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DESCRIPCIÓN

Un método para la expresión transitoria de ácidos nucleicos en plantas

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere generalmente a plantas transgénicas. Más específicamente, se refiere a métodos y 
composiciones de expresión de transgenes en plantas.5

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

Los avances en la biología molecular han potenciado la capacidad de los científicos para manipular el genoma de 
animales y plantas. Pueden identificarse y aislarse genes que controlan diversos aspectos de los procesos 
moleculares de plantas y animales a partir de los genomas de aquellos organismos respectivos. Por ejemplo, se han 
aislado genes que confieren resistencia a antibióticos, herbicidas e insectos, o sequía, de diversos organismos. Es 10
incluso más importante la capacidad de coger un gen aislado de un organismo e introducir dicho gen en otro
organismo (transformación heteróloga). Esta integración puede llevarse a cabo incluso donde el organismo receptor 
sea de un filo, género o especie diferente del que derivó el gen.

Generalmente, la transformación de plantas se basa en dos enfoques para el suministro y expresión de genes 
extraños en plantas: transformación genética estable y expresión transitoria. Se han empleado varias técnicas de 15
ingeniería genética para introducir establemente los rasgos deseados en genomas de planta. La introducción de 
estos rasgos deseados se ha llevado a cabo por medios que incluyen infección por Agrobacterium (Nester et al., 
1984), captación de ADN mediada por polietilenglicol (PEG) (Lorz et al., 1985), electroporación de protoplastos 
(Fromm et al., 1986) y bombardeo con microproyectiles (Klein et al., 1987). Muchas especies de plantas pueden 
ahora transformarse establemente rutinariamente usando los métodos anteriormente mencionados o variantes de los 20
mismos (para una revisión véase: Christou et al., 1996, Trends Plant Sci. 1, 423-431). La expresión transitoria en 
plantas puede llevarse a cabo mediante agro-infiltración, bombardeo con partículas o infección viral (para una 
revisión véase: Fischer et al., 1999, Biotechnol. Appl. Biochem., 30, 113-11 6; véase también Song et al., 2003, Plant 
Biotech., 20, 235-239).

La expresión transitoria de ácidos nucleicos tiene un gran potencial como un medio para predecir cuántos genes, 25
promotores, casetes de expresión, u otros elementos, podrían rendir en una planta transgénica estable. Es 
altamente deseable el desarrollo de un ensayo in planta de expresión transitoria para permitir la rápida evaluación de
la expresión de genes heterólogos en plantas. El establecimiento y la caracterización convencionales de una línea 
de planta transgénica estable implica un largo proceso que frecuentemente dura más de dos años. Sería ideal tener 
un método de ensayo transitorio rápido para evaluar rápidamente cómo un casete de expresión y o sus elementos 30
asociados (es decir, promotor, gen, potenciadores) rendirán en líneas de planta estables. Por ejemplo, sería ideal 
tener un método transitorio donde pudiera correlacionarse rápidamente usando datos transitorios el mejor método de
expresión (es decir, direccionamiento celular, combinaciones de potenciador, selección de promotores, etc.) para ser 
empleado en líneas de planta estables. Este método también podría utilizarse para identificar rápidamente
problemas de expresión tales como escisión de proteínas, toxicidad de tejido, fenotipos desfavorables, además de 35
otros problemas que pudieran identificarse antes de invertir tiempo y recursos para expresar candidatos a gen en 
líneas de planta estables. La expresión transitoria puede lograrse agro-infiltrando tejido de planta con un casete de 
expresión estándar bajo el control de un promotor constitutivo tal como el promotor 35S para conducir la expresión 
del gen de interés (Vaquero et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 96, 11128-11133). Una desventaja de expresar 
transitoriamente genes de interés usando el método de agro-infiltración es que el método produce niveles de 40
expresión de proteínas muy bajos. La baja expresión de proteínas dificulta correlacionar cómo un gen o casete de 
expresión podría rendir establemente in planta. Se ha encontrado que la inclusión de supresores del silenciamiento
génico post-transcripcional en agro-infiltración, tales como p19 o HcPro, produce un aumento de 50 veces en la 
proteína expresada transitoria (Voinnet et al., 2003, Plant J., 33, 549-556). Aunque los niveles de expresión de
proteína transitoria son más altos, la expresión transitoria agro-infiltrada empleando supresores de silenciamiento 45
génico post-transcripcionales puede en algunos casos ser incoherente con respecto a la expresión de proteínas y no 
en absoluto predictivos de cómo un gen o casete de expresión dado podría rendir en plantas estables. También 
pueden usarse vectores virales para expresar transitoriamente proteínas de interés. Los vectores virales vencen el 
problema de producir altos niveles de expresión transitoria (para una revisión véase: Porta & Lomonossoff, 1996, 
Mol. Biotechnol., 5, 209-221; Yusibov et al., 1999, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 240 81-94). Sin embargo, el uso 50
de vectores virales para expresar transitoriamente una proteína en plantas está limitado por un estrecho intervalo de 
huéspedes en términos de su mejor rendimiento, además de limitaciones al tamaño del gen. También está el 
problema de que no se ha identificado método de ensayo transitorio que funcione coherentemente a través de una 
variedad de especies de planta. Las monocotiledóneas son un grupo de plantas especialmente difícil de expresar
coherentemente genes de interés transitoriamente de un modo que puedan usarse datos transitorios como indicador 55
predictivo de cómo un gen o casete de expresión puede rendir en líneas de planta estables. De particular interés, 
sería un método de ensayo in planta de expresión transitoria que podría funcionar en cultivos de cereales (por 
ejemplo, maíz o trigo), caña de azúcar, remolacha azucarera, soja, arroz, además de otros cultivos comercialmente 
importantes.
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SUMARIO DE LA INVENCIÓN

Se proporcionan composiciones y métodos para expresar transitoriamente proteínas en una planta. Las 
composiciones comprenden plantas, semillas, tejidos de planta y partes de planta que expresan una proteína, en las 
que la proteína se expresa transitoriamente y la expresión transitoria de la proteína puede usarse como modelo
predictivo de cómo dicha proteína se expresará en plantas transgénicas estables con respecto a datos cualitativos y 5
cuantitativos. El modelo predictivo puede usarse, pero no se limita a: evaluación de promotores, evaluación de la 
construcción de casetes de expresión para el mejor rendimiento (por ejemplo, adición de potenciadores o supresores 
del silenciamiento génico), evaluación de las mejores formas para expresar genes heterólogos (por ejemplo,
mutaciones puntuales, direccionamiento), evaluación rápida de la inactivación de genes endógenos, evaluación de 
los niveles de expresión de proteínas, direccionamiento celular, direccionamiento de tejidos, potenciadores10
transcripcionales, toxicidad de proteínas potenciadoras de la traducción y perfilado metabólico. Además, se 
proporcionan métodos de uso.

Usos aguas abajo del método de ensayo transitorio que comprenden los métodos descritos en el presente 
documento incluyen usos agronómicos, farmacéuticos e industriales, por ejemplo, alimento humano, pienso para 
animales, biocombustible, alcohol industrial, materias primas de fermentación, y similares.15

Estas y otras características, objetivos y ventajas de la presente invención llegarán a entenderse mejor a partir de la 
descripción que sigue. Por tanto, debe hacerse referencia a las reivindicaciones citadas en el presente documento 
para interpretar el alcance de la invención.

DEFINICIONES

Debe entenderse que la presente invención no se limita a la metodología particular, protocolos, líneas celulares, 20
especies de planta o géneros, construcciones y reactivos descritos como tales. También debe entenderse que la 
terminología usada en el presente documento es con el fin de describir realizaciones particulares solo, y no pretende 
limitar el alcance de la presente invención. Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "y",
"el" y "la" incluyen referencia al plural, a menos que el contexto dicte claramente de otro modo. Así, por ejemplo, 
referencia a "un vector" es una referencia a uno o más vectores e incluye equivalentes de los mismos conocidos 25
para aquellos expertos en la materia.

El término "aproximadamente" se usa en el presente documento para significar aproximadamente, alrededor de o en 
la región de. Cuando el término "aproximadamente" se usa conjuntamente con un intervalo numérico, modifica ese
intervalo, extendiendo los límites por encima y por debajo de los valores numéricos expuestos. En general, el 
término "aproximadamente" se usa en el presente documento para modificar un valor numérico por encima y por 30
debajo del valor establecido por una diferencia del 20 por ciento.

Como se usa en el presente documento, la palabra "o" significa una miembro cualquiera de una lista particular y 
también incluye cualquier combinación de miembros en esa lista.

"Inhibición antisentido" se refiere a la producción de transcritos de ARN antisentido capaces de suprimir la expresión 
de proteína de un gen endógeno o un transgén.35

"Elemento en cis" se refiere a un elemento regulador de la transcripción que actúa en cis que confiere un aspecto del
control global de la expresión génica. Un elemento en cis puede funcionar uniéndose a factores de transcripción, 
factores de proteína que actúan en trans que regulan la transcripción. Algunos elemento en cis se unen a más de un 
factor de transcripción, y los factores de transcripción pueden interaccionar con diferentes afinidades con más de un 
elemento en cis. Los elemento en cis pueden identificarse por varias técnicas, que incluyen análisis de deleciones, 40
es decir, delecionar uno o más nucleótidos del extremo 5' o internos a un promotor; análisis de proteínas de unión de 
ADN usando huella de DNasa I, interferencia de metilación, ensayos de desplazamiento de la movilidad por 
electroforesis, huella genómica in vivo por PCR mediada por ligación, y otros ensayos convencionales; o por análisis 
de similitud de secuencias de ADN con motivos de elementos en cis conocidos por métodos de comparación de 
secuencias de ADN convencionales. La estructura fina de un elemento en cis puede estudiarse además por45
mutagénesis (o sustitución) de uno o más nucleótidos o por otros métodos convencionales. Los elementos en cis 
pueden obtenerse por síntesis química o por aislamiento de promotores que incluyen tales elementos, y pueden 
sintetizarse con nucleótidos flanqueantes adicionales que contienen sitios de enzimas de restricción útiles para 
facilitar la manipulación de subsecuencias.

"Quimérico" se usa para indicar que una secuencia de ADN, tal como un vector o un gen, comprende dos o más 50
secuencias de ADN de origen distinto que están fusionadas juntas por técnicas de ADN recombinante, produciendo 
una secuencia de ADN, que no se produce naturalmente.

"Cromosómicamente integrado" se refiere a la integración de un gen extraño o construcción de ADN en el ADN 
huésped por enlaces covalentes. Donde los genes no están "cromosómicamente integrados", pueden estar
"transitoriamente expresados". La expresión transitoria de un gen se refiere a la expresión de un gen que no está 55
integrado en el cromosoma del huésped, pero funciona independientemente, bien como parte de un plásmido 
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autónomamente replicante o casete de expresión, por ejemplo, o bien como parte de otro sistema biológico tal como 
un virus.

"Secuencia codificante" se refiere a una secuencia de ADN o ARN que codifica una secuencia de aminoácidos 
específica y excluye las secuencias no codificantes. Puede constituir una "secuencia codificante no interrumpida", es 
decir, que carece de un intrón, tal como en un ADNc, o puede incluir uno o más intrones limitados por uniones de 5
corte y empalme apropiadas. Un "intrón" es una secuencia de ARN que está contenida en el transcrito primario, pero 
que se elimina mediante escisión y re-ligación, o corte y empalme, del ARN dentro de la célula para crear el ARNm 
maduro que puede traducirse en una proteína.

"Promotor constitutivo" se refiere a un promotor que es capaz de expresar el gen que controla todos o casi todos los
tejidos de planta durante todas o casi todas las etapas de desarrollo de la planta, generando así la "expresión 10
constitutiva" del gen.

"Co-supresión" y "supresión de sentido" se refieren a la producción de transcritos de ARN sentido capaces de 
suprimir la expresión de transgén idéntico o sustancialmente idéntico o genes endógenos.

"Contiguo" se usa en el presente documento para significar secuencias de ácidos nucleicos que son inmediatamente 
precedentes o siguen a otra.15

"Expresión" se refiere a la transcripción y acumulación estable de ARNm. La expresión puede también referirse a la 
producción de proteína.

"Casete de expresión", como se usa en el presente documento, significa una secuencia de ADN capaz de dirigir la
expresión de una secuencia de nucleótidos particular en una célula huésped apropiada, que comprende un promotor 
operativamente unido a la secuencia de nucleótidos de interés que está operativamente unido a señales de 20
terminación. También comprende normalmente secuencias requeridas para la apropiada traducción de la secuencia 
de nucleótidos. La región codificante normalmente codifica una proteína de interés, pero también puede codificar un
ARN funcional de interés, por ejemplo ARN antisentido o un ARN no traducido, en la dirección sentido o antisentido. 
El casete de expresión que comprende la secuencia de nucleótidos de interés puede ser quimérico, que significa que
al menos uno de sus componentes es heterólogo con respecto a al menos uno de sus otros componentes.25

El "patrón de expresión" de un promotor (con o sin un potenciador) es el patrón de expresión que muestra dónde en 
la planta y en qué estadio de desarrollo el promotor inicia la transcripción. Se dice que los patrones de expresión de 
un conjunto de promotores son complementarios cuando el patrón de expresión de un promotor muestra poco 
solapamiento con el patrón de expresión del otro promotor.

"Gen" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa ARNm, ARN funcional, o proteína específica, que 30
incluye secuencias reguladoras. El término "gen nativo" se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza. El 
término "gen quimérico" se refiere a cualquier gen que contiene 1) secuencias de ADN, que incluyen secuencias 
reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza o 2) secuencias que codifican partes de 
proteínas no naturalmente contiguas, o 3) partes de promotores que no son naturalmente contiguos. Por 
consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se derivan 35
de diferentes fuentes, o comprenden secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma
fuente, pero dispuestas de un modo diferente al encontrado en la naturaleza. Un "transgén" se refiere a un gen que 
se ha introducido en el genoma por transformación y se mantiene establemente. Los transgenes pueden incluir, por 
ejemplo, genes que son tanto heterólogos como homólogos a los genes de una planta particular que va a
transformarse. Adicionalmente, los transgenes pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no 40
nativo, o genes quiméricos. El término "gen endógeno" se refiere a un gen nativo en su localización natural en el 
genoma de un organismo. Un gen "extraño" se refiere a un gen no normalmente encontrado en el organismo 
huésped, sino uno que se introduce en el organismo por transferencia génica.

Una secuencia de ácidos nucleicos "aislada" está sustancialmente separada o purificada de otras secuencias de 
ácidos nucleicos con las que el ácido nucleico normalmente está asociado en la célula del organismo en la que el 45
ácido nucleico naturalmente se produce, es decir, otro ADN cromosómico o extracromosómico. El término engloba
ácidos nucleicos que se purifican bioquímicamente de manera que eliminen sustancialmente ácidos nucleicos 
contaminantes y otros componentes celulares. El término también engloba ácidos nucleicos recombinantes y ácidos 
nucleicos químicamente sintetizados. El término "sustancialmente purificado", como se usa en el presente 
documento, se refiere a una molécula separada de otras moléculas normalmente asociadas a ella en su estado50
nativo. Más preferentemente, una molécula sustancialmente purificada es la especie predominante presente en una 
preparación. Una molécula sustancialmente purificada puede estar más del 60 % libre, preferentemente el 75 %
libre, más preferentemente el 90 % libre, de las otras moléculas (sin incluir disolvente) presentes en la mezcla
natural. El término "sustancialmente purificado" no pretende englobar moléculas presentes en su estado nativo.

Puede diseñarse y sintetizarse químicamente una "secuencia de ácidos nucleicos sintética" para la expresión 55
potenciada en células huésped particulares y para los fines de clonación en construcciones apropiadas. Las células 
huésped frecuentemente muestran un patrón preferido de uso de codones (Murray et al., 1989). Los ADN sintéticos 
diseñados para potenciar la expresión en un huésped particular deben, por tanto, reflejar el patrón de uso de 
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codones en la célula huésped. Están disponibles programas informáticos para estos fines que incluyen, pero no se 
limitan a, Vector NTI Advanced Software Package Release 10.0, Invitrogen, Carlsbad California.

"Silenciamiento génico" se refiere a la supresión dependiente de homología de genes virales, transgenes o genes 
nucleares endógenos. El silenciamiento génico puede ser transcripcional, cuando la supresión es debida a la 
reducida transcripción de los genes afectados, o post-transcripcional, cuando la supresión es debido a la elevada5
renovación (degradación) de especies de ARN homólogas a los genes afectados (English, et al., 1996, Plant Cell
8:179-1881). El silenciamiento génico incluye silenciamiento génico inducido por virus (Ruiz et al., 1998, Plant Cell
10:937-946).

"Genéticamente estable" y "heredable" se refieren a elementos genéticos cromosómicamente integrados que son 
establemente mantenidos en la planta y establemente heredados por la progenie mediante generaciones sucesivas.10

"Secuencia de ADN heterólogo" es una secuencia de ADN no naturalmente asociada a una célula huésped en la que 
se introduce, que incluye múltiples copias que no existen de forma natural de una secuencia de ADN que existe de 
forma natural.

"Promotor inducible" se refiere a aquellos promotores regulados que pueden convertirse en uno o más tipos de 
células por un estímulo externo, tal como una sustancia química, luz, hormona, estrés, o un patógeno.15

"Insecticidas" se define como una actividad biológica tóxica capaz de controlar insectos, preferentemente 
destruyéndolos.

"Secuencia no codificante 5'" se refiere a una secuencia de nucleótidos localizada 5' (en la dirección 5') con respecto 
a la secuencia codificante. Está presente en el ARNm completamente procesado en la dirección 5' del codón de 
iniciación y puede afectar el procesamiento del transcrito primario a ARNm, estabilidad de ARNm o eficiencia de 20
traducción (Turner et al., 1995, Molecular Biotechnology, 3:225).

"Secuencia no codificante 3'" se refiere a secuencias de nucleótidos localizadas 3' (en la dirección 3') con respecto a 
una secuencia codificante e incluyen secuencias de señal de poliadenilación y otras secuencias que codifican
señales reguladoras capaces de afectar el procesamiento de ARNm o la expresión génica. La señal de 
poliadenilación se caracteriza normalmente por afectar la adición de extensiones de ácido poliadenílico al extremo 3' 25
del precursor de ARNm. El uso de diferentes secuencias no codificantes 3' se ejemplifica por Ingelbrecht et al. (1989, 
Plant Cell, 1:671-680).

El término "ácido nucleico" se refiere a un polinucleótido de alto peso molecular que puede ser monocatenario o 
bicatenario, compuesto de monómeros (nucleótidos) que contienen un azúcar, fosfato y una base que es tanto una 
purina como pirimidina. Un "fragmento de ácido nucleico" es una fracción de una molécula de ácido nucleico dada. 30
En plantas superiores, el ácido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético, mientras que el ácido ribonucleico 
(ARN) participa en la transferencia de información contenida dentro de ADN en proteínas. Un "genoma" es el cuerpo 
entero de material genético contenido en cada célula de un organismo. El término "secuencia de nucleótidos" se 
refiere a un polímero de ADN o ARN que puede ser mono- o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de 
nucleótidos sintéticas, no naturales o alteradas capaces de incorporación en polímeros de ADN o ARN.35

Los términos "marco de lectura abierto" y "ORF" se refieren a la secuencia de aminoácidos codificada entre los 
codones de iniciación y de terminación de la traducción de una secuencia codificante. Los términos "codón de 
iniciación" y "codón de terminación" se refieren a una unidad de tres nucleótidos adyacentes ('codón') en una 
secuencia codificante que especifica la iniciación y terminación de cadena, respectivamente, de la síntesis de 
proteínas (traducción de ARNm).40

"Operablemente unidas" y "operativamente unidas" se refiere a la asociación de secuencias de ácidos nucleicos en 
un único fragmento de ácido nucleico de manera que la función de una se afecte por la otra. Por ejemplo, un 
promotor está operativamente unido a una secuencia codificante o ARN funcional cuando es capaz de afectar la 
expresión de esa secuencia codificante o ARN funcional (es decir, que la secuencia codificante o ARN funcional está
bajo el control de la transcripción del promotor). Secuencias codificantes en orientación sentido o antisentido pueden45
estar operativamente unidas a secuencias reguladoras.

"Expresión en exceso" se refiere al nivel de expresión en organismos transgénicos que supera los niveles de 
expresión en organismos normales o no transformados.

"Tejido de planta" incluye tejidos o plantas diferenciados y no diferenciados, que incluyen, pero no se limitan a,
raíces, tallos, brotes, hojas, polen, semillas, tejido tumoral y diversas formas de células y cultivo tal como células50
individuales, protoplasto, embriones y tejido de callo. El tejido de planta puede estar en plantas o en órgano, tejido o
cultivo celular.

"Expresión preferida", "transcripción preferencial" o "transcripción preferida" se refieren indistintamente a la 
expresión de productos génicos que se expresan preferentemente a un nivel más alto en uno o algunos tejidos de 
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planta (limitación espacial) y/o a uno o algunos estadios de desarrollo de la planta (limitación temporal), mientras que 
en otros tejidos/estadios de desarrollo hay un nivel relativamente bajo de expresión.

"Transformante primario" y "generación T0" se refieren a plantas transgénicas que son de la misma generación 
genética que el tejido que se transformó inicialmente (es decir, que no han pasado por meiosis y fecundación desde 
la transformación). "Transformantes secundarios" y las "generaciones T1, T2, T3, etc." se refieren a plantas 5
transgénicas derivadas de transformantes primarios mediante uno o más ciclos meióticos y de fecundación. Pueden 
derivarse por auto-fecundación de transformantes primarios o secundarios o cruces de transformantes primarios o 
secundarios con otras plantas transformadas o no transformadas.

Los términos "proteína", "péptido" y "polipéptido" se usan indistintamente en el presente documento.

"Promotor" o "secuencia de nucleótidos reguladora de la transcripción" se refiere a una secuencia de nucleótidos 10
que controla la expresión de una secuencia codificante proporcionando el reconocimiento para ARN polimerasa y 
otros factores requeridos para la apropiada transcripción. "Secuencias reguladoras de promotor" pueden comprender 
elementos en la dirección 5' y/o elementos en la dirección 3' proximales y más distales. Las secuencias reguladoras 
de promotor influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad de ARN, o la traducción de la secuencia 
codificante asociada. Secuencias reguladoras incluyen potenciadores, secuencias conductoras no traducidas, 15
intrones, exones y secuencias de señal de poliadenilación. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, además de 
secuencias que pueden ser una combinación de secuencias sintéticas y naturales. Un "potenciador" es una 
secuencia de nucleótidos que puede estimular la actividad de promotor y puede ser un elemento innato del promotor 
o un elemento heterólogo insertado para potenciar el nivel o especificidad de tejido de un promotor. La secuencia 
primaria puede estar presente en cualquier hebra de una molécula de ADN bicatenario, y es capaz de funcionar20
incluso cuando se pone tanto en la dirección 5' como en la dirección 3' del promotor. El significado del término 
"promotor" incluye "secuencias reguladoras de promotor".

"Secuencia de referencia", como se usa en el presente documento, se define como una secuencia que se usa como 
base para la comparación de secuencias. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto o la totalidad de 
una secuencia especificada; por ejemplo, como un fragmento de una secuencia de ADNc o de gen de longitud 25
completa, o la secuencia de ADNc o de gen de longitud completa.

"Promotor regulado" se refiere a promotores que dirigen la expresión génica no constitutivamente, sino de una 
manera temporal y/o espacialmente regulada, e incluyen tanto promotores específicos de tejido como inducibles. 
Incluye secuencias naturales y sintéticas, además de secuencias que pueden ser una combinación de secuencias 
sintéticas y naturales. Diferentes promotores pueden dirigir la expresión de un gen en diferentes tejidos o tipos de 30
células, o en diferentes estadios de desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones medioambientales.

"Secuencias reguladoras" y "secuencias reguladoras adecuadas" se refieren cada uno a secuencias de nucleótidos 
localizadas en la dirección 5' (secuencias no codificantes 5'), dentro de, o en la dirección 3' (secuencias no 
codificantes 3') de una secuencia codificante, y que influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad de 
ARN, o traducción de la secuencia codificante asociada. Secuencias reguladoras incluyen potenciadores, 35
promotores, secuencias de potenciador de la traducción, intrones y secuencias de señal de poliadenilación. Incluyen 
secuencias naturales y sintéticas, además de secuencias que pueden ser una combinación de secuencias sintéticas
y naturales.

El término "transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripción catalizada por ARN polimerasa de 
una secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de 40
ADN, se denomina el transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada por procesamiento post-
transcripcional del transcrito primario y se denomina el ARN maduro. "ARN mensajero" (ARNm) se refiere al ARN 
que es sin intrones y que puede ser traducido en proteína por la célula. "ADNc" se refiere a un ADN mono- o
bicatenario que es complementario a y se deriva de ARNm. Un "ARN funcional" se refiere a un ARN antisentido, 
ribozima, u otro ARN que no se traduce, pero participa en una reacción o proceso como un ARN.45

"Intrón" se refiere a una sección intermedia de ADN que se produce casi exclusivamente dentro de un gen eucariota, 
pero que no se traduce a secuencias de aminoácidos en el producto génico. Los intrones se eliminan del ARNm pre-
maduro mediante un proceso llamado corte y empalme, que une los exones para formar un ARNm. Para los fines de 
la materia presentemente desvelada, la definición del término "intrón" incluye modificaciones a la secuencia de 
nucleótidos de un intrón derivado de un gen diana.50

"Exón" se refiere a una sección de ADN que lleva la secuencia codificante para una proteína o parte de ella. Los 
exones se separan por secuencias no codificantes intermedias (intrones). Para los fines de la materia presentemente 
desvelada, la definición del término "exón" incluye modificaciones a la secuencia de nucleótidos de un exón derivada 
de un gen diana.

Un "gen marcador de selección" se refiere a un gen cuya expresión en una célula de planta da a la célula una 55
ventaja selectiva. La ventaja selectiva poseída por las células transformadas con el gen marcador de selección 
puede ser debida a su capacidad para crecer en presencia de un agente selectivo negativo, tal como un antibiótico o 
un herbicida, en comparación con la capacidad para crecer de células no transformadas. La ventaja selectiva
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poseída por las células transformadas también puede ser debida a su capacidad potenciada, con respecto a células 
no transformadas, para utilizar un compuesto añadido como nutriente, factor de crecimiento o fuente de energía. Una 
ventaja selectiva poseída por una célula transformada también puede ser debido a la pérdida de un gen previamente 
poseído en lo que se llama "selección negativa". En esto, se añade un compuesto que es tóxico solo para células 
que no perdieron un gen específico (un gen marcador de selección selectivo) presente en la célula parental 5
(normalmente un transgén).

"Expresión específica" es la expresión de productos génicos que está limitada a uno o algunos tejidos de planta
(limitación espacial) y/o a uno o algunos estadios de desarrollo de planta (limitación temporal).

