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DESCRIPCION
Método para eliminar un ligamiento genético en una planta
Campo de la invencion

[0001] La presente divulgacion se refiere al campo de las plantas, en particular a los campos de mejora vegetal y
genética vegetal. Mas en patrticular, la divulgacién concierne la metodologia inventiva que puede ser util en
mejorar las propiedades de las plantas.

Estado de la técnica

[0002] La recombinacién produce la hueva ordenacion de genes por varios mecanismos tales como distribucion y
segregacion, entrecruzamiento, conversion génica y transformacién. La recombinacion en plantas puede ocurrir
en numerosas etapas en el desarrollo de las plantas. Hay dos clases diferentes principales de recombinacion en
células vegetales, recombinacién homologa (RH) y union de extremos no homélogos (NHEJ, por sus siglas en
inglés). La via de recombinacién RH implica reorganizaciones entre moléculas de ADN que comparten la misma
secuencia de ADN, ya sea en el mismo cromosoma o en diferentes. Esto contrasta con la via de NHEJ, que es
capaz de generar reorganizaciones entre cualquier molécula de ADN, independientemente de cualquier
homologia de ADN entre ellas. Se cree que la via de RH esté activa en todos los tipos diferentes de células
vegetales, por ejemplo, la RH juega un papel esencial en la formacién de gametos por promocion de cruces entre
crométidas hermanas para la correcta segregacion de cromosomas Yy la recombinacion de diferentes alelos
parentales (RH meidtica). La via de RH estad activa también en células mitéticas donde esta principalmente
implicada en la reparacion del dafio del ADN en un locus que utiliza la informacion de secuencia presente en el
locus homologo no dafiado (RH mitética). Este puede estar presente en el mismo cromosoma o en uno diferente
gue el locus dafiado. La via de NHEJ esta activa también en células tanto meidticas como mitéticas y es muy
eficaz en la union de extremos de ADN no homdlogos. Una de las diferencias principales entre las vias de RH y
de NHEJ es la fidelidad del proceso. Mientras que la RH entre secuencias de ADN relacionadas produce una
recombinacion en la que se conserva la secuencia de ADN de ambas moléculas/ambos locus, la via de NHEJ
genera frecuentemente mutaciones pequefias en la posicién donde ocurre la recombinacién, que puede ser
mutagénica en si misma.

[0003] La mejora vegetal implica la seleccion de plantas parentales 6ptimas que luego se cruzan y la progenie de
este cruce con caracteristicas de crecimiento mejoradas se selecciona. La mejora vegetal ha sido muy exitosa
durante los dltimos 100 afios en la domesticacién de una amplia gama de especies de plantas y la mejora
significativa del rendimiento y la calidad de productos vegetales.

[0004] Esto se ha conseguido a través de la seleccion de la variacion alélica que proporciona mejoras tanto en el
cultivo de plantas como en los rasgos de consumo. Tipicamente, un cruce se realiza entre dos plantas parentales
para producir la progenie hibrida F1 que se autofecunda luego para crear alelos homocigéticos y la progenie
resultante F2 se criba para el fenotipo de interés. Cuando las plantas se cruzan para formar el hibrido (F1), la
recombinacién (cruces) ocurre entre los diferentes cromosomas homélogos de las plantas parentales durante la
meiosis, redistribuyendo la informacion genética aportada por cada progenitor.

[0005] La recombinacion durante la meiosis (RH meiética) es un proceso (semi)aleatorio dependiente de la
homologia que produce gametos masculinos y femeninos que llevan cada uno conjuntos diferentes de alelos de
las plantas parentales. Si se desea una combinacion particular de locus parentales en la progenie, entonces
deben cribarse muchos individuos para seleccionar aquellos que han heredado los alelos parentales deseados.
El cribado se puede realizar basado solamente en el fenotipo o, como suele ser el caso, usando marcadores
moleculares estrechamente ligados al/a los alelo(s) de interés. Este método de mejora asistida por marcadores
(MAB) tiene la ventaja de que las plantas de una poblacién F2 se pueden cribar en una fase de crecimiento
temprana de modo que no es necesario mantener poblaciones grandes de plantas maduras y también se pueden
cribar para la presencia de muchos marcadores ligados a alelos multiples. Por lo tanto, esta claro que el proceso
de recombinacién meiética es el principal impulsor en la mejora vegetal y que los procesos que afectan a esta
pueden llevar a cuellos de botella en el proceso de mejora.

[0006] Se espera que la poblacion mundial total aumente significativamente en las préximas décadas y hay una
comprensiéon de que el rendimiento de muchos cultivos también debe aumentar utilizando al mismo tiempo la
misma area de tierra cultivable y usando menos recursos tales como agua y fertilizante. La mejora vegetal tiene
un gran papel a jugar en la mejora del rendimiento de cultivos a través de la introduccién de alelos nuevos
presentes en el germoplasma. Sin embargo, la mejora vegetal convencional ha llevado a una reduccién en la
cantidad total de variacion alélica presente en las plantas cultivadas, ya sea a través de la seleccién consciente
contra los rasgos que fueron vistos como deletéreos o a través de la pérdida inconsciente de alelos debido a la

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705033 T3

falta de presion de seleccién en la variacién que se consideré neutral en ese momento. Debido a la variacién
alélica reducida en especies cultivadas, es improbable que los alelos nuevos que pueden conferir tales rasgos,
como nuevas resistencias bioticas y abioticas, estén presentes en el germoplasma cultivado. Una fuente posible
de tales alelos esta en el germoplasma silvestre no adaptado. El germoplasma silvestre ha sido de uso general
para mejorar el germoplasma de especies cultivadas cuando las condiciones de crecimiento o las preferencias
del consumidor cambian y el acervo génico existente no tiene la variaciéon genética necesaria para satisfacer las
necesidades cambiantes. El éxito del uso de germoplasma silvestre depende de varios factores, tales como la
amplitud de variacién a la que se puede acceder a través de cruces (por ejemplo, incompatibilidad de plantas,
barreras de especies), la velocidad a la que se puede transferir la nueva variaciéon genética para abordar las
necesidades rapidamente cambiantes y, finalmente, cuanta variacion se puede transferir a partir de unas
especies silvestres sin la transferencia de efectos negativos severos (arrastre por ligamiento). El arrastre por
ligamiento puede describirse como la presencia de un ligamiento genético entre dos locus, por ejemplo, uno
deseable y el otro indeseable, en el mismo cromosoma. A consecuencia de este ligamiento genético, los dos
locus se heredan juntos durante la meiosis normal. Desafortunadamente, con los métodos disponibles en la
técnica, eliminar el ligamiento genético entre tales genes deseados y no deseados en una planta, y obtener una
planta con solo los genes deseados y los rasgos asociados, ha resultado ser dificil, lento y, en varios casos,
imposible.

[0007] La meiosis es responsable de la formacion de gametos reducidos (6vulos o polen) que contienen la mitad
del complemento genético de la planta parental. Durante la meiosis, la recombinacion meiética ocurre entre los
cromosomas parentales dando como resultado una mezcla de alelos parentales de modo que los gametos llevan
combinaciones diferentes de locus parentales que producen patrones diferentes de variacion genética en las
plantas de la progenie. La recombinacion meibtica ocurre normalmente entre las regiones eucromaticas de los
cromosomas parentales donde hay un alto grado de sintenia, tanto a nivel estructural como de ADN. Es bien
conocido en la literatura que la recombinacion (cruces) entre cromosomas parentales se inhibe en regiones que
son estructuralmente diferentes (tales como deleciones, inserciones o inversiones grandes) o falta de identidad
de secuencia de ADN. Este es un problema menor cuando los progenitores se derivan a partir de un linaje
comun y son, por lo tanto, genéticamente similares, pero se convierte en un problema mayor cuando se
consideran cruces con germoplasma silvestre que probablemente sea méas diverso genéticamente que las lineas
cultivadas. En tales casos, las regiones en las que los cruces pueden ocurrir entre los cromosomas del
germoplasma silvestre y el germoplasma cultivado se inhiben por las diferencias estructurales anteriormente
mencionadas en el ADN. Cuando se realiza un cruce entre lineas de plantas con germoplasma cultivado y
silvestre, se seleccionan plantas F2 que llevan los alelos deseados y luego estas se retrocruzan multiples veces
con la linea de planta cultivada, mientras se continla para seleccionar plantas que llevan el/los alelo(s) de
germoplasma silvestre deseado(s), para aumentar el porcentaje del genoma aportado por el progenitor cultivado,
mientras se disminuye el porcentaje del genoma del progenitor silvestre. En una situacion ideal, esto dara lugar a
una planta con el genoma del progenitor cultivado, pero que lleva un locus pequefio (introgresion) del
germoplasma silvestre. Como se ha indicado antes, este proceso de retrocruce es completamente dependiente
de la recombinacion mei6tica normal que ocurre entre locus de los dos progenitores. Sin embargo, debido a la
presencia de diferencias estructurales y de secuencia entre los progenitores, la recombinacién meidtica se puede
suprimir, lo que lleva a la presencia de introgresiones grandes del germoplasma silvestre que no pueden
reducirse (Canady et al. (2006) Genetics 174, 1775-1788).

[0008] Como la recombinacion meidtica esta suprimida en tales regiones, los retrocruzamientos posteriores no
tienen éxito en la disminucion del tamafio de las introgresiones. Esto puede ser un problema particular cuando
tanto el rasgo positivo deseado como también un rasgo negativo se sitian en la introgresion, ya que estos no
pueden separarse facilmente usando la recombinacion meidtica. Esto explica por qué hay a menudo arrastre por
ligamiento que no puede romperse facilmente en las introgresiones derivadas de germoplasma silvestre. El
enfoque tomado normalmente para romper tal arrastre por ligamiento es cribar muchas mas plantas de lo normal
para un evento de recombinacién entre los dos locus. Esto es a veces posible, pero puede ser muy caro y no
tiene garantia de éxito, ya que se desconoce el grado de supresion de la recombinacion. Hay muchos ejemplos
de introgresiones en las que no se produce recombinacion adicional a pesar de serios esfuerzos para cribar
poblaciones de plantas muy grandes. Varias publicaciones (por ejemplo, W0O03/104451 y WO00/54574) han
descrito métodos para aumentar la RHM en plantas, que pueden aumentar la probabilidad de obtener los
eventos de recombinaciéon raros en regiones de recombinacion meiética suprimida, como en regiones con
arrastre por ligamiento. Sin embargo, los métodos descritos en estas publicaciones proponen tratamientos que
mejoran la via de RH entre todos los locus homdlogos en la célula, o que es indeseable en el material de mejora.
Ademas, estos tratamientos también son a menudo intrinsecamente mutagénicos, lo que altera la secuencia de
ADN en todo el genoma y llevan a fenotipos imprevisibles. Por ejemplo, la publicacién EP0270120 ensefia que el
arrastre por ligamiento puede romperse por el crecimiento de células vegetales en cultivo de tejidos en un medio
que contiene niveles altos de un regulador de crecimiento de plantas mutagénico. Como con las otras
publicaciones, afectara al indice de recombinacion en todo el genoma vy, asi, las plantas generadas por este
método seran inapropiadas para otra mejora.
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[0009] Por lo tanto, hay una necesidad clara en la técnica de una metodologia reproducible y mas facil que
permita la manipulaciéon del genoma de las plantas, en particular en procesos de mejora, y en particular que
permita la rotura/eliminacion del ligamiento genético entre dos locus en el mismo cromosoma, en particular
donde tales locus estan ambos localizados en una parte del cromosoma donde la recombinacién esta suprimida.

Problemas resueltos por la presente invencién

[0010] Sorprendentemente, descubrimos que la necesidad identificada anteriormente en el estado de la técnica
puede resolverse usando la via de NHEJ para inducir un evento de recombinacion especificamente solo en la
introgresion con el arrastre por ligamiento y evitando alterar los indices de recombinacion o de mutacion en el
resto del genoma. De hecho, en esta invencion revelamos un uso nuevo de la via de NHEJ en la mejora vegetal,
especificamente para romper el arrastre por ligamiento. Aqui revelamos un método que se puede aplicar en
células vegetales soméaticas y permite crear una translocacion por NHEJ en cualquier posicion especifica entre
cromosomas homadlogos u homedlogos, por ejemplo, en un hibrido F1. La metodologia se puede usar para una
amplia gama de aplicaciones de mejora, por ejemplo, con el fin de eliminar el arrastre por ligamiento, con el fin
de una manipulacion dirigida de genomas poliploides, con el fin de la produccién de introgresiones a medida, con
el fin de un mapeo fino simplificado y con el fin de generar fusiones de genes.

[0011] En més detalle, la invencion implica la introduccién de roturas de doble cadena, por ejemplo, usando
nucleasas especificas de sitio (incluidos sistemas de nucleasa), en células vegetales, incluidos protoplastos
vegetales. Las nucleasas especificas de sitio se pueden dirigir a secuencias idénticas especificas en la posicion
correspondiente en ambos cromosomas homélogos. Estas inducen luego una rotura de doble cadena de ADN en
cada cromosoma que, con una frecuencia inesperadamente alta (en aprox. el 0,8% de las células), se vuelven a
unir dando como resultado un intercambio de brazos cromosémicos, que conduce a una translocacion dirigida
inducida. Una importante ventaja adicional de este método es que solo requiere instalaciones de cultivo de
tejidos para identificar los eventos de recombinacion deseados en vez de cribar grandes poblaciones de plantas
para identificar eventos de RH meidtica aleatorios, todo lo cual requiere un invernadero. Por lo tanto, el uso del
método para los fines dados anteriormente también puede conducir a una gran reduccién de costes en los
procesos de mejora mismos.

[0012] El método segun la invencién puede, por ejemplo, usarse con el fin de:

a. Romper el arrastre por ligamiento: se han introducido resistencias a virus severos tales como el TMV y el
TYCLYV a partir de especies silvestres de tomate y los genes que confieren resistencia estan presentes en
fragmentos de introgresion grandes que son recombinantemente silenciosos. También hay genes en estas
introgresiones que afectan negativamente al rendimiento (arrastre por ligamiento), pero no se pueden
recombinar separados de la fuente de resistencia. Sin embargo, esta pérdida de rendimiento se acepta, ya
gue la resistencia viral es muy valiosa. La técnica descrita en la presente se puede usar con el fin de romper
el fragmento de introgresion en posiciones definidas, generando asi lineas con la resistencia al virus, pero
gue carecen del arrastre por ligamiento. Todos los tipos de arrastre por ligamiento son un gran problema en
mejora y continuara ralentizando y complicando la mejora vegetal en el futuro.

b. Introgresiones a medida: cualquier region cromosomica de secuencia conocida se puede ligar a cualquier
otra secuencia en el cromosoma homélogo. Esto le permite a uno definir el tamafio de la introgresién que
uno querria tener en un producto final. De hecho, la introgresién podria comprender un Unico gen.

c. Mapeo fino: el mapeo de genes usa la recombinacién meidtica para ligar genes a marcadores, pero no es
eficaz cuando la recombinacion meiética se suprime o cuando muchos genes estan estrechamente ligados.
El método descrito en la presente, que conduce a una translocacion, puede utilizarse para dividir un
fragmento de introgresion en regiones menores que pueden luego ser genotipadas utilizando marcadores o
ser fenotipadas. De esta manera, uno puede identificar rApidamente genes causales.

d. Recombinacion intragénica: se necesitan nuevas fuentes de resistencia ya que se desarrollan nuevos
biotipos de patdgenos. Los genes de resistencia estan normalmente presentes en agrupaciones y la
recombinacién entre estos genera nuevos genes que confieren nuevas resistencias. Sin embargo, estos
son eventos de baja frecuencia y dificiles de encontrar. Las translocaciones pueden utilizarse para combinar
partes (dominios) de genes de resistencia presentes en agrupaciones en cromosomas diferentes para crear
nuevas combinaciones de dominios que confieren nuevas resistencias.

e. Homocigosidad en especies de poliploidia: varias especies de plantas de poliploidia son alopoliploides, lo
que significa que los genomas separados no se recombinan durante la meiosis. Esto puede ser
problematico cuando uno de los genomas lleva un fenotipo negativo en una posicién cromosomica, porque
este no puede eliminarse. Se pueden inducir translocaciones entre los genomas y a través de
autofecundacién se puede crear una situacion en la cual brazos cromosémicos enteros se vuelven
completamente homocigéticos. Esto también puede usarse para transferir mutaciones inducidas en los
cromosomas de un genoma a los cromosomas del otro genoma, que es particularmente Util si tales
mutaciones son recesivas (que es casi siempre el caso).
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[0013] Con la realizacion del pensamiento inventivo para aplicar el método descrito en la presente para los varios
fines descritos anteriormente, la persona experta sera capaz de aplicar en efecto este método para los fines
proporcionados anteriormente.

