total;

- Lafig. 4a muestra los niveles de transcripcion relativos de uidA (gusA) segun se determina mediante RT-PCR en
tiempo real en plantas T2 obtenidas con pSTART y pBI121 caracterizados por niveles de expresién de beta-
glucuronidasa intermedios. ¢ Se identifican los siete pares de plantas con niveles de transcripcién similares;

- La fig. 4b muestra los valores del indice de eficiencia de traduccién (IET) para las plantas Tz con los niveles de
transcripcion similares. El IET se calculd del siguiente modo: para cada transformante, la concentracion de beta-
glucuronidasa (GUS) [U / mg de proteina total] se dividio por el nivel relativo normalizado de ARNm; el IET mas
alto se consideré igual a 1,00 y los valores registrados para cada planta transgénica se expresaron en
consecuencia,

- Lafig. 5 es un diagrama de la superposicién de los cebadores inversos y directos para la sintesis de LL-TCK por
medio de PCR recursiva.

Descripcion detallada de la presente invencion

A) Sintesis de la secuencia lider artificial LL-TCK mostrada en la SEC ID N2: 1.
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A.1) La sintesis de la secuencia LL-TCK o las 5-UTR de composicion similar puede lograrse mas
convenientemente mediante sintesis artificial, haciendo uso de los servicios especializados disponibles en el
mercado. Debido a la longitud limitada de la secuencia, es especialmente Util afadir a cada lado del lider una
region flanqueante que termina con un sitio de restriccion ya presente dentro de la secuencia del promotor
(regién 5' flanqueante) y la secuencia de codificacion (regién flanqueante 3'). Es obvio para un experto en la
técnica que estas regiones flanqueantes reproducen con precision la secuencia aguas arriba del sitio (/nr)
iniciador y la secuencia de codificacion, respectivamente, a menos que una modificacion del promotor y / o la
secuencia de codificacién se planee de forma concurrente.

A.2) Otro procedimiento para obtener dicha secuencia lider es la PCR recursiva (Podromou y Pearl 1992 Protein
Eng., 5, 827-829, Wheeler et al. 1996 Gene, 169, 251-255, Prytulla et al. 1996 FEBS Letters, 399, 283-289).

Una vez que la secuencia de LL-TCK o una 5-UTR de composicién similar se obtiene mediante cualquiera de los
métodos, las variantes lider pueden producirse facilmente mediante PCR o cualquier otro procedimiento desarrollado
para la mutagénesis aleatoria o in situ.

En este ejemplo, se notifica la descripcién de la sintesis de LL-TCK mediante PCR recursiva para su insercién en
pBl121 (n° de acceso en GenBank AF485783), en particular entre el promotor 35S del CaMV y la secuencia de
codificacion de uidA.

Cinco oligonucledtidos sintéticos se usaron como cebadores, que tiene una longitud comprendida entre 42 y 54 nty
un grado de superposicién parcial igual a 24 nt, y un cebador inverso terminal de 19 nt, mostrado respectivamente
en las secuencias SECIDN®2,3,4,5,6y7.

Todos los cebadores se escriben en la direccion 5'-3'. Las secuencias SEC ID N? 2, 4, 6 son cebadores directos,
mientras que las secuencias SEC ID N? 3, 5y 7 son cebadores inversos. Los cebadores directo e inverso se solapan
entre si de acuerdo con el diagrama de la fig. 5.

Para facilitar la manipulacién y la insercién de LL-TCK en la secuencia del vector de que se trata, se afadié una
porcién terminal que comienza un sitio Eco RV en 5 ', mientras que un solo sitio Xba | se afadi6 en el extremo 3'.

Por lo tanto, los cebadores se disefiaron para proporcionar la reconstruccion de la porcion 3' terminal del promotor
35S (desde el sitio Eco RV a la region Inr) a fin de facilitar la posterior insercion en el vector pBlI121 (Clontech).

El cebador inverso externo introduce el sitio Xba | en el terminal 3 ', mientras que en 5' se utiliza el sitio Eco RV.