Sustancialmente idénticas: la expresión "sustancialmente idénticas", en el contexto de dos secuencias de ácidos
nucleicos o de proteínas, se refiere a dos o más secuencias o subsecuencias que tienen al menos el 60 %, 10
preferentemente el 80 %, más preferentemente el 90, incluso más preferentemente el 95 %, y lo más 
preferentemente al menos el 99 % de identidad de restos de nucleótidos o de aminoácidos, cuando se comparan y 
se alinean para correspondencia máxima, como se mide usando uno de los siguientes algoritmos de comparación de 
secuencias o por inspección visual. Preferentemente, la identidad sustancial existe a lo largo de una región de las 
secuencias que tiene al menos aproximadamente 50 restos de longitud, más preferentemente a lo largo de una 15
región de al menos aproximadamente 100 restos, y lo más preferentemente las secuencias son sustancialmente 
idénticas a lo largo de al menos aproximadamente 150 restos. En una realización especialmente preferida, las 
secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de la longitud entera de las regiones codificantes. Además, 
secuencias de ácidos nucleicos o de proteínas sustancialmente idénticas realizan sustancialmente la misma función.

Para la comparación de secuencias, normalmente una secuencia actúa de una secuencia de referencia con la que 20
se comparan las secuencias de prueba. Si se usa un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias de
prueba y de referencia se entran en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si fuera necesario, y 
se designan parámetros de programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparación de secuencias 
calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencias para la(s) secuencia(s) de prueba con respecto a la 
secuencia de referencia, basándose en los parámetros de programa designados. Aquellos expertos en la materia 25
entienden que para evitar una alta similitud con una secuencia de referencia debido a la inclusión de huecos en la 
secuencia de polinucleótidos, normalmente se introduce una penalización por hueco y se resta del número de 
coincidencias.

El alineamiento óptimo de secuencias para la comparación puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de 
homología local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math., 2: 482 (1981), por el algoritmo de alineamiento de 30
homología de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol., 48: 443 (1970), por la búsqueda por el método de similitud de 
Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444 (1988), por implementaciones computerizadas de estos 
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer 
Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por inspección visual (véase generalmente Ausubel et al., abajo).

Un ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de 35
secuencias es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410. El software 
para realizar los análisis BLAST está públicamente disponible a través del Centro Nacional para Información 
Biotecnológica. Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencias de alta puntuación (HSP) identificando 
palabras cortas de longitud W en la secuencia de búsqueda, que tanto se corresponden como satisfacen alguna 
puntuación T de umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia 40
de base de datos. T se denomina el umbral de puntuación de palabra vecina (Altschul et al., 1990). Estos aciertos 
iniciales de palabras vecinas actúan como semillas para iniciar búsquedas para encontrar HSP más largos que los 
contienen. Los aciertos de palabra se extienden entonces en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia para 
que, en la medida de lo posible, pueda aumentarse la puntuación acumulada de alineación. Las puntuaciones 
acumuladas se calculan usando, para secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa 45
para un par de residuos de correspondencia; siempre >0) y N (puntuación de penalización para restos de no 
correspondencia; siempre <0). Para secuencias de aminoácidos se usa una matriz de puntuación para calcular la 
puntuación acumulada. La extensión de los aciertos de palabra en cada dirección se detiene cuando la puntuación 
acumulada de alineación cae fuera por la cantidad X de su valor máximo logrado, la puntuación acumulada va a cero 
o por debajo debido a la acumulación de una o más alineaciones de restos de puntuación negativa, o se alcanza el 50
extremo de cualquier secuencia. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y 
velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) usa por defecto una longitud de 
palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10, un corte de 100, M = 5, N = -4 y una comparación de ambas hebras. 
Para secuencias de aminoácidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una 
esperanza (E) de 10 y la matriz de puntuación BLOSUM 62 (véase Henikoff & Henikoff, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.55
USA 89:10915).

Además de calcular el porcentaje de identidad de secuencias, el algoritmo BLAST también realiza un análisis 
estadístico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, 1993, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 90: 5873-5787 (1993)). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de 
suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la probabilidad por la cual se producirá por casualidad 60
una correspondencia entre dos secuencias de nucleótidos o de aminoácidos. Por ejemplo, una secuencia de ácidos 
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nucleicos de prueba se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma más pequeña en 
una comparación de la secuencia de ácidos nucleicos de prueba con la secuencia de ácidos nucleicos de referencia 
es menos de aproximadamente 0,1, más preferentemente menos de aproximadamente 0,01, y lo más 
preferentemente menos de aproximadamente 0,001.

Para los fines de la presente invención, la comparación de secuencias de nucleótidos para la determinación del5
porcentaje de identidad de secuencia con las secuencias promotoras desveladas en el presente documento se hace 
preferentemente usando el programa BLASTN (versión 1.4.7 o posterior) con sus parámetros por defecto o cualquier
programa equivalente. Por "programa equivalente" está previsto cualquier programa de comparación de secuencias 
que, para dos secuencias cualquiera en cuestión, genere un alineamiento que tiene coincidencias de restos de 
nucleótidos o de aminoácidos idénticas y un porcentaje de identidad de secuencia idéntico cuando se compara con 10
el alineamiento correspondiente generado por el programa preferido.

Otra indicación de que dos secuencias de ácidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas 
se hibridan entre sí bajo condiciones de hibridación rigurosas. La expresión "hibridar específicamente con" se refiere 
a la unión, duplexado o hibridación de una molécula solo con una secuencia de nucleótidos particular bajo 
condiciones de hibridación rigurosas cuando esa secuencia está presente en una mezcla compleja (por ejemplo, 15
celular total) de ADN o ARN. "Se une(n) sustancialmente" se refiere a hibridación complementaria entre un ácido 
nucleico de sonda y un ácido nucleico diana y engloba incompatibilidades menores que pueden ser ajustadas
reduciendo la rigurosidad de los medios de hibridación para lograr la detección deseada de la secuencia de ácidos 
nucleicos diana.

"Condiciones de hibridación rigurosas" y "condiciones de hibridación-lavado rigurosas", en el contexto de los 20
experimentos de hibridación de ácidos nucleicos tales como hibridaciones Southern y Northern, son dependientes de
secuencia, y son diferentes bajo diferentes parámetros medioambientales. Secuencias más largas se hibridan 
específicamente a temperaturas más altas. Una extensa guía para la hibridación de ácidos nucleicos se encuentra 
en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid 
Probes Parte I Capítulo 2, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays", 25
Elsevier, New York. Generalmente, las condiciones de hibridación y de lavado de alta rigurosidad están 
seleccionadas para ser aproximadamente 5 ºC más bajas que el punto de fusión térmico (Tm) para la secuencia 
específica a una fuerza iónica y pH definidos. Normalmente, bajo condiciones de alta rigurosidad una sonda se 
hibridará con su subsecuencia diana, pero no con otras secuencias.

La Tm es la temperatura (bajo fuerza iónica y pH definidos) a la que el 50 % de la secuencia diana se hibrida con una 30
sonda perfectamente coincidente. Se seleccionan condiciones de rigurosidad muy alta para ser iguales a la Tm para 
una sonda particular. Un ejemplo de condiciones de hibridación de alta rigurosidad para la hibridación de ácidos 
nucleicos complementarios que tienen más de 100 restos complementarios sobre un filtro en una transferencia 
Southern o Northern es 50 % de formamida con 1 mg de heparina a 42 ºC, llevándose a cabo la hibridación durante 
la noche. Un ejemplo de condiciones de lavado de rigurosidad muy alta es NaCl 0,15 M a 72 ºC durante 35
aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de condiciones de lavado de alta rigurosidad es un lavado 0,2x SSC a 
65 ºC durante 15 minutos (véase, Sambrook, abajo, para una descripción de tampón SSC). Frecuentemente, un 
lavado de alta rigurosidad va precedido de un lavado de baja rigurosidad para eliminar la señal de fondo de la sonda. 
Un lavado de rigurosidad media de ejemplo para un dúplex de, por ejemplo, más de 100 nucleótidos, es 1x SSC a 
45 ºC durante 15 minutos. Un lavado de baja rigurosidad de ejemplo para un dúplex de, por ejemplo, más de 100 40
nucleótidos, es 4-6x SSC a 40 ºC durante 15 minutos. Para sondas cortas (por ejemplo, aproximadamente 10 a 50 
nucleótidos), condiciones de alta rigurosidad normalmente implican concentraciones de sales de ión Na inferiores a 
aproximadamente 1,0 M, normalmente concentración de ión Na aproximadamente 0,01 a 1,0 M (u otras sales) a pH 
7,0 a 8,3, y la temperatura normalmente es al menos aproximadamente 30 ºC. También pueden lograrse 
condiciones de alta rigurosidad con la adición de agentes desestabilizantes tales como formamida. En general, una 45
relación de señal con respecto a ruido de 2x (o más alta) que la observada para una sonda no relacionada en el 
ensayo de hibridación particular indica detección de una hibridación específica. Ácidos nucleicos que no se hibridan 
entre sí bajo condiciones de alta rigurosidad son todavía sustancialmente idénticos si las proteínas que codifican son
sustancialmente idénticas. Esto se produce, por ejemplo, cuando se crea una copia de un ácido nucleico usando la 
máxima degeneración de codones permitida por el código genético.50

Condiciones de baja rigurosidad incluyen hibridación con una disolución de tampón de 30 al 35 % de formamida, 
NaCl 1 M, 1 % de SDS (dodecilsulfato de sodio) a 37 ºC, y un lavado en 1X a 2X SSC (20X SSC = NaCl 3,0 M /
citrato de trisodio 0,3 M) a 50 a 55 ºC. Condiciones de rigurosidad reducida a modo de ejemplo incluyen hibridación 
en 40 al 45 % de formamida, NaCl 1,0 M, 1 % de SDS a 37 ºC, y un lavado en 0,5X a 1X SSC a 55 a 60 ºC. 
Condiciones de alta rigurosidad a modo de ejemplo incluyen hibridación en 0 % de formamida, NaCl 1 M, 1 % de 55
SDS a 37 ºC, y un lavado en 0,1 X SSC a 60 a 65 ºC.

Lo siguiente son ejemplos de conjuntos de condiciones de hibridación/lavado que pueden usarse para clonar
secuencias de nucleótidos homólogas que son sustancialmente idénticas a secuencias de nucleótidos de referencia 
de la presente invención: una secuencia de nucleótidos de referencia preferentemente se hibrida con la secuencia 
de nucleótidos de referencia en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 ºC con lavado60
en 2X SSC, 0,1 % de SDS a 50 ºC, más deseablemente en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, 
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EDTA 1 mM a 50 ºC con lavado en 1X SSC, 0,1 % de SDS a 50 ºC, más deseablemente todavía en 7 % de 
dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 ºC con lavado en 0,5X SSC, 0,1 % de SDS a 50 ºC, 
preferentemente en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 ºC con lavado en 0,1X 
SSC, 0,1 % de SDS a 50 ºC, más preferentemente en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 
mM a 50 ºC con lavado en 0,1X SSC, 0,1 % de SDS a 65 ºC.5

La especificidad normalmente es la función de lavados post-hibridación, siendo los factores críticos la fuerza iónica y 
la temperatura de la disolución de lavado final. Para híbridos de ADN-ADN, la Tm puede aproximarse a partir de la 
ecuación de Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284 (1984): TM 81,5 ºC + 16,6 (log M) +0,41 (% de GC) -
0,61 (% de forma) - 500/L; en la que M es la molaridad de cationes monovalentes, % de GC es el porcentaje de 
nucleótidos guanosina y citosina en el ADN, % de forma es el porcentaje de formamida en la disolución de 10
hibridación y L es la longitud del híbrido en pares de bases. La TM es la temperatura (bajo fuerza iónica y pH 
definidos) a la que el 50 % de una secuencia diana complementaria se hibrida con una sonda perfectamente 
coincidente. T se reduce aproximadamente 1 ºC por cada 1 % de desapareamiento; así, Tm, las condiciones de 
hibridación y/o de lavado pueden ajustarse para hibridarse con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si 
se buscan secuencias con > 90 % de identidad, la Tm puede disminuirse 10 ºC. Generalmente, se seleccionan15
condiciones de alta rigurosidad para ser aproximadamente 19 ºC inferiores al punto de fusión térmico (Tm) para la 
secuencia específica y su complemento a una fuerza iónica y pH definidos. Sin embargo, condiciones de muy alta 
rigurosidad pueden utilizar una hibridación y/o lavado 1, 2, 3 o 4 ºC más bajo que el punto de fusión térmico (Tm); 
condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridación y/o lavado 6, 7, 8, 9 o 10 ºC más bajo que el 
punto de fusión térmico (Tm); condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridación y/o lavado a 20
11,12,13,14, 15 o 20 ºC más bajo que el punto de fusión térmico (Tm). Usando la ecuación, composiciones de 
hibridación y lavado, y T deseada, aquellos expertos habituales entenderán que las variaciones en la rigurosidad de 
hibridación y/o disoluciones de lavado están inherentemente descritas. Si el grado deseado de incompatibilidad 
produce una T inferior a 45 ºC (disolución acuosa) o 32 ºC (disolución de formamida), se prefiere aumentar la 
concentración de SSC de manera que pueda usarse una temperatura más alta. Una extensa guía para la hibridación 25
de ácidos nucleicos se encuentra en Tijssen  (1993), Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte 1, Capítulo 2 (Elsevier, New York); y Ausubel et al., eds. (1995) Current 
Protocolos in Molecular Biology, Capítulo 2 (Greene Publishing and Wiley - Interscience, New York). Véase
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Plainview, New York).30

Una indicación adicional de que dos secuencias de ácidos nucleicos o proteínas son sustancialmente idénticas es 
que la proteína codificada por el primer ácido nucleico reacciona de forma inmunológicamente cruzada con, o se une 
específicamente a, la proteína codificada por el segundo ácido nucleico. Así, una proteína normalmente es
sustancialmente idéntica a una segunda proteína, por ejemplo, donde las dos proteínas se diferencian solo por
sustituciones conservativas.35

"Promotor específico de tejido" se refiere a promotores regulados que no se expresan en todas las células vegetales,
sino solo en uno o más tipos de células en órganos específicos (tales como hojas, raíces o semillas), tejidos 
específicos (tales como embrión o cotiledón), o tipos de células específicas (tales como parénquima de la hoja o 
células de almacenamiento de semillas). Éstos también incluyen promotores que son temporalmente regulados, 
tales como en embriogénesis temprana o tardía, durante la maduración del fruto en semillas en desarrollo, en hoja 40
completamente diferenciada o en la aparición de senescencia.

"Gen transactivador" se refiere a un gen que codifica una proteína transactivadora. Puede codificar un factor de 
transcripción. Puede ser un gen natural, por ejemplo, un activador transcripcional de planta, o un gen quimérico, por 
ejemplo, cuando las secuencias reguladoras de planta están operativamente unidas al marco de lectura abierto de 
un factor de transcripción de otro organismo. Los "genes transactivadores" pueden estar cromosómicamente45
integrados o expresarse transitoriamente. "Activación en trans" se refiere a la activación del gen por la expresión de 
otro gen (regulador) en trans.

Un "casete transcripcional" comprenderá en la dirección 5'-3' de la transcripción una región de iniciación
transcripcional y traduccional, una secuencia de ADN de interés y una región de terminación transcripcional y 
traduccional funcional en plantas. La región de terminación puede ser nativa con la región de iniciación de la 50
transcripción, puede ser nativa con la secuencia de ADN de interés, o puede derivarse de otra fuente.

El "sitio de iniciación de la transcripción" es la posición que rodea al primer nucleótido que es parte de la secuencia
transcrita, que también se define como la posición +1. Con respecto a este sitio, se numeran todas las otras 
secuencias del gen y sus regiones de control. Secuencias en la dirección 3' (es decir, secuencias codificantes de 
proteína adicionales en la dirección 3') se denominan positivas, mientras que las secuencias en la dirección 5' (la 55
mayoría de las regiones de control en la dirección 5') se denominan negativas.

El término "transformación" se refiere a la transferencia de un fragmento de ácido nucleico en el genoma de una 
célula huésped, produciendo herencia genéticamente estable. "Transitoriamente transformado" se refiere a células 
en las que se han introducido transgenes y ADN extraño (por ejemplo, por métodos tales como transformación 
mediada por Agrobacterium o bombardeo biolístico), pero no se seleccionan para mantenimiento estable. 60
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"Transformación transitoria", en el contexto de un polinucleótido, pretende significar que un polinucleótido se 
introduce en la planta y no se integra en el genoma de la planta.

"Establemente transformada" se refiere a células que se han seleccionado y regenerado en un medio de selección 
tras la transformación.

"Transformado / transgénico / recombinante" se refieren a un organismo huésped tal como una bacteria o una planta 5
en la que se ha introducido una molécula de ácido nucleico heteróloga. La molécula de ácido nucleico puede 
integrarse establemente en el genoma del huésped o la molécula de ácido nucleico también puede estar presente
como una molécula extracromosómica. Una molécula extracromosómico tal puede ser auto-replicante. Se entiende 
que células transformadas, tejidos o plantas engloban no solo el producto final de un proceso de transformación, 
sino también la progenie transgénica del mismo. Un huésped "no transformado", "no transgénico" o "no10
recombinante" se refiere a un organismo no mutante, por ejemplo, una bacteria o planta, que no contiene la
molécula de ácido nucleico heteróloga.

"Expresión transitoria" se refiere a la expresión en células en las que se introduce un virus o un transgén por
infección viral o por métodos tales como transformación mediada por Agrobacterium, electroporación o bombardeo
biolístico, pero no se seleccionan para su mantenimiento estable.15

Como se usa en el presente documento, "componente genético" o "componentes genéticos" se refiere a cualquier
secuencia de ácidos nucleicos o elemento genético que también pueda ser un componente o parte de una 
construcción de expresión. Ejemplos de componentes genéticos incluyen, pero no se limitan a, regiones de 
promotor, conductores no traducidos 5', intrones, genes, regiones no traducidas 3', potenciadores traduccionales o 
transcripcionales y otras secuencias reguladoras o secuencias que afectan la transcripción o traducción de una o 20
más secuencias de ácidos nucleicos. Un componente genético puede ser secuencias de nucleótidos localizadas en 
la dirección 5' (secuencias no codificantes 5'), dentro de, o en la dirección 3' (secuencias no codificantes 3') de una 
secuencia codificante, y que influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad de ARN, o traducción de la
secuencia codificante asociada. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, además de secuencias, que puede ser
una combinación de secuencias sintéticas y naturales.25

El término "secuencia de potenciador traduccional" se refiere a esa porción de secuencia de ADN de un gen entre el 
la secuencia de promotor y codificante que se transcribe en ARN y está presente en el ARNm completamente 
procesado aguas arriba (5') del codón de iniciación de la traducción. La secuencia de potenciador traduccional 
puede afectar el procesamiento del transcrito primario a ARNm, estabilidad de ARNm o eficiencia de traducción.

"Vector" se define para incluir, entre otros, cualquier plásmido, cósmido, fago o vector binario de Agrobacterium en 30
forma lineal o circular bi- o monocatenaria que puede o puede no ser auto-transmisible o movilizable, y que puede
transformar huésped procariota o eucariota tanto por integración en el genoma celular como existir 
extracromosómicamente (por ejemplo, plásmido de replicación autónoma con un origen de replicación). 
Específicamente se incluyen vectores lanzadera por los que se indica un vehículo de ADN capaz, naturalmente o por 
diseño, de replicación en dos organismos huésped diferentes, que pueden seleccionarse de actinomicetos y 35
especies, bacterias y eucariotas relacionados (por ejemplo, células de planta superior, mamífero, levadura o
fúngicas).

"Marcador visible" se refiere a un gen cuya expresión no confiere una ventaja a una célula transformada, pero puede 
hacerse detectable o visible. Ejemplos de marcadores visibles incluyen, pero no se limitan a, β-glucuronidasa (GUS), 
luciferasa (LUC) y proteína verde fluorescente (GFP).40

"No mutante" se refiere al gen normal, virus u organismo encontrado en la naturaleza sin ninguna mutación
conocida.

El término "planta" se refiere a cualquier planta, particularmente a plantas agronómicamente útiles (por ejemplo,
plantas de semilla), y "célula de planta" es una unidad estructural y fisiológica de la planta, que comprende una 
pared celular, pero puede también referirse a un protoplasto. La célula de planta puede estar en forma de una célula 45
individual aislada o una célula cultivada, o como parte de unidades organizadas superiores tales como, por ejemplo, 
un tejido de planta, o un órgano de planta diferenciado en una estructura que está presente en cualquier estadio de
desarrollo de una planta. Los promotores y composiciones descritos en el presente documento pueden utilizarse en 
cualquier planta. Ejemplos de plantas que pueden utilizarse en realizaciones contenidas en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, maíz (grano), trigo, arroz, cebada, soja, algodón, sorgo, judías en general, 50
colza/canola, alfalfa, lino, girasol, alazor, mijo, centeno, caña de azúcar, remolacha azucarera, cacao, té, remolacha 
azucarera tropical, Brassica spp., algodón, café, patata dulce, lino, cacahuete, trébol; verduras tales como lechuga, 
tomate, cucurbitáceas, yuca, patata, zanahoria, rábano, guisante, lenteja, repollo, coliflor, brócoli, coles de Bruselas, 
pimientos y piña; frutas de árbol tales como cítricos, manzanas, peras, melocotones, albaricoques, nueces, 
aguacate, banana y coco; y flores tales como orquídeas, claveles y rosas. Otras plantas útiles en la práctica de la 55
invención incluyen pastos perennes, tales como pasto varilla, pasto de pradera, pasto indio, pasto Big bluestem, 
miscanto y similares. Se reconoce que pueden usarse mezclas de plantas.
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Como se usa en el presente documento, "material de planta", "parte de planta" o "tejido de planta" significa células 
vegetales, protoplastos de planta, cultivos de tejido de células de planta de los que pueden regenerarse plantas, 
callos de planta, masas de planta y células vegetales que están intactos en plantas o partes de plantas tales como 
embriones, polen, óvulos, semillas, hojas, flores, ramas, fruto, granos, espigas, mazorcas, cascarillas, tallos, raíces, 
puntas de raíz, anteras, tubérculos, rizomas y similares.5

El término "tejido de hoja de planta joven" o "material de hoja de planta joven" se refiere a tejido de hoja que puede 
ser agro-infiltrado con una cepa de Agrobacterium que comprende un vector binario que comprende un casete de 
expresión usando un dispositivo de agro-infiltración en el que dicho casete de expresión comprende al menos un gen
y el gen se transcribe transitoriamente en dicho tejido de hoja. Los términos "tejido de hoja de planta joven" y 
"material de hoja de planta joven" pretenden usarse para referirse indistintamente a tejido de hoja de planta que 10
tiene como máximo 25 días de edad, suponiendo que la planta se cultiva en condiciones de invernadero o cámara
de crecimiento convencionales. Se entiende que la planta podría cultivarse en condiciones inferiores a las óptimas y 
el tejido de planta joven que puede usarse en los métodos como se describen en el presente documento de plantas 
de crecimiento inferior al óptimo podría superar el máximo de 25 días. Los términos "tejido de hoja de planta joven" o 
"material de hoja de planta joven" pueden también referirse a la primera, segunda, tercera, cuarta o quinta hoja de 15
una planta. Por ejemplo, la primera, segunda o tercera hoja de una planta de maíz madura se consideraría "tejido de 
hoja de planta joven" en la práctica de las realizaciones descritas en el presente documento. Además, por ejemplo, 
hojas de maíz en el estadio de desarrollo V1-V6 se considerarían "tejido de planta joven" en la práctica de las 
realizaciones descritas en el presente documento, además de equivalentes de desarrollo de otras plantas 
monocotiledóneas.20

Como se usa en el presente documento, "abaxial" se refiere a la parte inferior de una hoja de planta. El término 
"abaxial" pretende incluir cualquier porción de la parte inferior de una hoja de planta.

Como se usa en el presente documento, un "dispositivo de agro-infiltración" se refiere a cualquier dispositivo que 
pueda usarse para infiltrar una disolución de Agrobacterium en la parte inferior de una hoja. El término "dispositivo 
de agro-infiltración" pretende englobar jeringas sin aguja como se describen en los métodos en el presente 25
documento. El término "dispositivo de agro-infiltración" también puede referirse a cualquier dispositivo que pueda
usarse para infiltrar una disolución de Agrobacterium en la parte inferior de una hoja aplicando presión a dicha
disolución y dicha disolución entra en el espacio celular intersticial de la hoja.

Preferentemente, una secuencia de nucleótidos reguladora de la transcripción de la invención comprende al menos 
una secuencia de promotor localizada en la dirección 5' del inicio de la transcripción del gen respectivo y es capaz 30
de inducir la transcripción de secuencias en la dirección 3'. La secuencia de nucleótidos reguladora de la 
transcripción puede comprender la secuencia de promotor de dichos genes, pero puede comprender además otros
elementos tales como la secuencia no traducida 5', secuencias de potenciador, intrón, exón, y/o incluso comprender 
intrón y exones del gen genómico asociado.

Los promotores pueden comprender varias regiones que desempeñan una función en la función del promotor. 35
Algunas de estas regiones son modulares, en otras palabras, pueden usarse en el aislamiento para conferir actividad 
de promotor o pueden ensamblarse con otros elementos para construir nuevos promotores. La primera de estas 
regiones de promotor se encuentra inmediatamente en la dirección 5' de la secuencia codificante y forma la "región 
de promotor central" que contiene secuencias consenso, normalmente 20-70 pares de bases inmediatamente en la 
dirección 5' de la secuencia codificante. La región de promotor central normalmente contiene una caja TATA y 40
frecuentemente un elemento iniciador, además del sitio de iniciación. La longitud precisa de la región de promotor 
central no es fija, pero es normalmente bien reconocible. Una región tal normalmente está presente, con alguna
variación, en la mayoría de los promotores. La región de promotor central se denomina frecuentemente una región 
de promotor mínima debido a que es funcional sola para promover un nivel basal de transcripción.

La presencia de la región de promotor central define que una secuencia es un promotor: si la región está ausente, el 45
promotor es no funcional. La región central actúa atrayendo la maquinaria de transcripción general al promotor para 
la iniciación de la transcripción. Sin embargo, la región de promotor central normalmente no es suficiente para 
proporcionar actividad de promotor a un nivel deseado. Una serie de secuencias reguladoras, frecuentemente en la 
dirección 5' del núcleo, constituye el resto del promotor. Las secuencias reguladoras pueden determinar el nivel de 
expresión, el patrón espacial y temporal de la expresión y, para un subconjunto de promotores, la expresión bajo 50
condiciones inductivas (regulación por factores externos tales como luz, temperatura, productos químicos y 
hormonas). Secuencias reguladoras pueden ser regiones cortas de secuencia de ADN de 6-100 pares de bases que 
definen los sitios de unión para los factores que actúan en trans, tales como factores de transcripción. Las 
secuencias reguladoras también pueden ser potenciadores, regiones más largas de secuencia de ADN que pueden
actuar desde una distancia de la región de promotor central, algunas veces durante varios kilobases desde la región55
central. La actividad de secuencia reguladora puede influirse por factores que actúan en trans que incluyen, pero no 
se limitan a, maquinaria de transcripción general, factores de transcripción y factores de ensamblaje de la cromatina.

