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@Resumen:

Vectores binarios y usos de los mismos.

La invencion se refiere a una serie de vectores
binarios que estan basados en origenes de
replicacion compatibles, autébnomos y para una
amplia gama de hospedadores para su
mantenimiento en Agrobacterium sp. y Escherichia
coli como nueva herramienta de biologia sintética
vegetal, asi como un marco flexible para ensamblaje
de multiples elementos de ADN, transferencia y
caracterizacion de partes de ADN. Los vectores
binarios divulgados son de pequefo tamafio,
preferentemente inferior a 3,8 kb, estables, con un
origen compatible con los vectores binarios de ADN-T
de uso mas habitual, concuerdan con los estandares
actuales de biologia sintética vegetal y permiten la
administracion de multiples casetes de ADN-T
mediante multiplexacion de los vectores. La presente
invencion también se refiere a métodos para transferir
y expresar secuencias de ADN usando los vectores
binarios y usos de los mismos.
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VECTORES BINARIOS Y USOS DE LOS MISMOS

DESCRIPCION

La invencidn se refiere de una forma general al campo de la biologia molecular
y los agentes dutiles en la manipulacibn de organismos eucariotas. MAas
particularmente, la presente invencién proporciona métodos para ensamblar, transferir
y expresar secuencias de ADN utilizando vectores binarios, los propios vectores

binarios, y usos de los mismos.

TECNICA ANTERIOR

Las plantas son organismos plasticos que detectan y responden a los estimulos
ambientales. Estas respuestas o0 rasgos especificos de las plantas pueden no
ajustarse a las necesidades de los seres humanos, y su manipulacion se puede lograr
mediante el uso dirigido de microorganismos que interactian con plantas, o0 mediante
la transformacion genética de las plantas. La biotecnologia de plantas utiliza
herramientas avanzadas para generar plantas con nievas funciones, mejores rasgos
agronémicos, o para producir productos nuevos. La biologia sintética aplica principio
de ingenieria para facilitar la produccion de organismos con funciones personalizadas
y para el control preciso de funciones bioldgicas especificas. Los componentes
genéticos de complejos sistemas biolégicos se reducen a partes de ADN con
asignaciones modulares y definidas. Una vez caracterizadas mediante la ayuda de
herramientas informaticas, las bibliotecas de piezas se ensamblan para proporcionar
rutas y redes con salidas predecibles. Se han utilizado métodos para analizar
dispositivos moleculares dinamicos para disefiar plantas mediante ingenieria genética
con funciones adaptables.

Las construcciones de ADN ensambladas se transfieren directamente a las
plantas, o se introducen en cepas de Agrobacterium tumefaciens con pTI desactivado
gue sirven como chasis lanzadera para suministrar construcciones mantenidas en
vectores de ADN T binarios a plantas. Se generaron de 1986 a 2000 vectores de ADN-
T binarios usando diversos origenes de replicacion y partes (Murai N., Am. J. Plant
Sci. 2013, 4, 932-939). Una desventaja de los vectores binarios existentes es su
tamafo, que es dificil de manipular, y su bajo niumero de copias, por ejemplo, el 12-kb
pBIN19 (Bevan M., Nucleic Acids Res. 1984, 12, 8711-8721). El bajo nimero de
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copies conduce a bajos rendimientos de ADN de los plasmidos, y dificulta los
procedimientos de clonacion. Para mejorar los bajos rendimientos de ADN vy facilitar
los procedimientos de clonacion, las cadenas principales de los plasmidos se pueden
amplificar mediante PCR y a continuacion utilizarse en reacciones de ensamblaje de
ADN de una sola etapa. Debido a los grandes tamafios de muchos vectores binarios,
la amplificacion de cadenas principales mediante PCR no el practico. Las series pPZP
(Hajdukiewicz P., et al.Plant Mol. Biol. 1994, 25, 989-994) y pGreen (Helles R., et al.,
Plant Molecular Biology. 2000, 42, 819-832) de vectores binarios incluyen origenes
con numeros de copias elevados que proporcionan elevados rendimientos de
plasmidos. Origenes de replicacién inestables pueden conducir a pérdidas de
plasmidos variables durante la replicaciéon. Aunque el vector pGreen, que es muy
pequefo (4,6 kb de tamafio), no es autbnomo y carece de los elementos necesarios
para una multiplicacion estable en agrobacterias, de forma que solamente se puede
usar con cepas de Agrobacterium especificas (Helles R., et al., Plant Molecular
Biology. 2000, 42, 819-832). Para ciertas aplicaciones, el uso de origenes con
nameros de copias elevados no es deseable, ya que puede favorecer
deleciones/alteraciones en inserciones de ADN grandes, de secuencias que muestran
toxicidad bacteriana, o de elementos de secuencia repetidos. La inestabilidad se
manifiesta especialmente con componentes de ADN que se utilizan varias veces
dentro de las construcciones. Por ejemplo, no es extrafio que un promotor de
expresion en plantas concreto se pueda usar para impulsar la expresion de diferentes
regiones que codifican proteinas en una planta transgénica. Otros componentes
génicos tales como las regiones 3' no traducidas (es decir, secuencias que determinan
el terminador de la transcripcién y la adicion de poliadenilacion) e incluso regiones que
codifican proteinas muy similares se pueden duplicar o estar presentes en mdltiples
copias dentro de una sola region de ADN-T. Como se ha mencionado anteriormente,
estos elementos de secuencia repetidos, que pueden existir en orientaciones repetidas
tanto de forma invertida como de manera directa, son dianas de recombinaciones
intramoleculares que pueden conducir a deleciones y otros reordenamientos del ADN.

Los vectores binarios descritos carecen de caracteristicas que reducen la
expresion indeseada de secuencias de ADN-T en hospedadores bacterianos. La
expresion indeseada de secuencias exogenas puede conducir a la produccion de
productos téxicos durante la propagacion del vector en las bacterias, y mejorar la

insercion y la inestabilidad del vector. En este sentido, se sabe que los terminadores
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transcripcionales naturales o sintéticos puede aislar contra los promotores activos en
bacterias (Chen Y.J., et al., Nat Methods. 2013, 10, 7, 659-664).

En las series de vectores binarios iniciales, existe también frecuentemente una
carencia de un numero suficiente de sitios de enzimas de restriccion para la clonacion
de secuencias deseadas en casetes de ADN-T, o bien los vectores solamente
permiten el uso de pocos marcadores seleccionables.

Se han notificado versiones mas recientes de los vectores anteriormente
descritos (Murai N., Am. J. Plant Sci. 2013, 4, 932-939). Estas versiones generalmente
adoptan las cadenas principales descritas, que se han modificado para incluir
secuencias para mejorar la administracion del casete de ADN-T a células eucariotas, y
para facilitar la insercion de las secuencias exdgenas en casetes de ADN-T. Durante
décadas, los enfoques mas habituales para ensamblar construcciones de ADN en
vectores binarios han aprovechado la especificidad de las endonucleasas de
restriccion para crear extremos compatibles que se pueden unir usando ADN ligasas.
La presencia o carencia de sitios de restriccion en el vector y las secuencias de
insercion puede limitar posibles ensamblajes, especialmente, las que implican
multiples inserciones. Se han desarrollado métodos de clonacién que superan estas
limitaciones, permitiendo de esta forma un ensamblaje de construcciones de ADN con
alto rendimiento. Las tecnologias de tipo recombinante, tales como la clonacion
Gateway, Creator, Echo, y Univector, son muy eficaces y se basan en enzimas que
recombinan de forma especifica inserciones y secuencias de vectores. Las tecnologias
de tipo recombinante estan limitadas a vectores con las secuencias de combinacion
adecuadas, permiten la clonacion de un pequefio nUmero de inserciones a la vez, y no
siempre sin cicatrices, ya que dejan > 20 pb de cicatrices entre bloques de
construccién. Las nuevas estrategias de clonacion desarrolladas en la Ultima década
utilizan métodos de ensamblaje basados en la endonucleasa de restriccion de Tipo IIS
y en el solapamiento (por ejemplo, Golden Gate, y ensamblaje Gibson) para superar
los requisitos de secuencia, y permitir ensamblar multiples inserciones en una reaccién
determinada. Solamente un pequefio numero de vectores binarios descritos permiten
el ensamblaje de construcciones de ADN-T de alto rendimiento por métodos de
ensamblaje basados en la endonucleasa de restriccion de Tipo IS y en el
solapamiento. Golden Gate es un sistema sélido usado por muchos botanicos (Patron
N.J., et al., New Phytol. 2015, 208, 13-19) y el ensamblaje Gibson es muy versétil,

porgue no requiere etapas de domesticacion de las piezas, tiene la capacidad de unir
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2-10 fragmentos en un orden predeterminado, sin restricciones de secuencia ni
cicatrices (Gibson D.G., et al., Nat. Methods 2009, 6, 343-345), pero no se ha
adoptado ampliamente para la construccion de construcciones vegetales. Para reducir
significativamente el fondo de colonias indeseadas compuestas solo por vectores en
las reacciones con ensamblaje Gibson, el vector deberia ser un producto PCR en lugar
de un fragmento de restriccion, y tratarse con Dpnl para eliminar el arrastre del molde.
Debido a los grandes tamafios de muchos vectores binarios, la linealizacion de la
cadena principal mediante la PCR no es préactica y, por tanto, los vectores binarios de
menor tamafio son deseables para una clonacién de construcciones eficaz mediante
ensamblaje Gibson y otros métodos de ensamblaje basados en el solapamiento.

La transferencia multigénica es algo obligatorio en la edicion génica
multiplexada y para disefiar mediante ingenieria genética rasgos complejos, disefio de
circuitos, y rutas metabdlicas. En las plantas, los métodos de apilamiento
convencionales requieren notables esfuerzos de reproduccién que se pueden resolver
introduciendo multiples genes dentro de un Gnico ADN-T, o infecciones de plantas
simultaneas con multiples cepas de A. tumefaciens, teniendo cada una un vector
binario de ADN-T diferente. Se sabe que una sola cepa de A. tumefaciens puede
suministrar dos casetes de ADN-T no vinculados y transformarlos en la misma célula
eucariota; sin embargo, el uso simultdneo de vectores binarios de ADN-T compatibles
es una estrategia poco aplicada en biotecnologia vegetal. Ademas, la mayoria de los
sistemas de vectores binarios existentes carecen de la posibilidad de eliminar los
marcadores seleccionables de las lineas transgénicas en un momento temporal
posterior. La administracion de casetes de ADN-T no vinculados permite el uso de un
marcador seleccionable durante la regeneracién de la planta y posterior recuperacion
de una progenie exenta de marcadores.

En este sentido, se conocen sistemas de vectores binarios donde dos casetes
de ADN-T se administraron a una planta mediante una sola cepa de A. tumefaciens.
Especificamente, un Unico vector binario que contiene dos casetes de ADN-T (Komari
T., et al.,, Plant J. 1996, 10, 165-174) o dos casetes de ADN-T incluidos en dos
vectores binarios compatibles (Daley M., et al., Plant Cell Rep. 1998, 17, 489-496) se
administraron a una planta mediante una sola cepa de A. tumefaciens. Las
limitaciones técnicas de los sistemas conocidos incluyen una flexibilidad de clonacion
limitada debido al elevado tamafio de los plasmidos (> 15 kb), incompatibilidad con

métodos de ensamblaje de construcciones de alto rendimiento, o carencia de
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independencia de replicacion de los vectores binarios utilizados.

Otra desventaja operativa de los vectores binarios es el uso de componentes
comunes en sus secuencias de la cadena principal, que dificulta su mantenimiento
simultaneo en una sola célula bacteriana. Como bien saben los expertos en el campo
de la biologia molecular, el uso de origenes que pertenecen a grupos de
incompatibilidad idéntica impiden la replicacién y el mantenimiento del vector en la
misma célula. Ademas, secuencias largas repetidas conducen a posibles deleciones y
otras reordenaciones del ADN, especialmente cuando las repeticiones son una parte
de la estructura del plasmido. Dichas reordenaciones pueden conducir a una pérdida
parcial o completa de la region de ADN-T, que finalmente da como resultado poca o
ninguna transferencia de las secuencias extrafias deseadas a las células eucariotas.

Otra desventaja de los vectores binarios es la presencia de secuencias de
movilizacién de plasmidos necesarias para movilizar los vectores a las Agrobacterium
mediante emparejamiento triparenteral. La presencia de secuencias de movilizacion en
vectores binarios contribuye a aumentar su tamafio y a reducir su seguridad bioldgica.
Ademas, se sabe que el origen de transferencia de ciertos plasmidos puede interferir
con el procesamiento de ADN-T deseado y su administracion a células eucariotas
(Buchanan-Wollaston V., et al., Nature 1987, 328, 172-175). En este sentido, se sabe
gue Agrobacterium se transforma por plasmidos mediante enfoques fisicos, por
ejemplo, métodos de electroporacion o de congelacién-descongelacion (Hoéfgen R. &
Willmitzer L., Nucleic Acids Res. 1988, 16, 9877).

Teniendo en cuenta las desventajas anteriores, seria deseable disefiar
vectores binarios mejorados y sistemas de vectores binarios que ya no tengan las
limitaciones anteriormente mencionadas. Por lo tanto, existe una necesidad de
proporcionar un vector binario que tenga un tamafio reducido y caracteristicas que lo
vuelvan estable y limiten su transferencia horizontal. Existe una necesidad adicional de
un vector binario compatible con métodos de clonacion de ADN avanzados de alto
rendimiento y que facilite el ensamblaje de mudltiples componentes. Es también
deseable proporcionar un sistema de vectores binarios que incorpore origenes de
replicacibn minimos, individuales y compatibles para una amplia gama de
hospedadores que permitan el mantenimiento simultaneo de multiples vectores
binarios en una sola célula bacteriana. Por consiguiente, los vectores binarios
necesarios, sistemas de vectores binarios, composiciones, usos y método que

comprende los mismos, se pueden aplicar para mejorar el proceso de transformacion
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para integrar construcciones de ADN-T de longitud completa en la célula eucariota u
organismo que estén exentas de cualquier secuencia de cadena principal del vector
binario residual. En este sentido, existe una necesidad adicional de un sistema de
vectores binarios que facilite la administracion de un casete de multi ADN-T a células
eucariotas. El desarrollo de un sistema de transformacién de la planta novedoso y
mejorado proporciona beneficios significativos a los bi6logos celulares, usos

agrondémicos, compuestos farmacéuticos y proteccion de proteinas recombinantes.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién resuelve los problemas mencionados anteriormente mediante la
generacién de la serie pLX, un conjunto de vectores binarios de ADN-T que facilitan el
ensamblaje y la administracion de construcciones multicomponentes. Los vectores
binarios de ADN-T de la presente invencion. son una nueva herramienta para la
biologia sintética vegetal, asi como un marco flexible para la transferencia multigénica
y la caracterizacion de partes del ADN. Las ventajas de los vectores binarios de ADN-
T de la presente invencién son: (i) tamafio reducido, preferentemente inferior a 3,8 kb;
(ii) presencia de un origen de replicacion Unico, autbnomo y para una amplia gama de
hospedadores para su mantenimiento en bacterias, preferentemente en Escherichia
coli y Agrobacterium tumefaciens; (iii) el uso de un origen de replicacion compatible
con los vectores binarios de ADN-T de uso mas habitual; (iv) presencia de
terminadores de la transcripcién para reducir la expresion indeseada de secuencias de
ADN-T en los hospedadores bacterianos y promover la estabilidad del plasmido; (v)
incorporacion de casetes de ADN-T con sitios de reconocimiento Unicos de corte
infrecuente; (vi) coherencia con los estdndares actuales de biologia sintética vegetal
para permitir el ensamblaje de construcciones de ADN-T de alto rendimiento de
elementos de ADN prefabricados por métodos de clonacién basados en la
endonucleasa de restriccion de Tipo IIS; (vii) la posibilidad de adoptar métodos
dependientes del solapamiento para el ensamblaje de construcciones de ADN-T de
alto rendimiento; (viii) la posibilidad de amplificarse mediante PCR para mejorar la
eficacia de la clonacién basada en solapamiento; (ix) incorporacion de un par de
vectores binarios con origenes compatibles y disefiados especificamente mediante
ingenieria genética para gue no tengan regiones de cadena principal con una identidad
> 28 nucledtidos; y (x) la posibilidad de administrar casetes multi ADN-T mediante un

sistema de vectores binarios que permita el multiplexado de vectores en una célula
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bacteriana individual.

Los vectores binarios de ADN-T de la presente invencion comprenden un
origen de replicacion minimo derivado de un plasmido pBBR1 (pLX basado en pBBR1)
0 RK2 (pLX basado en RK2), preferentemente, del plasmido pBBR1 (Antoine R. &
Locht C., Mol. Microbiol. 1992, 6, 1785-1799). La cadena principal basada en pBBR1 y
la cadena principal basada en RK2 de los vectores pLX de la invencion es
sustancialmente mas pequefia que los vectores basados en pBIN19 y pCAMBIA
ampliamente utilizados, e iguala a los vectores basados en pGreen, los pladsmidos
binarios mas pequefios disponibles (Fig. 2A y Fig. 9). La replicacion de los vectores
pGreen en A. tumefaciens requiere un plasmido corresidente que suministre el gen
pSa-RepA (por ejemplo, pSoup). Por el contrario, los vectores binarios pLX de la
presente invencion facilitan disefios experimentales flexibles porque su replicacion es
auténoma tanto en E. coli como en A. tumefaciens, y en consecuencia, no requiere
factores adicionales para su mantenimiento en hospedadores bacterianos. En este
sentido, los vectores bhinarios pLX de la presente invencién son Utiles por su
replicacién autébnoma en diferentes bacterias, y la presencia de casetes de ADN-T.

Los vectores binarios pLX de la invencion también incluyen diversos
marcadores seleccionables (genes nptl, aadA, o aacC1) para su seleccién en células
hospedadoras bacterianas, un casete de ADN-T con limites de tipo octopina o
succinamopina de pTi procedente de A. tumefaciens y una segunda secuencia de
limite izquierdo que se demostré que reduce la transferencia de la cadena principal
(Fig. 2A). Terminadores bacterianos sintéticos basados en diferentes cadenas
principales (T1, T2, AT1 y/o AT2) se incluyeron para reducir la expresion indeseada de
las secuencias de ADN-T en hospedadores bacterianos y aumentar la estabilidad del
plasmido. Se incluyé un sitio de reconocimiento Ascl de corte infrecuente fuera del
casete de ADN-T para modificar la cadena principal del vector pLX de la presente
invencion con un fin determinado, por ejemplo, sin limitacion, mediante la insercion de
toxina-antitoxina, sistemas de contrasegregacion, o genes de virulencia génica para
mejorar la estabilidad del plasmido y/o potenciar la eficacia de transformacion, tal
como y sin limitacion, los genes hok/sok, parD/parE, y virG. Adicionalmente, los
vectores binarios pLX de la presente invencion facilitan los procedimientos de
clonacion molecular ya que los casetes de ADN-T comprenden sitios de restriccion
Pmll y Sbfl de corte infrecuente utiles para la clonacion convencional con

endonucleasa de restriccion/ADN ligasa y sitios de restriccion Bsal y BsmBlI
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compatibles con el método de alto rendimiento basado en endonucleasa de restriccion
de Tipo IIS, tal como la clonacion Golden Gate y la clonacién GolderBraid. Los
salientes producidos con Bsal y BsmBI cumplen los estandares de la biologia sintética
vegetal propuestos, y facilitan el ensamblaje de elementos de ADN prefabricados que
estan disponibles en bibliotecas publicas. Los casetes de ADN-T también incluyen
regiones de hibridacion del cebador divergentes sin estructuras secundarias y ni
similitudes de secuencia entre ellas. Por lo tanto, los minivectores binarios de ADN-T
de la presente invencion se pueden linealizar facilmente mediante PCR, tratarse con
Dpnl y usarse en métodos dependientes del solapamiento con alta eficiencia y sin
fondo de colonas no deseadas compuestas solamente por vectores. Por lo tanto, los
vectores binarios pLX de la presente invencién son un conjunto de miniplasmidos de
ADN-T binarios adecuados para la clonacién convencional con endonucleasa de
restriccion/ADN ligasa y métodos avanzados de ensamblaje basados en endonucleasa
de restriccion de Tipo IIS y de solapamiento, tal como y sin limitacion, ensamblaje
Golden Gate/GoldenBraid y Gibson.

Debido a su pequefio tamafo, los vectores pLX se podrian administrar
directamente a células eucariotas, por ejemplo, mediante transfeccién de
células/protoplastos. Como alternativa, los vectores pLX pueden usar cepas
bacterianas adecuadas, preferentemente, cepas de Agrobacterium sp., como chasis
lanzadera para transferir su casete de ADN-T a células eucariotas. Los vectores pLX
se pueden introducir en las bacterias por métodos fisicos (por ejemplo,
electroporacién, choque térmico) y es menos probable que se produzca la
transferencia horizontal indeseada del vector pLX ya que no incluye un origen de
transferencia conjugativa u otras regiones de movilizacion de plasmidos. Se predice
qgue la transferencia de las secuencias de la cadena principal del vector pLX que
flanquean los casetes de ADN-T se reduce mediante la incorporacion de un doble
limite izquierdo. En este sentido, Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens y
plantas se han usado en los ejemplos de la presente invencion, sin embargo, los
vectores binarios de la invencion son adecuados para su uso en sistemas alternativos,
tales como en chasis procariotas diferentes a E. coli y A. tumefaciens, y para
transformar organismos eucariotas diferentes a plantas superiores, tales como células
de algas, hongos, y animales.

Los vectores binarios pLX de la presente invencion incluyen el origen pBBR1,

gue no muestra incompatibilidad con plasmidos conocidos. Un sistema vector que
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utiliza, sin limitacién, vectores binarios pLX basados en pBBR1 y RK2 de la invencion
facilita la administracion de multiple de ADN-T a células eucariotas ya que incluye
vectores con origenes de replicacibon compatibles, diferentes marcadores
seleccionables, y baja similitud de secuencia para reducir los eventos de
recombinacion homologa. El uso simultdneo de vectores pLX basados en pBBR1 y
RK2 como sistema de transformacion, en un sistema de dos vectores/una cepa de
Agrobacterium permite la administracibn de multiADN-T y mudltiples genes a
organismos eucariotas, tales como plantas, hongos y animales.

El uso de origenes de replicacion alternativos compatibles deberia expandir
adicionalmente el disefio de administracion multigénico a un sistema “N-vectores/una
cepa’. Este sistema se puede combinar con la coinfeccion con multiples cepas de A.
tumefaciens, para aumentar adicionalmente el numero de casetes de ADN-T
administrados.

Los vectores hinarios divulgados en la presente invencidon se han probado
(véanse los ejemplos siguientes) para la transformacion de plantas, tanto transitoria
como estable, edicion del genoma, agroinoculacién de nuevos clones viricos
infecciosos y la administracion de secuencias exdégenas a plantas mediante vectores
viricos. Los inventores han utilizado un sistema de dos vectores/una cepa para
administrar multiples casetes de ADN-T a las células de la linea germinal vegetal y
para expresar en plantas componentes de una puerta tampdén sencilla activada por un
inductor quimico.

Las aplicaciones de los vectores binarios pLX de la presente invencion
incluyen, sin limitacién, su uso para ensamblar grandes construcciones de ADN T y
unidades de transcripcion; para la expresion transgenes tanto transitoria como estable;
para la generacién de plantas transgénicas exentas de marcadores de resistencia a
farmacos; para lanzar infecciones viricas mediante agroinoculacion; para la
administracién de secuencias exdgenas y produccion de proteinas recombinantes
usando vectores viricos; para la edicion del genoma; para la administracion de los
componentes de un sistema de repeticiones palindromicas cortas separadas
regularmente entre si y agrupadas (CRISPR)/proteina asociada a CRISPR (Cas); para
la administracion de sistemas de expresion regulados quimicamente; y para la
administracion de componentes del circuito genético.