En pBI121, estos sitios caen dentro del promotor 35S del CaMV y en la proximidad con la sefial de iniciacién de la
traduccion de uidA, respectivamente. Por lo tanto, se proporcioné la sintesis de la secuencia deseada y la clonacion
para reemplazar el fragmento [Eco RV - Xba I].

Los cebadores que comprenden las secuencias nucleotidicas mostradas en las SEC ID N° 2-7 se disefiaron y
crearon para confirmar la secuencia del promotor en la regidon entre el sitio Eco RV vy el sitio iniciador de 35S del
CaMV, para sintetizar la secuencia lider LL-TCK y proporcionar un gancho molecular al extremo 3' para la clonacion.

La sintesis de LL-TCK se llevé a cabo mediante una sola PCR, usando una mezcla de reaccién de PCR en la que la
concentracién de los cebadores externos, SEC ID N2 2 y 7 (correspondiente a los dos extremos del segmento
sintetizado) era 100 veces mayor que la de los cebadores internos SEC IDN® 3, 4,5y 6.

Con el fin de lograr una mayor fidelidad de la sintesis de ADN, se utilizé un ADN polimerasa de lectura de prueba en
combinacién con una reduccion del 50 % de la concentracion de dNTP.

La mezcla de la reaccién PCR es la siguiente:

10X ufp tampdn que contiene Mg+ 15 mM: 10 microl
Cebador, SEC ID N2 2 [10 microM]: 2 microl
Cebador, SEC ID N¢ 3 [0,1 microM]: 2 microl
Cebador, SEC ID N¢ 4 [0,1 microM]: 2 microl
Cebador, SEC ID N2 5 [0,1 microM]: 2 microl
Cebador, SEC ID N2 6 [0,1 microM]: 2 microl
Cebador, SEC ID N2 7 [10 microM]: 2 microl

Ufp ADN polimerasa [3 U/microl]: 0,8 microl

dNTP [2,5 miliM cada uno]: 4 microl

Agua hasta un volumen final de 100 microl.

En particular, para la sintesis y la amplificacién de de ADN se utilizo Ufp DE la polimerasa Taqg (Promega) y el ciclo
siguiente: 1 x (95 °C durante 5 min); 40 x (95 °C durante15 s; 48 °C durante 30 s; 72 °C durante 20 s); 1 x (72 °C
durante 7 min).

El producto de la PCR se purific6 mediante precipitacion en etanol, se sometié a electroforesis en un gel de agarosa
al 1 % en tampo6n TAE, se recuper6 del gel con la ayuda de un kit comercial, se afiadié A en la cola con AmpliTaq
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Gold ™, y se ligé en pGEM-T (Promega) para la secuenciacion en ambas cadenas.

La mezcla de ligacion se utilizd para transformar células competentes de Escherichia coli, cepa JM101. La ausencia
de cualquier apareamiento erréneo entre la secuencia clonada y la disefiada se verific6 mediante secuenciacion en
la doble cadena. B) Construccion de un vector de expresion vegetal que alberga la secuencia LL-TCK.

La posible adicién de regiones flanqueantes o ganchos moleculares a la secuencia LL-TCK o 5'-UTR de composicion
similar ofrece una amplia gama de soluciones de clonacion en vectores de expresion de diferentes tipos. En este
ejemplo, se describe el método utilizado para clonar el fragmento [Eco RV - Xba |] del Ejemplo 1 en sustitucién del
fragmento [[Eco RV-Xba |] de pBl121 (n° de acceso en GenBank AF485783.). Dado que pBI121 tiene multiples sitios
Eco RV maés alla del interior del promotor 35S del CaMV, el segundo promotor se escindié del pBl121(Clontech)
(Jefferson et al. 1987) haciendo uso de las enzimas de restriccion Hind lll y Xba .

El fragmento se recuperé del gel de agarosa al 1 % en tampdn TAE y se subclon6 en pUC18 (Pharmacia, n® de
acceso en GenBank L08752), previamente digerido con las mismas enzimas.