En el presente documento, el término "datos cuantitativos" se refiere a cualquier dato que pueda expresarse como
una cantidad. Por ejemplo, una cantidad de enzima expresada en planta por gramo de tejido de planta. Otro ejemplo 
puede ser el número de células transfectadas transitoriamente con un gen indicador tal como GUS, GFP o algún otro60
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gen indicador adecuado. Otro ejemplo puede ser el número de copias de genes transcritas como se determina 
mediante PCR. Los datos cuantitativos no tienen que ser exactos; en el presente documento estos datos se
denominarán "semi-cuantitativos". Por ejemplo, puede determinarse que una planta produce más de una proteína 
relevante que otra planta mirando visualmente, por ejemplo, una transferencia Western. O, puede, por ejemplo, 
determinarse rápidamente la cantidad de almidón producida expresando transitoriamente un gen implicado en la vía 5
de síntesis de almidón, simplemente por tinción del tejido transitoriamente transfectado con yodo. El tejido con la 
tinción más oscura contendría semi-cuantitativamente más almidón que el tejido transfectado teñido más claro o de 
control.

En el presente documento, el término "datos cualitativos" se refiere a cualquier dato que pueda expresarse con 
respecto a la calidad. Por ejemplo, la visualización en una transferencia Western de que una proteína de tejido de 10
planta transitoriamente transfectado está siendo escindida en comparación con proteína de longitud completa se 
consideraría datos cualitativos. Los datos cualitativos también podrían ser la presencia o no presencia de un fenotipo 
particular. Por ejemplo, una xilanasa transitoriamente expresada en tejido de hoja de planta puede producir una 
clorosis del tejido de hoja.

En el presente documento, los términos "modelo predictivo", "modelo predictivo transitorio", "modelo predictivo de 15
expresión génica" se refieren a cualquier correlación entre gen transitoriamente expresado, casetes de expresión y/o 
componentes génicos y el rendimiento respectivo en líneas de plantas transgénicas estables. Por ejemplo, un casete 
de expresión A en el que una amilasa está operativamente unida a una secuencia de direccionamiento de 
cloroplasto y un casete de expresión B en el que una amilasa está operativamente unida a una secuencia de 
direccionamiento de retículo endoplásmico (ER) y todos los otros componentes genéticos son iguales, los efectos del 20
direccionamiento génico pueden ser rápidamente comparados transitoriamente en tejido de hoja con respecto a los 
niveles de expresión de enzima y formularse un "modelo predictivo" para el que el direccionamiento rendiría mejor 
en líneas transgénicas estables. Esto puede lograrse, por ejemplo: a) suministrando el casete de expresión A y el 
casete de expresión B en plantas separadas mediante agro-infiltración de tejido de hoja de 7 días de edad; b) 
expresando transitoriamente los casetes de expresión A y B en dicho tejido de hoja; c) muestrear tejido de hoja a las 25
24, 48 o 72 horas; d) realizar un ensayo de enzima amilasa tal como un ensayo Ceralpha (MEGAZYME, Irlanda); e) 
recoger datos cuantitativos; y f) formular un modelo predictivo basándose en la expresión de proteínas transitoria por 
gramo de tejido de hoja. En algunas realizaciones, el rendimiento transitorio puede no coincidir exactamente con el 
rendimiento de transgénicos estables que expresan el mismo gen, casete de expresión o componente genético, sin 
embargo puede observarse una tendencia. Por ejemplo, el casete de expresión A en el ejemplo anterior puede 30
producir 1 µg/g de tejido de hoja de amilasa y el casete de expresión B en el ejemplo anterior puede producir 10 µg/g 
y si uno era para transformar establemente el casete de expresión A y B en líneas de maíz transgénicas estables, 
los niveles de expresión pueden ser 5 µg/g y 50 µg/g, manteniendo respetuosamente la tendencia que se observó en 
los datos transitorios. En otra realización, los datos transitorios en tejido de hoja pueden ser predictivos de cómo un 
gen, casete de expresión o componente genético rinde en otras partes de planta, por ejemplo, semilla, raíz o tejido 35
reproductivo. Un modelo predictivo en este escenario indicaría a un experto en la materia que el direccionamiento de 
una amilasa al ER sería una estrategia mejor que a la vacuola si se quieren producir grandes cantidades de amilasa
in planta. Modelos predictivos que usan los métodos descritos en el presente documento no se limitan a los niveles 
de expresión de proteína, pero también pueden usarse para cualquier dato cuantitativo o cualitativo derivado de 
genes transitoriamente expresados, casetes de expresión o componente genéticos.40

"Transfección transitoria" o "transitoriamente transfectado" en el presente documento significa que la introducción de 
dicha secuencia de ADN heteróloga se hace sin selección de células transfectadas para la incorporación estable de 
dicha secuencia de ADN heteróloga en un cromosoma de planta. Un casete de expresión puede introducirse en una
parte de planta usando una cepa de Agrobacterium capaz de introducir ADN extraño en células vegetales. La 
expresión transitoria de un gen y/o casete de expresión puede observarse 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 45
15, 16, 17, 18, 19 o 20 o más días. Preferentemente, la expresión transitoria puede observarse durante 24 horas. 
Más preferible, la expresión transitoria puede observarse durante 48 horas. Lo más preferentemente, la expresión 
transitoria puede observarse durante 72 horas.

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

Se proporcionan métodos para expresar transitoriamente genes, casetes de expresión o componentes génicos. El 50
método comprende agro-infiltración de un vector binario que comprende al menos un casete de expresión en una 
parte de planta (por ejemplo, hoja de planta), en el que el casete de expresión contiene al menos un promotor 
operativamente unido a un gen heterólogo. Las plantas resultantes de la presente invención expresan 
transitoriamente genes, casetes de expresión o componentes génicos in planta a niveles de expresión suficientes en 
servir como modelo predictivo para cómo un gen respectivo, casete de expresión o componente génico rendirá 55
operativamente en líneas de plantas transgénicas estables.

En el proceso de la invención, un gen, casete de expresión y/o componente genético se expresa transitoriamente en 
partes de planta o más preferentemente hojas de planta. La expresión génica, rendimiento de promotor, actividad
génica, función y forma de la proteína son algunos ejemplos de lo que puede evaluarse en casetes de expresión 
transitorios y sirven de modelo predictivo de cómo una cierta configuración de casete de expresión, gen y/o 60
componente genético pueden rendir en líneas de plantas establemente transgénicas. Un método para expresar 
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transitoriamente genes, casetes de expresión, o componentes génicos in planta, puede ser deseable a través de 
múltiples industrias, por ejemplo, pero no se limitan a, agricultura comercial, etanol, pienso para animales, plásticos, 
productos químicos, aplicaciones médicas y otras industriales.

Los métodos de la invención encuentran uso en la integración de las actuales prácticas para el cultivo de plantas de 
cultivo con el fin de obtener una línea de planta transgénica estable comercialmente deseada que expresa 5
óptimamente un gen de interés. La capacidad para evaluar rápidamente el rendimiento génico, configuración del 
casete de expresión y efectos de componentes genéticos sobre el rendimiento de expresión está englobada en la 
presente invención. Los métodos de la invención pueden reducir el tiempo, recursos y el espacio necesario para 
evaluar genes, casetes de expresión o componentes génicos en comparación con los medios convencionales de 
generación de líneas de plantas transgénicas estables y dar las mismas evaluaciones en la parte o partes de planta 10
transgénica estable correspondientes. En una realización, la invención puede reducir el tiempo de evaluación en la 
selección de expresión génica óptima en plantas transgénicas estables a los 6-12 meses, además de permitir 
rápidamente la selección de la mejor configuración de casete de expresión para la expresión génica. En otra 
realización, la invención puede reducir el tiempo de evaluación en la selección de expresión génica óptima en 
plantas transgénicas estables a los 12-24 meses o más. En algunas realizaciones, la invención puede reducir el 15
tiempo de evaluación en la selección de expresión génica óptima en plantas transgénicas estables a los 1-12 meses 
o más.

En una realización, los métodos descritos en el presente documento pueden emplearse en cualquier planta. Más 
preferentemente, los métodos descritos en el presente documento pueden emplearse en plantas de cultivo. Otro 
aspecto de los métodos descritos en el presente documento es que un casete de expresión y sus componentes 20
génicos relevantes pueden expresarse transitoriamente en cualquier parte de planta como se describe. Más 
preferentemente, un casete de expresión puede expresarse transitoriamente en material de planta fotosintético. Lo 
más preferible es que los actuales métodos puedan emplearse para expresar transitoriamente un casete de 
expresión, gen y/o componente genético en tejido de hoja de planta. Otro aspecto más de la invención es que la 
agro-infiltración de casetes de expresión descrita en el presente documento transfectada transitoriamente en tejido 25
de hoja de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 o más días de edad producirá una 
expresión transitoria de dicho casete de expresión de un modo donde pueden recogerse datos cualitativos y/o
cuantitativos mediante procedimientos muy conocidos en la técnica, que pueden ser además predictivos de cómo 
dicho casete de expresión rendirá en líneas transgénicas estables transformadas con dicho casete de expresión o 
componentes genéticos correspondientes. En una realización preferida, tejido de hoja de maíz de 7 días se agro-30
infiltra con el casete de expresión y los componentes genéticos como se describe en el presente documento.

En una realización preferida de la invención, la parte de planta se agro-infiltra en tejido de hoja en el que una 
disolución de Agrobacterias transformada con el casete de expresión de interés se infiltra en el espacio intersticial
del tejido de planta (por ejemplo, tejido de hoja). También se entiende que la invención puede realizarse usando 
biolística o cualquier otra tecnología de transformación conocida por aquellos expertos en la técnica relevante o35
descrita en el presente documento.

En una realización de la invención, el tejido de hoja de planta joven es de maíz y el tejido de hoja de maíz tiene una
edad de hoja máxima de aproximadamente V1 a aproximadamente V6 o aproximadamente 2 meses de edad en la 
que la planta de maíz se cultivó en condiciones de invernadero y/o de cámara de crecimiento convencionales. En 
otra realización, el tejido de hoja joven de maíz es la hoja 1 de una planta de maíz que tiene aproximadamente un40
máximo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 días de edad. Se entiende que las plantas de maíz 
cultivadas en condiciones inferiores a las óptimas deben comprenden tejido de hoja joven que puede utilizarse en 
realizaciones como se describen en el presente documento en las que la edad de la planta de maíz supera 30, 40, 
50, 60 o 70 días de edad.

Genotipos de maíz preferidos que pueden usarse con la invención puede ser, pero no se limitan a, por ejemplo, 45
AX5707 y FF6096. Genotipos de arroz preferidos que pueden usarse con la invención puede ser, pero no se limitan 
a, arroz Nipponbare 198. Genotipos de sorgo preferidos que pueden usarse con la invención pueden ser, pero no se 
limitan a, brandes, della y dale. Genotipos de trigo preferidos que pueden usarse con la invención en algunas 
realizaciones pueden ser, pero no se limitan a, AC Nanda, TLAXCALA F2000, CALINGIRI, OMSKAYA 33, Catalido. 
Genotipos de avena preferidos que pueden usarse con la invención pueden ser, pero no se limitan a, avena integral 50
SSC-31-913200.

En una realización de la invención, el tejido de hoja de planta joven es de caña de azúcar y el tejido de hoja de caña 
de azúcar es de una edad de hoja máxima de aproximadamente 7 a 12 días de edad en la que la planta de caña de 
azúcar se cultivó en condiciones de invernadero y/o de cámara de crecimiento convencionales. En otra realización,
el tejido de hoja joven de caña de azúcar es la hoja 1 de una planta de caña de azúcar que tiene aproximadamente55
un máximo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 días de edad. Se entiende que las plantas de caña de 
azúcar cultivas en condiciones inferiores a las óptimas podrían comprender tejido de hoja joven que puede utilizarse 
en realizaciones como se describen en el presente documento en las que la edad de la planta de caña de azúcar
supera los 30, 40, 50, 60 o 70 días de edad.
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En otra realización de la invención, el tejido de hoja de planta joven es de sorgo y el tejido de hoja de sorgo es de 
una edad de hoja máxima de aproximadamente 20 días de edad en la que planta de sorgo se cultivó en condiciones 
de invernadero y/o de cámara de crecimiento convencionales. En otra realización, el tejido de hoja joven de sorgo es
la hoja 1 de una planta de caña de azúcar que tiene aproximadamente un máximo de aproximadamente 20 a 
aproximadamente 30 días de edad. Se entiende que las plantas de sorgo cultivadas en condiciones inferiores a las 5
óptimas podrían comprender tejido de hoja joven que puede utilizarse en realizaciones como se describen en el 
presente documento en las que la edad de la planta de sorgo supera los 30, 40, 50, 60 o 70 días de edad.

En otra realización más de la invención, el tejido de hoja de planta joven es de arroz y el tejido de hoja de arroz es 
de una edad de hoja máxima de aproximadamente 40 días de edad en la que la planta de arroz se cultivó en 
condiciones de invernadero y/o de cámara de crecimiento convencionales. En otra realización, el tejido de hoja joven10
de arroz es la hoja 1 de una planta de arroz que tiene aproximadamente un máximo de aproximadamente 20 a 
aproximadamente 30 días de edad. Se entiende que las plantas de arroz crecidas en condiciones inferiores a las 
óptimas podrían comprender tejido de hoja joven que puede utilizarse en realizaciones como se describen en el 
presente documento en las que la edad de la planta de arroz supera los 30, 40, 50, 60 o 70 días de edad.

En otra realización más de la invención, el tejido de hoja de planta joven es de un pasto y el tejido de hoja de pasto 15
es de una edad de hoja máxima de aproximadamente 30 días de edad en la que el pasto se cultivó en condiciones 
de invernadero y/o de cámara de crecimiento convencionales. En otra realización, el tejido de hoja joven de pasto es
la hoja 1 de un pasto que tiene aproximadamente un máximo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 días 
de edad.

En una realización de la invención pueden usarse potenciadores traduccionales o transcripcionales para aumentar la 20
expresión de proteínas transitoria. En una realización preferida, puede usarse una región de potenciador del virus del 
mosaico de la escrofularia (eFMV). En otra realización preferida, el potenciador del virus del mosaico de la 
escrofularia (eFMV) se usa en combinación con un potenciador del virus del mosaico de la coliflor 35s para el 
aumento de la expresión de un gen en plantas transitorias y/o establemente transformadas.

Un aspecto de la invención es que no hay limitación de tamaño en el gen que está siendo transitoriamente 25
expresado, a diferencia de los métodos de transfección transitoria viral. Los sistemas de transfección transitoria viral 
están limitados en el tamaño del gen que puede transfectarse en una célula de planta. En una realización de la 
invención, el gen heterólogo que se introduce mediante agro-infiltración puede ser superior a 0,1, 0,5, 0,75, 1,0, 2,0, 
3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 o 10,0 kilobases.

Los métodos descritos en el presente documento pueden ser útiles en evaluar las enzimas de procesamiento 30
expresadas in planta. Por ejemplo, la enzima de procesamiento relevante puede evaluarse cuantitativamente o 
cualitativamente expresando transitoriamente la enzima de procesamiento en tejido de planta como se describe en 
los métodos en el presente documento. "Enzimas de procesamiento" adecuadas incluyen, pero no se limitan a, 
enzimas degradadoras o isomerizantes de almidón que incluyen, por ejemplo, α-amilasa, endo o exo-1,4, o 1,6-α-D, 
glucoamilasa, glucosa isomerasa, β-amilasas, α-glucosidasas, y otras exo-amilasas; y enzimas desramificantes de 35
almidón, tales como isoamilasa, pululanasa, neo-pululanasa, iso-pululanasa, amilopululanasa y similares, 
glicosiltransferasas tales como ciclodextrina glicosiltransferasa y similares, celulasas tales como exo-1,4-β-
celobiohidrolasa, exo-1,3-O-D-glucanasa, hemicelulasa, β-glucosidasa y similares; endoglucanasas tales como 
endo-1,3-β-glucanasa y endo-1,4-β-glucanasa y similares; L-arabinasas, tales como endo-1,5-α-L-arabinasa, α-
arabinosidasas y similares; galactanasas tales como endo-1,4-β-D-galactanasa, endo-1,3-β-D-galactanasa, 1-40
galactosidasa, α-galactosidasa y similares; mananasas, tales como endo-1,4-β-D-mananasa, β-manosidasa, α-
manosidasa y similares; xilanasas, tales como endo-1,4-1-xilanasa, β-D-xilosidasa, 1,3-β-D-xilanasa, y similares; y 
pectinasas; y enzimas de procesamiento no de almidón, que incluyen proteasa, glucanasa, xilanasa, 
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa, esterasa, fitasa y lipasa. En un aspecto de la invención, puede evaluarse una 
enzima de procesamiento y formularse un modelo predictivo transitorio basándose en las mediciones de la enzima 45
de procesamiento y subproducto reactivo del sustrato respectivo. Por ejemplo, un experto en la materia puede usar
los métodos descritos en el presente documento para expresar transitoriamente una amilasa en planta, poner la
amilasa en contacto con un sustrato y medir la cantidad de maltodextrinas liberadas usando HPLC u otros métodos 
conocidos por aquellos expertos en la materia. El sustrato puede estar presente in planta o la enzima
transitoriamente expresada puede aislarse y ponerse en contacto in situ con su sustrato relevante. También puede 50
evaluarse la combinación de enzimas sobre un sustrato (por ejemplo, almidón o celulosa) usando los métodos 
descritos en el presente documento.

Casetes de expresión en planta

Las composiciones de la invención pueden contener secuencias de ácidos nucleicos para la transformación y 
expresión transitoria o estable en una planta de interés. Las secuencias de ácidos nucleicos pueden estar presentes 55
en construcciones de ADN o casetes de expresión. Un casete de expresión bajo la definición previa puede ser una 
molécula de ácido nucleico capaz de dirigir la expresión de una secuencia de nucleótidos particular en una célula 
huésped apropiada, que comprende un promotor operativamente unido a la secuencia de nucleótidos de interés (por 
ejemplo, una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima de procesamiento) que está operativamente unida a 
señales de terminación. Los casetes de expresión también comprenden normalmente secuencias requeridas para la 60
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apropiada traducción de la secuencia de nucleótidos. La región codificante normalmente codifica una proteína de 
interés, pero puede también codificar un ARN funcional de interés, por ejemplo ARN antisentido o un ARN no 
traducido, en la dirección sentido o antisentido. El casete de expresión que comprende la secuencia de nucleótidos 
de interés puede ser quimérico, que significa que al menos uno de sus componentes es heterólogo con respecto a al 
menos uno de sus otros componentes. El casete de expresión también puede ser uno que existe de forma natural,5
pero ha sido obtenido en una forma recombinante útil para expresión heteróloga. Normalmente, sin embargo, el 
casete de expresión es heterólogo con respecto al huésped, es decir, la secuencia de ADN particular del casete de 
expresión no se produce naturalmente en la célula huésped y debe haber sido introducida en la célula huésped o un
antepasado de la célula huésped por un evento de transformación. La expresión de la secuencia de nucleótidos en 
el casete de expresión puede ser bajo el control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible que inicia la10
transcripción solo cuando la célula huésped se expone a algún estímulo externo particular. Adicionalmente, el 
promotor también puede ser específico para un tejido u órgano particular o estadio de desarrollo.

La presente invención engloba la transformación de plantas con casetes de expresión capaces de expresar
transitoriamente polinucleótidos. En realizaciones representativas, el casete de expresión incluirá en la dirección 5'-3'
de la transcripción una región de iniciación transcripcional y traduccional (es decir, un promotor) y un polinucleótido 15
de interés, y componentes genéticos (es decir, potenciadores traduccionales). El casete de expresión puede 
comprender opcionalmente una región de terminación transcripcional y traduccional (es decir, región de terminación) 
funcional en plantas. Los casetes de expresión de la invención también pueden comprender una secuencia 
conductora y/o una secuencia que permite la expresión inducible del polinucleótido de interés. Véase, Guo et al. 
(2003) Plant J. 34:383-92 y Chen et al. (2003) Plant J. 36:731-40 para ejemplos de secuencias que permiten la20
expresión inducible. Las secuencias reguladoras de la construcción de expresión están operativamente unidas al 
polinucleótido de interés.

Cualquier promotor capaz de conducir la expresión en la planta de interés puede usarse en la práctica de la 
invención. En una realización, puede evaluarse un promotor preferido no de hoja y/o específico no de hoja
cuantitativa y/o cualitativamente y formularse un modelo predictivo para predecir cómo un promotor rendirá en su 25
tejido preferido y/o específico respectivo. Por ejemplo, puede evaluarse transitoriamente un promotor específico de 
semilla en tejido de hoja usando métodos descritos en el presente documento. Se ha informado de varios genes y/o 
promotores regulados específicos de tejido en plantas. Algunos genes específicos de tejidos informados incluyen los 
genes que codifican las proteínas de almacenamiento de semillas (tales como napina, cruciferina, beta-conglicinina y 
faseolina), zeína o proteínas de cuerpos de aceite (tales como oleosina), o genes implicados en la biosíntesis de los 30
ácidos grasos (incluyendo proteína transportadora de acilo, estearoil-ACP desaturasa y ácido graso desaturasas (fad 
2-1)), y otros genes expresados durante el desarrollo embrionario (tales como Bce4, véase, por ejemplo, el 
documento EP 255378 y Kridl et al., Seed Science Research, 1:209 (1991)). Ejemplos de promotores específicos de 
tejido, que se han descrito, incluyen la lectina (Vodkin, Prog. Clin. Biol. Res., 138;87 (1983); Lindstromet al., Der. 
Genet., 11:160 (1990)), alcohol deshidrogenasa 1 de maíz (Vogel et al., 1989; Dennis et al., Nucleic Acids Res., 35
12:3983 (1984)), complejo captador de luz de maíz (Simpson, 1986; Bansal et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
89:3654 (1992)), proteína de choque térmico de maíz (Odell et al., 1985; Rochester et al., 1986), carboxilasa de 
subunidad RuBP pequeña de guisante (Poulsen et al., 1986; Cashmore et al., 1983), manopina sintasa de plásmido 
Ti (Langridge et al., 1989), nopalina sintasa de plásmido Ti (Langridge et al., 1989), chalcona isomerasa de petunia 
(vanTunen et al., EMBO J., 7;1257 (1988)), proteína 1 rica en glicina de judía (Keller et al., Genes Dev., 3:1639 40
(1989)), CaMV 35s truncado (Odell et al., Nature, 313:810 (1985)), patatina de patata (Wenzler et al., Plant Mol. 
Biol., 13:347 (1989)), célula de raíz (Yamamoto et al., Nucleic Acids Res., 18:7449 (1990)), zeína de maíz (Reina et 
al., Nucleic Acids Res., 18:6425 (1990); Kriz et al., Mol. Gen. Genet., 207:90 (1987); Wandelt et al., Nucleic Acids 
Res., 17:2354 (1989); Langridge et al., Cell, 34:1015 (1983); Reina et al., Nucleic Acids Res., 18:7449 (1990)), 
globulina-1 (Belanger et al., Genetics, 129:863 (1991)), α-tubulina, cab (Sullivan et al., Mol. Gen. Genet., 215:431 45
(1989)), PEPCasa (Hudspeth & Grula, 1989), promotores asociados al complejo del gen R (Chandler et al., Plant 
Cell, 1:1175 (1989)) y promotores de chalcona sintasa (Franken et al., EMBO J., 10:2605 (1991)). Particularmente 
útil para la expresión específica de semilla es el promotor de vicilina de guisante (Czako et al., Mol. Gen. Genet., 
235:33 (1992). (Véase también la patente de EE.UU. N.º 5.625.136). Otros promotores útiles para la expresión en 
hojas maduras son aquellos que se activan con el inicio de la senescencia, tales como el promotor de SAG de50
Arabidopsis (Gan et al., Science, 270:1986 (1995). El promotor puede ser nativo o análogo o extraño o heterólogo a 
la planta huésped.

Modelos predictivos transitorios formulados por los métodos descritos en el presente documento pueden evaluar los
promotores basados en varios factores, que incluyen, pero no se limitan a, eficiencia, capacidad de selección, 
inducibilidad, nivel de expresión deseado y preferencia de expresión en célula o tejido. Es una cuestión rutinaria que 55
un experto en la materia module la expresión de una secuencia seleccionando y posicionando apropiadamente
promotores y otras regiones reguladoras con respecto a esa secuencia. Los métodos descritos en el presente 
documento permiten la rápida evaluación de la selección y posicionamiento de promotores.

Algunos promotores adecuados inician la transcripción solo, o predominantemente, en ciertos tipos de células. Así, 
como se usa en el presente documento, un tipo de promotor preferencial de células o de tejido es uno que conduce 60
la expresión preferencialmente en el tejido diana, pero puede también conducir a alguna expresión en otros tipos de 
células o tejidos también. Se entiende que algunos promotores que muestran direccionamiento preferencial de la 
expresión en tejidos diana pueden también presentar expresión "con fugas" en tejidos dirigidos no preferenciales. Un 
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ejemplo puede ser un promotor cuyo perfil de expresión muestra expresión preferencial en semilla de maíz, pero
también presenta fuerte expresión en tejido de hoja maduro. Métodos de identificación y caracterización de regiones 
de promotor en ADN genómico de planta incluyen, por ejemplo, aquellas descritas en las siguientes referencias: 
Jordano, et al., Plant Cell, 1:855-866 (1989); Bustos, et al., Plant Cell, 1:839-854 (1989); Green, et al., EMBO J. 7, 
4035-4044 (1988); Meier, et al., Plant Cell, 3, 309-316 (1991); y Zhang, et al., Plant Physiology 110: 1069-1079 5
(1996). Se han descrito varios promotores de planta con diversas características de expresión. Ejemplos de algunos 
promotores constitutivos que se han descrito incluyen la actina 1 de arroz (Wang et al., Mol. Cell. Biol., 12:3399 
(1992); patente de EE.UU. N.º 5.641.876), CaMV.sup.35S (Odell et al., Nature, 313:810 (1985)), CaMV 19S (Lawton 
et al., 1987), nos (Ebert et al., 1987), Adh (Walker et al., 1987), sacarosa sintasa (Yang & Russell, 1990) y los 
promotores de ubiquitina.10

Promotores activos en el tejido fotosintético con el fin de conducir la transcripción en tejidos verdes tales como hojas
y tallos pueden ser de interés en la presente invención. Ejemplos de tales promotores incluyen los promotores de
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RbcS) tales como el promotor de RbcS de alerce oriental (Larix laricina), el 
promotor cab6 de pino (Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35:773-778), el promotor del gen Cab-1 de trigo 
(Fejes et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:921-932), el promotor CAB-1 de espinaca (Lubberstedt et al. (1994) Plant15
Physiol. 104:997-1006), el promotor cab1R de arroz (Luan et al. (1992) Plant Cell 4:971-981), el promotor de piruvato 
ortofosfato dicinasa (PPDK) de maíz (Matsuoka et al. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:9586-9590), el promotor 
Lhcb1*2 de tabaco (Cerdan et al. (1997) Plant Mol. Biol. 33:245-255), el promotor SUC2 simporter sacarosa-H+ de 
Arabidopsis thaliana (Truernit et al. (1995) Plant 196:564-570) y promotores de la proteína de membrana tilacoidal de
espinaca (psaD, psaF, psaE, PC, FNR, atpC, atpD, cab, rbcS). Otros promotores que conducen la transcripción en 20
tallos, hojas y tejido verde se describen en la publicación de patente de EE.UU. N.º 2007/0006346. Promotores 
activos en tejido fotosintético pueden ser transitoriamente evaluados y formularse modelos predictivos.