Resumen

[0014] En un aspecto se proporciona un método para eliminar el ligamiento genético entre un primer locus Ay un
segundo locus B presentes en un primer cromosoma vegetal en una planta o célula vegetal, donde se suprime la
recombinacion (meiética) entre, e incluyendo, la ubicacion de dicho primer locus A y la ubicacién de dicho
segundo locus B en el cromosoma. El método comprende las etapas de provision de al menos una célula vegetal
que comprende dicho primer cromosoma que comprende dicho primer locus A y dicho segundo locus B y que
comprende ademas al menos un segundo cromosoma, donde dichos cromosomas son cromosomas homaélogos
u homedlogos entre si; introduccion de una rotura de doble cadena en el primer cromosoma, donde la rotura de
doble cadena en el primer cromosoma se introduce entre dicho primer locus A y dicho segundo locus B,
proporcionando asi una primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A y una segunda
parte del primer cromosoma que comprende el segundo locus B e introduccion de una rotura de doble cadena en
el segundo cromosoma, proporcionando asi una primera parte del segundo cromosoma y una segunda parte del
segundo cromosoma. La rotura de doble cadena en el primer cromosoma y/o la rotura de doble cadena en el
segundo cromosoma se introduce por al menos una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada
del grupo que consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL y el sistema CRISPR
Cas9/crARN/tracrARN.

[0015] Opcionalmente, pero en cierta forma de realizacién preferida, el método comprende ademas la
identificacion, utilizando al menos una célula vegetal obtenida, de al menos una célula vegetal donde el
ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en el primer cromosoma se ha eliminado v,
ademas, donde la primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A se liga a la segunda
parte del segundo cromosoma.

[0016] La rotura de doble cadena en el primer cromosoma y/o la rotura de doble cadena en el segundo
cromosoma es/son introducida(s) por al menos una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada
del grupo que consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL (TALENS) y el
sistema CRISPR Cas9/crARN/tracrARN.

[0017] En una forma de realizacién particularmente preferida, el método se realiza donde el primer cromosoma
comprende dicho primer locus A y dicho segundo locus B, donde dicho primer locus A esté ligado a un rasgo
deseable de un primer caracter y dicho segundo locus B esta ligado a un rasgo indeseable de dicho primer
caracter o un segundo caracter; y donde dicho segundo cromosoma no comprende un locus que es idéntico a
dicho segundo locus B ligado a un rasgo indeseable de dicho primer caracter o un segundo caréacter, y; una
rotura de doble cadena se introduce entre dicho primer locus A y dicho segundo locus B en el primer cromosoma
y en un locus o ubicacion correspondiente en el segundo cromosoma. Esta forma de realizacion permite la
eliminacion del arrastre por ligamiento entre rasgos deseados y no deseados comunmente visto en las plantas
(hibridas).

[0018] Por consiguiente, también se proporciona un método para suministrar una planta P1 obtenida a partir de
una planta P2, donde dicha planta P2 se caracteriza por la presencia de ligamiento genético entre un primer
locus A y un segundo locus B en un primer cromosoma, donde se suprime la recombinacion (meidtica) entre, e
incluyendo, la ubicacion de dicho primer locus A y la ubicacion de dicho segundo locus B en el cromosoma, y
donde dicha planta P1 se caracteriza por la ausencia de dicho ligamiento genético, comprendiendo el método la
provisién de al menos una célula vegetal, comprendiendo dicho primer cromosoma dicho primer locus A y dicho
segundo locus B y que comprende ademas al menos un segundo cromosoma, donde dichos cromosomas son
cromosomas homdlogos u homedlogos entre si; la introduccién de una rotura de doble cadena en el primer
cromosoma, donde la rotura de doble cadena en el primer cromosoma se introduce entre dicho primer locus A'y
dicho segundo locus B, proporcionando asi una primera parte del primer cromosoma que comprende el primer
locus Ay una segunda parte del primer cromosoma que comprende el segundo locus B y la introduccion de una
rotura de doble cadena en el segundo cromosoma, proporcionando asi una primera parte del segundo
cromosoma y una segunda parte del segundo cromosoma, y; opcionalmente, la identificacion de la al menos una
célula vegetal obtenida de al menos una célula vegetal donde se ha eliminado el ligamiento genético entre el
primer locus A y el segundo locus B en el primer cromosomaa, y ademas, donde la primera parte del primer
cromosoma que comprende el primer locus A se liga a la segunda parte del segundo cromosoma. La planta P1
puede asi regenerarse.

[0019] Segun otro aspecto de la invencion, esta previsto el uso de una nucleasa especifica de sitio,
preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en una nucleasa de dedo de zinc, una meganucleasa, una
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nucleasa efector TAL y el sistema CRISPR Cas9/crARN/tracrARN para eliminar el ligamiento genético entre un
primer locus A y un segundo locus B presentes en un primer cromosoma, donde se suprime la recombinacién
(meidtica) entre, e incluyendo, la ubicacion de dicho primer locus A y la ubicacién de dicho segundo locus B en el
cromosoma.

[0020] Segun un aspecto final de la divulgacion, se proporciona una planta, parte de planta, fruta o semilla
obtenible por u obtenida por el método segun la invencién, o el uso segun la invencién.

Descripcion de los dibujos
[0021]

Figura 1: Panel de la izquierda: dos cromosomas homélogos se indican dentro de un Unico protoplasto
donde la seccién gris claro en un cromosoma representa una introgresion (gris claro) de unas especies
silvestres no adaptadas en las que no ocurre la recombinacién meidtica (supresion de la recombinacion).
Las cajas en la introgresiéon representan el locus que da el fenotipo positivo (negro) y el locus que da el
fenotipo negativo. El plasmido que expresa la enzima inductora de la rotura de doble cadena se muestra
como un circulo. Las flechas representan las posiciones en el cromosoma en las que se induce una RDC de
ADN por la nucleasa especifica de sitio. Panel medio: se induce la RDC de ADN en ambos cromosomas
homologos. Panel derecho: reparaciéon de la RDC que conduce a una translocacion reciproca. Los locus
positivos y negativos ya no estan ligados.

La figura 2 proporciona la secuencia del locus ALS2 de Solanum pennellii. EI marco de lectura abierto de
ALS2 esta subrayado. La secuencia diana para la ZFN se muestra en cursiva y en negrita.

La figura 2a muestra los resultados de la prueba de cebadores que amplifican especificamente el locus
ALS2 de Solanum pennellii (panel de la izquierda) o el locus ALS2 WT (panel de la derecha). L, escalera;
BC, linea F1 derivada a partir de un cruce IL7-3 x M82; M82, linea de tomate WT; IL7-3, linea que contiene
una introgresion de S. pennellii en el cromosoma VII; B, control de agua.

La figura 3 muestra deleciones pequefias inducidas en protoplastos de las lineas IL7-3 y M82. Linea
superior, secuencia del sitio diana. Los sitios de unidon a ZFN estan subrayados. Se muestran las pequefias
deleciones que se encontraron en los protoplastos de M82 e IL7-3. Los guiones representan nucle6tidos
que faltan.

Figura 4: se muestran (arriba) las secuencias de ALS2 de M82 y ALS2 de S. pennellii con el sitio de union a
ZFN subrayado y los polimorfismos de nucle6tido tnico (SNP) entre los locus mostrados en negrita y en
minudscula. Los sitios de union a ZFN estan subrayados. El primer SNP entre los locus después del sitio de
union a ZFN esté 449 bps corriente abajo como se indica. Los cebadores usados para toda la amplificacion
por PCR fueron 11_13680 (cebador directo de ALS2 de S. pennellii) y 12_07231 (cebador inverso de ALS2
de M82). M82 y IL7-3, secuencia de productos de PCR clonados derivados de la transfeccion de
protoplastos de las lineas parentales con pKG7402. F1, secuencia de productos de PCR clonados
derivados de la transfeccion de protoplastos de la linea F1 con un pKG7381 (35S::GFP). F1 x ZFN,
secuencia de productos de PCR clonados derivados de la transfeccion de protoplastos de la linea F1 con
pKG7402. La presencia de INDEL pequefias en el sitio de union a ZFN se representa por nucledtidos que
faltan. Los clones #1 y #2 se aislaron utilizando los cebadores 12_11216 + 12_11217 en una reaccion de
PCR no selectiva.

La figura 5 muestra esquematicamente translocaciones dirigidas en Brassica napus. 1, se indican los
genomas A (gris oscuro) y C (gris claro). El locus que se va a hacer homocigético se indica mediante un
circulo. Una nucleasa especifica de sitio se expresa en la célula y se induce una RDC en los 4 cromosomas
en la posicion de la linea punteada. 2, se produce una translocacion dirigida entre los genomas Ay C. 3,
después de autofecundar, la regién de translocacion y el locus de interés es homocig6tica. 4, parte del
brazo cromosomico del genoma C se vuelve homocigético.

Descripcion
Definiciones

[0022] A menos que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el
mismo sentido que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. La practica
de técnicas convencionales en biologia molecular, bioquimica, bioquimica computacional, cultivo celular, ADN
recombinante, bioinformatica, gendmica, secuenciacion y campos relacionados es bien conocida por los expertos
en la técnica y se discuten, por ejemplo, en las siguientes referencias bibliograficas: Sambrook et al., Molecular
Cloning. A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989;
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987 y actualizaciones
periddicas; y la serie Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego. Para fines de la presente invencion,
los siguientes términos se definen a continuacion.
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[0023] Como se utiliza en la presente, las formas singulares "un/una" y "el/la" incluyen referentes plurales a
menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, una referencia a "una" molécula de ADN puede
incluir una pluralidad de las mismas moléculas de ADN (por ejemplo, 10's, 100's, 1000's, 10's de miles, 100's de
miles, millones, 0 mas moléculas).

[0024] El término "y/o" indica que pueden ocurrir uno 0 mas de los casos declarados. En otras palabras, un caso
declarado puede ocurrir 0 solo 0 en combinacién con al menos uno de los casos declarados, hasta con todos los
casos declarados. El término y/o divulga cada caso declarado solo, asi como la combinacién especifica de un
caso declarado con al menos uno de los otros casos declarados, hasta con todos los casos declarados.

[0025] En esta divulgacion, "comprende”, "que comprende”, "que contiene" y "que tiene" y similares pueden tener
el significado que se les asigna en la ley de patentes y pueden significar "incluye", "incluyendo" y similares;
asimismo, "que consiste esencialmente en" o "consiste esencialmente"” tiene el significado asignado en la ley de
patentes y el término es abierto, permitiendo la presencia de mas de lo que se recita siempre que no se cambien
las caracteristicas basicas o nuevas de lo que se recita por la presencia de mas de lo que se recita, pero excluye
formas de realizacion del estado de la técnica.

[0026] Como se utiliza en la presente, el término "alelo(s)" significa cualquiera de una o méas formas alternativas
de un gen en un locus particular. En una célula diploide de un organismo, los alelos de un gen dado se localizan
en una ubicacion especifica, o locus (plural locus), en un cromosoma. Un alelo est4 presente en cada
cromosoma del par de cromosomas homélogos. Un diploide o una especie de planta puede comprender un gran
namero de alelos diferentes en un locus particular.

[0027] Un "caréacter" se refiere a un atributo fenotipico de un organismo. Un caracter se puede manifestar en
rasgos diferentes. Por ejemplo, la planta puede ser una planta que tiene el color de las flores como un caracter y
siendo las flores rojas o blancas los rasgos A y B del caracter. En la presente invencion, el caracter (o rasgo)
puede ser cualquiera, siempre que los miembros del organismo que tienen un primer rasgo del caracter puedan
ser fenotipicamente distinguidos de los miembros del organismo que tienen un segundo rasgo del caracter. Esto
no se limita solo a diferencias que pueden observarse directamente por inspeccién de un organismo, sino que
también incluye caracteres/rasgos que pueden aparecer en otro andlisis del organismo, por ejemplo, en el
analisis de la resistencia a ciertas circunstancias o en el andlisis de la presencia de metabolitos particulares en
tal organismo.

[0028] La persona experta entiende que "ligamiento genético” entre locus en el mismo cromosoma se refiere a
los locus que se sitdan uno respecto a otro en el mismo cromosoma de manera que normalmente se heredan
juntos durante la meiosis. Por ejemplo, los genes cuyos locus estdn mas cerca entre si tienen menor probabilidad
de ser separados en cromatidas diferentes durante el cruce cromosémico y, por lo tanto, se dice que estan
ligados genéticamente. Otro ejemplo es cuando los locus estan ambos situados en el mismo segmento del
cromosoma caracterizado por la "supresion de la recombinacién (meidtica)" (vease mas abajo). También en este
caso, es probable que los locus se hereden juntos durante la meiosis.

[0029] Como se utiliza en la presente, el término "heterocig6tico” significa una condicion genética existente
cuando dos alelos diferentes residen en un locus especifico. Por el contrario, como se utiliza en la presente, el
término "homocigoético" significa una condicidon genética existente cuando dos alelos idénticos residen en un
locus especifico, pero se posicionan individualmente en pares correspondientes de cromosomas homaélogos en
la célula.

[0030] EI término cromosoma "homeodlogo” se utiliza para describir la relacion de cromosomas similares unidos
después de la hibridacién entre especies y la alopoliploidizacion, y cuya relacion fue completamente homéloga
en una especie ancestral. Se dice que dos cromosomas son homeodlogos cuando derivan de dos genomas
diferentes, pero comparten caracteristicas tales como secuencias de nucleétidos similares, sintenia de orden
génico similar y se colocan en posiciones correspondientes en los cariogramas de ambos genomas.

[0031] EI término cromosoma "homélogo” se utiliza para describir la relacién de cromosomas similares que se
aparean en la meiosis. Dos cromosomas son homélogos entre si cuando son capaces de formar pares de
cromosomas en la meiosis a través de un complejo sinaptonémico.

[0032] La reaccion enzimatica catalizada por una enzima ligasa en la que dos moléculas de ADN de doble
cadena se unen de manera covalente es referida como ligamiento. Se dice que la molécula de ADN es "ligada"
por esta reaccion.
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[0033] Como se utiliza en la presente, el término "locus" (plural locus) significa una posicion o posiciones
especificas o un sitio en un cromosoma donde se localiza un gen o marcador genético.

[0034] EI "genotipo" es la composicion genética de una célula, un organismo o un individuo (es decir, la
composicion alélica especifica del individuo) normalmente con referencia a un caracter o rasgo especifico en
consideracion.

[0035] Un "fenotipo" es las caracteristicas o rasgos observables de un organismo tales como su morfologia,
desarrollo, propiedades bioquimicas o fisiologicas, fenologia, comportamiento y productos del comportamiento.
Los fenotipos resultan de la expresion de los genes, asi como la influencia de factores medioambientales y las
interacciones entre los dos.

[0036] La presente divulgacion es aplicable a una amplia gama de plantas, tanto monocotiledéneas como
dicotileddneas. Los ejemplos no limitativos incluyen Cucurbitaceae, Solanaceae y Gramineae, maiz (especies de
Zea), trigo (especies de Triticum), cebada (por ejemplo, Hordeum vulgare), avena (por ejemplo, Avena sativa),
sorgo (Sorghum bicolor), centeno (Secale cereale), soja (Glycine spp, por ejemplo, G. max), algodén (especies
de Gossypium, por ejemplo, G. hirsutum, G. barbadense), Brassica spp. (por ejemplo, B. napus, B. juncea, B.
oleracea, B. rapa, etc.), girasol (Helianthus annus), alazor, fiame, mandioca, alfalfa (Medicago sativa), arroz
(especies de Oryza, por ejemplo, grupo de variedad cultivada de O. sativa indica o grupo de variedad cultivada
de japonica), hierbas de forraje, mijo perla (Pennisetum spp., por ejemplo, P. glaucum), especies de &rboles
(Pinus, alamo, abeto, platano, etc.), té, café, palma de aceite, coco, especies vegetales, tales como guisante,
calabacin, alubias (por ejemplo, especies de Phaseolus), pepino, alcachofa, espéarrago, brécoli, ajo, puerro,
lechuga, cebolla, rabano, lechuga, nabo, coles de Bruselas, zanahoria, coliflor, achicoria, apio, espinaca, endibia,
hinojo, remolacha, plantas de fruto carnoso (uvas, melocotones, ciruelas, fresa, mango, manzana, ciruela,
cereza, albaricoque, platano, mora, arandano, citrico, kiwi, higos, limén, lima, nectarinas, frambuesa, sandia,
naranja, pomelo, etc.), especies ornamentales (por ejemplo, especies de rosa, petunia, crisantemo, lirio,
gerbera), hierbas (menta, perejil, albahaca, tomillo, etc.), arboles lefiosos (por ejemplo, especies de Populus,
Salix, Quercus, Eucalyptus), especies de fibras, por ejemplo, lino (Linum usitatissimum) y cafiamo (Cannabis
sativa), u organismos modelo, tal como Arabidopsis thaliana.

[0037] Para los fines de la presente invencion, el término "recombinacion” se utiliza para indicar el proceso por el
gue se cambia material genético entre dos locus.

[0038] "Supresion de la recombinacién (meidtica)": la recombinacion meidtica entre dos locus en el mismo
cromosoma en un individuo hibrido se suprime cuando se produce menos de un cruce o evento de
recombinacion en 2000 individuos descendientes después de autofecundar o retrocruzar la planta hibrida.

