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DESCRIPCION
Transformacion de citricos juveniles y maduros
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de patente 61/527.995, presentada el 26 de
agosto de 2011.

Descripcion del archivo de texto presentado electréonicamente

Los contenidos del archivo de texto presentado electronicamente junto con la presente se incorporan como
referencia en la presente en su totalidad: una copia en formato de lectura por ordenador del listado de secuencias
(nombre del archivo: INTE_007_01WO_SeqList_ST25.ixt, fecha de grabacion: 27 de agosto de 2012, tamafio del
archivo 52 kilobytes).

Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia vegetal. En particular, la invencion se refiere a
métodos para transformar plantas lefiosas. En algunas realizaciones, la invencion se refiere al preacondicionamiento
de citricos maduros para conseguir aumentar en gran medida la frecuencia de transformacion de citricos maduros,
produciendo con ello plantas de citricos maduras, puas y células de citrico transgénicas utilizando especies de
Rhizobiales.

Antecedentes de la invencion

Todas las publicaciones y solicitudes de patente de la presente se incorporan como referencia en el mismo grado
que si cada publicacién o solicitud de patente individual se hubiera indicado especifica e individualmente para
incorporarse como referencia. La siguiente descripcion incluye informaciéon que puede ser Util para comprender la
presente invencion. Esto no es un reconocimiento de que cualquier informaciéon proporcionada en la presente
pertenezca a la técnica anterior o sea pertinente para las invenciones reivindicadas en la presente ni que cualquier
publicacion especifica o implicitamente mencionada pertenezca a la técnica anterior.

La modificacién genética permanente de plantas requiere la introduccion de nuevo material genético en el genoma
de una célula vegetal, un proceso denominado transformacion. La modificacion genética permanente no quimérica y
uniforme de plantas requiere la introduccion de nuevo material genético en el genoma de una célula vegetal, seguido
de la regeneracion de la planta completa a partir de esa célula individual. La modificacion genética permanente no
quimérica y uniforme de plantas puede surgir de la introducciéon de nuevo material genético en el genoma nuclear,
mitocondrias o cloroplastos. Puesto que existen multiples copias de los organulos en cada célula, debe procederse
con mucho cuidado para asegurarse de que todos estos organulos sean descendientes directos del organulo
originariamente alterado. Por tanto, la mayoria de las transformaciones de plantas se disefian para dirigirse al
genoma nuclear y requieren la integracion de material genético nuevo en un cromosoma, en donde se transforma en
un locus de gen nuevo y permanente.

Para lograrlo deben desarrollarse métodos para introducir ADN que atraviesen varias barreras fisicas, de modo
especifico la pared celular vegetal, la membrana celular y la envuelta nuclear. La pared celular vegetal merece una
mencioén especial porque, a diferencia de las paredes celulares animales, que tienen paredes extremadamente finas,
las paredes celulares vegetales forman una estructura rigida y muy espesa (aproximadamente 20 nandémetros)
formada por fibrillas de celulosa rodeadas por un cemento de polisacaridos y proteinas. Por tanto, la transformacion
de plantas requiere de métodos especializados para la penetracion de la pared celular vegetal que sean distintos a
los que se emplean para la transformacion de células animales, que generalmente implican métodos de
transferencia de ADN directos.

Sumario de la invencion
La presente invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente descripcién proporciona métodos para transformar plantas lefiosas. En algunas realizaciones, la
presente invencion proporciona métodos para transformar plantas de especies de Citrus. En algunas realizaciones,
la planta de una especie de Citrus es una planta juvenil o una planta madura. En algunas realizaciones, los métodos
comprenden una etapa de preacondicionamiento del tejido. En algunas realizaciones, la transformacién es una
transformacion directa, por ejemplo, bombardeo de microproyectiles revestidos con ADN u otros métodos de
transformacion directos conocidos. En algunas realizaciones, la transformacion es una transformacion indirecta, por
ejemplo, una transformacion mediada por microorganismos. En algunas realizaciones, la transformacion indirecta es
mediada por especies de la familia Rhizobiaceae. En algunas realizaciones, la especie de la familia Rhizobiaceae es
una especie de Agrobacterium. En algunas realizaciones, la especie de Agrobacterium es Agrobacterium
tumefaciens. En otras realizaciones, la especie de la familia Rhizobiaceae es un microorganismo que no pertenece a
Agrobacterium. En algunas realizaciones, el microorganismo que no pertenece a Agrobacterium es una especie
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de Sinorhizobium. En algunas realizaciones, la especie de Sinorhizobium es Sinorhizobium meliloti.

Los presentes inventores han descubierto un método de preacondicionamiento de tejidos que potencia en gran
medida la transformacion de citricos juveniles y maduros empleando al menos unos métodos de transformacion
indirectos con Agrobacterium o con microorganismos que no pertenecen a Agrobacterium. En una realizacion de la
invencion se emplea Sinorhizobium meliloti para la transformacion de citricos juveniles y maduros. En ofra
realizacion de la invencion se emplea Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de citricos juveniles y
maduros. Los expertos en la técnica pueden utilizar otros métodos de transformacion indirectos que emplean otras
bacterias de la familia Rhizobiaceae, y los expertos en la técnica pueden utilizar otros métodos directos de
transformacion de células vegetales, tales como el bombardeo de microproyectiles revestidos con ADN u otros
métodos de transformacion conocidos.

En algunas realizaciones en las que se emplea Sinorhizobium meliloti para la transformacion de citricos juveniles y
maduros, el porcentaje resultante de brotes transformados basandose en la tolerancia a un agente de seleccion (por
ejemplo, crecimiento de brotes en kanamicina) es de aproximadamente 13% a aproximadamente 21%, de
aproximadamente 10% a aproximadamente 30%, o de aproximadamente 0,8% a aproximadamente 12,6%. En otras
realizaciones en las que se emplea Sinorhizobium meliloti para la transformacion de citricos juveniles y maduros, el
porcentaje resultante de brotes transformados con tolerancia a un agente de seleccién (por ejemplo, crecimiento de
brotes en kanamicina) varia de aproximadamente 0,1% al 50%; y en algunas realizaciones es de aproximadamente
0,1%, aproximadamente 0,2%, aproximadamente 0,3%, aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,5%,
aproximadamente 0,6%, aproximadamente 0,7%, aproximadamente 0,8%, aproximadamente 0,9%,
aproximadamente 1%, aproximadamente 2%, aproximadamente 3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%,
aproximadamente 6%, aproximadamente 7%, aproximadamente 8%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%,
aproximadamente 11%, aproximadamente 12%, aproximadamente 13%, aproximadamente 14%, aproximadamente
15%, aproximadamente 16%, aproximadamente 17%, aproximadamente 18%, aproximadamente 19%,
aproximadamente 20%, aproximadamente 21%, aproximadamente 22%, aproximadamente 23%, aproximadamente
24%, aproximadamente 25%, aproximadamente 26%, aproximadamente 27%, aproximadamente 28%,
aproximadamente 29%, aproximadamente 30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%, aproximadamente
45%, o aproximadamente 50%.

En algunas realizaciones en las que se emplea Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de citricos
juveniles y maduros, el porcentaje resultante de brotes transformados con tolerancia a un agente de seleccion (por
ejemplo, crecimiento de brotes en kanamicina) es aproximadamente 4% a aproximadamente 16%, o de
aproximadamente 17%. En otras realizaciones en las que se emplea Agrobacterium tumefaciens para la
transformacion de citricos juveniles y maduros, el porcentaje resultante de brotes transformados con tolerancia a un
agente de seleccion (por ejemplo, crecimiento de brotes en kanamicina) varia de aproximadamente 0,1% al 50%; y
en algunas realizaciones es de aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,2%, aproximadamente 0,3%,
aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,5%, aproximadamente 0,6%, aproximadamente 0,7%,
aproximadamente 0,8%, aproximadamente 0,9%, aproximadamente 1%, aproximadamente 2%, aproximadamente
3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%, aproximadamente 6%, aproximadamente 7%, aproximadamente
8%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%, aproximadamente 11%, aproximadamente 12%,
aproximadamente 13%, aproximadamente 14%, aproximadamente 15%, aproximadamente 16%, aproximadamente
17%, aproximadamente 18%, aproximadamente 19%, aproximadamente 20%, aproximadamente 21%,
aproximadamente 22%, aproximadamente 23%, aproximadamente 24%, aproximadamente 25%, aproximadamente
30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%, aproximadamente 45%, o aproximadamente 50%.

En ciertas realizaciones, el porcentaje de brotes enraizantes (es decir, brotes que producen raices) después de la
transformacion con Sinorhizobium meliloti o Agrobacterium tumefaciens es de aproximadamente 2% a
aproximadamente 5%, de aproximadamente 1,5% a aproximadamente 5%, o de aproximadamente 2,7% a
aproximadamente 3,6%. En otras realizaciones, el porcentaje de brotes enraizantes después de la transformacion
con Sinorhizobium meliloti o Agrobacterium tumefaciens varia de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 20%;
y en algunas realizaciones es de aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,2%, aproximadamente 0,3%,
aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,5%, aproximadamente 0,6%, aproximadamente 0,7%,
aproximadamente 0,8%, aproximadamente 0,9%, aproximadamente 1%, aproximadamente 2%, aproximadamente
3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%, aproximadamente 6%, aproximadamente 7%, aproximadamente
8%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%, aproximadamente 11%, aproximadamente 12%,
aproximadamente 13%, aproximadamente 14%, aproximadamente 15%, aproximadamente 16%, aproximadamente
17%, aproximadamente 18%, aproximadamente 19%, o aproximadamente 20%.

En ciertas realizaciones, el porcentaje de brotes injertados transgénicos después de la transformacion con
Sinorhizobium meliloti o Agrobacterium tumefaciens es de aproximadamente 0,3% a aproximadamente 6%, o de
aproximadamente 0,25% a aproximadamente 3,5%. En otras realizaciones, el porcentaje de brotes injertados
después de la transformacion con Sinorhizobium meliloti o Agrobacterium tumefaciens varia de aproximadamente
0,1% a aproximadamente 20%; y en algunas realizaciones es de aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,2%,
aproximadamente 0,3%, aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,5%, aproximadamente 0,6%,
aproximadamente 0,7%, aproximadamente 0,8%, aproximadamente 0,9%, aproximadamente 1%, aproximadamente

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2711307 T3

2%, aproximadamente 3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%, aproximadamente 6%, aproximadamente
7%, aproximadamente 8%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%, aproximadamente 11%,
aproximadamente 12%, aproximadamente 13%, aproximadamente 14%, aproximadamente 15%, aproximadamente
16%, aproximadamente 17%, aproximadamente 18%, aproximadamente 19%, o aproximadamente 20%.

En algunas realizaciones, la etapa de preacondicionamiento comprende inducir la formacion de callos a partir de
secciones del tallo de una planta de citrico en un medio. En algunas realizaciones, las secciones del tallo son
secciones del tallo internodales preparados a partir de epicotilos de brotes recién emergidos de plantas de citricos
maduras (por ejemplo, los primeros brotes de yemas de plantas maduras tras el injerto en un portainjerto o brotes
muy jévenes de plantas maduras). En algunas realizaciones, la etapa de preacondicionamiento comprende ademas
retirar al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 99%, o 100% del callo y de cualquier region
meristematica en desarrollo en el tejido inmediatamente adyacente. Los explantes preacondicionados después son
transformados por Sinorhizobium o por cualquier otro método conocido. Después de la transformacién pueden
trasladarse multiples cultivos de brotes a un medio de seleccion para diferenciar las células transformadas y no
transformadas. Posteriormente se regeneran plantas de citricos completas o brotes que van a ser injertados en
portainjertos a partir de las células transformadas. La presente invencién proporciona ciertas ventajas frente a los
métodos existentes porque puede usarse para transformar citricos maduros, que normalmente son reacios a la
transformacion incluso a eficacias moderadas.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos para producir una planta juvenil o madura
transformada que comprenden: (a) cultivar un tejido no meristematico de citrico reacio a la transformacion en un
medio de cultivo para producir tejido de callo; y (b) retirar el tejido de callo y todo el tejido meristematico. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden ademas (c) introducir un acido nucleico en una célula del tejido ya
preacondicionado, produciendo con ello una célula transformada que comprende el acido nucleico; y (d) regenerar
una planta transformada a partir de la célula transformada. El tejido puede ser una seccion de tallo internodal
extirpada de los primeros brotes de yemas de plantas maduras de citricos tras su injerto en un portainjerto, brotes
muy jovenes de plantas maduras o un epicotilo internodal procedente de una plantula juvenil. En algunas
realizaciones, el citrico maduro es un naranjo valioso desde el punto de vista comercial, tal como 'Hamlin', 'Valencia'
o 'Mid-Sweet'. En algunas realizaciones, el citrico juvenil es un portainjerto, tal como 'Carrizo'.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo de preacondicionamiento comprende al menos un regulador del
crecimiento vegetal, por ejemplo, una citoquinina. En otras realizaciones, el regulador del crecimiento se selecciona
del grupo que consiste en 6-furfurilaminopurina (quinetina), 6-bencilaminopurina (6-BAP), 6-dimetialilaminopurina
(2ip), trans-6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil)aminourina (zeatina), TDZ, acido giberélico (AG), IAA, NAA, dicamba, 2,3,5-
Ty 2,4-D, y sus derivados funcionales. La concentracion del regulador del crecimiento en el medio de cultivo es de
aproximadamente 0,01 mg/l a aproximadamente 25 mg/l, por ejemplo, aproximadamente 0,02 mgl/l,
aproximadamente 0,04 mg/l, aproximadamente 0,06 mg/l, aproximadamente 0,07 mg/l, aproximadamente 0,1 mgl/l,
aproximadamente 0,2 mg/l, aproximadamente 0,4 mg/l, aproximadamente 0,6 mg/l, aproximadamente 0,8 mgl/l,
aproximadamente 1,0 mg/l, aproximadamente 2,0 mg/l, aproximadamente 4,0 mg/l, aproximadamente 6,0 mgl/l,
aproximadamente 8,0 mg/l, aproximadamente 10,0 mg/l, aproximadamente 12,0 mg/l, aproximadamente 14,0 mgl/l,
aproximadamente 16,0 mg/l, aproximadamente 18,0 mg/l, aproximadamente 20,0 mg/l, aproximadamente 22,0 mgl/l,
o aproximadamente 25,0 mg/l. En algunas realizaciones, la concentracion del regulador del crecimiento en el medio
de cultivo es de aproximadamente 0,01 mg/l a aproximadamente 10 mg/l, de aproximadamente 0,01 mg/l a
aproximadamente 5 mg/l, o de aproximadamente 0,05 mg/l a aproximadamente 8 mg/l. En algunas realizaciones, el
acido nucleico se introduce en la célula mediante bombardeo de microparticulas, electroforesis o electroporacion, o
empleando una bacteria que pertenece a la familia Rhizobiaceae. En algunas realizaciones, el acido nucleico
comprende un acido nucleico que es heterdlogo con la planta dicotiledonea. En algunas realizaciones, el acido
nucleico comprende un gen de un marcador de seleccién, por ejemplo, un gen que codifica una actividad neomicina
fosfotransferasa (nptll), o un gen que codifica un polipéptido que tiene actividad GUS. En algunas realizaciones, el
acido nucleico es un vector que comprende un acido nucleico que comprende un gen heterdélogo con la planta.

En otras realizaciones, la etapa (c) del método comprende: seleccionar un brote que comprende una célula de citrico
maduro transformada; cultivar el brote bajo condiciones que estimulan el alargamiento del brote para producir al
menos un brote de citrico maduro transformado; y después cultivar dicho al menos un brote transformado para
producir una planta madura transformada. Por ejemplo, dicho al menos un brote transformado crece para producir
una planta madura transformada después de injertar y cultivar dicho al menos un brote transformado sobre un
portainjerto. En algunas realizaciones, el portainjerto crece a partir de semillas.

En otras realizaciones, la etapa (c) del método comprende: seleccionar un brote que comprende una célula de citrico
juvenil transformada; cultivar el brote bajo condiciones que estimulan el alargamiento del brote para producir al
menos un brote de citrico juvenil transformado; y después cultivar dicho al menos un brote transformado para
producir una planta transformada. En algunas realizaciones, dicho al menos un brote transformado crece para
producir una planta transformada después de cultivar dicho al menos un brote transformado en un medio que
estimula la formacion de raices.

En otras realizaciones, la etapa (c) del método comprende: seleccionar un brote que comprende una célula de citrico
juvenil o maduro transformada; cultivar el cultivo bajo condiciones que estimulan el alargamiento del brote para
4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2711307 T3

producir al menos un brote transformado; clonar dicho al menos un brote de citrico juvenil o maduro transformado; y
después cultivar dicho al menos un brote transformado para producir plantas juveniles o maduras transformadas,
mediante el injerto de clones sobre portainjertos transformados o no transformados, o mediante el cultivo de los
clones en un medio que estimula la formacion de raices.

La presente descripcion proporciona ademas una célula de una planta o una parte de una planta de citrico
transformada producida mediante uno cualquiera de los anteriores métodos, y una planta transformada producida
mediante uno cualquiera de los anteriores métodos. En algunas realizaciones, la planta transformada es un naranjo
maduro o un portainjertos juvenil que expresa un polipéptido de interés. En algunas realizaciones, la planta
transformada es una planta de citrico que expresa un polipéptido que tiene actividad antibacteriana. La presente
descripcién proporciona ademas una semilla producida por una planta transformada descrita anteriormente, en la
que la semilla comprende el acido nucleico transformado en el cultivo de células de la planta de citrico y una planta
cultivada a partir de la semilla.

La presente descripcion proporciona ademas métodos para producir una planta de citrico que comprende un
genoma de plastido transformado, que comprenden: (a) cultivar un tejido no meristematico de citrico reacio a la
transformacion en un medio de cultivo para producir tejido de callo; y (b) retirar el tejido de callo y todo el tejido
meristematico. En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas (c) introducir un acido nucleico en un
genoma de plastido de una célula del tejido ya preacondicionado, produciendo con ello una célula transformada que
comprende el acido nucleico; y (d) regenerar una planta transformada a partir de la célula transformada. En algunas
realizaciones, la célula transformada es homoplasmica para los genomas de plastido transformados. En algunas
realizaciones, la planta es homoplasmica para los genomas de plastido transformados.

