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DESCRIPCION
Procedimiento de transfeccion de plantas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para generar o alterar un rasgo en una planta cultivada en un
campo. La invencién también se refiere a un procedimiento de produccion de una proteina de interés en una
pluralidad de plantas en un campo. La invencién también se refiere a un procedimiento para proteger las plantas de
un cultivo en un campo de una plaga.

Antecedentes de la invencion

Los procedimientos actuales de modificacion genética se basan en la modificacion genética estable de especies de
cultivo, que se demostré por primera vez en 1983 (Fraley et al 1983; Barton et al 1983) y se comercializa desde
1996. Aunque el procedimiento agricola basado en la transformacion genética estable de plantas es una realidad
hoy dia y es la base de nuevas practicas muy satisfactorias, tiene mdultiples limitaciones, siendo las principales la
necesidad de mucho tiempo y los altos costes para el desarrollo de cultivos transgénicos. El consenso general entre
las compafiias implicadas en la biotecnologia vegetal es que los procedimientos de 1+D necesitan, dependiendo de
las especies de cultivo, entre 8 y 16 afios, y el coste medio total se estima que esta entre 100 y 150 millones de $.
Debido a estas limitaciones, después de mas de 25 afios desde el descubrimiento del procedimiento de
transformacion genética en plantas, solamente se han comercializado hasta ahora un rasgo manejable y en unas
pocas especies de cultivo GM.

Se sabe que las células vegetales y las plantas completas también se pueden re-programar transitoriamente (es
decir, sin una integracion estable de nuevo material genético en el cromosoma de la planta), y los procedimientos
transitorios, tales como infecciones viricas, son rapidos. Dichos procedimientos transitorios podrian permitir en
principio una modificacion muy rapida del metabolismo vegetal en favor de ciertos rasgos o productos que sean de
interés para el usuario. Claramente, dichos procedimientos necesitan un vector ADN o ARN (un virus o una bacteria)
que se ha modificado para transfectar efectivamente y con seguridad la planta, siendo el efecto resultante la
carencia de efectos secundarios no deseados. Los primeros intentos para utilizar vectores basados en virus de
plantas han sido parcialmente satisfactorios y periten la transfeccion de plantes para la fabricacion de proteinas
recombinantes de alto valor tales como ciertos biofarmacéuticos (Gleba et al 2007, 2008; Lico et al 2008). El uso de
virus para la manipulacién de otros rasgos, tales como rasgos de entrada (por ejemplo, resistencia a herbicidas,
Shiboleth et al 2001; Zhang y Ghabiral 2006) se habian descrito en la bibliografia, pero la transfeccion con virus
introduce demasiados cambios no deseados en el huésped infectado por lo que este tipo de procedimiento
transitorio no se dedicé mas para introducir rasgos. Los procedimientos transitorios también se pueden construir
alrededor de la capacidad de especies de Agrobacterium para transferir parte de su Ti plasmidico a eucariotas, en
particular, la célula vegetal. El uso de la transfeccion basada en Agrobacterium es una base para modificaciones
genéticas tal como los protocolos de transformacion genética y ensayos de transfeccion transitoria en el laboratorio.
Las aplicaciones de la transfeccion basadas en Agrobacterium se han limitado también a la fabricacion de proteinas
recombinante, debido a que las condiciones de aplicaciéon éptima tales como la infiltracion al vacio de las plantas con
las suspensiones bacterianas no se pueden utilizar a gran escala en el campo, mientras que la pulverizacién de las
partes aéreas o el riego de las plantas con soluciones bacterianas da como resultado una proporciona
supuestamente muy pequefia de células vegetales transfectadas, y los estudios previos simplemente no afrontaban
esta cuestion especifica. La combinacion de un suministro de Agrobacterium y el uso de un virus como mensajero
secundario es un procedimiento que ha sido satisfactorio en la fabricacion de proteinas recombinantes de alto valor
incluyendo complejos biofarmacéuticos tales como anticuerpos IgG completos. Sin embargo, cuando se trata de
rasgos tales como rasgos de introduccién o rasgos que necesitan una re-programacion dirigida sutil del metabolismo
de la célula vegetal, este procedimiento de magnifeccion tiene las mismas limitaciones que tienen los vectores
viricos.

Hay un considerable conocimiento en el area del uso de microorganismos para controlar ciertos procedimientos que
necesitan la interaccion de microbios con las plantas, incluyendo el uso de microorganismos como Lactobacillus y
levaduras de Saccharomyces para la fermentacion de biomasa (preparacion de alimentos, bebidas fermentados),
para el biocontrol (cepas de Agrobacterium, Myrotecium), y el uso de cepas de Rhizobium para la fijacion mejorada
de nitrégeno. En los articulos y patentes de investigacion en los que se han explorado los microorganismos como
agentes de biocontrol, hay un cuerpo de conocimiento considerable de como se deberian aplicar células vivas en las
superficies vegetales; en particular, se han llevado estudios que han identificado las condiciones de pulverizacion y
adyuvantes (humectantes, adherentes, etc.) que se van a utilizar en las mezclas de pulverizacion. Los ejemplos de
dichas investigaciones so numerosas. Los siguientes articulos ejemplifican el estado de la técnica en esta area:
Arguelles-Arias et al 2009; Nam et al 2009; revisado por Johnson 2009.

Existen cepas registradas de Agrobacterium rhizogenes/radiobacter que se han utilizado durante décadas para el
control de la enfermedad de agallas de la corona en vifiedos y huertos de arboles frutales. Existen dos cepas que se
utilizan comercialmente, una es una cepa natural que alberga un plasmido (K84), y la otra, es una derivada
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modificada genéticamente que se ha modificado mediante la eliminacién del gen necesario para la transferencia del
plasmido conjugado (K1026). (Kerr y Tate 1984; Vicedo et al 1993; Reader et al 2005; Kim et al 2006; revisado en
Moore 1988).

El Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes se han utilizado ampliamente en los laboratorios de investigacion en
todo el mundo para la transfeccion transitoria y la transformacion genética estable de plantas. Estas aplicaciones se
basan en la capacidad del Agrobacterium para transferir informacion genética al as células eucariotas. Muchas de
las plantas modificadas genéticamente que se cultivan hoy dia, tales como soja, canola y algodén, se han generado
mediante la transformacion genética mediada por Agrobacterium. La diferencia esencial entre la trasformacion
transitoria y estable es que en el procedimiento de la transformacion estable, el ADN suministrado por
Agrobacterium se integra eventualmente en un cromosoma de la planta, y por a continuacién se hereda por la
progenie de la planta. Dichos eventos de integracion son raros incluso en los experimentos de laboratorio disefiados
especificamente para producir contactos masivos entre las células vegetales y las bacterias; por lo tanto, se tienen
que utilizar métodos de exploraciéon selectiva especificos para la seleccion de transformantes estables. En
consecuencia, el conocimiento acumulado en este dominio cientifico tiene un valor limitado para los interesados en
los procedimientos transitorios que tienen que disefiarse de manera que tenga un caracter masivo y afecte a
multiples células del cuerpo de la planta.

La transfeccion transitoria, por otra parte, tiene en cuanta solo las primeras etapas del suministro de ADN dirigido
por Agrobacterium en un nucleo de una célula vegetal, junto con el hecho de que dichas moléculas de ADN
suministradas, si se disefian apropiadamente para constituir una unidad de transcripcion que albergue un promotor y
terminador especificos de plantas y una parte codificante, se transcribira en el nucleo incluso en ausencia de
integracion de dicho ADN en un cromosoma de la planta, resultando dicha expresiéon en una re-programacion
transitoria de una célula vegetal. Dicha re-programacion se habia conseguido primero anteriormente y se habia
desarrollado en una herramienta de laboratorio convencional para la evaluaciéon rapida de diferentes experimentos
genéticos. Mientras que hay un considerable cuerpo de conocimiento sobe la transferencia de ADN mediada por
Agrobacterium en células vegetales, con la excepcion de pocos casos, que la informacioén se limita a experimentos a
escala de laboratorio, y hasta ahora, habia muy pocos intentos para desarrollar aplicaciones a escala industrial que
implica Agrobacterium como vector de ADN. Una de las limitaciones de las aplicaciones de laboratorio es el hecho
de que el suministro de ADN basado en Agrobacterium necesita ciertos tratamientos que son dificiles o imposibles
de aplicar en campo abierto o a gran escala. En experimentos transitorios tipicos, las células vegetales cultivadas o
las partes de las plantas se tratan con un exceso de bacterias para proporcionar el maximo suministro. En los
experimentos de investigacion tipicos, también se interesan en los niveles de expresidon que no son viables
econdémicamente si se hacen a escala industrial. En general, la investigacion hecha en este dominio ha llevado a los
inventores a la conclusién de que los parametros que afectan seriamente la expresion transitoria son los que
permiten el mejor acceso a la interaccion de las agrobacterias a las células vegetales en un cuerpo de una planta. La
mayoria de dichos estudios utiliza la infiltracion al vacio, la inyeccion en las hojas de la planta o el tratamiento con
tensioactivos, la herida de las superficies de las plantas, por ejemplo, con cuchillas de afeitar, o una combinacion de
los mismos. De hecho, el Gnico grupo que esta en desarrollo de un procedimiento de transfeccion basado en
Agrobacterium para la produccion de comercial de proteinas recombinantes que no implican una amplificacion
adicional (basada en virus) del ADN original, es el grupo de Medicago (D’Aoust et al 2008, 2009; Vezina et al, 2009)
que se basa completamente en la infiliracion al vacio como método de suministro. Sin embargo, debido a que se
basa en una relacion de gran exceso de bacterias respecto a células vegetales, los protocolos de laboratorio
actuales se utilizaron para la transfeccion transitoria de plantas no tienen un valor traduccional serio, es decir, no se
pueden replicar directamente a nivel industrial. Excepto en unos pocos casos (Vaquero et al, 1999, D’Aoust et al,
2008, 2009) tampoco se enfrentan cuantitativamente al problema de la eficacia del procedimiento de transfeccion
transitoria. (Ejemplos de dicha investigacion son multiples, los inventores proporcionan una relacion de solo unas
pocas representativas: Li et al, 1992; Liu et al, 1992; Clough y Bent, 1998; De Buck et al, 1998, 2000; Chung et al,
2000; Yang et al, 2000; Zambre et al, 2003; Wroblewski et al, 2005; Lee y Yang, 2006; Zhao et al, 2006; Shang et al,
2007; Jones et al., 2009; Li et al, 2009; De Felippes y Weigel, 2010). Excepto en dos casos descritos posteriormente,
no habia intentos en la bibliografia para cuantificar la eficacia del procedimiento transitorio o para proporcionar el
suficiente entendimiento que daria lugar a la explotacion potencial del fenédmeno comercialmente a gran escala.

Uno de los procedimientos que esta en desarrollo ahora es la magnifeccion, un procedimiento que se basa en la
infiltracion al vacio de agrobacterias en las hojas de las plantas. El procedimiento de magnifeccion (marca registrada
de Genetics GmbH as magnlCON® y cubierto por varias patentes/solicitudes de patente) es un protocolo simple y
escalable de manera indefinida para la expresion proteica heterdloga en plantas, que es carente de transformacion
genética estable de una planta, sino que se basa a su vez en la amplificacion transitoria de vectores viricos
suministrada en multiples areas del cuerpo de la planta (suministro sistémico) por Agrobacterium como precursor de
ADN. Dicho procedimiento es en esencia una infiltracion de plantas maduras completas con una suspension diluida
de agrobacterias que portan T-ADN que codifican replicones ARN viricos. En este procedimiento la bacteria asume
las funciones (anteriormente viricas) de infeccion primaria y movimiento sistémico, mientras que el vector virico
proporciona la diseminacion célula a célula (de corta distancia) amplificacion y expresion proteica de alto nivel. La
demostracion inicial de la infeccion virica se puede iniciar por suministro por agrobacterias de una copia de genoma
virico en una célula vegetal viene del trabajo pionero de Grimsley et al, 1986, en el que se suministré un virus ADN,
y una primera infeccién por tmv, aunque muy ineficaz, un virus ARN citoplasmatico suministrado como una copia de
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ADN, vino del trabajo de Turpen et al 1993. Sin embargo, la tecnologia actual es extremadamente eficaz y unas
pocas plantas adultas de taba ¢ o son suficientes para la optimizacion temprana de la construccion y la rapida
produccion de cantidades en miligramos a gramos de proteina recombinantes para la evaluacion pre-clinica o
clinica, o para la fabricacion en el caso de vacunas individualizadas. La versién a gran escala (industrial) es
esencialmente la misma, pero se construye implicando vectores viricos completamente ensamblados (mejor que con
pro-vectores que necesitan el ensamblaje in planta) y necesita aparatos para el suministro de Agrobacterium de alto
rendimiento a las plantas completas por infiltracién al vacio. El procedimiento se puede subir de escala pero es
necesaria la inmersién de las partes aéreas de las plantas en la suspension bacteriana al vacio (el procedimiento
implica invertir las plantas cultivadas en tiestos o en bandejas), un procedimiento que impone limitaciones a los
volumenes de biomasa que se pueden tratar de esta manera, o el rendimiento del procedimiento, de las maneras
que se pueden cultivar las plantas antes del tratamiento, y también acarrea ciertos costes que limitan el uso del
procedimiento por los productos de alto coste, tal como solamente para biofarmacéuticos recombinantes. El
procedimiento de magnifeccion es eficaz ya que permite la transfeccion de casi todas las células de las hojas en las
plantas tratadas, o aproximadamente el 50 % de la biomasa aérea total de las plantas (siendo el resto los tallos y
peciolos). El procedimiento se ha optimizado de muchas maneras, en particular mediante la mejora de la liberacion
de replicones viricos mediante la optimizacién de la modificaciéon post-traduccional de las transcripciones de ADN
primarias (Marillonnet et al, 2005). Sin embargo, el procedimiento actual se ha construido completamente sobre
métodos de suministro bacteriano tales como la inyeccion en las hojas de la planta o la infiltracion al vacio (por
ejemplo, Simmons et al, 2009), hiriendo las hojas (Andrews y Curtis, 2005), o vertiendo las agrobacterias en el suelo
(“agroinundacion”, Ryu et al, 2004; Yang et al, 2008), mientras que dichos métodos no se pueden aplicar para el
tratamiento en masa de las plantas en un campo (revisado en Gleba et al, 2004, 2007, 2008; Lico et al, 2008; los
articulos originales incluyen Giritch et al. 2006; Marillonnet et al., 2004, 2005; Santi et al, 2006; y articulos
ideologicamente similares de otros grupos de investigacion - Voinnet et al, 2003; Sudarshana et al, 2006; Gao et al,
2006; Mett et al, 2007; Lindbo, 2007a,b; Plesha et al, 2007, 2009; Huang et al, 2006; Regnard et al 2009; Green et
al, 2009; Shoji et al, 2009).

Se deberia mencionar que aunque Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes son vectores de ADN que se utilizan
en la mayoria de los casos, hay otras especies de bacterias que pueden llevar a cabo una transferencia similar de
ADN a las células vegetales (Broothaerts et al, 2005).

Los intentos para cuantificar el tratamiento con Agrobacterium en las plantas completas tras la infiltracion al vacio se
han llevado a cabo solo por pocos grupos de investigacion. En los articulos de Joh et al, 2005, 2006, se ha concluido
que las bacterias que se utilizan a la mayor densidad de 10° ufc/ml era la mejor (al contrario que 10 ufc/ml o 107
ufc/ml), segun se mide por la expresion total de proteina recombinante. En los experimentos de Lindbo, 20073, b, se
han obtenido resultados esencialmente similares que en el trabajo de los inventores, sin embargo, no han llevado a
cabo el recuento de células transfectadas y las conclusiones se derivaron de los niveles de expresion proteica
recombinante.

Los intentos para utilizar el tratamiento con Agrobacterium de plantas completas sin infiltracion al vacio resultaron en
un numero muy bajo de células inicialmente transfectadas, limitando mucho de esta manera la aplicacion practica
del procedimiento. Una forma de evitar esta limitacion inicial que se desvela en la bibliografia es el uso de un
mensajero secundario eficaz tal como un virus de plantas que permitiria la amplificacion del procedimiento
inicialmente ineficaz complementandolo con un movimiento sistémico y de célula a células basado en virus
(Azhakanandam et al, 2007). El suministro de copias de ADN basado en Agrobacterium de virus de plantas o
vectores viricos de plantas se habia descrito hace mucho tiempo (Grimsley et al, 1986, y para TMV - Turpen et al,
1993), y permite diseminar el replicon inicial suministrado a pocas células de la planta hacia el resto del cuerpo
utilizando un procedimiento de infeccion virico tal como el movimiento célula a células y el movimiento sistémico del
virus. Dicho procedimiento tiene una utilidad practica limitada para los fines de los inventores, debido a que la
infeccion virica cambia drasticamente la actuacién de la planta; todas las aplicaciones contempladas actualmente
estan en el area de fabricacion de proteinas recombinantes en plantas (revisado por Gleba et al, 2007, 2008). Se
deberia sefalar que el articulo citado de Azhakanandam et al, 2007 ni siquiera intenta cuantificar la eficacia de la
transfeccion inicial y se basa en una cantidad muy alta de agrobacterias en el medio de transfeccion.

El documento WO 2006/003018 menciona que las Agrobacterias se podrian suministrar en el tejido vegetal
utilizando un dispositivo de pulverizacion a alta presion para desplegar una mezcla de agrobacterias junto con un
abrasivo en las plantas. Chen et al., Biotechnology for Biofuels, 2010, 3:9 describe un sistema de expresion genética
transitoria de alto rendimiento para plantulas de mijo perenne, en los que, inter alia, se utiliza un tratamiento con
“agitado con formacion de vortice - carburo de silicio — sonicacion” de las plantulas.

Partiendo de la técnica anterior, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un procedimiento eficaz de
transfeccion transitoria de plantas de manera que sea aplicable a muchas plantas que se cultivan en un campo de
cultivo. También es un objetivo de la invencion proporcionar un procedimiento de alteracion de un rasgo en las
plantas cultivadas en un campo de cultivo. Notablemente, es un objetivo de la invencion proporcionar un
procedimiento eficaz que permita una transfeccion de plantas utilizando Agrobacterium a gran escala sin necesidad
de la aplicacién de diferencias de presion para introducir Agrobacterium en el espacio intercelular de las plantas.
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(1) Un procedimiento de generacion o alteracion de un rasgo de una planta, que comprende

(i) cultivar dicha planta hasta un estado de crecimiento deseado;

(i) expresar en dicha planta, una proteina o un ARN capaz de generar o alterar dicho rasgo, que comprende
la pulverizacién de las partes aéreas de dicha planta con una suspensién acuosa que contiene células de una
cepa de Agrobacterium y al menos un abrasivo suspendido en dicha suspension.

comprendiendo dicha cepa de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construcciéon de acido
nucleico que contiene una secuencia de ADN de interés, codificando dicha secuencia de ADN de interés dicha
proteina o dicho ARN, como se define adicionalmente en la reivindicacion 1.

(2) Un procedimiento de produccién de una proteina de interés en una planta, que comprende

(i) cultivar dicha planta hasta un estado de crecimiento deseado;

(i) expresar, en dicha planta, dicha proteina de interés, que comprende la pulverizacion de las partes aéreas
de dicha planta con una suspensién acuosa que contiene células de una cepa de Agrobacterium y al menos
un abrasivo suspendido en dicha suspension,

comprendiendo dicha cepa de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construccién de acido
nucleico una secuencia de ADN de interés, codificando dicha secuencia de ADN de interés dicha proteina de
interés, como se define adicionalmente en la reivindicacion 2.

(3) Un procedimiento de proteccién de cultivos vegetales en un campo de una plaga, que comprende

(i) cultivar dichas plantas en el suelo de dicho campo;

(i) determinar, en un estado de crecimiento de las plantas deseado, la infestacion de al menos una de dichas
plantas por una plaga;

(iii) expresar, en dichas plantas, una proteina o ARN que es perjudicial para la plaga determinada en la etapa
previa, que comprende la pulverizaciéon de las partes aéreas de dichas plantas con una suspension acuosa
que contiene células de una cepa de Agrobacterium y al menos un abrasivo suspendido en dicha suspension,

comprendiendo dicha cepa de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construccion que
contiene una secuencia de ADN de interés unida operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de
ADN de interés dicha proteina o dicho ARN, como se define adicionalmente en la reivindicacion 3.

(4) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3), donde dicha suspension acuosa contiene dichas
células de dicha cepa de Agrobacterium en una concentracion de como mucho 2,2 x 107, preferentemente como
mucho 1,1 x 107, mas preferentemente como mucho 4,4 x 106, mas preferentemente de como mucho 1,1 x 108
ufc/ml de dicha suspension.

(5) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (4), donde dicho abrasivo es un vehiculo inorganico
particulado para polvos humectables, tales como silice o carburo de silicio.

(6) El procedimiento de acuerdo con (5), donde dicha suspensién acuosa contiene dicho abrasivo en una
cantidad de entre 0,02 y 2, preferentemente entre 0,05 y 1 y mas preferentemente entre 0,1y 0,5 % por peso de
dicha suspension.

(7) El procedimiento de acuerdo con (5) o (6), donde el tamafio medio de particula del abrasivo afiadido a la
suspension esta entre 0,1 y 30, preferentemente entre 0,1 y 10, mas preferentemente entre 0,5 y 10, y mas
preferentemente entre 0,5y 5 pm.

(8) EIl procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (5) a (7), donde el abrasivo tiene un valor D90 de como
mucho 40 pm, preferentemente como mucho 30 um; y donde el abrasivo no contiene particulas que tengan un
tamafio por encima de 45 ym, preferentemente no mayor de 40 pm.

(9) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (8), donde el adyuvante de la pulverizacion es un
tensioactivo de silicio organico.

(10) El procedimiento de acuerdo con (9), donde el tensioactivo de silicio organico es un heptametiltrisiloxano
modificado con un polialquilenéxido.

(11) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (10), donde dicha construccién de acido nucleico
esta flanqueado por una secuencia limitrofe de T-ADN al menos en un lado, que permite la transferencia de
dicha construccién de acido nucleico en las células de dicha planta.

(12) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (11), donde dicha construccién de acido nucleico
codifica un vector de replicacion virica que codifica dicha proteina de interés, siendo incapaz dicho vector de
replicacion virico del movimiento sistémico en dicha planta.

(13) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (11), donde dicha secuencia de ADN de interés
esta unido operativamente unido a un promotor activo en las células vegetales.

(14) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (13), donde dicha planta es una planta
dicotiledonea.
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(15) El procedimiento de acuerdo con (14), donde dicha planta es el tabaco u otras especies del género
Nicotiana, remolacha azucarera u otras especies del género Beta, tomate, patata, pimienta, soja, alfalfa,
guisante, judias, canola u otras especies del género Brassica, algodon.

(16) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (13), donde dicha planta es una planta
monocotiledénea.

(17) El procedimiento de acuerdo con (16), donde dicha planta es el arroz, maiz, trigo, cebada, avena, mijo,
sorgo.

(18) El procedimiento de acuerdo con (2), donde dicha proteina es una celulasa que se utiliza en la sacarizacion
de celulosa o polimeros de hemi-celulosa.

También describe del uso de un material inorganico particulado para la transfeccioén transitoria en plantas. En dicho
uso, las plantas pueden pulverizar con una suspension acuosa que contiene células de Agrobacterium y el material
inorganico particulado.

Se describe adicionalmente un procedimiento de transfeccién de una planta, que comprende la pulverizacion de las
partes aéreas de dicha planta con una suspensién acuosa que contiene al menos un abrasivo en dicha suspension,
seguido por la pulverizacion de dichas partes aéreas de dicha planta con una suspension acuosa que contiene
células de una cepa de Agrobacterium que comprende una molécula de ADN que comprende una construccion de
acido nucleico que contiene una secuencia de ADN de interés. Dicha secuencia de ADN de interés puede codificar
una proteina o ARN que se va a expresar en dicha planta.

Ademas, se describe un procedimiento de transfeccién de una planta con una construccion de acido nucleico o una
secuencia de ADN de interés, que comprende la pulverizacién de dicha planta tal como las partes aéreas de dicha
planta con una suspension acuosa que contiene células de una cepa de Agrobacterium, comprendiendo dicha cepa
de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construccion de acido nucleico que contiene una
secuencia de ADN de interés; donde dicha suspension acuosa contiene dichas células de dicha ce Pa de
Agrobacterium en una concentracion de como mucho 2,2 x 10, preferentemente como mucho 1,1 x 10°, mas
preferentemente como mucho 4,4 x 10°, mas preferentemente como mucho 1,1 x 10° ufc/ml de dicha suspension; y
donde dicha suspensiéon comprende ad|C|onaImente un adyuvante de pulverizaciéon agricola, preferentemente un
tensioactivo no i6nico o un agente humectante.

Los inventores de la presente invencion han encontrado una manera para aumentar fuertemente la probabilidad de
conseguir la transfeccién de una planta por Agrobacterium. Los inventores han descubierto que la adicion de un
material particulado insoluble en las suspensiones acuosas de Agrobacterium aumenta fuertemente la eficacia de
transfeccion que se consigue por pulverizacion de las partes aéreas de la planta con la suspension. La alta eficacia
conseguida permite por primera vez la transfeccién de plantas con suspensiones de Agrobacterium a gran escala tal
como en los campos agricolas, de esta manera se pueden evitar los métodos de infiltracion engorrosos que utilizan
diferencias de presion. La invencién también permite la transfeccion de plantas que hasta ahora no eran adecuadas
para la transformacion por pulverizacion con suspensiones de Agrobacterium.

Descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra esquematicamente vectores utilizados en los ejemplos. RB y LB se mantiene para los bordes
derecho e izquierdo del T-ADN. P35S: promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, O: amplificador
traduccional omega; Tnos: terminador de la nopalina sintasa; Tocs: terminador ocs.

La Fig. 2A y B representan vectores viricos basados en TMV con capacidad de movimiento célula a célula.
Pact2: promotor del gen de actina2 de Arabidopsis; o: extremo 5’ de TVCV (virus de aclaramiento de la vena del
tulipan); RdRp: fase de lectura abierta (ORF) de la ARN polimerasa dependiente de ARN del cr-TMV
(tobamovirus que infecta cruciferas); MP: ORF de la proteina de movimiento de cr-TMV; N: regién 3’ no traducida
de cr-TMV; Tnos o nos: terminador de la nopalina sintasa; SP: péptido de sefal; los segmentos blancos que
interrumpen los segmentos grises en las ORF de RdRp y MMP indican los intrones insertados en estas ORF
para aumentar la probabilidad de la formacion de replicones ARN en el citoplasma de las células vegetales, que
se describe en detalle en el documento WO2005049839.

La Fig. 3 representa vectores basados en TMV que carecen de capacidad de movimiento célula a célula. Una
mutacion puntual en la ORF de MP da lugar a un cambio de fase (fs) que evita la traduccién correcta de MP.

La Fig. 4A y B representa los vectores basados en PVX (virus X de la patata) con capacidad de movimiento
célula a célula. PVX-pol: ARN polimerasa de pendiendo de ARN de PVX; CP: ORF de proteina de revestimiento;
25 K, 12 Ky 8 juntos indica los mddulos de bloqueo genético triple de 25 kDa, 12 kDa y 8 kDa del PVX; N: region
no traducida 3’ de PVX.

La Fig. 5A y B representa vectores basados en PVX con eliminacién de la secuencia codificante de la proteina de
revestimiento incapacitada para ambos movimientos sistémico y de célula a célula.