[0039] En biologia, "un rasgo” se refiere a cualquier caracter fenotipico distintivo de un miembro individual de un
organismo en comparacion con (cualquier) otro miembro individual del mismo organismo. En el contexto de la
presente invencion, el rasgo puede heredarse, es decir, pasarse a lo largo de las generaciones siguientes del
organismo mediante la informacion genética en el organismo. "Rasgo del mismo caracter" o "rasgo de dicho
caracter": cualquiera de un grupo de al menos dos rasgos que existe (0 se volvid aparente) para un caracter. Por
ejemplo, en caso del caracter "color de la flor", las manifestaciones fenotipicas pueden comprender azul, rojo,
blanco, etc. En el ejemplo anterior, azul, rojo y blanco son todos rasgos diferentes del mismo caracter.

[0040] A lo largo de esta solicitud, se citan varias referencias en paréntesis para describir mas completamente el
estado de la técnica a la que pertenece esta invencion. La informacion bibliografica completa para cada citacion
se encuentra al final de la especificacion, inmediatamente precedente a las reivindicaciones.

Descripcion detallada

[0041] La presente invencién proporciona un método nuevo e inventivo para eliminar el ligamiento genético entre
locus presente en un cromosoma, haciendo posible dejar de depender de la metodologia de mejora tradicional o
la mejora asistida por marcadores tradicional. En particular, la metodologia descrita en la presente permite lograr
la recombinacion en células somaticas en partes del cromosoma caracterizadas por tener la recombinacion
(meidtica) suprimida, es decir, partes que, bajo condiciones meitticas, se heredan normalmente juntas. El
método permite, en un aspecto, la translocacion cromosémica reciproca (cruce; intercambio) entre cromosomas
homologos y/u homedlogos en células somaticas en areas o partes del cromosoma que se caracterizan por tener
la recombinacion (meidtica) suprimida. Esto, por ejemplo, permite por primera vez eliminar eficazmente el
ligamiento genético entre dos locus en el mismo cromosoma y ambos situados en tal parte del cromosoma de
"recombinacion (meidtica) suprimida". Ademas, el método permite esto en células somaticas, es independiente
de la secuencia de ADN y no depende de la meiosis o la mitosis.
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[0042] Mas en particular, se proporciona un método para eliminar el ligamiento genético entre un primer locus Ay
un segundo locus B presentes en un primer cromosoma vegetal en una planta o célula vegetal, y donde la
recombinacion (meiética) entre, e incluyendo, la ubicacion de dicho primer locus A y la ubicacién de dicho
segundo locus B en el cromosoma esta suprimida, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar al menos una célula vegetal que comprende dicho primer cromosoma que comprende
dicho primer locus Ay dicho segundo locus B y que comprende ademas al menos un segundo cromosoma,
donde dichos cromosomas son cromosomas homologos u homeélogos entre si;

(b) introducir una rotura de doble cadena en el primer cromosoma, donde la rotura de doble cadena en el
primer cromosoma se introduce entre dicho primer locus A y dicho segundo locus B proporcionando asi una
primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A y una segunda parte del primer
cromosoma que comprende el segundo locus B

e

introducir una rotura de doble cadena en el segundo cromosoma, proporcionando asi una primera parte del
segundo cromosoma y una segunda parte del segundo cromosoma, y;

(c) opcionalmente, identificar, utilizando al menos una célula vegetal obtenida en la etapa (b), al menos una
célula vegetal donde se ha eliminado el ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en
el primer cromosoma y, ademas, donde la primera parte del primer cromosoma que comprende el primer
locus A se liga a la segunda parte del segundo cromosoma,

y donde la rotura de doble cadena en el primer cromosoma y/o la rotura de doble cadena en el segundo
cromosoma se introduce por al menos una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada del grupo
gue consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL y el sistema CRISPR
Cas9/crARN/tracrARN.

[0043] Con el método, se elimina el ligamiento genético entre los locus A y B, presentes en el mismo cromosoma.
En otras palabras, después del método segun la invencion, es menos probable que los dos locus A y B originales
se hereden juntos durante la meiosis posterior y, de hecho, no estan presentes juntos en el mismo cromosoma.
En una forma de realizacién preferida, el locus A y el locus B estan presentes en el mismo brazo cromosémico.

[0044] El locus Ay el locus B en el primer cromosoma pueden ser un gen, un promotor, un marcador genético o
cualquier secuencia presente en el primer cromosoma. El locus puede o puede no mapearse como el locus para
un rasgo bioldgico particular. En algunas formas de realizacion, el locus A y/o el locus B son un gen y/o parte de
un gen.

[0045] El método se realiza preferiblemente en un cromosoma presente en una célula vegetal, preferiblemente
un protoplasto vegetal y, preferiblemente, en presencia de los otros componentes naturales de tal célula vegetal,
incluyendo el conjunto completo de cromosomas de tal célula vegetal.

[0046] En una forma de realizacion preferida, la célula vegetal es un protoplasto. Los métodos para obtener y
mantener protoplastos vegetales estan faciimente disponibles para la persona experta. Se ha observado que el
método mas eficaz de inducir RDC de ADN (especifica de secuencia) en células vegetales es a través del uso de
protoplastos vegetales. Los protoplastos son células vegetales individuales que carecen de paredes celulares
primarias y secundarias y se generan por incubacion de partes vegetales con una mezcla de enzimas derivadas
de hongos. Cualquier ADN, tal como plasmidos, puede entonces introducirse en protoplastos por tratamientos
guimicos, y cualquier gen de interés presente en el plasmido cuya expresion se dirige mediante un promotor
vegetal adecuado se puede expresar a altos niveles debido a los miles de copias de plasmido que se introducen
en cada célula. La expresion génica es preferiblemente transitoria, durando, por ejemplo, 24-36 horas, ya que el
plasmido es incapaz de replicarse y se degrada con el tiempo. Adicionalmente, la integracion del plasmido en el
genoma de la planta es poco frecuente. /pct

[0047] Los protoplastos vegetales individuales se pueden inducir para dividirse para formar acumulaciones de
células indiferenciadas denominadas callos y estas se pueden inducir a su vez para regenerar hojas y brotes que
pueden entonces enraizarse para producir plantas. Un sistema basado en protoplastos es ideal para la
producciéon de RDC de ADN utilizando cualquiera de los métodos descritos en la presente. La nucleasa
especifica de sitio se puede colocar en el plasmido, expresada a un nivel alto, y producir gran cantidad de
proteina especifica de sitio que es capaz de inducir la RDC de ADN requerida. Los protoplastos se pueden aislar
en gran namero (millones por dia) y transfectar con ADN plasmidico en masa, y los callos derivados de estos
protoplastos transfectados se derivan a partir de una célula de protoplasto Unica y, asi, no sufren quimerismo.

[0048] El locus Ay el locus B estan, sin embargo, caracterizados por el hecho de que estan localizados en dicho
primer cromosoma en una parte, area o segmento que se caracteriza por el hecho de que la recombinacién
(meidtica) de esa parte, area 0o segmento esta suprimida. Como se describe en la presente, la "recombinacion
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meiodtica suprimida” pretende indicar que la recombinacién meiética entre los dos locus en el mismo cromosoma
en un individuo hibrido es inferior a un cruce o evento de recombinacion que ocurre en 2000 individuos
descendientes después de autofecundar o retrocruzar la planta hibrida. En una forma de realizacion preferida,
esto es menos de un cruce o evento recombinante que ocurre en 2500, 5000 u 8000 individuos descendientes.
Un experto en la técnica es consciente de cémo determinar esto.

[0049] En el método, una rotura de doble cadena se introduce en el primer cromosoma, que comprende dicho
primer locus A y dicho segundo locus B. La posicion o locus donde se introduce tal rotura de doble cadena esta
entre dicho primer locus Ay el B. Introduciendo una rotura de doble cadena entre los locus Ay B, el cromosoma
se divide en al menos dos partes, preferiblemente no méas de dos partes; una parte que comprende dicho locus A
y una parte que comprende dicho locus B. En el contexto de la presente invencién, cuando se hace referencia a
una primera parte o una segunda parte de dicho cromosoma, esto puede indicar la parte que ahora comprende el
centrémero (es decir, que estaba en el cromosoma original hacia (e incluyendo) el centromero) o la parte que,
mediante la introduccion de la rotura de doble cadena, ahora estd separada del centromero (es decir, la parte
gue estaba més lejos del centro del cromosoma, es decir, mas cerca al extremo del cromosoma (brazo), en
relacién con la otra parte que se forma debido a la introduccion de una rotura de doble cadena). Si, en el
contexto de la presente invencién, una primera parte del primer cromosoma se liga a una segunda parte del
segundo cromosoma, esto indica que una parte del primer cromosoma que estid mas cerca al centrémero del
primer cromosoma se liga a una parte del segundo cromosoma que esta mas lejos del centrémero del segundo
cromosoma, en relacién con la otra parte que se forma debido a la introduccion de la rotura de doble cadena en
dicho(s) cromosoma(s) o al revés. En otras palabras, en un cromosoma ligado de nuevo que comprende una
primera parte de un primer cromosoma y una segunda parte de un segundo cromosoma, en una forma de
realizacion, la primera parte estaba mas cerca al centrémero del primer cromosoma y la segunda parte estaba
mas lejos del centromero del segundo cromosoma, en relacion con la otra parte del mismo cromosoma formado
por la introduccion de la rotura de doble cadena.

[0050] Sorprendentemente, se descubrié que, cuando se realizan los pasos anteriores, las células vegetales
pueden identificarse utilizando técnicas moleculares o, sencillamente, regenerando una planta a partir de tales
células, donde el ligamiento genético entre dicho primer locus A y dicho segundo locus B se ha eliminado, y
donde se ha producido un cruce (intercambio) entre al menos dos cromosomas homologos u homeologos de
manera que el locus A esta presente de un primer cromosoma y el locus B esta presente en dicho segundo
cromosoma homdlogo u homedlogo. Dicho de otro modo, donde los cromosomas homologos u homedlogos se
han reorganizado de manera que un intercambio o un cruce ocurre entre al menos dos cromosomas, y donde el
locus Ay el locus B, aunque estan situados en un area del cromosoma con recombinacion (meiética) suprimida,
se han separado.

[0051] Opcionalmente, por lo tanto, puede identificarse al menos una célula, después de la realizacion de las
etapas anteriores (a) y (b), donde el ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en el primer
cromosoma se ha eliminado y donde, ademas, la primera parte del primer cromosoma que comprende el primer
locus A esta ligada a la segunda parte del segundo cromosoma. Alternativamente, en algunas formas de
realizacion, las células obtenidas después de la etapa (b) se pueden regenerar en plantas y, opcionalmente,
autofecundar después, y las plantas asi obtenidas se pueden usar para cribar fenotipicamente la eliminacion del
ligamiento genético entre los locus A y B, por ejemplo, en el caso de que el locus Ay el locus B estén ligados a
rasgo(s) particular(es) que pueden observarse.

[0052] Preferiblemente, se realiza la etapa (c) del método anterior, es decir, es parte del método segin la
invencién. La persona experta es, en base a la divulgacion en la presente, muy consciente de como identificar tal
al menos una célula. Por ejemplo, los protoplastos individuales pueden primero propagarse separadamente,
después de lo cual, pueden analizarse algunos de los protoplastos propagados (clonales), por ejemplo, usando
secuenciacion de ADN estandar o técnicas de amplificacion o hibridacion para la religacion de las dos partes de
los dos cromosomas, y/o fenotipado de la descendencia, y/o hibridacién in situ fluorescente (FISH).

[0053] En una forma de realizacion preferida, cuando se realiza la etapa (c) anterior, el método comprende
ademas la identificacién de aquellas células donde ademas también la segunda parte del primer cromosoma esta
ligada a la primera parte del segundo cromosoma. De nuevo, como anteriormente, la persona experta es muy
consciente de como realizar tal identificacion.

[0054] En una forma de realizacion particularmente preferida de los métodos que se describen en la presente, la
célula vegetal seleccionada es tal que el segundo cromosoma no comprende un locus que es idéntico a dicho
primer locus A y/o no comprende un locus que es idéntico a dicho segundo locus B. En otras palabras, aunque el
segundo cromosoma puede tener un alelo del mismo locus A y/o B, debe tener al menos alguna diferencia de
secuencia con el locus/alelo presente en el primer cromosoma. Por ejemplo, el primer cromosoma comprende un
locus A o B que puede ser un primer alelo de un gen determinado, y el segundo cromosoma puede comprender
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otro alelo para el mismo gen. Preferiblemente, en tal forma de realizacién, el alelo en el primer cromosoma y el
segundo cromosoma estan relacionados con un fenotipo diferente.

[0055] En otra forma de realizacion de los métodos descritos en la presente, la distancia entre dicho primer locus
A y dicho segundo locus B presentes en dicho primer cromosoma vegetal esta entre un par de bases y la
longitud de todo el cromosoma. Como se ha descrito anteriormente, el locus A y el locus B en el primer
cromosoma estan ambos en (una misma) area/parte/segmento del cromosoma que se caracteriza por una
recombinacién (meidtica) suprimida. Una ventaja adicional particular de la presente invencion es que ahora tales
locus pueden separarse facilmente, mientras que todavia proporcionan plantas supervivientes y normales incluso
si tales locus estan muy cerca entre si 0 muy alejados.

[0056] En los métodos descritos en la presente, la rotura de doble cadena en el primer cromosoma y/o la rotura
de doble cadena en el segundo cromosoma se introduce(n) por al menos una nucleasa especifica de sitio
preferiblemente seleccionada de nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL (TALEN) y el
sistema CRISPR Cas9/crARN/tracrARN.

[0057] Mientras que los agentes genotdxicos introducen roturas de ADN y modificaciones de forma aleatoria en
todo el genoma, las (endo)nucleasas usadas en la presente invencion pueden disefiarse hoy en dia
racionalmente para reconocer y unirse a una secuencia de ADN especifica en la que una RDC de ADN se induce
posteriormente.

[0058] Para la presente invencion, se prefieren cuatro tecnologias/sistemas de nucleasa para introducir la RDC:
(1) meganucleasas, (2) nucleasas de dedo de zinc (ZFN, por sus siglas en inglés), y (3) nucleasas efector TAL
(TALEN, por sus siglas en inglés) y (4) el sistema CRISPR Cas9/crARN/tracrARN.

[0059] Las meganucleasas, incluyendo tales endonucleasas de asentamiento como I-Scel, se pueden mutar para
conferir una afinidad de secuencia de ADN alterada (Belfort y Roberts, 1997, Nucleic Axids Res. 25: 3379-3388;
Chevalier y Stoddard, 2001, Nucleic Acids Res. 29: 3757-3774) y su actividad se ha declarado en plantas (Kirik,
2000, EMBO J. 19, 5562-566). Las meganucleasas a veces también son referidas como endonucleasas de
asentamiento LAGLIDADG (LHE; Stoddard et al (2011) Structure 19:7-15). Las meganucleasas difieren de las
nucleasas de dedo de zinc y las TALEN (véase debajo) en que son proteinas de origen natural dirigidas a los
genes que forman homodimeros que comprenden dos subunidades idénticas cada uno de aproximadamente 160
a 200 residuos de aminoéacidos de tamafio. Se ha sugerido que también pueden funcionar como un Unico péptido
de dos mondmeros de repeticion en tdndem unidos por una secuencia conectora (Stoddard, 2011). Las
meganucleasas generalmente reconocen un sitio diana de aproximadamente 20 a 30 pares de bases. Para una
vision general de las meganucleasas y los métodos para evaluar la actividad y las especificidades alteradas de
las dianas de las meganucleasas mutadas, se hace referencia a Stoddards et al (2011). Ademas, el uso de
meganucleasas se ha descrito, por ejemplo, en W02011154159 y EP2522723. La meganucleasa o el par de
meganucleasas, asi como todas las otras nucleasas usadas en la presente invencién, se pueden introducir en la
célula vegetal y expresar posteriormente (transitoriamente) en esta y usando métodos muy conocidos por la
persona experta. Por ejemplo, a partir de un gen quimérico o un par de genes quiméricos, comprendiendo cada
uno un promotor expresable de planta ligado a una region codificante que codifica la meganucleasa o una del par
de meganucleasas y, ademas, ligado de forma operacional a una region de ADN implicada en la terminacién de
la transcripcién y la poliadenilacién funcional en una célula vegetal.