En este sentido, un primer aspecto de la presente invencidn se refiere a un

vector binario, a partir de ahora en el presente documento, el primer vector binario de
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la invencion (vector pLX basado en pBBR1), que comprende al menos tres médulos:
i. un modulo casete de ADN-T que comprende al menos un limite derecho
e izquierdo de ADN-T,
ii. un moédulo origen de replicacion que comprende un origen pBBR1
minimo, o una variante funcionalmente equivalente del mismo, y

iil. al menos un médulo marcador seleccionable.

En una realizacién preferida, el vector pLX basado en pBBR1 de la invencién
comprende un casete de ADN-T que comprende un limite derecho y dos limites
izquierdos de ADN-T.

En una realizacién preferida adicional del vector pLX basado en pBBR1 de la
invencién, el origen pBBR1 comprende regiones pBBR1-oriV y pBBR1-rep, o una
variante funcionalmente equivalente del mismo. En una realizacibn mas preferida, el
origen pBBR1 comprende la SEQ ID NO: 105.

En otra realizacion preferida, el vector pLX basado en pBBR1 de la invencién
comprende un casete de ADN-T que esta flanqueado por al menos dos terminadores
transcripcionales, preferentemente seleccionados entre T1 (SEQ ID NO: 108), T2
(SEQ ID NO: 109), AT1 (SEQ ID NO: 110), AT2 (SEQ ID NO: 111), o cualesquiera
combinaciones de los mismos.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere ademas a otro vector
binario, denominado vector pLX basado en RK2, que comprende al menos tres
maédulos:

i. un médulo casete de ADN-T que comprende al menos un limite derecho

e izquierdo de ADN-T,
ii. un mdédulo origen de replicacion que comprende un origen RK2 minimo,
0 una variante funcionalmente equivalente del mismo, y

iii. al menos un médulo marcador seleccionable.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a otro vector binario que
preferentemente se usa junto con el vector pLX basado en pBBR1 de la invencion, que
comprende al menos tres modulos:

i. un médulo casete de ADN-T que comprende al menos un limite derecho

e izquierdo de ADN-T,

ii. un moédulo origen de replicacion que comprende un origen compatible

con el origen pBBR1, seleccionado preferentemente entre la lista que

consiste en origenes del grupo de incompatibilidad con el plasmido
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IncQ, IncW, IncU, pRi, pVS1, IncP-qa,y

iii. al menos un modulo marcador seleccionable.

En una realizacion preferida, el vector pLX basado en RK2 de la invencion
comprende un casete de ADN-T que comprende un limite derecho y dos limites
izquierdos de ADN-T.

En una realizacién mas preferida, el modulo origen de replicacién es un origen
del grupo de incompatibilidad con el pldsmido IncP-a y, mas preferentemente, es el
origen RK2. En una realizacion preferida adicional, el origen RK2 comprende las
regiones RK2-oriV y RK2-trfA, o una variante funcionalmente equivalente de las
mismas. En una realizacion mas preferida, el origen RK2 comprende la SEQ ID NO:
106 o la SEQ ID NO: 107.

En otra realizacion preferida, el vector pLX basado en RK2 de la invencién
comprende un casete de ADN-T flanqueado por al menos dos terminadores
transcripcionales, preferentemente, terminadores transcripcionales bacterianos.

En otra realizacién preferida, el gen marcador seleccionable del vector pLX
basado en RK2 difiere del gen marcador seleccionable del vector pLX basado en
pBBRL1.

En otra realizacion preferida, la cadena principal del vector pLX basado en RK2
no tiene regiones de la cadena principal con identidad > 28 nucleétidos respecto al
vector pLX basado en pBBR1 de la presente invencion.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un sistema de vectores
binarios que comprende:

€)) un primer vector binario que es el vector binario pLX basado en pBBR1

divulgado en la presente invencion y
(b) un segundo vector binario seleccionado entre el vector pLX basado en
RK2 o el vector que se puede usar plasmido junto con el primer vector
binario de la invencién donde el médulo de origen pBBR1 esta sustituido
por cualquiera de los origenes de replicacion seleccionados entre los
origenes del grupo de incompatibilidad del plasmido: IncQ, IncW, IncU,
pRi, pVS1, IncP-a.
donde cada uno de los vectores binarios de (a) y (b) tiene una replicacion y un
mecanismo de seleccion bacteriano que permite una coexistencia mutua y autbnoma
entre si en la misma célula hospedadora.

En una realizacion preferida del sistema de vectores binarios de la invencion, el
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modulo de origen del segundo vector binario es un origen del grupo de
incompatibilidad con el plasmido IncP-a, y méas preferentemente, es el origen RK2 de
acuerdo con la presente invencion. En una realizacion mas preferida, el segundo
vector binario es el vector pLX basado en RK2 de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una célula hospedadora que
comprende el vector pLX basado en pBBR1, el vector pLX basado en RK2, o el
sistema de vectores binarios divulgado en la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un cultivo celular que
comprende la célula hospedadora de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para administrar

al menos una secuencia de nucle6tidos de interés a al menos una célula vegetal que

comprende:

(@) insertar al menos una secuencia de nucledétidos de interés en el primer o
segundo vectores binarios, 0 en el sistema de vectores binarios de la
invencion,

(b) introducir los vectores binarios o el sistema de vectores binarios de la

etapa (a) en al menos una célula hospedadora bacteriana, y

(©) poner en contacto la célula hospedadora de la etapa (b) con al menos

una célula eucariota.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para
administracién in vitro de al menos una secuencia de nucleétidos de interés a al
menos un organismo eucariota, que comprende:

€) insertar al menos una secuencia de nucleétidos de interés en el vector

binario o en el sistema de vectores binarios de la invencion, y
(b) introducir el vector binario o el sistema de vectores binarios de la etapa
(a) en al menos un organismo eucariota.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para obtener una
planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria genética que comprende la etapa
de introducir el vector binario, el sistema vector, o la célula hospedadora bacteriana de
la invencién en una célula vegetal. Otro aspecto de la presente invencion se refiere a
una planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria genética que se puede
obtener por el método de obtener una planta o célula vegetal disefiada mediante
ingenieria genética de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un método para obtener in
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vitro una célula u organismo eucariota diseflado mediante ingenieria genética que
comprende la etapa de introducir el vector binario o el sistema de vectores binarios de
la presente invencion, en una célula eucariota. Otro aspecto de la presente invencion
se refiere a una célula u organismo eucariota disefilado mediante ingenieria genética
gue se puede obtener segln el método para obtener in vitro una célula u organismo
eucariota diseflado mediante ingenieria genética de acuerdo con la presente
invencion.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “disefiado mediante
ingenieria genética” como se usa en el presente documento, se refiere a una célula
vegetal, planta, célula eucariota o individuo que se ha generado por los métodos
anteriormente mencionados.

La presente invencion se refiere ademas a un sistema vegetal genéticamente
modificado, preferentemente transformado, mutante o modificado, a células
regeneradas o a una planta regenerarse a partir de la misma, a su progenie o semillas
de las mismas generados de acuerdo con los métodos de la invencion descritos
anteriormente en el presente documento. En una realizacién concreta de la presente
invencién, este sistema vegetal transformado se caracteriza por modificaciones
individuales o multiples del genoma de la célula vegetal, epigenoma, transcriptoma o
metaboloma, y por que puede comprender o no comprender cualesquiera segmentos
de secuencia del vector anteriormente mencionado, sistema de vector, y sus casetes
de ADN-T.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para transformar
células eucariotas u organismos eucariotas que comprende la etapa de introducir en la
célula u organismo eucariota los vectores binarios, el sistema de vectores binarios, la
célula hospedadora, la planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria genética o
la una célula u organismo eucariota disefiado mediante ingenieria genética, divulgado
en la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para ensamblar
secuencias sintéticas, genémicas, epigendmicas, y/o de ADNc de interés en vectores
binarios o el sistema de vectores binarios divulgado en la presente invencion. De
acuerdo con la presente invencion, se puede usar una variedad de métodos para el
ensamblaje de acidos nucleicos. En una realizacion preferida, las secuencias de
interés se ensamblan mediante el uso de una endonucleasa de restriccion de alto

rendimiento, preferentemente y de forma no limitativa, endonucleasas de restriccion de
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Tipo IIS, o métodos de ensamblaje dependientes del solapamiento, tal como y sin
limitacion, ensamblaje Golden Gate/GoldenBraid o Gibson.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso in vitro o ex vivo del
vector binario, el sistema de vectores binarios, la célula hospedadora, o el cultivo

celular de la invencion:

a) para inactivacion génica especifica del sitio;

b) para edicién del genoma especifica del sitio;

C) para interferencia especifica de la secuencia de ADN;

d) para edicidén del epigenoma especifica del sitio;

e) para modulacién transcripcional especifica del sitio; o

f) para disefio mediante ingenieria del genoma multiplexado;

con la condicion de que el uso in vitro o ex vivo no comprende un proceso para
modificar la identidad genética de la linea germinar de seres humanos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al kit que comprende los
vectores binarios, el sistema de vectores binarios, la célula hospedadora, o el cultivo

celular de la invencion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Fig. 1. Construccién de vectores binarios de ADN-T mediante ensamblaje de
piezas modulares.

El Modulo 1, 2, y 3 se refieren al casete de ADN-T, origen pBBR1 y marcador
seleccionable, respectivamente. Cada médulo incluye una o varias partes de ADN, que
estdn flanqueadas por dos enlazadores de ensamblaje diversos (rombos):
Enlazador_1 (SEQ ID NO: 112), Enlazador_2 (SEQ ID NO: 113), Enlazador_3 (SEQ ID
NO: 114). Las partes de los tres moédulos se obtuvieron mediante PCR o se
sintetizaron quimicamente, y se reunieron mediante en ensamblaje de ADN isotermo
en una etapa para generar los vectores binarios pLX-B2 (SEQ ID NO: 3), pLX-B3
(SEQ ID NO: 4), pLX-B4 (SEQ ID NO: 5).

Fig. 2. Novedosos vectores binarios de ADN-T de la serie pLX y sus
caracteristicas.

(A) Organizacion de los plasmidos pLX basados en pBBR1. Los vectores
binarios estan compuestos por tres modulos, (i) un casete de ADN-T que incluye un
limite derecho, un gen indicador de Escherichia coli, dos limites izquierdos, y esta

flanqueado por terminadores transcripcionales bacterianos (T1 y T2); (ii) el origen
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pBBR1 para una amplia gama de hospedadores para una replicacion adecuada del
plasmido en E. coli y Agrobacterium tumefaciens (oriV+rep); y (iii) un marcador
seleccionable tal como genes de resistencia a antibioticos (R). Los vectores plasmidos
se indican mediante una letra que refleja el médulo de origen (B, origen derivado de
pBBR1) y un digito de acuerdo con el gen R: 2, nptl, gen que transmite resistencia a
kanamicina; 3, aadA, gen que transmite resistencia a espectinomicina/estreptomicina;
4, aacCl, gen que transmite resistencia a gentamicina. (B) Caracteristicas de
clonacion del casete de AND-T de un vector pLX. El indicador lacZa esté flanqueado
por dos sitios de reconocimiento Bsal divergentes (triAngulos rellenos), los salientes no
palindrémicos generados por la digestion con Bsal permiten el ensamblaje de las
unidades transcripcionales usando clonacion Golden Gate de digestion-ligadura en
una sola etapa. Se incluyeron sitios BsmBI convergentes (triangulos blancos) para
construir multiples construcciones de unidades de transcripcion mediante ensamblaje
Golden Braid. Como alternativa, los vectores pLX se pueden linealizar mediante PCR
inversa usando cebadores divergentes (flechas), tratarse con Dpnl y usarse para unir
una o mas inserciones solapantes mediante ensamblaje de ADN isotermo en una
etapa (ensamblaje Gibson). (C) Diagramas de caracteristicas de clonacion del vector
pLX. Partes de las unidades transcripcionales se pueden ensamblar en vectores pLX
usando estandares Golden Gate y GoldenBraid basados en Bsal. Los fragmentos de
ADN solapantes se pueden unir en vectores pLX solapantes mediante ensamblaje de
Gibson. Los vectores pLX se pueden multiplexar en células de Agrobacterium para
administracion de multiADN-T.

Fig. 3. Expresion de transgén transitoria en plantas usando la serie de vectores
pLX.

(A) Esquema de la construccion del transgén para la transformacioén transitoria
de Nicotiana benthamiana. El gen TagRFP-T (RFP) impulsado por el promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV) se insertdé en diferentes cadenas principales
derivadas de pLX, que se administraron a plantas mediante agroinfiltracion. Los datos
se recopilaron a los 6 dias de la agroinfiltracion (dpa); CTRL, control vacio; B2-RFP,
pLX-B2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 13); B3-RFP, pLX-B3-TagRFP-T (SEQ ID NO: 14);
B4-RFP, pLX-B4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 15). (B) Se tomaron imagenes de
fluorescencia RFP de las hojas infiltradas con un estereomicroscopio de fluorescencia.
(C) Se tomaron imagenes de fluorescencia RFP de las células mediante microscopio

confocal; barras de escala, 100 ym. (D) La acumulacién de RFP se evalué mediante
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analisis de inmunotransferencia. Transferencias tefiidas con rojo de Ponceau como
control de carga.

Fig. 4. Expresion de transgén estable en plantas usando la serie de vectores
pLX.

(A) La construccién del transgén se ensamblé en pLX-B2-Pcre:mTFP1 (SEQ ID
NO: 23) para la transformacién estable de Arabidopsis thaliana. Un gen de la proteina
fluorescente cian (NTFP1) estd impulsada mediante el promotor cruciferina C de A.
thaliana, que esté activo en las semillas (Pcrc). (B) La PCR del ADN gendmico se llevo
a cabo para confirmar la integracion estable del transgén, usando cebadores
especificos del transgén (mTFP1; 765 pb) o control (Pcrc; 1081 pb). Cada linea
representa una muestra vegetal individual; C, muestra vegetal sin transformar; Ty,
lineas independientes seleccionadas mediante fluorescencia cian de semillas
recogidas de plantas tratadas con Agrobacterium. Se muestran las imagenes de
fluorescencia de las semillas no transformadas (Col-0), y semillas recogidas de una
sola planta Ty (T»).

Fig. 5. Estabilidad de la serie de vectores pLX en Escherichia coli.

(A) El casete de expresion de un clon de ADNc marcado con GFP del virus de
la sharka (PPV) se subcloné a partir de un vector derivado de pBIN19 (pSN-PPV) en
un plasmido pLX, para generar el vector pLX-PPV (SEQ ID NO: 21). Los esquemas no
estan a escala. (B) Clones #A y #B del nuevo vector pLX-PPV se transformaron en E.
coli para evaluar la estabilidad del plasmido, entradas (In). Para cada transformacion,
se repicaron ocho colonias individuales y se sometieron a seis ciclos de crecimiento
(24 h, 37°C). Los plasmidos purificados, salidas (Out), se digirieron con EcoRl y se
resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos derivados del
casete de copia del ADNc del genoma de PPV se han indicado (izquierda); las bandas
superiores son fragmentos especificos de la cadena principal. (C) El casete de
expresion de un clon de ADNc del virus del mosaico del repollo (TuMV) se subcloné a
partir de un vector basado en pUC (p35Tunos-vec01-NAT1) en un plasmido derivado
de pLX-B2, y generando el vector pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28). (D) El pLX-TuMV (SEQ
ID NO: 28) se transformé en E. coli para evaluar la estabilidad del plasmido, entrada
(In). Se recogieron diez colonias individuales y se sometieron a seis ciclos de
crecimiento de 24 h, a 37°C. Los plasmidos purificados, salidas (Out), se digirieron con
EcoRl y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa.

Fig. 6. Administraciobn de vectores viricos y produccién de proteinas
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recombinantes en plantas usando la serie de vectores pLX.

Los vectores viricos pLX-PPV (pLX) (SEQ ID NO: 21) y pSN-PPV (pSN) se
administraron a plantas de N. benthamiana mediante agroinfiltracion (A-D); El vector
virico pLX-TuMV se administré a plantas de A. thaliana mediante agroinoculacion (E-
G). (A) GFP recombinante se expres6 en plantas usando un clon PPV quimérico. (B)
La acumulacién virica se evalud por analisis mediante inmunotransferencia usando un
anticuerpo dirigido contra la proteina de revestimiento (CP) del PPV de muestras de
hojas agroinfiltradas y no inoculadas superiores, a 6 y 14 dpa, respectivamente.
Transferencias tefiidas con rojo de Ponceau como control de carga. (C) La intensidad
de fluorescencia (FI) GFP de los parches de hojas agroinfiltradas se cuantificd en un
lector de placas de 96 pocillos a 6 dpa. El grafico de barras muestra media £ SD (n =
4); * p < 0,001, prueba de la t de Student. (D) Se tomaron imagenes de hojas no
inoculadas superiores a 14 dpa en un transiluminador de luz azul; fluorescencia GFP
en gris claro; barra de escala, 2 cm. (E) GFP recombinante se expresé en plantas
usando un clon TuMV quimérico. (F) El vector pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28) se
administr6 a plantas de A. thaliana mediante agroinoculacién, y los datos se
recogieron 11 dias después de la agroinoculacion. La acumulacion virica se evalud por
analisis mediante inmunotransferencia usando un anticuerpo dirigido contra la proteina
de revestimiento (CP) del TuMV de hojas no inoculadas superiores; Transferencias
tefiidas con rojo de Ponceau como control de carga. (G) Se obtuvieron imagenes de
las hojas no inoculadas superiores; fluorescencia GFP en gris claro; barra de escala, 1
cm.

Fig. 7. Ensamblaje de partes de ADN en vectores pLX usando estandares de
biologia sintética.

(A) Se usaron unidades normalizadas para administrar a plantas genes de
resistencia a la kanamicina (Nptll) y proteina fluorescente roja (DSRED) en el vector
pLX-B2 (SEQ ID NO: 3), para generar el vector pLX-B2-Nptll-DsRED (SEQ ID NO:
20). (B) El vector pLX-B2-XT1-XT2-hCas9 (SEQ ID NO: 19) se ensambld para
administrar unidades normalizadas: un gen de resistencia a la kanamicina (Nptll), gen
Cas9 de Streptococcus pyogenes con optimizacion de codones humanos (hCas9), y
ARNsg dirigido a los genes enddégenos Nibenl101Scf04205Ctg025 (XT1) vy
Niben101Scf04551Ctg021 (XT2) de N. benthamiana. (C) Esquema de vectores pLX
gue incorporan casetes de clonacion compatibles con el ensamblaje binario

GoldenBraid. Los plasmidos resistentes a kanamicina de nivel alfa tienen sitios
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divergentes Bsal y sitios convergentes BsmBI; los plasmidos resistentes a
espectinomicina de nivel omega tienen sitios divergentes BsmBI y sitios convergentes
Bsal. Todos los plasmidos incluyen el origen pBBR1 y el indicador lacZa.

Fig. 8. Ensamblaje de unidades transcripcionales grandes por métodos de
clonacién basados en el solapamiento, y agroinoculacién virica usando la serie
de vectores pLX.

(A) Uso de un vector pLX para generar un clon de ADNc de un virus de ARN
infeccioso. Tres fragmentos RT-PCR (cuadros grises) que abarcaban la totalidad del
genoma del virus del mosaico marrén de la yuca ugandesa (UCBSV) se clonaron en
un vector linealizado basado en pLX-B2 mediante ensamblaje de Gibson. El vector
pLX-UCBSV (SEQ ID NO: 22) obtenido se administré a plantas de N. benthamiana
mediante agroinfiltracién y los datos se recogieron a 12 dpa. (B) Fotografias de plantas
infiltradas de forma simulada e infiltradas con pLX-UCBSV (izquierda y derecha,
respectivamente). La altura relativa de la planta se represent6 graficamente, media +
SD (n = 4); * p = 0,0059, prueba de la t de Student. (C) La micrografia de transmision
electrénica muestra particulas observadas en muestras de plantas infectadas; barra de
escala, 100 nm. (D) La acumulacién virica se evalu6 por analisis mediante
inmunotransferencia con un anticuerpo dirigido contra la proteina de revestimiento
(CP) del UCBSV de hojas no inoculadas superiores. Transferencias tefiidas con rojo
de Ponceau como control de carga.

Fig. 9. Comparacion de tamafio relativo entre la cadena principal de pLX-B2 y
vectores binarios de ADN-T seleccionados.

Comparacion de tamafio relativo entre la cadena principal de pLX-B2 y
vectores binarios de ADN-T seleccionados (no se tuvieron en cuenta las secuencias
del casete de ADN-T). Se rellenaron gréaficos de barra de acuerdo con los origenes de
replicacién mostrados a la derecha; los vectores binarios basados en pVS1l y pSa
incluyen un origen de gama de hospedadores estrecha para mantenimiento en E. coli;
* el origen pSa en vectores basados en pGreen no es autonomo, de este modo, el
tamafio del plasmido pSoup basado en RK2 necesario para el mantenimiento de
pGreenll en A. tumefaciens también se ha incluido en el grafico de barras. Glifos de
acuerdo con el formato visual del idioma abierto de biologia sintética.

Fig. 10. Comparacion de vectores binarios de ADN-T pLX basado en pBBR1, RK2
y pVS1 en ensayos de expresién en plantas.

(A) ElI médulo de replicacién pBBR1 de los vectores pLX se sustituyd por un
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origen RK2 minimo para construir los vectores pLX-R2 (SEQ ID NO: 6), pLX-R3 (SEQ
ID NO: 7) y pLX-R4 (SEQ ID NO: 8). Estos se disefiaron mediante ingenieria genética
para expresar el gen TagRFP-T (RFP) obteniendo los vectores pLX-R2-TagRFP-T
(SEQ ID NO: 16), pLX-R3-TagRFP-T (SEQ ID NO: 17) y pLX-R4-TagRFP-T (SEQ ID
NO: 18). (B) En ensayos de expresion transitoria, los vectores RFP de la Figura 3 (B2-
RFP: pLX-B2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 13); B3-RFP: pLX-B3-TagRFP-T (SEQ ID NO:
14); B4-RFP: pLX-B4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 15)) se compararon con los vectores
pLX basados en RK2 (R2-RFP: pLX-R2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 16); R3-RFP: pLX-
R3-TagRFP-T (SEQ ID NO: 17); R4-RFP:, pLX-R4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 18));
CTRL, control vacio. La intensidad de la fluorescencia (FI) RFP de suspensiones
bacterianas y muestras de plantas infiltradas (a 4 o 6 dpa) se midié en un lector de
placas. Los graficos de barras muestran los valores de Fl de las plantas, media £+ SD
(n = 3); las letras indican p < 0,05, ANOVA monolateral y la prueba HSD de Tukey; * p
= 0,00047, prueba de la t de Student. Los graficos de dispersion muestran el analisis
de regresién lineal de los valores Fl de plantas y bacterias; B3-RFP, R3-RFP, y las
muestras de control vacio son de color negro, gris y blanco, respectivamente. (C) La
expresion del casete DSRED convencional se comparé en ensayos de expresion
transitoria y estable. Vectores derivados de pCAMBIA (GB1686, SEQ ID NO: 27) y los
vectores pLX-B2-Nptll-DsRED (pLX, SEQ ID NO: 20) se transforman en plantas de N.
benthamiana; CTRL, control. En muestras de hojas agroinfiltradas, se obtuvieron
imagenes de fluorescencia DSRED en células mediante microscopio confocal (barras
de escala, 100 uym) y se cuantific6 en un lector de placas. Los valores de Fl se
representaron graficamente, media + SD (n = 4); las letras indican p < 0,05, ANOVA
monolateral y la prueba HSD de Tukey. En ensayos de transformacion estable, las
muestras de hojas se cultivaron simultdneamente con las cepas de A. tumefaciens
indicadas, y se transfirieron a un medio que contenia kanamicina. Las imagenes
muestran las plantulas, donde las imagenes se obtuvieron con un microscopio de
epifluorescencia a los 40 dias de la inoculacion. La grafica muestra la eficacia de
transformaciéon definida como el nUmero de plantulas resistentes a kanamicina que
mostraron fluorescencia DSRED, media + SD (n = 7); n.s., p = 0,91. Se indican los
origenes de los vectores: pBBRL1, circulos/barras rellenos; pVS1, circulos/barras sin
rellenar.