Como se ha indicado, este pasaje fue necesario porque pBI121 tiene multiples sitios Eco RV. El vector puC18 / 35S
obtenido se utilizé para hacer la nueva combinacion de promotor 35S - lider LL-TCK.

La secuencia de LL-TCK se escindié del vector pGEM-T por medio de digestion con Eco RV y Xba | (NEB), se
separ6 de la secuencia del vector mediante electroforesis en gel de agarosa y posteriormente se recuper6 del gel
con la ayuda de un kit comercial. El vector pUC18 / 35S a su vez se digirié con las mismas enzimas, se traté con
fosfatasa alcalina (Pharmacia), se sometié a electroforesis y se recuperd del gel como anteriormente. A
continuacion, se llevo a cabo una reaccién de ligacion a 4 °C durante 16 horas en presencia de ADN ligasa de T4
(Promega). En particular, 3,5 ng del fragmento [Eco RV - Xba I] se combinaron con 25 ng del vector en presencia de
1 U de ADN ligasa de T4 en un volumen de 10 microlitros que contiene un tampén de reaccién adecuado.

El vector pBI121 (Clontech) se sometié a digestion con Xba | y Hind 1l (NEB) para eliminar el promotor 35S del
CaMV. El complejo 35S-LL-TCK se escindié a su vez del vector de clonaciéon pUC18 mediante digestién con las
mismas enzimas; el marco del vector pBI121 y el inserto 35S-LL-TCK se sometieron a electroforesis en gel y se
recuperaron del gel como se ha indicado anteriormente. Por Ultimo, se realiz6 una ligadura de 35S-LL-TCK en el
marco pBI121, obteniendo el vector pBl121 / 35S-LL-TCK:: uidA::NOS al que se le asign6é el nombre pSTART (fig.
1). C) transformacién de plantas con un vector de expresion que contiene la secuencia LL-TCK.

Las plantas transgénicas que albergan la secuencia LL-TCK o las 5'-UTR de composicion similar se pueden producir
a través de diversos métodos, incluyendo la coinfeccién con cepas modificadas genéticamente de Agrobacterium
spp., Infeccién o transfeccion con cepas modificadas genéticamente de fitovirus, electroporacion, liberacién de
particulas, microinyeccién de ADN.

El vector de expresién pSTART se sometié a electroporacién en la cepa EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens y
las células de Agrobacterium transformadas utilizadas para la transformacion del tabaco (Nicotiana tabacum L., cv.
Xanthi). Brevemente, 2 ml de medio LB suplementado con kanamicina (50 mg / I) se inocularon con células de
Agrobacterium transformadas. Los cultivos de bacterias se incubaron a 29 °C durante 16 horas. Los discos de hojas
(7 mm de diametro) se obtuvieron con un perforador de corcho de plantulas de 30 dias de edad cultivadas
axénicamente o de hojas maduras recolectadas a partir de plantas en la etapa tardia de roseta. En este Ultimo caso,
las hojas de tabaco se enjuagaron con agua destilada, se esterilizaron en superficie en 1 % de hipoclorito sédico
durante 5 minutos y en etanol al 95 % durante 30 segundos, y se transfirieron a papel de filiro estéril bajo una
campana de flujo laminar.

Los discos de hojas se colocaron en una placa Petri que contiene 15 ml de medio Murashige y Skoog suplementado
con 0.1 mg /| de acido naftaleno acético (NAA), 1 mg / | de 6-benciladenina (BA), 30 g / | de sacarosa y solidificado
con 8 g /| de agar. Inmediatamente después de esta transferencia, se vertieron 2 ml del cultivo de Agrobacterium
antes mencionado en la placa Petri y los discos de hojas se humedecieron uniformemente. Después de la
eliminacion del medio LB en exceso, la placa se selld y se incubé durante 24 horas a 25 °C con luz (30,5 microE /
metro cuadrado / s).