[0060] Para los fines de la presente invencion, el término "nucleasa de dedo de zinc" o "ZFN" se refiere a una
molécula proteica quimérica que comprende al menos un dominio de unién a ADN de dedo de zinc eficazmente
ligado a al menos una nucleasa capaz de escindir ADN. La escision por una ZFN en un locus diana produce una
rotura de doble cadena (RDC) en ese locus. Las nucleasas de dedo de zinc consisten en dos dominios, una
matriz de dominios de dedo de zinc y un dominio de nucleasa, normalmente derivado de la enzima de restriccion
de tipo IIS Fokl. Estas enzimas de restriccién de tipo IS, tal como Fokl, reconocen secuencias de ADN
especificas y escinden varios pares de bases corriente abajo del sitio de reconocimiento. Cada dominio de dedo
de zinc se puede disefiar para reconocer un triplete especifico de 3 bps y mediante la unién de un ndmero de
estos puede reconocerse especificamente una secuencia de ADN mas larga. El dominio Fokl debe dimerizarse
antes de cortar el ADN vy, asi, dos proteinas ZFN se disefian para dirigirse a secuencias en las cadenas de ADN
opuestas separadas por una corta region espaciadora de 5-6 bps. La unién de ambas proteinas ZFN a su
secuencia diana respectiva lleva a ambos dominios Fokl uno frente al otro en la hélice de ADN en la region
espaciadora donde se produce entonces una RDC de ADN. Muchos estudios han mostrado que las ZFN son
eficaces en la induccién de pequefias INDEL en una secuencia diana enddégena en muchas especies diferentes
de plantas (Curtin (2012) The Plant Genome, 5, 42-50). Nucleasas de dedo de zinc hechas a medida estan
disponibles comercialmente bajo el nombre CompoZr de Sigma-Aldrich (http://www.sigmaaldrich.com/life-
science/zinc-finger-nuclease-technology.html). El uso de nucleasas de dedo de zinc en plantas se ha descrito,
por ejemplo, en W0O03087341 y W02011052539. La ZFN usada para la presente invencién, asi como todas las
otras nucleasas usadas en la presente invencion, se pueden introducir en la célula vegetal y expresar
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posteriormente (transitoriamente) en esta, y usando métodos muy conocidos por la persona experta. Por
ejemplo, a partir de un gen quimérico o un par de genes quiméricos, comprendiendo cada uno un promotor
expresable de planta ligado a una region codificante que codifica la nucleasa de dedo de zinc o una del par de
nucleasas de dedo de zinc y, ademas, ligado de forma operacional a una regién de ADN implicada en la
terminacion de la transcripciéon y la poliadenilacién funcional en una célula vegetal. La publicacién
US2012/0196370 ensefia que las ZFN pueden utilizarse para crear deleciones definidas en un genoma
eucariota. En este enfoque, las ZFN cuyos sitios diana estan separados por hasta 120 Kbps se introducen en
células junto con una molécula "donadora" lineal que tiene en ambos extremos una regiéon de homologia de
secuencia de cada uno de los sitios diana de ZFN separados. Después del tratamiento de lineas celulares
animales con estos reactivos, podrian entonces amplificarse los productos donde la region entre los sitios diana
de ZFN se habian sustituido por la molécula donadora, produciendo una delecion eficaz de la secuencia
intercalada. En este caso, la via de RH mitética se usa debido a las regiones de homologia de secuencia
presentes en los extremos de la molécula donadora. La publicacién sugiere que la molécula donadora es
esencial para, primero, dirigir la precision de la reaccién de RH mitética y, segundo, para aumentar la frecuencia
de la reaccién de RH mitética. Se piensa que esto es necesario debido a que la frecuencia de translocaciones
obtenidas cuando solo se utilizan las ZFN es demasiado baja para la aplicacion practica. A diferencia de lo que
se ensefia en la literatura, los inventores actuales descubrieron que se pueden producir translocaciones
especificas entre cromosomas vegetales cuando solo un Unico par de ZFN se utiliza para generar las RDC. A
diferencia de la publicacion US2012/0196370, nuestros experimentos utilizan la via de NHEJ para generar
translocaciones, ya que observamos pequefias deleciones en los puntos de fusién del cromosoma que son
caracteristicas de esta via de recombinacion. Cuando una RDC de ADN se induce en solo uno de los
cromosomas vegetales, los extremos del ADN se vuelven a unir por la via de NHEJ, que da como resultado
deleciones pequefias. La frecuencia de estas pequefias deleciones (presentes en un 10% de las células) se
compone de dos componentes, la eficiencia de corte del par de ZFN y la eficiencia a la que se repara la RDC por
la via de NHEJ. En este caso, se induce una unica RDC en un cromosoma de modo que los extremos del ADN
estan muy cerca, dando como resultado el 10% de eficiencia. Sin embargo, para que una translocacion ocurra,
las RDC deben producirse en dos cromosomas que estan espacialmente separados en el ndcleo y la interaccién
de estos extremos del ADN es improbable, lo que da como resultado una frecuencia de formaciéon de
translocacién muy baja. Sin embargo, hemos encontrado que la eficiencia de formacién de translocacion (0,8%)
en células vegetales por la via de NHEJ es inesperadamente alta, solo 12 veces inferior a la reparacién de
extremos de ADN adyacentes y, por lo tanto, permite el aislamiento facil de células individuales que se han
sometido a este proceso de recombinacién. Ademas, nuestro método en células vegetales no requiere una
molécula "donadora”, ya que la frecuencia y la precision de la formacion de translocacion que utiliza la via de
NHEJ es ya suficientemenete alta, segin nuestra invencion, para la aplicacion practica. Asi, el método segun la
invencion no necesita usar tal molécula donadora lineal o polinucleétido donador como se describe en
US2012/0196370.

[0061] Las TALEN son nucleasas especificas de sitio derivadas de efectores TAL producidos por especies de
Xanthomonas que causan una variedad de diferentes enfermedades de las plantas. Durante la infeccion de una
planta por especies de Xanthomonas, las proteinas de efector TAL se introducen en la célula vegetal. Los
efectores TAL consisten en un nimero de dominios proteicos que se repiten, cada uno de los cuales es capaz de
reconocer especificamente y unirse a uno de los 4 nucledtidos de ADN (A, T, G, C). Las diferentes
combinaciones de estos dominios estan presentes en efectores TAL diferentes y cada uno se une a una
secuencia de ADN unica en el genoma de las plantas, frecuentemente en los promotores de genes de las
plantas. patdégeno Una vez unido al ADN de la planta, el efector TAL influye en la expresion génica de las plantas
para mejorar la patogenicidad bacteriana. Se han identificado los dominios especificos para cada nucleétido y se
pueden producir matrices de estos dominios que tienen alta afinidad de unién por cualquier secuencia de ADN
(Christian, 2010 Genetics 186: 757-761; Cermak et al., 2011, Nucleic Acids Res 39: e82; Bogdanove y Voytas,
2011, Science 333: 1843-1846; Boch, 2011, Nature Biotechnology 29: 135-136). TALEN comerciales hechas a
medida estan disponibles de Cellectis Bioresearch (http://www.cellectis-bioresearch.com/genome-
customization/genomic-scissors/talen). Estas matrices se fusionan entonces con el dominio de nucleasa de Fokl
para crear una TALEN vy, similar a la ZFN, dos proteinas TALEN se utilizan para inducir una RDC de ADN en una
region espaciadora en la secuencia diana. Varios articulos han descrito el uso de las TALEN para crear
mutaciones en las especies de secuencias diana (Curtin (2012) The Plant Genome, 5, 42-50). Las TALEN
usadas para la presente invencion, asi como todas las demdas nucleasas usadas en la presente invencion, se
pueden introducir en la célula vegetal y expresar posteriormente (transitoriamente) en esta, y usando métodos
muy conocidos por la persona experta. Por ejemplo, a partir de un gen quimérico o un par de genes quiméricos,
comprendiendo cada uno un promotor expresable de planta ligado operativamente a una region codificante que
codifica la nucleasa TALEN o una de un par de nucleasas TALEN y, ademas, ligado de forma operacional a una
regién de ADN implicada en la terminacion de la transcripcién y la poliadenilacion funcional en una célula vegetal.
El uso de efector TAL (TALEN) se ha descrito, por ejemplo, en W0201107224.

[0062] La tecnologia CRISPR (también referida en la presente como el sistema CRISPR Cas9/crRNA/tracrRNA)
se deriva de bacterias donde se usa como un sistema para defenderse contra los patégenos moleculares
invasores tales como plasmidos y bacteriéfagos. Los locus especificos en el genoma bacteriano consisten en
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matrices de secuencias cortas derivadas de los genomas de patdégenos moleculares que son el resultado de
infecciones precedentes. Se producen ARN pequefios (crARN) a partir de estos locus que interactdan con el
tracrARN y estas moléculas de ARN juntas dirigen entonces la proteina Cas9 a la secuencia complementaria
especifica en el genoma del patégeno molecular. La proteina Cas9 tiene actividad de nucleasa y es capaz de
producir una rotura de doble cadena de ADN (RDC) especifica en la secuencia diana en el genoma patégeno
gue entonces se degrada. La expresion de la proteina Cas9 (nucleasa), tracrARN y crARN (los componentes del
sistema CRISPR) que se dirigen a una secuencia genémica en las células de plantas y animales crea RDC
dirigidas a la secuencia diana genémica que a menudo se repara incorrectamente por la maquinaria de ADN
celular, dando como resultado una inserciéon o delecion pequefia (INDEL) (Feng et al. (2013) Cell Res. 1: 4; Li et
al. (2013) Nat. Biotech. 31: 689-691; Nekrasov et al. (2013) Nat. Biotech. 31: 691-693; Shan et al. (2013) Nat.
Biotech. 31: 686-688). Una INDEL en la secuencia codificante de un gen o incluso en un intron lleva a menudo a
la pérdida de funcién génica. Para fines practicos, el tracrARN y el crARN se combinan normalmente en un ARN
guia quimérico (sgARN); esta combinacion de ARN se incluye en la definicion del sistema CRISPR
Cas9/crARN/tracrARN.

[0063] Las nucleasas especificas de sitio pueden inducir RDC dirigidas a una alta eficiencia y, asi, pueden
identificarse facilmente plantas que contienen INDEL en la secuencia diana. La ingenieria gendmica a través del
uso de nucleasas especificas de sitio tales como los sistemas CRISPR tiene muchas aplicaciones,
especialmente en las especies de poliploidia, y es cada vez mas importante para la mejora de cultivos.

[0064] Aunque en principio se pueden usar una 0 mas de las nucleasas discutidas anteriormente, solas o en
combinacion, se prefiere que la rotura de doble cadena en el primer cromosoma y/o la rotura de doble cadena en
el segundo cromosoma se introduzca mediante la misma nucleasa especifica de sitio, la misma nucleasa de
dedo de zinc, la misma meganucleasa, la misma nucleasa efector TAL o el mismo el sistema de nucleasa
Cas9/crARN/tracrARN. En otras palabras, se prefiere dirigirse a una secuencia tanto en el primer como en el
segundo cromosoma que pueda ser diana de la misma nucleasa, por ejemplo, debido a que la secuencia diana
es idéntica. Reconocer tal diana tanto en el primer cromosoma como en el segundo cromosoma entra en las
habilidades de la persona experta y no serd dificil, ya que el primer y el segundo cromosoma son cromosomas
homologos u homeodlogos que comparten partes del cromosoma que tienen altos niveles de identidad, por
ejemplo, el 100%.

[0065] Estara claro a la persona experta, y basado en la divulgacion en la presente, en una forma de realizacion
preferida de los métodos descritos en la presente se introduce no mas de una rotura de doble cadena en el
primer cromosoma y se introduce no mas de una rotura de doble cadena en el segundo cromosoma.

[0066] En otra forma de realizacion preferida de los métodos segun la invencion:

i. el primer cromosoma comprende dicho primer locus A y dicho segundo locus B, donde dicho primer locus
A esté ligado a un rasgo deseable de un primer caracter y dicho segundo locus B esta ligado a un rasgo
indeseable de dicho primer caracter o un segundo caracter; y

ii. donde dicho segundo cromosoma no comprende un locus que es idéntico a dicho segundo locus B ligado
a un rasgo indeseable de dicho primer caracter o un segundo caracter, y;

iii. se introduce una rotura de doble cadena entre dicho primer locus Ay dicho segundo locus B en el primer
cromosoma y en un locus o ubicacion correspondiente en el segundo cromosoma.

[0067] Esta forma de realizaciéon del método segun la invencién proporciona la superacién del arrastre por
ligamiento. El método proporciona la separacion de un locus A que esta ligado a un rasgo favorable a partir de un
locus B que esta ligado a un rasgo desfavorable. Tanto el locus A como el B pueden ser un marcador genético
ligado a dicho rasgo deseado (A) o no deseado (B) o pueden ser (estar en) el gen que esta ligado causalmente al
rasgo deseado o no deseado. Los rasgos asociados o ligados al locus A y B pueden o pueden no ser del mismo
caracter.

[0068] Como se describi6é anteriormente, en una forma de realizacién particularmente preferida de los métodos
descritos en la presente, la célula vegetal seleccionada es una tal que el segundo cromosoma no comprende un
locus que es idéntico a dicho primer locus A y/o no comprende un locus que es idéntico a dicho segundo locus B.
En otras palabras, aunque el segundo cromosoma puede tener un alelo del mismo locus A y/o B, debe tener al
menos alguna diferencia de secuencia con el locus/alelo presente en el primer cromosoma. Por ejemplo, el
primer cromosoma comprende un locus A o B que puede ser un primer alelo de un gen determinado, y el
segundo cromosoma puede comprender otro alelo para el mismo gen. En el contexto de la presente forma de
realizacién, la persona experta entiende que el segundo cromosoma, preferiblemente, no proporciona un locus
gue es idéntico a dicho locus B no deseado en el primer cromosoma, o comprende un locus B que es una
variante alélica no deseada de tal locus B no deseado. En otras palabras, por este método segun la invencion, el
primer cromosoma se modifica de manera que el locus B no deseado originalmente presente en el cromosoma
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se elimina y se reemplaza por una parte correspondiente del cromosoma obtenido del segundo cromosoma, y sin
contener dicho locus B ligado a un rasgo no deseado.

[0069] Los ejemplos no limitativos de rasgos indeseables pueden ser un rasgo seleccionado del grupo que
consiste en: un rasgo que influye negativamente en el rasgo deseable del primer caracter, rendimiento reducido,
resistencia reducida a enfermedad o plagas, crecimiento reducido, tamafio reducido, cantidad reducida de
semillas, resistencia reducida al estrés, incluyendo estrés por sal, calor, frio, agua y sequia. Sin embargo, como
se entendera, cualquier rasgo de un caracter se puede considerar indeseable, dependiendo del fin de los
criadores o persona experta, solo o relativo al rasgo deseado asociado al locus A.

[0070] En otra forma de realizacion, el método comprende ademas la regeneracion de una planta a partir de una
célula vegetal obtenida después de la etapa (b) o la etapa (c) y la generaciéon de semillas de dicha planta
regenerada por autofecundacion o cruce con otra planta y el cultivo de una planta a partir de la semilla obtenida
y, opcionalmente, el cribado de dicha planta obtenida para la eliminaciéon del ligamiento genético. Como se ha
explicado anteriormente, la persona experta conoce muy bien cdmo ejecutar estas etapas y como cribar para la
eliminacion del ligamiento genético.

[0071] Preferiblemente, la célula vegetal provista es una célula vegetal somatica, preferiblemente un protoplasto,
y/o una célula vegetal obtenida a partir de un hibrido. La célula vegetal se puede obtener de cualquier planta
adecuada, por ejemplo, como se describe especificamente en la presente. La célula vegetal se puede derivar de,
por ejemplo, una planta diploide, triploide, tetraploide, pentaploide, hexaploide, octaploide, decaploide,
dodecaploide o anfidiploide.

[0072] En linea con la divulgacion en la presente, y teniendo en cuenta todas las preferencias y modificaciones
discutidas en la presente y en posesion de la persona experta, también se proporciona un método para
suministrar una planta P1 obtenida a partir de una planta P2, donde dicha planta P2 se caracteriza por la
presencia de ligamiento genético entre un primer locus A y un segundo locus B en un primer cromosoma, donde
la recombinaciéon (meidtica) entre, e incluyendo, la ubicacién de dicho primer locus A y la ubicacion de dicho
segundo locus B en el cromosoma esta suprimida, y donde dicha planta P1 se caracteriza por la ausencia de
dicho ligamiento genético, comprendiendo el método:

(a) proporcionar al menos una célula vegetal que comprende dicho primer cromosoma que comprende
dicho primer locus Ay dicho segundo locus B, y que comprende ademas al menos un segundo cromosoma,
donde dichos cromosomas son cromosomas homélogos u homeologos entre si;

(b) introducir una rotura de doble cadena en el primer cromosoma, donde la rotura de doble cadena en el
primer cromosoma se introduce entre dicho primer locus A y dicho segundo locus B proporcionando asi una
primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A y una segunda parte del primer
cromosoma que comprende el segundo locus B

e

introducir una rotura de doble cadena en el segundo cromosoma, proporcionando asi una primera parte del
segundo cromosoma y una segunda parte del segundo cromosoma, y;

(c) opcionalmente, identificar, utilizando al menos una célula vegetal obtenida en la etapa b), al menos una
célula vegetal donde se ha eliminado el ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en
el primer cromosoma y, ademas, donde la primera parte del primer cromosoma que comprende el primer
locus A esta ligada a la segunda parte del segundo cromosoma,

y donde la rotura de doble cadena en el primer cromosoma y/o la rotura de doble cadena en el segundo
cromosoma se introduce por al menos una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada del grupo
que consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL y el sistema CRISPR
Cas9/crARN/tracrARN.

[0073] De nuevo, se realiza preferiblemente la etapa (c).

