
ES
 2

 5
67

 1
04

 T
3

11 2 567 104

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

C07K 14/005 (2006.01)

C12N 15/82 (2006.01)

Diseño por ingeniería de resistencia amplia y duradera a virus del entrenudo corto infeccioso
de la vid en plantas

 Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 09824233 (2)02.11.2009
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 234881527.01.2016

73 Titular/es:

CORNELL UNIVERSITY (100.0%)
Cornell Center for Technology Enterprise  &
Commercialization, 395 Pine Tree Road, Suite 310
Ithaca, NY 14850, US

72 Inventor/es:

FUCHS, MARC y
OLIVER, JONATHAN

74 Agente/Representante:

FÚSTER OLAGUIBEL, Gustavo Nicolás

30 Prioridad:

31.10.2008 US 110405 P

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
19.04.2016

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Diseño por ingeniería de resistencia amplia y duradera a virus del entrenudo corto infeccioso de la vid en plantas

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS5

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de Estados Unidos n.º: 61/110.405 presentada el 
31 de octubre de 2008.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN10

La invención se refiere a resistencia a enfermedades en plantas.

El virus del entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV) es un nepovirus de la uva, que se transmite de una planta a 
otra por el nematodo daga, Xiphinema index. GFLV es el agente responsable de la enfermedad del entrenudo corto 15
infeccioso de la vid, que existe en todo el mundo. La enfermedad recibe el nombre por el aspecto en forma de hojas 
en abanico de las hojas infectadas por GFLV. Es una de las enfermedades más dañinas y extendidas de la vid. Los 
síntomas de infección por GFLV incluyen morfología anormal de los brotes y decoloraciones de las hojas, 
produciendo un aspecto de tipo abanico (Agrios, Plant Pathology, 3a Edición, Academic Press, 1988, pág. 687-688). 
Además, la producción de frutos de viñas infectadas es baja, produciendo las vides pequeños racimos que tienen un 20
cuajado y maduración anormales de los frutos. Finalmente, las vides infectadas degeneran y mueren.

Se cree que la propagación a larga distancia de GFLV es por el uso de material vegetal infectado. Aunque se cree 
que el espectro natural de hospedadores está restringido a la uva, GFLV también se puede transmitir a una amplia 
variedad de especies herbáceas por inoculación mediante frotamiento de la savia.25

Las estrategias actuales para controlar la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid y otras enfermedades 
inducidas por nepovirus en viñedos incluyen el control de nematodos (por ejemplo, fumigación del suelo y uso de 
otros pesticidas), cultivo de portainjertos para resistencia a alimentación de nematodos, cultivo de vides para 
resistencia a GFLV y siembra de vides certificadas sin enfermedad. En consecuencia, existe una necesidad de 30
agentes y procedimientos útiles para controlar GFLV así como otras enfermedades víricas de las plantas.

SUMARIO DE LA INVENCIÓN

Se ha descubierto que construcciones derivadas de múltiples regiones conservadas de virus del entrenudo corto 35
infeccioso de la vid (GFLV) proporcionan resistencia de amplio espectro y duradera a GFLV. En consecuencia, la 
invención proporciona moléculas de ácidos nucleico, vectores, células, plantas y partes de plantas, productos y 
procedimientos útiles para proteger las plantas de enfermedades causadas por virus de plantas.

En un aspecto, la memoria descriptiva presenta una molécula de ácido nucleico sustancialmente purificada que tiene 40
un primer fragmento de ácido nucleico y un segundo fragmento de ácido nucleico. Estos primero y segundo 
fragmentos de ácido nucleico son cada uno sustancialmente idénticos a uno del fragmento 1 al fragmento 8 (SEC ID 
N.ºs: 1-8) o un complemento de los mismos, con la condición de que la molécula de ácido nucleico tenga menos del 
99 % de identidad de secuencia con GFLV ARN1 (SEC ID N.º; 27) y GFLV ARN2 (SEC ID N.º: 28) o un fragmento 
de ácido nucleico de las mismas. En otros aspectos, la molécula de ácido nucleico incluye adicionalmente un tercer 45
fragmento de ácido nucleico que es sustancialmente idéntico a uno del fragmento 1 al fragmento 8 o un 
complemento de los mismos. En otros modos de realización más, la molécula de ácido nucleico es concatenado 
463, 582, 714, 678, 123, 375, 168, 245, 12367845, o 375168 (SEC ID N.ºs: 17-26, respectivamente). Cada una de 
estas moléculas de ácido nucleico se ha diseñado por ingeniería para conferir resistencia a un patógeno de plantas 
en una planta que expresa la molécula de ácido nucleico.50

En un modo de realización, la molécula de ácido nucleico está unida de forma funcional a un promotor (por ejemplo, 
un promotor regulado por el desarrollo, específico de orgánulo, específico de tejido, constitutivo, o específico de 
célula). En otros modos de realización más, el promotor es inducible por uno o más agentes externos. Dichas 
moléculas de ácido nucleico son ADN o ARN.55

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un vector que incluye cualquiera de las moléculas de ácido 
nucleico mencionadas anteriormente. En un modo de realización, la molécula de ácido nucleico del vector está unida 
de forma funcional, en una orientación con sentido o una orientación anti-sentido, a un promotor.

60
En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta una célula que incluye cualquiera de las moléculas de ácido 
nucleico mencionadas anteriormente o cualquiera de los vectores mencionados anteriormente. Células ejemplares 
incluyen células bacterianas, de insecto, de mamífero, o vegetales.

La presente invención se define, inter alia, por los siguientes puntos:65
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1. Una molécula de ácido nucleico sustancialmente purificada que comprende un primer fragmento de ácido 
nucleico y un segundo fragmento de ácido nucleico, en la que dicha molécula de ácido nucleico tiene menos del 99 
% de identidad de secuencia con la SEC ID N.º: 27 (GFLV ARN1) y la SEC ID N.º: 28 (GFLV ARN2) o un fragmento 
de ácido nucleico de las mismas y en el que dicho primero y segundo fragmentos de ácido nucleico son cada uno al 
menos un 90 % idénticos a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.º: 1 (fragmento 1), 5
SEC ID N.º: 2 (fragmento 2), SEC ID N.º: 3 (fragmento 3), SEC ID N.º: 4 (fragmento 4), SEC ID N.º: 5 (fragmento 5), 
SEC ID N.º: 6 (fragmento 6), SEC ID N.º: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.º: 8 (fragmento 8) o un complemento de las 
mismas.

2. La molécula de ácido nucleico del punto 1, comprendiendo adicionalmente dicha molécula de ácido nucleico un 10
tercer fragmento de ácido nucleico que es idéntico a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC 
ID N.º: 1 (fragmento 1), SEC ID N.º: 2 (fragmento 2), SEC ID N.º: 3 (fragmento 3), SEC ID N.º: 4 (fragmento 4), SEC 
ID N.º: 5 (fragmento 5), SEC ID N.º: 6 (fragmento 6), SEC ID N.º: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.º: 8 (fragmento 8) o un 
complemento de las mismas.

15
3. La molécula de ácido nucleico del punto 2, en la que dicha molécula de ácido nucleico comprende una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.º: 17 (concatenado 463), SEC ID N.º: 18 
(concatenado 582), SEC ID N.º: 19 (concatenado 714), SEC ID N.º: 20 (concatenado 678), SEC ID N.º: 21 
(concatenado 123), SEC ID N.º: 22 (construcción concatenada 375), SEC ID N.º: 23 (concatenado 168), SEC ID N.º: 
24 (concatenado 245), SEC ID N.º: 25 (concatenado 12367845) y SEC ID N.º: 26 (concatenado 375168).20

4. La molécula de ácido nucleico del punto 1, confiriendo dicha molécula de ácido nucleico resistencia a un 
patógeno de plantas en una planta que expresa dicha molécula de ácido nucleico.

5. La molécula de ácido nucleico del punto 1, en la que dicha molécula de ácido nucleico está unida de forma 25
funcional a un promotor, en el que el promotor es opcionalmente un promotor regulado por el desarrollo, específico 
de orgánulo, específico de tejido, constitutivo o específico de célula y/u opcionalmente es inducible por uno o más 
agentes externos.

6. La molécula de ácido nucleico del punto 1, en la que dicha molécula de ácido nucleico es ADN o ARN.30

7. Un vector que comprende la molécula de ácido nucleico del punto 1, en el que la molécula de ácido nucleico 
está opcionalmente unida de forma funcional en una orientación con sentido traducible, con sentido no traducible, o 
anti-sentido a un promotor.

35
8. Una célula que comprende el vector del punto 7, en la que dicha célula es opcionalmente una célula bacteriana 
o vegetal.

9. Una planta o componente vegetal que comprende la molécula de ácido nucleico del punto 1 o el vector del 
punto 7.40

10. La planta o componente vegetal del punto 9, en el que dicha planta es una dicotiledónea, en el que dicha 
dicotiledónea es opcionalmente una planta de uva y en el que dicha planta de uva es opcionalmente un miembro del 
género Vitis.

45
11. La planta o componente vegetal del punto 10, en el que dicho componente vegetal es una uva, embrión 
somático, injerto, o portainjertos.

12. Un procedimiento para potenciar la resistencia a un patógeno de plantas en una planta, comprendiendo dicho 
procedimiento:50

(a) proporcionar una célula vegetal que expresa la molécula de ácido nucleico del punto 1; y

(b) regenerar una planta o componente vegetal a partir de dicha célula vegetal, en el que dicho ácido nucleico 
se expresa en dicha planta y en el que dicha planta tiene resistencia potenciada a un patógeno de plantas 55
en comparación con una planta no transformada correspondiente, en el que dicha planta es 
opcionalmente una dicotiledónea, en el que dicha dicotiledónea es opcionalmente una planta de uva, 
preferentemente un miembro del género Vitis y en el que dicho patógeno de plantas es opcionalmente un 
virus, preferentemente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid.