Los discos de hojas se transfirieron después a una nueva placa Petri que contiene 15 ml de medio Murashige y
Skoog suplementado con 0.1 mg /| de &cido naftaleno acético (NAA), 1 mg /| de 6-benciladenina (BA), 500 mg / | de
cefotaxima, 30 g/l de sacarosa y solidificado con 8 g / | de agar. Se incubaron durante una semana a 28 °C y se
iluminaron durante 16 horas / dia; al final, se transfirieron a un sustrato idéntico al anterior excepto por la presencia
de 200 mg / | de kanamicina. Los explantes se subcultivaron cada 3 semanas; los brotes regenerados se aislaron de
tejido de callo y se enraizaron en un medio semisolido de Murashige y Skoog suplementado con 2 mg / | de acido
indol-3-butirico, 500 mg / | de cefotaxima, 200 mg / | de kanamicina, 30 g / | de sacarosa.

Supuestas plantas transgénicas se plantaron en turba y se cultivaron en un invernadero bajo lamparas Powerstar
HQI-T (Osram) (fotones 200 mM / metro cuadrado / s a nivel del dosel) durante 16 horas / dia a 25 °C /19 °C luz /
oscuridad.

En este ejemplo, la transformacion se confirm6é mediante PCR y ensayos de beta-glucuronidasa. Para el ensayo de
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PCR, el ADN total se extrajo de acuerdo con Doyle y Doyle (1990) y se usaron los siguientes cebadores:

Directo 5' - ACAATTACGTATTTCTCTCTCTAGA - 3'
Inverso &' - CGATCGGGGAAATTCGAGCTC - 3'

Los cebadores directos e inversos se hibridan al final de la secuencia LL-TCK y a parte del terminador NOS,
respectivamente, y no dan lugar a ningun producto de amplificaciéon en las plantas Xanthi no transformadas (en
plantas transgénicas, la longitud del amplicon se 1.936 pb, como se esperaba).

Se encontré que aproximadamente el 93% de las plantas regeneradas eran transgénicas cuando se formé una
mezcla de reaccién estandar y se utilizé el siguiente ciclo de temperatura:

1 x (94 °C durante 5 min); 40 x (94 °C durante 1 min 15 s; 60 °C durante 45 s; 72 °C durante 2 min); 1 x (72 °C
durante 5 min).

La transformacion de las plantas se demostré ademas mediante ensayos histoquimicas GUS (Jefferson et al.
1987) y la determinacién fluorimétrica de la actividad de GUS. Los controles consistieron en plantas Xanthi
plantadas in vitro a partir de discos no infectados. Los métodos utilizados para el ensayo fluorimétrico y los
resultados obtenidos se exponen con detalle en el punto D.

Se siguié el mismo procedimiento para producir y caracterizar las plantas transgénicas que albergan la secuencia
lider original. Ceteris paribus, no se observaron efectos de la secuencia de LL-TCK sobre los indices de
regeneracion y transformacién. D) Efecto de la secuencia de LL-TCK sobre los niveles de expresién del transgén.