Fig. 11. Administracion de los componentes del sistema CRISPR/Cas vy

comparacion con los vectores binarios de ADN-T pLXy pVS1 basados en pBBR1
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en ensayos de mutagénesis dirigida al genoma.

Mutagénesis dirigida usando un sistema CRISPR/Cas9 basado en GoldenBraid

en ensayos de expresion transitoria. (A) Plantas de Nicotiana benthamiana se
infiltraron con un vector derivado de pCAMBIA (GB1108) y un vector pLX-B2-Nptll-
DsRED (pLX: SEQ ID NO: 20) que contienen unidades de transcripcion de Cas9 con
optimizacion de codones humanos (hCas9), y ARNsg dirigido a los genes endbégenos
Niben101Scf04205Ctg025 (XT1) y Niben101Scf04551Ctg021 (XT2). (B) Los geles
muestran los ensayos de PCR/digestion; los asteriscos marcan bandas de ADN
resistente a la escision; CTRL, hCas9 se administré sin secuencias de ARNsg. La
eficacia de la mutagénesis se estimé cuantificando la relacion entre las bandas no
escindidas y escindidas, y trazando la representacién grafica, media = SD (n=4); *p <
0,001. Se indican los origenes de los vectores: pBBR1, circulos/barras rellenos; pVS1,
circulos/barras sin rellenar.
Fig. 12. Similitud de secuencia entre los vectores binarios de ADN-T pLX y de
referencia. (A) Representacion del nuevo vector binario pLX compatible con el origen
pBBR1. pLX-Z4 (SEQ ID NO: 9) comparte la organizacién modular de pLX y el casete
de clonacion mostrado en la Figura 2; incluye secuencias de ADN-T limite procedentes
del plasmido pTiBo542 tipo succinamopina, una segunda secuencia de limite
izquierdo, terminadores de fagos lambda, un gen de resistencia a gentamicina
(aacC1l), y un replicon minimo de 2,2 kb procedente del plasmido RK2 para una amplia
gama de hospedadores. (B) Las graficas del porcentaje de identidad muestran
alineamientos locales de ADN significativos entre los vectores pLX-B2 basado en
pBBR1 y pLX-Z4 basado en RK2 (SEQ ID NO: 9), o pLX-R4 (SEQ ID NO: 8). Las
secuencias del casete de clonacion se omitieron en la comparacion; las gréficas se
generaron mediante PipMaker (Schwartz S., et al., Genome Res. 2000, 10, 577-586).
(C) Similitud de secuencia entre los nuevos vectores binarios de ADN-T pLX y de
referencia. La matriz muestra las salidas obtenidas mediante analisis de
emparejamiento de secuencia de las cadenas principales de los vectores. La similitud
de secuencia se clasificé de acuerdo con los valores de puntuacion total BLASTN: alto,
> 4100; parcial, 800 - 4100; bajo, < 800. Las entradas de la matriz de los vectores pLX
basados en pBBR1 estan recuadrados, y las entradas rayadas marcan pares de
vectores que muestran baja similitud de secuencia pero comparten antibiéticos de
seleccion.

Fig. 13. Caracterizacion de la cepa de A. tumefaciens de tipo octopina
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desactivada que muestra sensibilidad a varios antibiéticos y su uso en la
multiplexacion de vectores.

(A) Sensibilidad a antibioticos de la cepa C58C1-313 de A. tumefaciens
desactivada. Las bacterias se inocularon en LB suplementado con rifampicina junto
con los antibidticos indicados: AMP (ampicilina), CL (cloranfenicol), GENT
(gentamicina), TC (tetraciclina), KAN (kanamicina), SP (espectinomicina) y ST
(estreptomicina). Para realizar el seguimiento de las curvas de crecimiento, la
absorbancia (DO600) se midié en un lector de placas. Las graficas muestran media +
SD (n = 6); h, horas. (B) C58C1-313 contiene un pTi de tipo octopina. Un fragmento
del gen pTi repB se amplific6 mediante PCR a partir de C58C1-313 y se secuencié. Se
construy6 un arbol filogenético a partir de la alineacion de la secuencia repB de 607 nt
procedente de la cepa C58C1-313 y las secuencias del plasmido Ti depositadas
(NCBI:  DQO058764.1; AB016260.1; AEO007871.2; M24529.1; CP011249.1;
AF242881.1). C58C1-313 se agrupa con los nimeros de registro pTi de tipo octopina.
(C) Estabilidad del mantenimiento de pTi en la cepa C58C1-313 de A. tumefaciens.
C58C1-313 se sembré en placas, y se confirmé la presencia de pTi en colonias
individuales mediante PCR utilizando cebadores especificos de pTi (repB; 724 pb); N,
control negativo. (D) Diagrama de una cepa de A. tumefaciens (hexagono rayado) que
contiene simultdneamente vectores derivados de pLX-B2 y pLX-Z4 que transmiten
resistencia a kanamicina y gentamicina, respectivamente. Curvas de crecimiento de A.
tumefaciens C58C1-313 que no contiene vectores (CTRL, gris), o vectores derivados
de pLX-B2 y pLX-Z4 (negro). LB suplementado con kanamicina y gentamicina se
inocul6 con las cepas indicadas, y la absorbancia se midié en un lector de placas. La
grafica muestra media + SD (n = 6); h, horas.

Fig. 14. Uso de la serie de vectores pLX para la administracion de multiples ADN-
T a plantas.

(A) Diagrama de una cepa de A. tumefaciens (hexagono rayado) que contiene
simultineamente vectores derivados de pLX-B2 y pCAMBIA que transmiten
resistencia a kanamicina y espectinomicina, respectivamente; se indican los origenes
de los vectores: pBBR1, circulo relleno; pVS1, circulo sin rellenar. Los componentes
de pLX-B2-Pcre:mTFP1 se describen en la Figura 4; en pSN.5-Ppapgs:RFP, el gen
TagRFP-T (RFP) estd activado por el promotor PAP85 de A. thaliana (Ppapsgs). LOS
promotores Pcrc Y Ppapgs Utilizados estan activos en las semillas. (B) Plantas de

Arabidopsis se trataron con la cepa pLX-B2-Pcrc:MTFP1 mas pSN.5-Ppapss:RFP de A.
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tumefaciens mediante inmersién floral. Las semillas T, recogidas se visualizaron bajo
un estereomicroscopio de fluorescencia. Las imagenes muestran semillas que
expresan mTFP1 solamente (ADN-T individual) o mTFP1 mas RFP (ADN-T doble);
para cada condicidn, se indica el nimero y porcentaje de semillas obtenidas.

Fig. 15. Disefio experimental para la administracion de los componentes del
circuito sintético a plantas mediante multiplexado del vector pLX.

(A) Secuencia del promotor sintético Pgon (SEQ ID NO: 35). El terminador de
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) se incluyé para el aislamiento de
promotores que podrian flanquear los sitios de integracién del ADN-T; los sitios de
unién al ADN de AlcR (triangulos) derivados de los promotores alcM, alcR, aldA, alcA
de Aspergillus nidulans se colocan en direccién 5' con respecto a un promotor minimo
de 34S del virus del mosaico de la escrofularia (flecha); recuadro no relleno, codén de
partida de la secuencia de codificacion. (B) Tabla de verdad de la puerta l6gica Sl.
Simbolo de una puerta l6gica Sl que utiliza etanol (EtOH) como entrada y la
fluorescencia mNeonGreen (NEON) como salida. (C) Circuito genético que
implementa la puerta logica anterior. EI hexagono rayado representa una sola cepa de
A. tumefaciens (R-AIcR + Pgon:NEON) que contiene dos vectores binarios de ADN-T-
compatibles, pLX-Z4-P,s:RFP-AICR (SEQ ID NO: 24) y pLX-B2-Pgon:NEON (SEQ ID
NO: 25), que transmiten resistencia a gentamicina y kanamicina, respectivamente. Una
vez suministrado a plantas, el promotor constitutivo de la manopina sintasa (Pmas)
activa la expresion de las proteinas RFP y AlcR. En presencia de EtOH (estrella), AlcR
se une, y activa, un promotor sintético de otra forma silente (Pgion). La acumulacion de
NEON es el resultado de la activacion de la puerta logica.

Fig. 16. Control de la expresion génica y administracion de los componentes del
circuito sintético a plantas mediante el vector pLX.

Evaluacién de una compuerta légica Sl en plantas. (A) Plantas de Nicotiana
benthamiana se infiltraron con una cepa de Agrobacterium que contiene los dos
vectores binarios pLX-Z4-Pnas:RFP-AICR (SEQ ID NO: 24) y pLX-B2-Pgion:NEON (SEQ
ID NO: 25) (R-AlcR + Pgon:NEON), tratados dos veces con agua o EtOH. A 4 dpa, se
obtuvieron imégenes de fluorescencia RFP y NEON mediante barrido laser de las
hojas. Barra de escala, 3 cm. (B) Hojas de Nicotiana benthamiana se dejaron sin tratar
(N), o se infiltraron con la cepa de A. tumefaciens R-AICR + Pgoq:NEON. Se recogieron
discos de las hojas, se introdujeron en placas de 96 pocillos, y se suministraron con o

sin EtOH. Se obtuvieron iméagenes de fluorescencia RFP y NEON mediante
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microscopio confocal a las 24 h de tratamiento (hpt). (C) Los discos de hojas de
parches agroinfiltrados se introdujeron en una placa de 96 pocillos y se afadieron
diferentes cantidades de inductor. Las intensidades de fluorescencia (FI) se midieron
en un lector de placas a 22 hpt, y el valor de IF de NEON/RFP relativo de las
condiciones sin inductor (Ninguno) se ajust6 a 1. El grafico de barras muestra la media
+ SD (n = 18). Las letras indican p < 0,01, ANOVA monolateral y la prueba HSD de
Tukey. (D) Cinética de la puerta l6gica Sl sensible a EtOH. Discos de hojas de parches
agroinfiltrados se trataron con agua (gris, menos) o EtOH al 0,1% (negro, mas), y la
intensidad de fluorescencia se midi6 en un lector de placas. El valor de la FI
NEON/RFP relativo de la condicidn con agua se ajusté a 1. La grafica muestra media +
SD (n =5).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un vector binario
(vector pLX basado en pBBR1) que comprende al menos tres médulos:

i. un médulo casete de ADN-T que comprende al menos secuencias de

limite derecho e izquierdo de ADN-T,
il. un modulo origen de replicacién que comprende un origen pBBR1 o una
variante funcionalmente equivalente del mismo, y

iii. al menos un médulo marcador seleccionable.

Los términos “plasmido” y “vector”, tal como se usan en el presente documento,
son indistintos, y se refieren a un elemento extracromosémico que puede incluir uno o
mas genes. Los plasmidos y los vectores suelen ser moléculas de ADN bicatenario
circulares. Sin embargo, los plasmidos y los vectores pueden ser acidos nucleicos
lineales o circulares, de un ADN o ARN monocatenario o bicatenario, y se pueden
derivar de cualquier fuente, donde varias secuencias de nucleétidos se han unido o
recombinado en una Unica construccion que es capaz de introducir un fragmento de
promotor y una secuencia de un polinucleétido codificante junto con una secuencia 3’
no traducida adecuada en una célula. En los ejemplos, los plasmidos y los vectores
pueden comprender secuencias de replicacion autbnomas, secuencias que se integran
en el genoma, y/o secuencias de fagos o nucleotidos.

La expresion “vector virico” se refiere a un vector que incluye secuencias del
genoma virico que pueden iniciar infecciones viricas, y son utiles para una

administracion rapida de alto nivel de secuencias exdgenas a células eucariotas.
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Las expresiones “plasmido Ti", “plasmido Ri”, “pTi” y “pRi” tal como se utilizan
en el presente documento son indistintas, y se refieren a un plasmido grande
contenido en la Agrobacterium sp. de tipo natural, que comprende ADN-T (ADN de
transferencia) que se introducen en plantas, regién de virulencia (regién vir), etc. El
ADN-T es un fragmento de ADN introducido en el genoma de una célula vegetal, y en
Agrobacterium sp. de tipo natural comprende los genes para la sintesis de opinas y
reguladores del crecimiento vegetal. La region vir es una region que codifica proteinas
de virulencia, un grupo de proteinas necesario para la integracion del ADN-T en
plantas, y comprende genes tales como los genes virA, virB, virC, virD1, virD2, virD3,
VirG y virJ.

La expresion “plasmido Ti desactivado” se refiere a un plasmido producido
eliminando la regién de ADN-T de un plasmido Ti de tipo natural y que codifica
proteinas de virulencia, o un plasmido funcionalmente equivalente, artificial o natural,
tal como y sin limitacion, el plasmido p42a de Rhizobium etli (Lacroix B. & Citovsky V.,
PLoS Pathog. 2016, 12, 3, €1005502). Por lo tanto, un plasmido Ti desactivado carece
de la regibn ADN-T, y es capaz de mediar en la transferencia de ADN a células
eucariotas y su posterior modificacién genética.

La expresion “secuencia limite”, por ejemplo, limite izquierdo (RB) o limite
derecho (LB), se refiere a una secuencia de acido nucleico repetida directamente que
define un extremo de la regiébn ADN-T. Las secuencias limite puede derivar de un
plasmido Ti, o pueden ser otras secuencias bacterianas, derivadas de plantas, o
sintéticas que funcionan andlogamente. En una realizacion preferida del vector pLX
basado en pBBR1 de la invencion, las LB y RB se seleccionan independientemente
entre el grupo que consiste en un limite de ADN-T de un plasmido Ti de tipo nopalina,
octopina, succinamopina, o cualquier combinacion de los mismos. En una realizacion
preferida, los limites de ADN-T se seleccionan entre plasmidos Ti de tipo octopina o
succinamopina procedentes de A. tumefaciens, e incluyen un segundo borde izquierdo
de tipo nopalina.

Las expresiones “vector binario” y “vector binario de ADN-T”, tal como se usan
en el presente documento, son indistintas. Se refieren a un pldsmido que tiene un
origen de replicacién (ori) que permite el mantenimiento del vector en una amplia
gama de bacterias incluyendo E. coli y Agrobacterium sp., y que comprende un casete
de ADN-T; marcadores de seleccién y mantenimiento en bacterias; y, en algunas

realizaciones, el vector binario puede incluir un marcador seleccionable para la
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seleccion en organismos eucariotas, preferentemente para su seleccién en plantas.

Las expresiones “casete de ADN-T” y “casete de clonacion de ADN-T”, tal
como se usan en el presente documento, son indistintas, se refieren a una region
ADN-T que comprende al menos las secuencias RB y LB, y caracteristicas que
permiten la insercion de la secuencia de interés entre las secuencias RB y LB de una
forma que la secuencia de interés se puede transferir a células eucariotas.

En una realizacion mas preferida, el vector binario pLX basado en pBBR1 de la
presente invencion se caracteriza por que el casete de ADN-T comprende una
secuencia de limite derecho y dos secuencias de limite izquierdo de ADN-T. En una
realizacién mas preferida, el limite derecho comprende una secuencia de nucleétidos
gue es al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 102 o la SEQ ID NO: 115. En una realizacion mas preferida, el limite izquierdo
comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos un 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99%, idéntica a la SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 104 o la SEQ ID
NO: 116. En una realizacion mas preferida, el limite derecho comprende la SEQ ID
NO: 102 y los bordes izquierdos comprende la SEQ ID NO: 103 y la SEQ ID NO: 104.
En una realizacién mas preferida, el limite derecho consiste en SEQ ID NO: 102 y los
bordes izquierdos consisten en la SEQ ID NO: 103y la SEQ ID NO: 104.

En una realizacion preferida adicional, el vector binario pLX basado en pBBR1
se caracteriza por que la regiébn ADN-T también comprende al menos dos
terminadores de la transcripcion. Los terminadores de la transcripcion Utiles en la
presente invencion son conocidos en la técnica (es decir, en Chen Y.J., et al., Nat
Methods. 2013, 10, 7, 659-664). En una realizacion mas preferida, los terminadores de
la transcripcion comprenden una secuencia de nucleétidos que es al menos un 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a cualquiera de las secuencias
seleccionadas de la lista que consiste en: SEQ ID NO: 108, 109, 110, 111, o
cualesquiera combinaciones de las mismas, mas preferentemente, SEQ ID NO: 108 y
109. En una realizacion mas preferida, los terminadores de la transcripcion se
seleccionan entre las secuencias que comprenden la SEQ ID NO: 108, 109, 110, 111
o cualesquiera combinaciones de las mismas, mas preferentemente, SEQ ID NO: 108
y 109. En una realizacion mas preferida, los terminadores de la transcripcion consisten
en cualesquiera de las secuencias seleccionadas entre la SEQ ID NO: 108, 109, 110,
111, o cualesquiera combinaciones de las mismas, mas preferentemente, SEQ ID NO:
108 y 109.
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“Homologia” o “identidad” o “similitud” se refiere a una similitud de secuencia
entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos. La homologia puede
determinarse mediante la comparacion de una posicion de cada secuencia, que puede
alinearse con fines de comparacion. Cuando una posicién equivalente de la secuencia
comparada esta ocupada por la misma base o aminoacido, entonces, las moléculas
son idénticas en dicha posicion. Un grado de homologia o similitud o identidad entre
secuencias de acidos nucleicos es una funcion del numero de nucleétidos idénticos o
coincidentes en las posiciones compartidas por las secuencias de acidos nucleicos. Un
grado de identidad de secuencias de aminoacidos es una funcion del nimero de
aminodcidos idénticos en posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos.
Un grado de homologia o similitud de secuencias de aminoacidos es una funcion del
namero de aminoacidos, es decir, estructuralmente relacionados, en posiciones
compartidas por las secuencias de aminoacidos. El grado de homologia, identidad, y/o
similitud se puede determinar mediante el uso de algoritmos, programas y métodos,
tales como, y sin limitaciones, Clustal, Wilbur-Lipman, GAG, GAP, BLAST, BLASTN,
BLASTP, EMBOSS Needle, FASTA, Smith Waterman o BLOSUM.

En una realizacion mas preferida, el vector pLX basado en pBBR1 de la
invencién se caracteriza por que los limites de ADN-T flanquean una secuencia de
interés. La una o mas secuencias de acidos nucleicos de interés estan operativamente
unidas con secuencias necesarias para la transferencia del ADN a la célula eucariota
diana.

La expresion "operativamente unida" u "operativamente asociada" se refiere a
una unién funcional entre la secuencia reguladora y una secuencia de codificacion o
una unién funcional entre dos secuencias reguladoras. El término “construccion” se
refiere a unidades o componentes asi descritos que se ensamblan y se unen
operativamente en una relacion tal que les permita funcionar de la forma prevista.
Colocar una secuencia codificante bajo control regulador de un promotor u otra
secuencia reguladora significa poner la secuencia codificante de forma que la
expresion de la secuencia codificante esté controlada por la secuencia reguladora. La
expresion “unidad transcripcional” se refiere a una construccion que incluye
secuencias de promotor, de codificacion, y del terminador que estan operativamente
unidas para permitir la expresion o la administracion de la secuencia de interés de la
forma prevista.

La secuencia de interés, aunque frecuentemente una secuencia génica, puede
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ser realmente cualquier secuencia de &cido nucleico tanto si produce una proteina
como si no lo hace, un ARN, una molécula de sentido contrario o secuencia reguladora
o similar.

Un "transgén" se refiere a una secuencia de interés que, independientemente
de que esta secuencia se haya introducido de forma exdgena o se haya manipulado;
en ambos casos, no se ha demostrado que la secuencia definida como “transgén” sea
natural. La expresion "gen endbégeno", “secuencia enddgena’, "gen natural" o
"secuencia natural" se refiere a un gen nativo en su localizacion natural en el genoma
de un organismo.

Las secuencias de interés o transgenes pueden incluir elementos funcionales
gue afectan a los procesos de desarrollo, fertilidad, resistencia a estrés abidticos y
biéticos, o permiten nuevos fenotipos, y similares. Otros transgenes que son Utiles
incluyen secuencias para fabricar vacunas comestibles (por ejemplo, patentes de
Estados Unidos numeros: patente de Estados Unidos n.° 6.136.320; patente de
Estados Unidos n.° 6.395.964) para seres humanos o animales, alteran el contenido
de acidos grasos, cambian la composicion de aminoacidos de los cultivos agricolas
(por ejemplo, patente de Estados Unidos n.° 6.664.445), introducen enzimas en rutas
para sintetizar metabolitos tales como vitamina A y vitamina E, aumentan la
concentracion de hierro, controlan la maduracién del fruto, reducen las propiedades
alergénicas de, por ejemplo, el trigo y los frutos secos, absorben y almacenan
sustancias téxicas y peligrosas para ayudar en la limpieza de suelos contaminados,
alteran el contenido en fibra de las maderas, mejorar la resistencia a enfermedades,
bacterias, hongos, nematodos, herbicidas, virus e insectos, aumentan la tolerancia a
las sales y la resistencia a la sequia, entre otros.

En un vector tipico, la secuencia de interés estd operativamente unida a un
promotor. Un "promotor" es una secuencia de nucleétidos a partir de la cual se puede
iniciar la transcripcion de un ADN operablemente unido posteriormente. El producto de
la secuencia de interés se puede expresar constitutivamente, tras la induccion, en
tejidos selectivos 0 en determinadas etapas del desarrollo. Los elementos reguladores
para efectuar dicha expresion son bien conocidos en la técnica. Muchos ejemplos de
elementos reguladores se pueden encontrar en el documento Patent Lens “Promoters
used to regulate gene expression” version 1.0, octubre de 2003 (incorporado en su
totalidad). Se pueden identificar otros promotores mediante una variedad de ensayos.

Los elementos potenciadores u otros elementos reguladores se pueden incluir junto
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con el promotor. Las secuencias de “promotor minimo”, tales como las denominadas
promotor 35S minimo del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), o el promotor 34S
minimo del virus del mosaico de la escrofularia, suelen necesitar un elemento
potenciador para la actividad.

En una realizacién mas preferida, el vector basado en pBBR1 de la invencién
se caracteriza por que el casete de ADN-T también comprende un casete de
clonacion, mas preferentemente, el casete de clonacion de ADN-T comprende
endonucleasa de restriccion y sitios de hibridacién del cebador, en una realizacién mas
preferida, estos sitios son compatibles con los métodos de ensamblaje de alto
rendimiento del ADN basado en la endonucleasa de restriccion de Tipo IS y/o en el
solapamiento, tales como y sin limitaciones, Golden Gate, GoldenBraid, Clonacion
modular (MoClo), ensamblaje de Gibson de una o dos etapas (Gibson D.G., et al., Nat.
Methods 2009, 6, 343-345), clonacion independiente de la secuencia y ligadura
(SLIC), clonacién y ensamblaje inconsutii GeneArt (Thermo Fisher Scientific),
ensamblaje de ADN NEBuilder HiFi (New England BioLabs), clonacién con fusion fria
(System Biosciences), clonacidn en fusion (Clontech).