[0074] Segun otro aspecto, se proporciona el uso de una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente
seleccionada del grupo que consiste en una nucleasa de dedo de zinc, una meganucleasa, una nucleasa efector
TAL y el sistema CRISPR Cas9/crARN/tracrARN, para eliminar el ligamiento genético entre un primer locus A 'y
un segundo locus B presentes en un primer cromosoma, donde la recombinacién (meiodtica) entre, e incluyendo,
la ubicacién de dicho primer locus A y la ubicacién de dicho segundo locus B en el cromosoma esta suprimida.
Preferiblemente, se proporciona el uso donde dicho primer locus A estéa ligado a un rasgo deseable de un primer
caracter y dicho segundo locus B esta ligado a un rasgo indeseable de dicho primer caracter o un segundo
carécter.
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[0075] También esta provisto el uso de una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada a partir de
una nucleasa de dedo de zinc, una meganucleasa, una nucleasa efector TAL y el sistema CRISPR
Cas9/crARN/tracrARN, para eliminar el arrastre por ligamiento.

[0076] En un Ultimo aspecto, se proporciona una planta, parte de planta, fruta o semilla obtenible por u obtenida
por unos métodos o usos segun la invencion. En una forma de realizacion preferida, se proporciona un grupo de
al menos 2 de tales plantas, partes de planta, frutas o semillas.

[0077] En resumen, la invencion descrita, en una forma de realizacién no limitativa, implica inducir cruces entre
cromosomas parentales homoélogos u homedlogos en los protoplastos vegetales somaticos a través del uso de
nucleasas especificas de sitio que pueden inducir una RDC de ADN especifica en la misma secuencia en ambos
cromosomas. Esto se puede conseguir aislando protoplastos vegetales e introduciendo después la nucleasa
especifica de sitio presente en un plasmido en los protoplastos mediante un tratamiento quimico. La proteina de
nucleasa especifica de sitio se produce entonces en el protoplasto e induce la RDC de ADN. Se cree que el
sistema NHEJ puede reparar estas RDC ligando los extremos libres de ADN de los diferentes cromosomas,
dando como resultado un intercambio de los brazos cromosdmicos, conocido también como una translocacion
reciproca. Las nucleasas especificas de sitio se pueden disefiar para inducir la RDC en cualquier secuencia
deseada vy, asi, se puede inducir una translocacion reciproca en cualquier punto a lo largo de los cromosomas
homélogos parentales. Una gran ventaja sobre la recombinacion meidtica es que la unién de extremos de ADN
utilizando el método segun la invencién es independiente de las secuencias y, por lo tanto, usando este método
no hay limitacion en las regiones que pueden ser diana o intercambiadas. Por lo tanto, este enfoque es ideal para
romper el arrastre por ligamiento en, por ejemplo, introgresiones que, debido a diferencias de secuencia, no se
recombinan durante la meiosis (estan suprimidas). Hay muchos ejemplos de rasgos importantes en especies de
cultivo comercialmente importantes, tal como la resistencia virica al TMV y al TYLCV en el tomate, que se sitlan
en fragmentos de introgresién grandes con arrastre por ligamiento severo que tiene un efecto negativo en el
rendimiento de las plantas. Como estas resistencias son valiosas, se aceptan las pérdidas de rendimiento, pero
serd muy beneficioso tanto para los criadores como para los cultivadores de plantas romper tal arrastre por
ligamiento para aumentar adicionalmente el rendimiento de las plantas.

[0078] La capacidad para crear plantas que contienen introgresiones con un tamafio definido también es de gran
uso para los criadores de plantas en general. Las poblaciones de plantas, cada una con una introgresion definida
a partir de una especie de una planta silvestre no adaptada, se pueden producir y usar para la mejora de cultivos
y descubrimiento de genes. Los genes responsables de rasgos nuevos se pueden mapear de manera mas eficaz
separando la introgresién en la que se encuentran en partes mas pequefias y repitiendo esto hasta que se haya
definido la posicion del gen de interés. Como la generacion de translocaciones dirigidas es independiente de la
secuencia, se pueden generar genotecas de introgresion de plantas con mayor rapidez y precision, todas las
regiones gendmicas pueden representarse por igual. Esto reduce la necesidad de cribar grandes poblaciones F2
para los cruces deseados, lo que significa que se requieren menos instalaciones tales como espacio de
invernadero. Este método también puede aplicarse a la mejora de especies alopoliploides tales como tabaco,
colza o trigo. Las especies de plantas alopoliploides son frecuentemente el resultado de un evento de hibridacién
antiguo entre dos 0 méas especies de plantas diploides mediante el cual los diferentes genomas separados no se
recombinan durante la meiosis. Por ejemplo, Brassica napus consiste en un genoma A y C que se no mezcla
durante la meiosis. Por lo tanto, una region cromos6émica particular en cualquiera de los genomas no puede
hacerse completamente homocigoética a través de la autofecundacion. Los protoplastos de B. napus se pueden
aislar y transfectar con una construccion plasmidica que lleva una nucleasa especifica de sitio que induce una
RDC en la misma posicion en ambos cromosomas A y C. La célula puede entonces generar una translocacion
reciproca entre los genomas A y C que no se podria conseguir a través de la recombinacién meiética. Las
plantas regeneradas después pueden entonces autofecundarse e identificarse las plantas que son
completamente homocigéticas para la translocaciéon en ambos genomas. Las translocaciones dirigidas también
pueden ser muy Utiles para la manipulacion de secuencias de ADN a nivel génico. Si se ha identificado un
promotor especifico que es mas activo en una especie de planta silvestre no adaptada que en la especie
cultivada, entonces pueden utilizarse las translocaciones dirigidas para transferir el promotor activo al genoma de
la especie cultivada. Esto se puede conseguir cruzando las dos especies para producir una linea F1, aislando los
protoplastos de esta, y expresando entonces una nucleasa especifica de sitio en estos protoplastos que induce
una RDC en ambos cromosomas homélogos en una posicion justo antes del inicio de transcripcion del gen de
interés. La translocacion dirigida resultante unira las secuencias corriente arriba, incluyendo el promotor activo, al
gen de interés alterando asi su patrén y su nivel de transcripcién. De forma similar, se pueden disefiar nucleasas
especificas de sitio para introducir RDC en intrones de genes presentes en cromosomas homologos diferentes.
Una translocacion dirigida entre estas RDC resultara en el intercambio de dominios de genes entre los
cromosomas homélogos y la formacién de genes quiméricos que contienen dominios de cada cromosoma. En
este caso, las deleciones pequefias producidas por el sistema NHEJ se sitlan en el intrén mismo y, asi, es
improbable que se inhiba la funcion del gen.

Ejemplos
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Ejemplo 1

Induccién de una translocacién dirigida en el cromosoma VIl en protoplastos de tomate

[0079] La disposicion experimental para generar translocaciones dirigidas en las células de tomate se muestra en
la figura 1. El enfoque usa una nucleasa especifica de sitio, en este ejemplo una nucleasa de dedo de zinc, que
induce una rotura de doble cadena (RDC) de ADN en la misma posicién gendmica o correspondiente en los dos
cromosomas homologos. Una translocacién entre los cromosomas puede formarse entonces cuando se reparan
estas dos RDC uniendo los extremos de ADN del otro cromosoma, intercambiando asi los brazos cromosémicos.
Para detectar la formacion de translocaciones, se disefiaron cebadores de PCR que amplifican especificamente
el sitio de corte de la ZFN en cada cromosoma. Una vez que se ha formado una translocacién, estas uniones
pueden amplificarse especificamente usando diferentes combinaciones de estos cebadores directos e inversos.
Para el disefio de cebadores especificos, deben estar presentes diferencias de secuencia flanqueando el sitio de
corte de la ZFN en cada cromosoma. Esto se consiguié usando una linea de tomate que lleva una introgresion
en el cromosoma VIl de la especie de tomate silvestre Solanum pennellii. Esta region de introgresion contiene el
sitio diana de la ZFN en el gen ALS2 de S. pennellii (SpALS2) y también diferencias de secuencia suficientes con
el ALS2 de tipo salvaje (WT ALS2) para posibilitar el disefio de cebadores especificos. El experimento se realiz6
creando un hibrido F1 heterocig6tico para el locus ALS por cruce del tomate WT (M82) con la linea IL7-3 de
introgresion del cromosoma VII de S. pennellii. Los protoplastos se produjeron entonces a partir de este hibrido
F1 y se transfectaron con una construccion plasmidica que expresa la ZFN que induce la RDC tanto en el locus
ALS2 WT como en el SpALS2. Utilizando nuestro enfoque de PCR fuimos capaces de detectar células en las
gue se habia producido una translocacioén reciproca. Sorprendentemente, tales eventos fueron detectables a una
frecuencia relativamente alta (0,8%) que fue inesperada debido a que las RDC de ADN se hallaban en
cromosomas diferentes. Esta es la primera evidencia declarada de que las nucleasas especificas de sitio son
capaces de inducir translocaciones reciprocas en células vegetales y una demostracién de que tales eventos
ocurren a una frecuencia relativamente alta. Luego continuamos cultivando protoplastos vegetales individuales
hasta callos y genotipando estos callos mediante el uso de PCR para identificar aquellos con la translocacion
deseada. Tales callos se pueden regenerar en plantas y mostrarian una pérdida de ligamiento entre los
marcadores que flanquean el fragmento de introgresion. Este enfoque puede utilizarse para reducir el tamafio de
un fragmento de introgresion en los protoplastos vegetales somaticos de una manera independiente de la
homologia.

Construccién de nucleasa de dedo de zinc

[0080] Para nuestros experimentos se utilizé el plasmido pKG7402. Este plasmido contiene 2 genes de nucleasa
de dedo de zinc disefiados para unirse e inducir una rotura de doble cadena de ADN en los genes de la
acetolactato sintasa (ALS) de tomate (ALS1 y ALS2). ALS1 se localiza en el brazo corto del cromosoma Il y
ALS2 se localiza en el brazo largo del cromosoma VII.

Material vegetal

[0081] Se us6 la linea de Solanum licopersicum (IL7-3) que contiene una introgresiéon de la especie de tomate
silvestre Solanum pennellii en el cromosoma VII. Este fragmento de introgresion es de aproximadamente 56 cM
en tamafio y constituye la mayor parte del brazo largo de este cromosoma (Eshed, Y y Zamir, D. (1995) Genetics
141: 1147-1162) e incluye el gen ALS2 de S. pennelli. Se retrocruzaron plantas homocigoticas para este
fragmento de introgresién con la linea parental (M82) y se recogieron semillas F1. Estas se esterilizaron
entonces y se germinaron en el medio sintético (MS20: medio MS + vitaminas (Duchefa) 4,4 g/l, sacarosa 20 g/l,
microagar 8 g/l) en frascos altos con un fotoperiodo de 16/8 h de 2000 lux a 25°C y 60-70% HR. Las lineas
parentales M82 e IL7-3 homocigotica se trataron también de la misma manera y se mantuvieron como plantas
estériles en cultivo de tejidos. Después de 3-4 semanas, las hojas maduras se cosecharon para la produccion de
protoplastos.

Aislamiento y transfeccion de protoplastos

[0082] El aislamiento y la regeneracion de protoplastos de hojas de tomate se ha descrito previamente (Shahin
(1985) Theor. Appl. Genet. 69: 235-240; Tan (1987) Theor. Appl. Genet. 75: 105-108; Tan (1987) Plant Cell Rep.
6: 172-175) y las soluciones requeridas pueden encontrarse en estas publicaciones. Brevemente, se colocé 1 g
de hojas recién cosechadas en un plato con 5 ml de CPW9M vy, utilizando una cuchilla de escalpelo, cortadas
cada mm en perpendicular al tallo principal. Estas se transfirieron a una placa fresca de 25 ml de solucion
enzimatica (CPW9M con 2% de celulosa onozuka RS, 0,4% de macerozima onozuka R10, 2,4-D (2 mg/ml), NAA
(2 mg/ml), BAP (2 mg/ml), pH 5,8) y la digestion continu6 durante toda la noche a 25°C a oscuras. Los
protoplastos se liberaron entonces colocandolos en un agitador orbital (40-50 rpm) durante 1 hora. Los
protoplastos se separaron de los residuos celulares pasandolos a través de un tamiz de 50 um y lavando el tamiz
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2x con CPW9M. Los protoplastos se centrifugaron a 85 g, el sobrenadante se descart6 y luego se recogio en la
mitad de volumen de CPW9M. Los protoplastos se recogieron finalmente en 3 ml de CPW9M y entonces se
afiadieron 3 ml de CPW18S cuidadosamente para evitar la mezcla de las dos soluciones. Los protoplastos se
centrifugaron a 85 g durante 10 minutos y los protoplastos viables flotando en la capa interfasica se recogieron
utilizando una pipeta Pasteur larga. El volumen de protoplastos se aumenté a 10 ml afiadiendo CPW9M vy el
namero de protoplastos recuperados se determindé en un hemocitometro. Para la transfeccion con una
cconstruccion plasmidica, la suspension de protoplastos se centrifuga a 85x g durante 10 minutos a 5°C. El
sobrenadante se descarta y el sedimento de protoplastos se resuspendié a una concentracion final de 10°mL*
en medio de lavado KCI. En un tubo de 10 mL, se mezclaron suavemente pero integramente 250 uL de
suspension de protoplastos +/-40 pug de ADN de plasmido puro y 250 pl de soluciéon de PEG (40% PEG4000
(Fluka #81240), 0,1 M de Ca(NOgs)2, 0,4 M de manitol). Después de 20 min. de incubacién a temperatura
ambiente, se afiaden gota a gota 5 mL de 0,275 M de Ca(NO3); frio. La suspensién de protoplastos se centrifuga
durante 10 min a 85x g a 4°C y se descarta el sobrenadante. Después del tratamiento con PEG, los protoplastos
de tomate se incluyeron en la solucién de alginato para la regeneracion. Se afadieron 2 ml de solucién de
alginato (manitol 90 g/l, CaCl,.2H,0O 140 mg/l, alginato-Na 20 g/l (Sigma A0602)) y se mezclaron integramente
por inversion. 1 ml de esto se puso en capa uniformemente en una placa de Ca-agar (72,5 g/l manitol, 7,35 g/l
CaCl,.2H,0, 8 g/l agar) y se dejd polimerizar. Los discos de alginato se transfirieron entoces a placas de Petri de
4 cm con 4 ml de medio de cultivo K8p y se incubaron a oscuras a 30°C durante 7 dias. Los discos de alginato se
cortaron entonces en tiras gruesas de 5 mm y se pusieron en capa sobre medio de regeneracion solido TM-DB
(TM2 basal 2,5 g/l (Duchefa), vitaminas Nitsch 110 mg/l, sacarosa 50 g/l, microagar 8 g/l, 2,4-D 0,2 mg/l, BAP 0,5
mg/l, pH 5,8) durante 3 semanas. Los callos regenerados se recogieron entonces con pinzas y se colocaron
individualmente en medio GM-ZG (MS macro+micro en polvo (Duchefa) 4,3 g/l, vitaminas Nitsch 110 mgl/l,
manitol 36,4 g/l, sacarosa 2,5 g/l, microagar 8 g/l, zeatina 1 mg/l, GA3 1 mg/l, pH 5,8). Se tomaron entonces
muestras de estos para el aislamiento de ADN cuando habian alcanzado aproximadamente 7 mm. Tras la
regeneracion de los brotes, los callos se transfirieron a medio MS-ZI (MS + vitaminas (Duchefa) 4,4 g/l, sacarosa
20 g/l, microagar 8 g/l, zeatina 2 mg/l, IAA 0,1 mg/l, pH 5,8). Después de 2-3 semanas, los brotes se extirparon y
se transfirieron a medio de enraizamiento (MS + vitaminas (Duchefa) 4,4 g/l, sacarosa 20 g/I, microagar 8 g/l, 0,5
mg/ml IBA, pH 5,8) y, posteriormente, al invernadero.

Secuenciacion del locus ALS2 de S. pennellii

[0083] EI ADN cromosémico se aisl6 de la linea homocigética IL7-3 (DNeasy kit, Qiagen) y el kit Genome Walker
(Clontech) se us6 para determinar la secuencia del locus ALS2 de S. pennelli segun las instrucciones del
fabricante. Brevemente, 500 ng de ADN gendmico se digirieron durante toda la noche con una enzima de
restriccion (Dral, EcoRV, Pvull o Stul) y se ligaron los adaptadores Genome Walker. Los cebadores anidados
especificos de ALS2 11 11533 (5-TGGGAATGGTGGTTCAGTGGGAGGA-3) y 11 11534 (5-
GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGATTCT-3'), diseflados en una secuencia conservada en el ORF de ALS2 de S.
licopersicum, se usaron para amplificar el extremo 3' del locus ALS2 de S. pennellii. Correspondientemente, el
par de cebadores anidados 11_11536 (5'-CGTAGCTCCCGGACCAGATGTAGCA-3) y 11_11537 (5-
ATGTAGCAATACAAACACCAGGGAACCCA-3) se usaron para amplificar el extremo 5' del locus ALS. Los
productos de PCR se escindieron del gel y se secuenciaron. En base a estas secuencias, se disefiaron
cebadores adicionales (11_13680 (TCACCCCTTCACCTTACC) y 11 13681 (CCTTCACATTTAACCAAAGC))
que amplificaron la regién intercalada y se usaron para completar la secuenciacién del locus (figura 2). De esta
manera, se demostro que el sitio diana de la ZFN en ALS2 estaba conservado en ambas lineas M82 y IL7-3.