Como se ha indicado anteriormente, los plasmidos pBI121 y pSTART se usaron individualmente para la
transformacién mediada por Agrobacterium de discos de hojas de tabaco. Dado que en ambos casos, el gen bajo
control es uidA (también conocido como gusA), los niveles de expresion del transgén alcanzables con LL-TCK y el
lider pBI121 ampliamente distribuido se pueden comparar directamente mediante la determinacion de la actividad de
la enzima codificada por uidA, beta-glucuronidasa (EC 3.2.1.31). Aproximadamente veinte transformantes primarios
(es decir, plantas transgénicas que pertenecen a la primera generacion, T1) de cada poblacion se analizaron para
determinar la presencia del transgén mediante PCR y posteriormente se analizaron para determinar la actividad
beta-glucuronidasa (fig. 2). Cuando se llegé a la etapa de roseta tardia (30 dias tras el endurecimiento), las 3 hojas
mas jovenes se recogieron de cada planta para obtener savia bruta mediante prensado (Erich Pollahne); 100
microlitros de la savia bruta se mezclaron con 2 volimenes de tampdn de extraccién (Jefferson, 1989) que contienen
12 mg de polivinilpirrolidona de alto peso molecular (PVP). Después de centrifugacién durante 15 minutos a 11.500 x
g, el sobrenadante se recogié y analizé fluorimétricamente (Fluorometro Dyna Quant 200; GE Healthcare) por
duplicado utilizando 4-metilumbeliferil-beta-D-glucurénido (MUG, Sigma-Aldrich) como sustrato. Se realizaron
ensayos para determinar el ruido de fondo debido a la fluorescencia intrinseca de las muestras, inactivacion, asi
como la degradacién del sustrato por factores distintos de la enzima recombinante. El nivel de expresion de los
transgenes se midi6 en términos de unidades de beta-glucuronidasa por ml de savia bruta, definiéndose una unidad
como la cantidad de enzima liberadora de 4-metilumbeliferona 1 nM (4-MU) min* utilizando las mismas condiciones
de ensayo que las descritas anteriormente (Jefferson 1989). Los datos se sometieron a una transformacion
logaritmica para evitar cualquier correlaciéon entre la varianza y media; el andlisis de varianza se llevé a cabo
después de comprobar la normalidad de la distribucién de los datos de registro por medio de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas con la formula de Bartlett. Los promedios se compararon
con la prueba de Duncan de rango multiple al nivel de probabilidad, P = 0,05.

El andlisis de varianza realizado con los datos de fluorescencia mostré la ausencia de cualquier variacion
significativa entre las hojas jovenes de la misma planta, mientras que existieron diferencias notables entre las
plantas. Especificamente, el lider sintético determiné un aumento altamente significativo (hasta 15 veces) en la
expresion de uidA (Tabla 1).

Tabla 1: Actividad de beta-glucuronidasa (U / ml de savia bruta) en plantas T+ escogidas al azar

pSTART pBI121
96,10 6,24
89,81 5,37
67,06 5,34
57,89 4,52
33,16 4,20
27,62 3,55
15,97 2,95
4,24 2,89
3,51 2,79
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1,85
1,64
1,46
1,21
0,77
0,64
0,46
0,38

2,34
2,30
1,62
1,17
1,12
0,75
0,47
0,23
0,15

Para demostrar que estos resultados no estaban sesgados por la variacion epigenética, los analisis se repitieron en
la progenie T2. En particular, las mejores 4 T1 en cada poblacién se autofecundaron y la semilla resultante sembrada
en un medio enriquecido con kanamicina para la seleccion; 5-7 plantas T2 resistentes se eligieron al azar dentro de
cada progenie y se criaron a la etapa de roseta tardia para la verificacién de la presencia del transgén mediante
PCR y medicién de la actividad beta-glucuronidasa mediante ensayos fluorimétricos; los niveles de enzimas se
expresaron de nuevo como unidades por ml de savia bruta, pero también como unidades por mg de proteina total
(segun lo determinado por el ensayo de Bradford) para dar cuenta de la variacion de planta a planta en el

metabolismo.

De manera similar a lo observado en la generacién T1, las plantas transgénicas T2 que albergan la nueva secuencia
lider mostraron niveles significativamente mas altos de expresion de uidA (fig. 3); en comparacion con la secuencia
lider pBl121, se estimaron un incremento de 8,6 veces y un aumento de 12,5 veces de la actividad teniendo en
cuenta toda la poblacién de plantas o los expresores superiores a la media, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2: Actividad de beta-glucuronidasa (U/mg de proteina) en plantas T? obtenidos a partir de los mejores 4 Ti.

pSTART
139,07
71,27
45,43
44,81
41,67
32,92
29,81
19,79
18,04
16,40
15,10
13,55
12,84
12,32
10,78
10,02
9,00
8,50
6,98
6,57
5,39
5,16
5,01

10

pBl121
789
517
4,44
3,96
3,94
3,78
3,77
3,58
3,55
3,23
3,15
3,09
2,94
2,62
2,45
1,71
1,28
1,22
1,14
0,64
0,52
0,46
0,44
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3,17 0,31

E) Efecto de la secuencia de LL-TCK sobre la transcripcion y la traduccion génica.