La Fig. 6 son fotografias que muestran la fluorescencia de GFP 4 dpi (dias post inoculacién) bajo la luz uv debido
a la expresion de GFP tras sumergir las hojas de plantas de Nicotiana benthamiana durante 1 minuto en cultivos
agrobacterianos diluidos que contlenen un 0,1 % por peso del tensioactivo Silwet L-77 como se describe en el
Ejemplo 2. Los niumeros 102 y 10 muestran el factor de dilucion de los cultivos agrobacterianos de una noche
de DO = 1,5 a 600 nm y por lo tanto indican una dilucién de 100 veces y 1000 veces, respectivamente. Se
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indican los vectores que se utilizan y se pueden asociar con el vector apropiado que se muestra en las Fig. 1 a 5.
Vector transcripcional 35S-GFP+P19 que expresa GFP bajo el control del promotor 35S y se co-expresa con el
supresor de silenciamiento P19 (pNMD293); los vectores viricos TMV (fsMP)-GFP y PVX (ACP)-GFP que
carecen de capacidad de movimiento célula a célula (pPNMD570 y pNMD620, respectivamente). El porcentaje de
células que expresan GFP (indicado) se conté después del aislamiento de protoplastos de la mitad izquierda del
limbo de la hoja.

La Fig. 7 muestra fotografias de protoplastos aislados para el recuento de células que expresan GFP. Los
protoplastos que expresan GFP aislados después de sumerglr hojas de Nicotiana benthamiana en una
suspension agrobacteriana (DO600 = 1,5, factor de dilucion 10™%). El vector virico basado en TMV (fsMP)-GFP-
TMV que carece de capacidad de movimiento células a células (pNMD570), 0,1 % de Silwet, inmersion de 1 min,
se aislaron los protoplastos a los 4 dpi.

Fig. 8. Influencia de la concentracion de Silwet L-77 y densidad de cultivo agrobacteriano sobre la eficacia de
transfeccion después de sumerglr hojas de Nicotiana benthamiana en suspension agrobacteriana (DO600 = 1,5,
factores de dilucion 102 y 10). El vector transcripcional 35S-GFP+P19 que expresa GFP bajo el control del
promotor 35S y que se co-expresa con el supresor de silenciamiento P19 (pNMD293). Concentracion de Silwet
0,1 %y 0,05 %, 10 s de inmersion, 8 dpi.

Fig. 9. Influencia de la concentracion de Silwet L-77 y densidad de cultivo agrobacteriano sobre la eficacia de
transfeccion después de sumerglr hojas de Nicotiana benthamiana en suspension agrobacteriana (DO600 = 1,5,
factores de dilucion 102 y 10®). El vector virico TMV (fsMP)-GFP — basado en TMV que carece de la capacidad
de movimiento célula a célula (pNMD570). Concentracion de Silwet 0,1 % y 0,05 %, 10 s de inmersion, 8 dpi. Se
hizo un recuento de las células que expresan GFP después del aislamiento de protoplastos de la mitad izquierda
del limbo de la hoja.

Fig. 10. Influencia de la concentracion de Silwet L-77 y densidad de cultivo agrobacteriano sobre la eficacia de
transfeccion después de sumerglr hojas de Nicotiana benthamiana en suspension agrobacteriana (DO600 = 1,5,
factores de dilucion 10% y 10). El vector virico PVX (ACP)-GFP — basado en PVX que carece de la capacidad
de movimiento célula a célula (pNMD620). Concentracion de Silwet 0,1 % y 0,05 %, 10 s de inmersion, 8 dpi. Se
hizo un recuento de las células que expresan GFP después del aislamiento de protoplastos de la mitad izquierda
del limbo de la hoja.

Fig. 11. Comparacion de las tasas de transfeccion que se consiguen por inmersion y pulverizacion de Nicotiana
benthamiana en/con suspensiones agrobacterianas. Se indican los factores de dilucion y las tasas de
transfeccion. La concentracion de Silwet-77 era del 0,1 % por peso. El cultivo agrobacteriano (pNMD570, vector
virico basado en TMV que carece de la capacidad de movimiento célula a célula) se cultivé a DO600 = 1,5y se
diluyd 100 veces (102) en tampon para infiltracion suplementado con 0,1 % de Silwet-77. Duracién de inmersion
10 s. Las fotos se tomaron a los 8 dpi. Se calculd el porcentaje de células que expresaban GFP después del
aislamiento de los protoplastos de la mitad izquierda del limbo de la hoja.

La Fig. 12 muestra fotografias de la expresion de GFP después del suministro de agrobacterias diluidas a
Nicotiana benthamiana pulverizando con tensioactivo. Vector virico basado en TMV con capacidad de
movimiento célula a ceIuIa (TMV-GFP pNMD560); suspensiones agrobacteriana de DO600 = 1,5 se diluyeron
por factores de dilucion 102y 10™ como se indica; 0,1 % de Silwet L-77, se tomaron las fotografias a los 8 dpi.

La Fig. 13A muestra los resultados de los experimentos de transfeccion |nf||trando (utilizando una jeringa sin
aguja) diferentes plantas con diluciones de 100 veces (factor de dilucion 10?) de DO600 = 1,5 de cultivos
agrobacterianas. Las suspensiones utilizadas para la pulverizacion contenian un 0,1 % por peso de Silwet L-77
como se describe en el Ejemplo 3. Para cada caso, la misma hoja se muestra bajo luz normal y bajo luz uv que
muestra la expresion de GFP. Los circulos discontinuos indican el area de hoja tratado. Los numeros cercanos al
area de hoja tratado indican la cepa/vector que se utiliza de la siguiente manera:

A) Infiltracion por jeringa. Vectores: 1 — TMV (fsMP)-GFP (pNMD570); 2 — TMV (MP)-GFP pNMD560); 3- PVX
(ACP)-GFP (pNMD620); 4 — PVX (CP)-GFP (pNMD630); 5 — 35S-GFP + P19 (pNMD293). Los cultivos
agrobacterianos se cultivaron hasta una DO600 = 1,5 y se diluyeron 100 veces; se tomaron las fotografias a
los 8 dpi.

B) De manera similar a A, sin embargo la transfeccion se llevé a cabo por infiltracion al vacio. Vector: PVX
(CP)-GFP (pNMD630). Los cultivos agrobacterianos se cultivaron hasta una DO600 = 1,5 y se diluyé 100
veces; se tomaron las fotografias a los 43 dpi.

Fig. 14. Exploracion del vector de expresion éptimo utilizando infiltracion por jeringa con miembros de las familias
Asteraceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae y Malvaceae. Los nimeros indican las cepas/vectores utilizados de
la siguiente manera: 1-TMV (fsMP)-GFP (pNMD570); 2-TMV (MP)-GFP (pNMD560); 3-PVX (ACP)-GFP
pNMD620); 4-PVX (CP)-GFP (pNMD630) 5-35S-GFP + P19 (pNMD293). Factor de dilucion de cultivos
agrobacterianos (DO600 = 1,5-1,7): 10 las fotografias se tomaron a los 8 dpi.

La Fig. 15 muestra factores que aumentan la transfeccion agrobacteriana: acetosiringona (AS). Vectores: 1-TMV
(fsMP)-GFP (pNMD570); 2-TMV (MP)-GFP (pNMD560); 3-PVX (ACP)-GFP (pNMD620); 4-PVX (CP) -GFP
(PNMD630); 5-35S-GFP + P19 (pNMD293). Dilucion de cultivos agrobacterianos (DOGOO =1,5-1,7): 102 Para
el tratamiento con AS, se afadieron 200 uM de acetosiringona (AS) a la suspension agrobacteriana 2 horas
antes de la transfeccion. Para la comparacion, las hojas transfectadas con las suspensiones que no contenian
AS también se muestran (no AS).
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Fig. 16. Fotografias que muestran la expresion de GFP bajo luz ultravioleta de distintas especies de Nicotiana
después de pulverizar plantas completas con suspensiones agrobacterianas diluidas 1000 veces de DO600 =
1,0. Se utilizaron vectores viricos basados en PVX con capacidades de movimiento célula a célula y sistémico
(PVX (+CP)-GFP, pNMD600). Las suspensiones pulverizadas contenian un 0,1 % por peso de Silwet L-77. Se
tomaron las fotografias 12 dpi.

La Fig. 17 muestra la expresion de GFP después del suministro de agrobacterias diluidas a plantas de espinaca
y remolacha sumergiéndolas con tensioactivo. Se utilizaron un vector transcripcional asi como vectores viricos
basados en PVX 'y TMV sin capacidad de movimiento célula a célula. Se cultivaron los cultivos agrobacterianos a
DO600 = 1,5y se diluyeron 1:100; 0,1 % de Silwet L-77, inmersion durante 10 s. Se tomaron las fotografias a los
12 dpi.

La Fig. 18 muestra la expresion después del suministro de agrobacterias diluidas a plantas de tomate
Lycopersicon esculentum por pulverizacion en presencia de tensioactivo. El vector %ue se utilizé era PVX (CP)-
GFP (pNMDG630). El factor de dilucion del cultivo agrobacteriano (DO600 = 1,5): 10, 0,1 % de Silwet L-77, 200
MM de acetosiringona; se tomaron fotografias a los 14 dpi.

La Fig. 19 muestra la expresion de GFP después del suministro de agrobacterias diluidas a plantas de uchuva
Physalis peruviana pulverizando con tensioactivo. Vector PVX (CP)-GFP (pNMD630). Dilucién de cultivo
agrobacteriano (DO600 = 1,5): 10'2, 0,1 % Silwet L-77, 200 uM de acetosiringona; se tomaron las fotografias a
los 14 dpi.

La Fig. 20 muestra una comparacion entre la transfeccion por infiltracion utilizando una jeringa y la pulverizacion.
Los numeros indican la cepa de Agrobacterium/vector utilizados. El suministro de agrobacterias diluidas a las
hojas de algodén Gossypium hirsutum L. utilizando la infiltracion con jeringa y pulverizacion con suspensiones
agrobacterianas. Los cultivos agrobacterianos (cepa ICF320) se cultivaron hasta la DO600 = 1,7-2,0, diluidos por
un factor de 10? con un tampon para infiltracion, e incubados con 200 M de acetosiringona durante 2 horas
antes de su uso. Para la pulverizacion, las suspensiones agrobacterianas se suplementaron adicionalmente con
0,1 % de Silwet L-77.

Infiltracion: 1- TMV (fsMP)-GFP (pNMD570); 2-TMV (MP)-GFP (pNMD560); 3-PVX (ACP)-GFP (pNMD620);
4-PVX (CP)-GFP (pNMD630); 5-35S-GFP+P19 (pNMD293).

Pulverizaciéon: TMV (MP)-GFP (pNMD560).

Se utilizaron plantas de Nicotiana benthamiana como control positivo.

La Fig. 21 muestra la expresion de GFP en las hojas de algodéon Gossypium hirsutum L. infiltradas con una
suspension de agrobacterias que alberga los vectores viricos y transcripcionales.

A) SDS-PAGE con tincién por Coomasie; B) Transferencia de Western hibridada con anticuerpo anti-GFP
(1:3000), Anticuerpo secundario: anti-ratén-HRP (1:5000). Las calles eran las siguientes:

1- hojas de N. benthamiana no infectadas;

2- hojas de algodon no infectadas;

3- hojas de col roja no infectadas;

4- proteina marcadora (Fermentas, n°® SM0671);

5-TMV (fsMP)-GFP (pNMD570) en Nicotiana benthamiana;
6-TMV (fsMP)-GFP (pNMD570) en algodon;

7-TMV (fsMP)-GFP (pNMD560) en algodon;

8-PVX (ACP)-GFP (pNMD620) en algodon;

9-PVX (CP)-GFP (pNMD630) en algodon;

10-35S9-GFP + P19 (pPNMD293) en algodon;

Se hirvieron 100 mg de material foliar en 600 yl de 1 x tampon de Laemmli que contenia beta-
mercaptoetanol; se cargaron alicuotas de 2,5 ul en el gel.

La Fig. 22 muestra la expresion de GFP después del suministro de agrobacterias en hojas de Beta vulgaris
vulgaris L. utilizando la pulverizacion con tensioactivo; influencia de acetosiringona y abrasivo. Vector: PVX (CP)-
GFP (pNMDG630). Las células agrobacterianas se incubaron con 200 pM de acetosiringona durante 2 horas antes
de la pulverizacion. Para el tratamiento abrasivo se afiadié un 0,3 % de carborundo (mezcla de carburo de silicio
de F800, F1000 y F1200 particulas, Mineraliengrosshandel Hausen GmbH, Telfs, Austria) a la suspension
agrobacteriana. El factor de dilucion de agrobacterias de DO600 = 1,4: 10. Las hojas con puntos de expresion
de GFP se indican a la derecha.

La Fig. 23 muestra la expresion después del suministro de agrobacterias diluidas a las plantas de diferentes
especies pulverizando con tensioactivo y abrasivo. Vectores: TMV (MP)-GFP (pNMD600) y PVX (CP)-GFP
(PNMD630), factor de dilucion del cultivo agrobacteriano (DO600 = 1,5): 10'2, un 0,1 % de Silwet L-77, un 0,3 %
de carburo de silicio.

La Fig. 24 muestra la expresion después de triples tratamiento posteriores de plantas Nicotiana benthamiana con
agrobacterias que albergan vectores viricas. La inmersion de las hojas se llevé a cabo con un intervalo de 7 dias
en el orden:
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A) PVX (ACP)-GFP, PVX (CP)-dsRED, TMV (MP)-GFP;
B) TMV (fsMP)-GFP, PVX (CP)-dsRED, PVX (CP)-GFP;
C) PVX (ACP)-GFP, TMV (MP)-dsRED, PVX (CP)-GFP;
D) TMV (fsMP)-GFP, PVX (CP)-dsRED, TMV (MP)-GFP;
E) TMV (fsMP)-GFP, TMV (MP)-dsRED, TMV (MP)-GFP;
F) PVX (ACP)-GFP, TMV (MP)-dsRED, TMV (MP)-GFP;
G) TMV (fsMP)-GFP, PVX (CP)-dsRED, TMV (MP)-GFP;
H) PVX (ACP)-GFP, PVX (CP)-dsRED, TMV-GFP.

Tratamientos Unicos:

) TMV (fsMP)-GFP; J) PVX (ACP)-GFP; K) TMV (MP)-GFP; L) PVX (CP)-GFP; M) TMV (MP)-dsRED y N)
PVX (CP)-dsRED.

Fig. 25. Analisis de expresion de GFP en plantas de Nicotiana benthamiana pulverizadas con suspensiones
agrobacterianas (factor de dilucion 10?) que albergan vectores TMV (MP)-GFP (pNMD600) y PVX (CP)-GFP
(PNMD630)

A) plantas de Nicotiana benthamiana transfectadas por pulverizacion, fotografias tomadas a los 15 dpi.

B) SDS-PAGE con tincién de Coomasie; 12 % de gel, condiciones reductoras. Hojas de plantas de N.
benthamiana transfectadas por pulverizacién que expresan GFP se recolectaron a los 15 dpi. El material
vegetal se extrajo con 6 volimenes de 1 x tampdn de Laemmli que contenia beta-mercaptoetanol. Después
de calentar a 95 °C, se cargaron alicuotas de 10 ul en el gel.

L-Proteina marcadora (Fermentas, n° SM0671);
1-TMV (MP)-GFP, planta 1;

2- TMV (MP)-GFP, planta 2;

3- TMV (MP)-GFP, planta 3;

4- PVX (MP)-GFP, planta 1;

5- PVX (MP)-GFP, planta 2;

6- PVX (MP)-GFP, planta 3;

U- tejido foliar de N. benthamiana no infectado.
7- TMV (MP)-GFP, planta infilirada al vacio;

8- PVX (MP)-GFP, planta infiltrada al vacio.
RbcL- RUBISCO subunidad grande.

)-
)-

Fig. 26. SDS-PAGE con tincion Coomasie para el analisis del interferon alfa-a humano (Hu-IFN-aA) y Klip27-
Mini-Insulina expresados en plantas de Nicotiana benthamiana pulverizadas con suspensiones agrobacterianas
de vectores viricos basados en TMV capaces de movimiento célula a célula.

A) vectores Hu-IFN-aA: pNMD38 y pNMD45, factor de dilucion 102 del cultivo agrobacteriano, recolectando a
los 12 dpi.

L - proteina marcadora (Fermentas, n° SM0671);
1 - pNMD38, infiltracién con jeringa;

2 - pNMD38, pulverizacion, hoja 1;

3 - pNMD38, pulverizacion, hoja 2;

4 - pNMD38, pulverizacion, hoja 3;

5 - pNMD45, pulverizacion, hoja 1;

6 - pPNMD45, pulverizacion, hoja 2;

7 - pPNMD45, pulverizacion, hoja 3;

U — tejido foliar de N. benthamiana no infectado.

B) Klip27-Mini-Insulina: pNMD331, factores de dilucién 10? y 10 de cultivo agrobacteriano, recolectado a los
12 dpi.

L- Proteina marcadora (Fermentas, n° SM0671);

1- pNMD331, infiltracion por jeringa, dilucién 10'3;

2- pNMD331, pulverizacion, dilucién 10'3;

3- pPNMD331, infiltracion con jeringa, dilucion 1073,

El material vegetal se extrajo con 6 volimenes de 1 x de tampon Laemmli que contenia beta-
mercaptoetanol. Se separaron alicuotas de 10 pl en un 15 % de gel de poliacrilamida en condiciones
reductoras.

Fig. 27. Expresion de celulasas en plantas de N. benthamiana conseguida por la pulverizacion de cultivos
agrobacterianos diluidos que albergan vectores TMV capaces de movimiento célula a célula (7 y 10 dpi). Las
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plantas de N. benthamiana se inocularon con diluciones de 102 (panel superior) y 10” (panel inferior) de cultivos
de Agrobacterium (DO600 = 1,3) con jeringa sin aguja o por pulverizacion con un 0,1 % de Silwet L-77. Los
niveles proteicos de fusiones de celulasa se analizaron en extractos en bruto utilizando SDS-PAGE con tincion
Coomasie.

Para los extractos en bruto, se molieron 50 mg de material vegetal (muestras agrupadas de 3 hojas
independientes) recolectadas 10 dpi en nitrégeno liquido, extraido con 5 vol. de 2 x de tampdon Laemmli y se
desnaturalizaron a 95 °C durante 5 min. Se analizaron 7,5 pl de cada muestra por SDS-PAGE AL 10 % y tincion
con Coomasie.

L - Proteina marcadora (Fermentas, n° SM0671);

1 - tejido foliar de N. benthamiana no infectado;

2 - exocelulasa E3 de Thermobifida fusca dirigida al apoplasto;

3 - exoglucanasa 1 (CBH |) de Trichoderma reesei dirigida al apoplasto;

4 - b-glucosidasa BGL4 de Humicola grisea dirigida a los cloroplastos;

5 - b-glucosidasa BGL4 de Humicola grisea expresada en el citosol;

6 - b-glucosidasa BGL4 marcada con His de Humicola grisea;

7 - exocelulasa E3 de Thermobifida fusca dirigida a los cloroplastos;

8 - endoglucanasa E1 de Acidothermus cellulolyticus dirigida a apoplastos.

Fig. 28. Induccion de biosintesis de antocianina en hojas de Nicotiana tabacum mediante la expresion transitoria
por infiltracion de factor de transcripcion MYB de antocianina 1 (ATN1) de Lycopersicon esculentum (AAQ55181).
7 dpi, Cultivo de Agrobacterium (DO600 = 1,4) factor de dilucién 102

Fig. 29 Cambios morfologicos en plantas de Nicotiana benthamiana causados por la expresion transitoria del gen
de la isopentenil transferasa (ipt) suministrado por pulverizaciéon con la agrobacteria diluida que alberga el vector
transcripcional que contiene la secuencia codificante de ipt bajo el control del promotor 35S. El cultivo de
Agrobacterium (DO600 = 1,4) se diluyé por un factor de 107 y suplementado con 0,1% de Silwet L-77; las
fotografias se tomaron a los 45 dpi.

A) Constitucion de plantas transfectadas. ipt — Las plantas se pulverizaron con un cultivo agrobacteriano
diluido (construccion pNMD460); control — plantas pulverizadas con tampén de transfeccion que no contiene
agrobacterias.

B) Hojas de plantas transfectadas. Arriba: hojas de plantas pulverizadas con un tampén de transfeccion que
no contienen agrobacterias. Abajo: hojas de plantas pulverizadas con cultivo agrobacteriano diluido
(construccién pNMD460).

Fig. 30. La expresion transitoria de endotoxinas de Bacillus thuringiensis después de la pulverizacion con cultivos
agrobacterianos diluidos que albergan los vectores de expresion basados en PVX correspondientes protege las
plantas de Nicotiana benthamiana del dafio por alimentacion de larvas de gusanos del tabaco Manduca sexta
Las plantas se pulverizaron con cultivos de agrobacteria (DO600 = 1,4-1,7) diluidos por un factor de 107 y
suplementado con un 0,1 % de Silwet L-77. Dos semanas mas tarde, 3 larvas de 3° estadio larvario se
alimentaron con cada planta. Se tomaron fotografias en 2 semanas después del inicio de la alimentacion.
Fig. 31. Fenotipos de N. benthamiana que expresa transitoriamente defensina MsrA2 y GFP mediante vectores
basados en TMV con capacidad de movimiento de célula a célula (pPNMD1071 y pNMD560, respectivamente). Se
llevé a cabo la inoculacion con Pseudomonas a los 3 dias post inoculacién con Agrobacterium. Se tomaron
fotografias a los 4 dias post inoculacién con Pseudomonas. La inoculacion de las hojas con Agrobacterium y
Pseudomonas se llevaron a cabo utilizando jeringas sin aguja.
Fig. 32 muestra la expresion de GFP después del suministro de agrobacterias en hojas de berenjena Solanum
melongena L. utilizando la pulverizacion con tensioactivo (un 0,1 % de Silwet L-77); influencia del abrasivo.
Vector: PVX (CP)-GFP (pNMD630). Las células agrobacterianas (cepa ICF320) se incubaron con 200 uM de
acetosiringona durante 2 horas antes de la pulverizaciéon. Para el tratamiento abrasivo, se afiadié un 0,3 % de
carborundo (mezcla de particulas de carburo de silicio de F800, F1000 y F1200, Mineraliengrosshandel Hausen
GmbH Telfs, Austria) a la suspension agrobacterlana El factor de dilucidon de agrobacterias de DO600 = 1,3: 10
2. Se tomaron fotografias a los 19 dpi. El nimero de los puntos que expresan GFP se dan a la derecha.
La Fig. 33 muestra la expresion de GFP después de suministrar agrobacterias a hojas de pimienta Capsicum
annuum L. cv Feher Gelb utilizando pulverizacion con tensioactivo (un 0,1 % de Silwet L-77); accion sinérgica de
acetosiringona y abrasivo. Vector: PVX (CP)-GFP (pNMD630). Las células de Agrobacteria (cepa ICF320) se
incubaron con 200 yM de acetosiringona durante 2 horas antes de la pulverizacion. Para el tratamiento con
abrasivo se afiadio un 0,3 % de carborundo (mezcla de particulas de carburo de silicio de F800, F1000 y F1200,
Mineraliengrosshandel Hausen GmbH Telfs, Austria) a la suspension agrobacterlana Factor de dilucién de
agrobacterias de DO600 = 1,4: 102, Las fotografias se tomaron a los 18 dpi. EI nimero de puntos de expresion
de GFP se da a la derecha.
La Fig. 34 representa la expresion de GFP después del suministro de agrobacterias a hojas de patata Solanum
tuberosum L. cv Mirage utilizando infiltracion al vacio y pulverizacion con tensioactivo (un 0,1 % de Silwet L-77);
comparacion con infiltraciéon al vacio y pulverizacion. Vector: PVX (CP)-GFP (pNMD630). Las células
agrobacterianas (cepa ICF320) se incubaron con 200 pM de acetosmngona durante 2 horas antes de la
pulverizacion. Factor de dilucién de agrobacterias de DO600 = 1,5: 102. Se tomaron las fotografias a los 14 dpi.
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La Fig. 35 muestra la expresion de GUS después del suministro de agrobacterias a hojas de colza Brassica
napus L. utilizando infiltracion con jeringa y pulverizacion con tensioactivo (un 0,1 % de Silwet L-77). Vector: 35S-
GUS+35S-P19 (pNMD1971) Las células agrobacterianas (cepa EHA105) se incubaron con 200 pM de
acetosmngona durante 2 horas antes de la Pulverlzamon Factor de dilucion de agrobacterlas de DO600 = 1,3:
10" y 10?2 Infiltracién con jeringa: 1:10" dilucion de cultivo agrobacteriano; 2: 10 dilucién del cultivo
agrobacteriano. Para la pulverizacion, se utilizé la dilucién del cultivo agrobacteriano 1: 10™. Las fotografias de las
hojas infiltradas y pulverizadas se tomaron a los 5 y 13 dpi, respectivamente.

La Fig. 36 representa la expresion de GUS después del suministro de agrobacterias a hojas de cebolla Allium
cepa cv Stuttgarter Riesen pulverizadas con agrobacterias utilizando tensioactivo (un 0,1 % de Silwet L-77). Las
células agrobacterianas (cepas EHA105 y GV3101) se incubaron con 200 uyM de acetosiringona durante 2 horas
antes de la pulverizacion. Vectores: 35S-GUS+35S-P19 (pNMD1971 y promotor de actina de arroz -GUS+35S-
P19 (pPNMD2210). Factor de dilucion de agrobacterias de DO600 = 1,3: 10°™". Se tomaron las fotos a los 11 dpi.

La Fig. 37 muestra el fotoblanqueamiento por silenciamiento genético de fiteno desaturasa (PDS) en hojas de
Nicotiana benthamiana después del suministro mediado por Agrobacterium de construcciones PVX que albergan
el fragmento de secuencia codificante de PDS en una orientacion antisentido; comparacion de infiltracién con
jeringa y pulverizacion con surfactante (un 0,1 % de Silwet L-77). Vector: PVX (CP)-antiPDS (pNMDO050); cepa
de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101. Factor de dilucion de agrobacterias de DO600 = 1,5: 102 Se
tomaron fotografias a los 21 dpi y 140 dpi.

La Fig. 38 muestra el efecto de la expresion transitoria de flagelina en la infeccion de Nicotiana benthamiana por
Pseudomonas. A) Las hojas de plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con Pseudomonas syringae pv.
syringae B728a. B) Los sintomas de la enfermedad se cuentan como el numero de lesiones necréticas (que se
ven como puntos oscuros) por hoja. 1- la planta se pulverizd preliminarmente con una suspension de
agrobacterias (cepa ICF320) que albergaba el vector PVX (CP) que proporciona la expresion de la fusion
traduccional de flagelina de longitud completa (YP236536) de Pseudomonas syringae pv syringae B728a con el
péptido de sefal de a-amilasa apoplastica de cebada (pNMD1953); 2- las plantas pulverizadas preliminarmente
con células de agrobacterias (cepa ICF320) sin ningun vector que contenga T-ADN.

Descripcion detallada de la invencién

En la invencion, se utilizan agrobacterias para transfectar plantas con una secuencia o construccion de interés
pulverizando con suspensiones acuosas que contienen células de una cepa de Agrobacterium. La cepa de
Agrobacterium puede pertenecer a las especies de Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes que se
utilizan comdnmente para la transformacion y transfeccion de plantas y que se conoce por el experto a partir de
conocimiento general. La cepa de Agrobacterium comprende una molécula de ADN que comprende construcciones
nucleicas que contienen una secuencia de ADN de interés. La secuencia de ADN de interés codifica una proteina o
un ARN que se va a expresar en las plantas. La construcciéon nucleica esta presenta normalmente en T-ADN de
plasmidos Ti para la introduccién de la construccion nucleica en las células vegetales por el sistema secretor de la
cepa de Agrobacterium. En al menos un lado o en ambos lados, la construccion de acido nucleico esta flanqueado
por una secuencia limitrofe de T-ADN para permitir la transfeccion de dichas plantas y la introduccién en las células
de dicha planta con dicha secuencia de ADN de interés. En la construccién de acido nucleico, la secuencia de ADN
de interés esta presente de manera que sea expresable en las células vegetales. Para este fin, la secuencia de ADN
de interés es, en dicha construccion de acido nucleico, normalmente bajo el control de un promotor activo en células
vegetales. Ejemplos de la secuencia de ADN de interés son una secuencia de ADN que codifica un replicon virico o
un ARN de replicén virico o un gen que se va a expresar. El gen puede codificar un ARN de interés o una proteina
de interés que se va a expresar en las células vegetales. También los replicones viricos normalmente codifican un
ARN o una proteina de interés que se va a expresar en plantas. La construccién de ADN puede comprender,
ademas de la secuencia de ADN de interés, otras secuencias tales como las secuencias reguladoras de la
secuencia de ADN de interés. La transferencia genética mediada por Agrobacterium y los vectores para la misma
son conocidas por el experto en la técnica, por ejemplo, a partir de las referencias citadas en la introduccién o de los
libros de texto sobre biotecnologia en plantas tales como Slater, Scott y Fowler, Plant Biotechnology, segunda
edicion, Oxford University Press, 2008.