Puede desearse la evaluación de promotores inducibles. Los promotores inducibles conducen la transcripción en 
respuesta a estímulos externos tales como agentes químicos o estímulos medioambientales. Por ejemplo, los 
promotores inducibles pueden conferir la transcripción en respuesta a hormonas tales como ácido giberélico o 25
etileno, o en respuesta a luz o sequía. Se ha informado de varios promotores inducibles. Muchos se describen en 
una revisión por Gatz, en Current Opinion in Biotechnology, 7:168 (1996) y Gatz, C., Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol., 48:89 (1997). Ejemplos incluyen sistema represor de tetraciclina, sistema represor de Lac, sistemas 
inducibles por cobre, sistemas inducibles por salicilato (tales como el sistema PR1a), sistemas inducibles por 
glucocorticoides (Aoyama T. et al., N-H Plant Journal, 11:605 (1997)) e inducibles por ecdisona. Otros promotores 30
inducibles incluyen promotores inducibles por ABA y turgor, el promotor del gen de la proteína de unión a auxina
(Schwob et al., Plant J., 4:423 (1993)), el promotor del gen de glicosil-transferasa de UDP-glucosa flavonoide
(Ralston et al., Genetics, 119:185 (1988)), el promotor de inhibidores de MPI proteinasa (Cordero et al., Plant J., 
6:141 (1994)) y el promotor del gen gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Kohler et al., Plant Mol. Biol., 29; 1293 
(1995); Quigley et al., J. Mol. Evol., 29:412 (1989); Martinez et al., J. Mol. Biol., 208:551 (1989)). También están 35
incluidos los sistemas inducibles por bencenosulfonamida (patente de EE.UU. N.º 5.364.780) e inducibles por 
alcohol (documentos WO 97/06269 y WO 97/06268) y promotores de glutatión S-transferasa. Otros estudios se han 
centrado en genes induciblemente regulados en respuesta a estrés medioambiental o estímulos tales como elevada
salinidad, sequía, patógeno y daños (Graham et al., J. Biol. Chem., 260:6555 (1985); Graham et al., J. Biol. Chem., 
260:6561 (1985), Smith et al., Plant, 168:94 (1986)). Se ha informado de la acumulación de proteína del inhibidor de 40
la metalocarboxipeptidasa en hojas de plantas de patata dañadas (Graham et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 
101:1164 (1981)). Se ha informado que otros genes de planta son inducidos por jasmonato de metilo, 
desencadenantes, choque térmico, estrés anaerobio o protectores de herbicidas. La expresión regulada de una 
proteína de replicación viral de acción en trans quimérica puede regularse adicionalmente por otras estrategias
genéticas, tales como, por ejemplo, activación génica mediada por Cre (Odell et al. Mol. Gen. Genet., 113:369 45
(1990)). Así, un fragmento de ADN que contiene la secuencia reguladora 3' unida por sitios lox entre el promotor y la
secuencia codificante de proteína de replicación que bloquea la expresión de un gen de replicación quimérica del 
promotor puede eliminarse por escisión mediada por Cre y producir la expresión del gen de replicación que actúa en
trans. En este caso, el gen Cre quimérico, el gen de replicación que actúa en trans quimérico, o ambos, pueden 
estar bajo el control de promotores específicos de tejido y de desarrollo o inducibles. Una estrategia genética 50
alternativa es el uso de un gen supresor de ARNt. Por ejemplo, la expresión regulada de un gen supresor de ARNt
puede controlar condicionalmente la expresión de una secuencia codificante de proteína de replicación que actúa en 
trans que contiene un codón de terminación apropiado (Ulmasov et al. Plant Mol. Biol., 35:417 (1997)). Otra vez, 
tanto el gen supresor de ARNt quimérico, el gen de replicación de actuación en trans quimérico, o ambos, pueden 
estar bajo el control de promotores específicos de tejido y de desarrollo o inducibles. Preferentemente, en el caso de 55
un organismo multicelular, el promotor también puede ser específico para un tejido particular, órgano o estadio de 
desarrollo. Ejemplos de tales promotores incluyen, pero no se limitan a, el promotor ADP-gpp de Zea mays y de γ-
zeína de Zea mays y de globulina de Zea mays. Una realización de la invención puede ser una forma rápida para 
evaluar el rendimiento de promotor inducible sobre la expresión de un gen de interés en transgénicos de línea 
estable formulando modelos predictivos de datos cuantitativos y/o cualitativos derivados de la expresión transitoria 60
usando los métodos descritos en el presente documento.

La expresión transitoria de un gen en una parte de planta puede desearse solo en un cierto periodo de tiempo 
durante el desarrollo de la planta. El momento preciso del desarrollo se correlaciona frecuentemente con expresión 
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génica específica de tejido. Por ejemplo, la expresión de proteínas de almacenamiento de zeína se inicia en el
endospermo aproximadamente 15 días después de la polinización.

Está disponible una variedad de terminadores transcripcionales para su uso en casetes de expresión. Estos son 
responsables de la terminación de la transcripción más allá del transgén y la correcta poliadenilación de ARNm. La 
región de terminación puede ser nativa con la región de iniciación de la transcripción, puede ser nativa con la5
secuencia de ADN operativamente unida de interés, puede ser nativa con el huésped de planta, o puede derivarse 
de otra fuente (es decir, extraña o heteróloga al promotor, la secuencia de ADN de interés, la planta huésped, o 
cualquier combinación de los mismos). Terminadores transcripcionales apropiados son aquellos que son conocidos 
por funcionar en plantas e incluyen el terminador de CAMV 35S, el terminador tml, el terminador de nopalina sintasa
y el terminador rbcs E9 de guisante. Estos pueden usarse en tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas. Además, 10
puede usarse un terminador de transcripción nativo del gen. Una realización de la invención puede ser una forma 
rápida de evaluar los efectos de secuencias terminadoras sobre la expresión de un gen de interés en transgénicos 
de línea estables formulando modelos predictivos a partir de datos cuantitativos y/o cualitativos derivados de la 
expresión transitoria usando los métodos descritos en el presente documento.

Se ha encontrado que numerosas secuencias potencian la expresión génica desde dentro de la unidad 15
transcripcional y estas secuencias pueden usarse conjuntamente con los genes de la presente invención para 
aumentar su expresión en plantas transgénicas.

Se ha mostrado que diversas secuencias de intrón potencian la expresión, particularmente en células 
monocotiledóneas. Por ejemplo, se ha encontrado que los intrones del gen Adhl de maíz potencian
significativamente la expresión del gen no mutante bajo su promotor relacionado cuando se introducen en células de 20
maíz. Se encontró que el intrón 1 era particularmente eficaz y potenció la expresión en construcciones de fusión con 
el gen cloranfenicol acetiltransferasa (Callis et al., Genes Develop. 1: 1183-1200 (1987)). En el mismo sistema
experimental, el intrón del gen bronce 1 de maíz tuvo un efecto similar en potenciar la expresión. Las secuencias de 
intrón se han incorporado rutinariamente en vectores de transformación de planta, normalmente dentro del conductor 
no traducido.25

También se conocen varias secuencias conductoras no traducidas derivadas de virus para potenciar la expresión. 
Específicamente, se ha mostrado que secuencias conductoras del virus del mosaico del tabaco (TMV, la "secuencia
W"), virus moteado clorótico del maíz (MCMV) y virus del mosaico de la alfalfa (AMV) son eficaces en potenciar la 
expresión (por ejemplo, Gallie et al. Nucl. Acids Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski et al. Plant Molec. Biol. 15: 65-
79 (1990)). Otras secuencias conductoras conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a: conductores de 30
picornavirus, por ejemplo, conductor de EMCV (región no codificante 5' de encefalomiocarditis) (Elroy-Stein, O., 
Fuerst, T. R., y Moss, B. PNAS USA 86:6126-6130 (1989)); conductores de potyvirus, por ejemplo, conductor de 
TEV (virus del grabado del tabaco) (Allison et al., 1986); conductor de MDMV (virus del mosaico del enanismo del 
maíz); conductor de proteína de unión de la cadena pesada de inmunoglobulina humana (BiP) (Macejak, D. G., y 
Samow, P., Nature 353: 90-94 (1991)); conductor no traducido de ARNm de proteína de la envuelta del virus del 35
mosaico de la alfalfa (ARN 4 de AMV), (Jobling, S. A., y Gehrke, L., Nature 325:622-625 (1987)); conductor del virus 
del mosaico del tabaco (TMV), (Gallie, D. R. et al., Molecular Biology of RNA, páginas 237-256 (1989)); y conductor 
del virus moteado clorótico del maíz (MCMV) (Lommel, S. A. et al., Virology 81:382-385 (1991)). Véase, por tanto, 
Della-Cioppa et al., Plant Physiology 84:965-968 (1987). Una realización de la invención puede ser una forma rápida
para evaluar los efectos de secuencias de potenciador o de componente genético sobre la expresión de un gen de 40
interés en transgénicos de línea estable formulando modelos predictivos a partir de datos cuantitativos y/o
cualitativos derivados de la expresión transitoria usando los métodos descritos en el presente documento.

Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para formular modelos predictivos de los efectos 
del direccionamiento génico y la expresión de proteínas. Se sabe que existen diversos mecanismos para el 
direccionamiento de productos génicos en plantas y las secuencias que controlan el funcionamiento de estos 45
mecanismos han sido caracterizadas con cierto detalle. Por ejemplo, el direccionamiento de productos génicos al
cloroplasto está controlado por una secuencia de señal encontrada en el extremo amino de diversas proteínas que 
se escinde durante la importación de cloroplastos para dar la proteína madura (por ejemplo, Comai et al. J. Biol. 
Chem. 263: 15104-15109 (1988)). Estas secuencias de señal pueden fusionarse con los productos de gen 
heterólogo para efectuar la importación de productos heterólogos en el cloroplasto (van den Broeck, et al. Nature 50
313: 358-363 (1985)). El ADN que codifica secuencias de señal apropiadas puede aislarse del extremo 5' de los
ADNc que codifican la proteína RUBISCO, la proteína CAB, la enzima EPSP sintasa, la proteína GS2 y muchas 
otras proteínas que se sabe que están localizadas en cloroplastos. Véase, por tanto, la sección titulada "Expression 
With Chloroplast Targeting" en el ejemplo 37 de la patente de EE.UU. N.º 5.639.949.

Los mecanismos anteriormente descritos para el direccionamiento celular pueden utilizarse no solo conjuntamente 55
con sus promotores relacionados, sino también conjuntamente con promotores heterólogos para efectuar un objetivo 
de direccionamiento celular específico bajo la regulación transcripcional de un promotor que tiene un patrón de 
expresión diferente de aquél del promotor del que se deriva la señal de direccionamiento.

Con el fin de garantizar la localización en los plástidos es concebible usar uno de los siguientes péptidos de tránsito: 
la ferredoxina: NADP+ oxidorreductasa (FNR) plastídica de espinaca que se desvela en Jansen et al. (Current 60
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Genetics 13 (1988), 517-522). En particular, puede usarse la secuencia que oscila de los nucleótidos -171 a 165 de 
la secuencia de ADNc desvelada en el presente documento, que comprende la región no traducida 5', además de la 
secuencia que codifica el péptido de tránsito. Otro ejemplo es el péptido de tránsito de la proteína cerosa de maíz 
que incluye los primeros 34 restos de aminoácidos de la proteína cerosa madura (Klosgen et al., Mol. Gen. Genet. 
217 (1989), 155-161). También es posible usar este péptido de tránsito sin los primeros 34 aminoácidos de la 5
proteína madura. Además, pueden usarse los péptidos señal de la subunidad pequeña de ribulosa bisfosfato 
carboxilasa (Wolter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 846-850; Nawrath et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
91 (1994), 12760-12764), de la NADP malato deshidrogenasa (Galiardo et al., Plant 197 (1995), 324-332), de la
glutatión reductasa (Creissen et al., Plant J. 8 (1995), 167-175) o de la proteína R1 Lorberth et al. (Nature 
Biotechnology 16, (1998), 473-477).10

Pueden incluirse supresores del silenciamiento génico dentro del casete de expresión para aumentar la expresión 
génica. Se conoce en la técnica que la inclusión de tales supresores del silenciamiento génico puede aumentar la 
expresión génica transitoria en dicotiledóneas (véase por ejemplo, Voinnet et al., 2003, Plant J., 33, 549-556).

No hay limitación preconcebida a los tipos de proteínas que pueden usarse en la invención descrita en el presente 
documento.15

En un aspecto, los métodos se ponen en práctica con secuencias de ácidos nucleicos que codifican proteínas 
deseadas, en los que las secuencias de ácidos nucleicos se diseñan para proporcionar codones preferidos por la 
planta que se usan para la transformación transitoria. Están disponibles características de uso de los codones para
varias plantas y se describen en Wada et al., "Codon Usage Tabulated From the GenBank Genetic Sequence Data",
Nucleic Acids Research 19: 1981-1986 (1991).20

En un aspecto no es necesario que el casete de expresión contenga un marcador de selección y/o no se requiere
que la construcción de ADN carezca de genes inductores de tumor.

En la presente invención pueden usarse marcadores de selección para permitir la selección de plantas y tejido de 
planta transitoriamente transformados. Puede desearse emplear un gen marcador de selección o detectable como, o 
además de, el gen expresable de interés. "Genes marcadores" son genes que confieren un fenotipo distinto a células 25
que expresan el gen marcador y así permiten que tales células transformadas se distingan de células que no tienen 
el marcador. Tales genes pueden codificar tanto un marcador de selección como detectable, dependiendo de si el 
marcador confiere un rasgo que puede seleccionarse o no por medios químicos, es decir, mediante el uso de un
agente selectivo (por ejemplo, un herbicida, antibiótico, o similares), o si es simplemente un rasgo que puede
identificarse mediante observación o prueba, es decir, detectando (por ejemplo, el rasgo del locus R). Por supuesto, 30
se conocen muchos ejemplos de genes marcadores adecuados en la técnica y pueden emplearse en la práctica de 
la invención.

Dentro de los términos genes marcadores de selección o detectables también están genes que codifican un
"marcador secretable" cuya secreción puede detectarse como un medio de identificación o selección para células 
transitoriamente transformadas. Ejemplos incluyen marcadores que codifican un antígeno secretable que puede 35
identificarse por interacción de anticuerpos, o incluso enzimas secretables que pueden detectarse por su actividad 
catalítica. Las proteínas secretables se clasifican en varias clases, que incluyen proteínas detectables difusibles 
pequeñas, por ejemplo, por ELISA; enzimas activas pequeñas detectables en disolución extracelular (por ejemplo, α-
amilasa, β-lactamasa, fosfinotricina acetiltransferasa); y proteínas que se insertan o atrapan en la pared celular (por 
ejemplo, proteínas que incluyen una secuencia conductora tal como la encontrada en la unidad de expresión de 40
extensina o PR-S de tabaco).

Con respecto a marcadores secretables de selección, se considera que es particularmente ventajoso el uso de un 
gen que codifica una proteína que llega a ser secuestrada en la pared celular, y proteína que incluye un único 
epítope. Un marcador de antígeno secretado tal emplearía idealmente una secuencia de epítope que proporcionaría 
bajo ruido de fondo en tejido de planta, una secuencia conductora de promotor que conferiría expresión eficiente y 45
direccionamiento a través de la membrana plasmática, y produciría proteína que está unida en la pared celular y 
todavía accesible a anticuerpos. Una proteína de pared normalmente secretada modificada para incluir un epítope
único satisfacería todos aquellos requisitos.

Un ejemplo de una proteína adecuada para modificación de este modo es la extensina, o glucoproteína rica en 
hidroxiprolina (HPRG). Por ejemplo, la molécula de HPRG de maíz (Steifel et al., The Plant Cell, 2:785 (1990)) está 50
bien caracterizada en términos de biología molecular, expresión y estructura de proteína. Sin embargo, podrían 
modificarse una cualquiera de una variedad de extensinas y/o proteínas de la pared ricas den glicina (Keller et al., 
EMBO Journal, 8:1309 (1989)) mediante la adición de un sitio antigénico para crear un marcador detectable.

a. Marcadores de selección

Posibles marcadores de selección para su uso a propósito de la presente invención incluyen, pero no se limitan a, un 55
gen neo o nptll (Potrykus et al., Mol. Gen. Genet., 199:183 (1985)) que codifica resistencia a kanamicina y puede 
seleccionarse para usar kanamicina, G418, y similares; un gen bar que confiere resistencia al herbicida fosfinotricina; 
un gen que codifica una proteína EPSP sintasa alterada (Hinchee et al., Biotech., 6:915 (1988)), confiriendo así
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resistencia a glifosato; un gen de nitrilasa tal como bxn de Klebsiella ozaenae que confiere resistencia a bromoxinilo
(Stalker et al., Science, 242:419 (1988)); un gen de acetolactato sintasa (ALS) mutante que confiere resistencia a 
imidazolinona, sulfonilurea u otros productos químicos inhibidores de ALS (solicitud de patente europea 154.204, 
1985); un gen de DHFR resistente a metotrexato (Thillet et al., J. Biol. Chem., 263:12500 (1988)); un gen de dalapon 
deshalogenasa que confiere resistencia al herbicida dalapon; un gen de fosfomanosa isomerasa (PMI); un gen de 5
antranilato sintasa mutado que confiere resistencia a 5-metil-triptófano; el gen hph que confiere resistencia al 
antibiótico higromicina; o el gen de manosa-6-fosfato isomerasa (también denominado en el presente documento el 
gen de fosfomanosa isomerasa), que proporciona la capacidad de metabolizar manosa (las patentes de EE.UU. N.º 
5.767.378 y 5.994.629). Un experto en la materia es capaz de seleccionar un gen marcador de selección adecuado
para su uso en la presente invención. Donde se emplea un gen de EPSP sintasa mutante, puede alcanzarse 10
beneficio adicional mediante la incorporación de un péptido de tránsito de cloroplastos adecuado, CTP (solicitud de 
patente europea 0.218.571, 1987).

Una realización ilustrativa de un gen marcador de selección capaz de ser usado en sistemas para seleccionar 
transformantes son los genes que codifican la enzima fosfinotricina acetiltransferasa, tal como el gen bar de
Streptomyces hygroscopicus o el gen pat de Streptomyces viridochromogenes. La enzima fosfinotricina 15
acetiltransferasa (PAT) inactiva el principio activo en el herbicida bialafos, fosfinotricina (PPT). PPT inhibe la 
glutamina sintetasa (Murakami et al., Mol. Gen. Genet., 205:42 (1986); Twell et al., Plant Physiol. , 91:1270 (1989)),
causando la rápida acumulación de amoniaco y muerte celular. El éxito en el uso de este sistema selectivo 
conjuntamente con monocotiledóneas fue particularmente sorprendente debido a las importantes dificultades que se 
han informado en la transformación de cereales (Potrykus, Trends Biotech., 7:269 (1989)).20

Donde se desee emplear un gen de resistencia a bialafos en la práctica de la invención, un gen particularmente útil
para este fin es los genes bar o pat obtenibles de especies de Streptomyces (por ejemplo, ATCC N.º 21.705). Se ha 
descrito la clonación del gen bar (Murakami et al., Mol. Gen. Genet., 205:42 (1986); Thompson et al., EMBO Journal, 
6:2519 (1987)) ya que tiene el uso del gen bar en el contexto de plantas distintas de monocotiledóneas (De Block et 
al., EMBO Journal, 6:2513 (1987); De Block et al., Plant Physiol., 91:694 (1989)).25

b. Marcadores detectables

Marcadores detectables que pueden emplearse incluyen, pero no se limitan a, un gen de glucuronidasa o uidA 
(GUS) que codifica una enzima para la que se conocen diversos sustratos cromogénicos; un gen del locus R, que 
codifica un producto que regula la producción de pigmentos de antocianina (color rojo) en tejidos de planta
(Dellaporta et al., en Chromosome Structure and Function, pp. 263-282 (1988)); un gen de β-lactamasa (Sutcliffe, 30
PNAS USA, 75:3737 (1978)), que codifica una enzima para la que se conocen diversos sustratos cromogénicos (por 
ejemplo, PADAC, una cefalosporina cromogénica); un gen xylE (Zukowsky et al., PNAS USA, 80:1101 (1983)) que 
codifica una catecol dioxigenasa que puede convertir catecoles cromogénicos; un gen α-amilasa (Ikuta et al., 
Biotech., 8:241 (1990)); un gen de tirosinasa (Katz et al., J. Gen. Microbiol., 129:2703 (1983)) que codifica una
enzima capaz de oxidar tirosina a DOPA y dopaquinona que a su vez condensa para formar el compuesto fácilmente 35
detectable melanina; un gen de β-galactosidasa, que codifica una enzima para la que hay sustratos cromogénicos; 
un gen de luciferasa (lux) (Ow et al., Science, 234:856 (1986)), que permite la detección de bioluminiscencia; o un 
gen de aecuorina (Prasher et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 126:1259 (1985)), que puede emplearse en la 
detección de bioluminiscencia sensible al calcio, o un gen de la proteína verde fluorescente (Niedz et al., Plant Cell
Reports, 14: 403 (1995)).40

Se contempla que genes del complejo del gen R de maíz son particularmente útiles como marcadores detectables. 
El complejo del gen R en maíz codifica una proteína que actúa regulando la producción de pigmentos de antocianina
en la mayoría de las semillas y tejidos de planta. Un gen del complejo del gen R es adecuado para la transformación 
en maíz, debido a que la expresión de este gen en células transformadas no daña las células. Así, un gen R 
introducido en tales células producirá la expresión de un pigmento rojo y, si se incorpora establemente, puede ser45
visualmente puntuado como un sector rojo. Si una línea de maíz lleva alelos dominantes para genes que codifican 
los productos intermedios enzimáticos en la vía biosintética de antocianina (C2, A1, A2, Bz1 y Bz2), pero lleva un 
alelo recesivo en el locus R, la transformación de cualquier célula a partir de esa línea con R producirá la formación 
de pigmento rojo. Líneas a modo de ejemplo incluyen Wisconsin 22 que contiene el alelo rg-Stadler y TR112, un
derivado de K55 que es r-g, b, PI. Alternativamente puede utilizarse cualquier genotipo de maíz si los alelos C1 y R50
se introducen juntos. Otro marcador detectable contemplado para su uso en la presente invención es la luciferasa de 
luciérnaga, codificada por el gen lux. La presencia del gen lux en células transformadas puede detectarse usando, 
por ejemplo, película de rayos X, recuento por centelleo, espectrofotometría fluorescente, cámara de vídeo de luz 
baja, cámaras de recuento de fotones o luminometría multipocillo. También se prevé que este sistema pueda 
desarrollarse para la detección de poblaciones para bioluminiscencia, tal como sobre placas de cultivo de tejido, o 55
incluso para la detección de plantas enteras.

Los polinucleótidos usados para transformar la planta pueden incluir, pero no se limitan a, ADN de genes de planta y 
genes no de planta tales como aquellos de bacterias, levaduras, animales o virus. El ADN introducido puede incluir
genes modificados, porciones de genes, o genes quiméricos, que incluyen genes del mismo genotipo o diferente. El 
término "gen quimérico" o "ADN quimérico" se define como un gen o secuencia de ADN o segmento que comprende 60
al menos dos secuencias de ADN o segmentos de especies que no combinan ADN bajo condiciones naturales, o 
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cuyas secuencias de ADN o segmentos están posicionados o unidos de un modo que normalmente no se produce
en el genoma nativo de la planta no transformada.

Puede formularse un modelo predictivo transitorio para evaluar los efectos de la inhibición génica. Los términos 
"inhibir", "inhibición", "regulación por disminución" e "inhibición", como se usan en el presente documento, se refieren
a cualquier disminución en la expresión o función de un producto de gen diana, que incluye cualquier reducción 5
relativa en la expresión o función hasta y que incluye la supresión completa de la expresión o función del producto 
de gen diana.

La inhibición de la expresión o función de un producto de gen diana (es decir, un producto génico de interés) puede 
ser en el contexto de una comparación entre dos plantas cualquiera, por ejemplo, expresión o función de un 
producto de gen diana en una planta genéticamente alterada frente a la expresión o función de ese producto de gen10
diana en una planta no mutante correspondiente. Alternativamente, la inhibición de expresión o función del producto 
de gen diana puede ser en el contexto de una comparación entre células vegetales, orgánulos, órganos, tejidos, o 
partes de planta dentro de la misma planta o entre plantas, e incluye comparaciones entre estadios de desarrollo o 
temporales dentro de la misma planta o entre plantas.

Métodos de inhibición o eliminación de la expresión de un gen en una planta son muy conocidos en la técnica, y 15
puede usarse cualquier método tal en los métodos de la presente invención. Pueden utilizarse construcciones
antisentido, complementarias a al menos una porción del ARN mensajero (ARNm) para la secuencia diana. Se 
construyen nucleótidos antisentido para hibridarse con el ARNm correspondiente. Pueden hacerse modificaciones 
de las secuencias antisentido en tanto que las secuencias se hibriden con e interfieran con la expresión del ARNm
correspondiente. De este modo, pueden usarse construcciones antisentido que tienen al menos aproximadamente el 20
70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 % o identidad de secuencia más alta 
con las secuencias sentido correspondientes. Además, pueden usarse porciones de los nucleótidos antisentido para 
alterar la expresión del gen diana. Generalmente, pueden usarse secuencias de al menos aproximadamente 10 
nucleótidos, al menos aproximadamente 20 nucleótidos, al menos aproximadamente 30 nucleótidos, al menos 
aproximadamente 40 nucleótidos, al menos aproximadamente 50 nucleótidos, al menos aproximadamente 100 25
nucleótidos, al menos aproximadamente 200 nucleótidos, al menos aproximadamente 300, al menos 
aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente 500, al menos 
aproximadamente 550, o más. Se conocen en la técnica métodos antisentido, véanse, por ejemplo, Sheehy et al. 
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8805-8809; y las patentes de EE.UU. N.º 5.107.065; 5.453.566; y 5.759.829); 
incorporadas en el presente documento por referencia.30

También puede usarse co-supresión para suprimir la expresión del gen diana. De este modo, una secuencia de gen 
heterólogo se expresa en una planta de interés en la orientación sentido para suprimir la expresión del gen 
endógeno en la planta. Se conocen en la técnica métodos para la co-supresión. Véanse, por ejemplo, Taylor (1997) 
Plant Cell 9:1245; Jorgensen (1990) Trends Biotech. 8(12):340-344; Jorgensen et al. (1996) Plant Mol. Biol. 31:957-
973; Johansen y Carrington (2001) Plant Physiol. 126:930-938; Broin et al. (2002) Plant Cell 14:1417-1432; 35
Stoutjesdijk et al (2002) Plant Physiol. 129:1723-1731; Yu et al. (2003) Phytochemistry 63:753-763; Flavell (1994) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3490-3496; Finnegan et al. (1994) Bio/Technology 12:883-888; Neuhuber et al. (1994) 
Mol. Gen. Genet. 244:230-241; y las patentes de EE.UU. N.º 5.034.323, 5.283.184 y 5.942.657; todas las cuales se 
incorporan en el presente documento por referencia.