En algunas realizaciones, la planta es una planta dicotiledénea lefiosa Por ejemplo, la planta es un miembro de la
familia Rutaceae. En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende al menos un regulador del crecimiento
vegetal, tal como una citoquinina. En algunas realizaciones, el regulador del crecimiento se selecciona del grupo que
consiste en 6-furfurilaminopurina (quinetina), 6-bencilaminopurina (6-BAP), 6-dimetialilaminopurina (2ip), trans-6-(4-
hidroxi-3-metilbut-2-enil)aminourina (zeatina), TDZ, acido giberélico (AG), IAA, NAA, dicamba, 2,3,5-T y 2,4-D. En
algunas realizaciones, la concentracion del regulador del crecimiento en el medio de cultivo es de aproximadamente
0,01 mg/l a aproximadamente 25 mg/l, por ejemplo, aproximadamente 0,02 mg/l, aproximadamente 0,04 mgl/l,
aproximadamente 0,06 mg/l, aproximadamente 0,07 mg/l, aproximadamente 0,1 mg/l, aproximadamente 0,2 mgl/l,
aproximadamente 0,4 mg/l, aproximadamente 0,6 mg/l, aproximadamente 0,8 mg/l, aproximadamente 1,0 mgl/l,
aproximadamente 2,0 mg/l, aproximadamente 4,0 mg/l, aproximadamente 6,0 mg/l, aproximadamente 8,0 mgl/l,
aproximadamente 10,0 mg/l, aproximadamente 12,0 mg/l, aproximadamente 14,0 mg/l, aproximadamente 16,0 mgl/l,
aproximadamente 18,0 mg/l, aproximadamente 20,0 mg/l, aproximadamente 22,0 mg/l, o aproximadamente 25,0
mg/l. En algunas realizaciones, la concentracion del regulador del crecimiento en el medio de cultivo es de
aproximadamente 0,01 mg/l a aproximadamente 10 mg/l, de aproximadamente 0,01 mg/l a aproximadamente 5 mg/l,
o de aproximadamente 0,05 mg/l a aproximadamente 8 mg/l. El acido nucleico puede introducirse en la célula
mediante bombardeo de microparticulas, electroforesis o electroporacién. En algunas realizaciones, el acido
nucleico comprende un acido nucleico que es heterdlogo con la planta dicotiledénea. Por ejemplo, el acido nucleico
es un vector que comprende un gen heterdlogo con la planta dicotiledénea.

En un aspecto, la descripcion proporciona métodos para transformar una célula de una planta de citrico, que
comprenden: (a) poner en contacto al menos una primera célula de la planta con una bacteria distinta
de Agrobacterium sp. que comprende: (i) un primer acido nucleico que comprende una region del gen vir de un
plasmido Ti, en la que la region del gen vir actia para introducir un acido nucleico que codifica una secuencia de
interés en la célula de la planta de una manera dependiente de VirD2; y (ii) un segundo acido nucleico que
comprende una o mas secuencias de limite de ADN-T unidas operablemente a un acido nucleico de interés; y (b)
seleccionar al menos una primera célula de la planta transformada con el acido nucleico de interés, en la que la
célula de la planta es una célula de una planta de citrico.

En algunas realizaciones de la invencion, la bacteria puede ser una célula de rizobio. En ciertas realizaciones, los
rizobios se cultivan bajo condiciones adecuadas para minimizar la produccién de polisacaridos por las células de
rizobios. La célula de rizobio puede cultivarse en presencia de acetosiringona u otro compuesto, tal como un
compuesto fendlico, que induce la funcion del gen vir antes de ponerse en contacto con la célula de la planta. La
célula de rizobio puede seleccionarse del grupo que consiste en Rhizobium spp., Sinorhizobium spp., Ensifer spp.,
Mesorhizobium spp., Phyllobacterium spp., Ochrobactrum spp. y Bradyrhizobium spp. En realizaciones especificas,
la célula de rizobio es una célula de Sinorhizobium meliloti.

En otro aspecto de los métodos de transformaciéon proporcionados por la descripcion, la célula de la planta que se
transforma puede estar incluida en un explante procedente de una semilla de citrico, por ejemplo, procedente de una
plantula, callo, suspension de células, cotiledén, epicotilo, meristemo, o brote. El explante puede comprender un
explante de meristemo embrionario; un callo; una suspension de células; un cotiledon; o tejido de hojas, raices o
tallos.

En otro aspecto de los métodos de transformacion proporcionados por la invencién, la célula de la planta que se
transforma puede estar incluida en un explante procedente de brotes emergentes de plantas de citrico maduras. El
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explante puede comprender secciones del tallo internodales no embrionarias preparadas a partir de epicotilos de
plantulas de citricos o de brotes recién emergidos de plantas de citricos maduras (por ejemplo, los primeros brotes
de yemas de plantas maduras tras el injerto en un portainjerto o brotes muy jovenes de plantas maduras). El
explante puede comprender secciones de tallo internodales no embrionarias a las que se les ha retirado todo el
tejido meristematico.

Una bacteria usada para la transformacion segun la invencion puede comprender acidos nucleicos introducidos, por
ejemplo, mediante electroporacion o conjugacion. Las secuencias pueden comprender un acido nucleico necesario
para la transferencia conjugativa independiente de la funcién de VirD2. Los acidos nucleicos pueden incluir un primer
y un segundo acido nucleico.

En otro aspecto de la invencién, los métodos de transformacion proporcionados en la presente pueden comprender
seleccionar una célula vegetal transformada con un acido nucleico de interés en ausencia de un agente de
seleccion. La seleccion de una célula vegetal transformada con un acido nucleico de interés puede comprender
cultivar la célula vegetal en presencia de un agente de seleccion, en la que el acido nucleico de interés confiere
tolerancia al agente de seleccién o esta unido operablemente a otro acido nucleico que confiere tolerancia al agente
de seleccion, por ejemplo, kanamicina. En algunas realizaciones, el acido nucleico de interés contiene un gen de
marcador seleccionable, evaluable o puntuable. Estos componentes genéticos también se denominan en la presente
componentes genéticos funcionales, puesto que producen un producto que posee la funcion de identificar una planta
transformada o un producto de utilidad agronémica. EI ADN que actia como dispositivo de seleccion o evaluacion
puede actuar en un tejido de planta regenerable para producir un compuesto que confiere resistencia al tejido de la
planta a un compuesto por lo demas toxico. En la técnica se conocen una serie de genes de marcadores
seleccionables o evaluables y estos pueden usarse en la presente invencion. Se describen ejemplos de marcadores
seleccionables y genes que proporcionan resistencia contra ellos en Miki y McHugh, 2004. Los genes de interés
para su uso como marcador seleccionable, evaluables o puntuable incluyen, pero no se limitan a gus, gfp ("green
fluorescent protein”, proteina fluorescente verde), luciferasa (LUX), genes que confieren tolerancia a antibidticos,
tales como kanamicina, neomicina, kanamicina, paromomicina, G418, aminoglicésidos, espectinomicina,
estreptomicina, higromicina B, bleomicina, fleomicina, sulfonamidas, estreptotricina, cloranfenicol, metotrexato, 2-
desoxiglucosa, aldehido de betaina, S-aminoetil L-cisteina, 4-metiltriptéfano, D-xilosa, D-manosa, benciladenina-N-
3-glucuronidasa, genes que codifican enzimas que confieren tolerancia a herbicidas, tales como glifosato (por
ejemplo, 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)). También pueden emplearse otros procedimientos de
seleccion que incluyen mecanismos de seleccion positiva (por ejemplo, el uso del gen manA de E. coli, que permite
el crecimiento en presencia de manosa) y estos también estarian dentro del alcance de la presente invencion (véase
también Miki y McHugh (2004)). En otras realizaciones, el acido nucleico de interés puede definirse como no unido
fisicamente a un gen de marcador seleccionable. Por ejemplo, el gen marcador y el acido nucleico de interés pueden
segregarse genéticamente en la progenie de una planta regenerada a partir de la célula vegetal transformada con el
acido nucleico de interés.

Una bacteria segun la invencion puede comprender al menos un tercer acido nucleico que comprende otro acido
nucleico de interés, en el que la célula de la planta de citrico se transforma con el tercer acido nucleico. En algunas
realizaciones de la invencion, una planta de citrico puede regenerarse a partir de una célula de una planta de citrico
transgénica, en la que la planta de citrico comprende la secuencia de interés. La regeneraciéon de una planta de
citrico comprende inducir la formacién de uno o mas brotes a partir de un explante que comprende la célula de la
planta y cultivar al menos un primer brote para producir una planta fértil completa induciendo la formacién de raices
o injertando al menos un primer brote en un portainjerto transgénico o no transgénico, formandose una union del
injerto, y el brote injertado comprende un acido nucleico de interés. En ciertas realizaciones, el portainjerto puede
crecer a partir de semillas de citrico. En otras realizaciones, el portainjerto puede crecer a partir de un cultivo de
tejido y trasladarse a la tierra. En otras realizaciones, el brote injertado y la unién del injerto se protegen frente a la
desecacion, los insectos, los microbios y otros ataques ambientales mediante una cubierta de plastico.

En otro aspecto, la invencion proporciona una célula de rizobio seleccionada del grupo que consiste en Rhizobium
spp., Sinorhizobium spp., Ensifer spp., Mesorhizobium spp., Phyllobacterium spp., Ochrobactrum
spp. y Bradyrhizobium spp., comprendiendo dicha célula (i) un primer acido nucleico que comprende una region del
gen vir de un plasmido Ti, en la que la region del gen vir actia para introducir un acido nucleico que codifica una
secuencia de interés en una célula vegetal de una manera dependiente de VirD2; y (ii) un segundo acido nucleico
que comprende una o mas secuencias de limite de ADN-T unidas operablemente a un acido nucleico que codifica
una secuencia de interés. En una realizacion, la célula se define también como que comprende un marcador
seleccionable. En otra realizacion, la célula de rizobio es una célula de Sinorhizobium meliloti.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos son partes de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar con mas detalle
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion se entendera mejor remitiéndose a los dibujos, junto con la
descripcién detallada de las realizaciones especificas presentadas en la presente.

Figura 1: Mapa esquematico de pIPG955. LB, limite izquierdo del ADN-T; RB, limite derecho del ADN-T.
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Figura 2: Mapa esquematico de pIPG924. LB, limite izquierdo del ADN-T; RB, limite derecho del ADN-T.

Figura 3: Transferencia Western de 'Carrizo' autoenraizado transgénico creado mediante el uso de S.
meliloti (SM955-16 y SM955-17) y A. tumefaciens (AGL1973-1, -2 y -3) que muestra la expresion de BC empleando
un anticuerpo antiproteina BC.

Figura 4: Transferencia Western de una pua 'Hamlin' madura transgénica (MC-Sm955-2) y de 'Carrizo’
autoenraizado transgénico (sm955-1. -2, -12, -13, -14 y -15) creados empleado S. meliloti, que muestra la expresion
de BC empleando un anticuerpo antiproteina BC.

Figura 5: Transferencia Western de puas 'Hamlin' maduras transgénicas (MC-39) y 'Valencia' maduras (MC45, MC-
56) creadas mediante el uso de Agrobacterium, empleando un anticuerpo antiproteina BC.

Figura 6: Transferencia Western de 'Hamlin' (Ham-980-257 y -269) y 'Valencia' (Val-980-258) maduros transgénicos
creados mediante el uso de S. meliloti, y 'Hamlin' (Ham-973-252) y 'Valencia' (Val-973-248) maduros transgénicos
creados médiate el uso de Agrobacterium, que muestra la expresion de BC empleando un anticuerpo antiproteina
BC. También se muestra un control de 'Hamlin' no transgénico (Ham-C) y varios escapes de 'Hamlin' sin expresion
(Ham-973-270, 980-260, y -266).

Figura 7: Mapa esquematico de pIPG973. LB, limite izquierdo del ADN-T; RB, limite derecho del ADN-T.
Figura 8: Mapa esquematico de pIPG980. LB, limite izquierdo del ADN-T; RB, limite derecho del ADN-T.
Descripcion detallada de la invencién

A continuacion se ofrece una descripcion detallada de la invencion proporcionada para ayudar a los expertos en la
técnica a practicar la presente invencion. Los expertos en la técnica pueden realizar modificaciones y variaciones en
las realizaciones descritas en la presente sin apartarse del alcance de la presente invencion.

Métodos de transformacién de plantas

Se han indicado varios métodos de transformacion directa de plantas usando ADN. El primero que se indicé
histéricamente es la electroporacién, que emplea una corriente eléctrica aplicada a una disoluciéon que contiene
células vegetales (M. E. Fromm et al., Nature, 319, 791 (1986); H. Jones et al., Plant Mol. Biol., 13, 501 (1989); y H.
Yang et al., Plant Cell Reports, 7, 421 (1988). Esta técnica se ha empleado casi exclusivamente con células
vegetales tratadas con enzimas para retirar parcial o totalmente las espesas paredes celulares, formando
protoplastos. Existen unas pocas excepciones (Lee et al., 1989; Chowrira et al., 1998), pero estas no dieron como
resultado la regeneracion de plantas totalmente transgénicas. Se ha indicado el uso de la sonicacion como otro
método para proporcionar la transformacion directa de protoplastos vegetales (Joersbo et al., 1990). Este método
tiene el inconveniente, al igual que los otros que requieren el uso de protoplastos, de que es necesario un proceso
tedioso para crear y conservar los protoplastos vegetales y después regenerarlos para formar plantas completas tras
la transformacion. La formacion y regeneracion de protoplastos es tediosa y tiene muchos requisitos técnicos,
incluso en las mejores circunstancias (Potrykus, 1990) y resulta imposible con muchas especies vegetales. Incluso si
el tejido es regenerable, a menudo las plantas resultantes no son fértiles.

Un segundo método de transformacion directo, denominado "bombardeo biolistico", emplea particulas ultrafinas,
habitualmente de wolframio u oro, que estan revestidas con ADN y que después se pulverizan sobre la superficie de
un tejido vegetal con la fuerza suficiente para provocar que las particulas penetren en las células vegetales,
incluyendo la espesa pared celular, la membrana y la envuelta nuclear, pero sin matar al menos a algunas de ellas
(documento US 5.204,253, documento US 5.015.580). El método usado requiere un equipo especializado y
reactivos caros. Un problema mas grave con este método es que cada particula que entra en una célula concreta
normalmente esta revestida con multiples copias del ADN proporcionado para la transformacion, con lo que
habitualmente se producen multiples inserciones de ADN (Pederson et al., 1997; Kohli et al., 1998; Pawlowski y
Somers, 1998; Jackson et al., 2001). Estas multiples inserciones con frecuencia conducen al silenciamiento de
genes, y cuanto mayor sea el numero de inserciones, mejor es el nivel de expresidon génica (Stoger et al., 1998;
Popelka et al., 2003). Para que este método funcione para fines practicos se requiere una atencion tediosa a una
combinacién de factores que deben optimizarse. Estos incluyen: cultivos de tejidos especificos de genotipo
(Shimada, 1978) y respuesta de transformacion (Iser et al.,, 1999; Rasco-Gaunt et al., 2001), calidad y estadio de
desarrollo de los explantes en el momento del inicio del cultivo (Armaleo et al., 1990), composicién del medio de
cultivo (Barro et al., 1998) y condiciones de cultivo, periodo de cultivo antes y después de la transferencia biolistica
de genes (Rasco-Gaunt et al., 1999), tratamiento osmotico de los cultivos de tejidos para reducir los dafios en los
tejidos durante la transferencia biolistica de genes (Vain et al., 1993), mdédulos de expresion de transgenes (Li et al.,
1997), sistema de transferencia biolistico de genes y sus parametros especificos (Altpeter et al., 1996) y el sistema
de seleccion y sus parametros (Christou y Ford, 1995). Es evidente que son necesarios métodos mejores.

La transformacion de plantas mediada por Agrobacterium implica, como primera etapa, la colocacion de fragmentos
de ADN clonados en plasmidos dentro de células de Agrobacterium vivas, que después se emplean para "infectar"
células vegetales vivas individuales. Por tanto, este proceso es un método de transformacion indirecto y es muy
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conocido en la técnica y, cuando funciona, generalmente produce inserciones de ADN transferido (ADN-T)
relativamente estables en plantas (Park et al., 2004), la expresion estable del gen insertado, la recuperacion
frecuente de plantas que muestran un fenotipo normal (Vidal et al., 2003), y ademas con frecuencia se observan
acontecimientos de insercién individuales después del transporte de los genes (Cheng et al., 1997; Fang et al.,
2002). El proceso de infeccion con Agrobacterium requiere la unién a la célula vegetal hospedante, que implica un
proceso de uniéon muy especifico que es una parte fundamental en la determinacion de la especificidad del espectro
de hospedantes de la bacteria. La unién a células vegetales es necesaria para la transformacion y es mediada por
genes de Agrobacterium codificados cromosémicamente (Lippincott y Lippincott, 1969; Douglas et al., 1982).

El espectro de hospedantes también puede ser determinado por un segundo proceso independiente que implica la
activacion del gen Vir, pero la activacion del gen Vir pueden lograrse de modo artificial mediante induccidon quimica
empleando acetosiringona (Pitzschkel y Hirt, 2010, y las referencias citadas alli). Los genes Vir de Agrobacterium se
localizan en un plasmido de 200 kb denominado plasmido inductor de tumor (“tumor inducing”, Ti), que también
codifica funciones para la transferencia del plasmido Ti entre cepas y especies bacterianas y el inicio, procesamiento
y transferencia hacia el nucleo vegetal del ADN-T, que en cepas naturales de tipo salvaje codifica "oncogenes" que,
cuando se expresan en células vegetales, causan tumores (Wood ef al., 2001). EI ADN-T esta delimitado por dos
regiones de limite, denominadas limite derecho ("right border", RB) y limite izquierdo ("left border", LB). Para el
objetivo de la transformacion de plantas, el ADN-T natural se modifica mediante la retirada de genes inductores de
tumores que se encuentran dentro de RB y LB (estos plasmidos Ti estan "desarmados"), y la sustitucion por genes
de interés. El ADN-T puede estar localizado en un vector de plasmido distinto del plasmido grande que porta los
genes Vir para que sea mas comoda la clonacion del ADN; estos sistemas se denominan sistemas de vector binario
de ADN-T.

La activacion de los genes Vir en Agrobacterium provoca la formacion de la maquina de secrecion de tipo 4, que
puede transferir proteinas de virulencia y ADN unido a proteinas de virulencia procedentes de bacterias, a través de
la pared celular vegetal, hacia el citoplasma vegetal, hacia el nucleo y, en ultimo término, integrarse en el ADN
nuclear en sitios aleatorios. La activacion del gen VirD2 en particular provoca la transferencia del ADN-T. Todo el
ADN localizado entre los dos limites se transfiere al interior de la célula vegetal. Los plasmidos que portan VirD2
actuan realizando una mella en el ADN-T para producir ADN de transferencia monocatenario (la "hebra T") con
VirD2 unido covalentemente al extremo 5' de la hebra T. Una segunda proteina Vir, codificada por el gen VirE2, se
envuelve alrededor del ADN-T y el complejo de proteina-ADN completo se transfiere al interior de la célula vegetal.
Ambas proteinas VirE2 y VirD2 codifican secuencias de sefial de localizacion nuclear ("nuclear localization signal”,
NLS) y, después de la transferencia al interior del citoplasma vegetal, estas sefiales NLS sirven para guiar al
complejo hacia el nicleo de la célula vegetal, en donde la hebra T se integra en el genoma vegetal con la ayuda de
factores vegetales y proteinas de virulencia de Agrobacterium.