En otra realizaciéon preferida, un casete de clonacibn de ADN-T también
comprende un marcador de cribado seleccionable o elementos indicadores para
identificar la insercion de la secuencia de interés. El marcador o elemento indicador es
un gen o un operdn que transmite un fenotipo visual o seleccién negativa, tales como,
y sin limitaciones, lacZa, ccdB, sacB, una luciferasa, genes de proteinas fluorescentes,
0 un operon de biosintesis de cantaxantina. Adicionalmente, el marcador seleccionable
0 elemento indicador incluido en el casete de ADN-T se puede seleccionar entre la
lista que se indica mas adelante para el médulo del marcador seleccionable del vector
binario de la presente invencion.

En una realizacién preferida adicional, el modulo origen de replicacion del
vector pLX basado en pBBR1 de la invencién comprende un origen pBBR1 que
comprende regiones pBBR1-oriV y pBBR1-rep, o una variante funcionalmente
equivalente de las mismas. En una realizacion preferida adicional, el origen pBBR1
comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos un 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la SEQ ID NO: 105, mas preferentemente, el origen
pBBR1 comprende la SEQ ID NO: 105, y mas preferentemente, el origen pBBR1
consiste en la SEQ ID NO: 105.

Como se usa en el presente documento, la expresion “variante funcionalmente
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equivalente" se refiere a cualquier variante donde la secuencia de nucleotidos codifica
una secuencia de aminoacidos que comprende alteraciones conservativas 0 ho
conservativas que dan como resultado cambios silenciosos que conservan la
funcionalidad de la molécula, entre los que se incluyen, por ejemplo, deleciones,
adiciones y sustituciones. Dichas moléculas alteradas pueden ser, deseablemente, las
gue proporcionan determinadas ventajas durante su uso. Como se usa en el presente
documento, las sustituciones conservativas implican la sustitucion de uno o mas
aminoacidos dentro de la secuencia del péptido correspondiente por otro aminoacido
gue tenga una polaridad y caracteristicas de hidrofobicidad/hidrofilicidad similares,
dando como resultado una molécula funcionalmente equivalente. Dichas sustituciones
conservativas incluyen, pero no se limitan a las sustituciones comprendidas entre los
siguientes grupos de aminoacidos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido
aspartico, acido glutamico; asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina,
fenilalanina, tirosina; y metionina, norleucina. El experto en la materia entendera que
las mutaciones en la secuencia de nucleétidos que codifica un péptido, que da lugar a
sustituciones de aminoacidos conservativas en posiciones que no son esenciales para
la funcionalidad del péptido, son mutaciones evolutivamente neutras que no afectan a
su estructura global o a su funcionalidad.

La expresiéon "origen de replicacién" (ori) se refiere a una secuencia de
actuacion en cis esencial para la replicacion. Se han descrito secuencias de origenes
gue permiten la replicacion del plasmido, o su mantenimiento en una amplia gama
hospedadores (patentes de Estados Unidos numeros 4.940.838; 5.149.645; 6.165.780;
6.265.638, incorporadas en su totalidad). En una realizacion preferida, el origen de
replicacién es un origen para una amplia gama de hospedadores o un origen para una
gama de hospedadores grande, utilizado de forma indistinta en la presente invencion.
Como se usa en el presente documento, “amplia gama de hospedadores” o “gama de
hospedadores grande” significa que el vector se replica en al menos dos especies
bacterianas, preferentemente en Agrobacterium sp. y E. coli. La gama de
hospedadores se transmite mediante un origen de replicacién. Cuando la molécula de
acido nucleico se integra en el cromosoma bacteriano u otra molécula de ADN
bacteriano autorreplicante, no es necesario un origen. Por lo tanto, cuando se
modifican y disefian mediante ingenieria genética de forma adecuada, estas bacterias
pueden utilizarse para transferir secuencias de acidos nucleicos, a células eucariotas,

y especialmente a células vegetales.
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En otra realizacion preferida, el vector pLX basado en pBBR1 también
comprende un modulo marcador seleccionable o de cribado para identificar los
transformantes de la célula hospedadora, preferentemente transformantes
bacterianos. Los marcadores seleccionables bien conocidos son genes que transmiten
resistencia a farmacos, tales como los antibidticos seleccionados de la lista que
consiste en: neomicina, ampicilina, carbenicilina, cloranfenicol, kanamicina,
tetraciclina, gentamicina, espectinomicina, bleomicina, fleomicina, estreptomicina,
eritromicina, blasticidina e higromicina; genes de resistencia a herbicidas, y similares.
Otros sistemas de seleccion, incluidos los genes que codifican la resistencia a otros
compuestos toxicos, tales como los genes de resistencia a telurita de potasio, genes
gue codifican productos necesarios para el crecimiento de las células, tales como en
seleccidn positiva, se pueden utilizar como alternativa. Los ejemplos de estos sistemas
de "seleccién positiva" son abundantes (véase por ejemplo, la patente de los Estados
Unidos n.° 5.994.629). Por lo demas, también se pueden usar sistemas de "seleccién
negativa”. Como alternativa, se puede emplear un marcador seleccionable o gen
indicador para permitir la seleccién de las células transformadas basandose en un
fenotipo visual, por ejemplo, una B-glucuronidasa, una luciferasa, 0 una gen de
proteinas fluorescentes. EI marcador seleccionable también tiene, de forma tipica,
elementos reguladores operablemente unidos para la transcripcion de los genes, por
ejemplo, un promotor constitutivo o inducible y una secuencia de terminacion. Se
incluyen opcionalmente elementos que potencian la eficacia de la transcripcion. En
una realizacién preferida, el médulo marcador seleccionable comprende un gen que
transmite resistencia a un farmaco seleccionado del grupo que consiste en genes de la
resistencia a neomicina, ampicilina, carbenicilina, cloranfenicol, kanamicina,
tetraciclina, gentamicina, espectinomicina, bleomicina, fleomicina, estreptomicina,
eritromicina, blasticidina e higromicina.

En una realizacion mas preferida, el vector pLX basado en pBBR1 se
selecciona entre la lista que consiste en: SEQ ID NO: 3 (pLX-B2), SEQ ID NO: 4 (pLX-
B3), SEQ ID NO: 5 (pLX-B4), SEQ ID NO: 10 (pLX-B2a2), SEQ ID NO: 11 (pLX-
B3Q1), SEQ ID NO: 12 (pLX-B3Q2), SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 25y la SEQ ID NO: 28.

Ademas, un vector pLX basado en pBBR1 de la presente invencion se puede

usar bien como un Gnico vector binario, que tiene replicacién autbnoma, o en un
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sistemas de vectores binarios, que incluye una combinacion de vectores binarios que
tienen mecanismos de replicacion y seleccion bacteriana que permiten una
coexistencia mutua y autbnoma entre si.

Como se usa en el presente documento, la expresion “sistemas de vectores
binarios” se refiere a vectores binarios que pueden replicarse en ambas E. coli y A.
tumefaciens, y contienen casetes de ADN-T no vinculados. En un sistemas de
vectores binarios, los vectores se multiplexan y se utilizan para administrar multiples
casetes de ADN-T a las células u organismos eucariotas, preferentemente a plantas.

En una realizacibn mas preferida, los vectores binarios y los vectores del
sistema de vectores binarios de la presente invencién tienen un tamafio minimo de 2 a
20 kb, preferentemente de 2,5 a 3,8 kb, mas preferentemente tienen un tamafio inferior
a 3,8 kb.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un sistemas de vectores
binarios que comprende el plasmido pLX basado en pBBR1 de acuerdo con la
presente divulgacion y otro vector binario (segundo vector binario) descrito en el
estado de la técnica, y compatible con un primer vector binario de la presente
invencién. En una realizacion mas preferida del sistema de vectores binarios de la
invencién, el segundo vector binario es un plasmido pLX basado en RK2 que se
describe en el presente documento.

Otro aspecto de la presente invencion, el plasmido pLX basado en RK2 de
acuerdo con la presente divulgacién se refiere a un vector binario que comprende al
menos tres médulos:

i. un modulo casete de ADN-T que comprende al menos un limite derecho

e izquierdo de ADN-T,

ii. un modulo origen de replicacion que comprende un origen compatible
con el origen pBBR1, seleccionado preferentemente entre la lista que
consiste en origenes del grupo de incompatibilidad con el plasmido
IncQ, IncW, IncU, pRi, pVS1 e IncP-a, donde, més preferentemente, es
un origen del grupo de incompatibilidad con el pldsmido IncP-a, y
donde, mas preferentemente, el origen de replicacion es el origen RK2,
0 una variante funcionalmente equivalente del mismo, y

iii. al menos un modulo marcador seleccionable.

En una realizacion preferida, el vector pLX basado en RK2 de la invencion

comprende un casete de ADN-T que comprende un limite derecho y dos limites
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izquierdos de ADN-T, comprendiendo preferentemente las secuencias de limites de
ADN-T anteriormente mencionados. En una realizacion méas preferida, el limite
derecho comprende la SEQ ID NO: 115 y los bordes izquierdos comprende la SEQ ID
NO: 116 y la SEQ ID NO: 104. En una realizacion mas preferida, el limite derecho
consiste en SEQ ID NO: 115, y los bordes izquierdos consisten en la SEQ ID NO: 104
y la SEQ ID NO: 116.

En una realizacion preferida adicional, el vector pLX basado en RK2 se
caracteriza por que el casete de ADN-T esta flanqueado por al menos dos
terminadores de la transcripcién, preferentemente, los terminadores de la transcripcion
gue se han divulgado anteriormente. En una realizacion mas preferida, los
terminadores de la transcripcibn comprenden la SEQ ID NO: 110 y 111, mas
preferentemente, los terminadores de la transcripcion consisten en la SEQ ID NO: 110
y 111.

En una realizacion mas preferida, el vector pLX basado en RK2 de la invencién
se caracteriza por que los limites de ADN-T flanquean una secuencia de interés. La
una o mas secuencias de acidos nucleicos de interés estan operativamente unidas con
secuencias necesarias para la transferencia del ADN a la célula eucariota diana. En
una realizacion mas preferida, las secuencias de interés se han mencionado
anteriormente.

En una realizacion mas preferida, el vector basado en RK2 de la invencién se
caracteriza por que el casete de ADN-T también comprende un casete de clonacion,
mas preferentemente, el casete de clonacion de ADN-T comprende el marcador
seleccionable de cribado o los elementos indicadores anteriormente mencionados. En
una realizacion preferida adicional, el casete de ADN-T comprende la endonucleasa
de restriccion y sitios de hibridacion del cebador, en una realizacion mas preferida,
estos sitios son compatibles con los métodos de ensamblaje de alto rendimiento
basados en la endonucleasa de restriccion de Tipo 1IS y en el solapamiento, como se
ha mencionado anteriormente.

En una realizacion preferida adicional, el origen de replicacién del vector pLX
basado en RK2 de la invencién comprende el origen de replicacion RK2 que
comprende las regiones RK2-oriV y RK2-trfA, o una variante funcionalmente
equivalente de las mismas. En una realizacion mas preferida, el origen RK2
comprende una secuencia de nucleotidos que es al menos un 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la SEQ ID NO: 106 o la SEQ ID NO: 107, mas
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preferentemente, el origen RK2 comprende la SEQ ID NO: 106 o la SEQ ID NO: 107,y
mas preferentemente, el origen RK2 consiste en la SEQ ID NO: 106 o la SEQ ID NO:
107.

En otra realizacion preferida, el médulo marcador seleccionable del vector
binario pLX basado en RK2 comprende un gen marcador seleccionable o de cribado
anteriormente mencionado.

En una realizacion mas preferida, el gen marcador seleccionable del vector
binario pLX basado en RK2 difiere del gen marcador seleccionable del vector pLX
basado en pBBR1, de forma que se facilita la seleccién simultanea de ambos
plasmidos.

En una realizacion mas preferida, el vector pLX basado en RK2 se selecciona
entre la lista que consiste en: SEQ ID NO: 6 (pLX-R2), SEQ ID NO: 7 (pLX-R3), SEQ
ID NO: 8 (pLX-R4), SEQ ID NO: 9 (pLX-Z4), SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 18 y la SEQ ID NO: 24.

En otra realizacion preferida, la cadena principal del vector pLX basado en RK2
no tiene regiones con identidad > 28 nucleétidos respecto al vector pLX basado en
pBBR1 de la presente invencion.

Por consiguiente, el sistema de vectores binarios de la presente invencién
comprende el plasmido pLX basado en pBBR1 y preferentemente, el plasmido pLX
basado en RK2 de acuerdo con la presente divulgacion.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a métodos para ensamblar
secuencias sintéticas, genémicas, epigendmicas, y/o de ADNc de interés en vectores
binarios o el sistema de vectores divulgado en la presente invencion.

En otro aspecto de la presente invencion, se relaciona con una célula
hospedadora que comprende el pLX basado en pBBR1, pLX basado en RK2, o el
sistema de vectores binarios de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion, el término "célula hospedadora" se
refiere a una célula que se ha transformado, o que se puede transformar, mediante
una secuencia de ADN exdgeno, preferentemente mediante los vectores binarios o el
sistema de vectores binarios de la presente invencion. Se puede utilizar una célula
hospedadora, por ejemplo, para la expresion de un acido nucleico de interés, la
propagacion de vectores plasmidos y/o la administracion de una secuencia de interés
a células eucariotas.

En una realizacion preferida, la célula hospedadora de la presente invencion es

34



10

15

20

25

30

ES 2 693 895 Al

una célula bacteriana, preferentemente seleccionada de Agrobacterium sp. y E. coli.
En una realizacion mas preferida, la célula hospedadora es preferentemente una
especie de la familia Rhizobiaceae, mas preferentemente una bacteria de
Agrobacterium sp., especialmente preferentemente una cepa de Agrobacterium que
comprende un plasmido Ti desactivado.

Como alternativa, las secuencias gendémicas de Agrobacterium sp. y otras
especies bacteriano se pueden comparar; los genes perdidos en la Ultima bacteria que
son importantes para administracion de ADN-T y la transformacion en células
eucariotas se pueden repicar individualmente del genoma de Agrobacterium e
introducirse en el genoma bacteriano deseado por cualquier medio o expresarse en un
plasmido. De manera similar, la bacteria también se puede utilizar para transformar un
organismo o célula eucariota en una variedad de condiciones de ensayo, tales como
temperatura, pH, aditivos nutrientes, y similares. Las mejores condiciones se pueden
determinar rapidamente y después analizarse durante la transformacion de las células
vegetales u otras células eucariotas, como se ha mencionado anteriormente. Ademas,
las especies de bacterias hospedadoras pueden interactuar naturalmente de formas
especificas con numerosos organismos eucariotas tales como plantas. Estas
interacciones bacteria-planta son muy diferentes de la forma en que Agrobacterium
interactla naturalmente con las plantas. Por lo tanto, los tejidos y células que se
pueden transformar mediante Agrobacterium sp. pueden ser diferentes en el caso de
utilizar otras bacterias.

En general, los pldsmidos se transfieren a través de un método de
transferencia directa a la bacteria (célula hospedadora) de la presente invencion.
Mediante la transferencia de vectores tanto individuales como mudltiples, como se
describe en el presente documento, se generan bacterias competentes para
transformacion. Estas bacterias se pueden usar para transformar un organismo
eucariota o una célula eucariota, tal como una levadura, un hongo, una planta, un
insecto y un animal.

El término “célula eucariota” se refiere tanto a células individuales como a
agregados de células, tales como tejidos u 6rganos, partes de tejidos u érganos, y
organismos completos, que comprende una levadura, un hongo, un alga, una planta,
un insecto y un animal.

En una realizacion mas preferida, el término “célula vegetal” se refiere a células

individuales o agregados de células, tejidos vegetales organizados, 6érganos, o plantas
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completas, tal como y sin limitacién, protoplastos, callos, cultivos celulares,
meristemos y tejidos meristeméticos, hojas, brotes, raices, flores, évulos, polen y tubos
polinicos, semillas, embriones, hipocaétilos, cotiledones, plantulas y plantas maduras.

Las células eucariotas se pueden transformar dentro del contexto de la
presente invencion. En general, las células eucariotas a transformar se cultivan antes
de la transformacion, o las células se pueden transformar in situ. En algunas
realizaciones, las células se cultivan en presencia de aditivos para volverlas mas
susceptibles a la transformacion. Los transformantes se pueden detectar facilmente
por su fenotipo alterado, por ejemplo, crecimiento en un medio que incluye
farmacos/herbicidas/compuestos tdxicos, o que carecen de un componente esencial
para el crecimiento, donde no pueden crecer las células no transformadas. En otras
realizaciones, las células se transforman antes del cultivo.

En resumen, en un protocolo de transformacion ilustrativo, para generar plantas
transformadas, las células vegetales se transforman mediante su cultivo simultaneo
con un cultivo de bacterias que contiene los vectores binarios o el sistema de vectores
binarios descritos en el presente documento. Tras el cultivo simultaneo durante varios
dias, las bacterias se eliminan, por ejemplo, mediante lavado y tratamiento con
antibioticos, y las células vegetales se transfieren a placas de medio de postcultivo que
contienen, de manera general, un antibidtico para inhibir o destruir el crecimiento
bacteriano y, opcionalmente, un agente de seleccion, tal como se describe en la
patente de Estados Unidos n.° 5.994.629. Las células vegetales se incuban
adicionalmente durante varios dias. En ese momento se puede analizar la expresion
del transgén. Después de una incubacion adicional de varias semanas en un medio de
seleccidn, las células vegetales se transfieren a un medio de regeneracion y se ponen
a la luz. Los brotes obtenidos se transfieren a un medio de enraizamiento, y las plantas
resultantes se propagan adicionalmente.

Los métodos alternativos para transformar células vegetales incluyen la
inmersion de flores completas en una suspension de bacterias, hacer crecer las
plantas adicionalmente para formar semillas, cosechar las semillas y hacerlas
germinar en presencia de un agente de seleccion que permite el crecimiento
solamente de las plantulas transformadas. Como alternativa, las semillas germinadas
se pueden tratar con un agente de seleccion que solamente toleran las plantas
transformadas. Como alternativa, las semillas se pueden seleccionar visualmente

mediante la deteccion de proteinas fluorescentes que solamente acumulan las
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semillas transformadas.

La transformacién de células mediante Agrobacterium se produce
independientemente de la integracion estable del transgén en los genomas
hospedadores, y el uso de sistemas de expresion transitoria 0 unidades de replicaciéon
autonoma de ARN/ADN (vectores viricos), puede evitar la necesidad de integracién del
gen, si se desea. En este sentido, los términos "infiltracion" y "agroinfiltracion” se
refieren a un método de transformacién transitoria que se basa en la introduccion
mecanica de cultivos de células hospedadoras que comprenden al menos un vector
binario, en organismos eucariotas 0 sus 6rganos, preferentemente plantas enteras,
plantulas u hojas. El escalado se consigue mediante, por ejemplo, el uso de infiltracion
a vacio. El término "agroinoculacién" se refiere a la administracion de vectores viricos
mediante transformacién transitoria mediada por Agrobacterium.

Las plantas que son especialmente deseables para transformar incluyen maiz,
arroz, trigo, soja, alfalfa y otras leguminosas, patata, tomate, tabaco, Nicotiana
benthamiana, y asi sucesivamente.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un cultivo celular que
comprende las células hospedadoras de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para administrar
al menos una secuencia de nucleétidos de interés a al menos una célula vegetal, que
comprende:

@) insertar la secuencia de nucleétidos de interés en el casete de ADN-T
del vector pLX basado en pBBR1, el vector pLX basado en RK2, o el
sistema de vectores binarios de la presente invencion,

(b) introducir el vector pLX basado en pBBR1, el vector pLX basado en
RK2, o el sistema de vectores binarios de la etapa (a) en al menos una
célula hospedadora bacteriana de acuerdo con la presente invencion, y

(c) poner en contacto la célula hospedadora de la etapa (b) con una célula
vegetal.

En una realizacion preferida, el método para administrar al menos una
secuencia de nucledtidos de interés a al menos una célula vegetal se caracteriza por
gue la célula hospedadora bacteriana es una célula de Agrobacterium sp., mas
preferentemente, la célula de Agrobacterium comprende un plasmido Ti desactivado.

Ademéas de las numerosas tecnologias para transformar plantas o células

vegetales, el tipo de célula, tejido, 6érgano que se pone en contacto con las
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construcciones extrafias también pueden variar. Practicamente todos los tejidos
vegetales se pueden transformar durante la desdiferenciacion usando técnicas
adecuadas comprendidas en la materia. Un experto en el campo de la transformacion
de plantas entendera que estan disponibles multiples metodologias para la produccion
de plantas transformadas, y que estas se pueden modificar y especializar para
adaptarse a las diferencias biolégicas entre diferentes especies de plantas.
Independientemente de la técnica de transformacién concreta utilizada, el nucledtido
de interés se puede incorporar a los vectores binarios o el sistema de vectores binarios
de la presente invenciéon adaptado para expresar la secuencia de nucle6tidos de
interés en una célula vegetal incluyendo en el vector un promotor vegetal. Ademas de
los promotores vegetales, se pueden usar promotores de diferentes fuentes
eficazmente en células vegetales para expresar genes extrafios. Por ejemplo,
promotores de origen bacteriano, tal como el promotor de octopina sintasa, el promotor
de nopalina sintasa, el promotor de manopina sintasa; promotores de origen virico,
tales como los promotores de 35S y 19S del CaMV, un promotor del virus baciliforme
de la cafia de azlcar, y similares, se pueden utilizar. Los promotores derivados de
plantas incluyen, pero no se limitan a, promotor de la subunidad pequefia de la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO), promotor de la beta-conglicinina,
promotor de la cruciferina, promotor de la faseolina, promotor de la alcohol
deshidrogenasa, promotores de choque térmico, promotor del factor de
despolimerizacién de la actina, y promotores especificos de tejidos. Los promotores
pueden contener también determinados elementos potenciadores de secuencias que
pueden mejorar la eficacia de la transcripcién. Los potenciadores tipicos incluyen, pero
no se limitan a, alcohol deshidrogenasal (ADH1-intrén 1 y ADH1-intron 6). Se pueden
usar promotores constitutivos. Los promotores constitutivos dirigen la expresioén génica
continua en casi todos los tipos de células y en casi todo momento (por ejemplo,
promotor de la actina, promotor de la ubiquitina, promotor 35S de la CaMV). Los
promotores especificos de tejidos son responsables de la expresion génica en células
especificas, tejidos o tipos de 6rganos. Los ejemplos de otros promotores que se
pueden usar incluydonde son activos durante una etapa determinada del desarrollo de
la planta, asi como activos en tejidos y 6rganos vegetales especificos. Los ejemplos
de dichos promotores incluyen, pero no se limitan a, promotores que son especificos
de la raiz, polen, embriones, seda de maiz, fibra de algodon, endospermo de la

semilla, y floema. En una realizacién adicional, el promotor es un promotor inducible.
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Un promotor inducible se "activa" o aumenta la expresion de los genes en respuesta a
una sefial especifica, tal como un estimulo fisico (por ejemplo, la temperatura, genes
promotores de choque térmico; luz, promotor RuBisCO); hormonas (por ejemplo,
glucocorticoides); antibidticos (por ejemplo, tetraciclina); metabolitos o compuestos
guimicos (por ejemplo, etanol); y estrés (por ejemplo, sequia). También se pueden
usar otros elementos deseables para la transcripcion y traduccion que funcionan en
plantas, tales como, por ejemplo, secuencias lider en 5' no traducidas, secuencias de
terminacion de la transcripcion del ARN y secuencias sefal de la adicion de poli-
adenilato. Se puede usar cualquier elemento adicional conocido en la materia y
funcional en plantas.