La co-supresión implica transformar plantas con una construcción de ADN que comprende un promotor que conduce 40
la expresión en una planta operativamente unida a al menos una porción de un polinucleótido que se corresponde 
con el transcrito del gen de interés o el gen diana. La secuencia de nucleótidos se construye o elige para tener
identidad de secuencia sustancial con la secuencia del transcrito del gen endógeno, normalmente superior a 
aproximadamente el 60 % de identidad de secuencia, más normalmente superior a aproximadamente el 80 % de 
identidad de secuencia, más normalmente superior a aproximadamente el 90 % de identidad de secuencia, y en 45
algunos casos superior a aproximadamente el 95 % de identidad de secuencia.

También puede usarse interferencia por ARN (iARN) para regular por disminución genes. Véanse, generalmente, 
Napoli et al. (1990) Plant Cell 2:279-289; patente de EE.UU. N.º 5.034.323; Sharp (1999) Genes Dev. 13:139-141; 
Zamore et al. (2000) Cell 101:25-33; y Montgomery et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:15502-15507. En 
iARN, pueden usarse ARN bicatenarios (ARNbc) largos, normalmente >200 nucleótidos, para silenciar la expresión 50
de un gen diana en una planta. Tras la introducción, los ARNbc largos entran en una vía celular que comúnmente se 
denomina la vía de interferencia por ARN (iARN). Primero, los ARBbc se procesan en ARN interferentes pequeños 
(ARNip) de 20-25 nucleótidos (nt) por una enzima similar a RNasa III. Estos ARNip se ensamblan en complejos que 
contienen endorribonucleasa conocidos como complejos de silenciamiento inducido por ARN (RISCs), que se 
desenrollan en el proceso. Las hebras de ARNip guían posteriormente a los RISCs a moléculas de ARN 55
complementarias, donde escinden y destruyen el ARN relacionado. La escisión de ARN relacionado tiene lugar 
cerca del centro de la región unida por la hebra de ARNip.

De este modo, puede usarse interferencia por ARN bicatenario (ARNbc). Para interferencia por ARNbc, una
molécula de ARN sentido y una antisentido que es completamente o parcialmente complementaria a la molécula de 
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ARN sentido se expresan en la misma célula, produciendo la inhibición de la expresión del ARN mensajero 
endógeno correspondiente.

Las moléculas sentido y antisentido pueden expresarse a partir de un casete de expresión único o separado. 
Alternativamente, se criban entonces múltiples líneas de plantas transformadas con el casete de expresión o casetes 
de expresión de interferencia por ARNbc para identificar líneas de plantas que muestran la mayor inhibición de la 5
expresión génica. Métodos de uso de interferencia por ARNbc para inhibir la expresión de genes de planta 
endógenos se describen en Waterhouse et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959-13964, Liu et al. (2002) 
Plant Physiol. 129:1732-1743, y los documentos WO 99/49029, WO 99/53050, WO 99/61631 y WO 00/49035; cada 
uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia.

La inhibición de la expresión de un gen puede obtenerse por interferencia por ARN de horquilla (ARNh) o 10
interferencia por ARN de horquilla que contiene intrón (ARNhi). Un ARN de horquilla corta (ARNhc) es una 
secuencia de ARN que hace un ajustado giro de horquilla que puede usarse para silenciar la expresión génica. Estos 
métodos son altamente eficaces en la inhibición de la expresión de genes endógenos. Véase Waterhouse y Helliwell 
(2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38 y las referencias citadas en su interior.

Para la interferencia por ARNh, el casete de expresión se diseña para expresar una molécula de ARN que se hibrida 15
consigo mismo para formar una estructura de horquilla que comprende una región de bucle monocatenaria y un tallo 
de bases apareadas. La región de tallo de bases apareadas comprende una secuencia sentido correspondiente a 
toda o parte del ARN mensajero endógeno que codifica el gen cuya expresión va a inhibirse, y una secuencia 
antisentido que es completamente o parcialmente complementaria a la secuencia sentido. Así, la región de tallo de 
bases apareadas de la molécula generalmente determina la especificidad de la interferencia por ARN. Las moléculas 20
de ARNh son altamente eficientes en inhibir la expresión de genes endógenos, y la interferencia por ARN que
inducen se hereda por generaciones posteriores de plantas. Véase, por ejemplo, Chuang y Meyerowitz (2000) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 97:4985-4990; Stoutjesdijk et al. (2002) Plant Physiol. 129:1723-1731; y Waterhouse y Helliwell 
(2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38. Métodos de uso de interferencia por ARNh para inhibir o silenciar la expresión de 
genes se describen, por ejemplo, en Chuang y Meyerowitz (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:4985-4990; 25
Stoutjesdijk et al. (2002) Plant Physiol. 129:1723-1731; Waterhouse y Helliwell (2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38; 
Pandolfini et al. BMC Biotechnology 3:7, y la publicación de patente de EE.UU. N.º 20030175965; cada uno de los 
cuales se incorpora en el presente documento por referencia. Un ensayo transitorio para la eficiencia de
construcciones de ARNh para silenciar la expresión génica in vivo se ha descrito por Panstruga et al. (2003) Mol. 
Biol. Rep. 30:135-140, incorporado en el presente documento por referencia.30

También puede usarse ARN de horquilla interferente (ARNhi) en los métodos de la invención. Los ARNhi tienen la 
misma estructura general que para ARNh, pero la molécula de ARN comprende además un intrón que es capaz de 
ser cortado y empalmado en la célula en la que se expresa el ARNhi. El uso de un intrón minimiza el tamaño del 
bucle en la molécula de ARN de horquilla tras el corte y empalme, aumentando así la eficiencia de interferencia. 
Véase, por ejemplo, Smith et al. (2000) Nature 407:319-320. Métodos de uso de interferencia por ARNhi para inhibir 35
la expresión de genes de planta endógenos se describen, por ejemplo, en Smith et al. (2000) Nature 407:319-320; 
Wesley et al. (2001) Plant J. 27:581-590; Wang y Waterhouse (2001) Curr. Opin. Plant Biol. 5:146-150; Waterhouse 
y Helliwell (2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38; Helliwell y Waterhouse (2003) Methods 30:289-295, y la publicación de 
patente de EE.UU. N.º 20030180945, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia. 
Véase también el documento WO 02/00904, donde el ARNh se diseña de forma que la región de bucle determine la 40
especificidad de la interferencia por ARN.

Puede usarse interferencia por ARN por expresión transitoria de un gen que codifica un microARN (miARN). Los 
miARN son agentes reguladores que consisten en aproximadamente 22 ribonucleótidos. Los miARN son altamente 
eficientes en inhibir la expresión de genes endógenos. Véase, por ejemplo, Javier et al. (2003) Nature 425: 25 7-263.

Para interferencia por miARN, el casete de expresión se diseña para expresar una molécula de ARN que se modela 45
en un gen de miARN endógeno. El gen de miARN codifica un ARN que forma una estructura de horquilla que 
contiene aproximadamente una secuencia de 22 nucleótidos que es complementaria al transcrito diana. Por ejemplo,
se selecciona una secuencia de 22 nucleótidos de una secuencia de transcrito diana y contiene 22 nucleótidos de 
dicha secuencia diana en orientación sentido y 22 nucleótidos de una secuencia antisentido correspondiente que es 
complementaria a la secuencia sentido.50

Otros métodos para regular por disminución la actividad de una proteína diana incluyen silenciamiento de genes 
inducido por virus (Burton et al. (2000) Plant Cell 12:691-705; y Baulcombe (1999) Curr. Op. Plant Bio. 2:109-113); 
ribozimas (Steinecke et al. (1992) EMBO J. 11:1525; y Perriman et al. (1993) Antisense Res. Dev. 3:253); 
modificación dirigida mediada por oligonucleótido (por ejemplo, documentos WO 03/076574 y WO 99/25853); 
moléculas dirigidas por dedo de Zn (por ejemplo, documentos WO 01/52620; WO 03/048345; y WO 00/42219); 55
marcado de transposones (Maes et al. (1999) Trends Plant Sci. 4:90-96; Dharmapuri y Sonti (1999) FEMS Microbiol. 
Lett. 179:53-59; Meissner et al. (2000) Plant J. 22:265-274; Phogat et al. (2000) J. Biosci. 25:57-63; Walbot (2000) 
Curr. Opin. Plant Biol. 2:103-107; Gai et al. (2000) Nucleic Acids Res. 28:94-96; Fitzmaurice et al. (1999) Genetics 
153:1919-1928; Bensen et al. (1995) Plant Cell 7:75-84; Mena et al. (1996) Science 274:1537-1540; y la patente de 
EE.UU. N.º 5.962.764).60
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Además, pueden usarse moléculas de ácidos nucleicos que codifican anticuerpos que reconocen específicamente
proteínas, u homólogos de las mismas, según la invención en una célula de planta, es decir, fragmentos específicos 
o epítopes de una proteína tal, para inhibir la actividad de esta proteína. Estos anticuerpos pueden ser anticuerpos 
monoclonales, anticuerpos policlonales o anticuerpos sintéticos, además de fragmentos de anticuerpos, tales como 
fragmentos Fab, Fv o scFv, etc. Pueden prepararse anticuerpos monoclonales, por ejemplo, por las técnicas que se 5
describieron originalmente en Kohler y Milstein (Nature 256 (1975), 495) y Galfre (Meth. Enzymol. 73 (1981) 3), que 
comprenden la fusión de células de mieloma de ratón con células del bazo derivadas de mamíferos inmunizados. 
Además, pueden obtenerse anticuerpos o fragmentos de los mismos para los péptidos anteriormente mencionados 
usando métodos que se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, 
Cold Spring Harbor, 1988. Puede lograrse la expresión de anticuerpos o moléculas similares a anticuerpo en plantas 10
por métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, se han expresado satisfactoriamente anticuerpos de tamaño 
completo (During, Plant. Mol. Biol. 15 (1990), 281-293; Hiatt, Nature 342 (1989), 469-470; Voss, Mol. Breeding 1 
(1995), 39-50), fragmentos Fab (De Neve, Transgenic Res. 2 (1993), 227-237), scFvs (Owen, Bio/Technology 10 
(1992), 790-794; Zimmermann, Mol. Breeding 4 (1998), 369-379; Tavladoraki, Nature 366 (1993), 469-472) y dAbs 
(Benvenuto, Plant Mol. Biol. 17 (1991), 865-874) en tabaco, patata (Schouten, FEBS Lett. 415 (1997), 235-241) o 15
Arabidopsis, alcanzado niveles de expresión de hasta el 6,8 % de la proteína total (Fiedler, Immunotechnology 3 
(1997), 205-216).

Además, pueden usarse moléculas de ácidos nucleicos que codifican una forma mutante de una proteína (por 
ejemplo, una enzima) según la invención para interferir con la actividad de la proteína natural. Una forma de mutante 
tal ha perdido preferentemente su actividad y puede derivarse de la proteína natural correspondiente a modo de 20
deleción (deleciones), sustitución (sustituciones) y/o adiciones de aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de la 
proteína. Formas mutantes de tales proteínas pueden mostrar, además de la pérdida de actividad, un aumento de la
afinidad por sustrato y/o una elevada estabilidad en la célula, por ejemplo, debido a la incorporación de aminoácidos 
que estabilizan las proteínas en el entorno celular. Estas formas mutantes pueden ser mutantes que existen de 
forma natural o, como se prefiere, genéticamente manipulados.25

Transformación en plantas

Una vez se ha clonado un casete de expresión, gen y/o componente génico de interés en un sistema de expresión, 
se transforma en una célula de planta. El casete de expresión, gen y o componente génico puede expresarse 
transitoriamente o establemente en la planta. El término "introducir", en el contexto de un polinucleótido, por ejemplo, 
una construcción de nucleótidos de interés, pretende significar presentar a la planta el polinucleótido en una manera 30
tal que el polinucleótido acceda al interior de una célula de la planta. Donde va a introducirse más de un 
polinucleótido, estos polinucleótidos pueden ensamblarse como parte de una construcción de nucleótido único, o 
como construcciones de nucleótidos separadas, y puede localizarse en los mismos vectores de transformación o 
diferentes. Por consiguiente, pueden introducirse polinucleótidos en la célula huésped de interés en un único evento 
de transformación, en eventos de transformación separados, o, por ejemplo, en plantas, como parte de un protocolo35
de cultivo. Los métodos de la invención no dependen de un método particular para introducir uno o más 
polinucleótidos en una planta, solo que el (los) polinucleótido(s) accedan al interior de al menos una célula de la 
planta.

a. Transformación en plantas transitoria

Los métodos en el presente documento se refieren a métodos para expresar transitoriamente un casete de 40
expresión, gen y/o componente genético de interés in planta con el fin de formular modelos predictivos para cómo
dicho gen de casete de expresión y/o componente genético de interés rendirán en plantas transgénicas estables. La 
aplicación temprana de infiltración de Agrobacterium (Agro-infiltración) para la expresión transitoria se basó en álamo
y Phaseolus (Kapila et al., 1997), y entonces después se extendió a tabaco (Vaquero et al., 1999). La expresión 
transitoria de genes en plantas ha sido conocida en la técnica como se describe antes, véase Fischer et al., 1999, 45
Biotechnol. Appl. Biochem., 30, 113-116, para una revisión. Sin embargo, los anteriores métodos de ensayo 
transitorio han estado limitados en su capacidad para formar modelos predictivos de cómo un gen relevante, casete 
de expresión y/o componente genético de interés rendirán en líneas transgénicas estables. Por tanto, hay 
limitaciones que incluyen, pero no se limitan a: el número de días que una proteína se expresará transitoriamente, la 
cantidad de proteína capaz de ser expresada, consistencia en el análisis, además de la longitud, del gen que va a 50
expresarse transitoriamente. Los métodos desvelados en el presente documento pueden vencer estas limitaciones. 
Además, la invención proporciona un proceso sustancialmente mejorado para producir proteínas in planta, usando 
plantas comercialmente disponibles sin la necesidad de tener instalaciones de crecimiento de plantas. El método 
puede usarse para producir al menos aproximadamente 0,1-1,0 mg, al menos aproximadamente 5 mg, o al menos 
aproximadamente 10 mg de proteína para el análisis. En una realización, tejido de hoja de 1-7 días de edad se agro-55
infiltra con un vector binario que comprende un casete de expresión que comprende un promotor, un intrón y un gen 
de interés. En algunas realizaciones, el casete de expresión puede comprender potenciadores traduccionales y/o 
transcripcionales. En otra realización, el tejido de hoja de planta es un tejido de hoja de planta de maíz que tiene 1-7 
días de edad tras la agro-infiltración. En algunas realizaciones, la agro-infiltración puede llevarse a cabo en tejido de 
planta de 1-20 días de edad.60
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En una realización, se usan células de Agrobacterium que llevan un casete de expresión con un gen heterólogo o 
genes de interés para administrar el gen heterólogo o genes a un tejido de planta para la expresión transitoria en las 
células y/o espacios extracelulares del tejido de planta. Generalmente, una construcción de expresión adecuada 
comprende: al menos una secuencia frontera de T-ADN, una secuencia reguladora (por ejemplo promotor) y un gen 
de interés operativamente unido a la secuencia de control reguladora. En un aspecto, una construcción de expresión 5
es parte de un vector que comprende uno o más orígenes de replicación, al menos un origen de replicación 
adecuado para replicar el vector que comprende el casete de expresión en Agrobacterium.

Cultivos de células de Agrobacterium que comprenden los casetes de expresión descritos en el presente documento 
se infiltran en tejido de planta. En realizaciones preferidas, los casetes de expresión se infiltran en tejido de hoja de 
planta intacto de 1-7 días de edad. Preferentemente, la infiltración se produce en presencia de un vacío. Después de 10
incubar el tejido de planta bajo condiciones adecuadas que permiten que el casete de expresión exprese la proteína 
en una pluralidad de células vegetales, la proteína o subproductos de sustrato de proteína pueden aislarse de las 
células. El método requiere poner en contacto el tejido de planta con Agrobacterium que comprende un vector 
binario que comprende un casete de expresión que va a expresarse transitoriamente en células vegetales, infiltrando
el tejido de planta con dicho Agrobacterium que comprende un casete de expresión que va a expresarse15
transitoriamente en células vegetales para obtener rendimiento de aproximadamente 500 µg a aproximadamente 
500 mg de una proteína relevante. Si se necesita más proteína para formular modelos predictivos, pueden realizarse 
una o más rondas adicionales de agro-infiltración y purificación o más preferentemente puede usarse tejido de planta 
más intacto.

El Agrobacterium usado puede ser no mutante (por ejemplo, virulento) o desarmado. Pueden usarse múltiples cepas 20
de Agrobacterium, expresando cada una un gen diferente, para producir las proteínas individuales o proteínas 
heteromultímeras (por ejemplo, anticuerpo) o para reproducir una vía, tal como una vía metabólica, una vía de
síntesis química o una vía de señalización. Alternativamente, o adicionalmente, una cepa de Agrobacterium
individual puede comprender una pluralidad de secuencias que comprenden diferentes genes heterólogos para 
evaluar interacciones. En una realización, al menos una cepa de Agrobacterium comprende Agrobacterium25
tumefaciens.

Se ha documentado bien la transformación de una planta con Agrobacterium y su uso en la generación de
transgénicos de planta estables. La interacción de una célula de Agrobacterium que comprende una secuencia 
frontera de T-ADN con una célula de planta produce la transferencia de una copia de hebra única de T-ADN de 
Agrobacterium complejado con proteínas al núcleo de planta. Para la transformación estable, el T-ADN se integra en 30
el ADN nuclear. Aunque el proceso es evidentemente bastante eficiente, las copias no integradas de T-ADN son 
capaces de ser transitoriamente transcritas, produciendo la expresión a corto plazo de los genes de T-ADN y 
cualquier otro gen que sea co-transformado. Como la expresión transitoria no depende de la integración de ADN o 
regeneración de plantas, es posible usar las cepas más virulentas de Agrobacterium sin la necesidad de usar 
vectores desarmados (es decir, vectores que ya no contienen genes inductores de tumor), aunque los últimos 35
también pueden usarse.

Cepas de Agrobacterium adecuadas incluyen cepas no mutantes (por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens) o cepas 
en las que uno o más genes están mutados para aumentar la eficiencia de transformación, por ejemplo, tal como 
cepas de Agrobacterium en las que la expresión del gen vir y/o la inducción del mismo está alterada debido a la 
presencia de genes virA o virG mutantes o quiméricos (por ejemplo, Chen y Winans, 1991, J. Bacteriol. 173: 1139-40
1144; y Scheeren-Groot et al., 1994, J. Bacteriol. 176: 6418-6246). En otra realización, la cepa de Agrobacterium
puede comprender una copia de gen virG adicional, tal como el gen super virG derivado de pTiBo542, 
preferentemente unido a un plásmido de múltiples copias como se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. 
N.º 6.483.013.

Es bien entendido en la materia que Agrobacterium puede transformarse con un vector binario de interés dado 45
usando, por ejemplo, electroporación o inducción química. Véase, por ejemplo, Mersereau M., Pazour G.J., Das A. 
1990. Efficient transformation of Agrobacterium tumefaciens by electroporation. Gene 90: 149-151 o R. Nishiguchi et 
al. (1987) Mol. Gen. Genetics 206 1-8.

Otras cepas de Agrobacterium adecuadas incluyen, pero no se limitan a: C58C1 de A. tumefaciens (Van Larebeke 
et. al., Nature 252: 169-170 (1974)), A136 (Watson et. al., J. Bacteriol 123: 255-264 (1975)), LBA401 (Klapwijk et al., 50
J Bacteriol 141: 128-136 (1980)), LBA4404 (Hoekema et. al., Nature 303: 179-180 (1983)), EHA101 (Hood et. al., J. 
Bacteriol. 168: 1291-1301 (1986)), EHA105 (Hood et. al., Trans. Res. 2: 208-218 (1993)), AGL1 (Lazo et. al., 
Bio/Technology 2: 963-967 (1991)) y A281 (Hood et. al., arriba (1986)).

Los cultivos de Agrobacterium (es decir, que comprenden un casete de expresión según la invención) se cultivan 
durante aproximadamente dos días en medio YEB o cualquier variación del mismo (por ejemplo, extracto de 55
levadura 6 g/l, peptona 5 g/l, sulfato de magnesio 2 mM y sacarosa 5 g/l) complementado con antibióticos 
apropiados para seleccionar determinantes de resistencia encontrados en los vectores y el huésped. Para cultivar
células para la expresión transitoria, los cultivos de Agrobacterium iniciadores pueden diluirse 1:50 en medio YEB
fresco. Pueden añadirse antibióticos, tampón fosfato de potasio 50 mM (pH 5,8) y acetosiringona 20 µM. Después de 
18-24 horas de incubación a 28 ºC, las células alcanzan una absorbancia (también denominada densidad óptica o 60
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D.O.) a 600 nm de 2,5-3,5. Las células se diluyen preferentemente a una absorbancia a 600 nm de 2,5, si fuera 
necesario, usando medio YEB.

Los cultivos de Agrobacterium (es decir, que comprenden un casete de expresión según la invención) se cultivan 
durante aproximadamente 24-48 horas en medio LB o cualquier variación del mismo y se complementan con 
antibióticos apropiados para seleccionar determinantes de resistencia encontrados en los vectores y el huésped. 5
Para cultivar células para la expresión transitoria, los cultivos de Agrobacterium iniciadores pueden diluirse 1:50 en 
medio LB fresco. Pueden añadirse antibióticos, MES 10 µM (pH 5,6) y acetosiringona 100 µM. Las Agrobacterias se 
cultivan en un agitador durante la noche a 250 rpm. Después de 18-24 horas de incubación a 28 ºC, las células 
alcanzan una absorbancia (también denominada densidad óptica o D.O.) a 600 nm de 2,5-3,5. Las células se diluyen
preferentemente a una absorbancia a 600 nm de 2,5, si fuera necesario, usando medio LB. Tras la incubación, las10
Agrobacterias se sedimentan por centrifugación a 4000 g durante 10 minutos. Los sedimentos pueden entonces 
resuspenderse en medio de infección (sales de Murashige y Skoog con vitaminas, 2 % de sacarosa, MES 500 µM 
(pH 5,6), MgSO4 10 µM y acetosiringona 100 µM) a D.O. de 600 nm igual a 0,5 y posteriormente se mantienen a 
28 ºC durante 2-3 horas.

Una realización de la invención es que tras el crecimiento y la preparación de cultivos de Agrobacterium que 15
comprenden un vector binario que comprende un casete de expresión según la invención, puede llevarse a cabo la 
infiltración de hojas intactas individuales. La agro-infiltración se lleva a cabo preferentemente en plantas receptoras 
de 1-9 días de edad. Más preferentemente, la agro-infiltración se lleva a cabo en plantas de 3-7 días de edad o lo 
más preferible plantas de 7 días de edad usando una jeringa de 5 ml presionando la punta de la jeringa (sin una 
aguja) contra la parte inferior de la superficie de la hoja. El cultivo de Agrobacterium se infiltra entonces en el espacio 20
extracelular de las células vegetales localizadas donde el casete de expresión puede con el tiempo entrar en la 
célula de planta y traducirse en una proteína. Las plantas infiltradas pueden mantenerse a aproximadamente 25 ºC
con un fotoperiodo de ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. El tejido de hoja puede analizarse entre 1-10 
días después de la agro-infiltración, más preferentemente 3-7 días, y lo más preferentemente 7 días después de la
agro-infiltración. En una realización preferida, el tejido de hoja monocotiledónea se agro-infiltra como se describe en 25
el presente documento y en una realización más preferida el tejido de hoja de maíz puede ser agro-infiltrado como 
se describe en el presente documento.

La invención engloba además métodos de expresar transitoriamente una secuencia de nucleótidos de interés en una 
parte de planta que comprende las etapas de: a) agro-infiltración de un vector binario que comprende un casete de 
expresión que comprende al menos una secuencia de nucleótidos en una parte de planta; y b) expresar 30
transitoriamente la al menos una secuencia de nucleótidos en la parte de planta. En realizaciones de la invención, el 
método comprende agro-infiltración de un casete de expresión que comprende al menos una secuencia de 
nucleótidos en una parte de planta in planta. Como es entendido por aquellos expertos en la materia, la agro-
infiltración comprende generalmente la infiltración de un cultivo de Agrobacterium que comprende un vector binario 
que comprende el casete de expresión.35

Los casetes de expresión y partes de planta se describen en más detalle en cualquier parte en el presente 
documento. En realizaciones de la invención, la parte de planta es tejido de hoja.

Además, la al menos una secuencia de nucleótidos de interés puede codificar una proteína o ARN funcional (cada 
uno como se describe en más detalle en cualquier parte en el presente documento).

En realizaciones representativas, la planta es una planta monocotiledónea, opcionalmente una planta de cereal. 40
Plantas de cereal son como se describen en el presente documento e incluyen sin limitación: maíz, trigo, sorgo, 
cebada, mijo, avena, arroz y/o centeno. En realizaciones de la invención, la planta de cereal es una planta de maíz o 
una planta de sorgo. En realizaciones de la invención, la planta de cereal no es una planta de arroz.

En realizaciones a modo de ejemplo de la invención, el método puede llevarse a cabo ventajosamente en plantas 
relativamente jóvenes. Para ilustrar, la planta puede tener de aproximadamente 1 a aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 45
8 o 9 días de edad o cualquier subconjunto de los mismos, por ejemplo, de aproximadamente 3 a aproximadamente 
4, 5, 6, 7, 8 o 9 días de edad, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 6, 7, 8 o 9 días de edad. En 
realizaciones de la invención, la planta tiene aproximadamente 7 días de edad.

Como otras realizaciones a modo de ejemplo, una planta de cereal puede estar en aproximadamente el estadio de 1 
hoja, 2 hojas, 3 hojas, 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o 7 hojas, o cualquier subconjunto de los mismos, por ejemplo, 50
aproximadamente el estadio de 1 hoja a aproximadamente el estadio de 2 hojas, 3 hojas, 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o 
7 hojas; aproximadamente el estadio de 2 hojas a aproximadamente el estadio de 3 hojas, 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o 
7 hojas; aproximadamente el estadio de 3 hojas a aproximadamente el estadio de 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o 7 hojas. 
En realizaciones de la invención, la planta de cereal está en aproximadamente el estadio de 2 hojas o 
aproximadamente el estadio de 3 hojas. En realizaciones, la planta de cereal están en aproximadamente el estadio 55
de 2 hojas. En realizaciones, la planta de cereal está en aproximadamente el estadio de 3 hojas.