En realizaciones en las que se desea la fuerte expresion de un proteina o ARN o en las que la acumulaciéon de
acidos nucleicos viricos en grandes cantidades en las células vegetales y los posibles efectos sobre la salud de la
planta no es un problema, la construccién de acido nucleico puede codificar un vector virico replicante que se puede
replicar en células vegetales. Con el fin de replicarse, el vector virico contiene un origen de replicaciéon que se puede
reconocer por una acido nucleico polimerasa presente en las células vegetales, tales como la polimerasa virica
expresada por el replicon. En el caso de los vectores viricos ARN, los replicones pueden formarse por transcripcion
bajo el control de un promotor de plantas, a partir de la construccién de ADN después de que este ultimo se haya
introducido en el nucleo de la planta. En el caso de los replicones viricos ADN, los replicones viricos se pueden
formar por recombinacién entre dos sitios de recombinaciéon que flanquean la secuencia codificante del replicon
virico en la construccion de ADN, por ejemplo como se describe en los documentos WO00/17365 y WO 99/22003. Si
los replicones viricos se codifican por la construccion de ADN, se prefieren replicones viricos ARN. El uso de
replicones viricos ADN y ARN se han descrito extensamente en la bibliografia al menos durante los ultimos 15 afios.
Algunos ejemplos son las siguientes publicaciones de patente de Icon Genetics: W02008028661, WO2007137788,
WO 2006003018, WO2005071090, WO2005049839, W0O02097080, W0O02088369, WO02068664. Un ejemplo de
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los vectores viricos ADN son los que se basan en geminivirus. Para la presente invencion, se prefieren vectores
viricos o replicones basados en virus ARN de plantas, sobre todo basados en virus ARN de cadena sencilla en
sentido plus. Ejemplos de dichos vectores viricos son el virus del mosaico del tabaco (TMV) y virus potex X (PVX)
que se utilizan en los ejemplos. Los vectores viricos basados en potexvirus y los sistemas de expresion se describen
en el documento EP2061890. Se describen muchas otros replicones viricos de plantas en las publicaciones de
patente mencionadas anteriormente.

La suspension acuosa que se utiliza para la pulverizacién en el procedimiento de la invencién puede tener una
concentracion de células de Agrobacterium de como mucho 1,1 x 10° ufc/ml, que se corresponde aproximadamente
un cultivo de Agrobacterium en medio LB de una densidad o6ptica a 600 nm de 1. Debido a la alta eficacia de
transfeccion que se consigue en la invencion, se van a utilizar concentraciones mucho mas bajas, que permiten el
tratamiento de muchas plantas como campos de cultivo completos sin la necesidad de grandes fermentadores para
la produccion de Agrobacterium. Por lo tanto la concentracion es preferentemente como mucho de 2,2 x 107 ufc/ml,
mas preferentemente como mucho 1,11 x 107 ufc/ml mas preferentemente de 4,4 x 108 ufc/ml. En una realizacion, la
concentracion es como mucho de 1,1 x 10° ufc/ml de la suspension. Para evitar la determinacion de las
concentraciones celulares en términos de ufc/ml, las concentraciones de suspensiones agrobacterianas se evaltan
frecuentemente midiendo la densidad 6ptica aparente a 600 nm utilizando un espectrofotometro. En este caso, la
concentracion de 1,1 x 107 ufc/ml corresponde con una densidad optica calculada de 600 nm de 0,01, por lo que la
densidad optica calculada se define por una dilucion de 100 veces con agua o tampon de una suspension que tiene
una densidad optica de 1,0 a 600 nm. De manera similar, las concentraciones de 4,4 x 10° ufc/ml'y 1,1 x 10° ufc/ml
se corresponden con una densidad optica calculada a 600 nm de 0,004 y 0,001, respectivamente, por lo que las
densidades opticas calculadas se definen por una dilucién de 250 veces o 1000 veces, respectivamente, con agua o
tampdn de una suspension que tiene una densidad 6ptica de 1,0 a 600 nm.

El abrasivo que se utiliza en la invencién es un material particulado que esencialmente es insoluble en la suspension
acuosa de células de Agrobacterium. Se cree que el abrasivo debilita, notablemente si se utiliza junto con un agente
humectante, la superficie del tejido vegetal tal como las hijas, y facilita de esta manera la penetracion de las células
de Agrobacterium en el espacio intercelular del tejido vegetal. Como resultado, aumenta la eficacia de transfeccion.

El material particulado que se va a utilizar como abrasivo de la invencién puede ser un material de vehiculo que se
utiliza comdnmente como vehiculos en un polvo humectable (WP) de las formulaciones pesticidas. En el contexto de
los polvos humectables, también se hace referencia a estos vehiculos en el campo de las formulaciones de
pesticidas como “cargas” o “cargas inertes”. Las formulaciones de los polvos humectables son parte del
conocimiento general en el campo de la protecciéon de plantas. Se hace referencia al libro PESTICIDE
SPECIFICATIONS, "Manual for Development and Use of FAO and WHO Specifications for Pesticides", editado por la
organizacion mundial de la salud (OMS) y la Organizacidon de Agricultura y Alimentacion de los Estados Unidos,
Roma, 2002, ISBN 92-5-104857-6. Las formulaciones de polvos humectables para la proteccion de plantas se
describen por ejemplo en los documentos EP 1810569, EP1488697, EP1908348 y EP0789510. El abrasivo puede
ser un material mineral, normalmente un material inorganico. Ejemplos de dichos materiales de vehiculo son tierra
de diatomeas, talco, yeso, carbonato calcico, bentonita, yeso acido, atapulgita, zeolita, sericita, sepiolita o silicato
calcico. También es posible utilizar cuarzo en polvo tal como el polvo de cuarzo de alta pureza descrito en el
documento WO002/087324. Ejemplos preferidos son silice, tal como silice hidréfila pirégena y precipitada, y
carborundo. Las propiedades abrasivas de diluyentes o cargas tales como la silice que se utilizan en polvos
humectables se conocen (véase "Pesticide Application Methods" por G.A. Matthews, tercera edicion, Blackwell
Science, 2000, en la pagina 52 del mismo).

Como productos comerciales de materiales inorganicos particulados para su uso como abrasivos de la invencion, se
pueden mencionar la silice hidrofila Sipernat™ 22S y Sipernat™ 50 S, fabricadas por Evonic Degussa. Otros
productos son “Hi-Sil™ 257", una silice sintética, amorfa, hidratada producida por PPG Industries Taiwan Ltd. o
“Hubersorb 600™”, un silicato de calcio sintético, fabricado por Huber Corporation. Una silice comercial de tamario
sub-micrométrico es Hi-Sil™ 233 (PPG Industries) que tiene un tamafio de particula de aproximadamente 0,02 pm.

El abrasivo puede tener un tamafio medio de particula entre 0,01 y 40, preferentemente entre 0,015 y 30, mas
preferentemente entre 0,05 y 30, incluso mas preferentemente entre 0,1 y 30, incluso mas preferentemente entre 0,1
y 20, incluso mas preferentemente entre 0,5 y 20, y mas preferentemente entre 1,0 y 16 um. En otra realizacion el
tamafio de particula medio esta entre 0,015y 1 o entre 0,02 y 0,5 um. El tamafio medio de particula es el volumen
medio del tamafo de particula que se puede medir por difraccién laser utilizando un Mastersizer™ de Malvern
Instruments, Ltd. Con el fin de evitar la obstruccion de las boquillas de pulverizacion, el tamafio maximo de particula
de las particulas mas grandes contenidas en el abrasivo deberia ser como mucho de 45 ym, preferentemente como
mucho 40 um, que se puede determinar por cribado. Esta condiciéon se considera cumplida, si el resto de la criba
esta por debajo del 1,5 % por peso (siguiendo el ISO 3262-19). El abrasivo puede tener un valor de D90 de como
mucho 40 ym, preferentemente como mucho 30 um, medido por difraccién laser como se ha descrito anteriormente.
Normalmente, los tamafios de las particulas se refieren a los tamarios de particulas primarias.

El contenido del abrasivo en la suspension acuosa de la invencion puede estar entre 0,01 y 3, preferentemente entre
0,02 y 2, mas preferentemente entre 0,05 y 1 e incluso mas preferentemente entre 0,1 y 0,5 % por peso de dicha
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suspension.

La suspensién acuosa que se utiliza en la invencion contiene un adyuvante de pulverizacion agricola. El adyuvante
de pulverizacion es un tensioactivo. El tensioactivo tiene miltiples ventajas en la presente invencion. Reduce la
tension de superficie del agua de la suspension acuosa y hace la superficie cérea de las hojas de las plantas mas
permeables a las agrobacterias. Mejora adicionalmente la estabilidad de la suspensién y reduce la deposicion del
abrasivo en la suspension. Los surfactantes que se utilizan en la presente invenciéon son surfactantes no iénicos y
los ejemplos de surfactantes incluyen los siguientes (A). Estos se pueden utilizar de manera Unica o en combinacion.

(A) Tensioactivos no idnicos: Una medicion que se utiliza frecuentemente para describir tensioactivos es el HLB
(equilibrio hidrofilo/lipofilo). EI HLB describe la capacidad del tensioactivo para asociarse a compuestos hidréfilos
y lipdfilos. Los tensioactivos con un equilibrio HLB alto se asocia mejor con compuestos hidrosolubles que con
compuestos solubles en aceite. En el presente documento, el valor de HLB deberia ser de 12 o mayor,
preferentemente al menos 123. Como surfactantes no iénicos, son mas preferidos en la presente invencion los
tensioactivos de silicio organico tales como heptametiltrisiioxano modificado con un polialquilenéxido son los mas
preferidos de la presente invencion. Un producto comercial es el adyuvante de pulverizacion Silwet L-77™ de GE
Advanced Materials.

(A-1) Tensioactivos tipo polietilenglicol: ejemplos de tensioactivos tipo polietilenglicol incluyen el éter de polietilen
alquilo (C-12-18), aducto de 6xido de etileno de alquil naftol, éter de fenil polioxietileno (mono o di) alquilo (C8-
12), producto de condensacion de formaldehido de éter de fenil polioxietileno (mono o di) alquilo (C8-12), éter de
fenil polioxietileno (mono, di o tri) fenilo, éter de fenil polioxietiieno (mono, di o tri) bencilo, éter de fenil
polioxietileno (mono, di o tri) estirilo, un éter de fenil polioxipropileno (mono, di o tri) estirilo, un polimero en
blogue polioxietileno polioxipropileno, un éter de polimero en bloque polioxietileno polioxipropileno, un éter de
polimero en bloque fenil polioxietileno polioxipropileno de alquilo (C8-12), éter de polioxietileno bisfenilo, éster del
acido de resina de polioxietileno, monoéster de polioxietileno de acido graso (C12-18), monoéster de
polioxietileno de acido graso (C12-18), diéster de polioxietileno de acido graso (C12-18), éster de polioxietileno
sorbitan de acido graso (C12-18), aducto de 6xido de etileno de éster glicerol de acido graso, aducto de 6xido de
etileno de aceite de ricino, aducto de 6xido de etileno de aceite de ricino endurecido , aducto de 6xido de etileno
amina de alquilo (C12-8) y aducto de 6xido de etileno de amida de acido graso (C12-18);

(A-2) Tensioactivos tipo alcohol polivalente: ejemplos de tensioactivos tipo alcohol polivalente incluyen éster
glicerol de acidos grasos, éster poliglicerina de acidos grasos, éster pentaeritritol de acido graso, éster sorbitol de
acido graso (C12-18), éster sorbitan de acidos grasos (C12-8), éster sacarosa de acido graso, alquil éter de
alcohol polivalente, y amida alcanol de acidos grasos.

(A-3) Tensioactivos de tipo acetileno: ejemplos de tensioactivos tipo acetileno incluyen acetilenglicol, alcohol de
acetileno, aducto 6xido de etileno de acetilenglicol y aducto 6xido de etileno de alcohol de acetileno.

Los tensioactivos anteriores se pueden utilizar Unicamente o en combinaciéon con dos o mas tensioactivos. De
manera notable, los tensioactivos de silicona organica se pueden combinar con otros tensioactivos. La concentracion
de tensioactivos en la suspension acuosa de la invencion se puede ensayar facilmente llevando a cabo
experimentos de pulverizacion comparativos, de manera similar a como se hacen en los ejemplos. Sin embargo, en
general, la concentracion total de tensioactivos puede estar entre 0,025 y 0,5 % por volumen, preferentemente entre
0,025y 0,2 % por volumen de dicha suspension. Como la densidad de los tensioactivos esta cerca en general de 1,9
g/ml, la concentracion de tensioactivos total esta entre 0,25y 5,0 g, preferentemente entre 0,25 y 2,0 g por litro de
dicha suspension (incluyendo el abrasivo). Si los tensioactivos anteriores de silicona organica tal como
heptametiltriloxano modificado con polalquilenéxido, la concentracion del tensioactivo de silicona organica en la
suspension agrobacteriana que se utiliza para la pulverizacién pueden estar entre 0,05 y 0,5 % por volumen,
preferentemente entre 0,05 y 0,2 % por volumen. De manera alternativa, la concentracion del tensioactivo de silicona
organica en la suspension agrobacteriana que se utiliza para la pulverizacion se puede definir que esta entre 0,5 y
5,0 g, preferentemente entre 0,5y 2,0 g por litro de dicha suspension.

Con el fin de mejorar las propiedades fisicas de la suspensidon acuosa, es posible afadir acido silicico (silice) de
tamafo sub-micrométrico altamente dispersado o polimeros porosos tales como condensado de urea/formaldehido
(Pergopak™). De manera notable cuando el tamafio medio de particula del abrasivo esta entre 0,1 y 30 um, o en
uno de los sub-intervalos preferidos de este intervalo que se dio anteriormente, es posible afiadir una silice de
tamafo sub-micrométrico altamente dispersado a la suspension. En este caso, la silice de tamafio sub-micrométrico
es una silice que tiene un tamafo de particula medio de entre 0,01 y 0,5 ym, preferentemente entre 0,02 y 0,5 pm,
mas preferentemente entre 0,02 y 0,1 ym. El acido silicico altamente dispersado tal como Hi-Sil™ 233 (PGG
Industries) puede contribuir a las propiedades abrasivas de la suspension acuosa (véase Jensen et al., Bull. Org.
Mond. Sante, Bull. Wid Hith Org. 41 (1969) 937-940). Estos agentes se pueden incorporar en una cantidad de 1 a 10
g por litro de la suspension de la invencion.

Posibles aditivos adicionales para la suspension agrobacteriana son sustancias tampén para mantener el pH de la
suspension que se utiliza para la pulverizacion en un pH deseado, tipicamente entre 7,0 y 7,5. Ademas, se pueden
afiadir sales solubles inorganicas tales como el cloruro sédico para ajustar la fuerza iénica de la suspension.
También puede estar contenido en la suspensién un caldo nutritivo tal como el medio LB.
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La suspension acuosa se puede producir de la siguiente manera. En un método, la cepa de Agrobacterium que se
va a utilizar en el procedimiento de la invencion se inocula en un medio de cultivo y se cultiva hasta una alta
concentracion celular. Se pueden inocular cultivos mas grandes con pequefios volimenes de medio de cultivo
altamente concentrado para la obtencién de grandes cantidades de medio de cultivo. Las agrobacterias se cultivan
generalmente hasta que la concentracion celular que se corresponde a una DO de 500 nm de al menos 1,
normalmente de aproximadamente 1,5. Dichas suspensiones agrobacterianas altamente concentradas se diluyen
entonces para conseguir la concentracion celular deseada. Para la dilucion las suspensiones agrobacterianas
altamente concentradas se utiliza agua. El agua puede contener un tampén. El agua puede contener adicionalmente
un tensioactivo de la invencion. De manera alternativa, las suspensiones agrobacterianas concentradas pueden
diluirse en agua, y cualquiera de los aditivos tales como el tensioactivo y las sustancias tampdn opcionales se
afiaden después o durante el procedimiento de dilucion. El abrasivo se puede afadir antes, durante o después de la
dilucion. Sin embargo se prefiere agitar la suspension durante la adicion del abrasivo para dispersar uniformemente
el abrasivo en la suspension agrobacteriana. La etapa de dilucion de la suspension agrobacteriana concentrada
puede llevarse a cabo en el depdsito de pulverizacion del pulverizador utilizado para pulverizar las suspensiones
diluidas.

El pulverizador que se va a utilizar en el procedimiento de la presente invencién depende principalmente del nUmero
de plantas o el area que se va a pulverizar. Para una o un pequefio nimero de plantas que se van a pulverizar, se
pueden utilizar los pulverizadores de bomba como los que se emplean ampliamente en la casa o en jardineria. Estos
pueden tener volumenes de depdsito de pulverizacion de entre 0,5 y 2 litros. Para aplicaciones a media escapa, se
pueden utilizar pulverizadores hidraulicos operados manualmente tales como los pulverizadores de mochila
operados con una palanca o los pulverizadores de compresion utilizados manualmente. Sin embargo, la transfeccion
de alto rendimiento que se alcanza en la invencién tiene su mas completo potencial en la transfecciéon de muchas
plantas tal como las plantas cultivadas en un campo de cultivo o en un invernadero. Para este fin, se pueden utilizar
los pulverizadores hidraulicos operados con un motor tal como los pulverizadores hidraulicos montados en un tractor
con barras de pulverizacion. Las técnicas de aplicacién aérea que utilizan helicépteros o aviones también son
posibles para grandes campos. Todos estos tipos de pulverizadores se conocen en la técnica y se describen por
ejemplo en el libro "Pesticide Application Methods" por G.A. Matthews, tercera edicion, Blackwell Science, 2000. Con
el fin de asegurar una suspensién homogénea en los depdsitos de pulverizacion de los pulverizadores, se pueden
agitar los pulverizadores de tamafo pequefio y medio a intervalos regulares o continuamente durante la
pulverizacion. Los grandes pulverizadores tales como los pulverizadores montados en un tractor se deberian equipar
con un agitador en el deposito de pulverizacion.

Considerando la presencia de las células agrobacterianas y el abrasivo en las suspensiones que se van a pulverizar,
los pulverizadores que se utilizan en la invencién deberian producir una pulverizaciéon con un tamafio de gota de al
menos una pulverizacion fina. También se pueden utilizar pulverizacion media y pulverizacion gruesa en la
clasificacion de pulverizacion que se utiliza en el libro mencionado anteriormente de G. A. Matthews, pagina 74. El
propésito principal de la pulverizacion de la invencion es humedecer el tejido vegetal con la suspension. Por lo tanto,
el tamafo de gota exacto no es critico. Sin embargo, la eficacia de transfeccion se puede mejorar adicionalmente
mejorando la pulverizacion de las superficies de las plantas con una presion aumentada.

En el procedimiento de la invencién, al menos se pulverizan partes de planta. En una realizacién importante, se
pulverizan las plantas que crecen en el suelo o en un campo, es decir, plantas que no se cultivan en tiestos movibles
o contenedores. Dichas plantas no se pueden dar la vuelta y sumergirlas en la suspension agrobacteriana para la
infiliracion al vacio. Al menos se pulverizan partes de la planta tales como las hijas. Preferentemente, se pulverizan
la mayoria de las hojas y las plantas completas.

La presente invencion se utiliza para la transfeccion transitoria de plantas con una secuencia de ADN de interés. El
término “transitoria” significa que los métodos de no seleccion se utilizan para seleccionar células o plantas
transfectadas con la secuencia de ADN de interés en el fondo de células o plantas no transfectadas que utilizan, por
ejemplo agentes marcadores y genes marcadores genéticos capaces de detoxicar los agentes marcadores. Como
resultado, el ADN transfectado no se introduce establemente en general en el ADN cromosémico de la planta. En
vez de eso, los métodos transitorios utilizan el efecto de la transfeccién de muchas de las plantas transfectadas.

La invencion se utiliza en general para la transfeccion de plantas multicelulares, notablemente, plantas mayores. Se
pueden transfectar plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, aunque se prefieren las plantas dicotiledoneas. Las
plantas para su uso en la presente invencion incluyen cualquier especie de planta dando preferencia a las especies
de cultivo importantes agronémica y horticulturalmente. Las plantas de cultivo comunes para su uso en la presente
invencion incluyen alfalfa, cebada, judias, canola, frijoles, algodén, maiz, trébol, loto, lentejas, altramuz, mijo, avena,
guisantes, cacahuetes, arroz, centeno, trébol dulce, girasol, guisante de olor, soja, hibrido de sorgo, judia de fiame,
frijol terciopelo, algarroba, trigo, wisteria y plantas de nueces. Las especies de plantas preferidas para la practica de
la invencion incluyen, pero no se restringe a, Gramineae, Compositeae, Solanaceae y Roseaceae representativas.

Las especies preferidas adicionalmente para su uso en la presente invencion son plantas de los siguientes géneros:

Arabidopsis, Agrostis, Allium, Antirrhinum, Apium, Arachis, Asparagus, Atropa, Avena, Bambusa, Brassica, Bromus,
Browaalia, Camellia, Cannabis, Capsicum, Cicer, Chenopodium, Chichorium, Citrus, Coffea, Coix, Cucumis,
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Curcubita, Cynodon, Dactylis, Datura, Daucus, Digitalis, Dioscorea, Elaeis, Eleusine, Festuca, Fragaria, Geranium,
Glycine, Helianthus, Heterocallis, Hevea, Hordeum, Hyoscyamus, Ipomoea, Lactuca, Lens, Lilium, Linum, Lolium,
Lotus, Lycopersicon, Majorana, Malus, Mangifera, Manihot, Medicago, Nemesia, Nicotiana, Onobrychis, Oryza,
Panicum, Pelargonium, Pennisetum, Petunia, Pisum, Phaseolus, Phleum, Poa, Prunus, Ranunculus, Raphanus,
Ribes, Ricinus, Rubus, Saccharum, Salpiglossis, Secale, Senecio, Setaria, Sinapis, Solanum, Sorghum,
Stenotaphrum, Theobroma, Trifolium, Trigonella, Triticum, Vicia, Vigna, Vitis, Zea, y el Olyreae, el Pharoideae y
otros.

En una realizacion, el procedimiento de la invencién se puede utilizar para producir una proteina de interés en una
planta o en muchas plantas cultivadas en un campo. Para este fin, las plantas se pueden pulverizar con la
suspension agrobacteriana en un estado de crecimiento de las plantas deseado. Si el principal objetivo es alcanzar
los niveles de expresion mas alto posible seguido por la recoleccion de las plantas para obtener el material vegetal
que contiene altas cantidades de la proteina, se pueden utilizar vectores viricos, ya que en general dan los niveles
de expresién mas altos.

En otra realizacion, el procedimiento de la invencion se utiliza para generar o alterar un rasgo en una planta tal como
un rasgo de introduccion. En esta realizacion, la expresion excesiva de una proteina o ARN de interés puede no
desearse para evitar los efectos perjudiciales sobre la salud de la planta. Para tales realizaciones, los vectores no
replicantes (a los que también se hace referencia como “vectores transcripcionales”), es decir, se prefieren vectores
que carecen de origen de replicacion funcional reconocido por una polimerasa de acido nucleico presente en las
células vegetales. Un ejemplo de dicha realizacion es la expresion de moléculas hormonales como mensajeros
secundarios en células vegetales. En el ejemplo de la Fig. 29, los inventores demostraron el suministro de
isopentenil transferasa, enzima clave de la biosintesis de citocinina, en células de Nicotiana benthamiana
pulverizando con la agrobacteria diluida que alberga un vector transcripcional que contiene la secuencia codificante
de ipt bajo el control de un promotor 35S. Se observaron los cambios morfologicos de las plantas transfectadas
causados por la sobre-produccioén de citocinina (Fig. 29). Otra aplicacion de la invencion es la expresion de ARN, por
ejemplo, para la interferencia de ARN, en el que la sefal de interferencia puede diseminarse en la planta a partir de
las células que expresan la sefial a otras células. Un ejemplo es el direccionamiento de ADN virico no deseado en
las plantas como se describen en Pooggin en Nat. Biotech. 21 (2003) 131. Un ejemplo de oncogén de silenciamiento
que se puede adaptar a un sistema transitorio se describe en Escobar et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001)
13437-13442. La Fig. 37 muestra el fotoblanqueamiento por silenciamiento genético de fiteno desaturasa (PDS) en
hojas de Nicotiana benthamiana. Un ejemplo adicional es el control de plagas de insectos coledpteros mediante
interferencia de ARN similar a como se describe en Baum et al., Nat. Biotech. 25 (2007) 1322-1326 que se puede
adaptar al procedimiento transitorio de la invencién por transfeccion transitoria de las plantas infestadas por la plaga
con un ADN de interés que codifica y expresa el dsARN. Los métodos adicionales aplicables al procedimiento
transitorio de la invencién son los descritos en Huang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (2006) 14302-14306;
Chuang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (2000) 4985-4990. En el experimento los resultados que se muestran
en la Fig. 38, la expresion de flagelina protege una planta de los sintomas de enfermedad producidos por
Pseudomonas syringae.

Adicionalmente, el procedimiento de la invencion permite la alteracion en un momento deseado rasgos relativo a la
regulacion del tiempo de floracion o formacion de frutos tales como la tuberizacion en patatas (Martinez-Garcia et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99 (2002) 15211-15216) o la regulacion de la ruta de flavonoides utilizando un factor de
transcripcion (Deluc et al., Plant Physiol. 147 (2008) 2041-2053). La floracién se puede inducir por la expresion
transitoria de la proteina Fr florigen movil (Zeevaart, Current Opinion in Plant Biology 11 (2008) 541-547; Corbesier
et al., Science 316 (2007) 1030-1033). Los frutos partenocarpicos en los tomates pueden producirse a gran escala
utilizando la invenciéon y el método descrito por Pandolfini et al., BMC Biotechnology 2 (2002). Aplicaciones
adicionales de la invencion estan en el contexto de la alteracion del desarrollo de fibras de algodén mediante
factores de transcripcion MYB como se describe en Lee et al., Annals of Botany 100 (2007) 1391-1401 o la
activacion de genes de planta defensivos (Bergey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996) 12053-12058). Los
inventores demostraron que la expresion transitoria de defensina MsrA2 en hojas de Nicotiana benthamiana
disminuye significativamente los sintomas de infeccion por Pseudomonas (Fig. 31).

La invencién también proporciona un procedimiento de proteccion de plantas de cultivo en un campo contra una
plaga. En dicho procedimiento, se puede determinar la infestacion de al menos una de las plantas de una pluralidad
de plantas que crecen en un huerto o un campo. Debido a la rapidez del procedimiento de la invencioén la expresion
de una proteina o ARN perjudicial para la plaga se tiene que producir solo si se determina la infestacion por la plaga.
Por lo tanto, la expresion fuerte y constitutiva de las toxinas para la plaga o el dsARN para el ARNi incluso en
ausencia de un riesgo de infestacion no es necesaria. La expresion transitoria de endotoxinas de Bacillus
thuringiensis después de la pulverizacion con cultivos agrobacterianos diluidos que albergan los vectores de
expresion basados en PVX correspondientes las plantas de Nicotiana benthamiana del dafio por alimentaciéon de
larvas del gusano del tabaco Manduca sexta (Fig. 30).
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Ejemplos

La invencion se describe adicionalmente a continuacion a modo de ejemplos. La invencion sin embargo no se limita
a estos ejemplos. Los ejemplos 1, 2 y 5 a 9 son ejemplos de referencia.