Asi, Agrobacterium atraviesa las tres barreras fisicas, la espesa pared celular, la membrana celular y la envuelta
nuclear, para introducir el ADN, y el proceso esta bien documentado. Existen numerosas patentes que describen la
transformacion mediada por Agrobacterium y, en particular, plasmidos de transporte de ADN disefiados
especificamente para su uso con Agrobacterium, por ejemplo, los documentos US4536475, EP0265556,
EP0270822, WO8504899, WO08603516, US5591616, EP0604662, EP0672752, WO8603776, W09209696,
WO09419930, WO09967357, US4399216, WO8303259, US5731179, EP068730, WO09516031, US5693512,
US6051757 y EP904362A1. Estas referencias ejemplifican, pero sin limitacion, el amplio espectro de hospedantes
de Agrobacterium, y son la razén principal de su amplio uso.

Sin embargo, la transformacion con Agrobacterium de monocotileddneas, que incluyen maiz, arroz, trigo, cebada y
cafia de azucar, en general es muy dificil, porque las monocotiledéneas no son hospedantes naturales; la infeccion
de muchas especies de dicotiledoneas que no son hospedantes también es muy baja y muy dependiente del
genotipo (Lee et al., 2004). Por ejemplo, la transformacion del algodén con Agrobacterium se ha limitado en gran
medida a los cultivares tetraploides Coker o a genotipos muy relacionados (Gould y Megallus-cedeno, 1997; Zapata
et al., 1999; Satyavathi et al., 2002; Kategari et al., 2007). Hasta la fecha no ha indicado la transformacién de otros
cultivares tetraploides o de cultivares de algodon diploides o nativos empleando cualquier método. Ademas,
Agrobacterium infecta algunos tejidos vegetales con mucha mas eficacia que otros. Como resultado, la mayor parte
de las patentes que cubren el uso de Agrobacterium se dirigen a formas muy concretas de obtener la transformacion
de tejidos especificos, que incluyen tejido de embrion, tejido de callo, polen, meristemos apicales, partes florales,
semillas y otras partes de plantas vivas. Por ejemplo, en los ejemplos de algodon citados anteriormente, solo se
emplearon métodos de transformacion de puntas de brotes. Como otro ejemplo, Zhong et al. (2005) reivindican el
uso de Agrobacterium o del bombardeo de particulas para transformar multiples estructuras de brotes inducidas en
cultivos a partir de tejidos meristematicos de especies dificiles de transformar de calabaza, melén, sandia o girasol
(patente de EE. UU. n.° 6.858.777). No se indica ni se sugiere el uso de células que no sean de Agrobacterium con
dichos tejidos.

Cuando se producen o se fuerzan infecciones por Agrobacterium de no hospedantes, la frecuencia casi siempre es
mucho menor que en los hospedantes. En algunos casos, los métodos para forzar dichas infecciones son
desconocidos. Esto apunta a la necesidad de desarrollar métodos de transformacién de plantas mas eficaces
empleando métodos sin Agrobacterium.
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Un método de transformacion de plantas indirecto descrito mas recientemente usa miembros vivos de un grupo de
bacterias asociadas a plantas que no son Agrobacterium denominadas colectivamente rizobios (Broothaerts et al.,
2005, publicaciones de solicitud de patente de EE. UU. 20050289667; 20050289672; US7888552 y las referencias
citadas en ellas). Los rizobios pertenecen a la misma familia bacteriana que Agrobacterium, los Rhizobiales, e
incluyen Rhizobium spp., Sinorhizobium spp., Ensifer spp., Mesorhizobium spp., Phyllobacterium spp.,
Ochrobactrum spp., y Bradyrhizobium spp. Diferentes rizobios muestran una amplia diversidad genética, y hay pocas
dudas de que Agrobacteriumy Sinorhizobium se encuentran en clados filogenéticos diferentes (Galibert, F. et al.,
2001; Wood et al., 2001). De manera importante, diferentes rizobios también muestran un espectro de hospedantes
significativamente diferente y responden a diferentes sefiales moleculares especificas de hospedante (Long, 2001).
Weller et al. (2004, 2005) han indicado que varios rizobios, que incluyen cepas de Rhizobium sp. y Ochrobactrum sp.
que portan plasmidos inductores de raices ("root inducing, Ri), pero no plasmidos Ti, transfieren ADN (es decir,
transforman) a plantas de pepino y tomate, lo cual conduce a la enfermedad de las "raices pilosas".

La asignacion taxonémica puede realizarse como se conoce en la técnica, por ejemplo, mediante la comparacion de
las secuencias del ARNr 16S u otros métodos de clasificacion. Las cepas de tipo salvaje de muchas especies de
rizobios generalmente son capaces de inducir la formacion de nédulos de fijacion de nitrégeno en tejidos radicales
de plantas hospedantes, tales como plantas leguminosas (Fabaceae). Sin embargo, no es necesaria la capacidad de
nodular raices de una especie vegetal concreta para la transferencia de ADN mediada por rizobios hacia las células
de la especie vegetal.

Broothaerts et al. (2005) han indicado la transformacion por cepas de Rhizobium sp., Mesorhizobium
loti, y Sinorhizobium meliloti empleando un sistema de transformacién de plasmidos Ti binarios que se afiade a
cepas de rizobios nativas. La transformacion se limita a Arabidopsis, tabaco y arroz. En fechas mas recientes, Ye et
al. (documento US7888552) demostraron el uso de Rhizobium sp., Sinorhizobium sp., y Mesorhizobium sp. para
transformar especies que son dificiles de transformar con Agrobacterium. Esta patente se limita a soja, canola, maiz
y células del cultivar tetraploide de algodén Coker. En fechas mas recientes, Wendt et al. (2011) demostraron el uso
de Rhizobium sp., Mesorhizobium loti y Sinorhizobium meliloti para transformar la patata. Ambos Broothaerts et al.
(2005) y Went et al. (2011) han indicado que fueron necesarias optimizaciones especificas de cepa para la
utilizacién de cepas de rizobios para transformar tejidos vegetales.

La transformacion de citricos juveniles usando Agrobacterium se ha visto dificultada por las bajas eficacias de
transformacion, y la transformacion de variedades comerciales de citricos maduros empleando Agrobacterium es tan
poco frecuente que es practicamente inutil. No se ha indicado la transferencia de ADN a células de citricos por
cepas bacterianas que no sean Agrobacterium. Por tanto, en la técnica es muy necesario el desarrollo de métodos
mejorados que permitan la transformacion de variedades de cultivos de citricos importantes desde el punto de vista
comercial, tales como 'Hamlin' y 'Valencia', empleando cualquier medio, que incluye cepas bacterianas que no son
Agrobacterium, y mejorar las eficacias de transformacion de citricos maduros y de citricos en general. Otras
especies de cultivo de citricos que pueden ser transformadas mediante la presente invencion incluyen Citrus
sinensis, Citrus aurantium, Citrus paradisi, Citrus limon, Citrus aurantiifolia, Citrus maxima, Citrus medica, Citrus
reticulata, Citrus trifoliata, kumquats, papedas, limas australianas y diversos hibridos, variedades, desportes y
cultivares de estas especies.

El método o métodos utilizados no deben introducir mutaciones en el donante ni ADN transformante en el ADN del
receptor. La alteracion genética debe poder ser heredada de modo estable por la progenie de la planta
transformada. La progenie puede obtenerse de modo asexual, tomando multiples secciones de la planta
transformada, o sexual, a través de la semilla. El método preferido para la propagacion de plantas depende de la
especie; por ejemplo, los arboles de citricos que producen frutos casi siempre se propagan de modo asexual,
aunque los portainjertos casi siempre se producen a partir de semillas.

Algunas plantas habitualmente se reproducen de modo asexual a través de la semilla en un proceso denominado
apomixis (Nogler, 1984). La apomixis produce semillas fértiles en las que los embriones se derivan por completo de
células maternas, y no de la fusidon de los gametos masculino y femenino para formar un cigoto. Por tanto, los
embriones apomicticos tienen una constitucion genética idéntica a la del progenitor hembra. Muchos miembros del
género Citrus y algunos géneros muy relacionados que pertenecen a Rutaceae se reproducen principalmente de
modo apomictico mediante embrionia nucelar (Frost, 1943). Puesto que los embriones nucelares se desarrollan de
modo asexual por division mitética normal de las células del nucelo y el gameto masculino no contribuye a su
formacion, las plantulas nucelares son idénticas al progenitor materno de la semilla. En efecto, la propagacion de
portainjertos de citricos depende de la produccidon de plantas clénicas a partir de plantulas nucelares, lo cual
convierte a la apomixis en uno de los rasgos mas importantes y conservados en los programas de reproduccion para
portainjertos de citricos (Garcia, R., 1999).

El Unico caso en que las semillas de citricos se emplean desde un punto de vista comercial es en la produccion de
portainjertos y solo en operaciones de guarderia especializadas con "arboles madre" de portainjertos registrados. El
citranjo 'Carrizo’ es un portainjerto favorito que es muy apomictico; los embriones cigéticos de 'Carrizo' (es decir, los
que se desarrollan a partir de un cruce genético) son muy poco frecuentes ('Swingle', 1927). Incluso con un
portainjerto que muestra una proporcion relativamente alta (del 5% al 10%) de embriones cigéticos, tal como el
citrumelo 'Swingle', la mayoria de los embriones cigéticos surgen a través de la autofertilizacién y no de la
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polinizacién cruzada, probablemente debido a diferencias en el momento de la floracion entre los diversos cultivares
(Anderson et al., 1991). De modo global, las practicas culturales para la produccion de portainjertos y la seleccion
del rasgo de apomixis por los productores de portainjertos se combinan para provocar que el cruzamiento
exogamico de portainjertos sea muy raro. En las operaciones con portainjertos se tiene mucho cuidado en eliminar
las plantulas que parecen fuera de tipo (y que pueden haber surgido de la autofertilizacién o, en casos muy poco
frecuentes, de la polinizacion cruzada; Anderson et al., 1991).

Por contraste con la produccion de portainjertos, desde el punto de vista comercial, la porcién productora de fruto de
una pua de un arbol de citrico nunca se propaga mediante semillas, en parte porque las plantulas no floreceran (y,
por tanto, no produciran fruto) hasta que superen la etapa juvenil, un proceso que tarda muchos afios. Después de la
floracion, se dice que un tejido es "maduro”. El proceso de maduracion tarda de cinco a doce afios, dependiendo de
la variedad, y esto es asi para plantulas cigéticas y nucelares (Clark, 1983; Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996). Por
tanto, en lugar de cultivar variedades productoras de frutos desde la semilla, los productores comerciales de citricos
siempre injertan "esquejes" maduros, denominados puas, sobre portainjertos juveniles, y los esquejes maduros
después floreceran el primer afio tras haber sido injertados. Es decir, todas las puas de citricos comerciales se
propagan de modo vegetativo (es decir, asexual) y, por tanto, tienen una constitucion genética idéntica a la del
progenitor. Esto incluye la piel y la pulpa frutal comestible, que también tienen una constitucion genética idéntica a la
del progenitor. Solo las semillas de dicha fruta pueden tener un cruzamiento genético exogamico y solo hasta el
grado en que la variedad sea cigotica y no apomictica (remitase al siguiente parrafo). Cualquier semilla de citrico
que pueda producirse en esta fruta es bastante inutil para fines de propagacion, porque aunque germine, las
plantulas serian juveniles y lo seguirian siendo durante afios.

Se ha logrado la transformacion de tejido de citrico juvenil empleando Agrobacterium (Moore et al., 1987; Cervera,
1998), aunque las frecuencias son bajas a moderadas, dependiendo de la variedad del citrico. Sin embargo, el
problema principal con la transformacion de citricos juveniles es que los arboles transformados no floreceran hasta
que superen la juventud. Esto hace que sea imposible evaluar a los arboles transgénicos para determinar la calidad
y cantidad de fruta y la actuacion horticola general durante hasta 12 afios, dependiendo de la variedad. La
transformacion de citricos maduros es una solucién potencial al problema. Sin embargo, aunque la transformacion
de algunos cultivares de citricos juveniles mediante los métodos actuales empleando Agrobacterium presenta un
frecuencia de baja a moderada, la transformacion de citricos maduros es muy dificil, y solo dos grupos (en Espafia y
Brasil) la han indicado aunque no han proporcionado datos de frecuencia (Cervera et al., 1998, 2008; Almeida et al.,
2003; Pena-Garcia et al., documento US 6.103.955). Antes de la presente invencién, por lo que conocen los
inventores, la transformacién de citricos maduros empleando Agrobacterium sigue siendo poco practica desde el
punto de vista comercial, y la transformacion de citricos empleando cualquier otro método de transformacion no ha
sido indicada. Los métodos de Pena-Garcia ef al. (documento US 6.103.955) requieren las etapas de microinjertar in
vitro citricos maduros transformados en cepas de citricos cultivadas in vitro, seguido de la etapa adicional de injertar
las plantas microinjertadas in vitro resultantes en otras cepas de citricos o trasplantar las plantas cultivadas in vitro a
la tierra para que endurezcan. El microinjerto de citricos maduros transformados directamente en cepas de citricos
enraizadas en la tierra, tal como se describe en la presente, ahorra una etapa tediosa y larga y da como resultado un
crecimiento mucho mas rapido del arbol transformado, todo lo cual no ha sido previsto ni se ha especificado en el
documento US 6.103.955.

Definiciones

Se proporcionan las siguientes definiciones para ayudar a los expertos en la técnica a comprender la descripcion
detallada de la presente invencion.

Un "marcador seleccionable" o "marcador evaluable" se refiere a una secuencia de acido nucleico cuya expresion
confiere un fenotipo que facilita la identificacion de células, tejidos o plantas que contienen la secuencia de acido
nucleico.

La "transcripciéon” se refiere al proceso de producir una copia de ARN a partir de un molde de ADN.

La "transformacion” se refiere al proceso de introducir una secuencia de acido nucleico exégena en una célula o un
tejido. La transformacion puede ser transitoria o estable. En las transformaciones estables, parte o todo el acido
nucleico exdgeno se incorpora (por ejemplo, se integra o se mantiene de modo estable) en el ADN gendmico
nuclear, el ADN de plastido, o es capaz de una replicacién autbnoma en el nicleo o el plastido.

"Transgénico" se refiere a organismos en los que una secuencia de acido nucleico exdgena se ha transformado de
modo estable.

Tal como se emplea en la presente, el verbo "comprende”, tal como se usa en esta descripcion y en las
reivindicaciones, y sus conjugaciones, se utilizan en su sentido no limitante y significa que los asuntos que siguen a
la palabra se incluyen, pero que los asuntos que no se mencionan especificamente no se excluyen.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "parte de la planta" se refiere a cualquier parte de una planta que
incluye, pero no se limita a brotes, raices, tallos, semillas, estipulas, hojas, pétalos, flores, 6vulos, bracteas, ramas,
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peciolos, partes internodales, corteza, vellosidades, vastagos, rizomas, frondas, briznas, polen, estambres y
similares. Las dos partes principales de plantas cultivadas en algun tipo de medio, tal como tierra, a menudo se
denominan parte "aérea", también denominada "brotes", y parte "subterranea"”, a menudo denominada también
"raices". Los "brotes recién emergidos" son brotes que han aparecido como nuevo crecimiento sobre una planta en
aproximadamente el Ultimo dia, los ultimos 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas,
0 4 semanas.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "tejido de planta" se refiere a cualquier parte de una planta. Los
ejemplos de 6rganos vegetales a partir de los cuales puede obtenerse el tejido de planta incluyen, pero no se limitan
a hojas, tallos, raices, tubérculos, semillas, ramas, vellosidades, nédulos, axilas foliares, flores, polen, estambres,
pistilos, pétalos, pedunculos, pies, estigmas, estilos, bracteas, frutos, tronco, carpelos, sépalos, anteras, 6vulos,
pedicelos, agujas, conos, rizomas, estolones, brotes, pericarpo, endospermo, placenta, bayas, estambres y cubiertas
foliares.

El tallo de una planta se divide en general en nodos y partes internodales. Los nodos portan yemas de las cuales
crecen una o mas hojas, inflorescencias (flores), raices, otros tallos, etc. Las partes internodales alejan a un nodo de
otro. Una "seccion de tallo internodal” se refiere a un segmento cortado de una parte internodal.

Un "epicotilo" es el brote embrionario por encima de los cotiledones. En general, el epicotilo se desarrollara para
producir las hojas de la planta. Los cotiledones son partes del embrién dentro de la semilla de una planta que, tras la
germinacion, pueden convertirse en las primeras hojas embrionarias de una plantula.

Un "injerto" se produce conectando entre si dos trozos de un tejido de planta vivo de modo que se unan y formen
una planta funcional que posteriormente crecera como una planta nueva. La "pua" es la parte aérea de una planta
que forma la corona de la nueva planta. El "portainjerto” es la parte subterranea o inferior de una planta, que a veces
incluye parte del tallo y algunas ramas, y que formara el sistema de raices de la nueva planta. La "unién del injerto"
es el lugar del tallo de una planta en el que la pua se une al portainjerto. El tejido de pla que se injerta sobre un
portainjerto puede comprender una seccioén de tallo con aproximadamente el mismo diametro que el de la seccién de
tallo del portainjerto e incluye hojas, o puede ser mucho mas pequefio, como el caso de los "esquejes"”. Los esquejes
son la parte intermedia de un brote de un afio procedentes de la variedad de pua deseada, y se emplean para
proporcionar una yema axilar para el injerto. La yema axilar es un brote embrionario que se encuentra en la union
del tallo y el peciolo de una planta. Estas yemas axilares, derivadas de una pua e injertadas sobre un portainjerto,
generaran la parte aérea casi entera del arbol, excepto por la porcién del tallo del portainjerto que esta por encima
de la tierra. Después de que la pua injertada haya formado tallos y hojas que puedan apoyar fotosintéticamente el
crecimiento de las raices, generalmente se retiran todos los brotes del portainjerto. La mayoria de los arboles de
citricos cultivados en la actualidad estan formados por una variedad de pua injertada a partir de un esqueje en un
portainjerto. Después del injerto, los "primeros florecimientos" son los primeros tallos y hojas que emergen del
injerto, incluyendo injertos procedentes yemas axilares.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "se deriva de" se refiere del origen o fuente y puede incluir
moléculas naturales, recombinantes, no purificadas o purificadas. Un acido nucleico o un aminoacido derivado de un
origen o fuente puede presentar todos los tipos de cambios en nucleétidos o modificaciones de proteinas, tal como
se define en otro punto en la presente.

En algunas realizaciones, la presente descripcién proporciona variedades derivadas de plantas producidas por
medio de las composiciones, los métodos y los sistemas descritos en la presente. Tal como se emplea en la
presente, el término "variedad" se refiere a una subdivision de una especie, que consiste en un grupo de individuos
dentro de la especie que se diferencian en forma o en funcién de otros conjuntos similares de individuos.