Disefio de cebadores especificos del locus ALS2

[0084] EI alineamiento de las secuencias del ALS2 de S. pennellii y M82 nos permitié identificar diferencias de
secuencia que podrian aprovecharse para el disefio de cebadores especificos que amplificarian selectivamente
solo uno de los alelos y que amplificarian un producto de PCR que incluye el sitio diana de la ZFN. Para
amplificar el locus ALS2 de S. pennellii usamos los cebadores 11_13680 + 11 13681 vy, para el locus ALS2 de
m82, se usaron los cebadores 09Q136 (GAAAGGGAAGGGGTTAAGG) y 12_07231
(CTTCAGTAGAGCCCTTGC). Los resultados se muestran en la figura 2a y muestran que estos cebadores
amplificaron una banda del tamafio correcto en las lineas parentales IL7-3 y M82 y que ambos locus estaban
presentes en la linea F1 derivada a partir de un cruce de estos dos progenitores (linea BC).

Induccién de INDEL en el locus ALS2 de S. pennellii

[0085] Los protoplastos se aislaron tanto de la linea IL7-3 como de plantas M82 y se transfectaron con el
plasmido pKG7402 o con un plasmido que lleva un casete 35S::GFP (pKG7381). Después de 12 horas, los
protoplastos transfectados con pKG7381 se observaron bajo el microscopio de fluorescencia para evaluar la
expresion de GFP. Esta fue equivalente tanto en los protoplastos IL7-3 como en los M82 (datos no mostrados), lo
que demuestra que la introgresion de S. pennellii en la linea IL7-3 no afect6 la transformacion. Después de 48
horas, los protoplastos se cosecharon por centrifugaciéon y el ADN gendmico se aislo utilizando el kit DNeasy
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(Qiagen). Se realizé entonces una reaccion de PCR en este ADN usando los cebadores 09Q132
(CTTGTGGAGGCACTTGAA) y 09Q133 (CCGGACCAGATGTAGCAATA) que amplifican un fragmento del locus
ALS2 de 205 bps que incluye el sitio diana de la ZFN. El producto de PCR se purificd y se cloné entonces en un
vector (pCR2.1:Blunt; Invitrogen) y se transformé en células de E. coli One Shot Chemically Competent
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante y sembradas en placas en medio LB suplementado con 50
pg/ml de canamicina (Duchefa). Se realizd posteriormente una PCR en 96 colonias bacterianas individuales
usando los mismos cebadores, y los productos de la PCR resultantes se analizaron mediante analisis de la curva
de fusién de alta resolucion en un equipo Roche Light Cycler para identificar productos de la PCR con
caracteristicas de fusion aberrantes. Tales clones se tomaron entonces para la secuenciacion y los resultados se
muestran en la figura 3. Para ambas lineas, IL7-3 y M82, aproximadamente el 10% de los productos de la PCR
derivados de la poblaciéon de protoplastos transfectados contenian una INDEL en el sitio diana de la ZFN. El
tamafio de estas INDEL en ambas lineas fue comparable también y, asi, se puede concluir que el locus ALS2 de
S. pennellii sirve de diana de manera tan eficaz como el locus ALS2 de M82. Como control, también analizamos
96 productos de la PCR derivados de la transfeccion con pKG7381. Ninguno de estos mostrd caracteristicas de
fusion aberrantes y, cuando se secuenciaron dos, no mostraron ninguna alteracion de la secuencia (datos no
mostrados).

Translocaciones dirigidas en el locus ALS2 en protoplastos de tomate

[0086] Los protoplastos se aislaron de plantas F1 cultivadas in vitro (derivadas a partir de un cruce M82 x IL7-3).
Ademas, también aislamos protoplastos de plantas cultivadas in vitro M82 e IL7-3. Los protoplastos se
transfectaron con 40 pg de plasmido pKG7402 (o 40 pg de pKG7381 como control) y se mantuvieron en medio
liquido durante 48 horas. Los protoplastos de cada transfeccion se cosecharon entonces mediante centrifugacion
(800 rpm, 10 minutos) y luego se aisl6 ADN gendmico de estas poblaciones de protoplastos utilizando el kit
DNeasy (Qiagen). Para detectar la presencia de translocaciones en la poblacion de protoplastos, se usaron
combinaciones de los cebadores especificos del locus. Por ejemplo, la combinacién del cebador de ALS2 de S.
pennellii (11_13680) y del cebador de M82 (12_07231) solo deberia amplificar cromosomas que han
experimentado una translocacion y produciran un producto de PCR que incluye la unién de la translocacion en la
posicion del sitio diana de la ZFN. Se realizé una reaccion de PCR usando estos cebadores en todas las
muestras de ADN de protoplastos utilizando las siguientes condiciones de ciclado {95°C 2'; [95°C 30", 60°C 30",
72°C 2'1x40; 72°C 5'} en una reaccion consistente en 1 pl de ADN gendmico de protoplastos, 5 pl de 5x tampén
Herculase Fusion (Agilent), 0,3 pl de 100 mM dNTPs, 1,25 pl de cebador 11_13680, 1,25 pl de cebador
12_07231, 0,25 ul de enzima Herculase Il Fusion (Agilent) y 15,95 ul de agua. La electroforesis de los productos
de PCR en un gel de agarosa al 1% mostré que todas las muestras produjeron una banda del tamafio esperado,
pero que la intensidad de la banda era mas intensa en las muestras de plantas F1 tratadas con pK7402 (datos no
mostrados). Como observamos un producto de PCR en las muestras de control, esto sugirié que la combinacién
de cebadores 11_13680 + 12_07231 fue capaz de generar un producto de PCR inespecifico de los locus ALS2
de S. pennellii y M82 inalterados, pero que el producto de PCR de los protoplastos F1 tratados pueden ser mas
intensos, ya que ademas contiene productos de PCR generados de las uniones de translocacion. Los productos
de PCR de 2,2 kbps tanto de los tratamientos como de los controles se escindieron del gel y se purificaron
utilizando el kit de aislamiento Qiagen Gel. Los productos de PCR se clonaron entonces utilizando el kit de
ligamiento Zero Blunt PCR (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante, y los plasmidos resultantes que
contenian los productos clonados se purificaron de células E. coli TOP10 y se secuenciaron los productos de
PCR completos de 2,2 kbps. Los resultados se muestran en la figura 4. Los cebadores fueron, de hecho,
capaces de amplificar un producto de PCR de ALS2 de las muestras de control, pero la secuenciacion mostro
gue estos siempre se derivaron del locus ALS2 WT (M82) o del locus SpALS2 (IL7-3). El andlisis de dos
productos de PCR derivados de los protoplastos F1 transfectados con el plasmido de control (pKG7381) mostro
gue ambos locus se han amplificado en esta reaccion de PCR. Todos los productos de PCR de los controles
mostraron la secuencia esperada. Los productos de PCR derivados de los protoplastos hibridos F1 tratados con
pKG7402 mostraron todos una pequefia INDEL en el sitio de unién a ZFN, similar a aquellos que habiamos
observado anteriormente cuando los protoplastos de las lineas parentales se trataron con pKG7402. Sin
embargo, para cada uno de estos productos de PCR de 2,2 kbp, los SNP corriente arriba del sitio de unién a ZFN
indicaron que esta era la secuencia de ALS2 de S. pennellii mientras que los SNP corriente abajo del sitio de
unién a ZFN derivaron de la secuencia de ALS2 de M82, como esperariamos para un fragmento de unién de
translocacion. Por lo tanto, esto proporcion6 buena evidencia de que en la poblacién de protoplastos habia
células presentes que habian experimentado una translocacion dirigida al locus ALS2 entre la introgresion de S.
pennellii y el cromosoma VII de M82 WT, dando como resultado un intercambio de brazos cromosémicos y la
rotura del ligamiento en el fragmento de introgresion.

[0087] Para cuantificar cuantos protoplastos en la poblacion tratada contenian una translocacion dirigida,
intentamos cuantificar el nGmero de productos de PCR que tienen esta organizacion de ALS2 quimérica
caracteristica S. pennelli/M82. Realizamos una PCR en el ADN gendmico utilizando los cebadores 12_1216
(CTTCCACCCTTCTTCCCAAATC) y 12 11217 (TGCCAACTCCTGCACATTCA). Estos cebadores no son
especificos y amplifican por tanto un producto de 1,3 kbps de ambos locus ALS2 WT y SpALS2. Tal reaccién
PCR consiste asi en SpALS2, ALS2 WT y productos de translocacion dirigida. Para determinar las cantidades
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relativas de cada uno de estos productos en la reaccion PCR, y asi la eficiencia del proceso de translocacion
dirigida mismo, los productos de la reacciéon de PCR se clonaron y genotiparon. El producto de PCR de 1,3 kbps
incluye el sitio de unién a ZFN y dos sitios de restriccion diagnésticos situados en cada lado. Corriente arriba del
sitio de unién a ZFN, un cambio A=>G en la secuencia de ALS2 de S. pennellii crea un sitio de restriccion Hindlll.
Corriente abajo del sitio de unién a ZFN un cambio C>A en la secuencia ALS2 de S. pennellii crea un sitio Msel.
Estos sitios se usaron como una base para un ensayo CAPS para genotipar productos de PCR para la secuencia
ALS2 que flanquea el sitio de unién a ZFN. El producto de PCR de 1,3 kbps se cloné utilizando el kit de
ligamiento Zero Blunt PCR segun las instrucciones del fabricante. Las colonias bacterianas individuales se
resuspendieron entonces en 50 ul de agua, se calentaron a 95°C durante 5 minutos y, luego, 1 pl de esto se us6
en una PCR anidada con los cebadores 09Q132 + 09Q133 o con 09R037 + 09R040 que se digirieron
posteriormente con Hindlll o Msel, respectivamente. La presencia o ausencia de ambos sitios Hindlll y Msel era
indicativa de un locus ALS2 inalterado (bien SpALS2 o bien ALS2 WT), mientras que un producto de PCR
clonado que solo tiene uno de estos productos de PCR pueden derivar de un evento de translocacién dirigida. En
total, 249 colonias bacterianas se genotiparon para la presencia de solo uno de estos sitios de restriccion y cinco
se identificaron finalmente. Para confirmacidn, se secuenciaron los productos de PCR de 1,3 kbps de estos
cincos clones. De los cinco productos de PCR, encontramos dos que tenian la organizacion esperada (figura 4).
El primero, el clon #1, mostré la secuencia ALS2 de S. pennellii corriente arriba del sitio de unién a ZFN y la
secuencia ALS2 de M82 corriente abajo. Para el clon #2, esto estaba invertido. Por lo tanto, podemos concluir
gue la eficiencia de formacion de translocacion dirigida en nuestra disposicién experimental es aproximadamente
de 2 en 249 (0,8%). Esto sugiere que solo un nimero limitado de protoplastos necesita cribarse para aislar
células con translocaciones dirigidas.

Aislamiento de plantas de tomate con translocaciones dirigidas

[0088] Los protoplastos se aislaron de hojas de la linea hibrida F1 y se transfectaron con 40 pg de pladsmido
pKG7402. Para mayor desarrollo, se incluyeron entonces en los discos de alginato que se incubaron luego en 4
ml de medio K8p durante 7 dias. Los discos se cortaron entonces en tiras de 5 mm que se colocaron luego en
medio TM-DB sdlido (2-4D, BAP) para mayor desarrollo de los microcallos. Después de 3 semanas de
crecimiento, se recogieron 800 callos con férceps y se transfirieron a medio TM-DB fresco. Hemos mostrado que
las uniones de translocacion siempre contienen una INDEL pequefia en el sitio de corte de ZFN vy, asi, primero
cribamos todos los callos para esta. Para genotipificar, se rasp6 un pequefio fragmento de tejido de cada callo en
desarrollo utilizando una punta de pipeta de plastico y luego se resuspendié en 20 pl de tampén de dilucion del
kit Phire Plant Direct PCR (Thermo Scientific). Para la PCR directa en este material, se tom6 1 pl de la dilucién y
se mezcld con 10 pl 2x de tampon de reaccion, 2 pl de los cebadores 12_11216y 12_11217 (5 pmol), 0,2 pl de la
polimerasa Phire y agua hasta un volumen de reaccion final de 20 ul. Las condiciones de PCR usadas fueron;
98°C 5 min, {98°C 5 segundos, 62°C 5 segundos, 72°C 1,5 minutos} x40, 72°C 5 min. Estos productos de PCR
se diluyeron entonces 200x en agua y 1 pl de esto se us6 en una PCR anidada para amplificar el sitio de corte de
ZFN (1 pl de producto de PCR, 5 pl de tampdn de reaccion 10x, 0,5 pl de dNTPs (20 mM), 1 pl de 09Q132 (5
pmol), 1pl de 09Q133 (5 pmol), 0,2 pl de AmpliTaq (5 U/ul) y 41,3 pl de agua con las condiciones de ciclado 94°C
2 min, {94°C 30 segundos, 55°C 30 segundos, 72°C 30 segundos} x30, 72°C 5 min. Esto genera fragmentos de
PCR de 200 bps, incluyendo el sitio de corte de ZFN, que se pueden cribar para la presencia de INDEL. Estas
reacciones de PCR se realizaron también en el material de la linea F1 para generar productos de PCR de
control. Para detectar callos con INDELs en el sitio de corte de ZFN, 4 ul de cada producto de PCR de 200 bps
se mezclaron con 4 ul del producto de PCR de control y 1 ul de ambos TE y LC Green. Las caracteristicas de
fusién de esta mezcla se determinaron entonces utilizando el protocolo Gene Scanning del Light Cycler de
Roche. Identificamos 53 muestras con caracteristicas de fusion aberrantes indicativas de una INDEL en el sitio
de corte de ZFN. Los productos de 1,3 kbps de estos 53 callos se clonaron entonces utilizando el kit de clonacion
Zero Blunt PCR (Invitrogen). Posteriormente, 4 colonias bacterianas de cada ligacion se genotiparon para la
presencia de los sitios Hindlll y Msel como se ha descrito anteriormente. A partir de un callo Gnico, TT1y TT2,
fuimos capaces de mostrar que todos los clones bacterianos evaluados carecian de uno de los sitios de
restriccion, lo que demuestra que esta célula habia experimentado una translocacién dirigida reciproca. Estos
clones se secuenciaron y fuimos capaces de mostrar que, similar a las secuencias derivadas de los protoplastos,
se habia producido una translocacion dirigida en estos callos. La frecuencia a la que se identificaron estos callos
(0,25%) esta en el mismo rango determinado previamente y permanece inesperadamente alta.

Analisis de marcadores de los RFPL que flanquean la introgresion de S. pennellii

[0089] Los callos TT1 y TT2 pueden después transferirse a medio de germinacién y los brotes posteriores
inducirse para formar raices. Las plantas se transfieren luego al invernadero para un genotipificado adicional. La
semilla se recoge de la planta TT1 y se germina en suelo. El material de las hojas se cosecha de las plantulas y
se aisla el ADN. Para demostrar que los marcadores TG20 y TG143 ya no estan ligados en la progenie, las
plantulas se analizan para la presencia de estos marcadores. La autofecundacién de las plantas F1, donde los
dos marcadores estan presentes en el mismo cromosoma flanqueando la introgresién, se esperaria que diera
progenies donde el 25% carece de cualquiera de los marcadores y el 75% son positivas para ambos
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marcadores. En una planta que contiene una translocacioén dirigida, el ligamiento entre los marcadores ya se ha
roto en los protoplastos. Cuando la progenie de tales plantas se analiza, esperariamos que el 50% tuviera ambos
marcadores (en este caso situados en cromosomas diferentes), el 25% contuviera solo el marcador TG20 y el
25% contuviera solo el marcador TG143. El andlisis de segregacién de marcadores se puede realizar en la
progenie de las plantas TT1 y TT2. Por lo tanto, la expresion transitoria de una nucleasa especifica de sitio tal
como una ZFN en protoplastos de tomate puede inducir translocaciones dirigidas reciprocas que dan plantas
viables y se pueden transmitir a la generacion siguiente. Este método puede utilizarse para romper cualquier
forma de ligamiento entre dos secuencias de ADN en una manera independiente de secuencia.

Ejemplo 2

Rotura del arrastre por ligamiento en el locus TYLCV

[0090] El virus del rizado amarillo de la hoja del tomate (TYLCV) es una enfermedad de tomate devastadora
provocada por un begamovirus y transmitida por la mosca blanca. La infeccién por TYLCV es comuUn en regiones
célidas (sub)tropicales y esto limita el crecimiento del tomate en estas regiones. La resistencia a la infeccién por
TYLCV se ha encontrado en varias especies de tomate silvestre (Ji et al. (2007) en Tomato Yellow Leaf Curl
Virus Disease (Czosnek, H., ed). Paises Bajos: Springer, pags. 343-362). Actualmente, cinco locus de resistencia
se usan en la mejora, Tyl a Ty5. El locus Tyl de S. chilense LA1969 fue el primer locus de resistencia en ser
mapeado y esta ligado al locus Ty3 en el cromosoma 6 y se ha incorporado en varias variedades disponibles
comercialmente. Sin embargo, el locus de resistencia Tyl sufre arrastre por ligamiento, ya que estd acompafiado
de rasgos indeseables como la autonecrosis. El locus Tyl se sitGa en la region pericentromérica del cromosoma
6 y se localiza en un fragmento de introgresion de 17MB que sufre una supresion severa de la recombinacion.
Verlaan et al. (2011, Plant J 68: 1096-1103) estudi6 la recombinacién en el locus Tyl en 3000 plantas F2, pero
no pudieron detectar ningin evento de recombinacién en su poblacion en la mayoria del fragmento de
introgresion. Esto parece deberse a varias reorganizaciones cromosomicas en S. chilense LA1969 que inhiben la
recombinacion en esta region durante la meiosis. Como la producciéon de translocaciones dirigidas es
independiente de la homologia, esto puede utilizarse para reducir el tamafio del locus Tyl para romper el arrastre
por ligamiento y simplificar el mapeo fino del locus Ty1.