60
13. Un procedimiento para aumentar la resistencia a enfermedad vírica en una célula de planta de uva, 
comprendiendo dicho procedimiento transformar dicha célula de planta de uva con una molécula de ácido nucleico 
de acuerdo con el punto 1, en el que la expresión de dicho ácido nucleico en dicha célula de planta de uva aumenta 
la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad vírica y en el que dicha enfermedad vírica es 
opcionalmente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid y en el que dicho procedimiento opcionalmente 65
comprende además propagar una planta de uva a partir de dicha célula vegetal.
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14. El procedimiento de los puntos 12 o 13, en el que dicho componente vegetal es una uva, embrión somático, 
injerto, o portainjertos.

15. La planta de uva de cualquiera de los puntos 9-11, en la que la expresión de dicho ácido nucleico en dicha 5
célula de planta de uva aumenta la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad vírica, en la que dicha 
enfermedad vírica es opcionalmente enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid.

En otros aspectos más, la memoria descriptiva presenta una planta o componente vegetal que incluye las moléculas 
de ácido nucleico o vectores mencionados anteriormente. Dichas plantas incluyen monocotiledóneas o 10
dicotiledóneas. Plantas ejemplares útiles en la invención incluyen uva, frambuesa, fresa, cereza, lúpulo, grosella 
negra, grosella, saúco, ruibarbo, lechuga, tomate, pepino, apio, narciso, o forsitia. Modos de realización de dichas 
plantas son plantas de uva y componentes vegetales de uva tales como un fruto de uva, un embrión somático, un 
injerto, o un portainjertos.

15
En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un procedimiento para potenciar la resistencia un patógeno de 
plantas en una planta, incluyendo el procedimiento: (a) proporcionar una célula vegetal que expresa cualquiera de 
las moléculas de ácido nucleico o combinaciones descritas en el presente documento o vectores descritos en el 
presente documento; y (b) regenerar una planta o componente vegetal a partir de la célula vegetal, en el que las 
moléculas de ácido nucleico se expresan en la planta y en el que la planta tiene resistencia potenciada a un 20
patógeno de plantas en comparación con una planta no transformada correspondiente. En un modo de realización, 
el procedimiento proporciona resistencia potenciada a un virus tal como GFLV o el virus del mosaico del arabis 
(ArMV). En otros modos de realización, los procedimientos proporcionan resistencia potenciada a GFLV o ArMV en, 
por ejemplo, uva, frambuesa, fresa, cereza, lúpulo, grosella negra, grosella, saúco, ruibarbo, lechuga, tomate, 
pepino, apio, narciso y forsitia. En otro modo de realización, los procedimientos proporcionan resistencia potenciada 25
a GFLV en plantas de uva.

En otros modos de realización, cualquiera de las moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente o 
cualquiera de los vectores mencionados anteriormente incluyen un transgén encontrado en la vid transgénica. En 
otros modos de realización más, la molécula de ácido nucleico se expresa en una orientación con sentido o anti-30
sentido. En otros modos de realización más, dichas moléculas de ácido nucleico o dichos vectores se expresan 
como una secuencia con sentido no traducible (es decir, no traducida en una proteína porque la molécula de ácido 
nucleico o vector tiene, por ejemplo, un codón de inicio fuera de la fase de lectura estando el resto del ARNm fuera 
de fase).

35
En consecuencia, en otro aspecto más, la memoria descriptiva presenta un procedimiento para potenciar la 
resistencia a enfermedad vírica en una célula de planta de uva, incluyendo el procedimiento transformar la célula de 
planta de uva con cualquiera de las moléculas de ácido nucleico o combinaciones descritas en el presente 
documento o vectores descritos en el presente documento, en el que la expresión del ácido nucleico en la célula de 
planta de uva aumenta la resistencia de la célula de planta de uva a enfermedad vírica. En un modo de realización, 40
el procedimiento incluye adicionalmente propagar una planta de uva a partir de la célula vegetal. Células vegetales 
de uva ejemplares incluyen células del fruto, células de injerto, o células de portainjertos. Y de nuevo, el 
procedimiento es útil para potenciar la resistencia de una planta de uva a enfermedad del entrenudo corto infeccioso 
de la vid.

45
En otro aspecto más, la memoria descriptiva presenta una una planta de uva o tejido vegetal de uva que incluye 
cualquiera de las moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente o cualquiera de los vectores 
mencionados anteriormente, en el que la expresión del ácido nucleico o vector en la célula de planta de uva 
aumenta la resistencia de la célula de planta de uva a enfermedad vírica.

50
En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un producto derivado de una planta de uva transformada con 
cualquiera de las moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente o cualquiera de los vectores 
mencionados anteriormente. En algunos modos de realización, el producto es un producto alimenticio (por ejemplo, 
mermeladas, pasas, pulpa de uva, una bebida tal como un vino o zumo, o un agente químico tal como resveratrol).

55
Los procedimientos descritos en el presente documento son útiles para proporcionar resistencia o tolerancia a 
enfermedades o ambas en una diversidad de vides (por ejemplo, Vitis spp., híbridos de Vitis spp.  y todos los 
miembros de los subgéneros Euvitis y Muscadinia) a patógenos víricos (por ejemplo, GFLV), incluyendo variedades 
de cultivo de injerto y portainjertos. Variedades de cultivo de injerto ejemplares incluyen, sin limitación, aquellas que 
se mencionan como uvas de mesa o pasas y aquellas usadas en la producción de zumo y vino tales como Cabernet 60
Franc, Cabernet Sauvignon, Chardonnay (por ejemplo, CH 01, CH 02, CH Dijon), Merlot, Pinot Noir (PN, PN Dijon), 
Semillon, White Riesling, Lambrusco, Thompson sin semillas, Autumn sin semillas, Niagrara sin semillas y Seval 
Blanc. Las variedades de cultivo de portainjertos que son útiles en la invención incluyen, sin limitación. Vitis rupestris 
Constantia, Vitis rupestris St. George, Vitis California, Vitis girdiana, Vitis rotundifolia, Vitis rotundifolia Carlos, Richter 
110 (Vitis berlandieri x rupestris; “110R”), 101-14 Millarder et de Grasset (Vitis riparia x rupestris; “101-14 Mgt”), 65
Teleki 5C (Vitis berlandieri x riparia), Courderc 3309 (Vitis riparia x rupestris; “C3309”), Riparia Gloire de Montpellier 
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(Vitis riparia), 5BB Teleki (selección Kober, Vitis berlandieri x riparia), SO4 (Vitis berlandieri x rupestris), 41B Millardet 
(Vitis vinifera x berlandieri), Ramsey (Vitis champinii), K5140 (Vitis champinii x Vitis riparia) y 039-16 (Vitis vinifera x 
Muscadinia).

La invención también presenta frutos, injertos, portainjertos, embriones somáticos o cigóticos, células, o semillas que 5
se producen a partir de cualquiera de las plantas transgénicas o componentes vegetales descritos en el presente 
documento.

Preferentemente, la vid útil en la invención es un miembro del género Vitis; y el componente de vid es un fruto, un 
embrión somático, un injerto, un portainjertos, o un bloque madre. En otros modos de realización, la enfermedad del 10
entrenudo corto infeccioso es enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid causada por un nepovirus de la 
uva. En otros modos de realización más, el nepovirus es un GFLV o un ArMV.

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un viñedo que incluye tres o más vides o componentes de vid 
transgénicos cada uno de los cuales expresa una o más de las moléculas de ácido nucleico descritas en el presente 15
documento, en el que la molécula de ácido nucleico aumenta la resistencia de las vides o componentes de vid 
transgénicos en el viñedo a enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid.

La invención también presenta injertos, portainjertos, embriones somáticos o cigóticos, células, o semillas que se 
producen a partir de cualquiera de las vides o componentes de vid transgénicos descritos en el presente documento. 20
La invención también incluye una célula de uva que se ha transformado con una molécula de ácido nucleico que se 
posiciona para expresión por unión funcional del transgén a una región de control de la expresión de plantas que 
proporciona resistencia a un patógeno vírico. Dichas células de uva después se usan para generar portainjertos, 
injertos, embriones somáticos, o semillas usando procedimientos que se conocen en la técnica (por ejemplo, los 
descritos en el presente documento).25

Por “molécula de ácido nucleico” se entiende una molécula, por ejemplo, ARN o ADN, que tiene una secuencia de 
dos o más nucleótidos de origen natural o modificados, unidos covalentemente. La molécula de ácido nucleico 
puede ser, por ejemplo, mono- o bicatenaria y puede incluir nucleótidos modificados o no modificados, o mezclas o 
combinaciones de los mismos. También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas ácidas libres.30

Por “fragmento de ácido nucleico” se entiende un segmento contiguo de una molécula de ácido nucleico. La longitud 
de un segmento de ácido nucleico puede variar desde al menos un par de bases (por ejemplo, al menos 10, 20, 30, 
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 
190, 195, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 330, 350, 400, 450, 500, 700, 1000, 1500, o 2000 35
pares de bases) hasta la longitud completa de la molécula de ácido nucleico. Cuando se menciona en el presente 
documento que una molécula de ácido nucleico tiene más de un fragmento de ácido nucleico, se entiende que estos 
fragmentos de ácido nucleico ocupan partes no solapantes de la molécula de ácido nucleico.