Ejemplo de referencia 1: Determinacion de concentracion celular de Agrobacterium en cultivos liquidos en
términos de unidades formadoras de colonias (ufc)

La concentracion de células de Agrobacterium en suspension liquida en términos de unidades formadoras de
colonias por ml (ufc/ml) de las suspensiones liquidas se puede determinar utilizando el siguiente protocolo. Las
células de la cepa de Agrobacterium tumefaciens ICF 320 transformadas con la construccion pNMD620 se cultivaron
en 7,5 ml de medio LBS liquido que contenia 25 mg/l de kanamicina (AppliChem, A1493) y 50 mg/I rifampicina (Carl
Roth, 4163.2). El cultivo bacteriano se incubd a 28 °C con agitado continuo. La absorbancia o densidad 6ptica del
cultivo bacteriano expresado en unidades de absorbancia (AU) se controld en alicuotas de 1 ml del cultivo utilizando
un espectrofotémetro a una longitud de onda de 600 nm (DO600). La concentracion celular estimada como el
numero de unidades formadoras de colonias por mililitro de cultivo liquido (ufc/ml) se puede analizar a valores de
DO600 de 1; 1,3; 1,5; 1,7 y 1,8. Para este fin se diluyeron alicuotas de 250 pl de cultivo liquido en medio LBS para
alcanzar un volumen final de 25 ml (dilucién 1:100), 2,5 ml de cada dilucion de 1:100 se mezclaron con 22, 5 ml de
LBS para conseguir una diluciéon de 1:1000. Se prepararon diluciones de 1:100, 1:1000, 1:10.000; 1:100.000,
1:1.000.000; 1:10.000.000 y 1:100.000.000 de manera similar. Se diseminaron alicuotas de las Ultimas tres
diluciones en medio LBS sobre agar solidificado suplementado con 25 mg/l de kanamicina y 50 mg/I de rifampicina
(250 pl de cultivo bacteriano por placa de 90 mm de diametro). La plantacion de alicuotas para cada dilucion se llevo
a cabo por triplicado. Después de dos dias de incubacion a 28 °C, las colonias bacterianas se contaron en cada
placa. La colocacion en placas de las diluciones de 1:1.000.000 y 1:10.000.000 daba como resultado unos pocos
cientos y pocas docenas de colonias por placa, respectivamente. Hasta cierto punto como la dilucion de
1:100.000.000 proporcionaba solo unas pocas colonias por palca, esta dilucién no se utilizé para el calculo de la
concentracion celular. La concentracion celular se estimo de acuerdo con la férmula: ufc/ml = 4 x numero de colonias
por placa x factor de dilucion.

Para las concentraciones de transformacion celular segin se mide por las mediciones de absorbancia a 600 nm (en
medio LB) y en términos de unidades formadoras celulares, se utiliza la siguiente relacion en el presente documento:
una DO600 de 1,0 corresponde con 1,1 x 10° ufc/ml.

Medio LBS (liguido)

1 % de peptona de soja (hidrolizado papico de harina de soja; Duchefa, S1330)

0,5 % de extracto de levadura (Duchefa, Y1333)

1 % de cloruro sodico (Carl Roth, 9265.2)

disueltos en agua, y el pH se ajusta a un pH de 7,5 con 1 M de NaOH (Carl Roth, 6771.2)

Para preparar el medio LBS sélido, el medio LBS liquido se suplementé con 1,5 % de agar (Carl Roth, 2266.2) El
medio se proceso en autoclave a 121 °C durante 20 min.

Ejemplo 1: Vectores utilizados en los siguientes ejemplos

En este estudio los inventores utilizaron vectores transcripcionales convencionales basados en un promotor 35S
CaMV asi como replicones viricos basados en PVX'y TMV con o sin capacidad de movimiento célula a célula.

Todos los vectores de transcripcidon se crearon basandose en plCBV10, un vector binario derivado de pBIN19
(Marillonnet et al., 2004, 2006). Contenian dos casetes de expresion insertados con los bordes derecho e izquierdo
de la misma regidon T-ADN (Fig. 1). Para la clonacion del vector de expresion pNMD293, se crearon dos
construcciones intermedias (pNMD280 y pNMDO033). El pNMD280 contenia el casete de expresion que comprende
en orden secuencias el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CAMV), amplificador traduccional omega
del virus del mosaico del tabaco, secuencia codificante del supresor de silenciamiento P19 del virus del
achaparramiento del tomate (TBSV) (n° de registro de GenBank CAB56483.1) y terminador del gen de octopina
sintasa de Agrobacterium tumefaciens insertado entre los bordes de T-ADN derecho e izquierdo. Para hacer posible
la siguiente etapa de clonacion, se introdujeron dos sitios de restriccion, EcoRI y Sphl, entre el borde derecho de T-
ADN vy la secuencia promotora 35S. La construccion pNMDO033 contenia el casete de expresion entre los bordes de
T-ADN derecho e izquierdo flanqueado por los sitios de restriccion EcoRI y SpHI y comprendido por el promotor 35S,
amplificador traduccional omega, secuencias codificantes de proteina de gelatina fluorescente verde y terminador
del gen de octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, enumerados en orden secuencial. Para la clonacion de
la construccion de pPNMD293, se extirpd el casete de expresion de GFP de la construccion pNMDO033 utilizando las
enzimas de construccion EcoRl y Sphl y se transfirié en el vector pNMD280 alineado con las mismas restrictasas.
Resultando la construccion pNMD293 que contenia dos casetes de expresion insertadas entre los bordes T-ADN
derecho e izquierdo. Un casete de expresion adyacente al borde derecho comprendia el promotor 35S CAMV,
potenciador traduccional omega, secuencias codificantes de proteina fluorescente verde y el terminador nos
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(enumerados en orden secuencial). Casete de expresion adyacente al borde izquierdo contenia un promotor 35S
seguido por el amplificador traduccional omega, secuencia codificante del supresor de silenciamiento P19 y el
terminador ocs. Todas las otras construcciones se crearon basandose en un vector pNMD293, sustituyendo la
secuencia codificante de GFP con las secuencias codificantes amplificadas por PCR de otros genes de interés
utilizando los sitios de restriccion Ncol y BamHI para la clonacion. Los genes de interés introducidos en la
construccion del vector de transcripcion que codificaban sGFP, con proteina fluorescente verde (GFP) modificada a
partir de gelatina de Aequorea victoria (n° de registro de GenBank EF30489) pNMD293); DsRED, proteina
fluorescente roja de con coral de arrecife de Discosoma sp. (n° de registro de GenBank AF168419.2) pNMD1380); el
factor de floracion SP3D del tomate (n° de registro de GenBank AY186735) (pPNMD421); Locus de floracion T (FT)
de Arabidopsis (n° de registro de GenBank BAA77839) (pNMDG655); regulador brassinosteroide DWARF4 de
Arabidopsis (NM_114926) (pNMD440); isopentenil transferasa (IPT), enzima clave de la biosintesis de citocinina en
la cepa C58/ATCC33970 de Agrobacterium tumefaciens (n° de registro de GenBank AE007871.2) (obNMD460).

Los vectores basados en TMV con capacidad de movimiento célula a célula (Fig. 2) se crearon basandose en los
vectores descritos en Marillonnet et al. (2006). Se empled la construccion pPNMDO035 como vector de clonacion por la
insercion consecutiva de secuencias codificantes de genes de interés utilizando los sitios de clonacion Bsal. Dando
como resultado construcciones que contenian, en orden secuencial, un fragmento del promotor de actina 2 de
Arabidopsis (ACT2) (n° de registro GenBank AB026654); el extremo 5 de TVCV (n° de registro GenBank
BRUO03387, pares de bases 1-5455) y un fragmento de cr-TMV [n° de registro GenBank Z29370, pares de bases
5457-5677, conteniendo ambos 16 inserciones de intrén]; un gen de interés; region 3’ no traducida de cr-TMV (3’
NTR; n° de registro GenBank Z29370), y el terminador de nopalina sintasa (nos). El fragmento completo se cloné
entre los bordes izquierdo y derecho del T-ADN del vector binario. Los genes de interés en estas construcciones que
codificaban GFP (pNMD560), dsRED (pNMD580), interferén alfa-a humano son sefial dirigida al apoplasto de la
amilasa de arroz (pNMD38), klip27-mini-insulina con sefial dirigida al apoplasto de amilasa de arroz (pPNMD330),
taumatina 2 de Taumatococcus danielii (pPNMD700), B-glucosidasa BGL4 de Humicola grisea (pNMD1200),
exocelulasa E3 de Thermobifida fusca (pPNMD1160), exoglucanasa 1 (CBH 1) de Trichoderma reesei (pPNMD1180),
defensina Rs-AFP2 de Rafanus sativus (pPNMD1061), defensina MsrA2 (un derivado sintético de dermaseptina B1 de
la rana Phyllomedusa bicolor) (pNMD1071), densina MB39 (cecropina modificada de mariposa Cecropia Hyalphora
cecropia) (PNMD1280), defensina plectasina del hongo Pseudoplectania nigrella (pNMDxxxx).

Los vectores basados en TMV que carecen de capacidad de movimiento célula a células eran idénticos a los
vectores basados en TMV correspondientes con capaces del movimiento de célula a célula con una excepcion de
mutacion puntual en la secuencia codificante de MP que da lugar al cambio de fase de lectura abierta que
distorsiona la traduccion de MP (Fig. 3). La clonacién de estas construcciones se llevé a cabo utilizando pNMD661
como vector de clonacion.

Para la clonacion de la mayoria de los vectores basados en PVX con capacidad de movimiento célula a célula y
sistémico, se utilizé el vector de clonacion pNMD670. Las construcciones resultantes contenian, en orden
secuencial, el promotor 35S de CaMV, las secuencias codificantes de ARN polimerasa dependiente de ARN,
proteina de revestimiento, modulos triples de bloqueo genético que comprendian las proteinas 25 kDa, 12 kDa, y 8
kDa, el gen de interés y la regién 3’ no traducida. El fragmento completo se clon6 entre los bordes izquierdo y
derecho del T-ADN del vector binario (Fig. 4) otro grupo de construcciones basadas en PVX tenian una estructura
similar con diferencia en la posicion CP, que se insertaba entre la polimerasa PVX y el triple bloqueo genético (por
ejemplo, el pPNMDG600).

Los vectores basados en PVX con eliminacién de la secuencia codificante de la proteina de revestimiento estaban
incapacitados para el movimiento tanto célula a célula como sistémico. La clonaciéon de estas construcciones se
llevaron a cabo utilizando el pNMD694 como vector de clonacién. Este tipo de vectores contenia en orden
secuencial, el promotor 35S CaMV, secuencias codificantes de ARN polimerasa dependiente de ARN, médulo triple
de blogueo genético, el gen de interés y la region 3’ no traducida entre los bordes izquierdo y derecho del T-ADN del
vector binario (Fig. 5).

Ejemplo 2: Las agrobacterias diluidas se pueden suministrar a Nicotiana benthamiana utilizando
tensioactivo por pulverizacion

Los inventores han demostrado que las plantas de Nicotiana benthamiana se pueden transfectar por pulverizacion
de las plantas con cultivos agrobacterianos diluidos que contienen tensioactivo (Fig. 6). Para evaluar los parametros
que tienen influencia en la transfeccion y optimizar la eficacia de transfeccion, los inventores utilizaron la inmersion
de hojas de Nicotiana benthamiana en suspension agrobacteriana. Esta estrategia permite las mediciones exactas y
facilita el ensayo de multiples versiones del experimento. Los cultivos agrobacterianos de una noche (DO600 = 1,5)
se diluyeron 1:100 y 1:1000 (factores de dilucién 102 y 107, respectivamente) en 10 pM de tampén MES (pH 5,5)
que contenia 10 mM de sulfato magnésico y suplementado con el tensioactivo Silwet L-77. Se ensayaron tres tipos
de construcciones que proporcionaban la expresion de GFP: 1) vectores transcripcionales, 2) replicones viricos
basados en TMV y 3) replicones viricos basados en PVX (Fig. 6). Los vectores viricos utilizados en estos
experimentos se incapacitaron para el movimiento tanto sistémico como célula a células. Proporcionaron la
expresion del gen indicador solo en las células transfectadas con el T-ADN. Se hizo el recuento de células que
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expresaban GFP después del aislamiento de los protoplastos foliares (Fig. 7). Dependiendo de la concentracion de
la suspension agrobacteriana e independientemente del tipo de vector, se transfectaron un total del 2-8 % de células
foliares como resultado de la transferencia de T-ADN mediada por Agrobacterium cuando se utilizaba un 0,1 % por
volumen de Silwet L-77 y un tiempo de inmersién de 1 min.

Para encontrar la concentracion 6ptima de tensioactivo, los inventores ensayaron con un 0,1 % y un 0,05 % de
Silwet L-77 en los experimentos de inmersion. Para los tres tipos de vectores, la eficacia de transfeccion
proporcionada por el uso de un 0,1 % de Silwet era significativamente mayor en comparacién con la concentracion
de 0,05 % (Fig. 8-10).

La inmersion durante 10 s de hojas de Nicotiana benthamiana en una suspension agrobacteriana diluida
suplementada con un 0,1 % de Silwet proporcionaba tasas de transfeccion cercanas a la eficacia del pulverizado con
la misma suspension (Fig. 11). En ambos casos, la eficacia de transfeccion era mayor para las hojas con desarrollo
mas antiguo. La tasa de transfeccion variaba desde 1,4 a 3,7 % para la inmersion y desde 1,1 a 1,7 % para la
pulverizacién a una dilucion 1:100 del cultivo agrobacteriano. En la dilucién 1:1000 la variacion era 0,2-1,1 % para la
inmersion y de 0,1-0,6 % para la pulverizacion.

El Silwet L-77 que se utiliza en todos los ejemplos del presente documento se adquirié en Kurt Obermeier GmbH &
Co. KG (Bad Berleburg, Alemania). El fabricante es GE Silicones, Inc., USA. El Silwet L-77 que se utiliza es un
producto de silicona organica compuesto por un 84,0 % de heptametiltrisiloxano modificado con polialquilenéxido
(CAS-n° 27306-78-1) y un 16 % de aliloxi-polietilen-glicolmetil éter (CAS-n° 27252-80-8). Todas las concentraciones
de contenido de Silwet L-77 que se da en los ejemplos o figuras se refieren a este producto comercial.

Ejemplo 3: Las agrobacterias diluidas se pueden suministrar a otras especies por pulverizacion utilizando
tensioactivo y abrasivo

Los inventores ensayaron el numero de especies vegetales utilizando la transfeccién agrobacteriana con la
pulverizacion y tensioactivo. En primer lugar, los inventores exploraron cada especie en cuanto al vector de
expresion optimo. Para este fin se infiltraron las hojas de las plantas utilizando una jeringa sin aguja con diluciones
1:100 de DO = 1,5 de cinco cultivos agrobacterianos que albergaban los vectores transcripcionales de la expresion
de GFP: 1) vector transcripcional 35S-GFP + P19 (pNMD293), 2) vector virico basado en TMV capaz del movimiento
célula a célula TMV(MP)-GFP (pNMD560), 3) vector virico basado en TMV incapaz de movimiento célula a célula
TMV(fsMP)-GFP (pNMD570), 4) vector virico basado en PVX capaz de movimiento tanto sistémico como célula a
célula PVX(CP)-GFP (pNMD630) y 5) vector virico basado en PVX incapacitado para el movimiento tanto sistémico
como célula a célula PVX(ACP)-GFP (pNMD620). En algunos casos se llevo a cabo la infiltracion al vacio.

Los inventores demostraron que la eficacia de la transcripcion mediada por Agrobacterium para varias especies de
Solanaceae incluyen Nicotiana benthamiana (los cinco vectores), tabaco Nicotiana tabacum (los cinco vectores),
tomate Lycopersicon esculentum (vectores transcripcionales y basados en PVX), pimienta Capsicum annumm,
uchuva Physalis peruviana, berenjena Solanum melongena, patata Solanum tuberosum (todos con vectores
basados en PVX) (Fig. 13).

Se demostro la transfeccion mediada por Agrobacterium para la lechuga Lactuca sativa de la familia Asteraceae
(vector transcripcional), remolacha Beta vulgaris de la familia Chenopodiaceae (los cinco vectores), calabacin
Cucurbita pepo de la familia Cucurbitaceae (vector transcripcional), y algodon Gossiypium hirsutum de la familia
Malvaceae (los cinco vectores) (Fig. 14).

El tratamiento de células agrobacterianas con acetosiringona (200 pM, 2 horas) aumentaba significativamente la
eficacia de transfeccion de varias especies de plantas incluyendo el tomate, berenjena y calabacin (Fig. 15).

Basandose en los datos de infiltracion, se ensay6 la pulverizacion con suspensiones agrobacterianas diluidas en
cuanto a numero de especies vegetales. La eficacia de suministro de agrobacterias diluidas (10'3) pulverizando con
suspensiones que contenian un 0,1 % de Silwet se demostr6 en varias especies de Nicotiana (Nicotiana
benthamiana, Nicotiana debne, Nicotiana excelsior, Nicotiana exigua, Nicotiana maritima y Nicotiana simulans) como
se muestra utilizando PVX con capacidad para movimiento sistémico y célula a célula en la Fig. 16.

El suministro de agrobacterias a otras especies incluidas en las familias Solanaceae, Chenopodiaceae,
Amarantaceae, y Aizoaceae se demostré por inmersion en suspension agrobacteriana y pulverizaciéon con y sin
abrasivo utilizando vectores transcripcionales asi como vectores TMV y PVX con y sin capacidad de movimiento
célula a célula (Fig. 17-21). La lista de especies transfectadas satisfactoriamente incluye la espinaca Spinacea
oleracea de la familia Amarantaceae (vectores transcripcionales y basados en PVX), variedades de remolacha Beta
vulgaris de la familia Chenopodiaceae (vectores viricos basados en PVX y basados en TMV) (Fig. 17), tomate
Lycopersicon esculentum (vector basado en PVX) (Fig. 18), uchuva Physalis peruviana y patata Solanum tuberosum
(Fig. 34) (vector basado en PVX) (Fig. 19) de la familia Solanaceae, algodén Gossypium hirsutum de la familia
Malvaceae (vector basado en TMV) (Fig. 20). La expresion de GFP en tejido de algoddn después de la transfeccion
agrobacteriana se confirmé utilizando transferencia de Western hibridada con anticuerpos especificos de GFP (Fig.
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21).

Utilizando el gen GUS como un indicador, la transfeccion satisfactoria por pulverizacion con la suspension
agrobacteriana se consiguio en Brassica napus de la familia Brassica (Fig. 35). Se cre6 la construccion pNMD1971
basandose en el plasmido pNMD293 sustituyendo la secuencia de GFP con la secuencia de beta-glucuronidasa
(GUS) de Escherichia coli (P05804) que contenia el 7° intron del gen PSK7 de Petunia hybrida (AJ224165).

La transfeccion eficaz de plantas que utilizan la pulverizacién con suspension agrobacteriana diluida se demostré
también en especies de monocotiledoneas. La Fig. 36 muestra la transfeccion de plantas de cebolla Allium cepa
después de la pulverizacion con la suspension agrobacteriana suplementada con un 0,1 % de Silwet L-77. La
construccion pNMD2210 se cre6 basandose en el plasmido pNMD1971 sustituyendo el promotor 35S en el casete
de expresion de GUS con el promotor actina 2 (Act2) del arroz Oryza sativa (EU155408).

En todos los ejemplos descritos en el presente documento, se llevé a cabo la pulverizacién con depésitos de bomba
de pulverizacion con un volumen nominal de 500 o 1000 ml (Carl Roth, n°® 0499.1 y n° 0500.1) basado en bombeo
directo manual o con un pulverizador a presion con un volumen de 1,25 | (Gardena, n° 00864-20) aprovechando el
aumento de presion para bombear. Las plantas se pulverizaron hasta humedecer las hojas completamente. Los
pulverizadores se agitaban de tiempo en tiempo para asegurar la homogeneidad de la suspension que se iba a
pulverizar, sobre todo si las suspensiones contenian un abrasivo.

Ejemplo 4: Transfeccion de plantas utilizando suspensiones de Agrobacterium que contienen un abrasivo

El carborundo utilizado en estos experimentos era una mezcla de carborundo (carburo de silicio) de particulas F800,
F1000 y F1200 de Mineraliengrosshandel Hausen GmbH, Telfs, Austria. Segun el proveedor, tiene unos diametros
de superficie medios de 6,5, 4,5 y 3 um, respectivamente. El 97 % por peso de las particulas de F800, F1000 y
F1200 tiene un diametro de superficie menor de 14, 10 y 7 um, respectivamente. El 94 % por peso de las particulas
tienen un diametro de superficie mayor de 2, 1, y 1 um, respectivamente. Se mezclaron F800, F1000 y F1200 en
cantidades por peso iguales. Se afiadi6 un 0,3 % (p/v) del carborundo mezclado en las suspensiones
agrobacterianas suplementadas con 0,1 % de Silwet L-77 y se utilizaron para pulverizar las plantas utilizando los
pulverizadores descritos en el ejemplo 3.

Los resultados que se muestran en las Fig. 32, 22 y 33 demostraban que el uso del abrasivo aumenta
significativamente la eficacia de transfeccion. La pulverizacion de plantas de berenjena Solanum melongena con la
suspension agrobacteriana que contenia un 0,3 % de carborundo (carburo de silicio SiC) proporcionaba un aumento
de 2 veces de eficacia de transfeccion (Fig. 32). En el caso de remolachas rojas, el mismo tratamiento con abrasivo
resultaba en un aumento de 15 veces de eficacia de transfeccion (Fig. 22). De manera resefable, el uso de un
abrasivo era un factor decisivo que permitia la transfeccion de plantas de pimienta pulverizando con la suspension
agrobacteriana; la combinacion de un tratamiento abrasivo con activacion de las células agrobacteriana con
acetosiringona aumentaba adicionalmente la eficacia de transfeccion (Fig. 32). La lista de especies transfectadas
utilizando la pulverizacion con tensioactivo y abrasivo incluyen también la Mangel-wurzel, otra variedad de Beta
vulgaris, espinaca de Nueva Zelanda Tetragonia expansa de la familia Aizoaceae, pimienta Capsicum annuum y
berenjena Solanum melongena de las Solanaceae (Fig. 23).

Ejemplo 5: Se puede repetir el tratamiento con agrobacterias: multiples tratamientos posteriores

Los inventores llevaron a cabo muiltiples tratamientos posteriores de plantas de Nicotiana benthamiana con
agrobacterias diluidas. Para este fin se sumergieron las hojas en suspensiones diluidas de Agrobacterium que
albergaban las siguientes construcciones: pPNMD570 (TMV(fsMP)-GFP sin capacidad de movimiento célula a célula),
pNMD560 (TMV(MP)-GFP con capacidad de movimiento célula a célula), pNMD580 (TMV(MP)-DsRED con
capacidad de movimiento célula a célula), pPNMD620 (PVX(ACP)-GFP sin capacidad de movimiento célula a célula,
pNMD600 (PVX(CP)-GFP con capacidad de movimiento célula a célula y sistémico) y pNMD610 (PVX(CP)-dsRED
con capacidad de movimiento célula a célula y sistémico). Después de la transfeccion, estos vectores formaban
puntos fluorescentes que se diferenciaban en color y tamario (Fig. 24). Los inventores llevaron a cabo la transfeccion
por inmersion de cada hoja ensayada con 3 cultivos diferentes y con intervalos de 7 dias entre las transfecciones.
Para cada una de las ocho combinaciones de vector ensayados todas las transfecciones con Agrobacterium eran
satisfactorias, no se observé un efecto de silenciamiento particular (Fig. 24).

Ejemplo 6: La pulverizacion con agrobacterias pueden suministrar replicones viricos capaces del
movimiento célula a célula

Los inventores demostraron que la pulverizacion de plantas de Nicotiana benthamiana con diluciones 1:100 y 1:1000
de suspensiones agrobacterianas proporciona el suministro eficaz de replicones viricos capaces del movimiento
célula a célula, que aba como resultado la alta expresion de los genes de interés, comparale con la expresion que se
alcanzaba utilizando la infiliracion de agrobacterias. Esto se demostré para la GFP (Fig. 25), interferon alfa-a
humano y klip27-mini-insulina (Fig. 26), y varias celulasas incluyendo la exocelulasa E3 de Thermobifida fusca,
exoglucanasa 1 (CBH |) de Trichoderma reesei, B-glucosidasa BLG4 de Humicola grisea y la exocelulasa E3 de
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Thermobifida fusca (Fig. 27).

Ejemplo 7: Las agrobacterias se pueden utilizar para suministrar factores de transcripciéon como mensajeros
secundarios

Los inventores demostraron la induccion de biosintesis de antocianina en hojas de Nicotiana tabacum infiltradas con
suspension agrobacteriana que alberga un vector virico basado en PVX que proporciona la expresion de MYB
antocianina 1 (ANT1) de Lycopersicon esculentum (Fig. 28).

Ejemplo 8: Las agrobacterias se pueden utilizar para suministrar ARNi como mensajero secundario

Los inventores han demostrado el fotoblanqueamiento de hojas de Nicotiana benthamiana producido por el
silenciamiento del gen de la fiteno desaturasa (PDS) después de la pulverizacion de las hojas con una suspension
agrobacteriana que albergan el vector virico basado en PVX que contenia el fragmento de la secuencia codificante
de PDS en orientacion anti-sentido (Fig. 37). Para generar esta construccion (pNMDO050), se insertd un fragmento de
298-624 pb del ADNc de fiteno desaturasa (PDS) de Nicotiana benthamiana (EU165355) en el vector de clonacion
pNMD640 en una orientacion anti-sentido utilizando los sitios Bsal.

Ejemplo 9: Las agrobacterias se pueden utilizar para suministrar MAMP (Patrones Moleculares Asociados a
Microbios) como mensajeros secundarios

Los inventores demostraron la reduccién de numero de lesiones necréticas producidas por la infeccion por
Pseudomonas syringae pv. syringae en hojas de Nicotiana benthamiana después de la pulverizacion preliminar de
plantas con la suspensién agrobacteriana que albergaba el vector basado en PVX que proporciona la expresion del
gen de flagelina de Pseudomonas (pNMD1953) (Fig. 38). Para crear el plasmido pNMD1953, se sustituyd la
secuencia codificante de GFP en la construccion pNMD630 con la secuencia que comprende el fragmento que
codifica el péptido de sefial del apoplasto del gen de la alfa-amilasa (AMY3) de la cebada (Hordeum vulgare)
(FN179391) fusionado en fase con la secuencia que codifica la flagelina de Pseudomonas syringae pv. syringae
(YP236536) Se inocularon cuatro plantas de Nicotiana benthamiana con diluciones 1:1000 de Agrobacterium (DOggo

1,3) por pulverizacion. A los 6 dpi de los cultlvos de Agrobacterium, todas las plantas se inocularon con
Pseudomonas syringae pv. syringae B728 a 1 x 10° ufc/ml por pulverizacion. A los 7 dpi de las Pseudomonas, se
valoraron los sintomas de la enfermedad por recuento de los puntos necréticos en dos hojas de cada planta. El
numero de puntos necroéticos producidos por la infeccion de Pseudomonas por hoja se presenta como la media de
cada 2 hojas de las 4 plantas.