[0091] Se han identificado varios BAC de S. licopersicum que estan presentes en el fragmento de introgresion
Tyl (Verlaan et al., 2011, Plant J 68: 1096-1103). Usamos la secuencia de uno de estos (H208D24, disponible
en: http://solgenomics.net/maps/physical/cloneinfo.pl?id=77280) para identificar genes que probablemente
representan secuencias de copia Unica en el genoma del tomate. Este BAC lleva el homologo del tomate del gen
de A. thaliana PRH75 (Plant RNA Helicase 75, At5g62190) anotado como Unigene SGN U268902. Aunque este
BAC se eligi6 de forma arbitraria, cualquier otra secuencia en la region de introgresion que esté presente en
ambos cromosomas también podria usarse para ejecutar estos experimentos. Para identificar diferencias de
nucleétidos en este locus entre S. lycopersicum y S. chilense LA1969, se puede realizar Genome Walking en
este locus en ambas especies de plantas. Esto permite el disefio de cebadores de PCR especificos para los dos
locus SGN U268902. Posteriormente, se puede disefiar una construccion TALEN que se una y corte entre los
sitios de cebadores para validar su actividad.

[0092] Una linea de planta heterozigota para la introgresién Tyl se cultiva entonces in vitro y los protoplastos se
aislan y se transfectan con el ADN del plasmido TALEN. Los protoplastos de tomate se regeneran entonces en
callos y se criban utilizando combinaciones de los cebadores especificos del locus SGN U268902 para identificar
callos que contienen uniones de translocacion. Estos se regeneran entonces en plantas y se autofecundan y se
determina la segregacién de marcadores que flanquean el locus SGN U268902. Entonces es posible demostrar
gue el tamafio del fragmento de introgresion Tyl se habia reducido y estas plantas se pueden analizar ademas
para la pérdida de arrastre por ligamiento y para una evaluacion de las frecuencias de recombinacion en los
fragmentos de introgresion acortados.

Ejemplo 3

Creacién de una introgresion de un tamafio definido en el material de mejora de tomate y mapeo fino de
un gen responsable de la maduracidon temprana de los frutos

[0093] Puede identificarse una linea de tomate, ER43, que lleva un locus en el cromosoma | responsable de la
maduracion temprana de los frutos. A través del analisis de marcadores, se puede establecer que el locus esta
localizado entre los marcadores AFLP MM101 y MM107, que estan separados por 527 kbps. La secuencia
completa de esta region esta disponible y, asi, se puede seleccionar una serie de secuencias diana distanciadas
por 100 kbps que, en base al analisis BLAST, son secuencias de copia Unica en el genoma del tomate. Se
disefian cebadores que flanquean estas secuencias diana y se usan para amplificar los locus correspondientes
en la linea de tomate Moneymaker (disponible en: http://www.seedaholic.com/tomato-cherry-fox-organic-seeds-
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1.html) para confirmar, en primer lugar, que las secuencias diana son idénticas en ambas lineas y, en segundo
lugar, para identificar diferencias de secuencia alrededor de estas secuencias diana en las dos lineas de tomate
gue se pueden aprovechar para el disefio de cebadores especificos. Posteriormente, se disefian cinco
construcciones TALEN para producir RDC en estas secuencias diana. Las secuencias TALEN se sintetizan
entonces y se clonan en una cconstruccion plasmidica fusionando la TALEN con una secuencia promotora que
esta activa en los protoplastos de tomate, tal como el promotor de tomate AA6. Los protoplastos de las lineas
ER43 y Moneymaker se transfectan con cada plasmido TALEN, se incuban durante 24 horas en un medio liquido
adecuado y luego se cosechan por centrifugacién. EIl ADN gendmico se aisla entonces de cada poblacion de
protoplastos transfectados y cada una de las cinco secuencias diana se amplifica luego usando cebadores
especificos de cromosoma. Los productos de PCR se analizan entonces para la presencia de INDEL en la
secuencia diana, que estarian presentes en alrededor del 10% de cada lote de protoplastos tratados. Esto
demostrara que las construcciones TALEN estan activas en la célula y son capaces de inducir RDC en las
secuencias diana de ambas lineas de tomate. Las lineas ER43 y Moneymaker se cruzan luego para producir una
linea F1 que se mantiene bajo condiciones estériles en cultivo de tejidos y se usan para la produccion de
protoplastos. Estos protoplastos se transfectan luego con las construcciones TALEN y se cultivan 1000 callos
derivados de cada transfeccion y luego se genotipan para la presencia de una translocacion en la secuencia
diana usando combinaciones diferentes de los cebadores de PCR especificos de cromosoma. Los callos que
contienen estas translocaciones dirigidas se regeneran luego en plantas y luego se autofecundan para crear
plantas F2 que son homocigoticas para cada translocacion. Estas se fenotipan luego para identificar el fragmento
cromosémico que lleva el locus de maduracion temprana. Luego se construye un mapa fisico de esta region y
puede identificarse el gen responsable del fenotipo de maduracion temprana.

Ejemplo 4

Translocaciones dirigidas en Brassica napus

[0094] La colza, o canola (Brassica napus) es una especie anfidiploide formada de la hibridacién interespecifica
de Brassica rapa (el genoma A) y Brassica oleraceae (el genoma C). La mejora de pedigri selectiva se ha usado
intensivamente para mejorar tanto el rendimiento como la calidad de las semillas en este cultivo. La mejora de
pedigri implica la seleccion y la endogamia de individuos F2 superiores y de generaciones posteriores resultantes
de cruces entre pares de variedades de cultivo establecidas. Sin embargo, debido al nimero limitado de plantas
F2 cribadas, los productos finales del proceso de mejora contienen a menudo grandes cantidades de los
genomas parentales que proporcionan un efecto negativo en los rasgos agrondémicos. Esto se ha demostrado en
el tipo "Tapidor" de B. napus que, incluso después de generaciones multiples de retrocruces, todavia contenian
un 29% de uno de los genomas parentales (Sharpe y Lydiate, 2001, Genome 46: 461-468). Es posible calcular la
probabilidad de que un individuo F2 hipotético, derivado a partir de un F1 que lleva distintos alelos donadores y
de élite en todas las unidades gendmicas, no contenga ningun genotipo donador fijo. Se ha estimado que esto
ocurre aproximadamente una vez en 81825 plantas F2 (Sedcole, T.R. (1977) Crop Sci. 17: 667-668). En cambio,
los programas de mejora de pedigri en la colza, generalmente, solo seleccionan entre 1000 y 2000 plantas F2, lo
gue resulta en la seleccién de un individuo que contiene una gran cantidad de genotipo donador no ligado.
Combinados con la practica de produccion de haploides duplicados para aumentar la velocidad de mejora, los
genotipos parentales pueden volverse homocigoticos vy fijarse muy rapidamente, incluso cuando no estan ligados
al locus de interés.

[0095] Debido a la naturaleza anfidiploide de B. napus, la recombinacién meidtica entre los genomas Ay C se
evita durante la meiosis. Este es también el caso para otras especies anfidiploides tales como tabaco (Nicotiana
tabacum), trigo duro (Triticum durum), trigo comudn (Triticum aestivum) y algodén (Gossypium hirsutum).
Considerando un ejemplo en B. napus, se pueden introducir rasgos agronémicamente importantes de las lineas
parentales en lineas comerciales a través de un programa de mejora que causa que el locus parental,
normalmente en un estado homocigético, esté presente en uno de los genomas (por ejemplo, en el genoma A).
Sin embargo, debido a las restricciones en la recombinacién entre los genomas durante la meiosis, el locus
correspondiente no cambia en el genoma C. Si esta regién también lleva algunos fenotipos negativos o se
reduce la eficacia del fenotipo conferido por el locus parental en el genoma A, entonces esto no puede resolverse
facilmente a través de la mejora convencional. Por induccién de una translocacion dirigida entre los genomas A'y
C usando nucleasas dirigidas de sitio, es posible producir una planta que es homocigética para el locus parental
en ambos genomas A y C (esqueméticamente mostrados en la figura 5). Otra posible aplicacién de esta
tecnologia en poliploides es la transferencia de mutaciones inducidas por mutdgenos entre genomas para crear
lineas completamente homocigéticas. La seleccidon por mutacion es un método comin de mejora de plantas.
Esto implica el tratamiento de plantas, normalmente semillas, con un mutageno tal como etilmetanosulfato (EMS)
que genera cambios de C a T en todo el genoma. Luego las poblaciones mutadas de plantas se cultivan, se
autofecundan y, en la siguiente generaciéon (M2), las plantas se criban para fenotipos alterados (cribado directo)
0 se seleccionan en base a mutaciones inducidas en el gen de interés cuando la secuencia es conocida (cribado
inverso). En muchos casos, se requiere una mutacion que confiere un fenotipo de pérdida de funcién (completa)
y esto requiere la identificacion de dos lineas de plantas, llevando cada una una mutacion nula en el gen de
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interés en uno de los genomas. Entonces, estas plantas se pueden cruzar, autofecundar las F1 e identificar las
plantas F2 que son homocigéticas para ambas mutaciones nulas en ambos genomas. Este es un enfoque muy
lento y costoso y se vuelve mas dificil con especies como el trigo hexaploide cuando se trata de tres genomas.
Para evitar tener que aislar mutaciones independientes en cada genoma y luego realizar cruces, revelamos que
se pueden inducir translocaciones dirigidas para transferir una mutacion (nula) inducida entre genomas y
alcanzar rapidamente un estado homocigaético (figura 5).

[0096] Los experimentos se enfocan en la induccion de una translocacién dirigida entre el cromosoma 8 de B.
napus de los genomas Ay C. La linea "Tapidor" de B. napus se selecciona para estos experimentos, ya que lleva
un fragmento de introgresion grande en el cromosoma 8 del genoma A de la linea "Bronowski" de B. napus que
contiene muchas diferencias de secuencia con la regiéon correspondiente en el cromosoma 8 del genoma C.
Luego, un gen Unico presente en ambos genomas A y C se identifica y se secuencia en la linea "Tapidor" para
identificar las diferencias de secuencia. En base a estas, se disefian cebadores que solo amplifican el locus del
genoma A o C. Para inducir una RDC de ADN en los locus en los genomas A y C, se disefia una construccion
TALEN. Los locus A y C se criban para una secuencia idéntica a ambos y se disefian las TALEN para unir y
cortar en esta secuencia. Las TALEN se clonan en un vector plasmidico con un promotor vegetal constitutivo
(35S) y se introducen en protoplastos de B. napus "Tapidor" usando transfeccion con PEG. Después de 48
horas, se aisla ADN de los protoplastos y los cebadores especificos de locus se utilizan para generar productos
de PCR que se secuencian para demostrar que la construccion TALEN es capaz de inducir INDEL en el sitio
diana. El experimento se repite luego y los callos de B. napus individuales se regeneran y se genotipan para la
presencia de translocaciones dirigidas usando combinaciones de los cebadores especificos del locus del genoma
Ay C. Se pueden identificar callos individuales que tienen translocaciones dirigidas en las posiciones esperadas
y también INDEL de diferentes tamafios en el cromosoma 8 (por ejemplo, 4 bps en el genoma A, 3 bps en el
genoma C) que representan INDEL diferentes en las uniones de translocacion en los cromosomas hibridos A 'y
C. Las plantas se regeneran luego a partir de estos callos y se cultivan hasta la madurez. La generacion
siguiente se criba luego para plantulas que son homocigoéticas para estas INDEL y estas son homocigoéticas
también para el resto del brazo cromosémico.

Ejemplo 5

Fusion de dominios de locus utilizando translocaciones dirigidas

[0097] La linea de plantas IR3 tiene una fuerte resistencia a una amplia gama de insectos debido a la presencia
de un compuesto insecticida a alta concentracion en sus tricomas. Esta alta concentracion se consigue por una
alta expresion de uno de los genes (IK4) implicados en la sintesis bioquimica de este compuesto. La alta
expresion se consigue por un promotor nuevo que conduce a una alta activacion transcripcional de una manera
especifica de tricomas. La linea de plantas IR12 también contiene el gen 1K4, pero es susceptible a ser alimento
de los insectos. El analisis molecular ha demostrado que el gen IK4 no se expresa en los tricomas de IR12 y que
esto se debe a diferencias de nucleétidos en el promotor del gen IK4 en la linea IR12 que lleva a su inactivacion.
El objetivo de estos experimentos fue restaurar la alta expresion especifica de tricomas del gen 1K4 en la linea
IR12 por induccién de una translocacion dirigida entre las lineas, dando como resultado la fusién del promotor
IR3 con el gen IK4 de la linea IR12. Se identifica una secuencia diana situada 20 bps corriente arriba del ORF de
IK4 y se disefia una TALEN para crear una RDC en este sitio. La TALEN se clona entonces detras de un
promotor adecuado para la expresion en plantas y el plasmido resultante se transfecta luego en protoplastos de
ambas lineas IR3 e IR12. Como se describe en el ejemplo 3, de esta manera somos capaces de confirmar que la
expresion de TALEN es capaz de inducir una RDC en la secuencia objetivo en ambas lineas de plantas.
Después se forma una linea F1 por cruce de las lineas IR3 e IR12 y se usa entonces para producir protoplastos
gue se transfectan luego con la construccion de la TALEN. Como se describe en otros ejemplos, los cebadores
especificos que amplifican el locus IR3 o el IR12 se usan en combinaciones diferentes para identificar callos en
los que se ha producido una translocacion dirigida. Estos callos se regeneran luego en plantas y se retrocruzan
luego con la planta IR12 parental varias veces, seleccionando la translocacién dirigida en cada generacion, para
alcanzar una situacion donde la planta es isogénica al IR12 parental excepto por la translocacion deseada.
Utilizando una RT-PCR cuantitativa se puede mostrar que, en esta linea, la fusion precisa del promotor IR3 con
el gen IK4 de IR4 ha restaurado la alta expresion de IK4 en los tricomas y el fenotipado posterior demuestra que
esta planta muestra una fuerte resistencia a una amplia gama de insectos. Este ejemplo demuestra que las
translocaciones pueden utilizarse para fusionar promotores u otras secuencias reguladoras con genes de otra
linea y conseguir asi patrones de expresién nuevos que proporcionan fenotipos valiosos.

EXAMPLEG6

Creaciéon de marcos de lectura abiertos nuevos utilizando translocaciones dirigidas
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[0098] La resistencia a patégenos fungicos la confiere a menudo la clase de genes con repeticiones ricas en
leucina (LRR, por sus siglas en inglés) situados en las agrupaciones de genes de resistencia distribuidos en todo
el genoma de las plantas. La linea de plantas M17 contiene un gen de resistencia LRR (LRR12) que confiere
resistencia especifica a la raza 1 del patégeno fangico que causa la enfermedad del tizén tardio. La linea de
plantas P15 lleva una agrupaciéon de genes de resistencia similar localizada en la misma posicion en el
cromosoma. En P15, el gen de resistencia mas similar en secuencia a LRR12, denominado LRR63, se localiza
en la misma posicion en la agrupacion, pero tiene una secuencia de aminoacidos diferente. Como consecuencia,
el gen LRR63 confiere resistencia a la raza flngica 2 pero no a la raza 1. Ninguno de estos genes de resistencia
confiere resistencia a la raza fungica 3. Nuestra hipotesis es que se puede conseguir una resistencia nueva a la
raza fungica 3 por combinacion de dominios de los genes LRR12 y LRR63. Se conoce la secuencia de ambos de
estos genes y los intrones se analizan en busca de secuencias que estaban presentes en ambos LRR12 y
LRR63. Luego se disefia una nucleasa especifica de sitio que es capaz de inducir una RDC en esta secuencia
diana. La nucleasa especifica de sitio se clona entonces detrds de un promotor que proporciona la expresion en
protoplastos vegetales y el plasmido resultante se usa entonces para transfectar protoplastos de ambas lineas de
plantas M17 y P15. Como se describe con méas detalle en los otros ejemplos incluidos en la presente, somos
capaces de demostrar que la nucleasa especifica de sitio es capaz de producir RDC en las secuencias diana de
los intrones en ambos LRR12 y LRR63. Una linea F1 se produce luego por cruce de las lineas M17 y P15 y se
mantiene en condiciones estériles en cultivo de tejidos. Los protoplastos se aislan luego de la linea F1 y se
transfectan con el plasmido que codifica la nucleasa especifica de sitio. Los protoplastos individuales se
regeneran luego en callos y estos se genotipan con combinaciones de cebadores especificos disefiados para
LRR12 o LRR63 para detectar callos en los que se ha producido una translocacidon dirigida. Como la
translocacién se ha dirigido a un intron, las INDEL pequefias que se producen durante la translocacion solo
eliminan parte de la secuencia del intron y, por lo tanto, no afectan al marco de lectura abierto del gen. La
translocacion produce la fusion de dominios del gen LRR12 con dominios del gen LRR63, creando un gen nuevo
gue confiere nuevas resistencias. Los callos con la translocacion se regeneran en plantas y se puede demostrar
gue el marco de lectura abierto quimérico nuevo se compone de dominios tanto de LRR12 como de LRR63 y que
proporciona una nueva resistencia a la raza fungica 3. Este ejemplo demuestra como pueden utilizarse
translocaciones dirigidas para unir dominios de distintos genes para crear genes nuevos que confieren
importantes nuevos fenotipos.