Tal como se emplea en la presente, el término "variedad" o "cultivar" significa un grupo de plantas similares que, por
medio de su actuacion y caracteristicas estructurales, pueden identificarse frente a otras variedades dentro de la
misma especie. El término "variedad", tal como se emplea en la presente, tiene un significado idéntico a la
correspondiente definicion de the International Convention for the Protection of New Varieties of Plants (tratado
UPOQV), del 2 de diciembre de 1961, revisado en Ginebra el 10 de noviembre de 1972, el 23 de octubre de 1978, y el
19 de marzo de 1991. Asi, una "variedad" significa un agrupamiento de plantas dentro de un unico taxén botanico de
la categoria mas baja conocida, y dicho agrupamiento, independientemente de que se cumplan las condiciones para
la concesion de un derecho de productor, puede i) definirse mediante la expresion de las caracteristicas resultantes
de un genotipo concreto o combinacidon de genotipos, ii) distinguirse de cualquier otro agrupamiento de plantas
mediante la expresion de al menos una de dichas caracteristicas, y iii) considerarse como una unidad con respecto a
su idoneidad para poder propagarse sin cambios.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona genotipos derivados de plantas producidas por medio
de las composiciones, los métodos y los sistemas descritos en la presente. Tal como se emplea en la presente, el
término "genotipo” se refiere a la constitucion genética de una célula individual, cultivo celular, tejido, organismo (por
ejemplo, un planta) o grupo de organismos.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona clones derivados de plantas producidas por medio de
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las composiciones, los métodos y los sistemas descritos en la presente. Tal como se emplea en la presente, el
término "clon" se refiere a una célula, un grupo de células, una parte, un tejido, un organismo (por ejemplo, un
planta) o un grupo de organismos que desciende o se deriva de un Unico precursor y que es genéticamente idéntico
o sustancialmente idéntico a dicho precursor. En algunas realizaciones, el clon se produce en un proceso que
comprende al menos una etapa asexual.

Un "explante" o "planta madre" es la fuente de células que se van a desarrollar durante el proceso de cultivo del
tejido. Por ejemplo, el explante puede ser cualquier segmentos o coleccion de células procedentes de meristemos
apicales, yemas terminales, yemas axilares, yemas adventicias, yemas accesorias, yemas pseudoterminales,
cambio, meristemo lateral, yema lateral, yemas vegetativas, yemas reproductivas, yemas mixtas, segmentos de
brotes, apices de brotes, segmentos de tallo, secciones nodales inmaduras procedentes de tallos, brotes laterales,
plantulas, semillas, brotes que empiezan a surgir de la tierra, yemas florales inmaduras, inflorescencias, segmentos
de corona, segmentos de hoja o cualquiera de sus partes. Un "callo" es una masa de células de parénquima
desorganizado derivado de un tejido de planta o de explantes. Los callos pueden diferenciarse en plantas completas
a través del proceso de la regeneracion.

Una "planta lefiosa" es una planta con tejidos lignificados duros o partes lefiosas, en especial tallos y yemas. Las
plantas lefiosas generalmente son plantas perennes e incluyen arboles, arbustos y lianas. Otros ejemplos de plantas
lefiosas incluyen, pero no se limitan a arboles frutales, acacia, aliso, alamo temblén, haya, abedul, liquidambar,
sicomoro, chopo, sauce, abeto, pino, picea, alerce, cedro y cicuta.

Un "citrico" es una planta del género Citrus o un género relacionado. El género Citrus incluye los arboles y arbustos
de la familia de la ruda (Rutaceae). Un "citrico maduro" florece y produce fruta.

El término "un" o "una" se refiere a uno o mas de esa entidad; preferiblemente, "un gen" se refiere a uno o mas
genes 0 al menos a un gen. Asi, los términos "un" (o "una") y las expresiones "uno o mas" y "al menos uno" se
emplean de modo intercambiable en la presente. Ademas, la referencia a "un elemento" mediante el articulo
indefinido "un" o "una" no excluye la posibilidad de que mas de uno de los elementos esté presente, a menos que en
el contexto claramente requiera que solo exista uno y solo uno de los elementos.

Tal como se emplean en la presente, los términos "cruzar" y "cruzamiento" y las expresiones "polinizacion cruzada"
o "reproduccion cruzada" se refieren al proceso mediante el cual el polen de una flor sobre una planta se aplica (de
modo artificial o natural) al 6vulo (estigma) de una flor sobre otra planta.

Tal como se emplean en la presente, los términos "vector”, "plasmido" o "construccion" se refieren ampliamente a
cualquier plasmido o virus que codifica un acido nucleico exégeno. También debe considerarse que los términos
incluyen compuestos que no son plasmidicos ni viricos que facilitan la transferencia de un acido nucleico hacia el
interior de viriones o células, tales como, por ejemplo, compuestos de polilisina y similares. El vector puede ser un
vector virico que sea adecuado como vehiculo de transporte para transportar el acido nucleico, o uno de sus
mutantes, a una célula, o el vector puede ser un vector no virico que sea adecuado para el mismo fin. Los ejemplos
de vectores viricos y no viricos para el transporte de ADN a células y tejidos son muy conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Ma et al. (1997, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 94:12744-127486).

La presente invencion proporciona métodos y composiciones para la transformacion genética eficaz de células de
plantas importantes desde el punto de vista comercial, tales como células de plantas de citricos, que incluyen las
puias ampliamente utilizadas 'Hamlin' y '"Valencia' y el portainjerto 'Carrizo’, con Sinorhizobium. La invencién supera
importantes limitaciones en la técnica, que incluyen la limitada eficacia de transformacion de citricos maduros con
Agrobacterium, y la ausencia de descripciones de técnicas Utiles en general para la transformacion y la regeneracion
de plantas de citricos maduras, que incluyen las variedades 'Hamlin' y 'Valencia', mediante el uso de cepas que no
son de Agrobacterium. Por ejemplo, aunque se han conseguido usar bacterias distintas de Agrobacterium en varias
especies y variedades vegetales, las frecuencias de transformacion han sido bajas.

Hasta la fecha se han requerido investigaciones considerables en muchos casos para aplicar incluso procedimientos
de transformacion bien desarrollados, tales como la transformacion mediada por Agrobacterium, a diferentes
especies vegetales. Diferentes especies dentro de los Rhizobiales muestran diferentes espectros de hospedantes y
diferentes capacidades para unirse a diferentes tejidos de plantas. Las plantas de diferentes especies a menudo
muestran diferencias fisioldgicas importantes que afectan a la susceptibilidad a una transformacion genética. Por
tanto, los métodos para la transformacion de una especie de planta no actian de modo eficaz, o no actian en
absoluto, con otras plantas, y la capacidad de transformar una planta no predice necesariamente la capacidad para
transformar incluso especies relacionadas usando ese procedimiento. Esto resultar particularmente cierto para la
transformacion bacteriana de plantas, que implica complejas interacciones bioquimicas entre las cepas bacterianas
usadas y las células vegetales diana. Los rizobios interaccionan con plantas en el entorno nativo y, por tanto,
pueden mostrar especificidades de hospedante, cuyo impacto es desconocido para muchas especies de cultivos.

Asi, la identificacion de plantas susceptibles a la transformacion mediada por rizobios y el desarrollo de
procedimientos que permitan lograr mayores eficacias de transformacion tiene un gran interés. La presente
invencion supera las limitaciones de la técnica proporcionando, en una realizacién, técnicas para el uso de
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Rhizobiaceae (por ejemplo, rizobios o Agrobacterium) para transformar plantas importantes desde el punto de vista
comercial, tales como miembros de la familia Rutaceae (por ejemplo, citricos). No se conoce que miembros de la
familia Rutaceae, que incluyen los citricos, hayan podido ser transformados por rizobios. La invencién también
proporciona técnicas para la transformacion eficaz de plantas de citricos empleando rizobios o Agrobacterium,
incluyendo citricos juveniles o maduros, que ya se sabia que eran susceptibles a la transformacién con
Agrobacterium pero con una frecuencia baja. La descripcion también proporciona métodos para la transformacién de
dianas de tejidos que sean distintos de las de Agrobacterium. Por ejemplo, aunque Agrobacterium generalmente
requiere de un sitio de herida para infectar plantas, algunos otros miembros de los Rhizobiales, que incluyen
Rhizobiaceae tales como Sinorhizobium, infectan de modo natural las raices de la planta mediante hifas de infeccién
que penetran en los tejidos de la planta, lo cual permite usar tejido no herido como diana de transformacion.

El objetivo, en muchos casos, puede ser maximizar la transmision de un agente de ADN infeccioso hacia plantas de
citricos intactas y arraigadas.

La presente invencion puede usarse con cualquier vector o plasmido de transformacion de plantas adecuado que
contenga un marcador seleccionable o evaluable y elementos reguladores asociados, tal como se describe, junto
con uno o mas acidos nucleicos expresados de una manera suficiente para conferir un rasgo deseable concreto. Los
ejemplos de genes estructurales adecuados de interés agrondémico considerados por la presente invencion
incluirian, pero no se limitan a genes para tolerancia a enfermedades, insectos o plagas, tolerancia a herbicidas,
genes para mejoras en la calidad, tales como el rendimientos, potenciadores nutricionales, tolerancias ambientales o
al estrés, o cualquier cambio deseable en la fisiologia, el crecimiento o la morfologia de la planta o el producto o los
productos de la planta, incluyendo la maduracién de la fruta (patente de EE. UU. n.° 5.512.466), resistencia al estrés
ambiental (patente de EE. UU. n.° 6.072.103), péptido farmacéuticos y péptidos segregables (patentes de EE. UU.
n°s 6.812.379; 6.774.283; 6.140.075; 6.080.560), rasgos de procesamiento mejorados (patente de EE. UU. n.°
6.476.295), digeribilidad mejorada (patente de EE. UU. n.° 6.531.648), y sabor mejorado (patente de EE. UU. n.°
6.011.199). Cualquiera de estos u otros elementos genéticos, métodos y transgenes puede usarse con la invencion,
tal como apreciaran los expertos en la técnica, a la vista de la presente descripcion.

Como alternativa, el acido nucleico de interés puede afectar a estos fenotipos mediante la inhibicién de la expresién
de un gen enddgeno mediante tecnologias de silenciamiento de genes, tales como la cosupresion, la tecnologia
antisentido, ARNi, la expresion de miARN (natural o modificado), la expresién de ARNip de accién en trans, y la
expresion de ribozimas (véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente de EE. UU. 20060200878).

Los ejemplos de acidos nucleicos que pueden ser introducidos por los métodos incluidos en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, secuencias de ADN o genes procedentes de otra especie, o incluso genes o secuencias que
se originan con la misma especie o que estan presentes en la misma especie, pero que se incorporan en células
receptoras por medio de métodos de ingenieria genética, en lugar de las técnicas de cruzamiento o reproduccion
clasicas. Sin embargo, el término "exégeno" también pretende indicar genes que normalmente no estan presentes
en la célula que se esta transformando, o quiza simplemente no estan presentes en la forma, estructura, etc., que se
encontraria en el segmento de ADN o gen transformante, o genes que normalmente estan normalmente presentes
pero se quiere que el deseado, por ejemplo, se sobreexprese. Asi, el término gen o ADN "exdgeno" pretende indicar
cualquier gen o segmento de ADN que se introduce en una célula receptora, independientemente de que un gen
similar pueda estar ya presente en dicha célula. El tipo de ADN incluido en el ADN exdgeno puede incluir ADN que
ya esta presente en la célula vegetal, ADN procedente de otra planta, ADN procedente de un organismo diferente, o
ADN generado externamente, tal como una secuencia de ADN que contiene un mensaje antisentido de un gen, o
una secuencia de ADN que codifica una version sintética o modificada de un gen.

Aunque anteriormente se han descrito diversas realizaciones de la presente invencion, debe entenderse que estas
se han presentado solo como ejemplo y no como limitacion. La presente invencién no se limita a las composiciones
y los métodos descritos ni se limita a un material o proteina concreto ni la presente invencion se limita a una escala o
tamafio de lote de produccion concreto. Asi, la amplitud y el alcance de la presente invencién no deben verse
limitadas por ninguno de los ejemplos de realizaciones descritos anteriormente, sino que deben definirse solo seguin
las siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.

Ejemplos

Se incluyen los siguientes ejemplos para demostrar las realizaciones preferidas de la invencion. Los expertos en la
técnica apreciaran que las técnicas descritas en los siguientes ejemplos representan técnicas descubiertas por los
inventores para que actien de modo correcto en la practica de la invenciéon y, por tanto, puede considerarse que
constituyen modos preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica apreciaran, a la luz de la
presente descripcion, que pueden realizarse muchos cambios en las realizaciones especificas descritas y seguir
obteniendo un resultado similar sin apartarse del concepto y el alcance de la invencion. De modo mas especifico,
sera evidente que ciertos agentes que estan relacionados desde el punto de vista fisico y fisiolégico pueden sustituir
a los agentes descritos en la presente, logrando los mismos resultados o resultados similares. Se considera que
todos estos sustitutos similares y modificaciones evidentes para los expertos en la técnica estan dentro del alcance y
el concepto de la invencion, segun se define mediante las reivindicaciones adjuntas.
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Ejemplo 1: Cepas de Sinorhizobium y Agrobacterium

La cepa de Sinorhizobium meliloti 1021 porta el plasmido de hipervirulencia pTiWB3, que es un plasmido Ti
desarmado (pEHA105) procedente de la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58 con un origen de la replicacion de
amplio espectro de hospedantes, oriT (Broothaerts et al., 2005) y se obtuvo en CAMBIA (Canberra, Australia). Las
cepas de S. meliloti se cultivaron en medio TY (triptona al 0,5%, extracto de levadura al 0,3% vy cloruro de calcio 7
mM).

La cepa de Agrobacterium tumefaciens AGL1 es un derivado deficiente en la recombinacion (recA menos) de AGLO,
que porta el plasmido Ti desarmado hipervirulento (pTiBo542) en un entorno C58, y se obtuvo de G. Lazo (Lazo et
al., 1991). Las cepas de Agrobacterium se cultivaron en medio YEP (extracto de levadura al 1%, peptona al 1% y
cloruro de sodio al 0,5%).

Ejemplo 2: Transformacion de Sinorhizobium 'y Agrobacterium

Se prepararon células de Sinorhizobium competentes lavando un cultivo en fase logaritmica en medio TY con agua
desionizada enfriada y glicerol al 10%, y se conservaron a -80 °C. Se introdujo el vector binario pIPG955 (figura 1)
mediante electroporacion utilizando 100 pl de células competentes de S. meliloti 1021/pTWBIi3 descongeladas
mezcladas con 0,5 pg de plPG955 y se incubd en hielo durante 30 min. La mezcla se trasladdé a una cubeta
preenfriada (hueco de 1 mm) y se electropord a 1100 voltios usando un electroporador Eppendorf 2510 (Hauppauge,
NY). La mezcla se trasladé a 1 ml de medio TY y se incubd a 28 °C con agitacion a 150 rpm durante 16 h. Se
extendieron 200 pl del medio sobre una placa de agar TY que contenia 100 ug/ml de espectinomicina (para
seleccionar pIPG955), 250 ug/ml de estreptomicina (para seleccionar la cepa 1021) y 150 ug/ml de kanamicina (para
seleccionar pTWBI3). La placa se incub6 a 28 °C durante 3 dias.

Se prepararon células competentes de Agrobacterium lavando un cultivo en fase logaritmica en medio YEP con
agua desionizada enfriada y glicerol al 10%, y se conservaron a -80 °C. Se introdujo el vector binario pIPG924
(figura 2) mediante electroporacion usando 100 pl de células competentes de A. fumefaciens AGL1/pTiBo542
descongeladas mezcladas con 0,5 ug de pIPG924 y se incubd en hielo durante 30 min. La mezcla se trasladé a una
cubeta preenfriada (hueco de 1 mm) y se electroporé a 1100 voltios usando un electroporador Eppendorf 2510
(Hauppauge, NY). La mezcla se trasladé a 1 ml de medio YEP y se incubo a 28 °C con agitacion a 150 rpm durante
2 h. Se extendieron 20 pl del medio sobre una placa de agar YEP que contenia 40 ug/ml de kanamicina para
seleccionar pIPG924. La placa se incubd a 28 °C durante 2 dias.

Ejemplo 3: Vectores de transformacion binarios

Se construyeron vectores de transformacion binarios usando técnicas moleculares convencionales conocidas por los
expertos en la técnica. Se fabricaron las construcciones de plasmidos pIPG955 (figura 1; SEQ ID NO:1) y pIPG980
(figura 8; SEQ ID NO:4) para su uso con cepas que no son Agrobacterium. Se fabricaron las construcciones de
plasmidos plPG924 (figura 2; SEQ ID NO:2) y plPG973 (figura 7; SEQ ID NO:3) para su uso con cepas de
Agrobacterium. Todas las construcciones se basan en pCAMBIA2301 (Cambia, Canberra, Australia), y portan un
origen de la replicacién de amplio espectro de hospedantes de pVS1 y un origen de la replicacion de pBR322 para el
mantenimiento de un alto numero de copias en E. coli. El plPG924 se construyé reemplazando en primer lugar el
promotor 35S doble de pCAMBIA2301 por el promotor de nopalina sintasa (nos), que se us6 para conducir la
expresion del gen de neomicina fosfotransferasa (nptll), que confiere resistencia a la kanamicina, para la seleccion
en citricos. Después el gen 35S::GUS se reemplazé por el elemento controlador de la proteina de la envuelta virica
procedente del closterovirus de la remolacha amarilla ("Beet Yellows Closterovirus”, BYV), de los nucledtidos 13499-
13637 (Peremyslov et al.,, 1999), condensado operativamente con el gen anti-BC bacteriana interrumpido con el
intron de catalasa (véase la patente de EE. UU. n.° 7.919.601 y el documento PCT/US08/70612, que se incorporan
como referencia en la presente). El plPG973 es idéntico a pIPG924, excepto que se uso el promotor 35S individual
para sustituir al promotor de BYVP que se encuentra en pIPG924.

El plPG955 se construyéo de una manera similar a plPG924, con el promotor 35S doble de pCAMBIA2301
reemplazado por el promotor de nos para dirigir la expresion del gen nptll, que confiere seleccidon en citricos,
seguido del reemplazo del gen GUS por un fragmento de BC::intrén y con un conductor de péptido rico en glicina
("glycine rich peptide", GRP), conducidos operativamente por el promotor 35S individual. Ademas, el gen de
resistencia a kanamicina bacteriano fue reemplazado por un fragmento de gen de resistencia a espectinomicina
procedente de pCAMBIA1105 para su uso en cepas que no son de Agrobacterium que portan pTWBI3. El pIPG980
es idéntico a pIPG955, excepto que se deleciond el conductor GRP y el intrén se movié mas cadena abajo en el gen
BC.

El pIPG955 se trasladé a S. meliloti/lpTWBIi3 mediante electroporacion y se confirmé mediante un analisis de PCR de
ADN miniprep. El pIPG924 se trasladd a A. fumefaciens AGL1/pTiBo542 mediante electroporacion y se confirmé
mediante un analisis de PCR similar.