La combinacion de diferentes elementos en LL-TCK o en 5-UTR de composicién similar se refleja en mejoras
mensurables de la transcripcion, asi como la eficiencia de la traduccion de un transgén dado. En este ejemplo,
dichas mejoras se muestran en plantas de tabaco transgénicas T2 obtenidas con pBI121 y pSTART como se ha
descrito antes. Con el fin de recoger esas pruebas, se analizaron las plantas pertenecientes al grupo de pBl121 o
pSTART (10 y 13 T2, respectivamente) y caracterizadas por niveles intermedios de expresion de uidA se analizaron
para determinar:

i. los niveles medios del transcrito de uidA;
ii. los niveles medios del transcrito de ARN 18S;
iii. la cantidad de beta-glucuronidasa producida en realidad.

Para minimizar el error experimental, se recolectd una hoja joven de cada planta y se corté en dos, usandose una
mitad para el aislamiento de ARN, la otra para el ensayo de beta-glucuronidasa.

El ARN total se extrajo con RNAgents Total RNA Isolation System (Promega). La primera hebra del ADNc se
sintetiz6 a partir 1 microg de ARN mediante transcriptasa inversa AMV (Promega) en presencia de cebadores
aleatorios. La reaccion de sintesis de ADNc se diluyé A 1: 5y 1 microl se utilizdé para la PCR en tiempo real (QRT-
PCR).

Las qRT-PCR se llevaron a cabo haciendo uso de la mezcla maestra SYBR-Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) y cebadores especificos a una concentracion final 0,3 microM. Todas las reacciones se llevaron a cabo
con el sistema de deteccién iCycler iQ multicolor-PCR en tiempo real (Bio-Rad) y se ejecutaron con el siguiente
programa: 1 x (95 °C durante 10 min); 50 x (95 °C durante15 s; 62 °C durante 30 s; 72 °C durante 30 s); 1 x (72 °C
durante 30 s). Para amplificar la transcripcion uidA, se utilizaron los siguientes cebadores:

Directo 5' - TTACGCTGAAGAGATGCTCGAC -3'
Inverso 5'-CCTAAAGAGAGGTTAAAGCCGACAG-3'

Para la secuencia diana de ARN 18S, los cebadores se disenaron sobre la base del n? de acceso en GenBank:
AJ236016:

Directo 5' - ACATCCAAGGAAGGCAGCAG-3'
Inverso 5'-GACTCATAGAGCCCGGTATTGTTATT-3'

En ambos casos, la longitud del amplicon fue 90 kb. En cada ciclo de PCR, se incluyeron diluciones en serie de los
plasmidos control en paralelo con cantidades conocidas del nimero de copias de entrada con el fin de realizar
curvas de calibracion estandar. Especificamente, como moldes se usaron diluciones en serie por 10 (de 10° to 102
copias) del plasmido pBI221 portador de uidA. Para el mismo propdsito se cloné un fragmento de 550 pb del gen del
ARN 18S (AJ236016) en pGEM-T Easy (Promega) y se usé en el intervalo de 108 -10° copias.

Las cantidades de partida del transcrito de uidA y el ARN control se determinaron con el software del sistema de
deteccion en tiempo real ICycler 1Q, version 3.0. Para cada muestra se realizaron al menos 3 estimaciones
independientes; en todos los casos, el valor maximo para el coeficiente de variacion (CV=DE/media) se calculé al 20
%. La relacion en % entre los niveles medios de transcrito de uidA y el ARN 18S se calcul6 para cada muestra. Para
normalizar los datos, los niveles mas altos del transcrito de uidA se consideraron iguales a 1,00 y los valores
registrados para cada planta transgénica se expresaron en consecuencia.