Por “identidad de secuencia” se entiende (en el contexto de comparación de la secuencia de una molécula de ácido 40
nucleico o un fragmento de ácido nucleico con una secuencia de referencia) que la molécula de ácido nucleico o 
fragmento de ácido nucleico tiene la misma secuencia que la secuencia de referencia o tiene un porcentaje 
especificado de nucleótidos que son iguales en las localizaciones correspondientes dentro de la secuencia de 
referencia cuando la secuencia de longitud completa de la molécula de ácido nucleico o fragmento de ácido nucleico 
se alinea de forma óptima con la longitud completa de la secuencia de referencia. Dentro de este contexto, el 45
porcentaje de nucleótidos que son iguales entre dos secuencias se calcula con referencia a la longitud de la 
secuencia más larga. La identidad de secuencia puede calcularse entre ADN y ADN, ARN y ARN, o ADN y ARN. 
Cuando se calcula una identidad de secuencia entre ADN y ARN, se aprecia bien en la técnica que los restos de 
timidina son equivalentes a los restos de uracilo para los propósitos de este cálculo. Además, se aprecia bien en la 
técnica que si el porcentaje de identidad de secuencia de la secuencia complementaria inversa con la secuencia de 50
referencia es mayor que el de la secuencia directa, entonces el porcentaje de identidad de secuencia es la cantidad 
primera. Se puede usar el algoritmo de Needleman-Wunsch, por ejemplo, para determinar la identidad de secuencia 
en base a alineaciones globales óptimas. Están disponibles al público programas informáticos para determinar la 
identidad de secuencia de ácidos nucleicos en, por ejemplo, el sitio web del European Bioinformatics Institute 
(EMBL-EBI). Por ejemplo, en la siguiente alineación global de secuencia entre el fragmento 1 de GFLV y el 55
Concatenado 714,
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estas dos secuencias tienen un 43 % de identidad de secuencia porque se alinean 204 pares de bases de 494 pares 
de bases (la longitud de la secuencia más larga).5

Por “sustancialmente idéntica” se entiende (en el contexto de comparación de la secuencia de una molécula de 
ácido nucleico o un fragmento de ácido nucleico con una secuencia de referencia) que las secuencias tienen una 
identidad de secuencia, calculada usando procedimientos descritos anteriormente, de al menos el 85 % (por 
ejemplo, al menos el 85 %, 87 %, 90 %, 92 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 %).10

Por “resistencia potenciada a un patógeno de plantas” se entiende un nivel mayor de resistencia a un patógeno (por 
ejemplo, un virus tal como un GFLV o un ArMV) en una planta transgénica (o componente o célula vegetal, semilla, 
o embrión somático de la misma) que el nivel de resistencia respecto a una planta de control (por ejemplo, una 
planta no transgénica). En un modo de realización, el nivel de resistencia a un patógeno en una planta transgénica 15
es de al menos un 5 a un 10 % (y preferentemente un 20 %, 30 %, o 40 %) mayor que la resistencia de una planta 
de control. En otros modos de realización, el nivel de resistencia al patógeno es un 50 % mayor, 60 % mayor y más 
preferentemente incluso un 75 % o 90 % mayor que una planta de control; siendo lo más preferido hasta el 100 % de 
resistencia en comparación con una planta de control. El nivel de resistencia se mide usando procedimientos 
convencionales. Por ejemplo, el nivel de resistencia a enfermedad del entrenudo corto infeccioso puede 20
determinarse comparando elementos y características físicas (por ejemplo, altura y peso de la planta, o comparando 
síntomas de enfermedad, por ejemplo, desarrollo retardado de lesiones, tamaño reducido de las lesiones,
marchitamiento y enrollamiento de las hojas, moteado y necrosis de las hojas, deformidad de las cañas, cantidad de 
entrenudos, anillos en mosaico en las hojas y decoloración de las células) de vides transgénicas. La infectividad de 
un nepovirus de la uva (por ejemplo, un GFLV o un ArMV) también puede controlarse usando, por ejemplo, ELISA 25
convencional, o cualquier procedimiento divulgado en el presente documento.

Fragmento1

Concatenado714

Fragmento1

Fragmento1

Fragmento1

Fragmento1

Fragmento1

Concatenado714

Concatenado714

Concatenado714

Concatenado714

Concatenado714

Fragmento1

Fragmento1

Fragmento1

Fragmento1

Concatenado714

Concatenado714

Concatenado714

Concatenado714
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Por “unido de forma funcional” se entiende que un gen y una o más secuencias reguladoras están conectados de tal 
forma que permita la expresión génica cuando se unen las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteínas activadoras 
de las transcripción) a la una o más secuencias reguladoras.

Por “célula vegetal” se entiende cualquier célula con auto-propagación unida por una membrana semi-permeable y 5
que contiene un plástido. Una célula vegetal, como se usa en el presente documento, se obtiene de, sin limitación, 
semillas, cultivos en suspensión, embriones, regiones meristemáticas, tejidos de callo, protoplastos, hojas, raíces, 
brotes, embriones somáticos y cigóticos, así como de cualquier parte de un tejido u órgano reproductor o vegetativo.

Por “componente vegetal” se entiende una parte, segmento, u órgano obtenido de una planta o célula vegetal 10
intacta. Componentes vegetales ejemplares incluyen, sin limitación, embriones somáticos, frutos, hojas, frutos, 
injertos y portainjertos.

Como se usa en el presente documento, una molécula de ácido nucleico, sea una molécula de origen natural u otra 
cosa, puede estar “sustancialmente purificada”, si se desea, lo que se refiere a una molécula separada de 15
sustancialmente todas las demás moléculas normalmente asociadas con ella en su estado nativo. Más 
preferentemente una molécula sustancialmente purificada es la especie predominante presente en una preparación. 
Una molécula sustancialmente purificada puede estar más de un 60 % libre, preferentemente un 75 % libre, más 
preferentemente un 90 % libre y lo más preferentemente un 95 % libre de las demás moléculas (excluyendo el 
disolvente) presentes en la mezcla natural. La expresión “sustancialmente purificada” no pretende abarcar moléculas 20
presentes en su estado nativo.

Como se ha analizado anteriormente, los autores de la invención describen moléculas de ácido nucleico útiles para 
proporcionar vides transgénicas con resistencia contra la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid 
causada por el virus, virus del entrenudo corto infeccioso de la vid. En consecuencia, como hay pocas alternativas 25
para controlar el virus del entrenudo corto infeccioso de la vid en uvas, la invención proporciona varios avances 
importantes y ventajas para los viticultores. La invención, por ejemplo, facilita un medio eficaz y económico para la 
protección contra la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid y otras enfermedades inducidas por 
nepovirus de la uva. Dicha protección reduce o minimiza la necesidad de prácticas químicas tradicionales (por 
ejemplo, fumigación del suelo) típicamente usadas por los viticultores para controlar la propagación de un nepovirus 30
de la uva y proporciona protección contra estos patógenos causantes de enfermedad. Además, como las plantas de 
uva que expresan dichas secuencias de nepovirus de la uva son menos vulnerables a infección por nepovirus de la 
uva y la enfermedad del entrenudo corto infeccioso, la invención proporciona adicionalmente una eficacia 
aumentada de producción, así como mejoras en la calidad, color, aroma y cosecha de uvas. Además, como la 
invención reduce la necesidad de protección química contra patógenos de la vid, beneficia al entorno donde están 35
plantados los viñedos. La invención también se puede usar para proporcionar protección contra otras enfermedades 
causadas por nepovirus (por ejemplo, virus del mosaico del Arabis) en, por ejemplo, frambuesa, fresa, cereza, 
lúpulo, grosella negra, grosella, saúco, ruibarbo, lechuga, tomate, pepino, apio, narciso y forsitia.

Otras características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la siguiente descripción de los modos de 40
realización preferidos de la misma y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

Figura 1: Muestra dos ARN genómicos de GFLV. Las regiones de conservación identificadas por el análisis de 45
secuencia de GFLV se muestran en negro. Los círculos indican agrupaciones de estas regiones en los 8 fragmentos 
elegidos de ácido nucleico. El dibujo no está a escala.

Figura 2: Muestra valores de absorbancia de DAS-ELISA para GFLV en plantas Nicotiana benthamiana agro-
infiltradas con i) sin construcción, ii) construcción concatenada 582, o iii) una construcción del gen de la proteína de 50
cubierta traducible (CP). Las plantas se inocularon mecánicamente con GFLV (Virus) o no (sin virus).

DESCRIPCIÓN DETALLADA

Las moléculas purificadas de ácido nucleico, vectores, células, plantas, componentes vegetales, productos y 55
procedimientos de la presente invención se refieren a la protección de plantas (por ejemplo, plantas de uva) contra 
enfermedades de plantas causadas por virus de plantas (por ejemplo, GFLV y el ArMV serológicamente 
relacionado). A continuación se proporcionan detalles adicionales de la invención.

Nepovirus60

Nepovirus es un género de virus de la familia Comoviridae que se transmiten por nematodos. Los nepovirus se 
clasifican como virus de tipo IV según el sistema de Baltimore; es decir, tienen un genoma de ARN, monocatenario, 
de dos partes. Estos dos segmentos del genoma de ARN, ARN1 y ARN2, están encapsulados por separado en 
partículas víricas icosaédricas. ARN1, de aproximadamente 8.000 pares de bases de longitud, codifica genes 65
importante para la replicación del virus (por ejemplo, ARN polimerasa dependiente de ARN). ARN2, entre 4000 a 
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7000 pares de bases de longitud, tiene genes que codifican la proteína de Movimiento y la proteína de Cubierta y es 
importante para la transmisión célula-célula del virus. Cada ARN tiene una extensión poli(A) 3’. Se incluyen en el 
género de nepovirus el virus del mosaico del arabis (ArMV) y el virus del entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV).