Ejemplo 4: Extraccion de plasmidos auxiliares Ti desarmados y binarios desde Sinorhizobium

Los plasmidos auxiliares Ti desarmados, pTWBI3 y pTiBo542, junto con los plasmidos binarios pIPG955 y pIPG924
14
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se extrajeron de S. meliloti 1021, y A. tumefaciens AGL1, respectivamente. Brevemente, 5 ml de un cultivo realizado
durante la noche en TY con kanamicina 150 mg/l, estreptomicina 250 mg/l y espectinomicina 100 mg/l se centrifugg,
se resuspendio en 250 pl de tampdn P1, se mezcld con 250 pl de tampdn P2, y se neutralizé con 350 pl de tampdn
P3 (tampones del kit QIAGEN Maxi-prep). Después de una incubacion durante 5 min a temperatura ambiente, la
mezcla se centrifugd durante 10 min a 12.000 g a 4 °C. Se mezclaron aproximadamente 750 pl de sobrenadante con
750 pl de isopropanol y se centrifugdé durante 10 min a 4 °C. El sedimento se lavd una vez con etanol al 70% y se
resuspendié en 50 ul de TE sin secar. Las preparaciones de plasmidos después se conservaron a 4 °C. EI ADN del
plasmido se us6 como molde para el analisis de PCR utilizando los métodos descritos por Broothaerts (2005). Los
plasmidos pIPG955 y pIPG924 se volvieron a transformar en E. coli, después los plasmidos se reextrajeron a mayor
numero de copias y se secuencio el inserto para determinar la estabilidad después de una transferencia a través de
S. meliloti o A. tumefaciens.

Ejemplo 5: Transformacion de citricos juveniles mediada por Sinorhizobium meliloti

Se obtuvo el cultivar de citricos 'Carrizo' en forma de semillas de un productor de semillas certificado del estado de
Florida y se emplearon semillas de 'Carrizo' con la superficie esterilizada para la transformacion mediada por S.
meliloti. Para esterilizar la superficie de las semillas se retird la cubierta externa de las semillas mediante pelado
manual, y las semillas peladas después se colocaron en isopropanol al 70% durante 2-3 minutos. El isopropanol se
retird mediante vertido y se afiadieron 100 ml de una disolucién de hipoclorito de sodio al 0,6% durante 10 min. La
disolucién de cloro se retird6 mediante vertido y las semillas se enjuagaron 3X con agua desionizada estéril. Las
semillas se secaron con toallas de papel y se colocaron 1-2 semillas sobre aproximadamente 6 ml de medio de
germinacion solidificado en tubos de ensayo estériles de 20,32 cm (8 pulgadas) (grandes). El medio de germinacion
consistio en 0,5 X sales MS, sacarosa al 1,5% y agar al 0,7%, pH 5,7. Después se dejo que las semillas germinasen
y creciesen en un incubador en la oscuridad a 26 °C. Se emplearon plantulas de citricos etioladas procedentes de
cultivos de 4-5 semanas como fuente de explantes.

Los explantes se prepararon bajo condiciones estériles cortando secciones de epicotilo con una longitud de
aproximadamente 1 cm a partir de las plantulas etioladas. Las secciones de epicotilo se cubrieron con medio de
preinmersion (que consistia en 0,5X sales MS, maltosa al 8%, MES al 0,05%, vitaminas MS de potencia completa,
pH 5,7) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Después de la preinmersion, el medio se retirdé mediante vertido y se reemplazé cubriendo los explantes durante 20
minutos con una suspension de bacterias de S. meliloti preparada como sigue: se cultivaron 20 ml de un cultivo
iniciador cultivado durante la noche de S. melilotipTWBI3 que contenia pIPG955 a partir de una Unica colonia en
medio TY con kanamicina 150 mg/l y espectinomicina 100 mg/l. Las células se recogieron mediante centrifugacion a
3000 X g durante 10 minutos, y se enjuagaron 2-3 X con medio de transformacién de tomate ("Tomato
Transformation", TMT) (1X sales MS, sacarosa al 3%, pH 5,8) mas acetosiringona 100 pM. Las células se
resuspendieron en aproximadamente 50 ml de TMT + acetosiringona 100 uM, la densidad celular se ajusté a D.O. =
1,0, y se agitaron suavemente durante 30-60 minutos.

La suspension de S. meliloti se retir6 mediante vertido, y los explantes inoculados se secaron con papel secante, se
colocaron en placas de cocultivo, y se incubaron durante aproximadamente 9-12 dias a 25 °C en oscuridad continua.
Los explantes que mostraron un crecimiento de S. meliloti se colocaron en placas de cocultivo nuevas durante este
tiempo. El medio de cocultivo consistia en 1X sales MS, sacarosa al 3%, vitaminas MS de potencia completa, BAP 1
mg/l, NAA 0,5 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7.

Después de una incubacion en la oscuridad, los explantes se trasladaron al medio de regeneracion con seleccion
con kanamicina (1X sales MS, sacarosa al 3%, vitaminas MS de potencia completa, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l,
cefotaxima 250 mgl/l, sulfato de kanamicina 25 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7) y se mantuvieron en la oscuridad durante
3-6 dias mas a 26 °C, hasta un total de 15 dias en la oscuridad. Las placas después se trasladaron a una camara de
crecimiento durante 15-30 dias a 26 °C con un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16/8 horas hasta que emergieron los
brotes. Los explantes con brotes después se trasladaron a la superficie del medio de alargamiento de brotes (1X
sales MS, sacarosa al 3%, vitaminas MS de potencia completa, BAP 0,5 mg/l, NAA 0,1 mg/l, cefotaxima 250 mgl/l,
sulfato de kanamicina 25 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7). Se retiraron de los explantes los brotes que se alargaron hasta
una longitud mayor de 1 cm y se trasladaron al medio de enraizamiento 1 [0,25X sales MS, sacarosa al 2%,
vitaminas MS de potencia 1/4, IBA (acido indolbutirico) 5 mg/l, NAA 0,5 mg/l, cefotaxima 250 mg/l, agar al 0,7%, pH
5,7] durante 7-10 dias a 26 °C con un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16/8 horas.

Los brotes después se trasladaron a placas con medio de enraizamiento 2 (0,25X sales MS, sacarosa al 2%,
vitaminas MS de potencia 1/4, cefotaxima 250 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7) durante 7-20 dias a 26 °C con un
fotoperiodo de luz-oscuridad de 16/8 horas. Después los brotes enraizados se volvieron a trasladar al medio de
enraizamiento 2 en tubos de laboratorio convencionales (aproximadamente 7,62 cm (3 pulgadas) de medio en el
tubo) para permitir el crecimiento de las raices. Después de que las raices alcanzasen una longitud de
aproximadamente 50,8 cm (2 pulgadas), las plantas se trasladaron a la tierra y la maceta se cubrié con plastico para
mantener una humedad elevada durante un periodo de aproximadamente 1 semana. Después se retird el plastico
tras observar un crecimiento vigoroso. Las plantas se mantuvieron durante 3 semanas mas hasta que produjeron
multiples hojas. Se retirdé una hoja para la extraccion de proteinas y para ensayar la expresion del transgén mediante
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transferencia Western. Las plantulas enraizadas se trasladaron al invernadero para su posterior crecimiento y
ensayo.

Basandose en los analisis de la transferencia Western, S. meliloti transporté el ADN-T que porta el transgén BC
deseado a células del cultivar de citricos juveniles 'Carrizo’, produciendo plantas de citricos 'Carrizo’ enraizadas y
completamente transgénicas que expresan el transgén deseado (figura 3 y tabla 1). Las plantas de citricos juveniles
enraizadas transgénicas se obtuvieron de experimentos de transformacion mediados por S. meliloti por medio de un
método de transformacion directo a unas frecuencias que varian del 1,5 al 4,7% del nimero inicial de explantes. La
naturaleza transgénica de estas plantas de citricos se confirmé mediante una transferencia Western.

Tabla 1 - Resumen de la transformacion de citricos juveniles mediada por S. meliloti

n.° de lote del experimento 12/30 12/20 01/03

n.° de explantes iniciales 206 116 193

n.° de brotes en kanamicina | 26 (13%) 15 (13%) 41 (21%)
n.° de brotes enraizados 3 (1,5%) 2 (1,7%) 9 (4,7%)

Ejemplo 6: Transformacion de citricos juveniles mediada por Sinorhizobium meliloti usando explantes
preacondicionados sin tejido meristematico

Se obtuvo el cultivar de citricos 'Carrizo' en forma de semillas de un productor de semillas certificado del estado de
Florida, se esterilizé su superficie y se germinaron en la oscuridad como se describe en el ejemplo 5. Se emplearon
plantulas de citricos etioladas procedentes de cultivos de 4-5 semanas como fuente de explantes.

Los explantes se prepararon bajo condiciones estériles cortando secciones de epicotilo con una longitud de
aproximadamente 1 cm a partir de las plantulas etioladas. Las secciones de epicotilo se cubrieron con medio de
preinmersion (que consistia en 0,5X sales MS, maltosa al 8%, MES al 0,05%, pH 5,7) durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Después de la preinmersion, el medio se retird mediante vertido, los explantes se secaron con papel secante y se
trasladaron al medio de regeneracion sin seleccion (1X sales MS, sacarosa al 3%, vitaminas MS de potencia
completa, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, cefotaxima 250 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7) y se mantuvieron en la oscuridad a
26 °C hasta que se observaron callos en las superficies cortadas de los explantes (aproximadamente 15 dias). Se
seleccionaron los explantes que mostraron formacion de callos, y se retird6 completamente cualquier callo y tejido
meristematico que se hubiera formado usando un escalpelo sumergido antes del corte en un inéculo de S. meliloti,
preparado como se describe exactamente en el ejemplo 5. Los explantes después se secaron con papel secante y
se trasladaron a placas de cocultivo y se incubaron durante aproximadamente 9-12 dias a 25 °C en oscuridad
continua. Los explantes que mostraron un crecimiento de S. meliloti se colocaron en placas de cocultivo nuevas
durante este tiempo. El medio de cocultivo consistia en 1X sales MS, sacarosa al 3%, vitaminas MS de potencia
completa, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7.

Todas las etapas de regeneracion posteriores, incluyendo la emergencia de los brotes y el enraizamiento, se
realizaron exactamente como se describe en el ejemplo 5.

Basandose en los andlisis de la transferencia Western, S. meliloti transporté el ADN-T que porta el transgén BC
deseado a células del cultivar de citricos juveniles 'Carrizo' usando este método de preacondicionamiento,
produciendo plantas de citrico 'Carrizo' enraizadas y completamente transgénicas que expresan el transgén deseado
(figura 3y tabla 1). Las plantas de citricos juveniles enraizadas transgénicas se obtuvieron de experimentos de
transformacion mediados por S. meliloti por medio de un método de preacondicionamiento a unas frecuencias que
varian del 2 al 5% del numero inicial de explantes. La naturaleza transgénica de estas plantas de citricos se confirmé
mediante una transferencia Western.

Tabla 2 - Resumen de la transformacion de citricos juveniles mediada por S. meliloti (método de
preacondicionamiento)

n.° de lote del experimento 03/23 04/29

n.° de explantes iniciales 80 500

n.° de brotes en kanamicina 24 (30%) 49 (10%)
n.° de brotes enraizados 4 (5%) 10 (2%)
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Ejemplo 7: Transformacion de citricos juveniles mediada por Agrobacterium tumefaciens comparativa

Para comparar las frecuencias de transformacién obtenidas usando S. meliloti con el mismo método en el mismo
tejido, pero utilizando Agrobacterium, se empled A. tumefaciens AGL1 para la transformacién. Se obtuvo el cultivar
de citricos 'Carrizo' en forma de semillas de un productor de semillas certificado del estado de Florida, se esterilizd
su superficie y se germinaron en la oscuridad como se describe en el ejemplo 5. Se emplearon plantulas de citricos
etioladas procedentes de cultivos de 4-5 semanas como fuente de explantes. Se preparo6 tejido de citrico y se traté
exactamente como se describe en el ejemplo 5, excepto que los explantes se incubaron durante 10 minutos con una
suspension de bacterias de A. fumefaciens preparada como sigue: se cultivaron 20 ml de un cultivo iniciador
cultivado durante la noche de A. tumefaciens AGL1 que contenia plPG924 a partir de una Unica colonia en medio
YEP con kanamicina 40 mg/l. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 3000 X g durante 10 minutos, y se
enjuagaron 2-3 X con medio TMT (1X sales MS, sacarosa al 3%, pH 5,8) mas acetosiringona 100 uM. Las células se
resuspendieron en aproximadamente 50 ml de TMT + acetosiringona 100 uM, la densidad celular se ajust6é a D.O. =
0,3, y se agitaron suavemente durante 30-60 minutos.

La suspension de A. tumefaciens se retir6 mediante vertido, y los explantes inoculados se secaron con papel
secante, se colocaron en placas de cocultivo, y se incubaron durante aproximadamente 2 dias a 25 °C en oscuridad
continua como se describe en el ejemplo 5. Después de 2 dias de cocultivo, los explantes se trasladaron al medio de
regeneracion con kanamicina como se describe en el ejemplo 5 durante 15 dias en oscuridad continua. Después los
explantes se trasladaron a una camara de crecimiento durante 15-30 dias a 26 °C con un fotoperiodo de luz-
oscuridad de 16/8 horas hasta que emergieron los brotes y, por lo demas, se trataron como se describe en el
ejemplo 5.

Basandose en analisis de la transferencia Western, Agrobacterium transporté el ADN-T que porta el transgén BC
deseado a células del cultivar de citricos juveniles 'Carrizo’, produciendo plantas de citricos 'Carrizo’ enraizadas y
completamente transgénicas que expresan el transgén deseado (figura 3 y tabla 3). Las plantas de citricos juveniles
enraizadas transgénicas se obtuvieron de experimentos de transformacion mediados por Agrobacterium a unas
frecuencias que varian del 2,7% al 3,6% del niumero inicial de explantes, lo cual es comparable al 1,5 al 4,7%
obtenidas usando Sinorhizobium. De modo interesante, el nimero de brotes resistentes a kanamicina fue 17%. La
naturaleza transgénica de estas plantas de citricos se confirmé mediante una transferencia Western.

Tabla 3 - Resumen de la transformacién de citricos juveniles mediada por Agrobacterium

n.° de lote del experimento 11/10 11/15
n.° de explantes iniciales 186 112

n.° de brotes en kanamicina 32 (17%) 19 (17%)
n.° de brotes enraizados 5(2,7%) 4 (3,6%)

Ejemplo 8: Transformacion de citricos maduros mediada por Sinorhizobium meliloti usando explantes
preacondicionados sin tejido meristematico

Como material de partida se usaron brotes de cultivares de citricos maduros 'Hamlin', 'Valencia' y 'Mid-Sweet' de
naranjos que se injertaron o "acogollaron" en portainjertos de cultivares de citricos juveniles 'Carrizo' o 'Swingle'
procedentes de una guarderia de citricos comercial. Se retiraron brotes semiduros jovenes recién emergidos con
una longitud de aproximadamente 15,24-20,32 cm (6-8 pulgadas), que representan los primeros 2 o 3 florecimientos
después de retirar el injerto de los arboles de guarderia recién acogollados, y se colocaron inmediatamente en agua.
Como alternativa, pueden utilizarse tallos principales triangulares endurecidos totalmente emergidos de arboles
injertados jovenes, con una longitud de aproximadamente 30,48-45,72 cm (12-18 pulgadas), evitando la porcion
redonda lefiosa de los tallos. Se retiran las hojas y las espinas y se enjuagan dos veces en agua destilada. Se
esterilizoé la superficie de este tejido mediante inmersion durante 8-10 min (30 minutos para los tallos principales
triangulares) en lejia al 1,2% (2,4% para los tallos principales triangulares) afiadiéndose unas pocas gotas de
Tween-20. El tejido después se enjuagdé 5X, cada vez mediante inmersion durante 2 minutos usando agua
desionizada estéril. Los extremos se cortaron y se desecharon, y se cortaron y mantuvieron secciones internodales
con una longitud de aproximadamente 1 cm. Estos explantes se cubrieron con medio de preinmersion (que consistia
en 0,5X sales MS, maltosa al 8%, MES al 0,05%, pH 5,7) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de la preinmersion, el medio se retird mediante vertido, los explantes se secaron con papel secante y se
trasladaron al medio de induccion de brotes (1X sales MS, sacarosa al 2,5%, vitaminas MS de potencia completa,
MES 3 mM, PVP-40 250 mgl/l, leche de coco 20 ml/l, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, cefotaxima 250 mg/l, carbenicilina
100 mg/I, nitrato de plata 10 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7) durante 2-4 semanas en la oscuridad a 26 °C, hasta que se
observaron callos en las superficies cortadas de los explantes (aproximadamente 2-4 semanas). Se seleccionaron
los explantes que mostraron formacion de callos, y se retird6 completamente cualquier callo y tejido meristematico
que se hubiera formado usando un escalpelo. En algunos experimentos, el escalpelo se sumergié antes del corte en
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un indculo de S. meliloti. En algunos experimentos, los trozos cortados se sumergieron en el indculo de S. meliloti.

El in6culo de S. meliloti se prepard como sigue: se cultivaron 20 ml de un cultivo iniciador cultivado durante la noche
de S. melilotipTWBI3 que contenia pIPG955 a partir de una Unica colonia en medio TY con kanamicina 150 mg/l y
espectinomicina 100 mg/l. Se inocularon 50 pl de este cultivo en 150 ml de medio TY y se cultivd durante la noche
hasta una DO = 1,0. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 3000 X g durante 10 minutos, y se
enjuagaron con medio de transformacion de citricos maduros ("Mature Citrus Transformation”, MCT) (1X sales MS,
sacarosa al 8%, MES 3 mM, PVP-40 250 mg/l, leche de coco 20 ml/l, pH 5,7). Las células se resuspendieron en 150
ml de MCT, y se agitaron suavemente durante 30-60 minutos. Se afiadi6é acetosiringona (200 uM) inmediatamente
antes de poner en contacto el tejido de la planta con estas células.

Tras la inoculacion de S. meliloti, los explantes se secaron con papel secante y se trasladaron a placas con medio
de cocultivo (CCM) y se incubaron durante aproximadamente 9-12 dias a 25 °C en oscuridad continua. El medio de
cocultivo consistia en 1X sales MS, sacarosa al 2,5%, vitaminas MS de potencia completa, MES 3 mM, PVP-40 250
mg/l, leche de coco 20 ml/l, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, nitrato de plata 10 mg/l, y agar al 0,7%, pH 5,7. Los explantes
que mostraron un crecimiento de S. meliloti se colocaron en placas de CCM nuevas durante este tiempo.