La lista de secuencias posterior contiene las siguientes secuencias de nucleoétidos:

SEQ ID NO: 1: Region TNA de la region de T-ADN de pNMD280
SEQ ID NO: 2: Region TNA de la region de T-ADN de pNMDO033
SEQ ID NO: 3: Region TNA de la region de T-ADN de pNMDO035
SEQ ID NO: 4: Region TNA de la region de T-ADN de pNMDG661
SEQ ID NO: 5: Region TNA de la region de T-ADN de pNMDG670
SEQ ID NO: 6: Region TNA de la region de T-ADN de pNMD694
SEQ ID NO: 7: Region TNA de la region de T-ADN de pNMD1971
SEQ ID NO: 8: Region TNA de la regién de T-ADN de pNMD2210
SEQ ID NO: 9: Region TNA de la reglon de T-ADN de pNMDO050
SEQ ID NO: 10: Region TNA de la region de T-ADN de pNMD1953
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pNMD280 (Fig. 1)
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cetgtggtiggeacatacaaatggacgaacggataaaccttttcacgeccttttaaatatccgatiatictaataaacgctceitttcicttaggtitaceecge
caatatatccigtcaaacactgatagittaaactgaaggecgggaaacgacaatctgatclaagetaggeatggaattcccagggggotgggeatge
caaticcaateccacaasaatcigagettaacageacagtigetectetcagageagaatcgggtaticaacaccctcatatcaactactacgtigtg
tataacggtceacatgecggtatatacgatgactggggtigtacaaaggcggcaacaaacggegticeeggagtigcacacaagaaatttgecac
tattacagaggcaagageagcagcetgacgegtacacaacaagtcagcaaacagacaggttgaacticaicceccaaaggagaagctcaactca
agcccaagagctttgctaaggecctaacaagcccaccaaagcaaaaageccaciggelcacgelaggaaccaaaaggeccageagtgatcee
agccccaaaagagatetectitgececcggagatiacaatggacgatitectictatcittacgatctaggaaggaagticgaagatgaaggigacgac
actatgttcaccactgataatgagaaggtiagcectcticaatitcagaaagaatgctgacccacagatggtiagagaggcectacgcageaggtctca
tcaagacgatctacccgaglaacaatciccaggagatcaaataccttcccaagaaggtiaaagatgcagtcaaaagaticaggactaattgeate
aagaacacagagaaagacatatitctcaagatcagaagtactaticcagiatggacgatticaaggctigcticataaaccaaggcaagtaataga
gatiggagtcictaaaaaggtagticctactgaatctaaggecatgcatggagictaagaticaaatcgaggatctaacagaactcgecgtgaagac
tagcgaacagttcatacagagtctittacgactcaatgacaagaagaaaatcttcgtcaacatggtggageacgacactetggtetacteccaaaaat
gicaaagatacagtctcagaagaccaaagggcetattgagacitttcaacaaaggataatticgggaaacctecteggattccattigcecagetatet
gtcacticatcgaaaggacagtagaaaaggaaggtggetcctacaaatgecateattgecgataaaggaaaggctatcaticaagatctetctgeeg
acagtggitcccaaagatggacecccacecacgaggageategtggaaaaagaagacgticcaaccacgteitcaaageaagtggattgatgtg
acatctecactgacgtaagggatgacgeacaatceeactatecticgeaagacecticcictatataaggaagticatttcatitggagaggacacge
tcgagtataagagciclatitttacaacaattaccaacaacaacaaacaacaaacaacattacaattacatttacaattaccatggaacgagctata
caaggaaacgatgctagggaacaagettatggtgaacgtiggaatggaggatcaggaagttccacttcteccticaaacticctgacgaaagiceg
agttggactgagtggcggctacataacgatgagacgattticgaatcaagataatceecttggtitcaaggaaagcetggggittcgggaaagtigtatit
aagagatatctcagatacgacgggacggaaacticacigecacagagtectiggatcttggacgggagattcggitaactatgcagceatcicgatitct
cgotttcgaccagatcggatgtacctatagtaticggtttcgaggagttagigicaccatitctggagggtegegaacicticageatctcagigaaatg
goaattcggtctaagcaagaactgetacagcttaccccagicaaagiggaaagtgatgtatcaagaggatgeccetgaaggtgttgaaaccttcgaa
gaagaaagcgagtaaggatcctctagagtectgcetttaatgagatatgegagacgcectatgatcgcatgatatitgetitcaatictgtigtgcacgttgt
aaaaaacctgagceatgtgtagctcagatecttaccgeceggtttcggticatictaatgaatatatcaccegttactategtatitttatgaataatattetee
gitcaatttactgatigtaccctactacttatatgtacaatatiaaaatlgaaaacaatatatigtgctgaataggtttatagegacatetatgatagagege
cacaataacaaacaattgcgttttattattacaaatccaattttaaaaaaagcggcagaaccggtcaaacctaaaagactgattacataaatcttatic
aaatticaaaagtgccecaggggetagtatctacgacacaccgageggegaactaataacgetcactgaagggaactceggticeccgecgge
gcgeatggglgagattecttgaagtigagtattggcegtecgetetaccgaaagttacgggcaccattcaacccggicecageacggeggecgggta
accgacttgctgcecccgagaattatgeageattitttiggtgtatgtgggecccaaatgaagtgecaggtcaaacctigacagigacgacaaategtig
ggcgggtccagggegaattitgecgacaacatgtcgaggetcageaggacctgeataagetcitctgtcagecgggeccactgcatecaccecagta
cattaaaaacgtccgceaatgigitatiaagttgictaagcgtcaatitgtttacaccacaatatateclgecaccagecagecaacagcelcccegaceg
gcagctcggcacaaaatcaccactcgatacaggeagec

pNMDO033 (Fig. 1)

tgatgggctgcectgtatcgagtggtgatttigtgecgagetgecggteggggagcelgtiggetggetggtagcaggatatatigtggtataaacaaattg
acgcitagacaacttaataacacattgcggacgtitttaatgtactggggtggatgcagnnnnnncigctgagcctcgacatgtigtcgcaaaattcg
ccctggaccogeocaacgatitgtcgtcactgtcaaggtttgacclgeacticatttggggeccacatacaccaaaaaaatgcetgeataatictcggg
gcagcaagtcgattacccggecgecgtgetggaccgagttgaatggtgeccgtaactttcggtagageggacggecaatactcaacticaaggaa
tetcacecatgogegecggeggggaaccggagttccettcagtgaacgtiattagticgecgeteggtgtgtegtagatactagececiggggectttt
gaaalttgaataagattiatgtaatcagtctittaggtitgaccggttctgccgctiitittaaaattggattigtaataataaaacgcaattgtitgtiatigtog

cgctetatcatagatgtegetataaacetattcagcacaatalatigttitcatittaatatigtacatataagtagtagggtacaatcagtaaattgaacgg
agaatattattcataaaaatacgatagtaacgggtgatataticattagaatgaaccgaaaccggeggtaaggatctgagetacacatgetcaggttt
tttacaacgtgeacaacagaatigazagcaaatatcatgegatcataggcegicicgeatatctcattaaageaggacictaggategateeceegg

gtcatcaaatctcgatgacgggeaggaccggacagggeggtaccggecaggctgaagtccagetgeccagaaacceacgtcatgecagticeogt
gettgaagecggecgeccgeageatgocgegggoggcatatccgagegectegtgcatgegcacgetegggtegtigggcageccgatgacag
cgaccacgcetcttgaagecctgtoectecagggacticageaggtggotgtagagegtggageccagteccgtcecgetggtggeggggogagac
gtacacggttgactcggecgtocagicgtaggegitgegtgecttccaggggeccgegtaggegatgecggegacctcgecgiccacetecggega
cgagccagggatagcgelcccgcagacggacgaggtegtecgiccacteetgeggttecctgeggelcggtacggaagtigaccgtgetigtctega
tgtagtggttgacgatggtgeagaccgecggeatgicegecteggtggeacggeggatgteggecgggegicgitctgggelecatggtaatigtaaa
tagtaatigtaatgttgttigttgtitgttgttgiiggtaatigtigtaaaaatagtcgagtigagagtgaatatgagacticiaatiggataccgaggggaattt

atggaacgtcagtggagcatiittgacaagaaatatttgctagetgatagtgaccttaggcgacttiigaacgegeaataatggtitctgacgtatgtgct
tagctcattaaactccagaaaccegeggetcagtggceiccitcaacgttgeggtictgtcagticcaaacgtaaaacggctigtccegegtcategge
gggggtcataacgtgactcecttaatictcegetcatgatccgaatticcaatcccacaaaaatctgagctiaacagcacagtigetcctctcagagea
gaatcggatattcaacacccicatatcaactactacgtigtglataacggtccacatgccggtatatacgatgactggggtigtacaaaggeggeaa

caaacggcgttcecggagtigeacacaagaaattigecactattacagaggcaagageageagetgacgegtacacaacaagicageaaaca
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gacaggttgaacticatceccaaaggagaagetcaactcaageceaagagcetitgetaaggecclaacaageccaccaaagcaaaaagecca
ctggctcacgctaggaaccaaaaggeccageagigatccageeccaaaagagatctectitgocceggagattacaatggacgatticetetateit
{acgatctaggaaggaagitcgaaggigaaggtgacgacactatgticaccactgataatgagaaggttagectcticaatitcagaaagaatgetg
acccacagatggttagagaggectacgeagcaggtctcateaagacgatctaccegagtaacaatctccaggagatcaaataccticccaagaa
gottaaagatgecagtcaaaagaticaggactaatigeatcaagaacacagagaaagacatattictcaagatcagaagtactaticcagtatggac
gattcaaggcttgcticataaaccaaggeaagtaatagagatiggagtictetaaaaaggtagticciactgaatctaaggecatgcatggagictaa
gattcaaatcgaggatctaacagaacicgeegtgaagactggegaacagttcatacagagticititacgacicaatgacaagaagaaaatcticgt
caacatggtggagcacgacactetggtctactccaaaaatgtcaaagatacagictcagaagaccaaagggetattgagactiticaacaaagga
{aatticgggaaacciceicggaticoattgeccagctatetgicacticalcgaaaggacagtagaaaaggaaggtggctectacaaatgecatcat
tgcgataaaggaaaggcetatcaticaagatctcictgececgacagliggtcccaaagatggaccceccacccacgaggagceatcgtggaaaaagaa
gacgttccaaccacgtettcaaageaagtggattgatgtgacatetecactpacgtaagggatgacgeacaatceccactatccticgcaagaceett
ccictatataaggaagticatticattiggagaggacacgctcgagtalaagagctcattittacaacaattaccaacaacaacaaacaacaaacaa
cattacaattacatttacaattatcgataccatggtgagcaagggegaggagcigticaccgggatggtgeccatectggtegagetggacggega
cgtgaacggccacaagitcagegtgtccggogagggegagggogatgecacctacggcaagetgaccctgaagticatctgcaccaccggeaa
gctgeccglgecctggeccacecetcgigaccaccticagctacggegtgeagtgeticagecgetaccccgaccacatgaagcageacgactictt
caagtccgecatgeecgaaggetacgtecaggagegcaccateticticaaggacgacggcaactacaagaccegegecgaggtgaagiicga
gogcgacaccectgglgaaccgeategagetgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatectggggcacaagcetggagtacaactaca
acagccacaacgtctatatcatggccgacaagecagaagaacggeatcaaggtgaacticaagatcegecacaacatcgaggacggeagegty
cagctcgeegaccactaccageagaacaccceccalcggegacggecccegigetgetgcccgacaaccactacctgagcacccagtocgecct
gagcaaagaccccaacgagaagegcegatcacatggtectgelggagticgtgacegecgecgggatcactcacggcatggacgagciglaca
agtaaagcggatcectctagagicaageagategttcaaacattiggeaataaagiticttaagatigaatectgtigecgglietigegatgattateatat
aattictottgaattacgttaagcatgtaataattaacatgtaatgcatgacgttatitatgagatgggitttatgattagagicecgcaattatacatttaat
acgcgatagaaaacaaaatatagcgegcaaactaggataaattatcgegegeggtgtealtctatgttactagalegacctgcaggceatgcaagett
agatcagattgtegtiiccegecticagittaaactatcagtgtttgacaggatatattggegggtaaacctaagagaaaagagegtitattagaataat
cggatattiaaaaggygcgtgaaaaggtttatcogttcgtccatttgtatgtgecatgccaaccacagggttcoee

PNMDO035 (Fig. 2)

cctgtggtiggcacalacaaatggacgaacggataaaccttttcacgcececttttaaatatecgattatictaataaacgetcitiictcitaggtttaccege
caatatatcctgtcaaacactgatagttiaaactgaaggcgggaaacgacaatctgatctaagetagcettggaattggtaccacgegtitcgacaaa
atttagaacgaacttaattatgatcicaaatacattgatacatatctcatctagatctaggttatcattatgtaagaaagtittgacgaatatggcacgaca
aaatggctagactcgatgtaattggtatctcaacicaacattatacttataccaaacattagttagacaaaatitaaacaactattitttatgtatgcaaga
gtcagceatatgtataattgattcagaatcgtittgacgagticggatgtagtagtagecattatttaatgtacatactaatcgtgaatagtgaatatgatga
aacattgtatcttattgtataaatatccataaacacatcatgaaagacacttictitcacggictgaatiaattatgatacaattctaatagaaaacgaatt
aaattacgtigaattglatgaaatctaattigaacaagccaaccacgacgacgactaacgttgcctggatigactcggtttaagttaaccactaaaaaa
acggagotgteatgtaacacgcggatcgagecaggtcacagtcatgaagccatcaaagcaaaagaactaatccaagggcetgagatgattaattag
tttaaaaattagttaacacgagggaaaaggetgtctgacagecaggteacgttatetttaceigtggtcgaaatgattegtgtetgtegatittaattattitt
ttgaaaggecgaaaataaagtigtaagagataaaccegectatataaattcatatattitectctcegcetitgaagttttagtittatigcaacaacaaca
acaaatiacaataacaacaaacaaaatacaaacaacaacaacatggeacaatticaacaaacaatigacatgcaaacictccaagecgctgeg
ggacgcaacagctiggtgaatgatttggcatctcgtegegtttacgataatgcagtcgaggagcetgaatgctegticcagacgtceccaaggtaatag
gaacttictggatctacittatttgctggatctegatctigtttictcaatttccttgagatctggaaticgttiaatttggatctgigaacciccactaaatctittg
gitttactagaatcgaictaagttgaccgatcagtiagctcgattatagetaccagaatttggettgaccttgatggagagatccatgitcatgttacctgg
gaaatgattigtatatgtgaatigaaatctgaacigtigaagttagattgaatctgaacacigtcaatgtiagattgaatctgaacactgtttaaggttagat
gaagttigtgtatagaticticgaaactttaggattigtagtgtcgtacgttgaacagaaagctattictgaticaatcagggtttatitgactgtattgaactct
ttitgtgtgtttgcaggtecacttctecaaggcagtgtetacggaacagacccetgatigcaacaaacgcatatccggagttcgagatticetttacteata
cgcaatcegcetgtgeactcetiggecggaggecticggicacttgagtiggagtatctcatgatgeaagttcegticggttctetgacgtacgacategg
cyggtaacttitccgegeaccttttcaaagggegegattacgticactgetgeatgectaatetggatgtacgtgacatigetegecatgaaggacacaa
ggaagctatttacagttatgtgaatcgtttgaaaaggcageagegtectgtgectgaataccagagggeagcetttcaacaactacgetgagaaccee
gcacttcgtccattgegacaaaccittccaacagtgtgaatigacgacagegtatggcactgacacctacgetgtagetctecatageatttatgatat
ccetgttgaggagticggtictgegetactcaggaagaatgtgaaaactigtitcgeggectttcatticcatgagaatatgcettctagatigtgatacagt
cacactcgatgagattggagctacgticcagaaatcaggtaacattccttagttacctticitictitttccatcataagtttatagaligtacatgctitgag
atttttctttgcaaacaatctcaggtgataacctgagcttcttcticcataatgagageactcticaattacacccacagctticagcaacatcatcaagtac
glgtgcaagacgticticcetgetagtcaacgeticgtgtaccacaaggagticeiggtecactagagtcaacacttggtactgcaagttcacgagagtg
gatacgttcactctgticcgtggtgtgtaccacaacaatgtggatigegaagagttitacaaggctatggacgatgegtggeactacaaaaagacgtt
agcaatgcttaatgccgagaggaccatcttcaaggataacgctgegitaaactictggticccgaaggtgcetctigaaatiggaagtcttetitigttgtet
aaacctalcaatttctitgeggaaatttattigaagetgtagagttaaaattgagictittaaacttitgtaggtgagagacatggttatcgicectcictttga
cgctictatcacaactggtaggatgtctaggagagaggttatgglgaacaaggacticgictacacggtectaaatcacatcaagacctatcaaget
aaggcactgacgtacgcaaacgtyctgagcticgtggagtetattagglctagagtgataattaacggtgtcactgecaggtaagtigtiacttatgatt
gitttcctctctgetacatgtatittgitgticattictgtaagatataagaattgagtittcctctgatgatattattaggtctgaatgggacacagacaaggea
atictaggtccattagcaatgacattcticctgatcacgaagcetggotcatglgcaagatgaaataatcctgaaaaagitccagaagttcgacagaac
caccaatgagcigatitggacaagicticigegatgcectgatgggggitaticceteggtecaaggagacgetigtgcgeggtggtitigtgaaagtage
agaacaagcctiagagatcaaggttagtatcatalgaagaaatacctagiticagttgatgaatgctatitictgaccicagttgtictettttgagaattatt
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icttitctaatitgeetgatttitctatiaaticatiaggticcogagclatactgtaccticgecgacegattiggtactacagtacaagaaggeggaggagit
ccaalcgtgtgatctticcaaaccictagaagagtcagagaagtactacaacgeattatccgagetatcagtgetigagaatetegacictttigacttia
gaggcgittaagacttiatgtcagcagaagaatgtggacccggatatggcagcaaaggtaaaicctggtccacactitttacgataaaaacacaag
attitaaactatgaactgatcaataatcaticctaaaagaccacacititgtitigtitctaaagtaatttitacigttataacaggtgategtageaateatga
agicagaatigacgttgcciticaagaaaccliacagaagaggaaalctcggagicgctaaaaccaggagaggggtegtgtgcagageataagg
aagtgttgagcttacaaaatgatgciccgticcegtgtgtgaaaaatctagtigaaggticegigecggcegtatggaaigtgtcctaaggglagiggttl
cgacaaattggatgtggacattgclgatttccatctcaagagtigtagatgcagttaaaaagggaactalgalgtctgeggtgtacacagggictatca
aagttcaacaaatgaagaactacatagattacttaagtgcgicgetggeagctacagtcicaaacctcigcaaggtaagaggtcaaaaggtttceg
caalgatccctctttittigttictctagtitcaagaattigggtatatgactaactictgagtgticctigatgeatatitgtgatgagacaaatgtitgtictatgit
tlaggtgcttagagatgticacggegtigacccagagicacaggagaaatetggagtgtgggatgtiaggagaggacgtiggttacttaaacctaatg
cgaaaagtcacgegtggggigtggcagaagacgccaaccacaagtiggtiatigtgitactcaactgggatgacggaaageegotitgloatgag
acalggttcagggtggcggtgtcaagegattccttgatataticggatatgggaaaactiaagacgcotcacgtctigecagtccaaatggtgagecace
ggagcctaacgccaaagtaatttiggicgatggtgttcecggitgtggaaaaacgaaggagattatcgaaaaggtaagttctgeattiggttatgctee
tigcattttaggtgttcgtegetcticcatticcatgaatagctaagattttitticictgeattcatictictigecicagtictaactgitigiggiatitttgttitaatt
attgctacaggtaaactictctgaagactigattitagtcectgggaaggaagcetictaagatgateatccggaggge caaccaagetggtgtgataa
gagcggataaggacaatgttagaacggtggaticcitctigatgcatectictagaagagtgtttaagaggtigtttatcgatgaaggactaatgeigea
tacaggttgtgtaaatttcctactgcigctatcicaatgtgacgtegeatatgtgtatggggacacaaagceaaattcegticattigcagagtcgegaact
iccgtatccagcegcattitgcaaaactcglcgctgatgagaaggaagtcagaagagttacgetcaggtaaagcaactgtgttttaatcaattictigic
aggalatatggatiataacttaattittgagaaaicigtagtattiggcgtgaaatgagtttgeltttiggttictccegtgtialaggtgeecggetgalgttac
gtatticcttaacaagaagtatgacggggcggtgatgtgtaccagegeggtagagagateegtgaaggcagaagtggtgagaggaaagagtoca
ttgaacccaataaccttaccgttggagggtaaaatitigaccticacacaagceigacaagticgagttactggagaagggttacaaggtaaagtitce
aacittcctitaccatatcaaactaaagttcgaaactttitatitgatcaacticaaggecacecgaicitictaticctgatiaatitgtgatgaatecatatty
acttiigatggtiacgcaggatgtgaacacigigcacgaggtgcaaggggagacgtacgagaagacigcetatigtgegettgacatcaactcegtta
gagatcatatcgagtgcgtcaccicalgttttgglggegetgacaagacacacaacgtgitgtaaatatiacacegttgigitggacecgatggigaat
gtgatitcagaaatggagaagttigtccaatticcticttgacatgtatagagtigaagecaggtctgtetttcetatttcalatgittaatectaggaattigate
aattgatiglatgtatgtcgatcccaagactitctigticacttatatcttaactctctcttigetgttictigcaggtglccaatagecaattacaaatcgatgea
gtattcaggggacagaactigttigticagacgcccaagtcaggagattggcgagatatgcaattttactatgacgetcettcticecggaaacagtact
attctcaatgaatitgatgctgtiacgatgaattigagggatatitcctiaaacgtcaaagatigcagaategacticlccaaatcegtgeaacticctaaa
gaacaacctatittccicaagcctaaaataagaactgcggcagaaatgecgagaactgcaggtaaaatattggatgecagacgatattetitciitig
atttgtaactttttcetgicaaggtegataaatittatitttittggtaaaaggtegataatttitititggagecatiatgtaattticctaattaactgaaccaaaat
tatacaaaccaggttigciggaaaaltiggittgcaatgatcaaaagaaacatgaatgegecggatitgacagggacaattgacatigaggatactge
atctctggtggtigaaaagttttgggaticgtatgtigacaaggaatttagtggaacgaacgaaatgaccatgacaagggagagctictccaggtaag
gacttctcatgaatattagiggcagattagtgtigttaaagtctttggttagataatcgatgectcctaattgtccatgttitactggtttictacaattaaaggt
ggctttcgaaacaagagicatctacagtiggtcagitagcggactitaactiigiggatitgccggcagtagatgagtacaageatatgatcaagagte
aaccaaagcaaaagtiagactigaglatticaagacgaatalcctgcatigcagacgatagtctaceaticgaaaaagalcaatgegattiteggtee
aalgttttcagaacttacgaggatgttactegaaaggatigactettcgaagttictgtictacaccagaaagacacetgecacaaatagaggacttcttit
ctgacctagactcaacccaggcgatggaaatictggaactcgacattticgaagtacgataagtcacaaaacgagticcattgtgctgtagagtaca
agalctgggaaaagttaggaatigatgagiagelagetgagatclggaaacaaggtgagtticctaagitccattitittgtaatocttcaatgttattttaac
tittcagatcaacatcaaaattaggttcaatiticatcaaccaaataatatitticatgtatatataggtcacagaaaaacgaccttgaaagattatacgg
ccggaatcaaaacatgtettiggtatcaaaggaaaagtggtgatgtgacaacctitatiggtaataccatcatcatigecgceatgtitgagetcaatgat
ccccatggacaaaglgataaaggcagclttitgtggagacgatagectgatttacattcctaaaggtttagactigectgatattcaggegggegega
accicatgtggaacticgaggccaaacicticaggaagaagtatggttactictgtggtcattatgttaticaccatgatagaggagecatigtgtatiac
gatccgctiaaactaatatctaagtiaggtigiaaacatattagagatgtigitcacttagaagagttacgegagtctitgigtgatgtagetagtaactiaa
ataatigigcgtatitttcacagttagatgaggccgttgecgaggticataagaccgeggtaggeggticgtitgetitttgtagtataattaagtatitgica
gataagagattgtttagagatttgttctitgitigataatgtcgatagtcicgtacgaacctaaggigagtgatttccicaatctticgaagaaggaagaga
tcttgccgaaggctctaacgaggtiaaaaaccgtgictatiagtactaaagataltatatctgicaaggagicggagacttigtgigatatagattigttaa
tcaatgtgccattagataaglatagatatgtgggtateclaggagecgttittaccggagagtggctagtgecagacttegtiaaaggtggagtgacga
taagtgtgatagataagcgtetggtgaacicaaaggagtgegtgatiggtacgtacagagecegecagecaagagtaagaggticcagticaaattgg
ticcaaattactttgtgtccaccgtggacgcaaagaggaagecgtggeaggtaaggattitiatgatatagtatgctiatgtattttgtactgaaagcatat
cclgcticattgggatatiacigaaagcatttaactacatgtaaacicactigatgatcaataaactigattitgcaggticatgticglatacaagactiga
agattgaggcggottggcagecgtiagetctggaagiagtticagtigetatggtcaccaataacgitgtcatgaagggottigagggaaaaggtcgte
gcaataaatgatecggacatcgaaggtitcgaaggtaagecatcticctgettattiitataatgaacatagaaataggaagtigtgcagagaaacta
attaacctgactcaaaatctacccicataatigtigtiigatattggtcttgtatitigecaggtgtggtigacgaattcgtcgattcggtigeageatttaaage
ggttgacaactitaaaagaaggaaaaagaaggtigaagaaaagggigtagiaagtaaglataagtacagaccggagaagtacgeeggticciga
ticgtttaatitgaaagaagaaaacgicttacaacattacaaacccgaatcagtaccaglatticgataagaaacaagaaaccatgagagacciga
tatccacaaccgiggictcgagettactagagegtggtgegeacgatagegeatagigttttictctccactigaategaagagatagacttacggtgt
aaatccgtaggagtggcgtaaaccaaattacgeaatgtitiggaticeatttaaatcgaaacceectiatiicciggateaceigttaacgeacgttigac
giogtattacagtgggaataagtaaaagtgagaggticgaatccteectaacceegggtaggggeccageggecgcetetagetagagtecaageag
ategticaaacatitggcaataaagtitcttaagatigaatectgitgecggtettgegatgattateatataatttctgtigaattacgttaageatgtaataa
ttzacatgtaatgcatgacgitatitatgagatgggitittatgattagagtcccgcaattatacatitaatacgcgatagaaaacaaaatatagegegea
aactaggataaaltalcgegegeagtgteatotatgitactagategacetgeatecacceccagtacattaaaaacgticegeaatgtgttattaagtigt

ctaagcgtcaattigtitacaccacaatatatectgecaccagecagecaacagetcescgaccggcagetcggeacaaaatcaccacicgatac
aggcagcccatcagtcagatcaggatctectitacgacgcteace
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pNMD661 (Fig. 3)