Los estadios de desarrollo de maíz están bien definidos, y aquellos expertos en la materia son capaces de 
determinar los mismos. Por ejemplo, los estadios de desarrollo de maíz se han dividido en estadios vegetativos (V) y 
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reproductivos (R). Los estadios V pueden subdividirse en VE (emergencia), seguido de V1, V2, V3, V4, V5, V6, etc. a
V(n), donde (n) representa el estadio de última hoja antes del desarrollo de panoja (VT) (Special Report No. 48, How 
a corn plant develops, Iowa State University of Science and Technology Cooperative Extension Service, Ames, IA 
(2005)). Los estadios de hoja se definen según la hoja más superior cuyo collar de hoja es visible; la primera parte 
del collar que es visible es la espalda, que aparece como una línea descolorida entre el limbo de la hoja y la vaina de 5
la hoja (Id.). La primera hoja tiene generalmente una forma ovalada característica y puede usarse como punto de
referencia para contar hacia arriba hasta el collar de hoja visible superior (Id.). Si se ha producido pérdida de hojas 
inferiores (generalmente empezando alrededor de V6), el tallo más bajo puede fraccionarse longitudinalmente y el 
primer nodo por encima del primer internodo de tallo alargado es generalmente el quinto nodo de la hoja, que puede 
usarse como punto de referencia (Id.). Esta nomenclatura ha sido desarrollada para maíz, pero puede generalizarse 10
para otras plantas de cereal también, por ejemplo, para una planta de cereal en el estadio de 2 hojas, la hoja más 
superior es la segunda hoja, cuyo collar de hoja es visible, como se describe en más detalle anteriormente con 
respecto a V2.

Por consiguiente, con respecto particular a plantas de maíz, la planta de maíz puede estar en aproximadamente el 
estadio V1, V2, V3, V4, V5, V6 o V7, o cualquier subconjunto de los mismos, por ejemplo, aproximadamente el 15
estadio V1 a aproximadamente el estadio V2, V3, V4, V5, V6 o V7; aproximadamente el estadio V2 a 
aproximadamente el estadio V3, V4, V5, V6 o V7; aproximadamente el estadio V3 a aproximadamente el estadio V4, 
V5, V6 o V7. En realizaciones de la invención, la planta de maíz está en aproximadamente el estadio V2 o 
aproximadamente el estadio V3. En realizaciones, la planta de maíz está en aproximadamente el estadio V2. En 
realizaciones, la planta de maíz planta está en aproximadamente el estadio V3.20

El listado de estadios de planta, edad de la planta y otros intervalos descritos en el presente documento pretende ser 
incluyente. Por ejemplo, el término "estadio V1 a V3 " (y términos similares) incluye los estadios V1, V2 y V3.

La agro-infiltración puede opcionalmente llevarse a cabo usando una jeringa. En realizaciones representativas, la 
jeringa es una jeringa sin aguja. En el caso de una jeringa sin una aguja, la punta de la jeringa puede colocarse 
contra el envés de la parte de planta (por ejemplo, una hoja, opcionalmente la superficie abaxial de la hoja). En una25
realización representativa, la jeringa es una jeringa de 5 mililitros. El cultivo de Agrobacterium puede entonces 
infiltrarse en la parte de planta, donde el casete de expresión puede con el tiempo entrar en la(s) célula(s) de planta
y expresarse. Métodos de mantenimiento y recogida de tejido de plantas infiltradas se conocen en la técnica y se 
describen en el presente documento. En realizaciones de la invención, el método no comprende frotar la hoja (por 
ejemplo, como se describe por Grimsley et al., Nature 325:177-179 (1987)).30

En realizaciones representativas, la invención puede proporcionar la ventaja de permitir que volúmenes de líquido
más grandes se infiltren en la parte de planta. Este aspecto es particularmente deseable para la infiltración de 
cultivos bacterianos tales como cultivos de Agrobacterium. En realizaciones de la invención, el método comprende 
agro-infiltración de aproximadamente 0,1, 0,25 o 0,5 a aproximadamente 1, 2 o incluso 3 mililitros o más de un 
cultivo de Agrobacterium líquido que comprende el casete de expresión. Por ejemplo, de aproximadamente 0,25 o 35
0,5 a aproximadamente 1 o 2 mililitros de un cultivo de Agrobacterium que comprende un vector binario que 
comprende el casete de expresión pueden agro-infiltrarse en la parte de planta. A diferencia, en los métodos del 
estado de la técnica que utilizan vectores binarios que suministran un virus o vector de virus, el cultivo de
Agrobacterium se inyectó (es decir, usando una aguja conectada a una jeringa) en hojas de maíz usando solo 
pequeños volúmenes (por ejemplo, 2 a 20 microlitros; véase, por ejemplo, Grimsley et al., Nature 325:177-179 40
(1987); Grimsley et al., Biotechnology 6:185-189 (1988); Martin et al., Virology 89:695-700 (1999)).

Facilitando la administración de volúmenes más grandes, la invención puede usarse ventajosamente para 
administrar vectores bacterianos (por ejemplo, Agrobacteria) que comprenden una secuencia de nucleótidos de 
interés a una parte de planta en planta. Por ejemplo, en realizaciones de la invención, el método permite agro-
infiltración con un vector binario, en el que el vector binario no comprende un virus o vector de virus.45

Evitando la necesidad de utilizar un sistema viral, la invención puede proporcionar otras ventajas también. Vectores 
virales, tales como el virus del estriado del maíz (MSV), son conocidos por tener limitaciones en el tamaño del ácido 
nucleico que pueden suministrar (Shene et al., Plant J. 5:227-236 (1994)). A diferencia, la presente invención puede 
usarse para administrar un casete de expresión que es mayor de aproximadamente 1, 1,5, 2, 3, 4 o 5 kilobases o 
incluso 10 kilobases y/o inferior a aproximadamente 7, 8, 9, 10, 12, 15 o 20 kilobases (incluyendo cualquier50
combinación de lo anterior en tanto que el límite inferior sea inferior al límite superior). En realizaciones de la 
invención, el método puede ponerse en práctica con casetes de expresión que están en el intervalo de 
aproximadamente 3 a aproximadamente 10 kilobases de tamaño.

Según realizaciones representativas, la agro-infiltración de las hojas de una planta de cereal (por ejemplo, maíz) con 
una jeringa (por ejemplo, una jeringa sin aguja) en un único sitio puede producir la infiltración de al menos 55
aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 35 %, 50 % o más del tejido de hoja, normalmente limitada a un 
lado de la vena principal. Opcionalmente, al menos aproximadamente 50, 100, 150, 200, 250 o 500 microlitros se 
infiltran en un único sitio. En realizaciones de la invención, dependiendo del tamaño de la hoja, la hoja entera puede 
infiltrarse moviendo la jeringa a tan solo 2, 3, 4, 5 o 6 sitios. Así, en realizaciones representativas, una hoja entera 
puede agro-infiltrarse usando una jeringa (por ejemplo, una jeringa sin aguja) según la presente invención en menos 60
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de aproximadamente 30, 20, 15 o incluso 10 segundos. Dependiendo del tamaño de la hoja, normalmente se usan
aproximadamente 0,25 o 0,5 a aproximadamente 1 o 2 mililitros de cultivo de Agrobacterium para infiltrar la hoja 
entera.

En algunas realizaciones, pueden usarse jeringas sin aguja para llevar a cabo la agro-infiltración sobre la parte 
inferior de tejido de hoja de planta joven. Por ejemplo, puede usarse una cualquiera de las siguientes jeringas sin 5
aguja o equivalentes comerciales para poner en práctica las realizaciones de la invención como se describe en el 
presente documento: punta deslizante Tuberculine de 1 ml (Becton Dickinson Medical, Francia), jeringa de plástico
Luer-slip de 5 ml (National Scientific), jeringa de plástico de punta Luer-lok de 5 ml, 10 ml o 60 ml (Becton Dickinson 
Medical, Francia).

Los métodos en el presente documento pueden usarse para pre-cribar vectores de expresión más adecuados para 10
la expresión de proteínas en una planta en crecimiento. En un aspecto, el método se usa para cribar rápidamente
variantes de componentes genéticos o secuencias reguladoras que proporcionan la óptima expresión de proteínas. 
Alternativamente, o adicionalmente, se criban secuencias de variante para identificar secuencias que codifican
proteínas con elevada estabilidad (por ejemplo, termoestabilidad) u otras propiedades comerciales deseadas.

b. Transformación en plantas estable15

La invención permite un método rápido de formulación de modelos predictivos expresando transitoriamente un 
casete de expresión, gen y/o componentes génicos in planta, y entonces recogiendo los datos cuantitativos y/o 
cualitativos que son predictivos de cómo dicho casete de expresión, gen y/o componentes génicos rendirían en 
líneas de plantas transgénicas estables. Numerosos vectores de transformación disponibles para la transformación 
en planta son conocidos para aquellos expertos habituales en las técnicas de transformación de plantas, y los genes 20
relevantes para la presente invención pueden usarse conjuntamente con cualquiera de tales vectores. La selección 
de un vector dependerá de la técnica de transformación preferida y las especies diana para la transformación. Para 
ciertas especies diana, pueden preferirse diferentes marcadores de selección de antibióticos o herbicidas. 
Marcadores de selección usados rutinariamente en la transformación incluyen el gen nptll, que confiere resistencia a 
kanamicina y antibióticos relacionados (Messing & Vierra. Gene 19: 259-268 (1982); Bevan et al., Nature 304:184-25
187 (1983)), el gen bar, que confiere resistencia al herbicida fosfinotricina (White et al., Nucl. Acids Res 18: 1062 
(1990), Spencer et al. Theor. Appl. Genet 79: 625-631 (1990)), el gen hph, que confiere resistencia al antibiótico 
higromicina (Blochinger & Diggelmann, Mol Cell Biol 4: 2929-2931) y el gen dhfr, que confiere resistencia a 
metotrexato (Bourouis et al., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1983)), el gen EPSPS, que confiere resistencia a glifosato
(patentes de EE.UU. N.º 4.940.935 y 5.188.642) y el gen de manosa-6-fosfato isomerasa, que proporciona la 30
capacidad para metabolizar manosa (patentes de EE.UU. N.º 5.767.378 y 5.994.629).

Métodos para la regeneración de plantas también son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, se han utilizado 
vectores plasmídicos Ti para la administración de ADN extraño, además de captación de ADN directa, liposomas, 
electroporación, microinyección y microproyectiles. Además, pueden utilizarse bacterias del género Agrobacterium
para transformar células vegetales. A continuación hay descripciones de técnicas representativas para transformar 35
tanto plantas dicotiledóneas como monocotiledóneas, además de una técnica de transformación de plástidos 
representativa.

Están disponibles muchos vectores para la transformación usando Agrobacterium tumefaciens. Estos llevan 
normalmente al menos una secuencia frontera de T-ADN e incluyen vectores tales como pBIN19 (Bevan, Nucl. Acids 
Res. (1984)). Para la construcción de vectores útiles en transformación de Agrobacterium, véase, por ejemplo, la 40
publicación de solicitud de patente de EE.UU. N.º 2006/0260011.

La transformación sin el uso de Agrobacterium tumefaciens elude el requisito de secuencias de T-ADN en el vector 
de transformación elegido y, por consiguiente, pueden utilizarse vectores que carecen de estas secuencias, además 
de vectores tales como los descritos anteriormente que contienen secuencias de T-ADN. Las técnicas de 
transformación que no se basan en Agrobacterium incluyen transformación mediante bombardeo de partículas, 45
captación de protoplastos (por ejemplo, PEG y electroporación) y microinyección. La elección del vector depende
ampliamente de la selección preferida para las especies que se transforman. Para la construcción de tales vectores, 
véase, por ejemplo, la solicitud de EE.UU. N.º 20060260011.

Para la expresión de una secuencia de nucleótidos en plástidos de planta, puede usarse el vector de transformación 
de plástido pPH143 (documento WO 97/32011, Ejemplo 36). La secuencia de nucleótidos se inserta en pPH143, 50
sustituyendo así la secuencia codificante de PROTOX. Este vector se usa entonces para la transformación de 
plástidos y la selección de transformantes para resistencia a espectinomicina. Alternativamente, la secuencia de 
nucleótidos se inserta en pPH143 de manera que sustituya al gen aadH. En este caso, se seleccionan 
transformantes para resistencia a inhibidores de PROTOX.

Técnicas de transformación para dicotiledóneas son muy conocidas en la técnica e incluyen técnicas basadas en 55
Agrobacterium y técnicas que no requieren Agrobacterium. Las técnicas mediadas no por Agrobacterium implican la 
captación de material genético exógeno directamente por protoplastos o células. Esto puede llevarse a cabo por
PEG o captación mediada por electroporación, administración mediada por bombardeo de partículas o 
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microinyección. Ejemplos de estas técnicas se describen por Paszkowski et al., EMBO J. 3: 2717-2722 (1984), 
Potrykus et al., Mol. Gen. Genet. 199: 169-177 (1985), Reich et al., Biotechnology 4: 1001-1004 (1986), y Klein et al., 
Nature 327: 70-73 (1987). En cada caso, las células transformadas se regeneran dando plantas enteras usando 
técnicas convencionales conocidas en la técnica.

La transformación mediada por Agrobacterium es una técnica preferida para la transformación de dicotiledóneas 5
debido a su alta eficiencia de transformación y su amplia utilidad con muchas especies diferentes. La transformación 
mediada por Agrobacterium normalmente implica la transferencia del vector binario que lleva el ADN extraño de 
interés (por ejemplo, pCIB200 o pCIB2001) a una cepa de Agrobacterium apropiada que puede depender del 
complemento de genes vir llevados por la cepa de Agrobacterium huésped tanto en un plásmido Ti co-residente
como cromosómicamente (por ejemplo, cepa CIB542 para pCIB200 y pCIB2001 (Uknes et al. Plant Cell 5: 159-169 10
(1993)). La transferencia del vector binario recombinante a Agrobacterium se lleva a cabo por un procedimiento de 
apareamiento triparental usando E. coli que lleva el vector binario recombinante, una cepa de E. coli colaboradora 
que lleva un plásmido tal como pRK2013 y que es capaz de movilizar el vector binario recombinante a la cepa de
Agrobacterium diana. Alternativamente, el vector binario recombinante puede transferirse a Agrobacterium por 
transformación de ADN (Hofgen & Willmitzer, Nucl. Acids Res. 16: 9877 (1988)).15

La transformación de las especies de planta diana por Agrobacterias recombinantes normalmente implica el co-
cultivo de las Agrobacterias con explantes de la planta y sigue protocolos muy conocidos en la técnica. El tejido
transformado se regenera sobre medio de selección que lleva el marcador de resistencia a antibiótico o herbicida
presente entre las fronteras de T-ADN de plásmido binario.

Otro enfoque para transformar células vegetales con un gen implica impulsar partículas inertes o biológicamente 20
activas en tejidos de planta y células. Esta técnica se desvela en las patentes de EE.UU. N.º 4.945.050, 5.036.006 y 
5.100.792, todas a Sanford et al. Generalmente, este procedimiento implica impulsar partículas inertes o 
biológicamente activas a las células en condiciones eficaces para penetrar en la superficie externa de la célula y 
proporcionar la incorporación dentro del interior de la misma. Cuando se utilizan partículas inertes, el vector puede 
introducirse en la célula recubriendo las partículas con el vector que contiene el gen deseado. Alternativamente, la 25
célula diana puede estar rodeada por el vector de manera que el vector sea llevado en la célula por la estela de la 
partícula. Partículas biológicamente activas (por ejemplo, se busca introducir células de levadura secadas, bacteria
secada o un bacteriófago, conteniendo cada uno ADN) también puede ser impulsadas en tejido de célula de planta.

La transformación de la mayoría de las especies monocotiledóneas también se ha convertido ahora en rutinaria. 
Técnicas preferidas incluyen transferencia génica directa en protoplastos usando PEG o técnicas de electroporación, 30
y bombardeo con partículas en tejido de callo. Las transformaciones pueden ser realizadas con una única especie de
ADN o múltiples especies de ADN (es decir, co-transformación). La co-transformación puede tener la ventaja de 
evitar la construcción de vectores completos y de generar plantas transgénicas con loci sin unir para el gen de 
interés y el marcador de selección, permitiendo la eliminación del marcador de selección en generaciones 
posteriores, en caso de que esto se considere deseable. Sin embargo, una desventaja del uso de co-transformación 35
es la frecuencia inferior al 100 % con la que especies de ADN separadas se integran en el genoma (Schocher et al. 
Biotechnology 4: 1093-1096 (1986)).

Las solicitudes de patente EP 0 292 435, EP 0 392 225, y el documento WO 93/07278, describen técnicas para la 
preparación de callo y protoplastos a partir de una línea endogámica de élite de maíz, transformación de 
protoplastos usando PEG o electroporación, y la regeneración de plantas de maíz a partir de protoplastos40
transformados. Gordon-Kamm et al. (Plant Cell 2: 603-618 (1990)) y Fromm et al. (Biotechnology 8: 833-839 (1990)) 
han publicado técnicas para la transformación de la línea de maíz derivada de A188 usando bombardeo de
partículas. Además, el documento WO 93/07278 y Koziel et al. (Biotechnology 11: 194-200 (1993)) describe técnicas 
para la transformación de líneas endogámicas de élite de maíz por bombardeo de partículas. Esta técnica utiliza 
embriones de maíz inmaduros de 1,5-2,5 mm de longitud cortados de una mazorca de maíz 14-15 días después de 45
la polinización y un dispositivo PDS -1000He Biolistics para el bombardeo.

La transformación de arroz también puede realizarse por técnicas de transferencia génica directa utilizando
protoplastos o bombardeo de partículas. La transformación mediada por protoplastos se ha descrito para tipos
Japonica y tipos Indica (Zhang et al. Plant Cell Rep 7: 379-384 (1988); Shimamoto et al. Nature 338: 274-277 (1989); 
Datta et al. Biotechnology 8: 736-740 (1990)). Ambos tipos también son rutinariamente transformables usando50
bombardeo de partículas (Christou et al. Biotechnology 9: 957-962 (1991)). Además, el documento WO 93/21335 
describe técnicas para la transformación de arroz mediante electroporación.

La solicitud de patente EP 0 332 581 describe técnicas para la generación, transformación y regeneración de 
protoplastos de Pooideae. Estas técnicas permiten la transformación de Dactilis y trigo. Además, la transformación 
de trigo se ha descrito por Vasil et al. (Biotechnology 10: 667-674 (1992)) usando bombardeo con partículas en 55
células de callo regenerable a largo plazo de tipo C, y también por Vasil et al. (Biotechnology 11:1553-1558 (1993)) y 
Weeks et al. (Plant Physiol. 102: 1077-1084 (1993)) usando bombardeo con partículas de embriones inmaduros y 
callo derivado de embrión inmaduro. Una técnica preferida para la transformación de trigo, sin embargo, implica la 
transformación de trigo por bombardeo con partículas de embriones inmaduros e incluye tanto una etapa de alta 
sacarosa como de alta maltosa antes de la administración génica. Antes del bombardeo, se siembra cualquier60
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número de embriones (0,75-1 mm de longitud) sobre medio MS con 3 % de sacarosa (Murashiga & Skoog, 
Physiologia Plantarum 15: 473-497 (1962)) y 3 mg/l de 2,4-D para la inducción de embriones somáticos, que se deja 
avanzar en la oscuridad. En día elegido del bombardeo, los embriones se sacan del medio de inducción y se 
disponen sobre el agente osmótico (es decir, medio de inducción con sacarosa o maltosa añadida a la concentración 
deseada, normalmente 15 %). Se deja que los embriones plasmolisen durante 2-3 horas y luego se bombardean. 5
Veinte embriones por placa diana es típico, aunque no crítico. Un plásmido que lleva gen apropiado (tal como 
pCIB3064 o pSOG35) se precipita sobre partículas de oro de tamaño micrométrico usando procedimientos 
convencionales. Cada placa de embriones se dispara con el dispositivo de helio BIOLISTICS® de DuPont usando 
una presión de explosión de aproximadamente 1000 psi usando un tamiz de malla 80 estándar. Después del 
bombardeo, los embriones se ponen de nuevo en la oscuridad para recuperarse durante aproximadamente 24 horas 10
(todavía en medio osmótico). Después de 24 h, los embriones se sacan del medio osmótico y se ponen de nuevo 
sobre el medio de inducción donde permanecen durante aproximadamente un mes antes de la regeneración. 
Aproximadamente un mes después los explantes de embrión con callo embriogénico en desarrollo se transfieren a 
medio de regeneración (MS + 1 mg/litro de NAA, 5 mg/litro de GA), que contienen además el agente de selección 
apropiado (10 mg/l es suficiente en el caso de pCIB3064 y 2 mg/l de metotrexato en el caso de pSOG35). Después 15
de aproximadamente un mes, los brotes desarrollados se transfieren a recipientes estériles más grandes conocidos 
como "GA7s" que contienen MS a la mitad de concentración, 2 % de sacarosa, y la misma concentración del agente 
de selección.

También se ha descrito la transformación de monocotiledóneas usando Agrobacterium. Véase el documento WO 
94/00977 y la patente de EE.UU. N.º 5.591.61 6. Véase, por tanto, Negrotto et al., Plant Cell Reports 19: 798-803 20
(2000).

Por ejemplo, puede usarse arroz (Oryza sativa) para generar plantas transgénicas. Pueden usarse diversos 
cultivares de arroz (Hiei et al., 1994, Plant Journal 6:271-282; Dong et al., 1996, Molecular Breeding 2:267-276; Hiei 
et al., 1997, Plant Molecular Biology, 35:205-218). Por tanto, los diversos constituyentes del medio descritos a 
continuación pueden ser tanto variados en cantidad como sustituidos. Se inician respuestas embriogénicas y/o se 25
establecen cultivos de embriones maduros cultivando en medio MS-CIM (sales basales de MS, 4,3 g/litro; vitaminas 
B5 (200X), 5 ml/litro; sacarosa, 30 g/litro; prolina, 500 mg/litro; glutamina, 500 mg/litro; hidrolizado de caseína, 300 
mg/litro; 2,4-D (1 mg/ml), 2 ml/litro; ajustar el pH a 5,8 con KOH 1 N; Phytagel, 3 g/litro). Tanto los embriones 
maduros en las etapas iniciales de cultivo como las líneas de cultivo establecidas se inoculan y se co-cultivan con la 
cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Agrobacterium) que contiene la construcción de vector deseada. Se 30
cultivan Agrobacterias a partir de disoluciones madre de glicerol sobre medio YPC sólido (100 mg/l de 
espectinomicina y cualquier otro antibiótico apropiado) durante aproximadamente dos días a 28 ºC. Las
Agrobacterias se resuspenden en medio MS-CIM líquido. El cultivo de Agrobacterium se diluye a una DO600 de 0,2-
0,3 y se añade acetosiringona a una concentración final de 200 uM. La acetosiringona se añade antes de la mezcla 
de la disolución con los cultivos de arroz para inducir Agrobacterias para la transferencia de ADN a las células 35
vegetales. Para la inoculación, los cultivos de planta se sumergen en la suspensión bacteriana. Se elimina la 
suspensión bacteriana líquida y los cultivos inoculados se colocan sobre medio de co-cultivo y se incuban a 22 ºC
durante dos días. Los cultivos se transfieren entonces a medio MS-CIM con ticarcilina (400 mg/litro) para inhibir el 
crecimiento de Agrobacterias. Para construcciones que utilizan el gen marcador de selección PMI (Reed et al., In 
Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant 37:127-132), los cultivos se transfieren a medio de selección que contiene manosa como 40
fuente de hidratos de carbono (MS con 2 % de manosa, 300 mg/litro de ticarcilina) después de 7 días, y se cultivan
durante 3-4 semanas en la oscuridad. Entonces, se transfieren colonias resistentes a medio de inducción de 
regeneración (MS sin 2,4-D, 0,5 mg/litro de IAA, 1 mg/litro de zeatina, 200 mg/litro de timentina, 2 % de manosa y 
3 % de sorbitol) y se cultivan en la oscuridad durante 14 días. Las colonias que proliferan se transfieren entonces a 
otra ronda de medio de inducción de regeneración y se mueven a la sala de crecimiento con luz. Los brotes45
regenerados se transfieren a recipientes de GA7 con medio GA7-1 (MS sin hormonas y 2 % de sorbitol) durante 2 
semanas y entonces se mueven al invernadero cuando son lo suficientemente grandes y tienen raíces adecuadas. 
Las plantas se trasplantan a tierra en el invernadero (generación To), crecen hasta la madurez y se recoge la semilla
T1.

La plantas obtenidas mediante transformación con una secuencia de ácidos nucleicos pueden ser cualquiera de una 50
amplia variedad de especies de planta, que incluyen aquellas de monocotiledóneas y dicotiledóneas; sin embargo, 
las plantas usadas en el método de la invención están seleccionadas preferentemente de la lista de cultivos diana 
agronómicamente importantes expuesta arriba. La expresión de un gen en combinación con otras características 
importantes para la producción y calidad puede incorporarse en líneas de plantas mediante cultivo. Enfoques y 
técnicas de cultivo se conocen en la técnica. Véanse, por ejemplo, Welsh J. R., Fundamentals of Plant Genetics and 55
Breeding, John Wiley & Sons, NY (1981); Crop Breeding, Wood D. R. (Ed.) American Society of Agronomy Madison, 
Wis. (1983); Mayo O., The Theory of Plant Breeding, Segunda Edición, Clarendon Press, Oxford (1987); Singh, D. 
P., Breeding for Resistance to Diseases and Insect Pests, Springer-Verlag, NY (1986); y Wricke and Weber, 
Quantitative Genetics and Selection Plant Breeding, Walter de Gruyter and Co., Berlin (1986).