Virus del entrenudo corto infeccioso de la vid5

El virus del entrenudo corto infeccioso de la vid es un patógeno de la vid que puede propagarse sobre largas 
distancias en el suelo y entre nematodos de plantas. Un vector para la enfermedad es el nematodo Xiphinema index. 
El virus también puede transmitirse por siembra e injerto. La enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid es 
una enfermedad vírica generalizada de la vid, causada por GFLV, que se encuentra en todas las regiones de cultivo 10
de vides. Vitis spp. es un huésped natural principal de la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid. La 
enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid se caracteriza por malformaciones de las hojas y cañas y por 
diversos tipos de decoloraciones foliares del follaje (por ejemplo, moteado, amarilleamiento, manchas anulares, 
patrones de líneas). Se reducen los racimos de uvas en cantidad y tamaño y los frutos pierden dulzor y acidez. Las 
pérdidas en cultivo debido a la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid pueden ser muy altas (de hasta 15
el 90 %). La propagación local del virus es difícil de controlar. El virus persiste en las raíces de vides alzadas y 
puede permanecer en vectores de nematodo durante varios meses. El control de los vectores por fumigación del 
suelo es difícil e ineficaz y otras estrategias tales como barbecho prolongado, rotación de cultivos, laboreo y control 
de malezas son igualmente ineficaces.

20
Virus del mosaico del arabis

El virus del mosaico del arabis, también conocido como el virus del enanismo amarillo de la frambuesa o el virus del 
mosaico del ruibarbo, está serológicamente relacionado con GFLV. ArMV se encuentra en muchas especies de 
plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas. Se ha demostrado que provoca enanismo amarillo en frambuesa, 25
arrugamiento en mosaico y amarillo en fresa, moteado atrofiado en pepino, atrofia clorótica en lechuga, atrofia y 
necrosis en apio, tejido amarillo en forsitia y mosaico en ruibarbo. ArMV también se encuentra en muchas otras 
plantas incluyendo uva, cereza, grosella negra, grosella, saúco, tomate, narciso, remolacha azucarera, lúpulo, 
rábano picante, Narcissus, rosa, Sambucus nigra, Ligustrum vulgare y trébol blanco. Vectores para ArMV incluyen 
los nematodos que habitan el suelo, independientes, Xiphinema diversicaudatum y Xiphinema coxi.30

Metodología

Análisis de información de secuencia de GFLV
35

Los autores de la invención han analizado la información de secuencia del genoma de GFLV y se han identificado 
tramos de secuencia que pueden incorporarse en construcciones transgénicas para proporcionar resistencia a una 
amplia gama de variantes de GFLV. El análisis de los autores de la invención provocó la identificación de regiones 
del genoma que poseen altos niveles de conservación a nivel de nucleótidos. Las búsquedas de los autores de la
invención se centraron en la variación de nucleótidos individuales. Se eligieron solamente regiones del genoma de al 40
menos 20 pb de longitud que contenían más de un 95 % de conservación de más del 85 % de los nucleótidos 
individuales. La conservación dentro del ARN genómico ARN2 se determinó a través de alineación de toda la 
información de secuencia disponible de GFLV usando el algoritmo ClustalX e identificación de posiciones de 
nucleótidos en las que el nucleótido dominante estaba presente el 95 % de las veces. La conservación del gen de la 
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) en el ARN genómico ARN1 se determinó por alineación de la 45
información de secuencia de GFLV disponible con el nepovirus ArMV muy relacionado e identificación de regiones 
de conservación usando la misma metodología descrita anteriormente. Las regiones conservadas identificadas 
usando estos procedimientos, como se ilustra en la Figura 1, se utilizaron para desarrollo de construcciones 
posterior.

50
Diseño de construcciones transgénicas

Después del análisis de secuencia de GFLV en el que se identificaron tramos conservados de nucleótidos de GFLV, 
estos tramos se agruparon en ocho regiones más grandes (rodeadas con círculo en la Figura 1). Estas ocho 
regiones se muestran en la Tabla 1.55

Tabla 1: Ocho regiones de ARN1 y ARN2 identificadas por análisis de secuencia de GFLV así como su longitud, los 
genes de los que se deriva cada región y las regiones más cortas de conservación incluidas dentro de cada región.

Región (desde 
el extremo 
5’ de ARN)

Longitud 
total

Genes incluidos Regiones conservadas incluidas

4743-4935 nt 
(ARN1)

193 nt RdRp 4743-4807 nt (65 nt), 4851-4875 nt (25 nt) y 
4903-4935 nt (33 nt)
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5300-5483 nt 
(ARN1)

184 nt RdRp 5300-5342 nt (43 nt), 5368-5393 nt (26nt) y 
5431-5483 nt (53nt)

5746-6073 nt 
(ARN1)

328 nt RdRp 5746-5813 nt (68 nt), 5824-5855 (32 nt), 
5868-5920 nt (43 nt) y 6001-6073 nt (73 nt)

582-700 nt 
(ARN2)

119 nt Proteína Auxiliar (2A) 582-700 nt (119 nt)

1991-2137 nt 
(ARN2)

147 nt Proteína de 
Movimiento (2B) y de 
Cubierta (2C)

1991-2021 nt (31 nt) y 2088-2137 nt (50 nt)

2811-2935 nt 
(ARN2)

125 nt CP (2C) 2811l-2874 nt (64 nt) y 2904-2935 nt (32 nt)

3132-3232 nt 
(ARN2)

101 nt CP (2C) 3132-3174 nt (33 nt) y 3207-3232 nt (26 nt)

3531-3757 nt 
(ARN2)

227 nt CP (2C) y región no 
codificante 3’

3531-3588 nt (58 nt) y 3692-3757 nt (67 nt)

Después de la identificación de estas regiones, se clonaron ocho fragmentos de ácido nucleico que abarcaban estas 
regiones a partir del ADNc de GFLV. Las secuencias de estos ocho fragmentos de ácido nucleico se dan a 
continuación:

5

10

15

20

25

30

35

Fragmento 1 (SEC ID N.º: 1)

Fragmento 2 (SEC ID N.º: 2)

Fragmento 3 (SEC ID N.º: 3)

Fragmento 4 (SEC ID N.º: 4)
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Se usó reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar estos fragmentos de ácido nucleico a partir del 
ADNc de GFLV F13. Los fragmentos de ácido nucleico amplificados posteriormente se ligaron en diversos 
concatenados, con la intención de combinar regiones conservadas de múltiples genes (incluyendo la ARN 5
polimerasa dependiente de ARN, proteína auxiliar, proteína de movimiento y proteína de cubierta) dentro del 
genoma de GFLV para proporcionar resistencia contra diversas variantes de GFLV (es decir, para posibilitar 
resistencia de amplio espectro), volviendo para una cepa GFLV individual más difícilmutar para superar la resistencia 
proporcionada por transgenes derivados de estos fragmentos de ácido nucleico. .

10
Los fragmentos de ácido nucleico de GFLV pueden concatenarse de diversos modos. En un ejemplo de trabajo, se 
concatenan dos fragmentos de ácido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo, 
fragmento 1 + fragmento 2, fragmento 5 + fragmento 8, o fragmento 4 + fragmento 7) sin ninguna secuencia 
intermedia entre los fragmentos de ácido nucleico. De forma alternativa, los dos fragmentos de ácido nucleico se 
concatenan con uno o más pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, o 1000 pares de bases) de 15
secuencias intermedias entre los fragmentos de ácido nucleico. La longitud y composición de secuencia intermedia 
entre dos fragmentos cualesquiera de ácido nucleico de estos concatenados pueden variar de acuerdo con técnicas 
de ligamiento de ácidos nucleicos conocidas en la técnica. Los presentes concatenados también pueden tener 
secuencias flanqueantes de uno o más pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, o 1000 pares de 
bases) en uno o ambos lados de los fragmentos de ácido nucleico. Los fragmentos de ácido nucleico pueden 20
orientarse cada uno, independientemente, en una orientación con sentido o anti-sentido (por ejemplo, con 
sentido/con sentido, con sentido/anti-sentido, anti-sentido/con sentido, o anti-sentido/anti-sentido).

En otro ejemplo de trabajo, se concatenan tres fragmentos de ácido nucleico sustancialmente idénticos a los 
fragmentos 1-8 sin ninguna secuencia intermedia entre estos fragmentos de ácido nucleico. De forma alternativa, los 25
tres fragmentos de ácido nucleico pueden tener uno o más pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 
500, o 1000 pares de bases) de secuencia intermedia entre dos fragmentos de ácido nucleico consecutivos 
cualesquiera. Estos concatenados también pueden tener uno o más pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 
200, 500, o 1000 pares de bases) de secuencia flanqueando uno o ambos lados de los fragmentos de ácido 
nucleico. Cada fragmento de ácido nucleico en la concatenación puede tener un porcentaje de identidad de 30
secuencia con los fragmentos 1-8 SEC ID N.º: 1-8 que varía independientemente de los de otros fragmentos de 
ácido nucleico en el concatenado.

Se describen moléculas ejemplares de ácido nucleico que tienen tres fragmentos de ácido nucleico sustancialmente 
idénticos a los fragmentos 1-8 en los siguientes concatenados. Como se usa en el presente documento, el nombre 35
de cada concatenado es un conjunto de dígitos correspondientes, en orden, a los fragmentos de ácido nucleico 
presentes en el concatenado. Por ejemplo, el concatenado 463 incluye fragmento 4, fragmento 6 y fragmento 3, en 
ese orden.