cclgtggtiggcacatacaaatggacgaacggataaacciiticacgecctittaaatatccgattatictaataaacgctetittctettaggtttaceege
caalatatcctgtcaaacactgatagtttaaactgaaggegggaaacgacaalictgatetaagetagetiggaattggtaccacgegtitcgacaaa
atttagaacgaacttaattatgatclcaaatacattgatacatatctcatetagatetaggttatcattatgtaagaaagtittgacgaatatggeacgaca
aaatggctagactcgatgtaattggtatctcaactcaacattatactiataccaaacattagttagacaaaatttaaacaactatttttiatgtatgcaaga
gtcagcatatgtataatigaticagaatcgttttgacgagttcggatgtagiagtagecatiatitaatgtacatactaatcgtgaatagtgaatatgatga
aacattgtatcttatigtataaatateccataaacacatcatgaaagacacttictttcacggtcigaattaattatgatacaattctoatagaaaacgaatt
aaattacgttgaattgtatgaaatctaatigaacaagccaaccacgacgacgactaacgtigectggatigacteggtitaagttaaccactaaaaaa
acggagcigteatgtaacacgeggatcgagcaggtcacagtcatgaagecatcaaagcaaaagaaciaatccaagggetgagatgattaatiag
titaaaaattagttaacacgagggaaaaggoetgictgacagecaggtcacgttalctitacclgtggtcgaaatgattegtgleigtcgatttiaattattttt
tigaaaggccgaaaataaagtigtaagagalaaacccegectatalaaattcatalattttecicicegetttgaagttttagttttatigcaacaacaaca
acaaattacaataacaacaaacaaaatacaaacaacaacaacatggcacaatitcaacaaacaattgacatgecaaactctccaagecgetgeg
ggacgcaacagctiggtgaatgatitggcatctcgtegegtitacgataatgeagicgaggagetgaatgcetegticcagacgtcecaaggtaatag
gaacttictggatctactitattigctggatctcgatcetigtitictcaatticctigagatctggaattcgtitaattiggatctgtgaacctccactaaatcttttg
gttttactagaatcgatctaagttgaccgatcagttagetegatiatagetaccagaattiggcttgacctigatggagagatccatgttcatgttacctgg
gaaatgatitgtatatgigaattgaaatctgaactgtigaagttagatigaatctgaacactgtcaatgttagatigaatclgaacactgtttaaggttagat
gaagtttgtgtatagaticticgaaactttaggattigtagtgicgtacgttgaacagaaagcetattictgattcaatcagggtitatitgactgtattgaactct
tittgtgtgtttgcaggtccacttciccaaggeagtgtetacggaacagaccctgatigcaacaaacgcatatccggagttcgagatttectitactcata
cgcaatccgetgtgcacicettggecggaggccticggtcactigagtiggagtatetcatgatgeaagttcegticggtictelgacgtacgacategg
cggtaacttticcgegeaccttttcaaagggegegattacgttcactgetgealgectaatetggatgtacgtgacatigetcgecatgaaggacacaa
ggaagctatttacagttatglgaatcglitgaaaaggcagcagegtectgtgecigaataccagagggcagetticaacaactacgcetgagaaccee
geacttcgtccattgegacaaaccttccaacagtgtgaattgacgacagegtatggeactgacacctacgetgtagetctecatageatttatgatat
ccclgttgaggagticggttctgcgctactcaggaagaatgtgaaaactigtitcgeggectitcalticcatgagaatatgetictagatigtgatacagt
cacactcgatgagattggagctacgttccagaaatcaggtaacattccttagttacctttcttttctitttccatcataagittatagatigtacatgcetttgag
attttictttgcaaacaatctcaggtgataacctgagcticiiciiccataatgagagceaciclcaattacacccacagceticagcaacatcatcaagtac
gtgtgcaagacgticttcoctgctagtcaacgeticgtgtaccacaaggagticctggtcactagagtcaacacttggtactgcaagttcacgagagty
gatacgttcactctgttecglggatgtgtaccacaacaatgtggattgcgaagagtittacaaggcetatggacgatgecgtggcactacaaaaagacgtt
agcaalgcttaatgccgagaggaccatcttcaaggataacgcetgegttaaacttctggticccgaaggtgctcttgaaattggaagtcetictttigtigtet
aaacctatcaattictitgcggaaatttattigaagcetgtagagttaaaattgagtctitaaactittgtaggtgagagacatggtiatcgtccctetctitga
cgcftctatcacaactggtaggatgtctaggagagaggttatggtgaacaaggacttegtctacacggtcclaaatcacatcaagacctatcaaget
aaggcactgacgtacgcaaacgtgctgageticgtggagtctattaggtctagagtgataattaacggtgtcactgeccaggtaagttgttactiatgatt
gtittcctctetgctacatglatitigtigticatttcigtaagatataagaattgagtiticetcltgatgatattattaggtctgaatgggacacagacaaggea
attctaggtccattagcaatgacattcttcctgatcacgaagetgggtcatgtgcaagatgaaataatectgaaaaagticcagaagticgacagaac
caccaatgagcetgatttggacaagtetclgegatgcectgatgggggttaticecicgglcaaggagacgcttgtgegeggtggtittgtgaaagtage
agaacaagccttagagatcaaggttagtatcatatgaagaaatacctagtitcagitgatgaatgetattttctgaccteagtigtictetttigagaattatt
tetttictaatttgectgatitttctaitaaticattaggticecgagetatactglacceticgecegaccegattggtactacagtacaagaaggeggaggagtt
ccaategtgtgatctitccaaacctctagaagagtcagagaagtactacaacgceattatccgagetatcagtgetigagaatctcgactcettitgactta
gaggcegtttaagacttiatgtcagecagaagaatgtggacecggatatggcagcaaaggtaaalcctgglccacactittacgataaaaacacaag
attttaaactatgaactgatcaataatcaticctaaaagaccacacitttigtttigtitctaaagtaattittactgttataacaggiggtcgtagcaatcatga
agtcagaatigacgttgcctticaagaaacctacagaagaggaaateteggagtegetaaaaccaggagaggggtegtgtgcagageataagyg
aagigttgagcttacaaaatgatgceteegttcecgtgtgtgaaaaatctagtigaagottcegtgeeggegtatggaatgtgtectaagogtagtgattt
cgacaaattggatgtggacatigctgatticcatctcaagagtgtagatgcagttaaaaagggaactatgatgtetgeggtgtacacagggtcetatea
aagttcaacaaatgaagaactacatagattacttaagtgeatcgeiggcagcetacagtctcaaacctetgcaaggtaagaggicaaaaggtticeg
caalgatccclctttttttgiticictagtitcaagaatitgggtatatgactaactictgagtgitcctigatgeatatitgtgatgagacaaatgtttgitctatgtt
ttaggtgcttagagatgticacggegttgacccagagicacaggagaaatctggagigtgggatgtiaggagaggacgtiggttacttaaacctaatg
cgaaaagtcacgcegtggaototogcagaagacgcecaaccacaagtiggtiatigtgtiactcaactgggatgacggaaagecggitigtgatgag
acatggttcagggtagegotgtcaagegattectigatatattecggatatgggaaaactiaagacgcteacgtetigcagtccaaatgglgagecace
ggagcctaacgccaaaglaattttggtcgatggtgtteccggttgtggaaaaacgaaggagatiatcgaaaaggtaagtictgeatttggtiatgetee
tigcattitaggtgttegtegetcttccatttccalgaatagetaagatttitttictetgeattcaticttctigecteagtictaactgtttgtggtatittigtittaatt
attgctacaggtaaactictctgaagacttgattttagtcccigggaaggaagetictaagatgatcatccggagggecaaceaagetggtgtgataa
gagcggataaggacaatgttagaacogtggaticettetigatgcatccitctagaagggtgtttaagaggttgtttatcgatgaaggactaatgetgea
tacaggtigtgtaaatttcctactgctgctatcicaatglgacgtcgeatatgigtatggggacacaaagcaaattcegticatiigcagagtcgegaact
ttccgtatccagegcatttigcaaaactcgicgetgatgagaaggaagicagaagagitacgetcaggtaaagcaactgtgtittaatcaattictigte
aggalatalggattataacttaatittigagaaatcigtagtatttggegtgaaatgagtitgetttitggtitcteccgtgttataggtgeceggetgatgtiac
glatitccitaacaagaagtatgacggggeggtgatgtgtaccagegeggtagagagatecgtgaaggcagaagtggtgagaggaaagggtgea
tgaacccaataacctiaccgtitggagggtaaaattttgaccticacacaagctgacaagticgagttactggagaagggttacaaggtaaagtitcc
aaciticcittaccatatcaaactaaagticgaaactttitatitgatcaacttcaaggccaccegatcttictaticctgatiaattigtgatgaatccatattg
acttitgatggttacgcaggatgtgaacactgtgcacgaggtgcaaggggagacgtacgagaagactgctattigtgcgetigacatcaaclcegtia
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gagatcatatcgagtgcgtcacctcatgtittggtggegetgacaagacacacaacgigtigtaaatatiacaccgtitgigttggaccegatggigaat
gtgatticagaaatggagaagtigtccaatticctictigacatgtalagagitgaagcaggtctgtciticctatticatatgtitaatectaggaalttigate
aatigattgtatgtatgtcgalcccaagactitcligticacttatatcttaactctcictitgelgtitetigcaggtgiceaatageaattacaaatcgatgea
gltattcaggggacagaactigtitgttcagacgeccaagicaggagatiggegagatatgeaattitactatgacgeteticticccggaaacagtact
attctcaatgaatttgatgcetgttacgatgaatitgagggatatticcttaaacgtcaaagattgcagaalcgacticteccaaatcegtgeaacticctaaa
gaacaacctattttccicaagectaaaataagaactgeggeagaaatgecgagaactgcaggtaaaatattggatgecagacgatatictitcttti
atttgtaactitttcctgtcaaggtcgataaatitiattitttttggtaaaaggtegataatittttittggagecatiatgtaattitectaattaactgaaccaaaat
latacaaaccaggttigctggaaaaitiggtigcaatgatcaaaagaaacatgaatgcgecggatitgacagggacaattgacattgaggatactge
atctctggtggltgaaaagttitgggaticgtatgtigacaaggaatttagiggaacgaacgaaatgaccatgacaagggagagceticiccaggtaag
gactictcatgaatattagtggcagatiagigtigttaaagtcttiggttagataatcgatgecicciaatigtccalgtittactggttttctacaattaaaggt
ggctticgaaacaagagtcalctacagtiggteagttageggactitaactitgtggattigeccggcagtagatgagtacaageatatgatcaagagte
aaccaaagcaaaagtiagacttgagtaticaagacgaatatccligcattigcagacgatagiclaccaticgaaaaagatcaatgcgattticggtce
aatgitticagaacttacgaggatgttactcgaaaggattgactcticgaagttictgtictacaccagaaagacacctgcacaaatagaggacttctitt
ctgacctagactcaacccaggegatggaaattctggaactcgacatticgaagtacgataagtcacaaaacgagtitccatigtgetgtagagtaca
agatctgggaaaagtiaggaatigatgagtggctagetgaggtciggaaacaaggtgagticctaagticeatititiigltaatecticaatgttattttaac
ttttcagatcaacatcaaaattaggttcaatiticatcaaccaaataatatttttcatgtatatataggtcacagaaaaacgacctigaaagattatacgg
ccggaatcaaaacatgtctttggtatcaaaggaaaagtggtgatgtgacaacctttatiggtaataccatcatcattgecgeatgtttgagetcaatgat
ccccalggacaaagtgataaaggeagcttitigtggagacgatagectgatttacattcctaaaggtitagacttgectgataticaggecgggegega
accteatgtggaactticgaggecaaactcticaggaagaagtatggttactictgtggtegttatgttaticaccatgatagaggagecatigtgtattac
gatccgettaaactaaiatctaagtiaggtigtaaacatattagagatgtigttcacttagaagagitacgegagtcttigtatgatgtagetagtaacttaa
ataattgtgcgtattittcacagttagatgaggccgtigecgaggticataagaccgeggtaggeggticgtttgetttitgtagtataattaagtatttgtea
gataagagattgtttagagattigtictitgttigataatgtcgatagictcgtacgaacctaaggtgagtgatitceteaateittcgaagaaggaagaga
tcttgcegaaggcetctaacgagotiaaaaacegtgtctatiagtactaaagatattatatcigtcaaggagtcggagactttgtgtgatatagatttgttaa
tcaatgtgccattagataagtatagatatgtgggtatcctagetaggagecgttittaccggagagtggetagtgecagacttcgttaaaggtggagtg
acgataagtgtgatagataagcgtctggigaactcaaaggagtgegtgattggtacgtacagagecgeagecaagagtaagaggttceagttcaa
atiggttccaaattactitgtgtceaccgtggacgcaaagaggaagecgtggeaggtaaggatttttatgatatagtatgettatgtattitgtactgaaag
catatcclgcticatigggatattacigaaageatttaactacalgtaaactcactigatgatcaataaacttgatitigecaggttcatgttcgtatacaaga
cttgaagattgaggcgggttggcagecgtiagetctggaagtagtiicagtigetatggicaccaataacgtigtcatgaagggttigagggaaaaggt
cgtcgcaataaatgatccggacgtcgaaggtticgaaggtaagecatcttcctgcttatitttataatgaacatagaaataggaagtigtgcagagaa
actaattaacctgactcaaaatctacccicataattgttgttigatatiggtctigtattttgcaggtgtagttgacgaattegtegaticggttgcagceattta
aageggttgacaactitaaaagaaggaaaaagaaggtigaagaaaagggtgtagtaagtaagtataagtacagaccggagaagtacgecggt
cclgaticglttaattigaaagaagaaaacgicttacaacatiacaaacccgaataalcgataacicgagtatttitacaacaattaccaacaacaac
aaacaacaaacaacattacaattacatttacaattatccatgtgagaccccacaaccgtggggtctcagatcageggeccctagagegtggtgeg
cacgatagcgcatagtgtttitctctccactigaatcgaagagatagacttacggtgtaaatccgtaggggtggcgtaaaccaaattacgeaatgttitg
ggticcatttaaatcgaaacccecttatitcetggatcacctgtiaacgeacgittgacgtgtattacagigggaataagtaaaagtgagagottcgaate
ctecctaacceegggtaggggeccageggecgcetclagetagagtcaageagategttcaaacattiggcaataaagtttcttaagattgaatectgt
tgccggtetigegatgattatcatataatitctgitgaattacgttaageatgtaataattaacatgtaatgcatgacgttatttatgagatggatttttatgatt
agagtccegceaattatacattiaatacgegatagaaaacaaaatatagegegcaaactaggataaattatcgegegeggtgtcatetatgttactag
atcgacclgeatccaccecagtacattaaaaacgtcegcaatgtgttattaagtigtclaagegtcaattigtitacaccacaatatatectgecaccag
ccagccaacagcetccecgaceggeagetcggeacaaaatcaccactcgatacaggeageccatcagtcagatcaggatctectitgega

PNMDG670 (Fig. 4)

ccigtggttggcacatacaaatggacgaacggataaaccttitcacgecctittaaatatccgatiatictaataaacgcicttttcicttaggtitaceege
caatatatcctgtcaaacactgatagtttaaacigaaggcgggaaacgacaatcigatctaagetaggeatgectgeaggicaacatgatggagea
cgacacgcttgtctactccaaaaatatcaaagatacagictcagaagaccaaagggcaatigagactittcaacaaagggtaatatccggaaace
tecteggaticeattgeccagctatetgtcactttattgtgaagatagtggaaaaggaagotggcetectacaaatgcecatcattgegataaaggaaag
gecatcgttgaagatgcectetgecgacagtggtcccaaagatggacceccacecacgaggageategtggaaaaagaagacgticcaaccac
gicttcaaagcaagtggatigatgtgatatctccactgacglaagggatgacgcacaatcecactatecticgcaagaccecttectctatataaggaa
gttcatttcalttggagaggagaaaactaaaccatacaccaccaacacaaccaaacccaccacgceccaatigttacacaccegettgaaaaaga
aagtttaacaaatggcecaaggtgcgegaggtitaccaatcettttacagaciccaccacaaaaacictcatccaagatgaggetiatagaaacatteg
ccccalcatygaaaaacacaaactagetaacecttacgctcaaacggtigaageggcetaatgatctagagggaticggeatagecaccaateect
atagcattgaattgcatacacatgcagccgetaagaccatagagaataaacttctagaggtgcttggticcatcctaccacaagaaccigttacatit
atgtticttaaacccagaaagctaaactacatgagaagaaaccegeggalcaaggacattticcaaaatgtigecatigaaccaagagacgtage
caggtaccccaaggaaacaataatigacaaactcacagagatcacaacggaaacagceatacattagtgacactctgeactictiggatcegaget
acatagtggagacattccaaaactgcccaaaatigcaaacatigtatgegaccttagttcteecegtigaggeagectitaaaatggaaageactea
cccgaacatatacagectcaaatacttcggagatggtitccagtatataccaggcaaccatggtggeggggeataceatcatgaattegeteateta
caatggctcaaagtgggaaagatcaagtggagggaccccaaggatagcetitcicggacaictcaattacacgactgagcaggttgagatgcaca
cagtgacaglacagttgcaggaatcgticgcggcaaaccactigtactgcatcaggagaggagactigetcacaccggagglgegeactttcgge
caacctgacaggtacgtgattccaccacagateticctcccaaaagtticacaactgcaagaagecgatictcaagaaaactatgatgeageotottct
tgtatgttaggacagticaagglegcaaaaaatigtgacatitttgccaaagtcagacaattaattaaateatetgacttggacaaatactetgetgtgga
actggtttactiagtaagctacatggagttcetigcegatttacaagetaccaccigetictcagacacactitctggtggctigctaacaaagaccettg
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caccggtgagogcttggatacaagagaaaaagatgcagcetgtitggicitgaggactacgcgaagtiagtcaaagcagttgatticcaceeggtgg
altttictttcaaagtggaaacttgggacticagaticcaccecttgcaagegiggaaagecitccgaccaagggaagtgicggatgtagaggaaatg
gaaagtttgttctcagatggggacctgettgattgeitcacaagaatgecagcttatgeggtaaacgcagaggaagatttagetgcaatcaggaaaa
cgcccgagatggatgicggicaagaagttaaagagectgcaggagacagaaatcaatactcaaaccctgcagaaactticcicaacaagcetcea
caggaaacacagiagggaggtgaaacaccaggeccgcaaagaaagctaaacgcectagctgaaatccaggagtcaatgagagcigaaggtga
tgccgaaccaaatgaaataagcgggacgatgggggceaatacccageaacycegaacticotggeacgaatgatgccagacaagaacicaca
ctcccaaccactaaacctgicectgcaaggtgggaagatgeticaticacagatictagtgtggaagaggageaggttaaactectiggaaaagaa
accgttgaaacagcgacgceaacaagtcategaaggacticctiggaaacactggattectcaattaaatgctgttggaticaaggegetggaaatic
agagggataggagtggaacaatgatcatgcccatcacagaaatggtgtecegggctggaaaaagaggacticccigaaggaactccaaaagag
ttagcacgagaattgticgctatgaacagaagecctgecaccateectitggacctgettagagecagagactacggeagtgatgtaaagaacaa
gagaattggtgccaltcacaaagacacaggcaacgagtiggggegaatactigacaggaaagatagaaagcttaacigagaggaaagtigega
cttglgtcaticatggageiggaggticiggaaaaagtcatgccatccagaaggcattgagagaaattggcaagggetcggacatcactgtagtect
gccgaccaatgaactgeggctagatiggagtaagaaagtgectaacactgagecctatatgttcaagaccictgaaaaggegttaattggaggaa
caggcagcatagtcaicittgacgattactcaaaacticcicceggtiacatagaagecttagtctgttictacictaaaatcaagcetaatcatictaaca
ggagatagcagacaaagcgtctaccatgaaactgctgaggacgcctecatcaggceatitgggaccagcaacagagtactictcaaaatactgee
gatactatctcaatgccacacaccgcaacaagaaagatcttgcgaacatgettggtgtctacagtgagagaacgggagtcaccgaaatcageat
gagcgccgagticttagaaggaatcecaactttiggtacceteggatgagaagagaaagcetgtacatgggcaccgggaggaatgacacgttcaca
tacgctggatgccaggggcetaactaagccgaaggtacaaatagtgtiggaccacaacacccaagtgtgtagegegaatgtgatgtacacggeac
ttictagagcecaccgataggattcacticgtgaacacaagtgceaaaticeictgecticigggaaaagtiggacagcaccccttacctcaagactttce
tatcagtgglgagagaacaagcactcagggagtacgagecggcagaggcagagecaattcaagagectgagecceagacacacatgtgtgte
gagaatgaggagtcecgtgctagaagagtacaaagaggaacictiggaaaagtttgacagagagatccactetgaatcccatggicaticaaacty
tgtccaaactgaagacacaaccattcagttgttttcgcatcaacaagcaaaagatgagactetectetgggegactatagatgegeggetcaagac
cagcaatcaagaaacaaacttccgagaattcctgagcaagaaggacattiggggacgticigtttttaaactaccaaaaagctatgggtttacccaa
agagcgtattcctitticccaagaggtctgggaagctigtgcccacgaagtacaaagcaagtacctcagcaagtcaaagtgcaacttgatcaatgg
gactgtgagacagagcccagacticgatgaaaataagattatggtaticctcaagtogeagtgggtcacaaagglggaaaaactaggtetaccca
agattaagccaggtcaaaccatagcagcecttttaccagcagactgtgatgettitiggaaciatggctaggtacatgegatggticagacaggcttice
agccaaaagaagicticataaactgtgagacgacgcecagatgacatgtetgeatgggectigaacaactggaatttcagcagacctagettggeta
atgactacacagctticgaccagtctcaggatlggagecatgtigeaatttgaggtgctcaaagecaaacaccactgcataccagaggaaatcattc
aggcatacatagatattaagactaatgcacagattitcctaggeacgtiatcaattatgegectgactggtgaaggtcccacttitgatgcaaacactg
agtgcaacatagcttacacccatacaaagtttgacatcccagecggaactgctcaagtitatgcaggagacgacicegeactggactgtgticecag
aagitgaagcatagtttccacaggcetigaggacaaattactectaaagicaaagectgtaatcacgcageaaaagaagggcagtiggectgagtitt
gtggttogctgatcacaccaaaaggggtgatgaaagacccaatiaagetecatgttagettaaaatiggetgaagetaagggtgaactcaagaaat
glcaagaticclatgaaattgatctgagttatgcctatgaccacaaggactictctgcatgacitgticgatgagaaacagtgtcaggcacacacactc
acttgcagaacactaatcaagtcagggagaggcactgictcactitcccgectcagaaacttictitaaccgttaagttaccitagagatttgaataag
algtcagcaccagctagtacaacacagcccatagggtcaactacctcaactaccacaaaaactgcaggegcaactectgccacageticagge
cigticactatccecggatggggattictitagtacageccgtgecatagtagecagcaatgetgtcgecaacaaatgaggacctcagcaagatigagg
clatitggaaggacatgaaggtgcccacagacactatggcacaggcetgettgggacttagtcagacactgtgctgatgtaggatcatecgetcaaa
cagaaatgatagatacaggtccctaticcaacggeatcageagagetagactggcagcageaattaaagaggtatgcacactiaggceaatttige
algaagtatgccecagtggtatggaactggatgttaactaacaacagtecacctgctaactggeaageacaaggtticaagectgagecacaaatic
gctgeattcgactictticaatggagtecaccaacecagctgecatcatgeccaaagaggggelecatccggecacegtetgaagetgaaatgaatget
gcccaaactgetgectitgigaagattacaaaggecagggceacaatccaacgactitgccagectagatgcagctgtcactcgaggaaggatcac
cggaacgaccacagcagaggcagtcegtiactetgectcetecataacagaaacttictitaaccgttaagtiaccttagagattigaataagatggat
attctcatcagtagttigaaaagtttaggtiatictaggacticcaaatctttagattcaggacettiggtaglacatgcagiagccggagecggtaagtee
acagccctaaggaagttgatcclcagacacccaacattcaccgtgecatacacteggtgteccctgacaaggigagtatcagaactagaggeataca
gaagccaggacctattcctgagggcaacticgcaatectegatgagtatactitggacaacaccacaaggaactcataccaggcacttttigetgac
ccttatcaggeacceggagtttagectagagecccacttctacttggaaacatcatttcgagticcgaggaaagtggeagatitgatagetggetgtag
cttcgatttcgagacgaactcaccggaagaagggeacttagagatcactggeataticaaagggcecectactcggaaaggtgatagecatigatg
aggagtctgagacaacactgtccaggcalggtgitgagtttgttaageectgecaagtgacggoactigagticaaagtagtcactattgtgtetgecy
caccaatagaggaaattggccagtecacagcttictacaacgetatcaccaggtcaaagggattgacatatgteegegeagggecataggetgac
cgctecggteaatictgaaaaagtgtacatagtattaggtctateatitgetitagtitcaattacctttctgettictagaaatagettaceecacotcggtg
acaacattcacagctigccacacggaggagcttacagagacggcaccaaagcaatctigtacaactcccecaaatectagggtecacgagtgagtcet
acacaacggaaagaacgcagcattigectgecgttitgctactgacittgetgatctalggaagtaaatacalatctcaacgcaatcatactigtgetigt
ggtaacaatcatagcagtcattagcacticctiagtgaggactgaaccttgigtcatcaagattactggggaatcaatcacagtgtiggcttgeaaact
agatgcagaaaccataagggccattgccgatctcaagecactetccgtigaacggttaagtttccattgatactcgaaagaggtcageaccageta
gcaacaaacaagaacatgagagacctcgegatitaaatcgatggtctcagatcggtegtatcactggaacaacaaccgetgaggcligtigtcact
ctaccaccaccataactacgtctacataaccgacgcctaceccagtticatagtatttictggtitgattgtatgaataatataaatacaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaactagtgagctetictgicagegggeccactgeatecaccecaglacattaaaaacgicegeaatgtgttattaagtigtetaage
glcaatttgtitacaccacaatatatcetgecaccagecagecaacagelccecegaccggeagceteggeacaaaatcaccactegatacaggea
geccateagte
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pNMD694 (Fig. 5)