Los resultados obtenidos en la gRT-PCR indicaron que la sustitucion de la secuencia lider de pBl121 por LL-TCK
determina un claro incremento de los niveles medios del transcrito de uidA. Especificamente, se hallé que la
eficiencia de la transcripcién era 1,7 veces mayor en las plantas que alojaban la secuencia lider LL-TCK (Tabla 3).

Tabla 3: Relacién en % entre los transcritos de uidA y 18S en varias plantas T2

pSTART pBl121

0,01371% 0,00881%
0,01189% 0,00832%
0,01132% 0,00761%
0,00968% 0,00437%
0,00960% 0,00315%

0,00896% 0,00308%
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0,00578% 0,00282%
0,00556% 0,00234%
0,00425% 0,00225%
0,00315% 0,00158%
0,00272% 0,00072%
0,00201%

0,00189%

Ademas, después de haber identificado 7 parejas de plantas con niveles de transcripcién de uidA casi solapantes
(fig. 4a), se atribuy6 un indice de eficiencia de la traduccion (IET) a cada planta (fig. 4b.), lo que hace la relacion
entre la concentracion de beta-glucuronidasa y el nivel relativo estandarizado del transcrito de uidA. Mediante la
comparacién de los valores del IET se encontr6 que las dos secuencias lider determinaban una eficiencia de la
traduccion claramente diferente de los transcritos de uidA, que fue mayor usando la secuencia lider de acuerdo con
la presente invencion (Tabla 4).

Tabla 4: relacion entre la actividad enzimatica de GUS y el nivel de transcripcion relativo del gen uidA medido en
algunas plantas T2

IET pSTART pBl121 IET
1,00 299,07 103,06 0,34
0,93 277,07 66,58 0,22
0,71 211,87 58,52 0,20
0,68 203,76 19,82 0,07
0,65 195,24 42,97 0,14
0,65 194,12 47,18 0,16
0,52 154,91 20,86 0,07
0,34 102,01 29,52 0,10
0,30 89,48 8,94 0,03
0,27 80,26 12,34 0,04
0,25 73,69 22,81 0,08
0,20 59,70

0,17 49,40

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI UDINE

<120> SECUENCIA DE ADN ARTIFICIAL CON EUNCION LIDER OPTIMIZADA EN 5' (5-UTR) PARA LA
EXPRESION MEJORADA DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN PLANTAS

<130> T3-2288

<150> IT UD2006A0000280
<151> 29-12-2006

<160>7

<170> Patentln versién 3.3
<210>1

<211>73

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220> 5'UTR
<223> expresion mejorada de proteinas heterdlogas en plantas
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<400> 1
acacgtattt ttacaacaat accaacaaca acaacaacaa acaacattac aattacgtat
‘ttctctctct aga

<210>2

<211> 54

<212> ADN

<213> Attificial

<220> cebador_unién
<223> elemento cebador directo para la sintesis artificial por medio de PCR recursiva

<400> 2
gatatctcca ctgacgtaag ggatgacgca caatcccact atccttcgea agac 54

<210> 3
<211> 54
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220> cebador_unién
<223> elemento cebador inverso para la sintesis artificial por medio de PCR recursiva

<400> 3
atgaaatgaa cttccttata tagaggaagg gtcttgcgaa ggatagtggg attg 54

<210> 4
<211> 53
<212> ADN
<213> Attificial

<220> cebador_unién
<223> elemento cebador directo para la sintesis artificial por medio de PCR recursiva

<400> 4
tctatataag gaagttcatt tcatttggag agaacacgta tttttacaac aat 53

<210>5
<211> 52
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220> cebador_unién
<223> elemento cebador inverso para la sintesis artificial por medio de PCR recursiva

<400>5
taatgttgtt tgttgttgtt gttgttggta ttgttgtaaa aatacgtgtt ct 52

<210>6
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220> cebador-union
<223> elemento cebador directo para la sintesis artificial por medio de PCR recursiva

<400> 6

aacaacaaca acaaacaaca ttacaattac gtatttctct ctctagagga tcc 53
<210>7

<211>19

<212> ADN
<213> Attificial

13
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<220> cebador-union
<223> elemento cebador inverso para la sintesis artificial por medio de PCR recursiva