Después de 9-12 dias en medio CCM en la oscuridad, los explantes se trasladaron a medio de induccién de brotes
("Shoot Induction Medium", SIM), que consistia en CCM mas cefotaxima 200 mg/l y carbenicilina 100 mg/l y se
mantuvieron en la oscuridad durante 1-4 semanas mas a 26 °C durante un total de 2-8 semanas de incubacion en la
oscuridad para estimular la formacién de callos. Los explantes que mostraron formacion de callos después se
trasladaron a placas SIM nuevas que contenian sulfato de kanamicina 20 mg/l. Las placas después se trasladaron a
una camara de crecimiento durante 2-8 semanas a 26 °C con un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16/8 horas hasta
que emergieron los brotes.

Los explantes con brotes después se trasladaron a la superficie del medio de alargamiento de brotes (SEM),
formado por 1X sales MS, sacarosa al 2,5%, vitaminas MS de potencia completa, MES 3 mM, BAP 0,5 mg/l, NAA
0,1 mg/l, cefotaxima 250 mg/l, carbenicilina 100 mg/l, sulfato de kanamicina 20 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7. Los
brotes que se alargaron hasta una longitud mayor que aproximadamente 1 cm se retiraron del explante y se
injertaron en portainjertos de 'Carrizo' transgénicos o no transgénicos cultivados en la tierra a partir de semillas.

Basandose en los analisis de la transferencia Western, S. meliloti transporté el ADN-T que porta el transgén BC
deseado a células del cultivar de citricos maduros 'Hamlin' y 'Valencia’ usando este método de
preacondicionamiento, produciendo puas completamente transgénicas que expresan los transgenes deseados
(figuras 4 y 6 y tabla 4), injertadas en plantas de citrico 'Carrizo’. Las plantas de citricos maduras transgénicas se
obtuvieron de experimentos de transformacion mediados por S. meliloti empleando este método de
preacondicionamiento a una frecuencia de aproximadamente la mitad de brotes injertados con éxito. Los brotes
injertados con éxito se obtuvieron a unas frecuencias que varian del 0,8%-12% del nimero inicial de explantes. La
naturaleza transgénica de aproximadamente la mitad de estas plantas de pua de citricos (del 0,4% al 6%) se
confirmo mediante transferencias Western (figuras 4 y 6; algunos datos no se muestran).

Tabla 4 - Resumen de la transformacién de citricos maduros mediada por S. meliloti

n.° de lote del experimento 03/16 9/14 37 4/18

n.° de explantes iniciales 161 118 130 649
o

. de explantes con brotes en | 4 o/, 1(0,8%) 15 (11,5%) 82 (12,6%)
anamicina

n.° de brotes injertados 1(0,6%) 1(0,8%) 16 (12%) 14 (2%)

Ejemplo 9: Injerto de brotes transformados maduros sobre portainjertos cultivados en la tierra a partir de semillas

Se obtuvieron plantulas del cultivar de citricos 'Carrizo' de uno a dos meses de edad cultivadas en tierra (con una
altura de aproximadamente 15,24-25,4 cm (6-10 pulgadas) de una guarderia certificada del estado de Florida. Se
retiraron todas las hojas de cada plantula, y se esterilizé6 suavemente el tallo completo usando una toalla de papel
empapada en etanol al 70%. La punta apical del tallo se retird6 usando un escalpelo estéril por encima del nodo
superior, dejando aproximadamente 1 cm de la parte internodal. Después el escalpelo se usa para crear un corte
longitudinal con una profundidad de aproximadamente 5 mm desde la parte superior del tallo cortado y dividiendo el
tallo en forma de V. Se afiade después una gota de agua estéril al corte en V para mantener el area humeda
mientras se prepara la pua para el injerto.

Se retiraron del cultivo de tejido los explantes de citricos maduros transformados con brotes que se alargaban hasta
una longitud mayor que aproximadamente 1 cm (habitualmente con 2-3 hojas), y el brote en alargamiento se corté
del explante, creando un corte en forma de V en la parte inferior del tallo. El corte en forma de V en la pla madura

18




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2711307 T3

después se colocod cuidadosamente en el corte en forma de V del portainjerto, y las superficies se juntaron
cuidadosamente y se mantuvieron en su sitio usando clips para injertos de 2,0 mm. Después de coloco
cuidadosamente una bolsa para alimentos de plastico de polietileno con un pliegue superior de cierre sobre la plua
injertada completa sin tocar la unién injertada y se cerré lentamente, encerrando por completo a la pua injertada por
encima de la linea de la tierra. El cerramiento se mantuvo en su sitio usando un clip colocado bajo la unién del injerto
y por encima de la linea de la tierra. Los lados de la bolsa inflada se mantuvieron en su sitio mediante dos palos
cortos de madera (pinchos para brochetas) colocados en la maceta y unidos al cerramiento de la bolsa de plastico
con cinta adhesiva. Después se inyectaron aproximadamente 10 ml de agua estéril en el cerramiento de la bolsa de
plastico usando una jeringa para tuberculina.

Las plantas injertadas después se incubaron a 27 °C en una camara de crecimiento equipada con luz fluorescente
(fotoperiodo de 16 h) durante dos semanas. El agua dentro del cerramiento se reemplazé si fue necesario usando
una jeringa para tuberculina. Las plantas injertadas después se trasladaron a una camara de crecimiento con mayor
intensidad de luz y se mantuvieron alli durante dos semanas mas.

Ejemplo 10: Transformacion de citricos maduros mediada por Sinorhizobium meliloti usando explantes
preacondicionados con tejido meristematico

Como material de partida se usaron brotes de cultivares de citricos maduros 'Hamlin', 'Valencia' y 'Mid-Sweet' de
naranjos que se injertaron o "acogollaron” en portainjertos de cultivares de citricos juveniles 'Carrizo' o 'Swingle'
procedentes de una guarderia de citricos comercial. Se retiraron los brotes semiduros jévenes recién emergidos con
una longitud de aproximadamente 15,24-20,32 cm (6-8 pulgadas), que representan los primeros 2 o 3 florecimientos
después de retirar el injerto de los arboles de guarderia recién acogollados, y se colocaron inmediatamente en agua.
Se retiran las hojas y las espinas y se enjuagan dos veces en agua destilada. Se esterilizo la superficie de este tejido
mediante inmersion durante 8-10 min en lejia al 1,2% afiadiéndose unas pocas gotas de Tween-20. El tejido
después se enjuagd 5X, cada vez mediante inmersién durante 2 minutos usando agua desionizada estéril. Los
extremos se cortaron y se desecharon, y se cortaron y mantuvieron secciones internodales con una longitud de
aproximadamente 1 cm. Se rechazaron los nodos. Estos explantes se cubrieron con medio de preinmersion (que
consistia en 0,5X sales MS, maltosa al 8%, MES al 0,05%, pH 5,7) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de la preinmersion, el medio se retird mediante vertido, los explantes se secaron con papel secante y se
trasladaron al medio de induccion de brotes (1X sales MS, sacarosa al 2,5%, vitaminas MS de potencia completa,
MES 3 mM, PVP-40 250 mgl/l, leche de coco 20 ml/l, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, cefotaxima 250 mg/l, carbenicilina
100 mg/l, nitrato de plata 10 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7) durante 2-5 semanas en la oscuridad a 26 °C, hasta que se
observaron callos en las superficies cortadas de los explantes. Se seleccionaron los explantes que mostraron callos,
y trasladaron a la luz durante 1-2 semanas. Los explantes que mostraron brotes primordiales de 1-4 mm se hirieron
usando una aguja para tuberculina, pinchando cerca de la base de cada brote primordial. La aguja para tuberculina
se presumerge (antes de la herida) en un inéculo de S. meliloti.

El indculo de S. meliloti se prepard como sigue: se cultivaron 20 ml de un cultivo iniciador cultivado durante la noche
de S. melilotipTWBI3 que contenia pIPG955 a partir de una Unica colonia en medio TY con kanamicina 150 mg/l y
espectinomicina 100 mg/l. Se inocularon 50 ul de este cultivo en 150 ml de medio TY sin antibidtico y se cultivd
durante la noche hasta una DO = 1,0. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 3000 X g durante 10
minutos, y se enjuagaron con medio de transformacion de citricos maduros (MCT) (1X sales MS, sacarosa al 8%,
MES 3 mM, PVP-40 250 mgl/l, leche de coco 20 ml/l, pH 5,8). Las células se resuspendieron en 150 ml de MCT, y se
agitaron suavemente durante 30-60 minutos. Se afiadid acetosiringona hasta 200 uM y se afadi6é Silwet L-77 hasta
0,02% inmediatamente antes de poner en contacto el tejido de la planta con estas células.

Tras la inoculacion de S. meliloti, los explantes se secaron con papel secante y se trasladaron a placas con medio
de cocultivo (CCM) y se incubaron durante 9 dias a 25 °C en oscuridad continua. El medio de cocultivo consistia en
1X sales MS, sacarosa al 2,5%, vitaminas MS de potencia completa, MES 3 mM, PVP-40 250 mg/l, leche de coco 20
ml/l, BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l, nitrato de plata 10 mg/l, y agar al 0,7%, pH 5,7. Los explantes que mostraron un
crecimiento de S. meliloti se colocaron en placas de CCM nuevas durante este tiempo.

Después de 10 dias en medio CCM en la oscuridad, los explantes se trasladaron a medio de inducciéon de brotes
(SIM), que consistia en CCM mas cefotaxima 200 mg/l y carbenicilina 100 mg/l y se mantuvieron en la oscuridad
durante 1-4 semanas mas a 26 °C durante un total de 2-8 semanas de incubacién en la oscuridad para estimular la
formacion de callos. Los explantes que mostraron formacién de callos después se trasladaron a placas SIM nuevas
que contenian sulfato de kanamicina 20 mg/l. Las placas después se trasladaron a una camara de crecimiento
durante 2-8 semanas a 26 °C con un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16/8 horas hasta que emergieron los brotes.

Los explantes con brotes después se trasladaron a la superficie del medio de alargamiento de brotes (SEM),
formado por 1X sales MS, sacarosa al 3%, vitaminas MS de potencia completa, BAP 0,5 mg/l, NAA 0,1 mg/I,
cefotaxima 250 mgl/l, sulfato de kanamicina 20 mg/l, agar al 0,7%, pH 5,7. Los brotes que se alargaron hasta una
longitud mayor que 1 cm se retiraron del explante y se injertaron en portainjertos de 'Carrizo' no transgénicos
cultivados en la tierra a partir de semillas.
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Ejemplo 11: Transformacion de citricos maduros mediada por Agrobacterium usando explantes preacondicionados
sin tejido meristematico

Como material de partida se usaron brotes de naranjo de los cultivares de citricos maduros 'Hamlin', 'Valencia' y
'Mid-Sweet' que se injertaron o "acogollaron" en portainjertos de cultivares de citricos juveniles 'Carrizo’ o 'Swingle'
procedentes de una guarderia de citricos comercial y se trataron exactamente como se describe en el ejemplo 8,
excepto que se usd A. tumefaciens AGL1 para la transformacion y el tejido se mantuvo en placas CCM durante 2
dias en lugar de 9-12 dias.

El inéculo de A. tumefaciens se prepard como sigue: se cultivaron 20 ml de un cultivo iniciador cultivado durante la
noche de A. tumefaciens AGL1 que contenia pIPG924 a partir de una unica colonia en medio YEP con kanamicina
40 mg/l. Se inocularon 10 pl de este cultivo en 50 ml de medio YEP y se cultivé durante la noche hasta una DO
menor que 0,6. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 3000 X g durante 10 minutos y se ajusto la
densidad celular a una D.O. = 0,3. Las células se volvieron a centrifugar y se enjuagaron con medio de
transformacion de citricos maduros (MCT) (1X sales MS, sacarosa al 8%, MES 3 mM, PVP-40 250 mg/l, leche de
coco 20 ml/l, pH 5,8). Las células se resuspendieron en 150 ml de MCT, y se agitaron suavemente durante 30-60
minutos. Se afiadi6 acetosiringona (200 uM) y Silwet L-77 hasta 0,02% inmediatamente antes de poner en contacto
el tejido de la planta con estas células.

Basandose en los analisis de la transferencia Western, A. tumefaciens transport6 el ADN-T que porta el transgén BC
deseado a células del cultivar de citricos maduros 'Hamlin', 'Valencia' y 'Mid-Sweet' usando este método de
preacondicionamiento, produciendo puas transgénicas que expresan el transgén (figuras 5y 6 y tabla 5). Estas puas
transgénicas se injertaron en un portainjerto 'Carrizo' no transgénico cultivado en la tierra a partir de semillas. Las
plantas de citricos maduras transgénicas se obtuvieron de experimentos de transformacién mediados por
Agrobacterium mediante este método de preacondicionamiento a una frecuencia de aproximadamente la mitad de
brotes injertados con éxito. Los brotes injertados con éxito se obtuvieron a unas frecuencias que varian del 0,5% al
7% del ndmero inicial de explantes, lo cual es comparable al 0,6% al 12% de frecuencias obtenidas
usando Sinorhizobium en el ejemplo 8. La naturaleza transgénica de aproximadamente la mitad de estas plantas de
pua de citricos (del 0,25 al 3,5%) se confirmé mediante transferencias Western (figuras 5 y 6; algunos datos no se
muestran).

Tabla 5 - Resumen de la transformacién de puas de citricos maduros mediada por Agrobacterium. Ham, 'Hamlin';
Val, 'Valencia'

n.° de lote del 12/21 | 12/21 | 01/19 | 11/17 11/22 | 03/28 | 03/28 | 04/11 | 05/02 05/02

experimento

Cultivar maduro Ham | Val Val g"d' . | Ham Ham | Val Ham Ham Val

weet'

n.° de explantes iniciales | 84 187 100 80 65 220 129 128 180 160

n.° de explantes con 9 30 4 8 7 15 11 19 28 25

brotes en kanamicina (10%) | (16%) | (4%) | (10%) | (11%) | (7%) | (8,5%) | (15%) | (16%) (16%)
o . 6 12 5 2 4 4 o 3 1 2

n.° de brotes injertados 7%) | (6%) | (5%) | (2.5%) | (6%) (1%) 6 (5%) @2%) | (0,5%) | (1,2%)

A menos que se indique lo contrario, todos los términos y expresiones técnicos y cientificos empleados en la
presente tienen el mismo significado que el que entienden habitualmente los expertos en la técnica a la cual
pertenece esta invencion. Las definiciones de los términos y expresiones habituales en biologia molecular pueden
encontrarse en Benjamin Lewin, Genes IX, publicado por Oxford University Press, 2007 (ISBN-10
0131439812); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd.,
1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk
Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8); Oxford Dictionary of Biochemistry and
Molecular Biology, edicién revisada, 2000.
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ttcccaatgt
gggttcccaa
agggcaattt
atcaggttge
tcgtactceceg
aactctcecgg
ttgcectgegg
aagtaatcgg
atccaatcag
ttgtagegge
ttettegtac
tegtectttet
ggacggaaca
gttagatggg
ggccetgegg

cgtcggtcac
gtgcccacgt
ttcctaatcg
gcggecgett
gcectgegegyg
gggccggatg
gcagggccgg
ggggcattce
cgctaaaatt
attcagatag
tgtgatccte
tggccaacgt
tgcttttget
ggccagcgec
gccggeggceyg

cagctecgtac

aaaaatcgcece
acggctttgg
tgtacgtgcet
gcectageat
ggtagcgcat
gcaggtcatt
cgctgecact
cgeggegtge
ggtgaaccgt
ctagctcgat
taatcaaggce
gctgecatgge
gcttteegee
cgcggcecggyg
aaaccgccat
aaacctctac
gcttecgacag
catagagcat
acggcgcace
gccacgattce
ccttcaactt
gtttgcgacc
cagacaaccc
acggegtcgg
catctactca
cagctcggta
cgccggcaac
tgcagccttg
cattttctct
tggacctcge
gcagtgecctg

ccggccageg

23

ttttttetet
gttcccaatg
atccacagga
ctgectecegta
gactaggatc
tgaccecgatc
gcgttegtag
caggcggtag
cagcacgtcce
ctcgatgtac
ttcacccteg
aacgtgegtg
atcggctcege
cttgtctcee
cagtaccagg
gtgcecegtet
acggaaaacg
cggaacgaaa
ggctgeegge
accggggcgt
ctccaccagg
gtcacgccga
agccgcttac
tgecectggttg
tttattcatt
atggtcttge
tgaaagttga
ctgetgegtg
ttacctcatt
gggcagegte
ggtagctcac

ccteggeaac

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



ctcaccgeeg
tccatcegtg
gtcgtaaggg
agccaagtcce
cttcacgteg
ccgcacggcece
ggcceccggeg
gcctttetgg
actcatcgca
caccttttta
agcttggcat
ggcggctcga
aacggttcgt
cggcggecge
tggccteggt
gcacgccaag
gggcgtgege
ccttggegge
caatgccggc
gctctgecag
ggtcgegggt
gtaggtggtc
cggaaaacag
ggtcgtcggt
cgtaatgtcet
gaaaacgcca
tgtcgtttte
ggggttggat
atggacgaac
cttttctett

tctagtaaca

atgcgegtge
acctcaatgce
cttggctgeca
gccgectggg
cggtcaatcg
gcccaatege
agttgcaggg
ttaagtacag
tcatatacgc
gacggcggcg
cagacaaacc
acacgtaccc
cctggeegte
cagggcgtcg
gggcgtcact
cagtgcagcc
gatctgtgece
ctcgegeecg
gaacacggtc
gctacgcagg
gctgegggece
aagcatcctg
cttggtgcag
gctgacgcgg
ccggttctag
ggaaaagggc
agaagacggc
caaagtactt
ggataaacct
aggtttaccc

tagatgacac

ctttgatecge
gctgcecttaac
ccggaatcag
gcgcteegte
tcgggeggte
gggcactgece
cgcgggcetag
cgataacctt
agcgaccgca
cteggtttet
ggccaggatt
ggccgegate
ctggtgeggt
gccteggtcea
tcctegetge
gcctetttea
ggggtgaggyg
ctcecgggtge
aacaccatgc
ccegegecgg
aggcggtcta
gccagctceg
ccggecgegt
gcatagccca
tcgcaagtat
agggcggcag
tgcactgaac
tgatceccgag
tttcacgecece
gccaatatat

cgcgegegat
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ccgcgacacg
cagctccacce
cacgaagtcg
gatcactacg
gatgcecgaca
ctggggatcg
atgggttgceg
catgcgttcee
tgacgcaagc
tcageggeca
tcatgcagce
atctcegect
ttcatgecttg
atgcgtcecte
gctcaagtgce
cggtgeggece
tagggcgggg
ggtcgatgat
ggccggecgg
cctectggat
gcectggtcac
ggcggtcegeg
gcagttecgge
gcaggccagc
tctactttat
cctgtcgegt
gtcagaagcce
gggaaccctg
ttttaaatat
cctgtcaaac

aatttatcct

acaaaggccg
aggtcggcgg
gctgecttga
aagtcgecgece
acggttagcg
gaatcgacta
atggtecgtct
ccttgegtat
tgttttactc
agctggccgg
gcacggttga
cgatctectte
ttcctettgg
acggaaggca