ccigtggttggcacatacaaatggacgaacggataaacctiticacgeceittiaaatatcegatiatictaataaacgcictiticictaggttacccae
caatatatcctgicaaacacigatagttitaaacigaagoegggaaacgacaatetgatciaagetaggealgectgcaggtcaacatggiggagea
cgacacgctigtctactccaaaaatatcasagatacagtetcagaagaccaaagggeaattgagacitttcaacaaagggtaatatccggaaace
tectcggattccatigeccagetatetgtcactitatigtgaagatagiggaaaaggaaggiggetcctacaaatgecatcatigegataaaggaaag
gccatcgtigaagatgociclgccgacagtggicccaaagatggacocococacccacgaggageateglggaaaaagaagacgticcaaccac
gicttcaaagcaagtggattgatgtgatatctecacigacgtaagagatgacgcacaatcecactatecttcgeaagacccitcctctatataaggaa
gitcatticaliiggagaggagaaaaclaaaccatacaccaccaacacaaccaaacocaccacgeccaatigtiacacaccegcetigaaaaaga
aagtttaacaaatggccaaggtgegegaggtttaccaatettitacagactccaccacaaaaactctcalccaagatgaggctiatagaaacattcg
ccecatcatggaaaaacacaaactagcetaaccettacgetcaaacggttgaageggceiaatgatctagaggggticggcatagccaccaatecct
atagcatigaattgcatacacatgcagecgcetaagaccatagagaataaactictagaggtgeitggticcatcetaccacaagaacctgttacattt
atgtitcttaaacccagaaagcetaaactacatgagaagaaaccegeggatcaaggacattticcaaaatgttgccatigaaccaagagacgtage
caggtaccccaaggaaacaataattigacaaactcacagagalcacaacggaaacagcealacattagtgacacteigeacticttggateegaget
acatagtggagacattccaaaactgcccaaaattgcaaacatigtatgegaccttagticteceegtigaggeagectitaaaatggaaageactea
ccegaacalatacagecicaaatacticggagatggtticcagiatataccaggcaaccatgglggeggggeataccatcatgaattcgeteatcta
caatggctcaaagtgggasagatcaagtggagggaccecaaggatagcetitcteggacatetcaattacacgactgagcaggtigagatgeaca
cagtgacagtacagttgcaggaatcgttcgeggeaaaccactigtactgeatcaggagaggagactigetcacaceggaggtgegeactttegge
caacctgacaggtacgtgattccaccacagalcttccteccaaaagticacaactgcaagaageegaticicaagaaaactatgatgcagetctict
tgtatgttaggacagtcaaggtcgcaaaaaatigtgacatttitgccaaagtcagacaattaattaaatcalctgacitggacaaatacictgeigtgga
actggtttacttagtaagetacatggagticetigecgatttacaagetaccacctgettetcagacacacttictggtggcttgetaacaaagaccecttg
caccggtgagagctiggatacaagagaaaaagatgcagctgtttagtctigaggactacgegaagttagtcaaagcagtigatttccacceggtag
attttictticaaagtggaaactigggacticagattccaccoctigeaagegiggaaagecticcgaccaagggaagtgtcggatgtagaggaaatg
gaaaglittgttcteagatggggacctgettgattgettcacaagaatgecagettatgeggtaaacgeagaggaagatitagetgeaatcaggaaaa
cgocccgagatggatgteggtcaagaagttaaagagectgcaggagacagaaatcaatactcaaacectgcagaaacttitcctcaacaagcetceca
caggaaacacagtagggaggtgaaacaccaggcecgcaaagaaageiaaacgectageigaaatccaggapicaatgagagetgaaggtga
tgccgaaccaaatgaaataagegggacgatgggggeaatacceageaacgeegaacticelggeacgaatgalgecagacaagaactcaca
ctcccaaccactaaaccigiccetgcaaggtgggaagatgeticattcacagatictagtgtggaagaggagoaggtiaaactectiggaaaagaa
accgtigaaacagcgacgcaacaagicatcgaaggacticetiggaaacactggaticeicaatiaaatgetgtiggaticaaggegcetggaaatte
agagggataggagtggaacaatgatcatgcccatcacagaaatogtgtecegggctggaaaaagaggacticcctgaaggaaciccaaaagag
ttggcacgagaattgticgctatgaacagaagecctgecaccateectitggacctgettagageccagagactacggeagigatgtaaagaacaa
gagaattggigccatcacaaagacacaggeaacgagitggggcgaatactigacaggaaagatagaaagctiaacigagaggaaagtigega
citgtgtcattcatggagetggaggtictggaaaaagtcatgecatccagaaggeatigagagaaatiggeaagggeicggacatcactgtagicct
gcegaccaatgaactgeggetagattggagtaagaaagtgectaacactgagecctatatgticaagacctctgaaaaggegitaattgggggaa
caggcagcatagtcatctitgacgatiactcaaaacticcteccggtiacatagaagecttagictgttictacictaaaatcaagcetaatcattctaaca
ggagatageagacaaagcegtctaccatgaaactgetgaggacgecticcatcaggceatitgggaccageaacagagtacticicaaaatactgee
gatactatctcaatgecacacaccgeaacaagaaagateitgegaacatgettggtgictacagtgagagaacgggagtcaccgaaatcageat
gagcgecgagticitagaaggaatcccaacttiggtacceteggatgagaagagaaagetgtacatgggeaccgggaggaatgacacgiteaca
tacgctggatgccaggggctaactaagecgaaggtacaaatagigttagaccacaacacecaagtgigtagegegaatgtgatgtacacggecac
titctagagccaccgataggattcacticgtgaacacaagtgcaaattectetgecttctgggaaaagttggacagoaccectiaccicaagactttce
tatcagtggtgagagaacaageaclcagggagtacgagcoggeagaggcagagecaaticaagageetgagecceagacacacatgtgtgte
gagaatgaggagtcegtgotagaagagtacaaagaggaactcttggaaaagtttgacagagagatccactctgaatcccatggtcaticaaactg
tgtccaaactgaagacacsaccaticagitgitttcgeatcaacaageaaaagatgagaciciecictgggegactatagatgegeggctcaagac
cagcaatcaagasacaaacticcgagaaticctgageaagaaggacatiggggacgticigtititaaactaccaaaaagctatgggtitacccaa
agagcgtattcctititcccaagaggtctgggaagctigtagcccacgaagtacaaageaaglacctcageaagicaaagtgcaacttgatcaatgg
gactgtgagacagageccagacticgatgaaaataagattatggtaticcicaagtecgeagtgggtcacaaaggtggaaaaactaggtclaceea
agatitaagccagglcaaaccatageagectittaccageagactgtgatgctiittggaactatggetaggtacatgegatggttcagacaggclittce
agccaaaagaagtcticataaactgtgagacgacgecagatgacatgtotgcatgggectigaacaactggaatticagcagacctagcitggcta
atgactacacagetticgaccagtcticaggatggagecatgttgeaatttgaggtgetcaaagecaaacaccacigeataccagaggaaatcatic
aggcatacatagatattaagactaatgcacagattttcctaggeacgttatcaattatgegectgactggtgaaggicccaciittgatgcaaacacty
agtgcaacatagcttacacccatacaaagtttgacatcccagecggaactgetcaagttiatgcaggagacgactccgeactggactgigitccag
aagtgaagcatagtiiccacaggetigaggacaaattactcctaaagtcaaagectigtaatcacgcageaaaagaagggcagtiggectgagtttt
glggtiggctgatcacaccaaaaggagtgatgaaagacccaattaagetccatgttagetaaaattggetgaagetaagggtgaactcaagaaat
glcaagattcctatgaaatigatctgagttatgectalgaccacaaggactctcigeatgactigticgatgagaaacagtgtcaggcacacacactc
acttgcagaacactaatcaagtcagggagaggcacigtetcactitcccgectcagaaactttctitaaccgttaagtiacctiagagattigaataag
atggatattctcatcagtagtitgaaaagtttaggttatictaggacttccaaalctttagatticagoaccttiggtagtacatlgcagtagecggageeggt
aagtccacagooctaaggaagttgatcclcagacaccocaacaticacegigeatacactcggtgtecctgacaagglgagtatcagaactagagg
catacagaagccaggacctaticctgagggcaacticgeaatectegatgagtatactttygacaacaccacaaggaactcataccaggeacttttt
golgaccottatcaggcacsggagittagectagagcooccacticiactiggaaacatcatticgagticcgaggaaagtggcagatttgatagetgg
cigtggcticgatticgagacgaactcaccggaagaagggceactiagagatcaciggeataticaaagggecectactcggaaaggtgatageea
ttgatgaggagictgagacaacactgteccaggeatggigttgagtitgitaageccigeccaagtgacgggactigagticaaagtagicactattgtgt
ctgcegeaccaatagaggaaatiggecagtccacagcettictacaacgctatcaccaggtcaaagggatigacatatgtccgegeagggccatag
gctgaccgcetccggtcaatictgaaaaagtgtacatagtattaggtetatcatiigetttagittcaattaccttictgetitctagaaatagettaccecacg
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tcggtgacaacattcacagctigecacacggaggagettacagagacggcaccaaagcaatettigtacaactceccaaatctagggteacgagt
gagtctacacaacggaaagaacgcagcatttgetgeegttitgctactgactttgeigatetatggaagtaaatacatatcicaacgeaatcatacttgt
gettgtgotaacaatcatagcagteattageacticcttagtgaggactgaacctigtgteatcaagattactggggaatcaatcacagtgtiggettge
aaactagatgcagaaaccataagggccatigcecgalctcaagecactcicegttgaacggttaagtitccatigatactcgaaagaggtcageace
agctagcaacaaacaagaacatgagagacctcgegatttaaatcgatggtctcagateggtegtatcactggaacaacaacegetgaggetgttg
tcactctaccaccaccataactacgtctacataaccgacgcctaccccagtitcatagtattitciggtitgattglatgaataatataaataaaaaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaactagtgagetetictgtcagegggeccactgeatccaceccaglacatiaaaaacgtccgeaatglgttattaagtigtet
aagcgtcaatttgittacaccacaatatatcctgecaccagecagccaacagcetccecgaceggeagceltcggcacaaaatcaccacicgataca

ggcagcccatc

pNMD1971

cctgtggttggeacatacaaatggacgaacggataaacctiticacgeccttitaaatatccgattattctaataaacgetictttictctiaggtitaccege
caatatatcclgtcaaacactgatagtttaaactgaaggegggaaacgacaatctgatctaagetaggeatggaaticcaatcccacaaaaatetg
agcttaacagcacagtigetectctcagagecagaatcgggtaticaacaccctcatatcaactaclacgiigtgtataacggtecacatgeceggtatat
acgatgactgoggtigtacaasaggeggcaacaaacggegticccggagtigcacacaagaaatitgecactattacagaggcaagagcageag
ctgacgcglacacaacaagtcagcaaacagacaggitgaacticatccccaaaggagaagceicaacicaageccaagagcetitgetaagygece
taacaagcccaccaaagcaaaaageccaciggelcacgctaggaaccaaaaggeccageagtgatccagecccaaaagagatctectitgec
ccggagattacaatggacgatticcictatctttacgatctaggaaggaagitcgaaggigaaggtgacgacactatgtticaccactgataatgaga
aggtiagcclicticaatttcagaaagaatgctgacccacagalggttagagaggectacgcagceaggtcicatcaagacgatctacccgagtaac
aatctccaggagatcaaatacclicccaagaaggitaaagalgcagicaaaagaticaggactaatigcatcaagaacacagagaaagacatat
tictcaagatcagaagtactaticcagtatlggacgattcaaggctigcticataaaccaaggeaagtaatagagattggagtcictaaaaaggtagit
cctactgaatclaaggecatgeatggagtctaagaltcaaatcgaggatctaacagaactcgeecgigaagactggegaacagticatacagagtct
titacgactcaatgacaagaagaaaatcticgtcaacatggtggagcacgacactctggtctaciccaaaaatgicaaagatacagtcicagaaga
ccaaagggctattgagacttticaacaaaggataatitcgggaaaccicctcggaticcatigcccagctatetgtcacticatcgaaaggacagtag
aaaaggaaggtggctcctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggctatcattcaagatctctcigeccgacagtggtcccaaagatggaccc
ccacccacgaggagealicgtggaaaaagaagacgticcaaccacgtcitcaaagcaagiggattgatgtgacatctccactgacgtaagggatg
acgcacaatcccactatectticgecaagacccttcetctatataaggaagitcatitcattiggagaggacacgcticgagtataagagetcatitttacaa
caaltaccaacaacaacaaacaacaaacaacatiacaattacatitacaattatcgatgggteagteccttatgtiacgtectgtagaaaceecaac
ccgtgaaatcaaaaaactcgacggectatgggcatticagictggategegaaaactgtggaattgatcagegttgatgggaaagegegtiacaag
aaagccgggcaatigetgigecaggeagititaacgalcagticgecgatgeagatalticgtaattatgegggceaacgictgglatcagegegaagt
cittataccgaaaggtaagtagtgtitttiggataactgagtitgectatgattitgtatttactgagatgttigtectetitgtgcaggttgggeaggecagegt
atcgtgetgegtttcgatgeggtcactcattacggeaaagtgiggotcaataatcaggaagtgatggageatcagggeggetatacgecaittgaag
cogatgtcacgecgtatgttatigccgggaaaagtgtacgtatcaccgttigtgigaacaacgaactgaactggeagactatcccgecgggaatggt
gatlaccgacgaaaacggcaagaaaaagcagtctiacticcatgatttctitaactalgecggaatccatcgcagegtaatgetctacaccacgecg
aacacctgggtggacgatalcaccgtggtgacgcalglcgcgcaagactgtaaccacgcgtcigtigactggecagglggtggccaatggtgatgtc
agoottgaactgegtgatgcggatcaacaggtggtigcaactggacaaggceactagegggactttgeaagtggtgaatcegeacctctggecaace
gggtgaaggttatcictatgaaciglgegicacagccaaaagecagacagagigtgatatclacecgettcgegtecggeatccggtecagtggeagt
gaagggccaacagiicctgattaaccacaaaccgtictactitactggcetttggtegtcalgaagatgeggacttacgtggcaaaggattcgataacg
tgctgatggtgcacgaccacgcattaatggactggattgaggecaacicctacegtaccicgeattacccttacgelgaagagatgetcgactggge
agatgaacatggcatcglgglgaligatgaaactgetgclgteggcttiaaccicictitaggeattggtiticgaagcgggcaacaagccgaaagaac
tgtacagcgaagaggceagtcaacggggaaactcagcaagegeactiacaggegatiaaagagcelgatagegegtgacaaaaaccacccaag
cgtggtgatgtggagtattgccaacgaaccggataccegiccgcaaggtgecacgggaatatticgegecactggecggaageaacgcegtaaactc
gacccgacgcegtccgatcaccigegicaatgtaatgttcigecgacgctcacaccgataccatcagcegalctctiigatgtgetgtgectgaaccgttatt
acggatggtatgtccaaagceggcegatttggaaacggcagagaaggtactggaaaaagaaciictggcctggcaggagaaacigcatcagecg
attatcatcaccgaatacggcgtggatacgttagccgggctgcactcaatgtacaccgacatgtggagigaagagiatcagtgtgeatggcetggata
tgtatcacegegtettigategegtcagegeegtegteggtgaacaggtatggaatttcgecgatittgecgacctcgcaaggceatatigegegttgaey
gtaacaagaaagggatcttcactcgegaccgeaaacegaagteggeggctittetgeigecaaaaacgetggactggeatgaacticggtgaaaa
accgcagecagggaggcaaacaatgaatcaacaactctectggegeaccategteggetacagecicgggaatigggatectetagagtcaage
agalcottcaaacattiggcaataaagtticttaagatigaatectgitgecggtctigegalgattatcatataatticigtigaattacgttaagcatgtaat
aattaacatgtaatgcatgacgtiatitatgagatgggittitatgattagagtcccgecaattatacatttaatacgcgatagaaaacaaaatatagcgeqg
caaactaggataaattatcgcgegeggtgtcatetatgttactagatcgacctgcaggeatgecaaticcaatcccacaaaaatetgagettaacag
cacagtigctcetctcagagceagaatcgggtattcaacacccetcatatcaactactacgtigtgtataacggiccacatgecggtatatacgatgactg
gggttgtacaaaggcggcaacaaacggegticceggagitgcacacaagaaattigecactattacagaggcaagagceageagetgacgegta
cacaacaagtcagcaaacagacaggtigaacticatccccaaaggagaagctcaacicaagcccaagagcttigetaaggecctaacaagee
caccaaagcaaaaagcccactggcicacgctaggaaccaaaaggceccageagtgatccagecccaaaagagatctecttigeceeggagatt
acaatggacgatttcctetatctitacgatctaggaaggaagticgaaggigaaggtgacgacactatgticaccactgataatgagaaggttagect
cttcaatttcagaaagaalgcigacccacagatggttagagaggcectacgeagcaggtclcatcaagacgatctaccecgagtaacaateteccagg
agatcaaataccticccaagaaggttaaagatgcagtcaaaagattcaggactaatigcatcaagaacacagagaaagacatattictcaagatc
agaagtactattccagtalggacgaticaaggcltgcticataaaccaaggcaagtaatagagatiggagtcictaaaaaggtagttcctactgaate
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taaggccatgcatggagtctaagaticaaatcgaggatctaacagaactegecotgaagactggegaacagticatacagagictttacgactca
algacaagaagaaaatcitcglcaacatggtggageacgacactctggtetaciccaaaaatgtcaaagatacagtctcagaagaccaaaggge
tattgagactittcaacaaaggataatttcgggaaacctcctcggaticeattgeccagetateigicacticatcgaaaggacagtagaaaaggaag
gtggcicctacaaatgecalcatigegataaaggaaaggetatcattcaagatetctclgecgacagtggtcccaaagatggaccoececacecacy
aggagcalcgtggaaaaagaagacgticcaaccacgtcticaaagcaagtggattgatgtgacatetecactgacgtaagggatgacgcacaat
cccactatccttcgecaagacccttectctatataaggaagticatttcatttggagaggacacgctcgagtataagagclctatitttacaacaattacca
acaacaacaaacaacaaacaacattacaattacatitacaattaccatggaacgagctatacaaggaaacgatgctagggaacaagcitatggt
gaacgtiggaatggaggatcaggaagttccactictcccttcaaacticclgacgaaagtccgagtiggactgagtggeggcetacataacgatgag
acgatticgaatcaagataatcccctiggittcaaggaaagcetgaggtiicgggaaagtigtatttaagagatatctcagalacgacgggacggaaa
cttcactgcacagagtectiggatcttggacgggagatticggttaactatgecageatctegatticicggtitcgaccagaicggatgtacctatagtatt
cggittcgaggagtiagiogtcaccatttctggaggglcgegaactcticageatctcagigaaatggcaaticggtctaagecaagaactgetacagett
accccagicaaagiggaaagtgatgtatcaagaggatgecctgaaggtgitgaaaccitcgaagaagaaagegagtaaggalccictagagtce
tgctitaatgagatatgcgagacgcclatgalcgecatgatatttgetitcaattctgtigtgcacgtigtaaaaaacctgagcealgtgtagetcagatectta
ccgecggtticggticatictaatgaatatatcaccegitactategtattittatgaataatatictccgticaattiactgatigtaccctactacttatatgta
caatattaaaatgaaaacaatalaitgtgctgaataggtitatagegacatctatgatagagegecacaataacaaacaattgegttttatiattacaaa
tccaattttasaaaaageggcagaaccggicaaacctaaaagactgattacataaalctiaticaaatticaaaagtgecccaggggctagtateta
cgacacaccgageggcegaactaataacgctcactgaagggaacteeggttcceegecggegegeatgggtgagaticcttgaagttgagtatigg
ccglccgetctaccgaaagitacgggcaccaticaacceggiccageacggeggecgggtaaccgactigetgeccegagaattalgcagcattit
titggtgtatglgggecccaaatgaagigeaggtcaaaccttgacagtgacgacaaategtigggegggtecagggegaattttgcgacaacatgtc
gaggcicagcaggaccigcataagctetteigicagegggeecactgealccaccccagtacattaaaaacgteecgeaatgtgitattaagitgicta
agcglcaaitigtitacaccacaatatatcctgeccaccagecagecaacagetccccgaceggcagetcggeacaaaatcaccacicgatacag
geagccecatcag

pNMD2210

cctgtggttggeacatacaaatggacgaacggataaaccitticacgeccttitaaatatccgattatictaataaacgctetitictcttaggittacecge
caalatatccigtcaaacactgatagtttaaactgaaggcgggaaacgacaatclgatctaagcetaggcatggaattgegtgcagotcgaggtcatt
catatgcitgagaagagagtcgggatagtccaaaataaaacaaaggtaagatiacctggtcaaaagtgaaaacatcagttaaaaggiggtataa

agtaaaataicggtaataaaaggiggcccaaagtgaaatttacicittictactattataaaaattgaggatgtititgtcggtacttigatacgteatttttgt
atgaattggtititaagtttaticgctitiggaaatgcatatcigtatttgagtcgggttttaagticattigetitigtaaatacagagggatitgtataagaaata
tctttaaaaaaacceatatgctaatitgacataatitttgagaaaaalatatattcaggegaattcicacaatgaacaataataagattasaatagetttc
ccccgttgcagegeatgggtatititictagtaaaaataaaagataaactiagacicaaaacattiacaaaaacaacccectaaagticectaaagece

aaagtgctatccacgatccatagcaageccageccaacccaacccaacccaaccecaceecagiccagecaactggacaatagictccacace
ccoccactatcaccgtgagtigtccgcacgcaccgcacgtcicgcagccaaaaaaaaaaaaagaaagaaaaaaaagaaaaagaaaaaac

agcaggtgagtecgggtegtgggggecggaaacgegaggaggategegagecagegacgaggeeggecctcecteecgettccaaagaaac

geoeccccategecactatatacatacceccceccteticcicceatccececaaccetaccaccaccaccaccaccacctccacctecteeeeceteg
clgeeggacgacgagctecteeccccleecectcecgeecgecgecgegecggtaaccaccecegecccteteetctitctitcicegtittitttticegtete
ggtctegatetttggecttggtagtitgggtgggegagaggeggettegtgegegeecagateggtgegegggaggggegggatetegeggcotggy
getetegecggegtggatceggeccggatetegeggggaatggggceteteggatgtagalctgegatcegecgttgtigogggagalgatggggg

gtttaaaatttccgecatgctaaacaagatcaggaagagaggaaaagggcactatggittatatittiatatatttetgetgeticgtcaggcettagatgtg
ctagatctticttictictttttotgggtagaatttgaatcectcageatigticatcggtagtittettitcatgatttgtgacaaatgcagectegtgeggagett
titigtaggtagacgataagctatcgatgggtcagtcecttatgttacgtectgtagaaaccecaaceegtgaaalcaaaaaactcgacggectgtgg
gcaticagtctggategegaaaactgtggaattgatcagegitggtgggaaagegegitacaagaaagecgggeaattgeiglgecaggeagtttt

aacgatcagttcgccgatgcagatattcgtaattatgecgggceaacgtciggtatcagegegaagictttataccgaaaggtaagtagtgtititggata

actgagttigcectatgattitgtatttactgagatgttigtectetttgtgcaggttaggcaggecagegtalegtgetgegtttcgatgeggtcactcattacg
gcaaagtgtgggtcaataatcaggaagtgatggagcatcagggceggctatacgccatttgaagecgatgtcacgecgtatgttattgccgggaaa

agtotacgtatcaccgtitgigtgaacaacgaactgaactggcagactatcecegecgggaatggtgatiaccgacgaaaacggcaagaaaaage
agtcttacttccatgatitctitaactalgecggaatecatcgeagegtaatgetctacaccacgecgaacacctgggtggacgatatcaccgtggtga
cgcatgtegegeaagactgtaaccacgegictgttgactggeaggtogtggecaatggtgatgtcagegtigaactgegtgatgeggatcaacagg
tggttgcaactggacaaggcactagegggactttgcaagtggtgaatcegeaccictggcaaccegggtgaaggtiatctetatgaactgtgegicac
agccaaaagecagacagagtgtgatatctacecgcettcgegteggeatceggteagtggeagtgaagggcocaacagttectgattaaccacaaa
ccgttctactitactggcetttggtcgtcatgaagatgeggacttacgtggcaaaggaticgataacgtgetgatggtgcacgaccacgcattaatggac
tggattgaggccaacicctacegtaccicgeattaccctiacgetgaagagatgetcgactgggeagatgaacatggceategtggtgatigatgaas
ctgctgelgteggcetttaacctctctttaggeatiggtitcgaagegggeaacaagecgaaagaactgtacagegaagaggcagtcaacggggaa

actcagcaagcgeacttacaggcgatiaaagagctgatagegegtgacaaaaaccacccaagegtggtgatgtggagtattgecaacgaacceg
gatacccgtcegeaaggtgcacgggaatatttegegecactggeggaageaacgegtaaactcgacccgacgegtcegatcacctgegtcaaty
taatgttctgcgacgcetcacaccgataccatcagegatctctttgatgtgetgtgectgaaccgtiattacggatggtatgtecaaageggegatttgga
aacggcagagaaggtactggaaaaagaactictggcciggcaggagaaactgeatcagecgatiatcatcaccgaatacggegtggatacgtta
gccgggctgcactcaatgtacaccgacatgtggagtgaagagtaicagigtgcatggeiggatatgtatcaccgegtctttgatcgegteagegecy
tcgicggtgaacaggtatggaatticgecgatttigcgacctcgecaaggcatattgegegtiggeggtaacaagaaagggatcticactegegaccg
caaaccgaagtcggeggcttttctgetgcaaaaacgcetggactggeatgaacticggtgaaaaaccgeageagggaggeaaacaalgaatcaa
caactctectggegeaccategtcggetacagectcgggaattigggatectctagagtcaageagategttcaaacatitggeaataaagtitcttaa
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gatigaatcetgttgceggictigegatgattatcatataatitctgtigaattacgtiaageatglaataattaacatgtaatgeatgacgtiatitatgagat
gggtititatgattagagtcccgeaatiatacatitaatacgegatagaaaacaaaatatagegegcaaactaggataaattatcgegegeggtigtca
tetatgttactagalegacctgeaggeatgecaaticcaatcccacaaaaatetgagetiaacageacagtigetectcicagageagaatcgggtat
tcaacaccetcatatcaactactacgtigtgtataacggiccacatgocggtatatacgatgactggggtigtacaaaggeggeaacaaacggegtt
cceggagtigeacacaagaaatitgecactattacagaggcaagagceageagcetigacgegtacacaacaagtcagcaaacagacaggttgaa
cticatccecaaaggagaagetcaactcaageccaagageittgetaaggeccliaacaageccaccaaagcaaaaageccactggetcacgcet
aggaaccaaaaggeccageagtgatecagecccaaaagagaictectitgecceggagatiacaatggacgatticetctaletiiacgaictagg

aaggaagticgaaggtgaaggtgacgacactatgttcaccactgataatgagaaggttagectcticaatticagaaagaatgetgacccacagat
ggtlagagaggectacgeageaggtcteatcaagacgatctaccegagtaacaalctccaggagatcaaataccticccaagaaggttaaagat

gcagtcaaaagaticaggactaatigcatcaagaacacagagaaagacatattictcaagatcagaagtactattecagtatggacgaticaagg

ctigettcataaaccaaggeaagtaatagagatiggagictctaaaaagglagticctactgaatctaaggecalgeatggagtictaagattcaaate
gaggatclaacagaactcgecgtgaagactggegaacagticatacagagtctittacgactcaatgacaagaagaaaatcttcgtcaacatggtg
gagcacgacactetggictactccaaaaatglecaaagatacagictcagaagaccaaagggctatigagactiticaacaaaggataatttcggga
aacclccteggattccattgecccagcetatcigicacticatcgaaaggacagtagaaaaggaaggtggetectacaaatgecatcattgegataaag
gaaaggctatcattcaagatetetetgecgacagtggicccaaagatggacccccacccacgaggagcateglggaaaaagaagacgticcaa

ccacgtcticaaagcaagtggatigatgtgacatciccactgacgtaagggatgacgceacaatcccactatecticgcaagacecticeictatataa
ggaagticatticattiggagaggacacgctcgagtataagagclctattittacaacaattaccaacaacaacaaacaacaaacaacattacaatt

acafttacaattaccatggaacgagctatacaaggaaacgatgctagggaacaagcttaigglgaacgtiggaatggaggatcaggaagttccac
tictcecticaaacticctgacgaaagtecgagtiggactgaglggeggetacataacgatgagacgaltticgaatcaagataatecectiggtttcaa
ggaaagctggggtticgggaaagtiglatitaagagatatctcagatacgacgggacggaaactticactgcacagagtectiggatetiggacggg

agaticggtitaactatgcagcatcicgatitctcggtitcgaccagateggatgtacctatagtatteggtitcgaggagttagtgtcaccatttetggagyg

gtegegaactettcageatctcagigaaatlggeaattcggtctaagcaagaactgetacagettaccecagicaaagtggaaagtgatgtatcaag

aggatgccecetgaaggtottgaaaccticgaagaagaaagegagtaaggatectctagagicetgetttaatgagatatgegagacgcectatgateg
catgatatitgctticaaticigtiotgcacotigtaaaaaacctgagcatgtgtagetcagatecttacegecggtticgottcattctaatgaatatatcac
ccgttactatcgtattittatgaataatattcicegticaatitacigattgtaccetactacttatatgtacastattaaaatgaaaacaatatatigtgetgaa
taggtitatagegacatctatgatagagcgecacaataacaaacaattgegttitatiattacaaatccaattitaaaaaaageggeagaaceggtea
aacctaaaagactgattacataaatcttattcaaatitcaaaagigecccaggggcetagtatctacgacacaccgageggegaactaataacgete
actgaagggaactccggticccegeeggegegeatgggtgagaticettgaagttgagtattggecgtcegetctaccgaaagttacgggeaccatt
caacccgglecageacggeggecgggtaacegacttgctgeccegagaattatgcagceatitittiggtgtatgtgggecccaaatgaagtgcaggt
caaaccttgacagtgacgacaaatcgtigggegggatecagggegaatittgcgacaacatgtegaggeteageaggaccetgeataagcetetteigt
cagegggeccactgcatccaccecagiacattaaaaacgtccgcaatgtgttattaagtigtctaagegtcaattigtttacaccacaatatatectge

caccagccagccaacagctcceccgaccggeagetcggeacaaaatcaccactcgatacaggeageccatcag

pNMD050

cclgtggttggecacatacaaatggacgaacggataaacctittcacgeccttttaaatatccgattattictaataaacgetcetttictcttaggtttaccege
caatatatccigitcaaacactgatagittaaactgaaggegogeaacgacaaltctgatctaagctaggeatgectgecaggtcaacatggtggagea
cgacacgctigictactccaaaaatatcaaagatacagictcagaagaccaaagggceaatigagactittcaacaaaggotaatatceggaaace
teocteggattecatigeccagetatetgtcactitatigigaagatagtggaaaaggaaggtggeicctacaaatgecateattgegataaaggaaag
gecategtigaagatgectetgecgacagtggteccaaagatggacceccacccacgaggageategtggaaaaagaagacgticcaaccac
gtcttcaaageaagtggattgatgigatateiccactgacgtaagggatgacgeacaateecactatecticgcaagaccettectctatataaggaa
gitcatticattiggagaggagaaaactaaaccatacaccaccaacacaaccaaacccaccacgeccaattgttacacaccegetigaaaaaga
aagtttaacaaatggcecaaggtgegegaggtttaccaatctittacagaciccaccacaaaaactctcatccaagatgaggeottatagaaacatteg
ccocatcalggaaaaacacaaactagetaaccetiacgceicaaacggtigaageggctaatgatctagaggggticggcatagecaccaatecct
atagcattgaattgcatacacatgcagecgctaagaccatagagaataaactictagagglgcettgattccatcctaccacaagaacctgttacattt
atgttticttaaacccagaaagctaaactacalgagaagaaacecegcggatcaaggacatiitccaaaatgtigeccatigaaccaagagacgtage
caggtaccccaaggaaacaataatigacaaacicacagagatlcacaacggaaacagcatacattagtgacactcigecacticttggatccgaget
acatagtggagacattccaaaactgccocaaaatigcaaacatigtatgegaccttagtictccccgttgaggcagcctitaaaatggaaageactca
cocgaacatatacagectcaaatacticggagatggtticcaglatataccaggcaaccatggtggcggggcataccatcatgaattegeteateta
caatggctcaaagtgggaaagalcaagiggagggaccecaaggatagcetitctcggacatcicaattacacgaclgageaggttgagatgecaca
cagtgacagtacagtigcaggaatcgticgeggeaaaccactigtactgcatcaggagaggagacttgcicacaccggaggigegeactticgge
caacctgacagglacgtgattccaccacagatcticctecccaaaagticacaactgcaagaagccgaticicaagaaaactatgalgecagctcttct
igtatgttaggacagicaaggtcgcaaaaaattgtgacatititgccaaagtcagacaattaattaaatcatctgactiggacaaatactcigetotgga
actggtttacttagtaagctacatggagticctigecgatttacaagclaccacctgctictcagacacacttictggtggetigetaacaaagaccctty
caccgotgagggcettggatacaagagaaaaagatgcagctgtttggtcttgaggactacgegaagtiagicaaagcagttgatticcaccegglan
atttttetttcaaagtggaaacttgggacticagattccacecctigeaagegtiggaaagecticcgaccaagggaagtgtcggatgtagaggaaatg
gaaagtitgtictcagatgaggacctgcttgatigecticacaagaatgecagettatgeggtaaacgcagaggaagatttagetgcaatcaggaaaa
cgcccgagatggatgicggicaagaagttaaagagectgcaggagacagaaatcaatactcaaaccctgragaaactttccicaacaagcetcea
caggaaacacagtagggaggtgaaacaccaggccgcaaagaaagcetaaacgectagetgaaatccaggagicaatgagagetgaagglga
tgccgaaccaaatgaaalaagegggacgatgggggeaatacccageaacgecgaacticelggeacgaatgatgecagacaagaacicaca
cicccaaccactaaacetgtecctgcaagytgggaagatgeticaticacagattctagtgtggaagaggageaggtiaaactectiggaaaagaa