Fragmento 5 (SEC ID N.º: 5)

Fragmento 6 (SEC ID N.º: 6)

Fragmento 7 (SEC ID N.º: 7)

Fragmento 8 (SEC ID N.º: 8)
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Concatenado 463 (SEC ID N.º: 17)

5

10

Concatenado 582 (SEC ID N.º: 18)15

20

25

Concatenado 714 (SEC ID N.º: 19)
30

35

40
Concatenado 678 (SEC ID N.º: 20)

45

50

Concatenado 123 (SEC ID N.º: 21)

55

60

65
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Concatenado 375 (SEC ID N.º: 22)

5

10

15
Concatenado 168 (SEC ID N.º: 23)

20

25

Concatenado 245 (SEC ID N.º: 24)30

35

40

Otros ejemplos de trabajo presentan moléculas de ácido nucleico que tienen más de 3 fragmentos de ácido nucleico 
sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico de la presente 
invención puede tener 4 fragmentos de ácido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo, 45
fragmento 2 + fragmento 4 + fragmento 5 + fragmento 7 o fragmento 3 + fragmento 1 + fragmento 6 + fragmento 1). 
En otro ejemplo, una molécula de ácido nucleico de la presente invención puede tener 5 fragmentos de ácido 
nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo, fragmento 2 + fragmento 4 + fragmento 5 + 
fragmento 7 + fragmento 2). En otro ejemplo, una molécula de ácido nucleico de la presente invención puede tener 6 
fragmentos de ácido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo, fragmento 3 + fragmento 50
7 + fragmento 5 + fragmento 1 + fragmento 6 + fragmento 8, como se describe a continuación en el concatenado 
375168).

Concatenado 375168 (SEC ID N.º: 25)
55

60

65
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5

10

Otros ejemplos de trabajo más presentan moléculas de ácido nucleico que tienen más de 6 (por ejemplo, 7, 8, o 
más) fragmentos de ácido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8. A continuación se describe un 
concatenado que tiene 8 fragmentos de ácido nucleico, el concatenado 12367845:15

Concatenado 12367845 (SEC ID N.º: 26)

20

25

30

35

40

45

En otro ejemplo de trabajo, la molécula de ácido nucleico incluye un fragmento de ácido nucleico que es 50
sustancialmente idéntico al concatenado 463, 582, 714, 678, 123, 375, 168, 245, 12367845, o 375168 (SEC ID N.º: 
17-26).

Cualquiera de las moléculas de ácido nucleico descritas en el presente documento puede contener más de una 
copia del mismo fragmento de ácido nucleico (por ejemplo, fragmento 6 + fragmento 7 + fragmento 7 (es decir, un 55
concatenado 677)). En algunos modos de realización, todos los fragmentos de ácido nucleico en la molécula son el 
mismo fragmento de ácido nucleico (por ejemplo, fragmento 1 + fragmento 1 (es decir, un concatenado 11) o 
fragmento 2 + fragmento 2 + fragmento 2 (es decir, un concatenado 222)).

Otras moléculas ejemplares de ácido nucleico incluyen, por ejemplo, las SEC ID N.º: 9-16.60

Construcción de transgenes de plantas

Cualquiera de las moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente puede expresarse como un transcrito de 
ARNm con sentido traducible o con sentido no traducible o como un transcrito de ARNm anti-sentido por una línea 65
celular de uva transfectada de forma estable o por una vid o componente de vid transgénico. Están disponibles al 
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público varios vectores adecuados para transfección estable o extracromosómica de células vegetales, o para el 
establecimiento de plantas transgénicas. Los procedimientos para construir dichas líneas celulares también se 
conocen bien en la técnica.

Típicamente, los vectores de expresión de plantas incluyen (1) un gen clonado (por ejemplo, una molécula de ácido 5
nucleico que expresa un ARN de nepovirus de la uva con sentido traducible, con sentido no traducible, o anti-
sentido) sometido al control transcripcional de secuencias de control de la expresión 5’ y 3’ y (2) un marcador de 
selección dominante. Dichos vectores de expresión de plantas también pueden contener, si se desea, una región 
reguladora promotora (por ejemplo, una que confiere expresión inducible o constitutiva, inducida por patógeno o 
heridas, regulada por el entorno o el desarrollo, o específica de célula o tejido), un sitio de partida para el inicio de la 10
transcripción, un sitio de unión al ribosoma, una señal de procesamiento del ARN, un sitio de terminación de la 
transcripción, y/o una señal de poliadenilación.

Una vez se obtiene la molécula de ácido nucleico deseada como se ha descrito anteriormente, puede manipularse 
en una diversidad de formas conocidas en la técnica. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico puede, si se 15
desea, combinarse con otras moléculas de ácido nucleico en una diversidad de formas. En sus partes componentes, 
se combina una molécula de ácido nucleico en una construcción que tiene una región de control de inicio de la 
transcripción capaz de promover la transcripción en una célula de vid huésped.

En general, las construcciones implican regiones reguladoras funcionales en plantas. Por ejemplo, la secuencia 20
traducible con sentido para una molécula de ácido nucleico puede unirse en su extremo 5’ a una región reguladora 
del inicio de la transcripción, por ejemplo, una secuencia encontrada de forma natural en la región cadena arriba 5’ 
de un gen estructural de plantas. En otro ejemplo, la secuencia  no traducible con sentido para una molécula de 
ácido nucleico puede unirse en su extremo 5’ a una región reguladora del inicio de la transcripción. En otro ejemplo 
más, la secuencia anti-sentido para una molécula de ácido nucleico puede unirse en su extremo 5’ a una región 25
reguladora del inicio de la transcripción. Están disponibles numerosas regiones de inicio de la transcripción que 
proporcionan regulación constitutiva o inducible.

Para aplicaciones en las que se desea expresión en el desarrollo, celular, tisular, hormonal, o ambiental, se obtienen 
regiones no codificantes cadena arriba 5’ apropiadas de otros genes, por ejemplo, de genes regulados durante el 30
desarrollo de los meristemos, desarrollo de las semillas, desarrollo de los embriones, desarrollo de las hojas, 
desarrollo de los tallos, o desarrollo de los zarzillos.

También pueden proporcionarse regiones de terminación de transcritos reguladoras en construcciones de ADN de la 
presente invención. Pueden proporcionarse regiones de terminación de transcritos por la molécula de ácido nucleico 35
o cualquier región conveniente de terminación de la transcripción derivada de una fuente génica diferente (por 
ejemplo, los terminadores NOS o 35S de CaMV). La región de terminación de transcritos contendrá preferentemente 
al menos 1 a 3 kb de secuencia 3’ respecto al gen estructural del que se obtiene la región de terminación. Pueden 
emplearse construcciones de expresión de plantas que tienen la molécula de ácido nucleico de la presente invención 
como la secuencia de interés para su expresión (en la producción de ARNm bien  en la orientación anti-sentido o 40
bientraducible con sentido o bien no traducible con sentido) con una amplia gama de vides. Dichas plantas 
modificadas por ingeniería genética son útiles para una diversidad de aplicaciones industriales y agrícolas. De forma 
importante, la presente invención es aplicable a todas las vides o componentes de vid y será fácilmente aplicable a 
cualesquiera procedimientos de transformación o de regeneración nuevos o mejorados de la uva.

45
Las construcciones de expresión incluyen al menos un promotor unido de forma funcional a al menos una secuencia 
con sentido traducible, con sentido no traducible, o anti-sentido (también son deseables combinaciones). Un ejemplo 
de un promotor de plantas útil de acuerdo con la invención es un promotor de caulimovirus, por ejemplo, un promotor 
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). Estos promotores confieren altos niveles de expresión en la mayoría de 
tejidos vegetales y la actividad de estos promotores no es dependiente de proteínas codificadas por virus. CaMV es 50
una fuente para ambos promotores 35S y 19S. En la mayoría de tejidos de plantas transgénicas, el promotor 35S de 
CaMV es un promotor fuerte. El promotor de CaMV también es muy activo en monocotiledóneas. Además, la 
actividad de este promotor puede aumentarse adicionalmente (es decir, entre 2 a 10 veces) mediante duplicación del 
promotor 35S de CaMV.

55
Otros promotores útiles de plantas incluyen, sin limitación, el promotor de la nopalina sintasa (NOS), el promotor de 
la octopina sintasa, el promotor de la actina del arroz, el promotor de la ciclasa y el promotor del virus del mosaico de 
las nervaduras de la mandioca. Aún otros promotores ejemplares útiles en la invención incluyen, sin limitación, el 
promotor del virus del moteado amarillo del Commelina, promotor del badnavirus de la caña de azúcar, promotor del 
virus baciliforme del tungro del arroz, elemento vírico del estriado del maíz y promotor del virus del enanismo del 60
trigo.