El método de transformacion biolégica descrito aqui se puede utilizar para
introducir una 0 mas secuencias de interés (transgén) en células eucariotas, donde la
célula eucariota se selecciona del grupo que consiste en una célula de levadura, una
célula fungica, una célula vegetal, una célula de insecto, y una célula animal,
preferentemente, la célula eucariota es una célula vegetal.

Agrobacterium es un método extremadamente ventajoso para la transformacién
de eucariotas, como alternativa, los vectores binarios o el sistema de vectores
divulgado en la presente invencion se pueden introducir en células eucariotas usando
cualesquiera métodos fisicos, tal como un bombardeo o particulas o microproyectiles,
electroporacion, u otras formas de captacion directa de ADN tales como la captacion
de ADN mediada por liposomas, o el método de vortizacion. En una realizacion
preferida, los métodos fisicos para la transformacion de células vegetales se han
revisado en Oard J.H., Biotech. Adv. 1991, 9, 1-11.

La presente invencién se refiere ademas a un sistema vegetal transformado, a
células regeneradas o0 a una planta regenerarse a partir de la misma, a su progenie o
semillas de las mismas generados de acuerdo con los métodos descritos
anteriormente en el presente documento.

En una realizacién concreta de la presente invencion, este sistema vegetal
transformado se caracteriza por modificaciones individuales o multiples del genoma de
la célula vegetal, epigenoma, transcriptoma o metaboloma, y por que puede
comprender o no comprender cualesquiera segmentos de secuencia del vector
anteriormente mencionado, sistema de vector, y sus casetes de ADN-T. En este
sentido, un componente de los sistemas de repeticiones palindromicas cortas

separadas regularmente entre si y agrupadas (CRISPR)/proteina asociada a CRISPR
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(Cas) procedentes de bacterias y archaea se pueden usar para dirigirse a secuencias
especificas en genomas eucariotas, y en genomas vegetales (Murovec J., et al., Plant
Biotechnol. J. 2017, doi:10.1111/phi.12736). Este documento presenta un método para
modificar el material gendmico en células eucariotas, preferentemente en una célula
vegetal, basandose en el uso de vectores binarios de la invencion junto con
componentes de los sistemas CRISPR/Cas que proporcionan una herramienta eficaz y
relativamente sencilla para generar modificaciones en el ADN gendmico de sitios
seleccionados, sin necesidad de integracion o mantenimiento de transgenes en
genomas de células eucariotas. Los sistemas CRISPR/Cas y sus derivados se pueden
usar para, sin limitacién, mutagénesis dirigida, direccionamiento génico, sustitucion
génica, delecion dirigida, inversion dirigida, translocacién dirigida, y/o insercion dirigida
en uno o varios sitios del genoma. Las aplicaciones de los sistemas CRISPR/Cas
también incluyen la regulacién epigenética y transcripcional, la obtencién de imagenes
celulares y el direccionamiento de patdgenos. Esta tecnologia puede utilizarse para
acelerar la velocidad de los estudios genéticos funcionales en eucariotas,
preferentemente en plantas, y para disefiar plantas mediante ingenieria genética con
caracteristicas mejoradas, incluida una calidad nutricional mejorada, mayor resistencia
a enfermedades y estrés, y aumento en la produccién de compuestos comercialmente
valiosos.

En otro aspecto, la presente invenciébn se refiere a un método para
administracién in vitro de al menos una secuencia de nucleétidos de interés a al
menos un célula u organismo eucariota, que comprende:

€)) insertar al menos una secuencia de nuclettidos de interés en los

vectores binarios o en el sistema de vectores binarios de la invencion,

(b) introducir los vectores binarios o el sistema de vectores binarios, de la

etapa (a) en al menos una célula u organismo eucariota.

En una realizacion preferida del método para administracion in vitro de al
menos una secuencia de nucleétidos de interés en al menos una célula u organismo
eucariota, el organismo eucariota se selecciona del grupo que consiste en levaduras,
hongos, insectos y animales.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un método para transformar
células eucariotas que comprende la etapa de introducir en la célula eucariota el vector
pLX basado en pBBR1, el vector pLX basado en RK2, el sistema de vectores binarios,

o la célula hospedadora divulgados en la presente invencion.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para obtener una
planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria genética que comprende la etapa
de introducir los vectores binarios, preferentemente el vector pLX basado en pBBR1,
vector pLX basado en RK2, el sistema vector, o la célula hospedadora bacteriana de la
invencién, en una célula vegetal.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una planta o célula vegetal
diseflada mediante ingenieria genética que se puede obtener por el método
anteriormente divulgado.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para obtener in
vitro una célula u organismo eucariota diseflado mediante ingenieria genética, que
comprende la etapa de introducir los vectores binarios, preferentemente los vectores
binarios basados en pBBR1 o en RK2 o el sistema de vectores binarios en una célula
u organismo eucariota. En una realizacién preferida, la célula u organismo eucariota se
selecciona del grupo que consiste en una levadura, un hongo, un insecto y un animal.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula u organismo
eucariota diseflado mediante ingenieria genética que se puede obtener por el método
anteriormente divulgado.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso in vitro o ex vivo de los
vectores binarios, preferentemente, el vector binario pLX basado en pBBR1, el vector
binario pLX basado en RK2, el sistema de vectores binarios, la célula bacteriana
hospedadora, las células cultivadas, la planta o célula vegetal disefiada mediante
ingenieria genética que se puede obtener por el método anteriormente divulgado, o la
célula u organismo eucariota disefiado mediante ingenieria genética que se puede

obtener por el método anteriormente divulgado:

a) para inactivacion génica especifica del sitio;

b) para edicion del genoma especifica del sitio;

C) para interferencia especifica de la secuencia de ADN;

d) para edicion del epigenoma especifica del sitio;

e) para modulacidn transcripcional especifica del sitio; o

f) para disefio mediante ingenieria del genoma multiplexado;

con la condicién de que el uso no comprende un proceso para modificar la identidad
genética de la linea germinar de seres humanos.
En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un kit que comprende uno o mas de

los componentes descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, el kit
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comprende el vector binario, el sistema de vectores binarios, la célula hospedadora o
el cultivo celular divulgados en el presente documento, e instrucciones para utilizar el
kit. Los componentes o elementos se pueden proporcionar individualmente o en
combinaciones, y se pueden proporcionar en cualquier recipiente adecuado, tal como
un vial, un frasco, o un tubo. Por "kit" tal como se usa en el presente documento, se
refiere a un producto que contiene los diferentes reactivos necesarios para llevar a
cabo los métodos de la invencion envasados de forma que permiten el transporte y el
almacenamiento. Los materiales adecuados para envasar componentes del Kkit
incluyen vidrio, plastico (polietileno, polipropileno, policarbonato y similares), frascos,
viales, papel, sobres y similares. Adicionalmente, los kits de la invencion pueden incluir
instrucciones para el uso simultdneo, secuencial o separado de los diferentes
componentes que tienen uso en el kit. Dichas instrucciones pueden estar en forma de
material impreso o en la forma de un dispositivo electrénico capaz de almacenar
instrucciones de manera que pueda leer un sujeto, tal como un medio de
almacenamiento electrénico (discos magnéticos, cintas, y similares), medios 6pticos
(CD- ROM, DVD) y similares. De manera adicional o como alternativa, los medios
pueden incluir direcciones de Internet que proporcionan dichas instrucciones.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos cientificos y técnicos
usados en la presente memoria tienen el mismo significado que se comprende
comunmente por parte del experto en la técnica a la cual pertenece la presente
invencién. Los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento se pueden utilizar en la practica de la presente invencion. A lo
largo de la descripcién y las reivindicaciones, la palabra "comprende”, "incluye" y sus
variaciones no estan previstas para excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o etapas. Los objetos adicionales, ventajas y caracteristicas de la
invencion seran evidentes para los expertos en la materia tras examinar la descripcion,
0 se pueden aprender mediante la practica de la invencion. Los ejemplos siguientes,
dibujos y listado de secuencias se proporcionan a modo de ejemplo y no estan

previstos como una limitacion de la presente invencion.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencién
reivindicada. Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en el presente

documento tienen un caracter meramente ilustrativo y los expertos en la materia
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reconoceran varios reactivos o parametros que se pueden alterar sin separarse del

espiritu de la invencion o el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

MATERIALES Y METODOS

Construcciones de ADN

A menos que se indique otra cosa, se usaron métodos de clonacion molecular
convencionales (Sambrook J. & Russel D.W., Molecular cloning: a laboratory manual -
32 edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2001). Las construcciones de ADN
se generaron usando partes quimicamente sintetizadas y disponibles (Tabla 1). El
aislado Ke_ 125 del virus del mosaico marrén de la yuca ugandesa se obtuvo de la
DSMZ (PV-0912). Los acidos nucleicos se purificaron usando kits de purificacion
basados en cromatografia en columna. Como alternativa, el ADN gendmico de
muestras de plantas se extrajo segun el procedimiento descrito por Edwards y
colaboradores (Edwards K., et al., Nucleic Acids Res. 1991, 19, 1349). Las reacciones
de la PCR se realizaron con Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Fermentas o New
England BioLabs), y se trataron con Dnpl para eliminar los moldes de plasmidos, si es
necesario. Los casetes de ADN-Ts T-DNA_1 sintéticos (SEQ ID NO: 1) para la serie
pLX-B y la serie pLX-R, y T-DNA_2 (SEQ ID NO: 2) para pLX-Z4 se obtuvieron de
GeneArt. Los fragmentos de ADN solapantes se purificaron con gel y se unieron
usando mezclas maestras de ensamblajes de ADN isotermos en una etapa hechos por
los inventores (Gibson D.G., et al., Nat. Methods. 2009, 6, 343—-345) o NEBuilder HiFi
(New England BioLabs). Las reacciones de digestién-ligadura en una etapa se
realizaron mediante endonucleasas de restriccion de tipo 1IS (Bsal o BsmBI, New
England BioLabs) y T4 Ligasa (Promega) como se ha descrito (Sarrion-Perdigones A.,
et al., Plant Physiol. 2013, 162, 1618-1631).

Los datos completos de los plasmidos divulgados en la presente invencién se

recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de plasmidos

Nombre del plasmido Origen / Uso Referencia
origenes
pSEVA431 pBBR1 Origen de la parte  http://seva.cnb.csic.es/
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Tabla 1. Lista de plasmidos

Nombre del plasmido Origen / Uso Referencia
origenes

pSEVA631 pBBR1 Origen de la parte  http://seva.cnb.csic.es/

pSEVA221 RK2 Origen de la parte  http://seva.cnb.csic.es/

pSN.5-TagRFP-T pVS1+ColE1l Origen de la parte Pasin F., et al., Plant
Methods. 2014, 10, 22

pSN.5-mTFP1 pVS1+ColE1l Origen de la parte Pasin F., et al., Plant
Methods. 2014, 10, 22

pSN.5-mNeon pVS1+ColE1l Origen de la parte PasinF., et al., Plant
Methods. 2014, 10, 22

pGGF003 puC Origen de la parte  Lampropoulos A., et al.,
PLoS One. 2013, 8,
€83043

pGGCO011 pucC Origen de la parte  Lampropoulos A, et al.,
PLoS One. 2013, 8,
83043

p35Tunos-vec01-NAT1 puUC Origen de la parte  Tourifio A., et al., Span.
J. Agric. Res. 2008, 6,
48-58

pSN-PPV RK2 Origen de la parte  Pasin F., et al., PLoS
Pathog. 2014, 10,
1003985

pSN-PPV-TagRFP-T2A RK2 Origen de la parte  Pasin F., et al., PLoS
Pathog. 2014, 10,
1003985

pSN2-ccdB pVS1+ColE1l Vector binariode  Pasin F., etal., PLoS

ADN-T, Pathog. 2014, 10,
fines de clonacion e1003985
GB0639 pVS1+ColE1l Vector binario de  Vazquez-Vilar M., et al.,

ADN-T,

ensayo
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Tabla 1. Lista de plasmidos

Nombre del plasmido Origen / Uso Referencia
origenes
CRISPR/Cas9
GB1108 pVS1+ColE1l Vector binario de Vazquez-Vilar M., et al.,
ADN-T, Plant Methods. 2016, 12,
ensayo 1-12
CRISPR/Cas9
GB1181 pVS1+ColE1l Origen de la parte Vazquez-Vilar M., et al.,
Plant Methods. 2016, 12,
1-12
GB0460 pSa+pUC Origen de la parte  Sarrion-Perdigones A., et
al., Plant Physiol. 2013,
162, 1618-1631.
pDGB3_alphal pVS1+ColE1l Vector binario de  Vazquez-Vilar M., et al.,
ADN-T, Nucleic Acids Res.
fines de clonaciéon 2017,45, 2196-2209
pLX-B2 pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 3) ADN-T,
fines de clonacion
pLX-B3 pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 4) ADN-T,
fines de clonacion
pLX-B4 pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 5) ADN-T,
fines de clonacion
pLX-R2 RK2 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 6) ADN-T,
fines de clonacion
pLX-R3 RK2 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 7) ADN-T,

fines de clonacioén
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Tabla 1. Lista de plasmidos

Nombre del plasmido Origen / Uso Referencia
origenes

pLX-R4 RK2 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 8) ADN-T,

fines de clonacion
pLX-Z4 RK2 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 9) ADN-T,

fines de clonacion
pLX-B2a2 pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 10) ADN-T,

fines de clonacion
pLX-B3Q1 pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 11) ADN-T,

fines de clonacion
pLX-B3Q2 pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 12) ADN-T,

fines de clonacion
pLX-B2-TagRFP-T pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 13) ADN-T,

expresion

transitoria
pLX-B3-TagRFP-T pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 14) ADN-T,

expresion

transitoria
pLX-B4-TagRFP-T pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 15) ADN-T,

expresion

transitoria
pLX-R2-TagRFP-T RK2 Vector binario de  Presente divulgacion

(SEQ ID NO: 16)

ADN-T,
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Tabla 1. Lista de plasmidos

Nombre del plasmido Origen / Uso Referencia
origenes

expresion

transitoria
pLX-R3-TagRFP-T RK2 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 17) ADN-T,

expresion

transitoria
pLX-R4-TagRFP-T RK2 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 18) ADN-T,

expresion

transitoria
pLX-B2-XT1-XT2- pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
hCas9 ADN-T,
(SEQ ID NO: 19) ensayo

CRISPR/Cas9
pLX-B2-Nptll-DsRED  pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 20) ADN-T,

expresion

transitoria y estable

de DsRED
pLX-PPV pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 21) ADN-T,

agroinoculacion

virica
pLX-UCBSV pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 22) ADN-T,

agroinoculacion

virica
pLX-B2-Pcre:mTFP1 pBBR1 Vector binario de Presente divulgacion
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Tabla 1. Lista de plasmidos

Nombre del plasmido Origen / Uso Referencia
origenes

(SEQ ID NO: 23) ADN-T,

expresion estable
pPLX-Z4-Pas:RFP- RK2 Vector binario de Presente divulgacion
ALCR ADN-T,
(SEQ ID NO: 24) expresion

transitoria
pLX-B2-Pgon:mMNEON pBBR1 Vector binario de Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 25) ADN-T,

expresion

transitoria
PSN.5-Ppapgs:RFP pVS1+ColE1l Vector binario de Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 26) ADN-T,

expresion estable
GB1686 pVS1+ColE1l Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 27) ADN-T,

expresion

transitoria y estable

de DSRED
pLX-TuMV pBBR1 Vector binario de  Presente divulgacion
(SEQ ID NO: 28) ADN-T,

agroinoculacion

virica

Los datos de los pladsmidos de la presente invencién son los siguientes:

e pLX-B2 (SEQ ID NO: 3) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencién (vector pLX basado en pBBR1) y comprende el origen de
replicacion del plasmido pBBR1 (SEQ ID NO: 105). Las siguientes partes se
unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) origen pBBR1 (SEQ ID NO: 105),
amplificado a partir de pSEVA631, usando cebadores X198 F/X199 R ((SEQ
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ID NO: 42)/X199 R (SEQ ID NO: 43)); (ii)) gen nptl, de pSEVA221, usando
X192 F (SEQ ID NO: 36)/X193_R SEQ ID NO: 37); (iii) casete sintético T-
DNA_1 (SEQ ID NO: 1).

pLX-B3 (SEQ ID NO: 4) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencién (vector pLX basado en pBBR1) y comprende el origen de
replicaciéon del plasmido pBBR1 (SEQ ID NO: 105). Las siguientes partes se
unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) origen pBBR1 (SEQ ID NO: 105)
amplificado a partir de pSEVA631, usando cebadores X198 F/X199 R (SEQ
ID NO: 42/SEQ ID NO: 43); (ii) gen aadA, de pSEVA431, usando cebadores
X194 F/X195 R (SEQ ID NO: 38/SEQ ID NO: 39); (iii) casete sintético T-
DNA_1 (SEQ ID NO: 1).

pLX-B4 (SEQ ID NO: 5) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencion (vector pLX basado en pBBR1) y comprende el origen de
replicacién del plasmido pBBR1 (SEQ ID NO: 105). Las siguientes partes se
unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) origen pBBR1 (SEQ ID NO: 105),
amplificado a partir de pSEVA631, usando cebadores X198 F/X199 R (SEQ
ID NO: 42/SEQ ID NO: 43); (i) gen aacCl, de pSEVA631, usando
X196_F/X197 R (SEQ ID NO: 40/SEQ ID NO: 41); (iii) casete sintético T-
DNA_1 (SEQ ID NO: 1).

pLX-R2 (SEQ ID NO: 6) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencion (vector pLX basado en RK2) y comprende el origen de
replicacion del plasmido RK2 (SEQ ID NO: 106). Las siguientes partes se
unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) origen RK2 (SEQ ID NO: 106),
amplificado a partir de pSEVA221, usando cebadores X200 _F/X201_R (SEQ
ID NO: 44/SEQ ID NO: 45); (i) gen nptl, de pSEVA221, usando
X192 F/X193 R (SEQ ID NO: 36/SEQ ID NO: 37); (iii) casete sintético T-
DNA_1 (SEQ ID NO: 1).

pLX-R3 (SEQ ID NO: 7) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencion (vector pLX basado en RK2) y comprende el origen de
replicacion del plasmido RK2 (SEQ ID NO: 106). Las siguientes partes se
unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) origen RK2 (SEQ ID NO: 106),
amplificado a partir de pSEVA221, usando cebadores X200 _F/X201 R (SEQ
ID NO: 44/SEQ ID NO: 45); (i) gen aadA, de pSEVA431, usando
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X194 F/X195 R (SEQ ID NO: 38/SEQ ID NO: 39); (iii) casete sintético T-
DNA_1 (SEQ ID NO: 1).

pLX-R4 (SEQ ID NO: 8) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencion (vector pLX basado en RK2) y comprende el origen de
replicacion del plasmido RK2 (SEQ ID NO: 106). Las siguientes partes se
unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) origen RK2 (SEQ ID NO: 106),
amplificado a partir de pSEVA221, usando cebadores X200 F/X201 R (SEQ
ID NO: 44/SEQ ID NO: 45); (i) gen aacCl, de pSEVA631, usando
X196 F/X197 R (SEQ ID NO: 40/SEQ ID NO: 41); (iii) casete sintético T-
DNA_1 (SEQ ID NO: 1).

pLX-Z4 (SEQ ID NO: 9) es un vector binario de ADN-T de acuerdo con la
presente invencién (derivado de pLX-R4 con el casete T-DNA_2 (SEQ ID NO:
2), y sin sitios BsmBI en los genes RK2-trfA y aacC1 genes) y comprende el
origen de replicacion del plasmido RK2 (SEQ ID NO: 107). Las siguientes
partes se unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) aacC1l_3’, amplificado a
partir de pLX-R4 (SEQ ID NO: 8), usando cebadores X295 F/X296_R (SEQ ID
NO: 73/SEQ ID NO: 74); (ii) aacC1_RK2, de pLX-R4 (SEQ ID NO: 8), usando
X297 _F/X298 R (SEQ ID NO: 75/SEQ ID NO: 76);(ii) RK2_5', de pLX-R4
(SEQ ID NO: 8), usando X299 F/X300_R (SEQ ID NO: 77/SEQ ID NO: 78); (iv)
casete sintético T-DNA_2 (SEQ ID NO: 2).

pLX-B2a2 (SEQ ID NO: 10) es un derivado de pLX-B2 con el casete de
clonaciéon GoldenBraid alpha2 (Sarrion-Perdigones A., et al., Plant Physiol.
2013, 162, 1618-1631) y comprende el origen de replicacion del plasmido
pBBR1 (SEQ ID NO: 105). Las siguientes partes se unieron mediante
ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B2 (SEQ
ID NO: 3), usando cebadores X210 _R/X321_F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO:
89); (ii) casete de clonacion lacZa, amplificado usando X322 _F/X323 R (SEQ
ID NO: 90/SEQ ID NO: 91).

pLX-B3Q1l (SEQ ID NO: 11) es un derivado de pLX-B3 con el casete de
clonaciéon GoldenBraid omegal (Sarrion-Perdigones A., et al., Plant Physiol.
2013, 162, 1618-1631) y comprende el origen de replicacion del plasmido
pBBR1 (SEQ ID NO: 105). Las siguientes partes se unieron mediante
ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B3 (SEQ
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ID NO: 4), usando cebadores X324 _R/X325_F (SEQ ID NO: 92/SEQ ID NO:
93); (ii) casete de clonacion lacZa, amplificado usando X326 _F/X327_R (SEQ
ID NO: 94/SEQ ID NO: 95).

pLX-B3Q2 (SEQ ID NO: 12) es un derivado de pLX-B3 con el casete de
clonacién GoldenBraid omega2 (Sarrion-Perdigones A., et al., Plant Physiol.
2013, 162, 1618-1631) y comprende el origen de replicacion del plasmido
pBBR1 (SEQ ID NO: 105). Las siguientes partes se unieron mediante
ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B3 (SEQ
ID NO: 4), usando cebadores X324 R/X325 F (SEQ ID NO: 92/SEQ ID NO:
93); (ii) casete de clonacion lacZa, amplificado usando X328 F/X329 R (SEQ
ID NO: 96/SEQ ID NO: 34).

pLX-B2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 13) es un derivado de pLX-B2 con el promotor
35S de CaMV, TagRFP-T y unidad del terminador de la transcripcion de la
nopalina sintasa (Psss:RFP:Thes). Las siguientes partes se unieron mediante
ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B2 (SEQ
ID NO: 3), usando cebadores X210 _R/X211 F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO:
47); (ii) P3ss:RFP:Tos, de pSN.5-TagRFP-T, usando X218 F/X219 R (SEQ ID
NO: 51/SEQ ID NO: 52).

pLX-B3-TagRFP-T (SEQ ID NO: 14) es un derivado de pLX-B3 con
Psss:RFP:Thes. Las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje Gibson:
(i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B3 (SEQ ID NO: 4), usando
cebadores X210 R/X211 F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (i)
P3ss:RFP:Thes, de pSN.5-TagRFP-T, usando X218 F/X219 R (SEQ ID NO:
51/SEQ ID NO: 52).