Para la transformación de plástidos, se germinan semillas de Nicotiana tabacum c.v. "Xantienc" siete por placa en 60
una matriz circular de 1" sobre medio T agar y se bombardean 12-14 días después de la siembra con partículas de 
tungsteno de 1 um (M10, Biorad, Hercules, Calif.) recubiertas con ADN de plásmidos pPH143 y pPH145 
esencialmente como se ha descrito (Svab, Z. y Maliga, P. (1993) PNAS 90, 913-917). Las plantas de semillero
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bombardeadas se incuban en medio T durante dos días, después de lo cual las hojas se escinden y se colocan
abaxiales boca arriba en luz brillante (350-500 µmol de fotones/m2/s) sobre placas de medio RMOP (Svab, Z., 
Hajdukiewicz, P. y Maliga, P. (1990) PNAS 87, 8526-8530) que contienen 500 ug/ml de diclorhidrato de 
espectinomicina (Sigma, St. Louis, Mo.). Se subclonan brotes resistentes que aparecen debajo de las hojas 
blanqueadas tres a ocho semanas después del bombardeo sobre el mismo medio selectivo, se deja que se forme 5
callo, y se aíslan brotes secundarios y se subclonan. Se evalúa la segregación completa de copias de genoma de 
plástido transformado (homoplasmicidad) en subclones independientes por técnicas convencionales de transferencia 
Southern (Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor). Se separa ADN celular total digerido con BamHI/EcoRI (Mettler, I. J. (1987) Plant Mol Biol Reporter 
5, 346349) sobre geles de agarosa al 1 % de Tris-borato (TBE), se transfiere a membranas de nailon (Amersham) y 10
se sonda con secuencias de ADN cebadas al azar marcadas con 32P correspondientes a un fragmento de ADN
BamHI/HindIII de 0,7 kb de pC8 que contiene una porción de la secuencia de direccionamiento de plástido rps 7/12. 
Se enraízan asépticamente brotes homoplásmicos sobre medio MS/IBA que contiene espectinomicina (McBride, K. 
E. et al. (1994) PNAS 91, 7301-7305) y se transfieren al invernadero.

Las propiedades genéticas se manipularon en las semillas transgénicas y las plantas descritas anteriormente se 15
pasan por reproducción sexual o crecimiento vegetativo y pueden así mantenerse y propagarse en plantas de 
progenie. Generalmente, el mantenimiento y la propagación hacen uso de métodos agrícolas conocidos 
desarrollados para ajustarse a fines específicos tales como labra, siembra o recogida.

El uso de las ventajosas propiedades genéticas de las plantas transgénicas y semillas puede hacerse además en el 
cultivo de plantas. Dependiendo de las propiedades deseadas, se toman diferentes medidas de cultivo. Las técnicas 20
relevantes son muy conocidas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, hibridación, endogamia, cultivo por 
retrocruzamiento, cultivo multi-línea, mezcla de variedades, hibridación interespecífica, técnicas aneuploides, etc. 
Así, las semillas y plantas transgénicas pueden usarse para el cultivo de líneas de planta mejoradas que, por 
ejemplo, aumentan la eficacia de los métodos convencionales tales como tratamiento con herbicida o pesticida o 
permiten deshacerse de dichos métodos debido a sus propiedades genéticas modificadas.25

Todas las publicaciones de patente y no de patente citadas en esta memoria descriptiva son indicativas del nivel de 
habilidad de aquellos expertos en la materia a que la presente invención se refiere.

Ejemplos

El ADN recombinante estándar y las técnicas de clonación molecular usadas aquí son muy conocidas en la técnica y 
se describen por J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 30
Harbor laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) y por T. J. Silhavy, M. L. Berman, y L. W. Enquist, Experiments 
with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1984) y por Ausubel, F. M. et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, pub. por Greene Publishing Assoc. y Wiley-Interscience (1987).

La presente invención se describirá ahora a modo de varios ejemplos de trabajo. Estos ejemplos son para los fines 
de ilustración y no pretenden limitar la invención de ningún modo.35

Ejemplo 1: Construcción de vectores binarios

Se construyeron un total de 29 construcciones binarias para probar diversos parámetros del método de ensayo
transitorio y sus capacidades de creación de una correlación predictiva entre la expresión transitoria de un casete(s)
de expresión y/o elemento(s) de expresión y cómo el (los) mismo(s) casete(s) de expresión y/o elemento(s) de 
expresión rendirán en líneas de plantas transgénicas estables. Véase la Tabla 1 para un resumen de los 40
componentes del casete de expresión, además de un resumen experimental para cada construcción binaria. 

Tabla 1: Sumario de casetes de expresión de vectores binarios

ID de 
construcción 

Potenciadores 
transcripcionales

Promotor Potenciadores 
traduccionales

CDS Objetivos

18505 ZmPEPC Gus Para probar promotor
de PEPC de Zea mays
específico de hoja con 

y

18506 FMV+35S ZmPEPC Gus

18507 ZmPEPC TMV Gus sin potenciadores

18545 FMV+35S ZmPEPC TMV Gus

18216 (cont 
neg.)

Sin GUS
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ID de 
construcción 

Potenciadores 
transcripcionales

Promotor Potenciadores 
traduccionales

CDS Objetivos

18508 ZmUbi361 Gus Para probar promotor 
de ubiquitina-361 de 
Zea mays con y sin 

potenciadores

18509 FMV+35S ZmUbi361 Gus

18633 ZmUbi361 TMV Gus

17282 FMV+35S ZmUbi361 TMV Gus

18503 CMP Gus Para probar promotor 
viral de CMP con y sin 

potenciadores18504 FMV+35S CMP TMV Gus

17313 FMV+35S ZmTrpA Gus Para probar promotor 
preferido de tallo

17319 FMV+35S ZmTrpA TMV Gus

18746 ZmUbi1-10 Gus Para probar promotor 
de ubiquitina 1 de Zea 

mays con y sin 
secuencia de Kozak 

18550 ZmUbi1-10 Gus

18874 FMV+35S ZmUbi1-04 TMV Gus

17084 (ER) ZmPEPC EG Para probar integridad 
y función de proteína 

(endoglucanasa) 17085 (chl) ZmPEPC EG

17086 (apo) ZmPEPC EG

15944 (ER) ZmPEPC CBHI-ER Para probar integridad 
y función de proteína 

(celulasa)15942 (VSD) ZmPEPC CBHI-VSD

17305 
(mazorca)

OsMADs13 iARN-R1 Para probar regulación 
transitoria de un gen

R1
17308 (hoja) PepC iARN-R1

18286 (tallo) TrpA iARN-R1

18221 FMV+35S ZmUbi361 TMV Xilanasa Para probar las 
capacidades 

predictivas del ensayo 
transitorio con respecto 
a fenotipos negativos

18216 FMV+35S ZmUbi361 TMV CBHI

17632 FMV+35S ZmUbi361 TMV EG

15060 PepC y
MTL

Cry1Ab Para probar la eficacia 
de plantas que 

expresan
transitoriamente un gen

Cry1Ab

La Tabla 1 explica resumidamente construcciones de expresión binarias usadas para tanto la generación de plantas 
transgénicas estables, además de para la expresión transitoria en tejidos de hoja de planta joven intactos. Las 
secuencias de ADN que codifican proteínas se optimizaron en los codones para el huésped apropiado. Por ejemplo, 
las construcciones de expresión diseñadas para la expresión de plantas transgénicas transitoria y estable de tabaco 5
y maíz se optimizaron en los codones para dicotiledóneas, mientras que las construcciones de expresión diseñadas 
para la expresión de plantas transgénicas transitoria y estable de caña de azúcar o maíz se optimizaron en los 
codones para monocotiledóneas. Están disponibles tablas de optimización de codones mediante aplicaciones de 
software comercial tales como Vector NTI 11.0 (Invitrogen, EE.UU.).

Se usaron técnicas de clonación estándar tales como PCR, digestión con enzimas de restricción, electroforesis en 10
gel y purificación de fragmentos de subsecuencia, ligación de ADN, transformación y selección de células
bacterianas, y similares, para generar los vectores descritos en la Tabla 1 (véase Sambrook 1985 para métodos 
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convencionales). Algunos de los componentes de los vectores de expresión descritos en la Tabla 1 se sintetizaron 
por un laboratorio de síntesis de ADN comercial (GeneArt, Alemania).

El vector binario 18505 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPC) de maíz (SEQ ID NO: 1); el gen de 
beta-glucuronidasa (GUS) (SEQ ID NO: 14); y la secuencia de terminación de PEPC de maíz (SEQ ID NO: 21). 5
18506 es el mismo que 18505, excepto que dos potenciadores transcripcionales, la región de potenciador del virus 
del mosaico de la escrofularia (FMV) (SEQ ID NO: 11) y la región de potenciador del virus del mosaico de la coliflor 
35s (e35S) (SEQ ID NO: 12), están incluidos en la dirección 5' del promotor. 18507 es el mismo que 18505, excepto 
que se incluye un potenciador traduccional del tobamovirus del mosaico de tabaco omega (TMV) (SEQ ID NO: 13)
en la dirección 5' del gen GUS. 18545 es el mismo que 18505, excepto que los dos potenciadores transcripcionales, 10
FMV y e35S, están incluidos en la dirección 5' del promotor y el potenciador traduccional, TMV, se incluye en la 
dirección 5' del gen GUS.

El vector binario 18508 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor de ubiquitina de 361 de maíz (ZmUbi361) (SEQ ID NO: 2); el gen GUS y la 
secuencia de terminación ZmUbi361 (SEQ ID NO: 22). 18509 es el mismo que 18508, excepto que dos 15
potenciadores transcripcionales, FMV y e35S, están incluidos en la dirección 5' del promotor. 18633 es el mismo que 
18505, excepto que TMV se incluye en la dirección 5' del gen GUS. 17282 es el mismo que 18633, excepto que los
dos potenciadores transcripcionales, FMV y e35, están incluidos en la dirección 5' del promotor.

El vector binario 18503 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: el promotor del virus del rizado amarillo de Cestrum (CMP) (SEQ ID NO: 3); el gen GUS; y la20
secuencia de terminación de nopalina sintetasa (NOS) (SEQ ID NO: 23). 18504 es el mismo que 18503, excepto que 
dos potenciadores transcripcionales, FMV y e35S, están incluidos en la dirección 5' del promotor y el potenciador 
traduccional, TMV, se incluye en la dirección 5' del gen GUS.

El vector binario 17313 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: el promotor de la subunidad alfa de triptófano sintasa de maíz (ZmTrpA) (SEQ ID NO: 4); GUS 25
y la secuencia de terminación ZmTrpA (SEQ ID NO: 24). 17319 es el mismo que 17313, excepto que los dos 
potenciadores transcripcionales, FMV y e35, están incluidos en la dirección 5' del promotor y el potenciador 
traduccional, TMV, se incluye en la dirección 5' del gen GUS.

El vector binario 18550 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: el promotor ZmUbi1-10 de maíz (SEQ ID NO: 5); el gen GUS y la secuencia de terminación de 30
NOS. 18746 es el mismo que 18550, excepto que se ha eliminado la secuencia de Kozak de maíz (TAAACC) que 
generalmente precede al codón ATG del gen GUS. 18874 es el mismo que 18550, excepto que se usa el promotor
prZmUbi1-4 de maíz (SEQ ID NO: 6) en lugar del promotor prZmUbi1-10 de maíz y los dos potenciadores 
transcripcionales, FMV y e35S, están incluidos en la dirección 5' del promotor y el potenciador traduccional, TMV, se 
incluye en la dirección 5' del gen GUS.35

El vector binario 17084 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: el promotor ZmPEPC; una secuencia codificante de endoglucanasa (EG) (SEQ ID NO: 15) con 
una gamma-zeína, péptido señal de 19 aminoácidos en el extremo 5' y una secuencia de retención de ER (SEKDEL) 
en el extremo 3'; y la secuencia de terminación de PepC (SEQ ID NO: 25). 17085 es el mismo que 17084, excepto 
que el gen EG comprende una secuencia de direccionamiento de vacuolas de almacenamiento de proteínas de 40
semilla. 17086 es el mismo que 17084, excepto que el gen EG, se dirige al apoplasto. 15944 es el mismo que 
17084, excepto que se usa un gen de celobiohidrolasa I que comprende una secuencia de retención de ER (SEQ ID 
NO: 16) en lugar de EG. 15942 es el mismo que 17084, excepto que el excepto que se usa un gen de
celobiohidrolasa I que comprende una secuencia de direccionamiento de vacuolas (SEQ ID NO: 17) en lugar del gen
EG.45

El vector binario 17305 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: la región de promotor del gen de la caja MADs de arroz (OsMADs13) (SEQ ID NO: 7); un
casete de iARN de agua dicinasa de glucano (R1) (SEQ ID NO: 18); y la secuencia de terminación OsMADS13 (SEQ 
ID NO: 25. El vector binario 17308 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente 
unidos juntos en este orden: el promotor PepC de maíz; un casete de iARN de R1; y la secuencia de terminación de 50
NOS. El vector binario 18286 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente 
unidos juntos en este orden: el promotor TrpA de maíz; el casete de iARN de R1; y una secuencia de terminación de 
TrpA de maíz.

El vector binario 18221 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: dos potenciadores transcripcionales, FMV y e35S; el promotor ZmUbi361-01; el potenciador 55
traduccional, TMV; un gen de xilanasa (SEQ ID NO: 19); y la secuencia de terminación ZmUbi361. 18216 es el 
mismo que 18221, excepto que se usa el gen EG en lugar del gen de xilanasa. 17632 es el mismo que 18221,
excepto que se usa el gen dirigido de vacuolas CBHI en lugar del gen de xilanasa.
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El vector binario 15060 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente unidos 
juntos en este orden: el promotor PepC de maíz; un gen Cry1Ab de Bacillus thuringiensis (SEQ ID NO: 20); y una
secuencia de terminación de NOS.

Ejemplo 2: Método de ensayo transitorio in planta

Se clonaron casetes de expresión en un vector binario como se describe en el Ejemplo 1. Las construcciones se 5
transfirieron en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens que contiene el plásmido colaborador (pSBI) usando 
un método de congelación-descongelación [An et al., Binary vector. En: Gelvin SB, Schilproot RA (eds), Plant 
molecular biology manual. Kluwar Academic Publishers, Dordrecht, pp A3 1-19 (1988)]. La preparación de cultivos 
de Agrobacterium se llevó a cabo como se describe por Azhakanandam et al., Plant Mol. Biol. 63: 393-404 (2007). 
En resumen, las Agrobacterias genéticamente modificadas se cultivaron durante la noche en 50 ml de medio YP que 10
contenía acetosiringona 100 µM y MES 10 µM (pH 5,6), y posteriormente se sedimentaron por centrifugación a 
4000Xg durante 10 min. Los sedimentos se resuspendieron en el medio de infección [sales de Murashige y Skoog 
con vitaminas, 2 % de sacarosa, MES 500 µM (pH 5,6), MgSO4 10 µM y acetosiringona 100 µM] a DO600 = 0,5 y 
posteriormente se mantuvieron a 28 grados C durante 2-3 horas.

Se estableció el sistema de expresión transitorio in planta usando plantas de semillero de maíz. Se germinaron 15
semillas bajo condiciones de invernadero en macetas de 2,5" llenas de mezcla de germinación Fafard. Las plantas 
de semillero se mantuvieron bajo un ciclo de 14/10 días/noches con una intensidad de luz de día de 2000 µ-moles-
m-2.s-1 mantenida con iluminación complementaria. La temperatura se mantuvo estacionaria entre 23 ºC-26 ºC. Se 
probó agroinfiltración en plantas de semillero en el estadio V1 a V3, y que tenían 2-6 hojas visibles (Ritchie S.W., 
Hanway J.J. Benson G.O. (edts): How a Corn Plant Develops: Iowa State Univ Special Report No. 48, julio de 2005). 20
A partir de este trabajo se determinó que el estadio V-2 con 3 hojas visibles funcionó mejor para la agroinfiltración. El 
experimento de agroinfiltración se realizó principalmente usando hojas primarias y secundarias del estadio V2. Para 
hacer la infiltración más fácil, las plantas de semillero se regaron 1-2 horas antes de la agroinfiltración para mantener 
la hoja túrgida y los estomas abiertos. La infiltración de hojas individuales se llevó a cabo en plantas de semillero de 
maíz usando un cuerpo de jeringa de 5 ml (jeringa de 5 ml de BD con punta Luer-LokTM, BD, Franklin Lakes, NJ 25
07427, EE.UU.), presionando la punta de la jeringa contra la superficie abaxial de la hoja. La primera y segunda 
hojas visibles del estadio V2 se infiltraron con: 1 ml de suspensión de Agrobacterium/28 segundos/hoja. También se 
infiltraron plantas de semillero de sorgo y de arroz de la misma forma que para el maíz, excepto que las plantas de 
semillero de arroz tuvieron 45 días de edad. Se transfirieron las plantas infiltradas y se mantuvieron bajo condiciones 
de cámara de crecimiento establecidas a 25 ºC con un ciclo de 16/8 días/noches con una intensidad de luz de 1900 30
µ-moles-m-2.s-1. El tejido de planta se recogió después de 3-7 días después de la infiltración para el análisis
posterior.

Para garantizar que la medida de actividad enzimática era debida a la expresión en planta de las enzimas, las 
construcciones de expresión también incorporaron un intrón en la secuencia de polinucleótidos que codificaba la 
enzima. La presencia del intrón garantiza que la expresión de la enzima es debida a la expresión de planta (capaz 35
de procesar fuera el intrón y, por tanto, expresar una enzima completamente procesada) frente a la expresión de 
Agrobacterium (incapaz de procesar el intrón y así no capaz de expresar una enzima/proteína funcional).

Ejemplo 3: Transformación de plantas estables

Con el fin de comparar la expresión transitoria con plantas transgénicas estables, cada construcción binaria como se 
describe en el Ejemplo 1 se transformó establemente en maíz. La transformación en maíz se llevó a cabo como se 40
ha informado (Negrotto et al., 2000; Li et al., 2003; Ishida, 1996). Los eventos transgénicos se enviaron a 
invernadero para diversos análisis, tales como expresión de ADN, ARN y de proteínas, y para recoger semillas de
transformantes primarios.

Ejemplo 4: Análisis transitorio del rendimiento de casetes de expresión y la posterior correlación con líneas 
transgénicas estables45

Las Tablas 2-4 resumen los datos para tanto transformantes transitorios como estables que comprenden casetes de 
expresión que contienen diversos promotores junto con combinaciones de tanto potenciadores transcripcionales 
como traduccionales. Todas las muestras se analizaron para tinción de GUS por tanto ensayo histoquímico de GUS 
como ELISA cuantitativo de GUS. Se usaron ensayos histoquímicos de GUS para localizar dónde la proteína GUS
está presente en el tejido de planta.50

Se recogieron hojas de plantas transgénicas que contenían el gen GUS y también se infiltraron plantas con el gen 
GUS y se tiñeron con tampón para GUS como se describe por Azhakanandam et al (2000). Se llevaron a cabo 
ELISA cuantitativos de GUS llevando a cabo una etapa de extracción usando muestras de hoja recogidas en tampón 
de extracción BB/PVP/Tw (borato 0,1 M, pH 7,5 que contiene 0,5 % de Tween-20 y 0,2 % de polivinilpirrolidona). Se 
extrajeron aproximadamente 50 mg de tejido de hoja con 0,5 ml de tampón de extracción. Se ensayaron los 55
sobrenadantes. Se determinó la cantidad de proteína soluble total por el método de BCA (kit de ensayo de proteínas 
Pierce BCA, Cat N.º 23223 y 23224) usando ovoalbúmina como patrón. Se recubrieron placas de 96 pocillos de alta 
unión (Nunc Maxisorp) a 4 ºC durante la noche con 2 µg/ml de IgG de conejo anti-GUS (Sigma G5545) en borato 25 
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mM, NaCl 75 mM, pH 8,5 (100 µl/pocillo). Las placas se lavaron tres veces con Tris 10 mM, pH 8,0 que contenía
0,05 % de Tween-20 y 0,2 % de NaN3. Las muestras o patrones (GUS tipo VII-A, Sigma G7646) se añadieron a la 
placa (100 µl/pocillo), se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitación y se lavaron cinco veces. 
Entonces se añadieron 100 µl/pocillo de 2 µg/ml de IgG de conejo anti-GUS marcada con HRP (Invitrogen A5790 
conjugado con HRP) a la placa, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitación, y se lavaron como5
antes. Se detectó el anticuerpo conjugado con HRP añadiendo 100 µl/pocillo de tetrametilbencidina (TMB, Sigma 
T0440) y desarrollando durante 30 min a temperatura ambiente. La reacción se detuvo mediante la adición de 100 
µl/pocillo de HCl 0,1N. La absorbancia se midió a 450 nm con 620 como referencia usando un lector de microplacas 
(Tecan Sunrise, Research Triangle Park, NC). La curva patrón de GUS usa un ajuste a curva de 4 parámetros. La 
curva se representa lineal frente al log con un intervalo de 0 a 320 ng/ml.10

Evaluación del promotor de PEPC

Se usaron experimentalmente las construcciones 18505, 18506, 18507 y 18545 para determinar si puede hacerse o 
no una correlación entre el rendimiento (con respecto a la expresión de GUS) de los casetes de expresión asociados 
en tejido de hoja de maíz transitoriamente transformado cuando se compara con tejido de hoja de maíz 
establemente transformado (Véase la Tabla 2). Para los ensayos transitorios, se usaron 4 plantas por construcción. 15
Para cada planta, se agro-infiltraron dos hojas como se describe en el Ejemplo 2. Se recogieron tejidos de las hojas 
infiltradas y se ensayaron usando un ELISA cuantitativo como se describe previamente para medir la proteína GUS. 

Tabla 2: Resumen de datos de tinción de GUS para tanto tejido de hoja de maíz transitorio como tejido de hoja de 
maíz transgénico estable que comprende el promotor PEPC y diversas combinaciones de elementos de expresión

ID de construcción (promotor, 
potenciadores)

Sistema transitorio de maíz in 
planta

Plantas transgénicas de maíz 
(TO)

Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)

18505 (PEPC) 8,43 7366,25

18506 (PEPC + FMV + e35s) 30,89 15345,08

18507 (PEPC + TMV) 8,8 2861,18

18545 (PEPC + FMV + e35s + TMV) 20,48 6116,78

Evento nulo NA 0

Medio infiltrado 0 N/A

No infiltrado 0 N/A

20

Según los datos en la Tabla 2, el sistema transitorio es predictivo de la expresión de proteínas en una base 
baja/media/alta para plantas transgénicas estables. La construcción 18506 que contiene el promotor PEPC en 
combinación con los potenciadores transcripcionales FMV y e35s rindió mejor en tanto muestras de maíz 
transgénico transitorias como estables. Sorprendentemente, se mostró en tanto transformantes transitorios como 
estables que TMV suprimió la expresión de GUS. Alternativamente, la combinación de FMV y e35s (no en 25
combinación con TMV) aumentó significativamente la expresión de GUS en tanto transgénicos transitorios como 
estables.

Evaluación de promotores ZmUbi361 

Se usaron experimentalmente las construcciones 18508, 18509, 18633 y 17282 para determinar si puede hacerse o 
no una correlación entre el rendimiento (con respecto a la expresión de GUS) de los casetes de expresión asociados 30
en tejido de hoja de maíz transitoriamente transformado cuando se compara con tejido de hoja de maíz 
establemente transformado (Véase la Tabla 3). Para los ensayos transitorios, se usaron 4 plantas por construcción. 
Para cada planta, se agro-infiltraron dos hojas como se describe en el Ejemplo 2. Se recogieron tejidos de las hojas 
infiltradas y se ensayaron usando un ELISA cuantitativo como se describe previamente para medir la proteína GUS. 

35
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Tabla 3: Resumen de datos de tinción de GUS para tanto tejido de hoja de maíz transitorio como tejido de hoja de 
maíz transgénico estable que comprende el promotor ZmUbi361 y diversas combinaciones de elementos de

expresión

ID de construcciones (promotor, 
potenciador)

Sistema transitorio de maíz in 
planta

Plantas transgénicas de maíz 
(TO)

Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)

18508 (Ubi361) 2,93 816,74

18509 (Ubi361, FMV y e35s) 96,8 105899,64

18633 (Ubi361, TMV) 6,99 1698,78

17282 (Ubi361, FMV, e35s y TMV) 11,56 31305,12

18216 (control negativo) 0 0

Evento nulo 0 0

Como se observa en la Tabla 3, los datos transitorios se correlacionan con datos generados en plantas transgénicas5
de maíz estables. Como se observa con el promotor PEPC, la combinación óptima con respecto a la expresión de 
GUS fue el promotor Ubi361 en combinación con tanto el potenciador de transcripción FMV como e35ss en tanto
grupos de prueba transgénicos transitorios como estables. La segunda expresión de GUS más alta fue la 
combinación que comprende el promotor Ubi361, los potenciadores transcripcionales FMV y e35s, y el potenciador 
traduccional TMV en tanto grupos de prueba transitorios como estables. Sorprendentemente, TMV pareció otra vez 10
que suprimía la expresión de GUS como se observa en el experimento de PEPC (Tabla 2).

Evaluación del promotor CMP

Se usaron experimentalmente las construcciones 18503 y 18504 para determinar si puede hacerse o no una 
correlación entre el rendimiento (con respecto a la expresión de GUS) de los casetes de expresión asociados en 
tejido de hoja de maíz transitoriamente transformado cuando se compara con tejido de hoja de maíz establemente 15
transformado (Véase la Tabla 4). Para los ensayos transitorios, se usaron 4 plantas por construcción. Para cada 
planta, se agro-infiltraron dos hojas como se describe en el Ejemplo 2. Se recogieron tejidos de las hojas infiltradas y 
se ensayaron usando un ELISA cuantitativo como se describe previamente para medir la proteína GUS. 

Tabla 4: Resumen de datos de tinción de GUS para tanto tejido de hoja de maíz transitorio como tejido de hoja de 
maíz transgénico estable que comprende el promotor CMP y diversas combinaciones de elementos de expresión20

ID de construcciones (promotor, 
potenciador)

Sistema transitorio de maíz in 
planta

Plantas transgénicas de maíz 
(TO)

Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)

18503 (CMP) 8,13 523,06

18504 (CMP, FMV e35s y TMV) 6,7 217,4

18216 (control negativo) 0 NA

Evento nulo NA 0

Medio infiltrado 0 N/A

No infiltrado 0 N/A

Como se observa en la Tabla 4, los datos transitorios fueron otra vez predictivos del mejor casete de expresión 
(18504) con respecto a la expresión de GUS para plantas de maíz transgénico estable.

En general, como se observa en las Tablas 2-4, el método de ensayo transitorio predijo satisfactoriamente (con 
respecto a los niveles de expresión de GUS) que los tres promotores en combinación con tanto los potenciadores 25
transcripcionales FMV como e35s rendirían mejor en líneas de maíz transgénico estable. Esta misma capacidad 
predictiva del método de ensayo transitorio in planta también puede observarse en el análisis transitorio del promotor 
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preferido de tallo TRPA como se observa en la Tabla 5. El análisis transitorio puede llevarse a cabo durante el 
transcurso de aproximadamente una semana en comparación con el análisis de plantas de maíz T0 que duraría
posiblemente meses hasta cultivar plantas y analizar. El método transitorio también fue capaz de identificar 
rápidamente (como se valida en transgénicos estables) que el potenciador traduccional TMV puede en muchos 
casos suprimir la expresión del gen (GUS) que es sorprendente debido a la supuesta función de región de 5
potenciador TMV. Al menos en las muestras de prueba como se describe en las Tablas 2-4 anteriores, la presencia 
de TMV suprimió la expresión de GUS. Otra vez, esta observación puede predecirse por el uso de los métodos 
transitorios in planta como se enseñan en el presente documento. Otra observación predictiva de lo que se produjo 
en plantas transgénicas estables es el hecho que la combinación de tanto potenciadores transcripcionales FMV 
como e35s permite un aumento significativo en la expresión de GUS. Como se demuestra en las Tablas 2-4 10
anteriores, el método transitorio in planta puede predecir cuantitativa y rápidamente la mejor combinación de
promotor/potenciador a llevar adelante en líneas de maíz transgénico estable. El método transitorio in planta haría 
ahorros significativos en tiempo, recursos, espacio de invernadero y gastos en la evaluación de los mejores casetes 
de expresión para la expresión de cualquier gen de interés dado. 