<400>7
cacccgggga tcctctaga 19
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REIVINDICACIONES

1. ADN artificial de una region lider 5'-UTR adecuado para mejorar la expresion de proteinas heterélogas en plantas,
que tiene elementos favorables a la expresién génica, que comprende una Unica copia del octamero ACAATTAC
asociado con al menos una region poli(CAA), que comprende 9 repeticiones de CAA situadas en posicion 5' con
respecto al octamero y en combinacién con al menos una regién poli(CT) que comprende un elemento (CT)4 afiadido
al extremo 3' del elemento regulador obtenido a partir de la union del octamero ACAATTAC con la regién poli(CAA).

2. ADN artificial de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una combinacién de dicho ADN artificial con el
sitio Inr de 35S del CaMV, es decir, el sitio de iniciacion de la transcripcion del promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor.

3. ADN artificial de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, que comprende la secuencia mostrada en la SEC ID N° 1.

4. ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende secuencias
complementarias a las indicadas en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

5. ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene una longitud comprendida
entre 40 y 150 nucledtidos.

6. ADN Artificial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene un contenido de G+C de
menos del 60 %, preferentemente de menos del 50 %.

7. ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en cuanto a que se puede obtener a
partir de:

a) sintesis artificial; b) procesos de recombinacion naturales o inducidos dentro de secuencias naturales o
artificiales.

8. Una construccion dentro de vectores de expresion vegetales de 5'-UTR, que comprende un ADN artificial de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores presente en la region 5'-UTR.

9. Cepas bacterianas portadoras de plasmidos que contienen el ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, con referencia particular a la especie Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens y
Agrobacterium rhizogenes.

10. Cepas de virus modificados genéticamente que contienen el ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, con independencia del organismo huésped.

11. Células vegetales transformadas de forma estable con vectores de expresion que contienen el ADN artificial de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 bajo el control de un promotor seleccionado de un grupo que
comprende: un promotor constitutivo, un promotor especifico de tejido y en particular especifico de la semilla, un
promotor inducible, un promotor con actividad transcripcional dependiente de la fase, un promotor activo en el
cloroplasto, un promotor activo en la mitocondria.

12. Plantas transformadas de forma estable con vectores de expresién que contienen el ADN artificial de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizadas por la expresion transitoria de cualquier proteina en la
que el ARN mensajero contiene dicha region lider en 5-UTR, entendiéndose que la expresion transitoria significa la
produccion de dicha proteina por medio de vectores virales, agroinfiltracion, liberacion de particulas, electroporacién.

13. Plantas o progenies de la misma, transformadas de manera estable con vectores de expresiéon que contienen el
ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

14. Uso del ADN artificial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la produccion biotecnoldgica
de moléculas o para la sintesis de:

- proteinas recombinantes;

- proteinas recombinantes destinadas a inducir resistencia a patégenos viricos, bacterianos o fungicos;

- proteinas recombinantes destinadas a inducir resistencia a herbicidas;

-proteinas recombinantes destinadas a obtener una composicién modificada en acidos grasos en el material
bruto y productos que derivan de las mismas;

-proteinas recombinantes destinadas a obtener un valor nutricional modificado del material bruto y de los
productos que derivan de las mismas;

- proteinas recombinantes destinadas a la produccion de combustibles, gomas y bioplasticos;

- enzimas industriales y proteinas comerciales;

- proteinas farmacéuticas;

- vacunas administradas por via oral, destinadas para el ser humano o los animales;

- vacunas inyectables, destinadas para el ser humano o los animales;

- vacunas inyectables especificas del paciente, preferentemente especificas de idiotipo, para su uso en el

15
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tratamiento de tumores del sistema linfatico;
- proteinas implicadas en la produccion de metabolitos secundarios;

- proteinas utilizables directamente o indirectamente como factores para identificar y/o seleccionar células
transformadas.
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