Para ciertas aplicaciones, puede ser deseable expresar cualquiera de las moléculas de ácido nucleico en un tejido 
apropiado, a un nivel apropiado, o en un momento apropiado del desarrollo. Para este propósito, existe una variedad 
de promotores génicos, cada uno con sus propias características distintas incorporadas en sus secuencias 65
reguladoras, que se ha demostrado que se regulan en respuesta a señales inducibles tales como el entorno, 
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hormonas, y/o signos de desarrollo. Éstos incluyen, sin limitación, promotores génicos que son responsables de 
expresión génica regulada por calor, expresión génica regulada por luz; el promotor rbcS del maíz; el gen de la 
proteína de unión a clorofila a/b; el promotor Arabssu; o el promotor rbs del arroz, expresión génica regulada por 
hormonas (por ejemplo, las secuencias sensibles a ácido abscísico (ABA) del gen Em del trigo; los promotores HVA1 
y HVA22 inducibles por ABA y rd29A descritos para cebada y Arabidopsis); y expresión génica inducida por heridas 5
(por ejemplo, de wunl), expresión génica específica de órgano (por ejemplo, del gen de la proteína de 
almacenamiento específica de tubérculo; el gen de la zeína de 23 kDa del maíz; o el gen de la beta-faseolina de la 
judía verde), o promotores inducibles por patógeno (por ejemplo, promotores PR-1, prp-1 o de beta-1,3 glucanasa, el 
promotor wirla inducible por hongos del trigo y los promotores inducibles por nematodos, TobRB7-5A y Hmg-1, del 
tabaco y el perejil, respectivamente).10

Los vectores de expresión en plantas también pueden incluir opcionalmente señales de procesamiento del ARN, por 
ejemplo, intrones, que se ha demostrado que son importantes para síntesis y acumulación del ARN eficaces. La 
localización de las secuencias de corte y ayuste del ARN puede influir drásticamente en el nivel de expresión 
transgénica en plantas. En vista de este hecho, puede posicionarse un intrón cadena arriba o cadena abajo de una 15
molécula de ácido nucleico descrita en el presente documento en el transgén para modular los niveles de expresión 
génica.

Además de las secuencias reguladoras de control 5’ mencionadas anteriormente, los vectores de expresión también 
pueden incluir regiones de control reguladoras que están presentes generalmente en las regiones 3’ de genes de 20
plantas. Por ejemplo, puede incluirse la región terminadora 3’ en el vector de expresión para aumentar la estabilidad 
del ARNm. Una de dichas regiones terminadoras puede obtenerse de la región terminadora PI-II de la patata. 
Además, otros terminadores habitualmente usados se obtienen de las señales de la octopina sintasa o la nopalina 
sintasa.

25
El vector de expresión en plantas también contiene típicamente un gen marcador seleccionable dominante usado 
para identificar aquellas células que han quedado transformadas. Genes seleccionables útiles para sistemas de 
plantas incluyen genes que codifican genes de resistencia a antibióticos, por ejemplo, aquellos que codifican 
resistencia a higromicina, kanamicina, bleomicina, G418, estreptomicina, o espectinomicina. También se pueden 
usar genes necesarios para la fotosíntesis como marcadores seleccionables en cepas deficientes en fotosíntesis. 30
Finalmente, se pueden usar genes que codifican resistencia a herbicidas como marcadores seleccionables; genes 
de resistencia a herbicidas útiles incluyen el gen bar que codifica la enzima fosfinotricina acetiltransferasa y que 
confiere resistencia al herbicida de amplio espectro BASTA® (Hoechst A G, Frankfurt, Alemania).

Además, si se desea, la construcción de expresión en plantas puede contener una secuencia de molécula de ácido 35
nucleico modificada o completamente sintética que se ha cambiado para potenciar el rendimiento del gen en plantas.

Debe ser fácilmente evidente para un experto en la técnica de biología molecular, especialmente en el campo de 
biología molecular de plantas, que el nivel de expresión génica es dependiente, no solamente de la combinación de 
promotores, señales de procesamiento del ARN y elementos terminadores, sino también del modo en que se usan 40
estos elementos para aumentar los niveles de expresión del gen marcador seleccionable.

Las moléculas de ácido nucleico descritas en el presente documento se clonaron en el plásmido pEPT8. El plásmido 
pEPT8 es un derivado de pUC18 que contiene un casete de expresión en plantas con el promotor CaMV 35S y 
secuencia terminadora que permitirá que las construcciones se expresen de forma constitutiva en la planta huésped. 45
Después de esta etapa, el casete de expresión en plantas se escinde del plásmido pEPT8 y se clona en el plásmido 
binario pGA482G para la transformación de plantas huésped con las construcciones de interés. Una vez se han 
construido construcciones potenciales (por ejemplo, construcciones concatenadas), cada una se ensaya para la 
eficacia contra diversas cepas de GFLV en entornos tanto de laboratorio como de campo.

50
Ensayo transitorio para determinar la eficacia de las construcciones concatenadas

Para identificar construcciones concatenadas con la actividad anti-GFLV más eficaz, se usó un ensayo transitorio 
basado en una planta modelo Nicotiana benthamiana, un huésped sistémico de GFLV que es susceptible a 
agroinfiltración. En primer lugar, se infiltraron hojas de N. benthamiana con suspensiones de Agrobacterium 55
tumefaciens que portaban construcciones genéticas derivadas de GFLV para mediar la expresión transitoria de 
transgenes y finalmente el silenciamiento. Después, las plantas agroinfiltradas se inocularon mecánicamente con 
GFLV y se midieron los efectos anti-víricos de las construcciones concatenadas con potencial de silenciamiento 
controlando el desarrollo de síntomas, si fuera aplicable e investigando la acumulación de virus mediante ensayos 
inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) de tipo sándwich de doble anticuerpo (DAS) con anticuerpos 60
específicos para GFLV y ensayos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con transcripción inversa (RT) con 
cebadores apropiados. También se confirmó la inhibición de la multiplicación del virus controlando la producción y 
acumulación de ARNip en hojas agroinfiltradas usando procedimientos de prueba de bandas de Northern 
convencionales con ARN total enriquecido en moléculas pequeñas y sondas específicas para GFLV. Se usaron 
cantidades apropiadas de réplicas de plantas para cada construcción ensayada. Este ensayo transitorio proporciona 65
una exploración rápida para evaluar si el silenciamiento se activa por construcciones genéticas de GFLV y si las 
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construcciones interfieren con la multiplicación del virus. El ensayo transitorio también proporciona un medio para 
una rápida exploración inicial para la resistencia sin la necesidad de generar transformantes estables para cada 
construcción, limitando la cantidad de eventos de portainjertos de vid transgénicos a ensayarse en viñedos 
infectados de forma natural y acelerando el desarrollo de portainjertos de vid resistentes a GFLV de valor comercial.

5
Se evaluó el potencial de la construcción concatenada 582 en interferir con la multiplicación de GFLV usando este 
ensayo transitorio. Los resultados se muestran en la figura 2. Se muestran valores de absorbancia de DAS-ELISA 
para GFLV en plantas de Nicotiana benthamiana agro-infiltradas con construcción concatenada 582 o una 
construcción del gen de la proteína de cubierta (CP) traducible. Las plantas se inocularon mecánicamente con GFLV 
o no. Se observó una reducción significativa en la acumulación de virus en plantas agroinfiltradas con la 10
construcción concatenada 582 en comparación con los controles. La reducción en la acumulación de virus fue más 
pronunciada para la construcción concatenada 582 que para la construcción del gen CP traducible.

Transformación de vides
15

En general, tras la construcción del vector de expresión en plantas, están disponibles varios procedimientos 
convencionales para la introducción del vector en un huésped vegetal, generando de ese modo una planta 
transgénica. Estos procedimientos incluyen (1) transformación mediada por Agrobacterium (A. tumefaciens o A. 
rhizogenes), (2) el sistema de suministro de partículas, (3) protocolos de microinyección, (4) procedimiento con 
polietilenglicol (PEG), (5) captación de ADN mediada por liposomas, (6) protocolos de electroporación y (7) por 20
agitación con vórtice. El procedimiento de transformación no es fundamental para la invención. Puede emplearse 
cualquier procedimiento que proporcione transformación eficaz. Algunos procedimientos ejemplares para transformar 
uvas se encuentran en Scorza et al. (Plant Cell Reports 14: 589 592, 1995), Baribault et al. (J. Expt. Bot. 41: 1045 
1049, 1990), Mullins et al. (BioTechnology 8: 1041 1045, 1990), Nakano et al. (J. Expt. Bot. 45: 649 656, 1994), 
Kikkert et al. (Plant Cell Rep. 15: 311 316, 1995), Krastanova et al. (Plant Cell Rep. 1: 550 554, 1995), Scorza et al. 25
(Plant Cell Rep. 14: 589 592, 1994), Scorza et al. (J. Amer. Soc. Hort. Sci. 121: 616 619, 1996), Martinelli et al. 
(Theor Appl Genet. 88: 621 628 y Legall et al. (Plant Sci. 102. 161 170, 1994). Como están disponibles 
procedimientos más nuevos para transformar plantas o uvas u otras células huésped, pueden aplicarse directamente 
también.