pLX-B4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 15) es un derivado de pLX-B4 con
Psss:RFP:Thes. Las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje Gibson:
(i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B4 (SEQ ID NO: 5), usando
cebadores X210 R/X211 F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (i)
Psss:RFP:Thes, de pSN.5-TagRFP-T, usando X218 F/X219 R (SEQ ID NO:
51/SEQ ID NO: 52).

pLX-R2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 16) es un derivado de pLX-R2 con
PsssiRFP:Thes. Las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje Gibson:
(i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-R2 (SEQ ID NO: 6), usando
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cebadores X210 _R/X211_ F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (i)
P3ss:RFP:Thes, de pSN.5-TagRFP-T, usando X218 F/X219 R (SEQ ID NO:
51/SEQ ID NO: 52).

pLX-R3-TagRFP-T (SEQ ID NO: 17) es un derivado de pLX-R3 con
Psss:RFP:Thes. Las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje Gibson:
() cadena principal, amplificado a partir de pLX-R3 (SEQ ID NO: 7), usando
cebadores X210 R/X211 F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (i)
P3ss:RFP:Thes, de pSN.5-TagRFP-T, usando X218 F/X219 R (SEQ ID NO:
51/SEQ ID NO: 52).

pLX-R4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 18) es un derivado de pLX-R4 con
P3ss:RFP:Thos. Las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje Gibson:
(i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-R4 (SEQ ID NO: 8), usando
cebadores X210 _R/X211_F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (i)
P3ss:RFP:Thes, de pSN.5-TagRFP-T, usando X218 F/X219 R (SEQ ID NO:
51/SEQ ID NO: 52).

pLX-B2-XT1-XT2-hCas9 (SEQ ID NO: 19) es un derivado de pLX-B2 con
unidades de transcripcion ARNsg de XT1, ARNsg de XT2 y hCas9. Las
unidades de transcripcion se transfirieron desde el vector GB1108 hasta pLX-
B2 realizando una reaccién de restriccion-ligadura que incluye BsmBI (New
England BioLabs) y T4 Ligasa (Promega). La mezcla de reaccion se sometio a
30 ciclos de 7 min cada uno (3 min a 37°C y 4 min a 16°C). Los clones se
seleccionaron sobre placas de LB kanamicina, y mediante ensayo con enzimas
de restriccion.

pLX-B2-Nptll-DSRED (SEQ ID NO: 20) es un derivado de pLX-B2 con las
unidades de transcripcion Pos:Nptll:Tyos ¥ P3ss:DSRED:T3ss. Las unidades de
transcripcion se transfirieron desde los vectores GB0460 y GB1181 hasta pLX-
B2 realizando una reaccion de restriccion-ligadura que incluye Bsal (New
England BioLabs) y T4 Ligasa (Promega). La mezcla de reaccion se sometié a
30 ciclos de 7 min cada uno (3 min a 37°C y 4 min a 16°C). Los clones se
seleccionaron sobre placas de LB kanamicina, y mediante ensayo con enzimas
de restriccion.

pLX-PPV (SEQ ID NO: 21) es un derivado de pLX-B2 con un casete de

clonacion de ADNc del virus de la sharka marcado con GFP (P3ss:PPV:Tyos).
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pSN-PPV digerido con Scal/Xbal se mezcl6 con pLX-B2 digerido con
Scal/Nhel. Los fragmentos se ligaron usando T4 ADN ligasa (New England
BioLabs).

pLX-UCBSV (SEQ ID NO: 22) es un derivado de pLX-B2 con un casete de
clonacibn de ADNc del virus del mosaico marrén de la yuca ugandesa
(P3ss:UCBSV:Thes). EI ARN total purificado de las plantas infectadas con el
aislado Ke_125 (PV-0912, DSMZ) de UCBSV se usd en una reaccion de
sintesis de ADNCc. Esta incluyé X122 R, X123 R (SEQ ID NO: 32/SEQ ID NO:
33), cebadores aleatorios y componentes del kit comercial (High Capacity
cDNA reverse transcription kit, Applied Biosystems). La muestra de ADNc se
us6 en las reacciones de la PCR: (i) 5UTR-P3, usando cebadores
X240 _F/X241 R (SEQ ID NO: 59/SEQ ID NO: 60); (ii) P3-NIb, usando
X242 _F/X243_R (SEQ ID NO: 61/SEQ ID NO: 62); (iii) NIb-3UTR, usando
X244 FIX245 R (SEQ ID NO: 63/SEQ ID NO: 64). La cadena principal del
pLX-B2 con Psss y Thes Se amplific6 a partir de pLX-PPV usando
X238 R/X239 F (SEQ ID NO: 57/SEQ ID NO: 58). Los fragmentos de RT y de
PCR se unieron mediante ensamblaje Gibson. Las secuencias del clon de
ADNCc del UCBSYV se determinaron mediante secuenciacién Sanger usando los
cebadores 1989 _F (SEQ ID NO: 29), X241_R (SEQ ID NO: 60), X244_F (SEQ
ID NO: 63), X245 R (SEQ ID NO: 64), X253 R (SEQ ID NO: 65), X254 F
(SEQ ID NO: 66), X255_R (SEQ ID NO: 67), X256_F (SEQ ID NO: 68), X257_F
(SEQ ID NO: 69), X258 F (SEQ ID NO: 70), X259 R (SEQ ID NO: 71),
X260 _R (SEQ ID NO: 72).

pPLX-B2-Pcre:mTFPL1 (SEQ ID NO: 23) es un derivado de pLX-B2 con un
promotor de semillas de A. thaliana AT4G28520 del gen C de la cruciferina,
una proteina fluorescente cian (mTFP1l)y una unidad de terminacién de la
transcripcion AT4G28520 (Pcre:mMTFPL:Tere). Las siguientes partes se unieron
mediante ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-
B2 usando cebadores X210 _R/X211_F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (i)
Pcre, a partir del ADN gendémico de A. thaliana Col-0 usando X220 F/X221 R
(SEQ ID NO: 53/SEQ ID NO: 54); (iiiy mTFP1, de pSN.5-mTFP1, usando
X212 _F/X213_R (SEQ ID NO: 48/SEQ ID NO: 49); (iv) Tcre, a partir del ADN
genomico de A. thaliana Col-0 usando X222 F/X223 R (SEQ ID NO: 55/SEQ
ID NO: 56).
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pLX-Z4-Pas:RFP-ALCR (SEQ ID NO: 24) es un derivado de pLX-Z4 con el
péptido 2A con TagRFP-T, virus de Thosea asigna (Donnelly M.L.L., et al., J.
Gen. Virol. 2001, 82, 1027-1041), secuencia de codificacion de AlcR de A.
nidulans flanqueada por el promotor y el terminador de la manopina sintasa
(Pmas:RFP-2A-ALCR:Tyas). Las  siguientes partes se unieron mediante
ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, amplificada a partir de pLX-Z4, usando
cebadores X210 _R/X211 F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (ii) Pmas, de
pGGF003, usando X301_F/X302_R (SEQ ID NO: 79/SEQ ID NO: 80); (iii) RFP-
2A, de pSN-PPV-TagRFP-T2A, usando X216 _F/X303_R (SEQ ID NO: 50/SEQ
ID NO: 81); (iv) AlcR_5’, de pGGCO011, usando X304_F/X305_R (SEQ ID NO:
82/SEQ ID NO: 83); (v) AlcR_3’, de pGGCO011, usando X306_F/X307_R (SEQ
ID NO: 84/SEQ ID NO: 85); (vi) Tmas, de pGGF003, usando X308_F/X309 R
(SEQ ID NO: 86/SEQ ID NO: 87).

pPLX-B2-Peion:mNEON (SEQ ID NO: 25) es un derivado de pLX-B2 con la
secuencia mNeonGreen bajo un promotor sintético sensible a etanol
(Peron:NEON:Tres). Las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje
Gibson: (i) cadena principal, amplificado a partir de pLX-B2 usando cebadores
X210 _R/X211_F (SEQ ID NO: 46/SEQ ID NO: 47); (ii) NEON:T s, de pSN.5-
mNeon, usando X310_F/X219 R (SEQ ID NO: 88/SEQ ID NO: 52); (iii)
fragmento Pgion Sintético (SEQ ID NO: 35).

PSN.5-Ppapss:RFP (SEQ ID NO: 26) es un derivado de pSN2-ccdB con un
promotor de semillas de A. thaliana AT3G22640, RFP y unidad del terminador
de la transcripcion de la nopalina sintasa (Ppapgs:RFP:Thos). Para generar el
vector pSN.5-Ppapgs:RFP, las siguientes partes se unieron mediante
ensamblaje Gibson: (i) cadena principal, pSN2-ccdB digerido con Xbal/Pmll; (ii)
Ppapgs, @ partir del ADN gendmico de A. thaliana Col-0 usando X228 F/X229 R
(SEQ ID NO: 98/SEQ ID NO: 99); (iii) RFP:Tnes, de pSN.5-TagRFP-T, usando
X216_F/X80_R (SEQ ID NO: 50/SEQ ID NO: 97).

GB1686 (SEQ ID NO: 27) es un derivados de pDGB3_alphal con las unidades
de transcripcion Ppos:Nptll:Thes Y Pass:DSRED:Tzss. Las  unidades de
transcripcion se transfirieron desde los vectores GB0460 y GB1181 hasta
pDGB3_alphal realizando una reaccién de restriccién-ligadura que incluye

Bsal (New England BioLabs) y T4 Ligasa (Promega). La mezcla de reaccion se
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sometié a 30 ciclos de 7 min cada uno (3 min a 37°C y 4 min a 16°C). Los
clones se seleccionaron sobre placas de LB kanamicina, y mediante ensayo
con enzimas de restriccion.

e pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28) es un derivado de pLX-B2 con el casete
P3ss: TUMV:T,os de p35Tunos-vecO1-NAT1. Para generar el vector pLX-TuMV,
las siguientes partes se unieron mediante ensamblaje Gibson: (i) cadena
principal, amplificada a partir de pLX-PPV usando cebadores X333 R/X334 F
(SEQ ID NO: 100/SEQ ID NO: 101); (ii) p35Tunos-vec01-NAT1 digerido con
Xmal/Sall.

Los cebadores se sintetizaron por Sigma-Aldrich, y sus secuencias se

relacionan en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de los cebadores y enlazadores de ensamblaje

ID Secuencia SEQ ID NO:

1989 F GATTGATGTGATTTCTCCACTGACG 29

2050_F GCCATTGTCCGAAATCTCACG 30

2051 R CTGGAAATGCGATTCTCTTAGC 31

X122 R CGTCAATCGTTAGAGC 32

X123_R CGACCTTGCACTTCA 33

X329 R CGCATCCTTGTCCGGTCTCCAGCGAGAGACGTCA 34
CTCATTAG

X192 F CGACTTGCGACATGCGGTCCTTTGCAATCAACTAT 36
TAGAAAAATTCATCC

X193 R AACCGCATAACCGCCAATCCGATCTTGTGTCTCAA 37
AATCTCTGATGTTAC

X194 F CGACTTGCGACATGCGGTCCTTTGTTATTTGCCGA 38
CTACCTTGGTGA

X195 R AACCGCATAACCGCCAATCCGATCGAACCTTGACC 39
GAACGCAGC

X196 _F CGACTTGCGACATGCGGTCCTTTGCAATTTACCCA 40
ACAACTCCGC

X197_R AACCGCATAACCGCCAATCCGATCTTGACATAAGC 41
CTGTTCGGTTC
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Tabla 2. Lista de los cebadores y enlazadores de ensamblaje

ID Secuencia SEQ ID NO:

X198 F GATCGGATTGGCGGTTATGCGGTTCTACCGGCGC 42
GGCAG

X199 R GGAAGACCACCGAACTGATGATGGCCCCCTACGG 43
GCTTGCTCTC

X200_F GATCGGATTGGCGGTTATGCGGTTGCGATGCAGG 44
TGGCTGCTGA

X201 R GGAAGACCACCGAACTGATGATGGGTAGAAAAGA 45
TCAAAGGATCTTCTTG

X210 R TGAGACGGTTTCGACCAGG 46

X211 F GTCAGGAGACGGGACAAGGA 47

X212 _F ATGGTTTCTAAAGGTGAAGAGAC 48

X213 R TTATGCTCCTTTATCGTCGTC 49

X216 _F ATGGTTTCAAAGGGAGAAGAG 50

X218 F GTAGCCTGGTCGAAACCGTCTCACCAGTACGCAC 51
GATTCAAGG

X219 R CGCATCCTTGTCCCGTCTCCTGACGAGATCGAGTA 52
ACATAGATGACACC

X220 _F GTAGCCTGGTCGAAACCGTCTCATAACGAACGCT 53
CATGCTAAG

X221 R TTGTAGTCTCTTCACCTTTAGAAACCATTTTCTTTTT 54
GTTTGTTGTGAG

X222 F GGATGACGACGATAAAGGAGCATAATGCACTGGA 55
GGTCAAGGAAG

X223 _R CGCATCCTTGTCCCGTCTCCTGACATAGCTCGATA 56
GAATCATTTGCT

X238 _R GTCATATTTATTTTTCCTCTCCAAATGAAATGAACT 57
TCC

X239 F GAAATACACCTTATAAAAGTACAAAAAAAAAAAAAA 58
AAAAAAAAAAATGC

X240 _F GTTCATTTCATTTGGAGAGGAAAAATAAATATGACA 59
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Tabla 2. Lista de los cebadores y enlazadores de ensamblaje

ID Secuencia SEQ ID NO:
TAAGAATACATAA
X241 R CTCTTCCTTTCGACCTTGCACTTCA 60
X242 F TTGAAGTGCAAGGTCGAAAGGAAGAG 61
X243 R AAAGAAGTATCAAACCTACTACCATCACAATC 62
X244 F GATTGTGATGGTAGTAGGTTTGATACTTCTT 63
X245 R TTTTTTTTTTTTTGTACTTTTATAAGGTGTATTTCTA 64
CACCAAACAAAAGGATATGG
X253 R CTTTCGTAACAGCTTGCTTTCTCA 65
X254 F CTTTGGTTTAGACAAGCAATGTGTG 66
X255 R CCACTATTATTTCCACGATGCTTC 67
X256 _F CAGAGGTGAAGTCTATTCTTGGCAT 68
X257_F AGTTTGGTGGAGTTTTGGATAGC 69
X258 F ATACACACGCTTGAGATAATGGATG 70
X259 R ATCGCCACTGATACAATTCAAAAG 71
X260_R AGGACCAAAATTCTCATAAGTCTCTCT 72
X295 F CAATTTACCCAACAACTCCGC 73
X296_R TGAGTTCGGCGATGTAGCCACCT 74
X297_F GGTGGCTACATCGCCGAACTCA 75
X298 R CGTTCGCGTCGGCTAGAACAGGAG 76
X299 F TGTTCTAGCCGACGCGAACGCT 77
X300 R GTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG 78
X301_F GTAGCCTGGTCGAAACCGTCTCATTTTTCAAATCA 79
GTGCGCAAGA
X302_R CAGCTCTTCTCCCTTTGAAACCATTGTTGTTACCC 80
GATTTGGTG
X303_R TGGCCCTGGATTTTCCTCAA 81
X304_F TTGAGGAAAATCCAGGGCCAATGGCAGATACACG 82
CCGAC
X305_R TCCAGCACAGATTGCGTGAGAGAA 83
X306_F CTCTCACGCAATCTGTGCTGGATG 84
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Tabla 2. Lista de los cebadores y enlazadores de ensamblaje

ID Secuencia SEQ ID NO:

X307_R AGCTACAAGAAGCTGTCAACTTTCCCA 85

X308_F GGAAAGTTGACAGCTTCTTGTAGCTCTTGGACTCC 86
CATGTTGG

X309 R GCATCCTTGTCCCGTCTCCTGACGATAATTTATTT 87
GAAAATTCATAAG

X310_F CAACATTACAATTACTATTTACAATTACAATGGTGA 88
GCAAGGGAGAGGAG

X321 F GAGACGGGACAAGGATGCG 89

X322 _F CCTGGTCGAAACCGTCTCAGTCAGGAGAGAGACC 90
AAAAGCAAAAAC

X323 R CGCATCCTTGTCCCGTCTCCAGCGAGAGACCTCA 91
CTCATTAG

X324 R TGAGACCGTTTCGACCAGG 92

X325 _F GAGACCGGACAAGGATGCG 93

X326_F CCTGGTCGAAACGGTCTCAGGAGAGAGACGAAAA 94
GCAAAAAC

X327_R CGCATCCTTGTCCGGTCTCCTGACAGCGAGAGAC 95
GTCACTCATTAG

X328 _F CCTGGTCGAAACGGTCTCAGTCAGGAGAGAGACG 96
AAAAGCAAAAAC

X80_R CTCAATGCTGCTGCCTTCATCTGGATATGAGCTTC 97
AC

X228 F CCTCGAGTACGTAGGATCCATTTAAATTCCTTCAA 98
GAGAGCAAACCATT

X229 R ATCAGCTCTTCTCCCTTTGAAACCATTTTTTCTTGT 99
TGTTTTGTTG

X333_R CGTGTCGTGCTCCACCATGTTCACGAAGATT 100

X334_F AAAAAAAAAAATCGGTTCCCCCTAGAGCAGATCGT 101
TCAAACATTTGGCA

Linker_1 CCATCATCAGTTCGGTGGTCTTCC 112
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Tabla 2. Lista de los cebadores y enlazadores de ensamblaje

ID Secuencia SEQ ID NO:
Linker_2 CGACTTGCGACATGCGGTCCTTTG 113
Linker_3 GATCGGATTGGCGGTTATGCGGTT 114

Condiciones de crecimiento bacteriano

La cepa DH10B de E. coli se us6é para la clonacién y propagacién de
plasmidos. Para aumentar los rendimientos de las minipreparaciones de plasmidos, se
hicieron crecer cultivos de 10 ml en tubos de 50 ml a 30 o 37°C. Los cultivos nocturnos
se aglomeraron mediante centrifugacion y se procesaron usando kits de microcolumna
comerciales (FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit, Favorgen; Wizard Plus SV
Minipreps, Promega). Se usaron voliumenes dobles de soluciones de kit para
resuspension (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, 100 uyg/ml de RNasa A), lisis
(NaOH 0,2 M, 1% SDS) y neutralizacion (clorhidrato de guanidina 4,09 M, acetato de
potasio 0,759 M, &cido acético glacial 2,12 M) para mejorar el aclaramiento de los
lisados bacterianos y los rendimientos finales de los plasmidos. Las bacterias se
hicieron crecer en medio Luria-Bertani y se usaron antibiéticos a concentraciones
finales de 100 mg/l de ampicilina, 15 mg/l de cloranfenicol, 20 mg/l de gentamicina, 50
mg/l de kanamicina, 50 mg/l de rifampicina, 100 mg/l de espectinomicina, 100 mg/l de
estreptomicina, y 10 mg/l de tetraciclina. Las curvas de crecimiento se midieron en
placas de 96 pocillos, mediante el registro de los valores de la absorbancia a DO600
en intervalos de 10 minutos en un lector de placas (Infinite M200, Tecan). El
mantenimiento de pTi en la cepa C58C1-313 de A. tumefaciens se evalu6 mediante
amplificacién por PCR de un fragmento repB usando cebadores 2050_F/2051 R (SEQ
ID NO: 30/SEQ ID NO: 31).

Transformacién de plantas y agroinoculacién

Los vectores binarios de ADN-T (véase la Tabla 1) se transformaron en células
de A. tumefaciens por métodos de congelacién-descongelacion o electroporacion. En
los ensayos de expresion transitoria y agroinoculacién, suspensiones de A.
tumefaciens se infiltraron mecanicamente en hojas de N. benthamiana y A. thaliana tal
como se ha descrito (Pasin F., et al., Plant Methods. 2014, 10, 22). El método de

inmersion floral se uso6 para transformar de forma estable células de linea germinal de
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A. thaliana (Clough S.J. y Bent A.F., Plant J. 1998, 16, 735-743). La transformacion
estable de discos de hojas de N. benthamiana se llevé a cabo tal como se ha descrito
(Horsch R.B. y Klee H.J., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1986, 83, 4428-4432).

Deteccion de proteinas

Las muestras de plantas que expresan proteinas fluorescentes se visualizaron
con un estereoscopio de epifluorescencia, microscopio confocal, o se obtuvieron
imagenes mediante un barrido con laser (Pasin F., et al., Plant Methods. 2014, 10, 22).
La fluorescencia se midi6 introduciendo discos de hojas en placas de 96 pocillos de
fondo plano; en los estudios cinéticos, las placas se precintaron con peliculas
adhesivas Opticas (4311971, Applied Biosystems). La sefial de fluorescencia se
adquirié en lectores de placas con filtro (VICTOR X5, Perkin EImer) o monocromador
(Infinite M200, Tecan), tal como se ha notificado (Pasin F., et al., Plant Methods. 2014,
10, 22). Los extractos de proteina total se resolvieron mediante SDS-PAGE, y la
inmunodeteccién se llevd a cabo utilizando suero de conejo anti-tRFP (AB234,
Evrogen), anti-UCBSV CP (AS-0912, DSMZ), -PPV CP y anti-TuMV CP como
anticuerpos primarios. Para el microscopio electrénico, los extractos de plantas se
incubaron con rejillas de cobre estabilizadas con carbono y revestidas de colodion, y
se tifieron en negativo con acetato de uranilo al 2%. Las rejillas se observaron en un

microscopio electrénico de transmision (JEM 1011, Jeol).

Mutagénesis del genoma dirigida

Las construcciones CRISPR/Cas se expresaron de forma transitoria en hojas
de N. benthamiana. Para estimar la eficacia de la mutagénesis, se llevd a cabo un
ensayo mediante PCR/enzimas de restriccion tal como se ha descrito (Vazquez-Vilar
M., et al., Plant Methods. 2016, 12, 1-12). En resumen, el ADN gendmico se purifico a
partir de muestras de hojas infiltradas, y se us6é en la reaccion de la PCR para
amplificar fragmentos de ADN que cubren los sitios diana de las construcciones
CRISPR/Cas. Los productos de la PCR resultantes se purificaron y se usaron en
reacciones de digestion del ADN que incluian enzimas de restriccion, donde el
solapamiento entre secuencias diana predijo sitios de edicidn. Las intensidades de las
bandas escindidas y las bandas resistentes a la escisibn se estimaron usando el

programa informatico ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).
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Ejemplo 1. Construccién de vectores binarios de ADN-T mediante ensamblaje de
partes modulares, y caracteristicas de clonacién de un vector pLX basado en
pBBR1

En el disefio de nuevos vectores binarios de ADN-T, los inventores seleccionan
principios basicos: (i) tamafio reducido, (ii) estabilidad, (iii) origen de replicacién con
una amplia gama de hospedadores para el mantenimiento en E. coli y A. tumefaciens,
(iv) origen compatible con los vectores binarios de ADN-T de uso mas habitual, (v)
consistencia con los estandares actuales de biologia sintética vegetal, y (vi) la
posibilidad de adoptar métodos dependientes del solapamiento para el ensamblaje de
la construccion.