gcggtacagg

ttcctggteg
gccaaacttc
tagggaacgce
cgtggtggtg
gcgcteggea
tgtcacaacg
cctggtgeceg
ccgttggttg
ggcggcgete
gcgactaaaa
aacttaggac
gactgcacta
tggttggcat
ccgttattcet
actgatagtt

agtttgcgeg

24

cttgtagecct
tggcccatat
tcgeggacac
ggccgatgge
gttgatctte
acagaacatc
tgcctgacce
ttgtttattt
aaatacacat
ccaggccgec
gacgtgcgeg
ggtaatgaaa
cgttcattet
ccgegecgec
gtcgagecgat
atcagctcege
acgccteggg
tcgaactcgg
tcggcccacg
atgtccagta
tegecaggge
gtgatcttcet
gtcaagtcct
ttgttcatgg
cacgcgacaa
ttgtgcgaca
tagcagcgga
gcacatacaa
aataaacgct
taattcececga

ctatattttg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



ttttctatceg
aataacgtca
atgataatca
tttgaacgat
gtggctageg
gggttctgca
ccagcctgag
acctgetega
atcaaggcat
gcttcggtag
tcaatcttac
tgagagccga
tttggaggag
gtggtaccaa
acgaaataaa
aattaaaaaa
ggtcctaacc
agccatggtc
aagggtcttg
atcaatccac
tgggtggggg
ctttatcgca
agtgacagat
aagtctcaat
gtgtgtcgtg
tctgtatgaa
ttgactccat
tctagecattc
cgctattacg
cagggttttc
ggcgggaaac

ccgatgacge

cgtattaaat
tgcattacat
tcgcaagacce
cggggaaatt
ttaacactag
cctcaccagce
caacttctec
atgcagcaga
cagcaccaac
gcttgaaatc
caactgtagt
atcttgeaag
ccttetegge
tgctaaggag
gtaatcagat
tagatcagtt
aagaaaatga
aagagtcccc
cgaaggatag
ttgetttgaa
tccatctttg
atgatggcat
agctgggcaa
tgccetttgg
ctccaccatg
ctgttcgecceca
gaagctaaac
gccattcagg
ccagctggeg
ccagtcacga
gacaatctga

gggacaagcc

gtataattgc
gttaattatt
ggcaacagga
cgagetggte
tctagattat
ttcggcagge
ctcagcagtc
ctctteggea
tggatgtctc
tgctgtaacg
gccaagagca
agctacaact
aggagtggtc
gacaaggatg
tatcagttaa
taaaaacaga
aggagaaaaa
cgtgttctct
tgggattgtg
gacgtggttg
ggaccactgt
ttgtaggagc
tggaatccga
tcttetgaga
ttgacgaaga
gtctttacgg
tgaaggcggg
ctgcgcaact
aaagggggat
cgttgtaaaa
tcatgagcgg

gttttacgtt
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gggactctaa
acatgcttaa
ttcaatctta
acctgtaatt
gacaaaagag
ttttcetttt
ttggegttet
gtagcaacag
ttaagccact
taagcgaagt
teggetgeag
gcgataggeca
tgggtggtat
gcaagagcct
agctatgtaa
tcgaagctca
ctagaaattt
ccaaatgaaa
cgtcatcecet
gaacgtcttc
cggcagaggc
caccttcctt
ggaggtttecc
ctgtatcttt
ttttcttett
cgagttctgt
aaacgacaat
gttgggaagg
gtgctgcaag
cgacggccag
agaattaagg

tggaactgac

tcataaaaac
cgtaattcaa
agaaacttta
cacacgtggt
agtcgceccatc
tcttecttet
ggcctctage
ggaggttctg
cgatgccatce
tcetgttett
ccttagttgt
ttctaccacg
cggtctgatc
gcagaattaa
tatttacacc
aaaaaataaa
acctgcagat
tgaacttcct
tacgtcagtg
tttttecacg
atcttcaacg
ttccactatc
ggatattacc
gatatttttg
gtcattgagt
taggtcctet
ctgatccaag
gcgateggtg
gcgattaagt
tgccaagett
gagtcacgtt

agaaccgcaa

25

ccatctcata
cagaaattat
ttgccaaatg
ggtggtggtg
agctgectgga
atttccgeeg
tgatgececcta
aagctcttca
agccttectgg
tctgatgtca
ggtagttgac
gataatttct
agatgcactg
tcaattacac
ataaccaatc
aagagaaaag
gcttagtagt
tatatagagg
gagatatcac
atgctccteg
atggccttte
ttcacaataa
ctttgttgaa
gagtagacaa
cgtaagagac
atttgaatct
ctcaagcectge
cgggcctett
tgggtaacgc
ggaaactgaa
atgacccceg

cgattgaagg

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



agccactcag
attgecgegtt
tgctccactg
caatccaaat
acgcaggtte
caatcggcectg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctecctgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggceg
ttgctgaaga
ctcecegatte
tctggggttce
taatgtgtga
ttgagcatat
atttctaatt
cgttaattca
tgtttacacc
gcacaaaatc
ccgttgtaag
agctgccggg
acagagcgtt
cgggcacgaa
taactgcegt
gtggeggttt

ggcatccaag

ccgegggttt
caaaagtcgce
acgttccata
aatctgcacc
teecggeeget
ctctgatgee
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtecgat
cgccaggcte
ctgcttgeeg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcatc
ggatcgatcc
gtagttccca
aagaaaccct
cctaaaacca
gtacattaaa
acaatatatc
accactcgat
gcggcagact
tttgaaacac
gctgectgtyg
cccagtggac
cacgcaactg
tcatggctte

cagcaagcgce

ctggagttta
ctaaggtcac
aattccccte
ggatctggat
tgggtggaga
gcegtgttece
ggtgcecctga
gttecttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttectate
tctagctaga
gataagggaa
tagtatgtat
aaatccagta
aacgtccgea
ctgccaccag
acaggcagcc
ttgctcatgt
ggatgatctc
atcaccgcgg
ataagcctceg
gtccagaacce
ttgttatgac

gttacgecegt
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atgagctaag
tatcagctag
ggtatccaat
cgtttcgecat
ggctattecgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgceccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttettga
gtcgatcgac
ttagggttcc
ttgtatttgt
ctaaaatcca
atgtgttatt
ccagccaaca
catcagtccg
taccgatget
gcggagggta
atgacagagc
ttecggttegt
ttgaccgaac
atgttttttt

gggtcgatgt

cacatacgtc
caaatatttc
tagagtctca
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
cgacgttgte
tctecectgtea
gcggcetgeat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgatgatctce
ccgettttet
agcgttggcet
cgtgcectttac
cgagttcttce
aagctcgagt
tatagggttt
aaaatacttc
gatcccecga
aagttgtcta
gctceceegac
ggacggcgte
attcggaaga
gcatgttgat
gttgctgect
aagctgtaat
gcageggtgg
ggggtacagt

ttgatgttat

26

agaaaccatt
ttgtcaaaaa
tattcactct
gatggattgce
gcacaacaga
cceggttettt
gcgeggetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatce
cgtactcgga
ctcgegecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatecgeceg
tgagcgggac
ttctccataa
cgctcatgtg
tatcaataaa
attaattecgg
agcgtcaatt
cggcagcteg
agcgggagag
acggcaacta
tgtaacgatg
gtgatcaatt
gcaagtagceg
taacggcgeca
ctatgccteg

ggagcagcaa

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640
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cgatgttacg
gatcgeccecgaa
accgacgttg
cagtgatatt
tttgatcaac
tgtagaagtc
cgaactgcaa
cacgatcgac
ggtaggtcca
gctaaatgaa
tgtagtgcett
ggatgtcgcet
tgaagctaga
gttggaagaa
tctagctaga
tgcactaagce
ttaagecgtge
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
<210>2

<211> 8952
<212> ADN

cagcagggca
gtatcgactc
ctggccgtac
gatttgctgg
gaccttttgg
accattgttg
tttggagaat
attgatctgg
gcggcggagg
accttaacge
acgttgtcce
gccgactggg
caggcttatc
tttgtccact
aattcgttca
acataattgce
ataataagcce
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca

tgtagca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<400> 2
gttaacgcta

ccccgategt
tgcgatgatt
atgcatgacg

atacgcgata

gccaccacca
tcaaacattt
atcatataat
ttatttatga

gaaaacaaaa

gtcgccectaa
aactatcaga
atttgtacgg
ttacggtgac
aaacttcggce
tgcacgacga
ggcagcgcaa
ctatcttget
aactctttga
tatggaactc
gcatttggta
caatggagcg
ttggacaaga
acgtgaaagg
agccgacgcec
tcacagccaa
ctacacaaat
cactgagegt
cgcgtaatcet
gatcaagagc

aatactgtce

ccaccaccac
ggcaataaag
ttctgttgaa

gatgggtttt

tatagcgege
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aacaaagtta
ggtagttggce
ctcegecagtg
cgtaaggcett
ttccectgga
catcattccg
tgacattctt
gacaaaagca
tceggttect
gccgeccgac
cagcgcagta
cctgecggec
agaagatcgc
cgagatcacc
gcttcecgeecgg
actatcaggt
tgggagatat
cagaccccegt
gctgettgea
taccaactct

ttctagtgta

gtgtgaatta
tttcttaaga
ttacgttaag
tatgattaga

aaactaggat

aacatcatgg
gtcatcgagce
gatggcggcee
gatgaaacaa
gagagcgaga
tggcgttatc
gcaggtatct
agagaacata
gaacaggatc
tgggctggeg
accggcaaaa
cagtatcagc
ttggcctege
aaggtagtcg
cgttaactca
caagtctgcet
atcatgcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag

gccgtagtta

caggtgacca
ttgaatcctg
catgtaataa
gtcccegeaat

aaattatcgce

27

gggaagcggt
gccatctega
tgaagccaca
cgcggcgage
ttctececgege
cagctaagcg
tcgagccage
gegttgecett
tatttgaggce
atgagcgaaa
tcgecgecgaa
ccgtcatact
gcgcagatca
gcaaataatg
agcgattaga
tttattattt
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct

ggccaccact

gctcgaattt
ttgceggtcet
ttaacatgta

tatacattta

gcgeggtgte

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9917

60

120

180

240

300



atctatgtta
aacctaagag
tatccgttceg
ctttgatcca
cttctgaaaa
tttecctggeg
accggagaca
tcagcaccga
ccaagctgtt
tgcttgacca
gcagcacccyg
gtagecctgge
tgttcgecgg
gcgaggccgce
agatcgecgeca
cactgcttgg
cgcccaccga
ccctggegge
ccaggacgaa
cgtgttegag
gtctgatgece
ccgtctaaaa
tatgatgcga
cttaaccaga
caactcgeeg
tgggcggecg
gaccgcgacg
gcggcggact
ccaagccctt

gaggtcacgg

cgcatecggeg

ctagatcggg
aaaagagcgt
tccatttgta
acccctecege
cgacatgtcg
ttttettgte
ttacgccatg
cgaccaggac
ttccgagaag
cctacgecect
cgacctactg
agagccgtgg
cattgeccgag
caaggcccga
cgcccgegag
cgtgecatege
ggccaggcgg
cgccgagaat
ccgtttttca
ccgeccgege
aagctggegg
aggtgatgtg
tgagtaaata
aaggcgggtc
gggccgatgt
tgcgggaaga
tgaaggccat
tggctgtgtce
acgacatatg
atggaaggct

gtgaggttgc

aattaaacta
ttattagaat
tgtgcatgce
tgctatagtg
cacaagtcct
gcgtgtttta
aacaagagcg
ttgaccaacc
atcaccggca
ggcgacgttg
gacattgccg
gccgacacca
ttcgagegtt
ggcgtgaagt
ctgatcgacce
tcgaccectgt
cgcggtgect
gaacgccaag
ttaccgaaga
acgtctcaac
cctggecgge
tatttgagta
aacaaatacg
aggcaagacg
tctgttagte
tcaaccgcecta
cggceggege
cgcgatcaag
ggccaccgec
acaagcggcce

cgaggcgcectg
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tcagtgtttg
aacggatatt
aaccacaggg
cagtcggcett
aagttacgcg
gtcgcataaa
ccgecgetgg
aacgggccga
ccaggcgcga
tgacagtgac
agcgcatcca
ccacgeccgge
ccctaatcat
ttggecececeg
aggaaggccg
accgcgcact
tcecgtgagga
aggaacaagc
gatcgaggcg
cgtgcggctg
cagcttggee
aaacagcttg
caaggggaac
accatcgcaa
gattcecgatce
accgttgteg
gacttcgtag
gcagccgact
gacctggtgg
tttgtegtgt

gccgggtacg

acaggatata
taaaagggcg
ttccectegg
ctgacgttca
acaggctgce
gtagaatact
cctgetggge
actgcacgceg
ccgeccecggag
caggctagac
ggaggccggce
cggccgcecatg
cgaccgcacce
ccctacccte
caccgtgaaa
tgagecgecage
cgcattgacc
atgaaaccgce
gagatgatcg
catgaaatcc
gctgaagaaa
cgtcatgcgg
gcatgaaggt
cccatctage
cccagggcag
gcatcgaccg
tgatcgacgg
tcgtgectgat
agctggttaa
cgcgggegat

agctgcccat

28

ttggcgggta
tgaaaaggtt
gatcaaagta
gtgcagccgt
gccctgececet
tgcgactaga
tatgcecegeg
gccggcetgea
ctggccagga
cgecctggece
gcgggectge
gtgttgaccg
cggagcggge
accccggcac
gaggcggctg
gaggaagtga
gaggccgacg
accaggacgg
cggccgggta
tggeceggttt
ccgagcgecg
tcgetgegta
tatcgectgta
ccgegecctg
tgcecgegat
cccgacgatt
agcgccccag
teceggtgeag
gcagcgcatt
caaaggcacg

tcttgagtce

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



cgtatcacgce
tcagaacccg
aaactcattt
ccggecgtec
cagccatgaa
acgcggtacg
cagagtaaat
atggaaaatc
ggcggttgge
cccaagcccg
ggcgetgggt
catcgaggca
agaatccegg
cgagcaacca
catcatggac
ccgctacgag
tgtgtgggat
ataccgggaa
actcaagttc
cattcggtta
cctggtgacg
aaccgggcgg
agaaggcaag
catcggeegt
gttgttcaag
caccgtgecge
ggggcaggcet
cgeccggttec
tcgaaaaggt
gaaccggaac
agtgactgat

taaaactctt

agcgegtgag
agggcgacgc
gagttaatga
gagcgcacgce
gcgggtcaac
ccaaggcaag
gagcaaatga
aagaacaacc
caggcgtaag
aggaatcggc
gatgacctgg
gaagcacgcc
caaccgccgg
gattttttcg
gtggcecgttt
cttccagacg
tacgacctgg
gggaagggag
tgcecggegag
aacaccacgc
gtatccgagg
ccggagtaca
aacccggacg
tttetectace
acgatctacg
aagctgatcg
ggcccgatcec
taatgtacgg
ctctttectg
ccgtacattg
ataaaagaga

aaaacccgcec

ctacccaggce
tgccecgegag
ggtaaagaga
agcagcaagg
tttcagttge
accattaccg
ataaatgagt
aggcaccgac
cggctgggtt
gtgacggtcg
tggagaagtt
ccggtgaatc
cagccggtge
ttccgatget
tcegtetgte
ggcacgtaga
tactgatggc
acaagcccgg
ccgatggegg
acgttgeccat
gtgaagcctt
tcgagatcga
tgctgacggt
gcctggeacg
aacgcagtgg
ggtcaaatga
tagtcatgeg
agcagatgct
tggatagcac
ggaacccaaa
aaaaaggcga

tggecectgtge
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actgececgeceg
gtccaggcge
aaatgagcaa
ctgcaacgtt
cggcggagga
agctgctatc
agatgaattt
gcegtggaat
gtctgecgge
caaaccatcc
gaaggccgeg
gtggcaagcg
gcegtcgatt
ctatgacgtg
gaagcgtgac
ggtttececgea
ggtttcccat
ccgegtgtte
aaagcagaaa
gcagcgtacg
gattagccge
gctagctgat
tcaccecegat
cecgegecgea
cagcgccgga
cctgeccggag
ctaccgcaac
agggcaaatt
gtacattggg
gcecgtacatt
ttttteegee

ataactgtct

ccggcacaac
tggccgcetga
aagcacaaac
ggccagectg
tcacaccaag
tgaatacatc
tagcggctaa
gceccatgtg
cctgcaatgg
ggcccggtac
caggcegece
gcecgetgate
aggaagccgce
ggcacccgeg
cgacgagctg
gggccggeceg
ctaaccgaat
cgtccacacg
gacgacctgg
aagaaggcca
tacaagatcg
tggatgtacc
tactttttga
ggcaaggcag
gagttcaaga
tacgatttga
ctgatcgagg
gcecctagecag
aacccaaagc
gggaaccggt

taaaactctt

ggccagcgea
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cgttcttgaa
aattaaatca
acgctaagtg
gcagacacgc
ctgaagatgt
gcgcagctac
aggaggcggce
tggaggaacg
cactggaacc
aaatcggcgce
agcggcaacqg
gaatccgcaa
ccaagggcga
atagtcgcag
gcgaggtgat
gcatggccag
ccatgaaccg
ttgcggacgt
tagaaacctg
agaacggccg
taaagagcga
gcgagatcac
tcgatceccegg
aagccagatg
agttctgttt
aggaggaggc
gcgaagcatc
gggaaaaagg
cgtacattgg
cacacatgta
taaaacttat

cagccgaaga

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



gctgcaaaaa
gcctategeg
gcgcggacaa
tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggtg
gcttaactat
accgcacaga
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgcettace
ctcacgectgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
aaacaattca
taagtcaaaa
gcagaaggca
acttactttg
aagttcctct
tggagtgtct
atccaattceg
ggagtgaaag

atcttcatac

gcgectaccee
gccgetggece
gccgegecgt
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggegea
gcggcatcag
tgcgtaagga
cgctecggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagececcg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
teccggcecaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tccagtaaaa
aatagctcga
atgtcatacc
ccatctttca
tcgggcetttt
tctteecagt
gctaagcgge
agcctgatge

tctteegage

tteggteget
gctcaaaaat
cgccactcga
ggtgaaaacc
gcegggagca
gccatgacce
agcagattgt
gaaaataccg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgcectce
cccctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgctctget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
tataatattt
catactgttc
acttgtcege
caaagatgtt
ccgtctttaa
tttecgecaatce
tgtctaaget
actccgcecata

aaaggacgcc
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gcgcteecta
ggctggecta
ccgccggege
tctgacacat
gacaagcccg
agtcacgtag
actgagagtg
catcaggcge
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ccctteggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
tattttctce
ttcececgata
cctgeegett
gctgtctecee
aaaatcatac
cacatcggcece
attcgtatag
cagctcgata