30
Plantas adecuadas para su uso en la práctica de la invención incluyen, pero no se limitan a, vides (por ejemplo, Vitis 
spp., híbridos de Vitis spp.  y todos los miembros de los subgéneros Euvitis y Muscadinia), incluyendo variedades de 
cultivo de injerto o de portainjertos. Variedades de cultivo de injerto ejemplares incluyen, sin limitación, aquellas que 
se mencionan como uvas de mesa o pasas y aquellas usadas en la producción de vino tales como Cabernet Franc, 
Cabernet Sauvignon, Chardonnay (por ejemplo, CH 01, CH 02, CH Dijon), Merlot, Pinot Noir (PN, PN Dijon), 35
Semillon, White Riesling, Lambrusco, Thompson sin semillas, Autumn sin semillas, Niagrara sin semillas y Seval 
Blanc. Otras variedades de cultivo de injerto que pueden usarse incluyen aquellas habitualmente mencionadas como 
uvas de mesa o pasas, tales como Alden, Almeria, Anab-E-Shahi, Autumn Black, Beauty sin semillas, Black Corinth, 
Black Damascus, Black Malvoisie, Black Prince, Blackrose, Bronx sin semillas, Burgrave, Calmeria, Campbell Early, 
Canner, Cardinal, Catawba, Christmas, Concord, Dattier, Delight, Diamond, Dizmar, Duchess, Early Muscat, Emerald 40
sin semillas, Emperor, Exotic, Ferdinand de Lesseps, Fiesta, Flame sin semillas, Flame Tokay, Gasconade, Gold, 
Himrod, Hunisa, Hussiene, Isabella, Italia, July Muscat, Khandahar, Katta Kourgane, Kishmishi, Loose Perlette, 
Malaga, Monukka, Muscat of Alexandria, Muscat Flame, Muscat Hamburg, New York Muscat, Niabell, Niagara, 
Olivette blanche, Ontario, Pierce, Queen, Red Malaga, Ribier, Rish Baba, Romulus, Ruby sin semillas, Schuyler, 
Seneca, Suavis (IP 365), Thompson sin semillas y Thomuscat. También se incluyen aquellas usadas en la 45
producción de vino, tales como Aleatico, Alicante Bouschct, Aligote, Alvarelhao, Aramon, Baco blanc (22A), Burger, 
Cabernet franc, Caberet, Sauvignon, Calzin, Carignan, Charbono, Chardonnay, Chasselas dore, Chenin blanc, 
Clairette blanche, Early Burgundy, Emerald Riesling, Feher Szagos, Femao Pires, Flora, French Colombard, Fresia, 
Furmint, Gamay, Gewurztraminer, Grand noir, Gray Riesling, Green Hungarian, Green Veltliner, Grenache, Grillo, 
Helena, Inzolia, Lagrein, Lambrusco de Salamino, Malbec, Malvasia bianca, Mataro, Melon, Merlot, Meunier, 50
Mission, Montua de Pilas, Muscadelle du Bordelais, Muscat blanc, Muscat Ottonel, Muscat Saint-Vallier, Nebbiolo, 
Nebbiolo fino, Nebbiolo Lampia, Orange Muscat, Palomino, Pedro Ximenes, Petit Bouschet, Petite Sirah, Peverella, 
Pinot noir, Pinot Saint-George, Primitivo di Gioa, Red Veltliner, Refosco, Rkatsiteli, Royalty, Rubired, Ruby Cabernet, 
Saint-Emilion, Saint Macaire, Salvador, Sangiovese, Sauvignon blanc, Sauvignon gris, Sauvignon vert, Scarlet, 
Seibel 5279, Seibel 9110, Seibel 13053, Semillon, Servant, Shiraz, Souzao, Sultana Crimson, Sylvaner, Tarmat, 55
Teroldico, Tinta Madeira, Tinto cao, Touriga, Traminer, Trebbiano Toscano, Trousseau, Valdepenas, Viognier, 
Walschriesling, White Riesling y Zinfandel.

Las variedades de cultivo de portainjertos que son útiles en la invención incluyen, sin limitación, Vitis rupestris 
Constantia, Vitis rupestris St. George, Vitis California, Vitis girdiana, Vitis rotundifolia, Vitis rotundifolia Carlos, Richter 60
110 (Vitis berlandieri x rupestris), 101-14 Millarder et de Grasset (Vitis riparia x rupestris), Teleki 5C (Vitis berlandieri 
x riparia), 3309 Courderc (Vitis riparia x rupestris), Riparia Gloire de Montpellier (Vitis riparia), 5BB Teleki (selección 
Kober, Vitis berlandieri x riparia), SO4 (Vitis berlandieri x rupestris), 41B Millardet (Vitis vinifera x berlandieri) y 039-16 
(Vitis vinifera x Muscadinia). Variedades de cultivo de portainjertos adicionales que pueden usarse incluyen Couderc 
1202, Couderc 1613, Couderc 1616, Couderc 3309, Dog Ridge, Foex 33EM, Freedom, Ganzin 1 (A x R n.º: 1), 65
Harmony, Kober 5BB, LN33, Millardet & de Grasset 41B, Millardet & de Grasset 420A, Millardet & de Grasset 101-
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14, Oppenheim 4 (S04), Paulsen 775, Paulsen 1045, Paulsen 1103, Richter 99, Richter 110, Riparia Gloire, Ruggeri 
225, Saint-George, Salt Creek, Teleki 5A, Vitis rupestris Constantia, Vitis California y Vitis girdiana.

En general, la transferencia y expresión de transgenes en células vegetales, incluyendo plantas de uva, son ahora 
prácticas rutinarias para los expertos en la técnica y se han convertido en herramientas principales para realizar 5
estudios de expresión génica en plantas y para producir variedades de plantas mejoradas de interés agrícola o 
comercial.

Regeneración de vides transgénicas
10

Pueden regenerarse células vegetales transformadas con un vector de expresión en plantas, por ejemplo, a partir de 
células individuales, tejido de callo, o discos foliares de acuerdo con técnicas de cultivo de tejido vegetal 
convencionales. Se conoce bien en  la técnica que diversas células, tejidos y órganos de casi cualquier planta 
pueden cultivarse satisfactoriamente para regenerar una planta entera; dichas técnicas se conocen bien en la 
técnica.15

En un ejemplo particular, se introduce en Agrobacterium por transformación una molécula de ácido nucleico clonada 
con sentido traducible, con sentido no traducible (por ejemplo, que tiene un codón de parada que incluye un ATG 
fuera de fase de lectura después del codón de inicio), o anti-sentido de la presente invención sometida al control del 
promotor 35S de CaMV y el terminador de la nopalina sintasa y que porta un marcador de selección (por ejemplo, 20
resistencia a kanamicina). Se realiza transformación de vides con Agrobacterium que contiene vector como se 
describe por Scorza y Cordts (Plant Cell Reports 14:589-592, 1995), que se incorpora por la presente por referencia. 
Se seleccionan transformantes teóricos después de unas pocas semanas en medios de cultivo de tejido vegetal que 
contiene kanamicina. Después el material vegetal resistente a kanamicina se coloca en medio de cultivo de tejido 
vegetal sin hormonas para el inicio de la formación de raíces.25

Después se exploran las plantas transgénicas que expresan el marcador de selección para la transmisión del 
transgén por técnicas convencionales de detección como se ha descrito anteriormente. Cada planta transgénica 
positiva y su descendencia transgénica son únicas en comparación con otras plantas transgénicas establecidas con 
el mismo transgén. La integración del ADN transgénico en el ADN genómico de la planta es, en la mayoría de los 30
casos, aleatoria y el sitio de integración puede afectar profundamente a los niveles y patrones tisulares y de 
desarrollo de expresión del transgén. Por consiguiente, habitualmente se exploran varias líneas transgénicas para 
cada transgén para identificar y seleccionar plantas con los perfiles de expresión más apropiados.

Se evalúan líneas transgénicas para los niveles de expresión del transgén. Se determina inicialmente la expresión a 35
nivel de ARN para identificar y cuantificar plantas positivas a la expresión. Se emplean técnicas convencionales para 
análisis del ARN y se incluyen ensayos de prueba de bandas de Northern y ensayos de evacuación nuclear. Las 
plantas ARN-positivas después se analizan para resistencia a infección por GFLV usando procedimientos 
convencionales. Las vides transformadas que expresan una secuencia con sentido no traducible que tienen 
resistencia a la enfermedad del entrenudo corto infeccioso respecto a plantas de control se aceptan como útiles en 40
la invención.

Protocolo de transformación

Se usó el siguiente protocolo de transformación para producir portainjertos de vides transgénicas que expresan 45
construcciones concatenadas. Se obtuvieron portainjertos de vides transgénicas que expresaban construcciones 
concatenadas por transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens de cultivos embriogénicos somáticos. Se 
iniciaron cultivos embriogénicos a partir de anteras inmaduras de 3309 Couderc (V. riparia x V. rupestris), 101-14 
Millardet et De Grasset (V. riparia x V. rupestris), V. rupestris St. George, 110 Richter (V. rupestris x V. berlandieri) y 
SO4 (V. berlandieri x V. riparia). Se cultivaron anteras aisladas en medio de Murashige y Skoog (MS) suplementado 50
con sacarosa al 0,2 %, 0,2 mg/l de bencilaminopurina (BA), 1,1 mg/l de ácido 2,4-diclorofenoxiacético y 7,2 g/l de 
agar Noble a 28 ºC en la oscuridad. Este medio se menciona como medio de inducción de embriones (EIM). Se hizo 
sub-cultivo de callos primarios a intervalos de 3-4 semanas. Se usó la cepa C58Z707 de A. tumefaciens desarmada 
que albergaba plásmidos binarios con construcciones concatenadas para la transformación de callos embriogénicos 
por cultivo en EIM que contenía 100 mg/l de acetosiringona a 25 ºC en la oscuridad durante 48 horas de co-cultivo. 55
Después, los callos embriogénicos se transfirieron a medio de inducción de embriones suplementado con 300 mg/l 
de cefotaxima, 200 mg/l de carbenicilina, 100 mg/l de acetosiringona y 25 mg/l de kanamicina y se cultivaron a 28 ºC 
en la oscuridad. Se obtuvieron grupos de callos embriogénicos secundarios con embriones en desarrollo por 
transferencia de callos embriogénicos primarios en medio MS de media fuerza suplementado con medio de 
diferenciación de embriones (EDM; 10 g/l de sacarosa, 3,6 ml/l de glicerol y 7,2 g/l de agar Noble). Este medio se 60
menciona como Cultivos que se mantuvieron a 28 ºC en la oscuridad durante uno a dos meses con sub-cultivos a 
intervalos de 3 semanas. La germinación y crecimiento de embriones se consiguió transfiriendo grupos 
embriogénicos con embriones diferenciados a MS de fuerza total con medio de elongación de embriones (EEM; 20 
g/l de sacarosa, 3,6 ml/l de glicerol, 1 g/l de hidrolizado de caseína y 7,2 g/l de agar Noble). Los cultivos se hicieron 
crecer en la oscuridad a 28 ºC con sub-cultivos cada tres semanas durante uno-dos meses. Los embriones 65
elongados (5-15 mm de longitud) se transfirieron a medio de regeneración de embriones (ERM; medio de plantas 
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leñosas sin vitaminas pero suplementado con 0,1 mg/l de BA, 3 g/l de carbón activado, sacarosa al 1,5 % y 7,2 g/l de 
agar Noble) para la regeneración de plantas. Los embriones elongados se mantuvieron a 25 ºC con un fotoperiodo 
de 16:8 horas (luz:oscuridad) con luz fluorescente fría a 45 μEm-2s-1 en una habitación de cultivos tisular. Se 
propagarán plantones derivados de embriones en germinación como esquejes nodales individuales en ERM en 
tarros de comida de bebé para la multiplicación y formación de raíces con luz fluorescente fría a 45 μEm-2s-1 en una 5
habitación de cultivo tisular. Después de 2-4 semanas, los plantones con raíces se plantaron en macetas en mezcla 
Cornell (una mezcla de turba, vermiculita, piedra caliza molida y uni-mix 10-20-5) y se cultivaron a 25 ± 5 ºC con un 
fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad) en un invernadero. Se produjo un total de 12 líneas independientes de 
portainjertos 3309C y 6 líneas independientes de portainjertos S04 que expresaban las construcciones 
concatenadas 582 y 714 usando el protocolo anterior.10