Ejemplo 7

Induccién simultanea de translocaciones dirigidas e inhibicién de la meiosis

[0099] Las translocaciones dirigidas se pueden inducir entre cromosomas homedlogos en un hibrido F1
utilizando nucleasas especificas de sitio. Los callos individuales se pueden regenerar después para producir
plantas que luego proceden a través de la meiosis normal, lo que conduce a una poblacién F2 normal con
segmentos genodmicos de ambas plantas parentales. Luego se requiere un retrocruzamiento extenso para
obtener lineas isogénicas para el fenotipado que puede llevar afios e implica ciclos multiples de cribado de la
poblacion. Se puede obtener una linea isogénica en una Unica generacién cuando los cruces meiéticos se
inhiben en la planta original, lo que permite a los cromosomas parentales segregarse de forma aleatoria en los
gametos. La mayoria de gametos seran no viables debido al nimero anormal de cromosomas, pero un pequefio
porcentaje contendra todos los cromosomas del progenitor deseado y, cuando se use en un retrocruce directo
con el progenitor requerido, generaran una linea isogénica en una Unica generacion. La translocacion dirigida
que se va a producir puede ser cualquiera de aquellas descritas en los ejemplos 1 a 6. Se pueden producir
protoplastos de plantas F1 y transfectarse simultdneamente con dos plasmidos. El primer plasmido lleva una
nucleasa especifica de sitio, dirigida por un promotor activo en los protoplastos vegetales, que produce la
translocacioén dirigida deseada como ya se ha descrito. El segundo plasmido lleva una nucleasa especifica de
sitio diferente, dirigida por un segundo promotor activo en los protoplastos vegetales que esta disefiado para
crear una RDC en un gen, Dmc1, implicado en la formacion de cruces durante la meiosis. La reparacion de esta
RDC producira INDEL pequefias en el gen meidtico que conducen a una pérdida completa de funcién del gen.
Se seleccionan luego los callos que contienen la translocacion dirigida deseada y estos se criban luego para
mutaciones INDEL homocigéticas adicionales en la secuencia diana de Dmcl. Estos callos se regeneran luego
en plantas y se retrocruzan con la planta parental original. Se puede demostrar que las plantas derivadas de este
cruce contienen la translocacion deseada, pero, por otro lado, son isogénicas con el progenitor de retrocruce.
Asi, este método se puede aplicar para generar lineas que contienen translocaciones dirigidas y que, de otro
modo, son isogénicas también para una de las lineas parentales sin la necesidad de un programa de retrocruces
extenso.
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REIVINDICACIONES

1. Método para eliminar un ligamiento genético entre un primer locus A y un segundo locus B presentes en un
primer cromosoma vegetal en una planta o célula vegetal, comprendiendo el método:

(a) proporcionar al menos una célula vegetal que comprende dicho primer cromosoma que comprende
dicho primer locus Ay dicho segundo locus B y que comprende ademas al menos un segundo cromosoma,
donde dichos cromosomas son cromosomas homélogos u homeologos entre si; e

(b) introducir una rotura de doble cadena en el primer cromosoma, donde la rotura de doble cadena en el
primer cromosoma se introduce entre dicho primer locus Ay dicho segundo locus B proporcionando asi una
primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A y una segunda parte del primer
cromosoma que comprende el segundo locus B e introducir una rotura de doble cadena en el segundo
cromosoma en un locus o ubicacidn correspondiente, proporcionando asi una primera parte del segundo
cromosoma y una segunda parte del segundo cromosoma, y ademas, donde la primera parte del primer
cromosoma que comprende el primer locus A se liga a la segunda parte del segundo cromosoma;

donde la rotura de doble cadena en el primer cromosoma se introduce por una nucleasa especifica de sitio,
preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa
efector TAL y una nucleasa especifica de sitio del sistema CRISPR y donde la rotura de doble cadena en el
segundo cromosoma se introduce por una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionado del grupo
gue consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL y una nucleasa especifica de
sitio del sistema CRISPR.

2. Método segun la reivindicacion 1 donde el método comprende ademas una etapa (c) de identificacion,
utilizando al menos una célula vegetal obtenida en la etapa (b), de al menos una célula vegetal donde el
ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en el primer cromosoma se ha eliminado.

3. Método segun la reivindicacion 2 donde en la etapa c) se identifican las células vegetales donde se ha
eliminado el ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en el primer cromosoma y, ademas,
donde la primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A esta ligada a la segunda parte
del segundo cromosoma y, ademas, donde la segunda parte del primer cromosoma esté ligada a la primera parte
del segundo cromosoma.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde dicho segundo cromosoma no
comprende un locus que es idéntico a dicho primer locus A y/o no comprende un locus que es idéntico a dicho
segundo locus B.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la rotura de doble cadena en el primer
cromosoma Yy/o la rotura de doble cadena en el segundo cromosoma se introducen por la misma nucleasa
especifica de sitio, la misma nucleasa de dedo de zinc, la misma meganucleasa, la misma nucleasa efector TAL
o la misma nucleasa especifica de sitio del sistema CRISPR.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde se introduce no mas de una rotura de
doble cadena en el primer cromosoma y se introduce no mas de una rotura de doble cadena en el segundo
cromosoma.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde

i. el primer cromosoma comprende dicho primer locus A y dicho segundo locus B, donde dicho primer locus
A esta ligado a un rasgo deseable de un primer caracter y dicho segundo locus B esta ligado a un rasgo
indeseable de dicho primer caracter o un segundo caracter; y donde dicho segundo cromosoma no
comprende un locus que es idéntico a dicho segundo locus B ligado a un rasgo indeseable de dicho primer
caracter o un segundo caracter.

8. Método segun la reivindicacion 7 donde el rasgo indeseable del primer o segundo caracter es un rasgo
seleccionado del grupo que consiste en: un rasgo que influye negativamente en el rasgo deseable del primer
caracter, reduce el rendimiento, reduce la resistencia a enfermedades o plagas, reduce el crecimiento, reduce el
tamafio, reduce la cantidad de semillas, reduce la resistencia al estrés, incluyendo estrés por sal, calor, frio, agua
y sequia.

9. Método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la célula vegetal proporcionada es una
célula vegetal somatica, preferiblemente un protoplasto, y/o una célula vegetal obtenida a partir de un hibrido.
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10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la planta es un diploide, triploide,
tetraploide, pentaploide, hexaploide, octaploide, decaploide, dodecaploide o un anfidiploide.

11. Método para proporcionar una planta P1 obtenida a partir de una planta P2, donde dicha planta P2 esta
caracterizada por la presencia de ligamiento genético entre un primer locus A y un segundo locus B en un
primer cromosoma y donde dicha planta P1 esta caracterizada por la ausencia de dicho ligamiento genético,
comprendiendo el método:

(a) proporcionar al menos una célula vegetal que comprende dicho primer cromosoma que comprende
dicho primer locus Ay dicho segundo locus B y que comprende ademas al menos un segundo cromosoma,
donde dichos cromosomas son cromosomas homélogos u homedlogos entre si;

(b) introducir una rotura de doble cadena en el primer cromosoma, donde la rotura de doble cadena en el
primer cromosoma se introduce entre dicho primer locus Ay dicho segundo locus B proporcionando asi una
primera parte del primer cromosoma que comprende el primer locus A y una segunda parte del primer
cromosoma que comprende el segundo locus B e introducir una rotura de doble cadena en el segundo
cromosoma en un locus o ubicacién correspondiente, proporcionando asi una primera parte del segundo
cromosoma Yy una segunda parte del segundo cromosoma y, ademas, donde la primera parte del primer
cromosoma que comprende el primer locus A se liga a la segunda parte del segundo cromosoma; y

(c) regenerar dicha planta P1,

y donde la rotura de doble cadena en el primer cromosoma se introduce por una nucleasa especifica de sitio,
preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa
efector TAL y una nucleasa especifica de sitio del sistema CRISPR y donde la rotura de doble cadena en el
segundo cromosoma se introduce por una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada del grupo
que consiste en nucleasa de dedo de zinc, meganucleasa, nucleasa efector TAL y una nucleasa especifica de
sitio del sistema CRISPR.

12. Método segun la reivindicacion 11 donde antes de regenerar dicha planta P1, el método comprende ademas
un paso de identificacién, utilizando al menos una célula vegetal obtenida en la etapa (b), de al menos una célula
vegetal donde el ligamiento genético entre el primer locus A y el segundo locus B en el primer cromosoma se ha
eliminado.

13. Uso de una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionado de una nucleasa de dedo de zinc, una
meganucleasa, una nucleasa efector TAL y una nucleasa especifica de sitio del sistema CRISPR para eliminar el
ligamiento genético entre un primer locus A y un segundo locus B presentes en un primer cromosoma en una
planta o célula vegetal.

14. Uso seguln la reivindicacion 13 donde dicho primer locus A esta ligado a un rasgo deseable de un primer
caracter y dicho segundo locus B esta ligado a un rasgo indeseable de dicho primer caracter o un segundo
caracter.

15. Uso de una nucleasa especifica de sitio, preferiblemente seleccionada de una nucleasa de dedo de zinc, una
meganucleasa, una nucleasa efector TAL y una nucleasa especifica de sitio del sistema CRISPR, para eliminar
el arrastre por ligamiento en una planta o célula vegetal.
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Figura 1
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Figura 2

CCTCAACAACAATGGCGGCTGCATCTCCATCTCCTITGTTTTTCCAAAACCCTACCTCCATCTTCATCAAA

ATCTTCCACCCTICTITCCCAAATCTACCTTTACTITCCACAATCACCCTARAARAGCATCACCCCTTICAC

CTTACACACACCCAACATCATAGCCGTTTCACTGTTTCAAATCTCATCCTATCAACCACGACGCATGACG

ACGTTTCTGAACCCGAAATCTTTGTTTCCCGTTTCGCCCCTGACGAACCCAGARAGGGTTGTGATGTTCT
TGTGGAGGCACTTGARAGGGAAGGGGTTAAGGATCTGTTTGCATACCCAGGAGGTGCTTCCATGGAGATT
CATCAGGCTTTGACACGTTCAAATATTATTCGTAATGCTGCTGCCACGTCATGAACAGGGTGGTGIGI'T'T'G

CTGCAGAGGGTTACGCACGGGCTACTGGGTTCCCTGGTGTTTCGTATTGCTACATCTGGTCCGGGAGUTAC

GAATCTTGTTAGCGGTCTTGCTGATGCTTTGTTGGATAGTATCCCGATTGTTGCTATTACCGGTCAAGTG

CCGAGGAGGATGATTGGTACTGATGCGTTTCAGGAAACTCCTATTGTTGAGGTAACGAGATCCATTACGA

AGCATAATTATCTTGTTATGGATGTAGAGGATATTCCTAGGGTTGTTCGTGAAGCGTTITTTCTAGCGAA

ATCAGGACGGCCTGGACCTGTITTTGATTGATGTTCCTAAGGATATTCAGCAACAATTGGETGATACCTAAT

TGGGATCAGCCAATGAGGTTGCCTGGTTACATGTCTAGGTTGCCTAAATTACCTARTGAGATGCTTITGG

AACAAATTGTTAGGCTGATTTCAGAGTCARAGAAGCCTGTTTIGTATGTGGGTGGTGGGTGTTCACAGTC
GACTCAGCCAGCTCACGACCCTTTGTGCACGCTTACCCCTATTCCTCTCCCCACTACTTTGATCCCTCTTGGA
GCTTTTCCAAGTGGGGATGAGCTTTCTCTTCRARTGTTGGGTATGCATGGCGACTGTGTATGCTAATTATG

CGGTGGATAGTAGTGATTTGTTGCTTGCATTTGGCGCTGAGCGTTTGATGATCGAGTTACTGCGTARATTGGA

AGCTTTTGCTAGCCGAGCTARAGATTGTCCATATTGATATTGATTCGGCTGAGATTGGARAGAACAAGCAA

CCTCATGTTTCCATCTGTGCAGATATCARGTTGGCATTACAGGGTTTGAATTCCATATTCGAGAGTAARA

AAGGTAAGCTGAAGTTGGACTTTTCTGCTTGGAGGCAGGAGTTAACGGAGCAGAAGGTGAAGTACCCATT

GAATTTTAAGACTTTCGGTGAAGCCATCCCTCCCCAATATGCTATTCAGGTTCTTGAT GAGT TAACTAAC

GGAARTGCCATCATTAGTACTGGTGTGGGGCAACACCAAATGTGGGCTGCCCAACACTACAAGTACARRA

AGCCACGCCAATGGCTTACATCTGGTGGATTAGGAGCAATGGCATTTGGTTTGCCTGCTGCTATAGGTGC

GGCTGTTGGAAGACCGGGTGAGATTGTGGTTGATATTGATGGTGATGGGAGTTTTATCATGAATGTGCAG

GAGTTGGCAACAATTAAGGTGGAGAATCTCCCAGTTARGATTATGTTGCTGAATARTCAACACTTGEGAA

TGCTCCTTCACTGCCACGGATCCGATTCTATAACGCTANCAGAGCACACACTTACTTCGCGTARTCCTGCTARL
TGAGGAAGAGATCTTCCCTAATATGCTGARATTT GCAGAGGCTTGTGGCGTACCTGCTGCAAGAGTGTCA
CACAGGGATGATCTTAGAGCTGCCATTCARAAGATGTTAGACACTCCTGGGCCATACTTIGTTGGATCTGA

TTCTACCTCATCAGGAGCATGTTCTACCGATGATTCCCAGTGGCGGTGCTTTCAARGATGTGATTACGGA

GGGETGATGGGAGACGTTCCTATTGACTTTGAGAAGCTACATAACTAGTTCAAGGCATTGTATTATCTARA

ATAAACTTAATATTTATGITTACTTAARAAGTTTTICAT TGTGIGAAGGATTTTAGAATTTCTITGTTCTAT
TGGCAGCACCAATTAAGTATTTGGAGCTCTATTTAGTATGACTAAGATTARTTACAAGTGAAGTAGTTAA
GTTCGATAAATCAGCTTTGTTACATTCTATGTTATTTGGTGAACATGAATTCCATTTGGGAGAAGGCTAT
GTCCAGCTTAAGGGCTCAAATTTTTCAGAGAGTGCTGATTCAAAAGCGTGAATGCCAAAATCAGATTAGCA
CAAGTTTGCAGAGTTATATTACGCCATCTTTCTGTTTTCAGCTAATTGCTGTTGCAAGGGCTCTACTGAA
GAAGGCCTCTATTTTATTTCTTGATGAGGTAATCTTTGACCCCTTTTGCTCCCCGTGTGTCCGTTGACTT
TTACCATGTATIGCTCTGCGTTACAGTTCTGTGGGTGACCTTGETATCTTCTTATTCACTGTARATGTTGG
TTTARGCCTGAATTACCTAGGGGATTCCCCAGGTCGTTTACACAGGGGTTTACATRAGATCAGCTCAGTT
CTCCGGAGAAGTTCTAGCAATCTTGGAGAGCCTATTTCATCTCTGCATGTGAATCTTAGGGCAGTTAATG
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CCRAAGGATATCAGAGTGAAGATTATAGTGGATGACACCATTTTGCCTTCATCATTAGCAACRAACACCTAC
AGAAGATGGAAARGAGAACGGTGCAGGARATGGGAARAGTTTCACAAATGGGGCARGACGARGAGAATCC
TTAAAGATGCTGGCAAATCTGTTGGTGGTGGCATAAAGGAAGTGATGTCTGGGAAGTCAT CAGGGAAATC
TAALGAGGAAGTAGANTCATCAGAGACCGAANGAATGAGCTCTGTGGAATCTGATATTTCTGATGCAGAG
TCTCAACCTTCATCAGTTGATTCACCTCCAGTTGTAGCGCCTTC

31



ES 2705033 T3

Figura 2a
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AATGTGCTGCCACGTCATGAACAGGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTCA-——ACAGGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTCA-——-CAGGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTCA-GAACAGGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTCATG---AGGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTC-—=——=-—— GGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTCA-—————— GGGTGGTGTGTTTGC
AATGTGCTGCCACGTCA-—-ACAGGGTGGTGTGTTTGC

33



ES 2705033 T3

Figura 4

CATCARQGITTTGACACETTCaRATATTAT IO TAAT GTHC THCCADETCATZARCAGEGTCETE— 44 Shpa—TCaGRT
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Figura 5
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