33



ES 2 654 583 T3

accgttgaaacagegacgcaacaagicatcgaaggacticctiggaaacactggattcctcaattaaatgetgtiggaticaaggegetggaaatte
agagggataggagtggaacaatgatcatgcccatcacagaaatggigiccgggetggaaaaagaggacttcectgaaggaactccaaaagag
ttggcacgagaattgticgctatgaacagaagccctgccaccateectitggacclgettagagecagagactacggeagtgatgtaaagaacaa
gagaattggtgecatcacaaagacacaggcaacgagtiggggcgaatacttgacaggaaagatagaaagetiaactgagaggaaagttgega
cttgtgtcaticatggagcetggagatictggaaaaagtcatgecatccagaaggcattgagagaaatiggcaagggcetcggacatcactgtagtect
gcegaccaatgaacigeggclagatiggagtaagaaagtgectaacactgagcecctatatgttcaagaccictgaaaaggegttaattgggggaa
caggcagcatagtcatetttgacgatiactcaaaacticctcceggtiacatagaagecttagicigtitctactetaaaatcaagetaateatictaaca
ggagatagcagacaaagcgiclaccatgaaactgcigaggacgectecatcaggeatttgggaccageaacagagtactictcaaaatactgee
gatactatcicaatgccacacaccgcaacaagaaagatctigegaacalgetiggtgtctacagtgagagaacgggaglcaccgaaatcagcat
gagcgcecgagtictiagaaggaatcccaacittggtacecteggatgagaagagaaagetgtacatgggeaccgggaggaatgacacgttcaca
tacgetggatgecaggggcetaactaagecgaaggtacaaatagtgttggaccacaacacccaagtigtgtagegegaaltgtgatgtacacggeac
tttctagagccaccgataggattcacitcgtgaacacaagtgeaaaticetetgectictgggaaaagtiggacageaccocttaccteaagactttce
tatcagtgglgagagaacaagcacicagggagtacgagccggcagaggecagagcecaattcaagagectgagceccagacacacatgtgigtc
gagaatgaggagtccgtgctagaagagtacaaagaggaacictiggaaaaglitgacagagagatccactcigaatcecatggicaticaaacty
tgtccaaactgaagacacaaccaticagtigtiticgcatcaacaageaaaagatgagactetectetgagegactalagatgegeggetcaagac
cagcaatcaagaaacaaacticcgagaaticetgageaagaaggacattggggacgtictgtitttaaactaccaaaaagctatgggtitacccaa
agagcgtaticctttitcccaagagatetlgggaagctigtgcccacgaagtacaaageaagtacctcagcaagicaaagigeaacttgatcaatgy
gactgtgagacagagcccagacttcgatgaaaataagattatggtaticctcaagtcgcagtgggicacaaaggtggaaaaactaggtctaccea
agattaagccaggicaaaccatagcagectittaccagecagactgtgatgcettttiggaactatggctaggtacatgegatggticagacaggctitce
agccaaaagaagtcticataaactgtgagacgacgccagatgacatgtctgeatgggectigaacaactggaatticagcagacctagctiggeta
atgactacacagctttcgaccagtecicaggalggagceeatgttgeaattigaggtgctcaaagecaaacaccactgeataccagaggaaatcatte
aggcatacatagatattaagactaatgcacagatittcctaggeacgttatcaattatgcgectgaciggigaaggteecactttigatgcaaacactg
agtgcaacatagcttacacccatacaaagttigacatcccagecggaactgctcaagttiatgcaggagacgacteegeactggacigigticcag
aagtgaagcatagiticcacaggcetigaggacaaattacicctaaagtcaaagecigtaatcacgcagcaaaagaagggeagtiggectgagtitt
gtggttggelgatcacaccaaaaggggtgaigaaagacccaattaagetecatgttagcttaaaattggetgaagctaagggtgaactcaagaaal
gtcaagaticctatgaaattgatctgagttatgectatgaccacaaggactcetetgeatgacttgticgatgagaaacagigtcaggeacacacacic
actigcagaacactaatcaagtcagggagaggcactgtctcactitccegectcagaaactitetttaaccgitaagtiacettagagattigaataag
atgicagcaccagctagtacaacacageccatagggtcaactaccticaactaccacaaaaactgcaggegecaactcelgecacagceticagge
cigttcactatcceggatggggaitictttagtacagecegtgecatagtagecagcaatgctgtcgcaacaaatgaggacctcagcaagatigagg
ctatttggaaggacatgaaggtgcccacagacactatggcacaggetgctigggacttagtcagacactgtgetgatgtaggatcatccgelcaaa
cagaaatgatagatacaggtccctattccaacggcalcagcagagctagaciggcagcagceaattaaagaggtgigcacacttaggceaattiige
atgaagtatgccccagtggtatggaactggatgttaactaacaacagtccacctgctaactggcaageacaaggtitcaagectgagcacaaatic
getgeattcgacticticaatggagtcaccaacccagcetgecatcatgeccaaagaggggcetcateeggecaccgletgaagetgaaatgaatget
geccaaactgetgecttigtgaagattacaaaggecagggeacaatccaacgactitigecageciagatgeagetgtcacicgaggaaggateac
cggaacgaccacagceagaggeagtegttacicigeciectecataacagaaactitetttaaccgtiaagttaccttagagatttgaataagatggat
atictcatcagtagtittgaaaagtitaggttatictaggacticcaaatctitagattcaggaccittggtagtacatgcagtageeggageeggtaagtce
acagccctaaggaagtigatecicagacacecaacaticaccgtgoatacacteggtgtcectgacaaggtgagtatcagaactagaggcataca
gaagccaggacctaticctgagggcaacticgcaatectegatgagtatacttiggacaacaccacaaggaactcataccaggceactititgetgac
ccttatcaggcaccggagtttagectagagecceactictacttggaaacatcatiicgagticcgaggaaagiggeagatttgatagetggetgtag
cltcgatticgagacgaactcaccggaagaagggcactiagagatcactggeataticaaagggeccclactcggaaaggtgatagecatigatg
aggagtctgagacaacactgtccaggeatggtgitgagtiigttaagecctgecaagtgacgggactigagticaaagtagtcactattgtgtetgecg
caccaatagaggaaattggccagiccacagcetticlacaacgctatcaccaggtcaaagggatigacatatgtccgegeagggecataggetgac
cgctecggicaatictgaaaaagtgtacatagtattaggtctatcattigetitagtttcaattacctitctgetitclagaaatagctiaccccacgteggtg
acaacattcacagctigecacacggaggagettacagagacggeaccaaageaatettgtacaactcececcaaatctagggtcacgagtgagtet
acacaacggaaagaacgcagceatitgetgecgtitigetactgactiigetgatctatggaagtaaatacatatctecaacgeaatcatactigtgetigt
gotaacaatcatagcagtcattagcacttectiagigaggactgaacctigtgtcatcaagatiactggggaatcaatcacagigttggettgeaaact
agalgcagaaaccataagggecatigecgatctcaagocacicicegltgaacggtiaagtticcatigatacticgaaagagglcagcaccagceta
gcaacaaacaagaacatgigacggotgaactccoctggctigttaggeatcgeaaatalcatigaatgticeticcactgeaaccgatcatcaatce
ctagttctccaaacaggtictgcatatitgggtaageccccaaagaatatgtgeaacccagtetegtaccaatciccatcateatctticcatgeagetac
cticccacctaggacatetettgcctecageaatatcggttigtgaccageatetgecagatattitgetgtagacaaaccacccaaaccigcaccag
caataacaatctccaatggtttagttgggegtgaggaagtacgaaagatcgategtatcactggaacaacaaccgetgaggetgitgtcactctace
accaccataactacgtctacataaccgacgectaccecagtticatagtatttictggttigatigtatgaataatataaataasasaasaszaaaaaaa
aaaaaaactagtgagcictictgtcagcgggeccactgcatccacceccagtacattaaaaacgicegcaatgtgtiatiaagtigictaagegtcaan
totitacaccacaatatatcctgecaccagecagecaacageteccegaceggeagetcggeacaaaatcaccactegatacaggcageccate
ag

pNMD1953

cotgtggttggcacatacaaatggacgaacggataaaccttticacgccctittaaatatccgatiatictaataaacgeictitictcttaggtttaccege
caatatatccigicaaacacigatagittaaactgaaggegggaaacgacaatcitgatctaagctaggeatgectgecaggtcaacatggtggagea
cgacacgctigiclactccaaaaatatcaaagatacagicicagaagaccaaagggcaatigagactittcaacaaagggtaatatccggaaace
tecteggattccatigeecagetatetgteactttatigtgaagatagtggasaaggaaggtggcetcctacaaatgecatcattgegataaaggaaag
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gecategtigaagatgcecictgecgacagtggicccaaagatggacceecacecacgaggageategiggaaaaagaagacgitccaaccac
gicttcaaagcaagtggaltgatgtgatalciccactgacgiaagggatgacgcacaatcecactatccticgcaagaccocttectctatataaggaa
gticatitcatitggagaggagaaaactaaaccatacaccaccaacacaaccaaacccaccacgoccaatigttacacaccegettgaaaaaga
aagittaacaaatggecaaggtgcgegaggtitaccaateittiacagactecaccacaaaaacicicatccaagatgaggcettatagaaacatieq
ceccatcalggaaaaacacaaactagetaaccettacgeicaaacggtigaageggetaatgatclagaggggttcggcatagecaccaateect
atagcattgaattgcatacacatgcagocgctaagaccatagagaataaacttctagaggtgctiggticcatectaccacaagaacctgttacattt
atgtttcttaaacccagaaagcetaaactacatgagaagaaaccegeggateaaggacattitccaaaalgttgecattgaaccaagagacgtage
caggtaccccaaggaaacaalaaligacaaacicacagagalcacaacggaaacagcatacattagtgacactctgcactictiggatccgagct
acatagtggagacattccaaaactgcccaaaatigcaaacatiglatgcgaccitagtictcccecgitgaggcagectttaaaatggaaagcactca
cccgaacatatacagecicaaalaciicggagatggtticcagtatataccaggeaaccatggtggeggggeataccatcatgaattcgeteaicta
caatggctcaaagtgggaaagatcaagtggagggaccecaaggatageittcicggacatctcaatiacacgactgagcaggttgagatgcaca
cagtgacagtacagitgcaggaatcgticgcggcaaaccactigltactgecatcaggagaggagactigctcacaccggaggatgegcactticgge
caacclgacagglacgtgaticcaccacagatcttcetcccaaaagticacaactgcaagaagecgatictcaagaaaactatgatgeagctcttcl
tgtaigttaggacagtcaagglicgcaaaaaattgtgacatttitgccaaagicagacaattaatiaaatcatctgacttggacaaatactetgctgtgga
actggtttacttagtaagctacatggagticctigcegatttacaagctaccacctgettcicagacacacttictggtggetigctaacaaagaccectig
caccggloagggcettggatacaagagaaaaagatgcagcetgtitggtettgaggactacgegaagttagtcaaageagtigatttccacceggtog
attittctticaaagtggaaacttgggacticagattccacccctigcaagegtggaaagecticcgaccaagggaagtgtcggatglagaggaaatg
gaaagtttgtictcagatggggacclgctigattgcticacaagaatgccagcettatgcggtaaacgcagaggaagatttagetgcaatcaggaaaa
cgceegagatggatgteggtcaagaagttaaagagectgcaggagacagaaalcaatactcaaacccetgeagaaactttccteaacaagetcea
caggaaacacaglagggaggtgaaacaccaggccgcaaagaaagctaaacgcectagetgaaatccaggagtcaatgagagclgaaggtga
tgccgaaccaaatlgaaataagegggacgatgggggcaatacecagcaacgecgaacticectggcacgaatgatgecagacaagaacicaca
clecoaaccactaaaccigteectgcaagatgggaagatgeticaticacagatictagtgiggaagaggageaggtiaaactectiggaaaagaa
accgtigaaacagcgacgcaacaagicatcgaaggacticcliggaaacactggaticctcaatiaaatgctgttggaticaaggegcetggaaattc
agagggalaggagtggaacaatgatcatgcccatcacagaaatgglglccgggeiggaaaaagaggacticectgaaggaactccaaaagag
ttiggcacgagaalttgttcgclalgaacagaagceccigecaccalcectiiggacctgettagagecagagactacggceagigatgtaaagaacaa
gagaatigglgccalcacaaagacacaggcaacgagiiggggcgaatacttgacaggaaagatagaaagctiaactgagaggaaagttgega
ctigtglcattcatggagclggaggttciggaaaaagtcatgecatccagaaggeatigagagaaatiggcaagggelcggacatcacigtagtect
gecgaccaatgaactgeggetagatiggagtaagaaagtgectaacacigagecctatatgticaagaccictgaaaaggegttaattgggggaa
caggcagoataglcatctitgacgattactcaaaacticctcecggttacatagaagecttagtetgtitctactctaaaatcaagetaatcattctaaca
ggagatagcagacaaagcgtctaccatgaaactgetgaggacgcectccatcaggeatitgggaccagcaacagagtactictcaaaatactgec
gatactatctcaatgccacacaccgcaacaagaaagatcitgegaacatgettggtgtetacagtgagagaacgggagtcaccgaaatcageat
gagcgecgagticttagaaggaateccaacttiggtacecicggatgagaagagaaagetglacatgggcaccgggaggaatgacacgticaca

tacgotggatgecaggggcetaactaageegaaggtacaaatagigitiggaccacaacacccaagtgtgtagegegaatgigatgtacacggeac
tttctagagecaccgataggaticacticgtgaacacaagigcaaattecictgectictgggaaaagttggacageaccecttacetcaagactitee

tatcaglgatgagagaacaagcactcagggagtacgagccggcagaggcagagecaaticaagagectgagecccagacacacatgigigic
gagaatgaggagtccgtgclagaagagtacaaagaggaacictiggaaaagttigacagagagatccacicigaatcccatggtoaticaaactg
tgiccaaactgaagacacaaccaticagtigttitcgcatcaacaageaaaagatgagacicicetctgggegactatagatgegeggetcaagac
cagcaalcaagaaacaaacttccgagaattcctgageaagaaggacatiggggacgticigttittaaactaccaaaaagcetatgggtttacccaa
agagcgtaticctttitcccaagaggtclgggaagceitgtgcecacgaagtacaaageaagtaccicageaaglcaaagtgcaactigatcaatgg

gactglgagacagagcccagacticgatigaaaataagattatggtaticcicaagtogcagtgggtcacaaaggtggaaaaactaggtctaceca
agattaagccaggtcaaaccatageagccttttaccagcagactgtgatgctititggaactatggetaggtacatgegatggttcagacagactitec
agccaaaagaagtcitcataaactgtgagacgacgecagatgacatgtctgeatgggectigaacaactggaatttcageagacctagettggeta
atgactacacagciticgaccagtctcaggatggagcecatgtigcaattigaggtgclcaaagecaaacaccactgeataccagaggaaatcatic
aggcatacatagatattaagactaatgcacagattitcctaggcacgttatcaattatgegectgactggtgaagatcecactttigatgcaaacactg

agtgcaacatagettacacccatacaaagtitgacatcceageecggaactgetcaagtitatgcaggagacgactcegeactggactgtgticcag

aagigaagcatagtticcacaggctigaggacaaattacicctaaagicaaagectgtaatcacgcagcaaaagaagggcagitggectgagtttt
gtggttggetgatcacaccaaaaggggigatgaaagacccaattaageiccatgttageitaaaattggetgaagcetaagggtgaacicaagaaat
gtcaagaticctatgaaatigatctgagttatgectatgaccacaaggactictetgeatgactigticgatgagaaacagtgtcaggeacacacactc

acttgcagaacactaatcaagtcagggagaggcactgtcicactticcecgectcagaaactitctttaaccgtiaagttaccttagagatitgaataag

atggatatictcatcagtagttigaaaagtitaggttattctaggacttccaaatcttiagaticaggacctttggtagtacatgcagtagecggagecggt
aaglccacagecclaaggaagtigatcctcagacacccaacattcacegigealacacteggigteeectgacaaggigagtatcagaaciagagg
catacagaagccaggacctaticctgagggeaacttcgeaatectecgatgagtatactitggacaacaccacaaggaacteataccaggoacttitt
gctgacectiatcaggcaccggagtitagectagagecccactictactiggaaacatcalttcgagticcgaggaaagtggcagatttgatagetgg
ctgtggcettegatitcgagacgaactcaccggaagaagggceacttagagatcaciggcataticaaagggcecectactcggaaagglgatageca
ftgatgaggagtctgagacaacactigtecaggeatggtgttgagtiigitaageocigecaagtgacgggacttgagttcaaagtagtcactattgtgt

ctgcegeaccaatagaggaaatiggecagleccacagcetttetacaacgcelatcaccaggtcaaagggattgacatatgiccgegeagggecatag
gctgaccgctccggtcaatictgaaaaagtgtacatagtattaggtctatcatttgetitagtttcaattacctttcigettictagaaatagcettaccecacy
tcggtgacaacaticacagetigccacacggaggagettacagagacggcaccaaagcaatetigtacaactececccaaalctagggtcacgagt

gagtctacacaacggaaagaacgcagcatttgctgcegttitgotactgactttgetgatctatggaagtaaatacatatctcaacgcaatcatacttgt
gcltgtggtaacaatcalageagtcattageacticettagtgaggactgaacctigigicalcaagattactggggaatcaatcacagtgtiggcitoe

aaactagatgcagaaaccataagggccatigecgaictcaagecaciclecgitgaacggtiaagtitccatigatlacicgaaagatgicagcacca

35



ES 2 654 583 T3

gctagtacaacacageccatagggtcaactaccicaactaccacaaaaactgeaggegeaactcctgecacagceticaggecigiteactatece
ggatggggaltictitagtacagcecgtgecatagtagecageaatgetgtegecaacaaatgaggacctcageaagatigaggctatttggaagga
catgaaggtgccecacagacactatggcacaggcelgettgggacttagtcagacactgtgetgatgtaggateatccgelcaaacagaaatgatag
atacaggtccctattccaacggeatcageagagcetagactggcageageaatiaaagagotgtgcacacttaggeaatittgcatgaagtatgeec
cagtggtatggaactggatgttaactaacaacagtccacctgctaaciggcaagcacaaggtitcaagectgageacaaattcgetgeaticgactt
cticaatggagicaccaacccagetgccatcatgeccaaagaggggctcatceggecaccgtctgaagetgaaatgaatgctgeccaaactgetg
ccttigtgaagattacaaaggecagggcacaatccaacgacitigeccagectagatgcagcetgtcacicgaggaaggatcaccggaacgaccac
agcagaggcagtcgttactetgectectccataatgaacggtiaagtitccatigatactcgaaagagglcagcaccagetagcaagaaacaaga
aaccatggcgaacaaacacitgteccteteecteticctegtectectiggeeigteggecagettggectcaggtgcetttaacagtaaacaccaacgt
aacatcgttgagegtccagaagaacclgagecgegectccgacgeactgicgacgtegatgggtogtitgtottceggettgaagatcatgageteg
aaagatgacgcecgecggecigaacatigetaccaagatcaactcgecagatcaaaggtcagaccatggegatcaaaaacgecaacgacggtat
glccaltgctcagaccgcetgaaggegcetctgcaagagtcgaccaacattctgecagegtatgegtgaactggetgticagtcgcgaaacgacagcea
acagcgctaclgaccgegtigegotgaacaaagaattcacccagatgagticggaactgaccegtatcgccaacagtaccaaccigaacggea
aaaacctgatigacggtictgccagcaccatgactitccaggtiggcetecaactccggegectcgaaccagatetegetgtettigagegecagttttg
acgcgaacaccetgggtgicggticggegatcaccategtcggetccgacagegecgcageggagactaacticteigeticaatcgecgegate
gactcggetetgecagacceatcaacaacacccgticggatctgggtgctgcgcaaaacegtctgtccageaccatcteccaacctgeagaacatcaa
cgaaaacgecagtgetgeactgggteglatccaggataccgactitgelgetgaaactgecacagetgaccaagceaacagaccctgecaacaggcet
tecacctegateetggeacaggctaaccagetgecgtecgetgtactgaaactgeticagtaagcettggtegtatcactggaacaacaaccgetgag
gctgtigtcactetaccaccaccataactacgtetacataacecgacgcectaccccagtttcatagtatttictggtitgattgtatgaataatataaataaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaactagtgagetettctgtcagegggeccactgeatccacececaglacattaaaaacglicecgeaatgigttattaa
gtigtctaagcgtcaatitgittacaccacaatatatcctgccaccagecagecaacagctccccgaceggcagcoteggcacaaaatcaccactcg
atacaggcagcccaicag
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de generacion o alteracion de un rasgo en una planta, que comprende

(i) cultivar dicha planta hasta un estadio de crecimiento deseado;

(i) expresar, en dicha planta, una proteina o un ARN capaz de generar o alterar dicho rasgo, que comprende una
transfeccion transitoria por pulverizacion de las partes aéreas de dicha planta con una suspension acuosa que
contiene células de una cepa de Agrobacterium, al menos un abrasivo suspendido en dicha suspension, y, como
adyuvante de pulverizacién agricola, un tensioactivo no iénico con una concentracién entre 0,25y 5,0 g por litro
de dicha suspension.

comprendiendo dicha cepa de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construcciéon de acido
nucleico que contiene una secuencia de ADN de interés, codificando dicha secuencia de ADN de interés dicha
proteina o dicho ARN, y

siendo dicho abrasivo un material particulado que es esencialmente insoluble en la suspensién acuosa de células de
Agrobacterium.

2. Un procedimiento de produccion de una proteina de interés en una planta, que comprende

(i) cultivar dicha planta hasta un estado de crecimiento deseado;

(i) expresar, en dicha planta, dicha proteina de interés, que comprende la transfeccion transitoria por
pulverizacion de las partes aéreas de dicha planta con una suspension acuosa que contiene células de una cepa
de Agrobacterium, al menos un abrasivo suspendido en dicha suspension, y, como adyuvante de pulverizacion
agricola, un tensioactivo no iénico con una concentracion entre 0,25y 5,0 g por litro de dicha suspension,

comprendiendo dicha cepa de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construcciéon de acido
nucleico que contiene una secuencia de ADN de interés, codificando dicha secuencia de ADN de interés dicha
proteina de interés, y

siendo dicho abrasivo un material particulado que es esencialmente insoluble en la suspension acuosa de células de
Agrobacterium.

3. Un procedimiento de proteccion de plantas de cultivo en un campo de una plaga, que comprende

(i) cultivar dichas plantas en el suelo de dicho campo;

(i) determinar, en un estado de crecimiento deseado de dichas plantas, la infestacion de al menos una de dichas
plantas por una plaga;

(iii) expresar, en dichas plantas, una proteina o ARN que es perjudicial para la plaga determinada en la etapa
previa, que comprende la transfeccidn transitoria por pulverizacion de las partes aéreas de dichas plantas con
una suspension acuosa que contiene células de una cepa de Agrobacterium, al menos un abrasivo suspendido
en dicha suspension, y, un adyuvante de pulverizacion agricola, un tensioactivo no iénico con una concentracion
de entre 0,25 y 5,0 por litro de dicha suspension,

comprendiendo dicha cepa de Agrobacterium una molécula de ADN que comprende una construccion de acido
nucleico que contiene una secuencia de ADN de interés unida operativamente a un promotor, codificando dicha
secuencia de ADN de interés dicha proteina o dicho ARN, y

siendo dicho abrasivo un material particulado que es esencialmente insoluble en la suspensién acuosa de células de
Agrobacterium.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicha suspensién acuosa
contiene dichas células de dicha cepa de Agrobacterium con una concentracion de como mucho 2,2 x 107,
preferentemente como mucho 1,1 x 107, mas preferentemente de como mucho 4,4 x 106, mas preferentemente
como mucho 1,1 x 10° ufc/ml de dicha suspension.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho abrasivo es un
vehiculo inorganico particulado para polvos humectables, tales como silice o carborundo.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, donde dicha suspensiéon acuosa contiene dicho abrasivo en
una cantidad de entre 0,02 y 2, preferentemente entre 0,05 y 1 y mas preferentemente entre 0,1y 0,5 % por peso de
dicha suspension.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, donde el tamafio medio de particula del abrasivo afiadido
a la suspension esta entre 0,1 y 30, preferentemente entre 0,1 y 10, mas preferentemente entre 0,5y 10 y mas
preferentemente entre 0,5y 5 pm.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde el abrasivo tiene un valor
D90 de como mucho 40 pym, preferentemente como mucho 30 um; y donde el abrasivo no contiene particulas que
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tengan un tamafo por encima de 45 um, preferentemente no mayor de 40 pm.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el adyuvante de
pulverizacién es un tensioactivo de silicona organica.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, donde el tensioactivo de silicona organica es un
heptametiltrisiloxano modificado con polialquilenéxido.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicha construccién de
acido nucleico esta flanqueada por una secuencia limitrofe de T-ADN en al menos un lado, que permite la
transferencia de dicha construccién de acido nucleico en las células de dicha planta.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde dicha construccién de
acido nucleico codifica un vector virico replicante que codifica dicha proteina de interés, siendo dicho vector virico
replicante incapaz de movimiento sistémico en dicha planta.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde dicha secuencia de ADN
esta unida operativamente a un promotor activo en células vegetales.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho tensioactivo no iénico

es un tensioactivo de silicona organica, y la concentracion del tensioactivo de silicona organica en la suspension
agrobacteriana que se utiliza para la pulverizacion esta entre 0,5 y 5,0 g por litro de dicha suspension.
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Fig. 24
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