Por lo tanto, para construir los vectores binarios pLX de la presente invencion,
se ensamblaron partes modulares por métodos de clonacibn basados en el
solapamiento. Se disefiaron secuencias de uniones sintéticas de solapamiento
ortogonal conocidas como enlazadores de ensamblaje para permitir el ensamblaje
combinatorio de médulos de ADN (Tabla 2). El Médulo 1, 2, y 3 se refieren al casete
de ADN-T, el origen de pBBR1 y un marcador seleccionable (genes de resistencia (R),
tales como nptl, aadA, y aacCl), respectivamente (Fig. 1). Cada médulo incluye una o
varias partes de ADN, que estan flanqueadas por dos enlazadores de ensamblaje
diferentes que se muestran como rombos en la Fig. 1. Las partes de los tres mddulos
se obtuvieron mediante PCR o0 se sintetizaron quimicamente, y se reunieron mediante
en ensamblaje de ADN isotermo en una etapa para generar los vectores binarios pLX-
B2 (SEQ ID NO: 3), pLX-B3 (SEQ ID NO: 4), y pLX-B4 (SEQ ID NO: 5) (Fig. 1,Tabla
3). Los detalles de la generacion de pLX-B2, pLX-B3 y el plasmido pLX-B4 se han

divulgado anteriormente.
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Los vectores binarios pLX de la presente invencion facilitan disefios
experimentales flexibles porque su replicacion es autonoma tanto en E. coli como en
A. tumefaciens. Las caracteristicas adicionales de los vectores binarios de pLX
incluyen diversos marcadores seleccionables, un ADN-T con limites de un pTi de tipo
octopina y una segunda secuencia de limite izquierdo que se demostré que reduce la
transferencia de la cadena principal (Fig. 2A). Se incluyeron terminadores bacterianos
sintéticos basados en diferentes cadenas principales (T1, SEQ ID NO: 108;y T2, SEQ
ID NO: 109) para aumentar la estabilidad del plasmido.

A fines de clonacion, el casete de ADN-T hospeda el gen indicador lacZa de E.
coli flanqueado por los sitios de la endonucleasa de restriccion de Tipo IIS (Fig. 2B).
Las secuencias de los salientes producidos por Bsal o BsmBI concuerdan con la
sintaxis propuesta para la biologia sintética vegetal; por tanto, los vectores pLX son
adecuados para el ensamblaje de unidades transcripcionales eucariotas individuales o
multiples procedentes de bibliotecas de partes de ADN normalizadas. Las partes o las
unidad transcripcionales procedentes bibliotecas de plasmidos se pueden ensamblar
en vectores pLX usando estandares Golden Gate y GoldenBraid basados en Bsal
(Fig. 2C). El casete de ADN-T hospeda regiones de hibridaciéon del cebador
divergentes sin similitud de secuencias y estructuras secundarias (flechas, Fig. 2B).
Estas permiten la linealizacién de las cadenas de pLX pequefias mediante PCR
inversa, y el posterior uso en la clonacion de mdltiples fragmentos de solapamiento
mediante el ensamblaje Gibson (Fig. 2C). Los vectores pLX con replicones
compatibles pueden multiplexarse en células de Agrobacterium para la administracion
de multi ADN-T (Multiplexacion; Fig. 2C). Por lo tanto, los vectores binarios de la
presente invencidbn comprenden caracteristicas que los hacen compatibles con
métodos de ensamblaje basados en endonucleasa de restriccion de Tipo IS y en el
solapamiento, y la administracién de casetes de multiADN-T mediante el multiplexado

de vectores binarios con origenes compatibles (Tabla 3).

Ejemplo 2. Expresion de transgenes en plantas utilizando la serie de vectores
pLX

Para demostrar que los vectores binarios de la presente invencion se pueden
usar para administrar construcciones de ADN a células eucariotas, especificamente,
células vegetales de transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens, una

unidad de transcripcion que comprende secuencias del promotor 35S del virus del
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mosaico de la coliflor, la proteina fluorescente roja RFP (Fig. 3A) como indicador, y un
terminador de la nopalina sintasa (P3ss:RFP:Thos) Se ensamblé en vectores pLX de la
presente invencion para obtener pLX-B2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 13), pLX-B3-
TagRFP-T (SEQ ID NO: 14) y pLX-B4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 15), respectivamente
(Fig. 3A). Se divulgan anteriormente detalles para la generacion de estos vectores. Se
evaluo la expresion transitoria de RFP en hojas de Nicotiana benthamiana mediante la
administracibn mediada por A. tumefaciens. A 6 dpa, las hojas que se infiltraron con
pLX-B2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 13), pLX-B3-TagRFP-T (SEQ ID NO: 14) y pLX-B4-
TagRFP-T (SEQ ID NO: 15) mostraron una fluorescencia RFP brillante, que estuvo
ausente en la muestra del control (Fig. 3B). Las imagenes confocales mostraron que
la sefial de la proteina fluorescente RFP se distribuye en el citosol y en el
nucleoplasma de las células vegetales (Fig. 3C), de forma consistente con la
expresion vegetal genuina. Se confirm6 la acumulacion de RFP en los extractos de
proteina total de las muestras de hojas mediante el analisis de inmunotransferencia
(Fig. 3D).

En algunas aplicaciones, es deseable la integracién estable de los casetes de
ADN-T en los genomas de las células eucariotas. Para demostrar la idoneidad de los
vectores pLX para mediar la integracién estable del transgén en los genomas
vegetales, los inventores utilizaron Arabidopsis thaliana como planta modelo y el
vector pLX-B2-Pcre:mTFP1 (SEQ ID NO: 23) (Fig. 4A). Se divulgan anteriormente los
detalles de su sintesis.

La construccion se insertd en A. tumefaciens y se transformd en plantas
mediante inmersion floral. De forma consistente con la expresion de mTFP1, fue
detectable una fluorescencia de color cian brillante en semillas recogidas de plantas
tratadas con Agrobacterium (semillas T;). Se seleccionaron las semillas que
expresaban mTFP1 con un estereoscopio de epifluorescencia, y se sembraron en
suelo. Se confirmé la integracion estable del transgén en células de la linea germinal
mediante el andlisis de las plantas T; mediante PCR: se amplific6 el promotor
enddégeno del gen de la cruciferina C (Pcrc) @ partir de plantas transformadas y no
transformadas, mientras que la secuencia mTFP1 solamente pudo amplificarse a partir
de plantas derivadas de semillas con fluorescencia de color cian. Diversos fenotipos
de fluorescencia de semillas T, son consistentes con la integracion del transgen en el
genoma vegetal y su segregacion a través de generaciones (Fig. 4B).

La presente invencion muestra que se pueden administrar casetes de ADN-T
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desde vectores pLX a plantas, y que se pueden utilizar vectores pLX para expresar
transitoriamente o integrar de forma estable los transgenes en genomas de células
eucariotas. Los inventores generaron plantas transgénicas que estan "exentas de
marcadores-ya que no incluyen genes que confieren resistencia a antibidticos,
herbicidas u otros compuestos quimicos utilizados en la seleccion de plantas

transgénicas.

Ejemplo 3. Mantenimiento estable de casetes de ADN-T en una serie de
plasmidos pLX binarios de la invencidn

Se pueden insertar copias de ADNc de genomas de virus de ARN en plasmidos
para generar clones de infecciones viricas, pero muestran a menudo problemas de
inestabilidad, y surgen deleciones de secuencias en estos clones durante su
propagacion en bacterias. Para ensayar la estabilidad de los vectores binarios de pLX
de la presente invencion en condiciones desafiantes, los inventores transfirieron la
secuencia de ADNc completa de genomas de potivirus en un vector pLX. Los vectores
generados se propagaron en Escherichia coli, y las bacterias se sometieron a varios
ciclos de crecimiento. Se evalu6 la estabilidad del vector mediante los ensayos de
digestién con enzima de restriccion.

Por lo tanto, se obtuvo la secuencia completa de ADNc de un virus de ARN a
partir de un vector basado en pBIN19, pSN-PPV (Pasin F., et al., PLoS Pathog. 2014,
10, e1003985), que contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, una
copia de ADNc del genoma del virus de la sharka (PPV) y las secuencias terminadoras
de la nopalina sintasa (P3ss:PPV:T,.s). Como se ha divulgado anteriormente, los
inventores generaron pLX-PPV (SEQ ID NO: 21) un derivado de pLX-B2 con el casete
P3ss:PPV:T,os procedente de pSN-PPV (Fig. 5A). El vector pLX-PPV obtenido (SEQ ID
NO: 21) tiene el origen pBBR1 (SEQ ID NO: 105), y es un 38% y 9,3 kb mas pequefio
que el vector pSN-PPV. Los plasmidos purificados a partir de dos clones
independientes de pLX-PPV (In, #A y #B) se digirieron con EcoRI y se resolvieron
mediante el gel de agarosa (Fig. 5B). En comparacion con el perfil de digestion de
pSN-PPV, los clones de pLX-PPV mostraron que todas las bandas correspondian con
el casete del ADNc virico de pSN-PPV. Las bandas de ADN de peso molecular
elevado son consistentes con las diferencias en las cadenas de pSN-PPV y pLX-PPV,
pBIN19 y pLX-B2, respectivamente. Los nuevos clones #A y #B de pLX-PPV (pLX-

PPV, In) se transformaron en E. coli para evaluar la estabilidad del plasmido. Para
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cada transformacion, se repicaron ocho colonias individuales y se sometieron a seis
ciclos de crecimiento (24 h, 37°C). Los plasmidos purificados se digirieron con EcoRI y
se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa (pLX-PPV, Out; Fig. 5B). El
plasmido pLX-PPV no mostré inestabilidad, ya que los perfiles de digestion de los
plasmidos input y output fueron idénticos.

Para confirmar adicionalmente los resultados, se obtuvo la secuencia completa
de ADNCc procedente de un virus de ARN diferente a partir de un vector basado en
pUC, p35Tunos-vec01-NAT1, que contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor, una copia de ADNc del genoma del virus del mosaico del repollo (TuMV) y las
secuencias terminadoras de la nopalina sintasa (Psss:TUMV:T,os)(Tourifio A., et al.,
Span. J. Agric. Res. 2008, 6, 48-58). El vector p35Tunos-vecO1-NAT1 no puede
replicarse en A. tumefaciens, y no incluye los limites del ADN-T para su transformacion
en plantas. Los inventores generaron pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28), un derivado de
pLX-B2 con el casete P3s55: TUMV:T,os procedente de p35Tunos-vec01-NAT1 (Fig. 5C).
El vector pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28) obtenido como se ha divulgado anteriormente,
es solo algo mas grande (3% y 0,4 kb) que el vector p35Tunos-vec01-NAT1, pero
incluye el origen pBBR1 (SEQ ID NO: 105) y limites del ADN-T adecuados para su
administracion a plantas mediante la transformacion mediada porAgrobacterium. El
nuevo vector pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28) (pLX-TuMV, In) se transform6 en E. coli
para evaluar la estabilidad del plasmido. Para cada transformacion, se repicaron diez
colonias individuales y se sometieron a seis ciclos de crecimiento (24 h, 37°C). Los
plasmidos purificados se digirieron con EcoRI y se resolvieron mediante electroforesis
en gel de agarosa (pLX-TuMV, Out; Fig. 5D). En concordancia con los resultados de
pLX-PPV, el plasmido pLX-TuMV generado recientemente no mostré inestabilidad, ya
que los perfiles de digestion de los plasmidos input y output fueron idénticos.

El presente ejemplo muestra que los vectores pLX de la presente invencién
pueden hospedar casetes de ADN-T >10 kb, y que se pueden usar para generar
clones que contienen secuencias del genoma virico. Se ha notificado que copias de
ADNCc de genomas de virus de ARN producen inestabilidad del plasmido y la pérdida
de secuencias de insercion parciales o completas. Por el contrario, los vectores pLX
gue hospedan copias del genoma de ADNc de virus de ARN vegetales no mostraron

inestabilidad cuando se propagaron en la bacteria E. coli.

Ejemplo 4. Agroinoculacion virica y administracién de secuencias exdgenas a
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plantas que utilizan vectores viricos basados en pLX

Los vectores binarios pLX-PPV (SEQ ID NO: 21) y pLX-TuMV (SEQ ID NO:28)
del Ejemplo 3, si se expresan correctamente en plantas, producen un inicio de
infecciébn de un virus de la sharka (PPV) o virus del mosaico del repollo (TuMV)
guiméricos, respectivamente. Estos virus quiméricos hospedarian en su genoma la
secuencia de codificacion de GFP (Fig. 6A, 6E), y la fluorescencia GFP podria
medirse y visualizarse para demostrar la expresion de la secuencia exdégena en
plantas mediante vectores de expresion virica.

Una cepa de A. tumefaciens que contiene pLX-PPV (pLX) (SEQ ID NO: 21) se
infiltré en plantas de N. benthamiana, se utilizé una cepa pSN-PPV (pSN) (Pasin F., et
al.,, PLoS Pathog. 2014, 10, €1003985) como control positivo. Se confirmaron la
infeccién por PPV y la acumulacion virica mediante analisis por inmunotransferencia
de las proteinas del revestimiento en muestras de hojas agroinfiltradas y no inoculadas
superiores (6 dpa y 14 dpa, respectivamente; Fig. 6B). Se confirmd la acumulacion de
GFP recombinante en muestras de plantas infectadas midiendo la intensidad de la
fluorescencia (Fig. 6C) y se obtuvo una imagen de las hojas no inoculadas superiores
(Fig. 6D). Para confirmar adicionalmente los resultados, una cepa de A. tumefaciens
gue contenia pLX-TuMV (SEQ ID NO: 28) se agroinocul6 en plantas de A. thaliana. En
concordancia con los resultados de pLX-PPV, la infeccién por TuMV y la acumulacion
virica en muestras de hojas no inoculadas superiores, se confirmaron mediante el
analisis por inmunotransferencia de proteinas del revestimiento de TuMV (Fig. 6F). La
sefal de fluorescencia verde brillante fue detectable en plantas inoculadas (Fig. 6G),
confirmando la acumulacion de GFP recombinante.

Por lo tanto, el presente ejemplo muestra que los vectores pLX binarios de la
presente invencion se pueden utilizar para disefiarr mediante ingenieria genética
clones viricos infecciosos, y vectores viricos. Estos se pueden administrar mediante
agroinoculacion, y utilizarse para introducir secuencias exdgenas y expresar proteinas

recombinantes en plantas.

Ejemplo 5. Ensamblaje de la unidad transcripcional en vectores pLX de la
invencion utilizando estandares de biologia sintética vegetal.

Para demostrar la compatibilidad del vector pLX con los estandares de la
biologia sintética vegetal, se ensamblaron partes de ADN de bibliotecas publicadas en

vectores pLX binarios de la presente invencion.
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Los plasmidos GB1181 y GB0460 que contienen unidades estandarizadas para
administracion a plantas de los genes de resistencia a la kanamicina (Nptll) y la
proteina fluorescente roja (DSRED), respectivamente, se obtuvieron de un depdsito
publico (https://ghcloning.upv.es/). Como se ha descrito anteriormente, los inventores
ensamblaron las unidades estandarizadas en el vector pLX-B2 (SEQ ID NO: 3), para
generar el vector pLX-B2-Nptll-DsRED (SEQ ID NO: 20) (Fig. 7A). El vector pLX-B2-
Nptll-DsRED (SEQ ID NO: 20) obtenido es un derivado de pLX-B2 con el origen
pBBR1 (SEQ ID NO: 105) y dos unidades de transcripcion para la expresion en
plantas de Nptll y DSRED.

Para confirmar adicionalmente los resultados, los inventores transfirieron las
unidades estandarizadas de GB1108 (https://gbcloning.upv.es/) al vector pLX-B2 (SEQ
ID NO: 3) para generar el vector pLX-B2-XT1-XT2-hCas9 (SEQ ID NO: 19) (Fig. 7B).
El vector pLX-B2-XT1-XT2-hCas9 (SEQ ID NO: 19) obtenido es un derivado de pLX-
B2 con el origen pBBR1 (SEQ ID NO: 105) y cuatro unidades de transcripcion para la
expresion en planta de Nptll, un gen Cas9 de Streptococcus pyogenes con
optimizacion de codones humanos (hCas9), y ARN de guia Unica dirigido a genes
endogenos Niben101Scf04205Ctg025 (XT1) y Niben101Scf04551Ctg021 (XT2) de N.
benthamiana. Se divulgan anteriormente los detalles para la generacion del vector
pLX-B2-XT1-XT2-hCas9. Para mejorar la flexibilidad de los vectores binarios de la
presente invencion vy facilitar las reutilizacién de las partes de ADN ensambladas, los
inventores generaron los vectores pLX-B2a2 (SEQ ID NO: 10), pLX-B3Q1 (SEQ ID
NO: 11) y pLX-B3Q2 (SEQ ID NO: 12) con casetes de clonacion GoldenBraid (Sarrion-
Perdigones A., et al., Plant Physiol. 2013, 162, 1618-1631) (Fig. 7C, Tabla 3). El
vector pLX-B2a2 (SEQ ID NO: 10) es un derivado de pLX-B2 con el casete de
clonacion alfa2; el vector pLX-B3Q1 (SEQ ID NO: 11) es un derivado de pLX-B3 con el
casete de clonaciéon omega 1; y el pLX-B3Q2 (SEQ ID NO: 12) es un derivado de pLX-
B3 con el casete de clonacién omega2, se divulgan anteriormente los detalles para su
generacion. Junto con los plasmidos pLX-B2 de la presente invencion, los vectores
pLX-B2a2, pLX-B3Q1 y pLX-B3Q2 incluyen el origen de replicacion procedente del
plasmido pBBR1 (SEQ ID NO: 105) y un conjunto minimo de dos casetes de clonacion
de nivel alfa y dos casetes de clonacion de nivel omega con los sitios Bsal y BsmBI
convergentes y divergentes (Tabla 3). Siguiendo los estdndares de GoldenBraid
(Sarrion-Perdigones A., et al., Plant Physiol. 2013, 162, 1618-1631), estos casetes de

clonacion permiten reutilizar partes ensambladas y construir grandes construcciones
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multigénicas.

Por lo tanto, basandose en los vectores pLX binarios descritos en la presente
invencion, los inventores generaron los vectores pLX-B2a2 (SEQ ID NO: 10), pLX-
B3Q1 (SEQ ID NO: 11) y pLX-B3Q2 (SEQ ID NO: 12) (Tabla 3) que incluyen casetes
de clonacion para facilitar el ensamblaje combinatorio de los elementos de ADN

prefabricados, unidades de transcripcion en construcciones multigénicas.

Ejemplo 6. Clonacion directa 'y ensamblaje de grandes construcciones de ADN-T
en la serie de vectores pLX sin plasmidos intermedios.

Este ejemplo demuestra que los vectores pLX binarios de la presente invencién
se pueden utilizar para ensamblar grandes construcciones de ADN-T sin etapas de
subclonacion intermedias.

Los inventores deseaban utilizar los vectores de la presente invencién para
generar un clon infeccioso del virus vegetal del mosaico marrén de la yuca ugandesa
(UCBSV) ya que: (i) el genoma de UCBSV es una molécula de ARN grande de 9,1 kb;
(i) una copia del ADNc del genoma de UCBSV no esta disponible en bibliotecas
publicas de partes; (iii) la copia de ADNc del genoma de UCBSV contendria varios
sitios de endonucleasa de restricciéon de Tipo IIS, cuya eliminacién es necesaria para
la domesticacion de la parte y la clonacién Golden Gate/GoldenBraid; (iv) la
mutagénesis de la secuencia del genoma de UCBSV (por ejemplo, para eliminar los
sitios Bsal/BsmBIl) no es deseable o sus efectos sobre la viabilidad del virus son
desconocidos; (v) el ensamblaje correcto del genoma de UCBSV en un vector pLX
puede evaluarse facilmente en plantas; (vi) UCBSV es una amenaza principal para los
cultivos alimentarios bésicos de yuca, y un clon infeccioso de UCBSV tendria
aplicaciones comerciales ya que facilita cribados genéticos de resistencia en plantas.

Los inventores generaron el vector pLX-UCBSV (SEQ ID NO: 22), un derivado
de pLX-B2 con un casete de un clon de ADNc del virus del mosaico marrén de la yuca
ugandesa (P3ss:UCBSV:T,os), mediante ensamblaje en una etapa de tres fragmentos
de RT-PCR que abarcan el genoma completo de UCBSV de 9,1 kb (Fig. 8A). Se
divulgan anteriormente los detalles para la generacién del vector pLX-UCBSV.

Una cepa de A. tumefaciens que contiene pLX-UCBSV (SEQ ID NO: 22) se
infiltré en plantas de N. benthamiana. A 12 dpa, las plantas agroinoculadas mostraron
una altura reducida (Fig. 8B). En hojas superiores no inoculadas, los inventores

detectaron particulas filamentosas tipicas de viriones potiviridos (Fig. 8C), y
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confirmaron la acumulacion de proteina de revestimiento de UCBSV en analisis de
inmunotransferencia (Fig. 8D). Estos resultados demostraron que una copia de ADNc
de UCBSV se ensamblo en vectores pLX para obtener pLX-UCBSV (SEQ ID NO: 22)
gue es un clon infeccioso del UCBSV que se puede administrar a plantas mediante
inoculacion mediada por Agrobacterium.

Por lo tanto, los inventores ensamblaron construcciones de ADN-T grandes en
vectores binarios pLX de la presente invencién y este ensamblaje no requiere el uso
de enzimas de restriccion, la domesticacion de partes, plasmidos intermedios y etapas

de subclonacion.

Ejemplo 7. Comparacion del vector pLX basado en pBBR1 de la presente
invencion con los vectores binarios RK2 y pVSL1.

En resumen, los vectores que utilizan el replicon procedente del plasmido RK2
incluyen pBIN19, y sus derivados pEAQ y pCB301 mas pequefios (Fig. 9). Debido a
su tamafo reducido, pCB301 se clasifica como un minivector binario. Se utilizé el
origen pVSL1 en la serie pPZP, y sus derivados de las series pCAMBIA y pLSU. Los
vectores pCAMBIA son unos de los vectores mas habituales utilizados por los
botanicos (http://www.cambia.org/daisy/cambia/585.html). Un replicon pSa minimo
incluye las regiones ori y RepA. Estos se dividieron y se utilizaron en el sistema de
plasmido doble pGreen/pSoup: pGreen es un vector de ADN-T binario que hospeda la
secuencia pSa-ori, y su replicacion en A. tumefaciens no es autbnoma ya que carece
del gen pSa-RepA. El mantenimiento de pGreen en A. tumefaciens requiere la
presencia simultadnea del plasmido auxiliar pSoup, que proporciona el gen pSa-RepA 'y
permite la replicacion del vector pGreen binario (Fig. 9). La eliminacion del gen RepA
permitié, por un lado, mantener el tamafio de pGreen en un minimo, por la otra,
sacrifico la autonomia de replicacion del plasmido y promovié la inestabilidad en
condiciones no selectivas.

Para demostrar que los vectores binarios pLX de la presente invencion se
pueden clasificar como minivectores binarios y adicionalmente son Utiles para impulsar
una elevada expresion transitoria en plantas, los inventores compararon los vectores
binarios pLX con los vectores binarios mencionados anteriormente conocidos en la
materia.