Evaluación de resistencia de vides transgénicas

La resistencia de vides transgénicas a infección por GFLV puede evaluarse, por ejemplo, en un sitio de viñedo 
infectado por GFLV de forma natural. La resistencia puede ensayarse, por ejemplo, por inspección visual del 15
desarrollo de síntomas, evaluando el vigor de la planta y determinando la acumulación de virus en el tiempo usando 
rt-PCR o ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) de tipo sándwich de doble anticuerpo (DAS), o por 
medición de la producción de la producción de alimento con la condición de que los portainjertos se injerten con 
material de injertos. Se dan procedimientos ejemplares para evaluar la resistencia de vides a infección vírica en 
Vigne et al. (Transgenic Res. 13:165-173), Komar et al. (Plant Disease 92:1689-1694) y Valat et al. (Plant Science 20
170:739-747).

Ensayo de campo

Pueden ensayarse plantas de uva maduras transformadas con las construcciones de la presente invención en las 25
condiciones de campo en viñedos (es decir, parcelas de tierra que incluyen tres o más vides o componentes de vid 
transgénicos que expresan cualquiera de las moléculas de ácido nucleico o vectores descritos en el presente 
documento) infestados con virus (por ejemplo, GFLV) en cualquier localización adecuada tal como, por ejemplo, 
Chile, California, o Francia de acuerdo con procedimientos convencionales.

30
Productos alimenticios

En algunos aspectos, la memoria descriptiva presenta productos derivados de plantas transformadas con las 
moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente. Los productos alimenticios derivados de plantas de uva 
incluyen frutos de uva (por ejemplo, coles negro, azul, negro azulado, dorado, rojo, verde, púrpura y blanco en 35
variedades con semillas y sin semillas). Las variedades comunes de uvas incluyen uvas Thompson, Flame, Ruby, 
Perlette y Tokay. Productos alimenticios adicionales de uva incluyen pasas (uvas secas), mermeladas y confituras. 
Las bebidas derivadas de uvas incluyen vinos y zumos. Las variedades de vino incluyen Pinot Noir, Merlot, 
Charddonay y Cabernet Sauvignon. Muchos vinos se conocen por la marca, o se nombran por las regiones en que 
se cultivan (por ejemplo, Bordeaux y Chianti).40

Productos alimenticios adicionales de la memoria descriptiva incluyen los derivados de uva, frambuesa, fresa, 
cereza, lúpulo, grosella negra, grosella, saúco, ruibarbo, lechuga, tomate, pepino, apio, narciso y forsitia. Los usos 
comunes de estas plantas en productos alimenticios se conocen bien en la técnica. Éstos incluyen frutas, confituras, 
mermeladas, ensaladas, cerveza, zumos, pasteles, helado, salsas, galletas y similares.45
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico sustancialmente purificada que comprende un primer fragmento de ácido 
nucleico y un segundo fragmento de ácido nucleico, en la que dicha molécula de ácido nucleico tiene menos del 99 
% de identidad de secuencia con la SEC ID N.º: 27 (GFLV ARN1) y la SEC ID N.º: 28 (GFLV ARN2) o un fragmento 5
de ácido nucleico de las mismas y en el que dicho primero y segundo fragmentos de ácido nucleico son cada uno al 
menos un 90 % idénticos a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.º: 1 (fragmento 1), 
SEC ID N.º: 2 (fragmento 2), SEC ID N.º: 3 (fragmento 3), SEC ID N.º: 4 (fragmento 4), SEC ID N.º: 5 (fragmento 5), 
SEC ID N.º: 6 (fragmento 6), SEC ID N.º: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.º: 8 (fragmento 8) o un complemento de las 
mismas.10

2. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, comprendiendo adicionalmente dicha molécula de ácido 
nucleico un tercer fragmento de ácido nucleico que es idéntico a una secuencia seleccionada del grupo que consiste 
en la SEC ID N.º: 1 (fragmento 1), SEC ID N.º: 2 (fragmento 2), SEC ID N.º: 3 (fragmento 3), SEC ID N.º: 4 
(fragmento 4), SEC ID N.º: 5 (fragmento 5), SEC ID N.º: 6 (fragmento 6), SEC ID N.º: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.º: 8 15
(fragmento 8) o un complemento de las mismas.

3. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 2, en la que dicha molécula de ácido nucleico comprende 
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.º: 17 (concatenado 463), SEC ID N.º: 18 
(concatenado 582), SEC ID N.º: 19 (concatenado 714), SEC ID N.º: 20 (concatenado 678), SEC ID N.º: 21 20
(concatenado 123), SEC ID N.º: 22 (construcción concatenada 375), SEC ID N.º: 23 (concatenado 168), SEC ID N.º: 
24 (concatenado 245), SEC ID N.º: 25 (concatenado 12367845) y SEC ID N.º: 26 (concatenado 375168).

4. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, confiriendo dicha molécula de ácido nucleico resistencia 
a un patógeno de plantas en una planta que expresa dicha molécula de ácido nucleico.25

5. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, en la que dicha molécula de ácido nucleico está unida 
de forma funcional a un promotor, en la que el promotor es opcionalmente un promotor regulado por el desarrollo, 
específico de orgánulo, específico de tejido, constitutivo o específico de célula y/u opcionalmente es inducible por 
uno o más agentes externos.30

6. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, en la que dicha molécula de ácido nucleico es ADN o 
ARN.

7. Un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, en el que la molécula de ácido 35
nucleico está opcionalmente unida de forma funcional en una orientación con sentido traducible, con sentido no 
traducible, o anti-sentido a un promotor.

8. Una célula que comprende el vector de la reivindicación 7, en la que dicha célula es opcionalmente una célula 
bacteriana o vegetal.40

9. Una planta o componente vegetal que comprende la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1 o el 
vector de la reivindicación 7.

10. La planta o componente vegetal de la reivindicación 9, en el que dicha planta es una dicotiledónea, en la que 45
dicha dicotiledónea es opcionalmente una planta de uva y en la que dicha planta de uva es opcionalmente un 
miembro del género Vitis.

11. La planta o componente vegetal de la reivindicación 10, en el que dicho componente vegetal es una uva, 
embrión somático, injerto, o portainjertos.50

12. Un procedimiento para potenciar la resistencia a un patógeno de plantas en una planta, comprendiendo dicho 
procedimiento:

(a) proporcionar una célula vegetal que expresa la molécula de ácido nucleico de la 55
reivindicación 1; y

(b) regenerar una planta o componente vegetal a partir de dicha célula vegetal, en el que dicho 
ácido nucleico se expresa en dicha planta y en el que dicha planta tiene resistencia potenciada a un 
patógeno de plantas en comparación con una planta no transformada correspondiente, en el que 60
dicha planta es opcionalmente una dicotiledónea, en el que dicha dicotiledónea es opcionalmente una 
planta de uva, preferentemente un miembro del género Vitis y en el que dicho patógeno de plantas es 
opcionalmente un virus, preferentemente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid.

13. Un procedimiento para aumentar la resistencia a enfermedad vírica en una célula de planta de uva, 65
comprendiendo dicho procedimiento transformar dicha célula de planta de uva con una molécula de ácido nucleico 
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de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la expresión de dicho ácido nucleico en dicha célula de planta de uva 
aumenta la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad vírica y en el que dicha enfermedad vírica es 
opcionalmente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid y en el que dicho procedimiento opcionalmente 
comprende además propagar una planta de uva a partir de dicha célula vegetal.

5
14. El procedimiento de las reivindicaciones 12 o 13, en el que dicho componente vegetal es una uva, embrión 
somático, injerto, o portainjertos.

15. La planta de uva de cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en la que la expresión de dicho ácido nucleico 
en dicha célula de planta de uva aumenta la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad vírica, en la 10
que dicha enfermedad vírica es opcionalmente enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid.

15

20
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