Tabla 5: Resumen de datos de tinción de GUS para tanto tejido de hoja de maíz transitorio como tejido de hoja de 15
maíz transgénico estable que comprende el promotor TrpA

ID de construcciones Sistema transitorio de maíz in planta Plantas transgénicas de maíz (TO)

Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)

17313 3,3 73,6

17319 4,44 1612,8

18216 (control negativo) 0 0

Evento nulo NA 0

Medio infiltrado 0 N/A

No infiltrado 0 N/A

Ejemplo 5: Análisis transitorio de la expresión cualitativa de proteínas asociadas al direccionamiento celular y 
posterior correlación con líneas transgénicas estables

Se llevó a cabo análisis de transferencia Western en tanto plantas transgénicas transitorias como estables que 20
expresaban un gen de endoglucanasa. Como se observa en la Tabla 6, la endoglucanasa se dirigió al ER, el
cloroplasto y el apoplasto. Se molieron aproximadamente 200 mg de tejido de hoja fresco de cada ID de planta
dando un polvo fino usando un molinillo Kleco, entonces se extrajo en 1 ml de acetato de Na 100 mM, 0,02 % de 
Tween, 0,02 % azida de Na a pH 4,75, y comprimidos de mezcla de inhibidor de la proteasa completo (Roche). Se 
colocaron muestras en agitadores rotacionales de mesa durante 30-60 minutos y luego se centrifugaron a 3000 rpm 25
durante 10 min. La cantidad de proteína total extraída se midió por el protocolo de Pierce BCEI como se ha
explicado resumidamente en la bibliografía de producto. Tras la extracción de endoglucanasa, se llevó a cabo 
análisis de transferencia Western usando el protocolo estándar. La proteína EG se detectó por transferencia Western 
por sonda de anticuerpo anti-EG.

Tabla 6: Análisis de transferencia Western de plantas de maíz transgénicas transitorias y estables que expresan un 30
gen de endoglucanasa heterólogo dirigido a diversos orgánulos subcelulares

ID de 
construcciones

Direccionamiento 
subcelular 

ID de 
planta

Tamaño de proteína*

Sistema transitorio Planta transgénica estable

17084 ER 1 superior al esperado superior al esperado

2 superior al esperado superior al esperado

3 superior al esperado superior al esperado

4 superior al esperado superior al esperado

5 superior al esperado superior al esperado

6 superior al esperado NA
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ID de 
construcciones

Direccionamiento 
subcelular 

ID de 
planta

Tamaño de proteína*

Sistema transitorio Planta transgénica estable

17085 Cloroplasto 1 esperado Esperado

2 esperado Esperado

3 esperado Esperado

4 esperado Esperado

5 esperado Esperado

6 esperado NA

17086 Apoplastos 1 superior al esperado superior al esperado

2 superior al esperado superior al esperado

3 superior al esperado superior al esperado

Control de medio 
infiltrado

1 Ninguno

Control no infiltrado 1

Como se observa en la Tabla 6, el método de ensayo transitorio fue capaz de predecir que el direccionamiento de 
una endoglucanasa en tanto el ER como el apoplasto produciría una endoglucanasa que tiene una proteína mayor 
en tamaño que la esperada según el análisis de transferencia Western en tanto líneas de maíz transgénico 
transitorias como estables. Esto pueden ser debido a, por ejemplo, glucosilación de la proteína. Alternativamente, el5
ensayo transitorio predijo satisfactoriamente que el direccionamiento de una endoglucanasa al cloroplasto produciría 
un tamaño de proteína esperado como se indica por el análisis de transferencia Western en líneas de maíz 
transgénico estable. En general, el método de ensayo in planta fue capaz de predecir los menores medios para 
expresar una proteína en planta basada en datos cualitativos (es decir, análisis de transferencia Western). También 
se prevé que la escisión de proteína pudiera predecirse del mismo modo usando los métodos transitorios in planta10
descritos en el presente documento.

Adicionalmente, como se muestra en la Tabla 7, la actividad de endoglucanasa puede medirse en transformantes 
transitorios. Para el ensayo de actividad enzimática, se molieron aproximadamente 200 mg de tejido de hoja fresca 
de una planta transgénica dando un polvo fino usando un molinillo Kleco, entonces se extrajo en 1 ml de acetato de 
Na 100 mM, 0,02 % de Tween, 0,02 % azida de Na a pH 4,75, y comprimidos de mezcla de inhibidor de la proteasa 15
completo (Roche). Se colocaron muestras en agitadores rotacionales de mesa durante 30-60 minutos y luego se 
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. La cantidad de proteína total extraída se midió por el protocolo de Pierce 
BCEI como se ha explicado resumidamente en la bibliografía de producto. El ensayo de actividad de EG se llevó a 
cabo usando sustrato de carboximetil-celulosa (Megazyme). Todas las muestras se ensayaron por triplicado. Tras la
extracción, se incubaron 20 ul de muestra con 245 ug de sustrato CMC-4M durante 120 minutos a 40 deg. El 20
momento de tiempo cero se procesó inmediatamente. Después de la incubación, se midió la liberación de glucosa 
usando el kit de ensayo GOPOD (Megazyme). La actividad enzimática se detectó como la hidrólisis del sustrato de 
celulosa a glucosa. El ensayo de GOPOD se realizó combinando 20 ul de reacción de muestra, o patrones de 
glucosa de concentraciones conocidas, con 200 ul del reactivo GlucoseOx (Megazyme) en una placa de ensayo de
96 pocillos (Costar 3370) y se incubaron durante 20 minutos a 37 grados C. La absorbancia a la longitud de onda de 25
510 nm se midió usando el lector de placas SpectraMax 384 Plus. Los valores de absorbancia de reacciones de 
muestra se convirtieron en concentración de glucosa usando la ecuación de una curva patrón de glucosa generada 
representando el valor de absorbancia frente a la concentración estándar de glucosa conocida. La actividad 
enzimática se registra como umol de glucosa/minuto/g de tejido. 

Tabla 7: Mediciones de actividad enzimática de endoglucanasa a partir de tejido de hoja transitorio 30

ID de construcción ID de planta Promedio de umol/min/mg de TSP Desv estándar

18216 (Ubi-EG) 1 0,28 0,01

2 0,35 0,03

3 0,37 0,08
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ID de construcción ID de planta Promedio de umol/min/mg de TSP Desv estándar

4 0,3 0,03

17282 (vector control) 6 0,07 0,01

LBA4404 (control de agro) 7 0,12 0,05

Ejemplo 6: Análisis transitorio rápido de la regulación por disminución de un gen R1 de maíz

Construcciones binarias 17305, 17308 y 18286 comprenden casetes de expresión que comprenden una iARN para 
el gen de degradación de almidón endógeno de maíz agua dicinasa de glucano (R1). Como se muestra en la Tabla 
8, el tejido de hoja transformado transitorio puede usarse para predecir si una iARN particular puede de hecho 5
regular por disminución o no un gen endógeno particular, en este caso R1 de maíz. Los niveles de ARNm de R1 se 
analizaron para el tejido de hoja joven de maíz transitoriamente transformado por qRT-PCR. Para realizar este 
análisis, se extrajo ARN de las muestras de hoja, seguido de digestión de ADN. Se seleccionaron ensayos TaqMan 
basados en la diana de interés que consiste en un cebador directo e inverso y una sonda marcada con FAM que 
fueron específicos para la secuencia diana. También se emplea una especie específica, diana de referencia 10
marcada con TET, para cada muestra para el cálculo de expresión relativa. Se establecen reacciones de RT-PCR de 
una etapa por triplicado (3 para el gen de referencia endógeno, 3 para el gen diana) en placas de PCR de 384 
pocillos. En cada placa se incluyen un control no mutante y control negativo no de RT para probar para amplificación 
no específica y contaminación de ADN, respectivamente. Los resultados se capturan en un ciclador térmico de
tiempo real, los valores umbral se establecen por el analizador para cada indicador y se informan los datos 15
resultantes. Se calcula la expresión relativa (2^-deltaCt donde deltaCt = diana - referencia) para cada muestra. Como 
se observa en la Tabla 8, todas las construcciones de iARN fueron satisfactorias en la regulación por disminución de
R1 cuando se comparó con tejido no mutante (no infiltrado). El método in planta fue sorprendentemente capaz de
verificar rápidamente que cada casete de iARN es funcional con respecto a la regulación por disminución del gen
R1. La construcción 17305 contiene un promotor OSMADs13 que es un promotor específico de mazorca de maíz20
como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. 2007/0006344A1. Es sorprendente que el ensayo in planta
transitorio fuera capaz de llegar a la conclusión de que la iARN detrás de un promotor de OsMADs13 regula por 
disminución el gen R1 en hoja. Esto indica que el ensayo in planta puede ser capaz de evaluar no solo promotores 
que son activos en la hoja, sino también promotores que son promotores no de hoja tales como, por ejemplo, los 
promotores específicos de semilla, promotores específicos de mazorca o promotores específicos de raíz. 25

Tabla 8: Evaluación transitoria de la regulación por disminución de un gen R1 de maíz

ID de construcción-ID de planta Nivel de transcritos de ARNm del gen R1

17305-1 313,24

17305-2 312,82

17305-3 277,89

17305-4 266,42

17305-5 405,33

17305-6 311,46

17308-1 272,63

17308-2 203,89

17308-3 290,11

17308-4 271,68

17308-5 256,96

17308-6 268,37

18286-1 464,96

18286-2 381,51
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ID de construcción-ID de planta Nivel de transcritos de ARNm del gen R1

18286-3 258,22

18286-4 203,87

18286-5 256,57

18286-6 260,63

No mutante (no infiltrado) 540,74

Ejemplo 7: Uso del método transitorio in planta para predecir los fenotipos de planta negativos y/o toxicidad
asociados a la expresión de un gen heterólogo

La construcción 18221 comprende una xilanasa constitutivamente expresada por Ubi361. Como se muestra en la 
Tabla 9, la observación de tejido de maíz transitorio transformado con la construcción binaria 18221 produjo muerte 5
celular obvia. Específicamente, aparecieron grandes círculos de tejido de hojas muertas sobre la hoja intacta
transformada algunos días después de la infiltración transitoria del casete de xilanasa. Esto indica que el gen puede 
tener un efecto tóxico para la célula de planta. Cuando este mismo gen se expresa en semilla de maíz, se sabe 
(datos no mostrados) que la semilla tendrá un fenotipo arrugado con bajas velocidades de germinación. Estos datos 
indican que el ensayo transitorio in planta puede ser una herramienta útil en la evaluación previa de candidatos a 10
gen con respecto a los problemas de toxicidad y/o de fenotipo negativo en transgénicos estables.

Tabla 9: Predicción de un fenotipo negativo asociado a la expresión de un gen heterólogo

ID de construcción ID de planta Fenotipo

(muerte celular)

18221 (transitorio de maíz) 1 ++++

2 +++

3 ++++

Xyn-6002-apo para semilla de maíz Evento 1 * ++++

17282 (control negativo) 1 -

2 -

Maíz no infiltrado 1 -

"++++" : Indica que se observó un fenotipo

"-" : Indica que no se observó fenotipo 

Ejemplo 8: Uso del método transitorio in planta para predecir la eficacia de proteína

La construcción 15060 comprende un casete de expresión que contiene un gen Cry1Ab que se sabe que es eficaz 
en controlar diversas plagas de lepidópteros cuando se expresa en cultivos transgénicos como se describe en la 15
patente de EE.UU. 6.075.185. Se llevaron a cabo bioensayos de insecto usando el barrenador europeo del maíz
(ECB) usando extracto de planta que contiene Cry1Ab a partir de tejido liofilizado de planta transitoriamente 
transformado con el gen Cry1Ab. Como se muestra en la Tabla 10, la eficacia de Cry1Ab transitoriamente expresado
puede confirmarse al 93,75 % de mortalidad de ECB tras 7 días de ensayo en comparación con control (vectores 
vacíos) que mostraron poca o ninguna mortalidad.20
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Tabla 10: Evaluación transitoria in planta de un gen Cry1Ab

Placa N.º 1 Lectura 7 días 

Construcción N.º de pocillos Insecto Larvas vivas Larvas muertas Mortalidad (%)

15060 (Cry1AB) 8 ECB 1 15 93,75 %

LBA4404 4 ECB 7 1 12,50 %

AX5707 4 ECB 8 0 0,00 %

0,2 % de Bactoagar 8 ECB 16 0 0,00 %

Ejemplo 8: Uso del método transitorio in planta para predecir perfiles metabólicos

Se realizó la expresión transitoria de enzimas en hojas de maíz usando el vector binario pEB47 que comprende una
secuencia de polinucleótidos optimizada de monocotiledónea que codifica una sacarosa isomerasa (SEQ ID NO: 5
26). El vector binario pEB47 contiene un casete de expresión con los siguientes componentes operativamente 
unidos juntos en este orden: un potenciador FMV; un potenciador 35S; un promotor de ubiquitina de maíz; una
secuencia de direccionamiento de ER de gamma-zeína de maíz que dirige el polipéptido de sacarosa isomerasa al
ER; una secuencia de direccionamiento vacuolar de esporamina que dirige el polipéptido de sacarosa isomerasa del 
ER a la vacuola; una secuencia de polinucleótidos optimizada de maíz que codifica una sacarosa isomerasa; un 10
terminador NOS.

Se recogieron hojas de maíz y se analizaron para la presencia de isomaltulosa y trehalulosa (productos de actividad 
de sacarosa isomerasa dentro de la hoja de maíz). La secuencia de aminoácidos para una sacarosa isomerasa
expresada por Erwinia carotovora se ha enumerado en GeneBank bajo el número de acceso YP049947. La actividad 
enzimática de sacarosa isomerasa se ensayó combinando la enzima con el sustrato, sacarosa, y midiendo la 15
producción de isomaltulosa y trehalulosa. Se ensayó el extracto de proteína soluble total de la E. coli recombinante 
para la actividad de sacarosa isomerasa incubando 10 microlitros de lisado de E. coli de sobrenadante, como se ha 
descrito anteriormente, con 90 microlitros de sacarosa 292 mM-tampón fosfato de sodio 50 mM (pH 6,0) a 30 grados 
C durante 20 horas. El producto de reacción se cribó para la presencia de isomaltulosa y trehalulosa por 
cromatografía en capa fina (CCF) y cromatografía líquida de alta presión (HPLC). Se realizó CCF aplicando 3 20
microlitros de los sobrenadantes de los medios de crecimiento sobre placas de gel de sílice AL SIL G (Whatman) y 
se desarrollaron dos veces en un disolvente que consistía en 3 partes de acetato de etilo : 3 partes de ácido acético : 
1 parte de agua destilada. Después de secar, las placas se pulverizaron con una mezcla de colorante que consistía
en 4 mililitros de anilina, 4 g de difenilamina, 200 mililitros de acetona y 30 mililitros de ácido fosfórico al 80 %. La 
isomaltulosa y la trehalulosa se distinguieron de otros azúcares, tales como sacarosa, por su movilidad relativa y por 25
los distintos colores producidos cuando reaccionaron con colorante de anilina. Amarillo verdoso indica la presencia 
de isomaltulosa, rojo indica la presencia de trehalulosa y marrón/negro indica la presencia de sacarosa. Los
monosacáridos, glucosa y fructosa, producidos mediante hidrólisis de sacarosa, fueron azules o rojo-naranja,
respectivamente.

La identificación de los azúcares presentes en cada carril de la placa de CCF desarrollada fue posible comparando 30
tanto la movilidad relativa de los azúcares presentes en las muestras como el color de tinción con colorante de 
anilina con respecto a la movilidad relativa y el color de tinción de patrones de azúcar. El producto de reacción de 
sacarosa isomerasa incubado con sacarosa como se ha descrito anteriormente fue tres bandas de color. La banda 
de movilidad más alta tuvo un color púrpura y migró con la misma movilidad que tanto los patrones de glucosa como 
de fructosa, de color azul y rojo, respectivamente, y, por tanto, se interpreta que es una mezcla de glucosa y fructosa 35
co-migrante liberada mediante hidrólisis de uno de los disacáridos: sacarosa, isomaltulosa o trehalulosa. La banda 
central se correspondió con el patrón de isomaltulosa en tanto la coloración como la movilidad relativa y, por tanto, 
se identificó como isomaltulosa. La banda de migración más lenta tuvo una coloración roja y migró más lenta que 
cualquiera de la isomaltulosa, o patrones de sacarosa. La movilidad relativa de esta banda de azúcar se
corresponde bien con los informes publicados sobre la migración de trehalulosa en ensayos de CCF similares (Cho 40
et al. Biotechnology Letters (2007) 29:453-458; un microorganismo productor de isomaltulosa aislado de comida 
coreana tradicional). Por tanto, se concluyó que esta banda de azúcar era trehalulosa. No estuvo disponible patrón 
de trehalulosa en el momento del ensayo de CCF, sin embargo, análisis de HPLC posteriores (Dionex) de productos 
de reacción de sacarosa isomerasa y patrones obtenidos después indican que esta banda fue definitivamente 
trehalulosa. Por tanto, es importante mencionar que el producto de reacción 6 no contuvo ninguna sacarosa que 45
tuviera una movilidad relativa más alta que la isomaltulosa y trehalulosa y movilidad más lenta que los
monosacáridos glucosa y fructosa. La ausencia de sacarosa era de esperar debido a la conversión completa de 
sacarosa en isomaltulosa y trehalulosa debido a la actividad de la enzima sacarosa isomerasa. Alternativamente, se 
cribaron sobrenadantes por HPCL usando NaOH 16 mM para separar productos de reacción de sacarosa 
isomerasa, seguido de un gradiente lineal de 10 a 40 min usando NaOH 200 mM a 1 ml/min en un sistema Dionex 50
DX-600 con detector electroquímico ED50 (Dionex Co.).
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La Tabla 12 explica resumidamente datos que demuestran que la sacarosa isomerasa se expresa activamente en 
hojas de maíz que expresan transitoriamente sacarosa isomerasa y conducen a la acumulación de los azúcares, 
isomaltulosa y trehalulosa, dentro de la hoja de maíz. Los datos indican que el método de ensayo transitorio in planta
puede usarse para hacer perfiles metabólicos tales como, por ejemplo, perfiles de azúcar. 

Tabla 12: Análisis de hidratos de carbono (HPAEC) de hojas de maíz que expresan transitoriamente sacarosa 5
isomerasa (SEQ ID NO: 24).

Muestra Glucosa + fructosa 
(% de azúcar total)

Sacarosa (%
de azúcar 
total)

Trehalulosa (%
de azúcar total)

Isomaltulosa (%
de azúcar total)

47-6 (pEB47) 78,9 17,2 2,4 1,5

47-7 (pEB47) 63,7 33,3 2,1 0,9

47-8 (pEB47) 73,1 16,0 7,3 3,6

Control negativo (construcción 
que contiene GUS)

69,4 30,6 0,0 0,0

Tejido de hoja de control 
negativo 

58,2 41,8 0,0 0,0

Ejemplo 9: Uso del método transitorio in planta en diversas plantas

Puede usarse el método in planta transitorio en diversas plantas como se muestra en los ejemplos previos (maíz) y 
en la Tabla 13 (sorgo) y Tabla 14 (arroz). AmCyan es un gen indicador fluorescente que puede analizarse por10
métodos muy conocidos en la técnica. Se analizaron líneas transitorias de arroz usando métodos de tinción de GUS. 

Tabla 13: Expresión transitoria del gen AmCyan en sorgo

Genotipo de sorgo ID de construcciones AmCyan transitorio

Promedio (ng/mg de TSP)

Brandes 13601 14,59

Della 13601 20,75

Dale 13601 21,37

Brandes (control negativo) LBA4404 0

Della (control negativo) LBA4404 0

Dale (control negativo) LBA4404 0

No infiltrado No infiltrado 0

Tabla 14: Expresión transitoria del gen GUS en arroz (c.v. Nipponbare)

ID de construcciones GUS transitorio

Promedio (ng/mg de TSP)

17282 20,6

18545 9,01

18216 (control negativo) 7,24
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Syngenta Biotechnology INC. Azhakanandam, Kasi

<120> UN MÉTODO PARA LA EXPRESIÓN TRANSITORIA DE ÁCIDOS NUCLEICOS EN PLANTAS

5

<130> 72516

<160> 26

<170> PatentIn versión 3.510

<210> 1

<211> 2778

<212> ADN

<213> Zea mays15

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(2778)

20

<400> 1 
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<210> 2

<211> 3089

<212> ADN5

<213> Zea mays

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(3089)10
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<400> 2 
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<210> 3

<211> 397

<212> ADN5

<213> Cestum veneris

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(397)10

<400> 3 
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<210> 4

<211> 2195

<212> ADN5

<213> Zea mays

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(2195)10

<400> 4 
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<210> 5

<211> 1993

<212> ADN5

<213> Zea mays

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(1993)10

<400> 5 
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<210> 6
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<211> 1992

<212> ADN

<213> Zea mays

<220>5

<221> promotor

<222> (1)..(1992)

<400> 6 

10
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<210> 7

<211> 1894

<212> ADN5

<213> Oryza sativa

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(1894)10

<400> 7 
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<210> 85

<211> 2557

<212> ADN
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<213> Zea mays

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(2557)5

<400> 8 
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<210> 9

<211> 2315

<212> ADN5

<213> Zea mays

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(2315)10

<400> 9 
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<210> 10

<211> 2071

<212> ADN5

<213> Oryza sativa

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(2071)10
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<400> 10 

5
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<210> 11

<211> 194

<212> ADN

<213> Virus del mosaico de la escrofularia

5

<220>

<221> potenciador

<222> (1)..(194)

<400> 11 10

<210> 12

<211> 29315

<212> ADN

<213> Virus del mosaico de la coliflor

<220>

<221> potenciador20

<222> (1)..(293)

<400> 12 

25

<210> 13

<211> 68

<212> ADN
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<213> Virus del mosaico del tabaco

<220>

<221> potenciador

<222> (1)..(68)5

<400> 13 

10

<210> 14

<211> 2221

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

15

<220>

<223> Gen GUS optimizado de maíz

<220>

<221> gen20

<222> (1)..(2221)

<400> 14 
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<210> 15

<211> 2226

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Endoglucanasa optimizada de maíz 

10

<220>

<221> gen

<222> (1) .. (2226)

<400> 15 15
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<210> 16

<211> 1590

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen CBHI optimizado de maíz

10

<220>
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<221> gen

<222> (1)..(1590)

<400> 16 

5

<210> 17

<211> 1596

<212> ADN10
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CBHI optimizado de maíz

5

<220>

<221> gen

<222> (1)..(1596)

<400> 17 10
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<210> 18

<211> 1943

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> iARN de R1 de maíz

10
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<220>

<221> gen

<222> (1)..(1943)

<400> 18 5
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<210> 19

<211> 561

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Xilanasa optimizada de maíz

10

<220>

<221> gen

<222> (1)..(561)

15

<400> 19 

<210> 2020

<211> 1848

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Gen cry1Ab optimizado de maíz

<220>

<221> gen5

<222> (1)..(1848)

<400> 20

10
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<210> 21

<211> 1002

<212> ADN5

<213> Zea mays

<220>
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<221> terminador

<222> (1)..(1002)

<400> 21 5

<210> 22

<211> 100110

<212> ADN

<213> Zea mays

<220>

<221> terminador15

<222> (1)..(1001)

<400> 22 
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<210> 23

<211> 2535

<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<220>

<221> terminador10

<222> (1)..(253)

<400> 23 

15

<210> 24
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<211> 1047

<212> ADN

<213> Zea mays

<220>5

<221> terminador

<222> (1)..(1047)

<400> 24 

10

<210> 25

<211> 113615

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<220>

<221> terminador20
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<222> (1)..(1136)

<400> 25 

5

<210> 26

<211> 1803

<212> ADN10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen de sacarosa isomerasa optimizado de maíz

15

<220>

<221> gen

<222> (1)..(1803)
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<400> 26 

5
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REIVINDICACIONES

1. Un método de expresar transitoriamente una secuencia de nucleótidos en una parte de planta de una
monocotiledónea in planta que comprende las etapas de: 

a) agro-infiltración de un vector binario que comprende al menos un casete de expresión que comprende al 
menos una secuencia de nucleótidos operativamente unida a un promotor en una parte de planta de una 5
monocotiledónea in planta, en el que la parte de planta es tejido de hoja de una planta que tiene un máximo 25 
días de edad;

b) expresar transitoriamente dicha al menos una secuencia de nucleótidos en la parte de planta;

en el que dicho vector binario no comprende un virus o vector de virus y en el que se lleva a cabo la infiltración de 
hojas intactas individuales y en el que dicha agro-infiltración se lleva a cabo usando una jeringa sin aguja.10

2. El método de la reivindicación 1, en el que el estadio de desarrollo de la planta es el estadio de dos hojas o el 
estadio de tres hojas.

3. El método de la reivindicación 1, en el que el tejido de hoja de planta joven no tiene más de aproximadamente 5, 
6, 7, 8, 9 o 10 días de edad.

4. El método de la reivindicación 1, en el que el promotor es un promotor constitutivo o de hoja preferido.15

5. El método de la reivindicación 1, en el que la secuencia de nucleótidos se expresa transitoriamente durante al 
menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9 o 10 días.

6. El método de la reivindicación 1, en el que la planta monocotiledónea está seleccionada del grupo que consiste 
en: maíz, trigo, sorgo, cebada, mijo, avena, caña de azúcar y arroz.

7. El método de la reivindicación 1, en el que el método comprende agro-infiltración de 0,25 a 2 mililitros de un 20
líquido que comprende el casete de expresión.

8. El método de la reivindicación 1, en el que dicho casete de expresión es mayor de 1,5 kilobases en tamaño.

9. El método de la reivindicación 1, en el que el método comprende agro-infiltración de un vector binario.

10. El método de la reivindicación 1, en el que la agro-infiltración se lleva a cabo sobre la parte inferior de dicho 
tejido de hoja de planta joven.25

11. Un método de expresar transitoriamente una secuencia de nucleótidos de interés en una parte de planta in
planta que comprende las etapas de: 

a) agro-infiltración de un vector binario que comprende al menos un casete de expresión que comprende al 
menos una secuencia de nucleótidos en una parte de planta de una planta de maíz in planta, en el que la parte 
de planta es tejido de hoja de una planta que tiene un máximo 25 días de edad;30

b) expresar transitoriamente dicha al menos una secuencia de nucleótidos en la parte de planta;

en el que dicho vector binario no comprende un virus o vector de virus.

12. El método de la reivindicación 10, en el que el tejido de hoja de planta joven es tejido de hoja de maíz V2 o V3.
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