En primer lugar, se compar¢ el tamafio de la cadena de pLX-B2 (SEQ ID NO:

3) y los mencionados vectores binarios conocidos en la técnica (Fig. 9). La cadena
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basada en pBBR1 de los vectores pLX de la presente invencién es sustancialmente
mas pequefa que los vectores basados en pBIN y pCAMBIA ampliamente utilizados
(pBIN19, pCAMBIA-2300; Fig. 9). pLX-B2 (SEQ ID NO: 3) iguala los vectores basados
en pGreen, que no son autbnomos y requieren pSoup para su replicacion en A.
tumefaciens. Por el contrario, los vectores pLX facilitan disefios experimentales
flexibles porque su replicacion es autonoma tanto en E. coli como en A. tumefaciens.

pLX-B2 (SEQ ID NO: 3) se puede clasificar como un minivector binario ya que
su tamafio esta por debajo del de pCB301, un vector basado en RK2. Aunque mas
grande que pBBR1, el replicon de RK2 es relativamente pequefio y se ha utilizado
previamente para generar minivectores binarios autébnomos. Para comparar el
comportamiento de los replicones de pBBR1 y RK2, los inventores sustituyeron el
modulo de replicacion pBBR1 (SEQ ID NO: 105) de los vectores pLX por un origen
RK2 minimo (SEQ ID NO: 106) para construir los vectores pLX-R2 (SEQ ID NO: 6),
pLX-R3 (SEQ ID NO: 7) y pLX-R4 (SEQ ID NO: 8). Una unidad de transcripcién que
comprende el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, RFP y las secuencias
del terminador de la nopalina sintasa (Psss:RFP:T.s) Se insertaron en los vectores
pLX-R2, pLX-R3 y pLX-R4 para obtener pLX-R2-TagRFP-T (SEQ ID NO: 16), pLX-R3-
TagRFP-T (SEQ ID NO: 17) y pLX-R4-TagRFP-T (SEQ ID NO: 18), respectivamente
(Fig. 10A). Se divulgan anteriormente los detalles para la generacion de estos
vectores.

Se evalu6 la expresion transitoria de RFP en hojas de Nicotiana benthamiana
mediante la administracion mediada por A. tumefaciens de vectores pLX que incluyen
los origenes pBBR1 (Fig. 3A) o RK2 (Fig. 10A). En comparacion con RK2, el uso de
vectores pLX basados en pBBR1 conduce a una acumulacion significativamente
mayor de RFP en ensayos de expresion transitoria en plantas (Fig. 10B). El resultado
fue independiente de los genes de resistencia utilizados para la seleccién del
plasmido, y no se correlacionaron significativamente con la fluorescencia de A.
tumefaciens que puede derivarse de una acumulacion indeseada de RFP en bacterias
(Fig. 10B).

Los plasmidos pCAMBIA tienen el origen pVS1, y son uno de los vectores de
ADN-T binarios mas utilizados habitualmente. Para comparar los vectores pLX y
pCAMBIA, los inventores ensamblaron unidades normalizadas para administrar a
plantas genes de resistencia a la kanamicina (Nptll) y proteina fluorescente roja
(DsRED) en vectores derivados de pLX-B2 (SEQ ID NO: 3), y pCAMBIA para obtener
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pLX-B2-Nptll-DSRED (SEQ ID NO: 20) y GB1686 (SEQ ID NO: 27), respectivamente
(Fig. 7A, 10C). Las cepas de Agrobacterium que contienen pLX-B2-Nptll-DsRED
(pLX) (SEQ ID NO: 20) o GB1686 (SEQ ID NO: 27) se utilizaron en la transformacion
transitoria y estable de plantas de N. benthamiana. En comparacion con GB1686, la
cadena de pLX-B2 aumentd significativamente la acumulacion de DsSRED en un
ensayo de expresion transitoria. En ensayos de transformacion estable, se obtuvieron
un numero similar de plantulas resistentes a la kanamicina que mostraron
fluorescencia DSRED (Fig. 10C). El resultado indica que los vectores basados en pLX
y pPCAMBIA ensayados tienen una eficacia igual de transformacion estable (Fig. 10C).
Por lo tanto, mientras que la eficacia de transformacién estable de la presente
invencién y los vectores comercialmente disponibles es similar, los resultados de la
expresion transitoria obtenidos mediante el uso de los vectores binarios basados en
pBBR1 de la presente invencion son mayores que los obtenidos mediante el uso de

vectores binarios basados en RK2 y pVS1.

Ejemplo 8. Administraciéon de CRISPR/Cas y eficacia elevada en la edicién del
genoma de la planta utilizando la serie de vectores pLX de la presente invencion.

A fin de demostrar que los vectores binarios de la presente invencion se
pueden usar para administrar construcciones CRISPR/Cas e inducir también la
mutagénesis dirigida al genoma, se evalud la expresion transitoria de los componentes
de un sistema CRISPR/Cas en hojas de N. benthamiana mediante la administracion
mediada por A. tumefaciens del vector pLX-B2-XT1-XT2-hCas9 (pLX) (SEQ ID NO:
19) y GB1108, un vector derivado de pCAMBIA que tiene el origen pVS1 y comprende
también unidades de transcripcion idénticas de pLX-B2-XT1-XT2-hCas9 (SEQ ID NO:
19) (Fig. 7C, 11A). Se administré el gen hCas9 sin las secuencias de ARNsg como
control (CTRL). En muestras infiltradas, se predijo que ocurriria la pérdida de los sitios
BsmBl y Spel en los loci XT1 y XT2 editados, respectivamente. Se confirmé la
mutagénesis por la aparicion de bandas resistentes a la escision en los ensayos de
PCR/digestion (Fig. 11B). En comparacién con pDGB3 y consistente con los
resultados de la expresion transitoria de DSRED, el vector pLX mostr6é una eficacia de
la mutagénesis mayor (Fig. 11B).

Por lo tanto, la mutagénesis del genoma obtenida mediante los vectores
binarios de la presente invencion es mayor que la obtenida mediante el uso de un

vector binario basado en pVS1.
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Ejemplo 9. Multiplexacion del vector binario de ADN-T utilizando la serie de
vectores pLX de la presente invencidn

Para demostrar que los vectores generados en el Ejemplo 1 pueden
multiplexarse con vectores binarios de ADN-T compatibles en células de A.
tumefaciens, y administrarse a plantas, los inventores disefiaron el plasmido el vector
pLX-Z4 (SEQ ID NO: 9). El pLX-Z4 es un novedoso vector de ADN-T de baja similitud
de secuencia y compatible con los plasmidos pLX-B2 (SEQ ID NO: 3) y pLX-B3 (SEQ
ID NO: 4) (Fig. 12, Tabla 3). pLX-B4 (SEQ ID NO: 5) y pLX-Z4 (SEQ ID NO: 9) no son
compatibles debido a que su seleccion se basa en el mismo antibiético, gentamicina.
Las caracteristicas adicionales de pLX-Z4 (SEQ ID NO: 9) incluyen tamafio pequefio,
replicacién auténoma, y compatibilidad con la clonacion dependiente de solapamiento
y basada en la endonucleasa de Tipo IIS. ElI pLX-Z4 obtenido como se divulga
anteriormente es un derivado de pLX-R4 mejorado con un casete de T-DNA_2 (SEQ
ID NO: 2), y carece de sitios BsmBI en los genes RK2-trfA y aacCL1. Incorpora el origen
de replicacion RK2 (SEQ ID NO: 107), los terminadores del fago lambda (A T1, SEQ ID
NO: 110; y A T2, SEQ ID NO: 111) y las secuencias limite del ADN-T de un pTi de tipo
succinamopina, pTiBo542, y una segunda secuencia del limite izquierdo (Fig. 12A). A
fines de clonacion, el casete de ADN-T de pLX-Z4 incluye el indicador lacZa, sitios
Bsal divergente y BsmBi convergente, y regiones de hibridacion del cebador sin
similitud de secuencias y estructuras secundarias que permiten la linealizacion de la
cadena principal mediante PCR inversa. pLX-B2 (SEQ ID NO: 3) muestra una similitud
de la secuencia minima con la cadena principal de pLX-Z4 (SEQ ID NO: 9) (Fig. 12B).
Los andlisis de secuencias mas extensos predijeron que los vectores pLX basados en
pBBR1 descritos en los Ejemplos 1 y 5 se multiplexarian con pLX-Z4, y una matriz
amplia de vectores binarios usada habitualmente por botanicos (Fig. 12C).

Para facilitar la multiplexacion del vector, los inventores caracterizaron una
cepa de A. tumefaciens desactivada (C58C1-313) que es sensible a los antibi6ticos
habitualmente utilizados en la seleccién de plasmidos: el crecimiento de C58C1-313 se
inhibi6 por la presencia de ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina,
kanamicina o espectinomicina (Fig. 13A). Se amplificé un fragmento pTi-repB a partir
de células C58C1-313 utilizando los cebadores 2050 _F (SEQ ID NO: 30)/2051_R
(SEQ ID NO: 31), y se secuencio. El analisis filogenético mostr6 que C58C1-313

hospeda un plasmido Ti de tipo octopina, que se retuvo de forma estable (Fig. 13B,
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C). Por lo tanto, C58C1-313 es una cepa de A. tumefaciens desactivada del tipo
octopina que es adecuada para el uso simultaneo de mdltiples plasmidos, ya que
muestra sensibilidad a varios antibidticos. Para confirmar los resultados, la cepa
C58C1-313 se transformé secuencialmente con los derivados de pLX-B2 y pLX-Z4
divulgados en la presente invencion, que incluyen, respectivamente, el origen pBBR1
(SEQ ID NO: 105) y el gen de resistencia a la kanamicina o el origen RK2 (SEQ ID
NO: 107) y el gen de resistencia a gentamicina (Fig. 13D). Una cepa C58C1-313 que
hospeda simultdneamente los derivados de pLX-B2 y pLX-Z4 mostré resistencia a la
kanamicina y la gentamicina, y creci6 en un medio suplementado con estos
antibioticos (Fig. 13D). En las mismas condiciones, se inhibi6 el crecimiento de la cepa
C58C1-313, que no incluye vectores, (CTRL; Fig. 13D).

En el Ejemplo 2, el vector pLX-B2-Pcre:mTFPL (SEQ ID NO: 23) con el origen
pBBR1 (SEQ ID NO: 105) y resistencia a kanamicina se utiliz6 para impulsar la
expresion de la semilla del mTFP1 con fluorescencia cian. Con esteresocopios de
epifluorescencia se pueden tomar imagenes de fluorescencia cian y roja sin
solapamiento de la sefial. Los inventores generaron el vector pSN.5-Ppapss:RFP (SEQ
ID NO: 26) (Fig. 14A), un derivado de pCAMBIA con el origen pVS1, resistencia a la
espectinomicina y una unidad de transcripcion que contiene secuencias de un
promotor especifico de la semilla de A. thaliana procedente de un gen de la proteina
de almacenamiento de la semilla (PAP85; AT3G22640), RFP y las terminadoras de la
nopalina sintasa (Ppapss:RFP:Thes). Se divulgan anteriormente los detalles para la
generacion del vector pSN.5-Ppapgs:RFP.

Para mostrar que los vectores de la presente invencion (Ejemplo 1) pueden
multiplexarse con vectores binarios comercialmente disponibles, los inventores
utilizaron un sistema de dos vectores/una cepa para transformar A. thaliana. Los
vectores binarios de ADN-T pLX-B2-Pcre:mTFP1 (SEQ ID NO: 23) y pSN.5-
Ppapgs:RFP (SEQ ID NO: 26) se insertaron en A. tumefaciens C58C1-313 (Fig. 14A), y
se transformaron en plantas mediante inmersion floral. De forma consistente con los
resultados del Ejemplo 2 y la expresion de mTFP1, la fluorescencia cian fue detectable
en semillas recogidas de plantas tratadas con Agrobacterium (Fig. 14B). El 53% de las
semillas que expresan mTFP1 mostraron también fluorescencia roja derivada
mediante la expresion de RFP (Fig. 14B).

Estos resultados indican que los vectores binarios de la presente invencion

pueden multiplexarse con vectores compatibles, y utilizarse en un sistema de dos
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vectores/una cepa para administrar multiples y diversos casetes de ADN-T a células

vegetales.

Ejemplo 10. Control de la expresién génica y administraciéon de componentes del
circuito sintético a plantas que utilizan la multiplexacion de vectores binarios

Los inventores utilizaron un interruptor de la expresién quimica, para ensayar si
los vectores binarios de la presente invencion y la estrategia de multiplexacion descrita
en el Ejemplo 9 podria aplicarse para la administracion de componentes del circuito
sintético a plantas y para regular la expresion génica. Se seleccion6 etanol como
inductor quimico del interruptor de la expresion debido a su potencial en la
investigacion fundamental y a las aplicaciones de biotecnologia comercial.

Se disefid un novedoso promotor sintético Pgon (SEQ ID NO: 35) que esta
activado por AlcR de Aspergillus nidulans en presencia de etanol. El promotor Pgion
(SEQ ID NO: 35) incluye mudltiples sitios de unién al ADN de AlcR derivados de los
promotores alcM, alcR, aldA, alcA, y un promotor 34S minimo del virus del mosaico de
la escrofularia (Fig. 15A). Se disefi6 una puerta légica Sl sensible a etanol para
detectar el etanol como entrada, y para producir una proteina fluorescente verde
brillante (NEON salida; Fig. 15B). Para evaluar el sistema de dos vectores/una cepa
bacteriana para administrar los componentes del circuito sintético, los elementos de la
puerta se distribuyeron en los vectores pLX-Z4-Pmas:RFP-AICR seleccionable por
gentamicina (SEQ ID NO: 24) y pLX-B2-Pgon:NEON (SEQ ID NO: 25) seleccionable
por kanamicina, que tienen los origenes RK2 y pBBR1 respectivamente (Fig. 15C).
PLX-Z4-Pnas:RFP-AlCR (SEQ ID NO: 24) codifica RFP (utilizado como control de la
expresion) y el factor de transcripciéon AlcR de A. nidulans bajo el promotor de la
manopina sintasa (Pmas), que dirige la expresion constitutiva en plantas; mientras que
el pLX-B2-Pgon:NEON (SEQ ID NO: 25) codifica la secuencia NEON bajo Pgopn, Un
promotor sintético activado por AlcR en presencia del inductor (Fig. 15C). Se divulgan
anteriormente los detalles para la generacion del vector.

Los plasmidos se introdujeron secuencialmente en C58C1-313 de A.
tumefaciens y se seleccionaron utilizando medios con gentamicina mas kanamicina
para obtener la cepa R-AICR + Pgon:NEON. La cepa R-AICR + Pgiony:NEON se infiltré
en hojas de N. benthamiana, y las plantas se trataron con agua o etanol. Como se
anticipaba, aunque que la fluorescencia RFP era visible en ambas condiciones, la

fluorescencia NEON era significativamente mayor en presencia del inductor de la
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puerta l6gica (Fig. 16A). La modelizacion del circuito requiere la caracterizacion
cuantitativa de las partes genéticas. Para ensayar si el sistema de expresion de dos
vectores/una cepa es compatible con los analisis del rendimiento medio, se recogieron
discos de hojas procedentes de hojas infiltradas con R-ALCR + Pgon:NEON, y se
colocaron en placas de 96 pocillos para evaluar las respuestas de la puerta l6gica. A
las 24 h después del tratamiento (hpt), la funcion de la puerta l6gica se mantuvo en los
discos de hojas, ya que se detectd fluorescencia NEON solo en presencia de la
entrada de la puerta l6gica Fig. 16B). La cuantificacion de la intensidad de la
fluorescencia de salida en discos de hojas intactas mostré una capacidad de respuesta
y sensibilidad de la puerta adecuadas, ya que el etanol al 0,1% fue suficiente para
estimular una induccion > 200 veces (Fig. 16C). La deteccién de NEON no requiere
lisis 0 etapa de adicién de sustrato, lo que permitié medir la cinética de la puerta l6gica
en un ensayo de lectura continua. En las condiciones ensayadas, la relacién de la
intensidad de la fluorescencia NEON/RFP fue significativamente mayor que el control
del agua a 1,5 hpt y alcanz6 una meseta a 15 hpt (Fig. 16D).

Los resultados muestran que los vectores binarios pLX basado en pBBR1 y
pLX basado en RK2 de la presente invencién se pueden utilizar para controlar la
expresion génica en plantas, y acoplarse para permitir la administracién del multiADN-
T de A. tumefaciens a un sistema de dos plasmidos/una cepa. El sistema de vectores
binarios de la presente invencion es adecuado para la administracion de componentes
del circuito genético, y su caracterizacion cuantitativa en una escala de rendimiento

medio.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector binario que comprende:
i. un moédulo casete de ADN-T que comprende al menos una secuencia
limite derecho y una secuencia limite izquierdo de ADN-T,
ii. un modulo origen de replicacion que comprende un origen pBBR1 o una
variante funcionalmente equivalente del mismo, y

iii. al menos un médulo marcador seleccionable.

2. Un vector binario de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el médulo casete de

ADN-T comprende un limite derecho de ADN-T y dos limites izquierdos de ADN-T.

3. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2
donde el limite derecho de ADN-T comprende la SEQ ID NO: 102 o la SEQ ID NO:
115, y el borde izquierdo comprende la SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 104 y/o la SEQ
ID NO: 116.

4, Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
donde la regibn ADN-T esta flanqueada por al menos dos terminadores de la

transcripcion.

5. Un vector binario de acuerdo con la reivindicacion 4 donde el terminador
transcripcional comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de la lista que

consiste en: SEQ ID NO: 108, 109, 110, 111, y cualquier combinacién de las mismas.

6. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5

donde los limites de ADN-T flanquean una secuencia de interés.

7. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6

donde la region ADN-T comprende un casete de clonacion.
8. Un vector binario de acuerdo con la reivindicacion 7 donde el casete de

clonacion de ADN T comprende una endonucleasa de restriccion de Tipo IIS y sitios

de hibridacion del cebador compatibles con métodos de clonacién de alto rendimiento
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basados en endonucleasas y solapamiento.

9. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8
donde el origen pBBR1 comprende la SEQ ID NO: 105.

10. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9
donde el marcador seleccionable se selecciona entre cualquiera de la lista que
consiste en: genes de resistencia a farmacos, genes de resistencia a herbicidas,
genes de resistencia a compuestos toxicos, genes que codifican productos necesarios

para el crecimiento de las células y genes de proteinas fluorescentes.

11. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
donde el marcador seleccionable es un gen de resistencia a farmaco seleccionado
entre el grupo que consiste en genes de resistencia a ampicilina, cloranfenicol,
kanamicina, tetraciclina, gentamicina, espectinomicina, bleomicina, fleomicina,

estreptomicina, eritromicina y blasticidina.

12. Un vector binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que
comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25y la SEQ ID
NO: 28.

13. Un vector binario que comprende
a) un primer vector binario de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12,y
b) un segundo vector binario de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 donde el modulo origen pBBR1 se ha sustituido
por cualquiera de los origenes de replicacion seleccionados de la lista
que consiste en: origenes del grupo de incompatibilidad con el plasmido
IncQ, IncW, IncU, pRi, pVS1 e IncP-a.

14. Un sistema de vectores binarios de acuerdo con la reivindicacion 13 donde el
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origen de replicacién del segundo vector binario se selecciona de origenes del grupo

de incompatibilidad con el plasmido IncP-a.

15. Un sistema de vectores binarios de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 14 en donde el origen de replicacion del segundo vector binario

el origen RK2.

16. Un sistema de vectores binarios de acuerdo con la reivindicacion 15 donde el
maodulo origen RK2 comprende la SEQ ID NO: 106 o la SEQ ID NO: 107.

17. Un sistema de vectores binarios de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 16 donde el segundo vector binario se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 24.

18. Una célula hospedadora bacteriana que comprende el vector binario de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el sistema de vectores binarios

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17.

19. Un célula hospedadora bacteriana de acuerdo con la reivindicacién 18 que es

Agrobacterium sp., o Escherichia coli.

20. Un cultivo celular que comprende la célula bacteriana hospedadora de acuerdo

con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19.

21. Método para administrar al menos una secuencia de nucleétidos de interés a al
menos una célula vegetal que comprende:

(@) insertar al menos una secuencia de nucleétidos de interés en el vector
binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o en el
sistema de vectores binarios de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 17,

(b) introducir el vector binario o el sistema de vectores binarios de la etapa
(a) en al menos una célula hospedadora bacteriana, y

(©) poner en contacto la célula hospedadora de la etapa (b) con al menos
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una célula vegetal.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, donde la célula bacteriana

hospedadora es una célula de Agrobacterium sp.

23. El método de acuerdo con la reivindicacion 23, donde la célula de

Agrobacterium comprende un plastido Ti desactivado.

24, Método para la administracion in vitro de al menos una secuencia de
nucledtidos de interés a al menos una célula u organismo eucariota, que comprende:
@) insertar al menos una secuencia de nucleétidos de interés en el vector
binario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o en el
sistema de vectores binarios de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 17,
(b) introducir el vector binario o el sistema de vectores binarios de la etapa

(a) en al menos un célula u organismo eucariota.

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 24 donde la célula u organismo
eucariota se selecciona del grupo que consiste en levaduras, hongos, insectos y

animales.

26. Método para obtener una planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria
genética que comprende la etapa de introducir el vector binario de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, el sistema de vectores de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17 o la célula bacteriana hospedadora de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19, en una célula vegetal.

27. El método de acuerdo con la reivindicacion 26, donde la célula bacteriana
hospedadora es una célula de Agrobacterium sp.

28. El método de acuerdo con la reivindicacion 27, donde la célula de

Agrobacterium comprende un plastido Ti desactivado.

29. Una célula vegetal o planta disefilada mediante ingenieria genética que se
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puede obtener por el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a
28.

30. Método para obtener in vitro una célula u organismo eucariota disefiado
mediante ingenieria genética que comprende la etapa de introducir el vector binario de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, el sistema de vectores de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, en una célula u organismo

eucariota.

31. Método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 30, donde el célula u
organismo eucariota diseflado mediante ingenieria genética se selecciona del grupo
gue consiste en una célula de levadura, una célula fangica, una célula de insecto, y

una célula animal.

32. Una célula u organismo eucariota disefiado mediante ingenieria genética que
se puede obtener por el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 30
a 31.

33. Uso in vitro o ex vivo del vector binario de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, el sistema de vectores binarios de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 13 a 17, la célula hospedadora de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 19, el cultivo celular de acuerdo con la reivindicacion 20, la
planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria genética de acuerdo con la
reivindicacion 29, o la célula u organismo eucariota diseflado mediante ingenieria

genética de acuerdo con la reivindicacion 32:

a) para inactivacion génica especifica del sitio;

b) para edicién del genoma especifica del sitio;

C) para interferencia especifica de la secuencia de ADN;

d) para edicion del epigenoma especifica del sitio;

e) para modulacidn transcripcional especifica del sitio; o

f) para disefio mediante ingenieria del genoma multiplexado.

34. Kit que comprende el vector binario de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, el sistema de vectores binarios de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 13 a 17, la célula bacteriana hospedadora de acuerdo con
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cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19, el cultivo celular de acuerdo con la
reivindicacion 20, la planta o célula vegetal disefiada mediante ingenieria genética de
acuerdo con la reivindicacion 29, o la célula u organismo eucariota disefiado mediante

ingenieria genética de acuerdo con la reivindicacion 32.
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Fig. 1

Modulo 3
o@o ow
Origen

+ o=n-ﬂ-|=o
ac a ADN- T

® pBBR1  Enlazador_1 @Enlazador_2{) Enlazador_3

83



ES 2 693 895 Al

O

Golden
Gate

¥ ¥
OF.

o
B4

84



ES 2 693 895 Al

85



ES 2 693 895 Al

Fig. 5
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Fig. 5 (cont.)

Virus del mosaico del repolio poli(A)

pLX-TuMV

14,4 kb
@pBBR1
D
pLX-TuMV
I_n Qut
B g [ i vl
‘W

Fig. 6

Virus de la shanfra poli(A)

87



ES 2 693 895 Al

Fig. 6 (cont.)
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Fig. 7
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 12 (cont.)
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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