atcggectca

cgcccecgecg
cggccaggca
ccacatcaag
gcagctcccg
tcagggcgeg
cgatagcgga
caccatatgce
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagctgg
aactatcgtce
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgcatt
caatcaggct
tccteecctga
ctcccaagat
aggtcgccgt
agctcgegeg
agatcgttat
ggacaatcecg
atcttttcag

ctcatgagca
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cttcgegteg
atctaccagg
gcaccctgece
gagacggtca
tcagcgggtg
gtgtatactg
ggtgtgaaat
cctegetceac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctcecgecece
cgacaggact
ttcecgacccet
tttctcatag
gctgtgtgeca
ttgagtccaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtce
ctaggtacta
tgatccccag
tcgaccggac
caataaagcc
gggaaaagac
gatctttaaa
tcagtaagta
atatgtcgat
ggctttgtte

gattgctcca

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



gccatcatge
catcatgtcc
ttttaaatat
ttcegtatet
cattttagecc
gctaattata
cagaaaacag
ccgattttga
gctaccctcece
atagcatcgg
cccggactga
getgttgget
ttaataacac
tctggatttt
ttacaaatac
taggaaccct
ttgtcgatceg
cgtcaagaag
cgaggaagcqg
ctatgtectg
ggccattttc
cgccgtecggg
gctettegte
cgatgecgatg
gcecgecattge
gatcctgeccece
cgagcacagc
cctgecagttce
gcgctgacag
agccgaatag
tcatgcgaaa

taattggata

cgttcaaagt
ttttccegtt
aggttttcat
tttacgecagce
atttattatt
acaagacgaa
ctttttcaaa
aaccgeggtg
gcgagatcat
taacatgagc
tgggctgect
ggctggtgge
attgcggacg
agtactggat
aaatacatac
aattccctta
actctagcta
gcgatagaag
gtcagcccat
atagecggtcece
caccatgata
catgcgecgec
cagatcatcc
tttegettgg
atcagccatg
cggcacttceg
tgcgcaagga
attcagggca
ccggaacacg
cctctecace

cgatccagat

ccgaggggaa

gcaggacctt
ccacatcata
ttteteccac
ggtattttte
tcecttectet
ctccaattca
gttgttttca
atcacaggca
ccgtgttteca
aaagtctgcc
gtatcgagtg
aggatatatt
tttttaatgt
tttggtttta
taagggtttc
tctgggaact
gaggatcgat
gcgatgcget
tcgecgecaa
gccacacceca
ttcggcaagc
ttgagcctgg
tgatcgacaa
tggtcgaatg
atggatactt
cccaatagca
acgcccgteg
ccggacaggt
gcggcatcag
caagcggccg
ccggtgecaga

tttatggaac
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tggaacaggce
ggtggtccct
cagcttatat
gatcagtttt
tttctacagt
ctgttccttg
aagttggecgt
gcaacgctcet
aacccggcag
gccttacaac
gtgattttgt
gtggtgtaaa
actgaattaa
ggaattagaa
ttatatgctce
actcacacat
ccgaacccca
gcgaatcggg
gctcttcage
gccggecaca
aggcatcgcec
cgaacagttc
gaccggctte
ggcaggtage
tcteggecagg
gccagtcecect
tggccageccea
cggtcttgac
agcagccgat
gagaacctgce
ttatttggat

gtcagtggag

agctttectt
ttataccggce
accttagcag
ttcaattceg
atttaaagat
cattctaaaa
ataacatagt
gtcatcgtta
cttagttgece
ggctctceceg
gccgagetge
caaattgacg
cgccgaatta
attttattga
aacacatgag
tattatggag
gagtceceget
agcggcgata
aatatcacgg
gtcgatgaat
atgggtcacg
ggctggcgeg
catccgagta
cggatcaage
agcaaggtga
tceegettea
cgatagcege
aaaaagaacc
tgtctgttgt
gtgcaatcca
tgagagtgaa

catttttgac

31

ccagccatag
tgtcegtcat
gagacattce
gtgatattct
accccaagaa
ccttaaatac
atcgacggag
caatcaacat
gttcttccga
ctgacgccgt
cggtegggga
cttagacaac
attcggggga
tagaagtatt
cgaaacccta
aaactcgage
cagaagaact
ccgtaaagca
gtagccaacg
ccagaaaagc
acgagatcat
agcccctgat
cgtgcteget
gtatgcagce
gatgacagga
gtgacaacgt
gctgectegt
gggcgccccet
gcccagtcat
tcttgttcaa
tatgagactc

aagaaatatt

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



10

tgctagcectga
tgcttagetce
ctgtcagttc
tcccttaatt
atatcattga
teggtegtcet
ttagtgtaat
cctgcecgaga
gctcttgecaa
gtttttctee
atctgttttt
tttaactgat
tcttggcact
tacagcagat
acatccagtt
cgaagagtct
tgctgaggga
tgccgaaget
atctagacta
<210>3

<211> 9561
<212> ADN

tagtgacctt
attaaactcc
caaacgtaaa
ctcegetceat
tagagcagtc
tagttaacac
cgtacttgag
aggctcectcee
gattcggctce
ttcattttct
aaactgatct
aatctgatta
acagttggta
ttcaagccta
ggtgctgatg
gctgcattceg
gaagttgctc
ggtgaggtge

gt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<400> 3
gttaacgcta

ccccgategt
tgcgatgatt
atgcatgacg
atacgcgata
atctatgtta

aacctaagag

gccaccacca
tcaaacattt
atcatataat
ttatttatga
gaaaacaaaa
ctagatcggg

aaaagagcgt

aggcgacttt
agaaacccgc
acggecttgte
gatcagattg
tcttegtegg
agttactaag
ttctaacatg
aaaagaaatt
tcagtcaact
tggttaggac
attttttaat
ctttattteg
agattgatga
ccgaagccca
ccttgattga
agcaggttag
aggctggcgg

agaaccctcce

ccaccaccac
ggcaataaag
ttctgttgaa
gatgggtttt
tatagcgege
aattaaacta

ttattagaat

ES 2711307 T3

tgaacgcgca
ggctgagtgg
ccgegtceate
tcgttteceeg
tcgacgggaa
gttccatttt
tctgatcaga
atcaggggta
accacaacta
ccttttetet
tgattggtta
tgtgtaattg
catcagaaag
gaaggctgat
agagcttcag
ggcatcagct
cggaaataga

agcagctgat

gtgtgaatta
tttcttaaga
ttacgttaag
tatgattaga
aaactaggat

tcagtgtttg

aacggatatt

ataatggttt
ctccttcaat
ggcgggggtce
ccttcagttt
gatcgtcagt
attattgcat
ccgataccac
gaatgcctat
aggctgcagg
ttttattttt
tggtgtaaat
attaattctg
aacaggaact
ggcatcgagt
aacctccctg
agaggccaga
aggaagaaaa

ggcgactctce

caggtgacca
ttgaatcctg
catgtaataa
gtcccegecaat
aaattatcgce
acaggatata

taaaagggcg

32

ctgacgtatg
cgttgeggtt
ataacgtgac
ccaagcttceg
cttttegace
tgtttttcat
ccagaccact
cgcagttgta
taaatttcta
ttgagcttceg
attacatagce
cagccgatge
tcgettacgt
ggcttaagag
ttgctactge
acgccaagac
aggaaaagcc

ttttgtcata

gctcgaattt
ttgceggtcet
ttaacatgta
tatacattta
gcgeggtgte
ttggegggta

tgaaaaggtt

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8952

60

120

180

240

300

360

420



tatcecgtteg
ctttgatcca
cttetgaaaa
tttectggeg
accggagaca
tcagcaccga
ccaagctgtt
tgcttgacca
gcagcacccg
gtagcctgge
tgttcgecgg
gcgaggccgce
agatcgcgeca
cactgcttgg
cgcccaccga
ccctggegge
ccaggacgaa
cgtgttcgag
gtctgatgece
ccgtctaaaa
tatgatgcga
cttaaccaga
caactcgceg
tgggcggceg
gaccgcgacg
gcggcggact
ccaagcectt
gaggtcacgg
cgcatcggceg
cgtatcacgce
tcagaacccg

aaactcattt

tccatttgta
acccctecge
cgacatgtcg
ttttettgte
ttacgccatg
cgaccaggac
ttccgagaag
cctacgeect
cgacctactg
agagccgtgg
cattgccgag
caaggcccga
cgcccgegag
cgtgcatcge
ggccaggegyg
cgccgagaat
ccgttttteca
ccgecccgege
aagctggegg
aggtgatgtg
tgagtaaata
aaggcgggtc
gggccgatgt
tgcgggaaga
tgaaggccat
tggctgtgtce
acgacatatg
atggaaggct
gtgaggttgc
agcgcegtgag
agggcgacgc

gagttaatga

tgtgcatgec
tgctatagtg
cacaagtcct
gcegtgtttta
aacaagagcg
ttgaccaacc
atcaccggca
ggcgacgttg
gacattgceg
gccgacacca
ttcgagegtt
ggcgtgaagt
ctgatcgacc
tcgaccctgt
cgeggtgecet
gaacgccaag
ttaccgaaga
acgtctcaac
cetggecgge
tatttgagta
aacaaatacg
aggcaagacg
tctgttagtce
tcaaccgcecta
cggccggege
cgcgatcaag
ggccaccgec
acaagcggcc
cgaggcgctg
ctacccaggce
tgcececgegag

ggtaaagaga
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aaccacaggg
cagtcggctt
aagttacgeg
gtcgcataaa
ccgeecgetgg
aacgggccga
ccaggcgega
tgacagtgac
agcgcatcca
ccacgccggce
ccctaatcat
ttggceccceg
aggaaggccg
accgcgcact
tcegtgagga
aggaacaagc
gatcgaggcg
cgtgcggetg
cagcttggece
aaacagcttg
caaggggaac
accatcgcaa
gattcecgatc
accgttgteg
gacttcgtag
gcagccgact
gacctggtgg
tttgtegtgt
gccgggtacg
actgccgeeg
gteccaggege

aaatgagcaa

tteccectegg
ctgacgttca
acaggctgece
gtagaatact
cctgetggge
actgcacgcg
ccgeccggag
caggctagac
ggaggccgge
cggccgcatg
cgaccgcace
ccctacccte
caccgtgaaa
tgagcgcage
cgcattgacce
atgaaaccge
gagatgatcg
catgaaatcc
gctgaagaaa
cgtcatgegg
gcatgaaggt
cccatctagce
cccagggcag
gcatcgaccg
tgatcgacgg
tcgtgectgat
agctggttaa
cgcgggcegat
agctgcccat
ccggcacaac
tggcegetga

aagcacaaac

33

gatcaaagta
gtgcagccgt
gcectgecct
tgecgactaga
tatgccegeg
gccggcetgea
ctggccagga
cgectggece
gcgggectge
gtgttgaccg
cggagcgggc
accceggcac
gaggcggctg
gaggaagtga
gaggccgacg
accaggacgg
cggccgggta
tggccggttt
ccgagcgecg
tegetgegta
tatcgctgta
ccgcgecctg
tgeccegegat
ccecgacgatt
agcgccccag
tceggtgcag
gcagcgcatt
caaaggcacg
tcttgagtce
cgttcttgaa

aattaaatca

acgctaagtg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



ccggeegtee
cagccatgaa
acgcggtacg
cagagtaaat
atggaaaatc
ggcggttgge
cccaagcccg
ggcgcetgggt
catcgaggca
agaatcccgg
cgagcaacca
catcatggac
ccgctacgag
tgtgtgggat
ataccgggaa
actcaagttc
cattcggtta
cctggtgacg
aaccgggcgg
agaaggcaag
catcggeegt
gttgttcaag
caccgtgege
ggggcaggct
cgeceggttee
tcgaaaaggt
gaaccggaac
agtgactgat
taaaactctt
gctgcaaaaa

gcctategeg

gagcgcacgc
gcgggtcaac
ccaaggcaag
gagcaaatga
aagaacaacc
caggcgtaag
aggaatcgge
gatgacctgg
gaagcacgcc
caaccgccgg
gattttttcg
gtggecegttt
cttccagacg
tacgacctgg
gggaagggag
tgceggegag
aacaccacgc
gtatccgagg
ccggagtaca
aacccggacg
tttectctace
acgatctacg
aagctgatcg
ggcccgatcce
taatgtacgg
ctctttectg
ccgtacattg
ataaaagaga
aaaacccgcec
gcgcectaccee

gccgetggece

agcagcaagg
tttcagttge
accattaccg
ataaatgagt
aggcaccgac
cggctgggtt
gtgacggtcg
tggagaagtt
ccggtgaatc
cagccggtge
ttccgatget
tcegtetgte
ggcacgtaga
tactgatggce
acaagcccgg
ccgatggegg
acgttgccat
gtgaagccett
tcgagatcga
tgctgacggt
gcctggeacyg
aacgcagtgg
ggtcaaatga
tagtcatgcg
agcagatgct
tggatagcac
ggaacccaaa
aaaaaggcga
tggecctgtge
ttecggteget

gctcaaaaat
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ctgcaacgtt
cggcggagga
agctgctatc
agatgaattt
gccgtggaat
gtctgeegge
caaaccatcc
gaaggccegeg
gtggcaagcg
gccgtegatt
ctatgacgtg
gaagcgtgac
ggtttcegea
ggtttceccat
ccgegtgtte
aaagcagaaa
gcagcgtacg
gattagccge
gctagctgat
tcacccegat
ccgegecgea
cagcgccgga
cctgeeggag
ctaccgcaac
agggcaaatt
gtacattggg
gccgtacatt
ttttteegee
ataactgtct
gcgctececta

ggctggecta

ggccagcectg
tcacaccaag
tgaatacatc
tagcggctaa
gccceccatgtg
cctgcaatgg
ggcceggtac
caggccgece
gcecgetgate
aggaagccgc
ggcacccgcg
cgacgagctg
gggccggccg
ctaaccgaat
cgtccacacg
gacgacctgg
aagaaggcca
tacaagatcg
tggatgtacc
tactttttga
ggcaaggcag
gagttcaaga
tacgatttga
ctgatcgagg
gccctagecag
aacccaaagc
gggaaccggt
taaaactctt
ggccagcgca
cgcceegecg

cggccaggcea

34

gcagacacgc
ctgaagatgt
gcgcagctac
aggaggcggce
tggaggaacg
cactggaacc
aaatcggcege
agcggcaacg
gaatccgcaa
ccaagggcga
atagtcgcag
gcgaggtgat
gcatggccag
ccatgaaccg
ttgecggacgt
tagaaacctg
agaacggccg
taaagagcga
gcgagatcac
tcgatececegg
aagccagatg
agttctgttt
aggaggaggc
gcgaagcatc
gggaaaaagg
cgtacattgg
cacacatgta
taaaacttat
cagccgaaga
cttegegteg

atctaccagg

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



gcgcggacaa
tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggtg
gcttaactat
accgcacaga
tgactcgectg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcegettace
ctcacgctgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
aaacaattca
taagtcaaaa
gcagaaggca
acttactttg
aagttcctct
tggagtgtct
atccaattceg
ggagtgaaag
atcttcatac
gccatcatge
catcatgtcc

ttttaaatat

gcecgegecegt
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggcgea
gcggcatcag
tgcgtaagga
cgceteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagccceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tccagtaaaa
aatagctcga
atgtcatacc
ccatctttea
tcgggetttt
tctteccecagt
gctaagcgge
agcctgatge
tcttecgage
cgttcaaagt
tttteccegtt

aggttttcat

cgccactcga
ggtgaaaacc
gccgggagea
gccatgaccec
agcagattgt
gaaaataccg
tteggectgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
cccctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetectget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
tataatattt
catactgttc
acttgtececge
caaagatgtt
ccgtectttaa
tttcgcaatc
tgtctaaget
actccgeata
aaaggacgcc
gcaggacctt
ccacatcata

tttectececcac
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ccgeceggege
tctgacacat
gacaagcccg
agtcacgtag
actgagagtg
catcaggcgce
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcecctegtg
ccetteggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
tattttctece
ttcceccgata
cctgeegett
getgtetece
aaaatcatac
cacatcggcce
attcgtatag
cagctcgata
atcggcctca
tggaacaggc
ggtggtcecet

cagcttatat

ccacatcaag
gcagctcceg
tcagggegeg
cgatagcgga
caccatatgc
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctetectg
agcgtggege
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgcatt
caatcaggct
tcctcectga
ctcccaagat
aggtcgeegt
agctcgegeg
agatcgttat
ggacaatccg
atcttttcag
ctcatgagca
agctttecett
ttataccgge

accttagcag

35

gcaccctgee
gagacggtca
tcagegggtg
gtgtatactg
ggtgtgaaat
cctecgetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctecegeece
cgacaggact
ttcegaccet
tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtce
ctaggtacta
tgatccccag
tcgaccggac
caataaagcc
gggaaaagac
gatctttaaa
tcagtaagta
atatgtcgat
ggctttgtte
gattgctcca
ccagccatag
tgtcegtcat

gagacattcc

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



ttcegtatet
cattttagce
gctaattata
cagaaaacag
ccgattttga
gctaccctee
atagcatcgg
cccggactga
gctgttgget
ttaataacac
tctggatttt
ttacaaatac
taggaaccct
ttgtcgatcg
cgtcaagaag
cgaggaagcg
ctatgtcctg
ggccatttte
cgccgtcggg
gctcttegte
cgatgecgatg
gccgecattge
gatcctgece
cgagcacagc
cctgecagtte
gcgctgacag
agccgaatag
tcatgcgaaa
taattggata
tgctagectga

tgcttagecte

tttacgcagce
atttattatt
acaagacgaa
ctttttcaaa
aaccgeggtg
gcgagatcat
taacatgagc
tgggctgect
ggctggtgge
attgcggacg
agtactggat
aaatacatac
aattccctta
actctagcta
gcgatagaag
gtcagcccat
atagcggtcc
caccatgata
catgcgcgcc
cagatcatcce
tttegettgg
atcagccatg
cggcacttecg
tgcgcaagga
attcagggca
ccggaacacg
cctctecace
cgatccagat
ccgaggggaa
tagtgacctt

attaaactcc

ggtattttte
tccttectet
ctccaattca
gttgttttca
atcacaggca
ccgtgtttea
aaagtctgce
gtatcgagtg
aggatatatt
tttttaatgt
tttggtttta
taagggtttce
tctgggaact
gaggatcgat
gcgatgeget
tecgeecgecaa
gccacaccca
ttcggcaage
ttgagcctgg
tgatcgacaa
tggtcgaatg
atggatactt
cccaatagca
acgcccgteg
ccggacaggt
gcggcatcag
caagcggccg
ccggtgcaga
tttatggaac
aggcgacttt

agaaacccgc
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gatcagtttt
tttctacagt
ctgttccttg
aagttggcgt
gcaacgctcet
aacccggcag
gccttacaac
gtgattttgt
gtggtgtaaa
actgaattaa
ggaattagaa
ttatatgctce
actcacacat
ccgaacccca
gcgaatcggg
gctcttecage
gccggcecaca
aggcatcgca
cgaacagttc
gaccggctte
ggcaggtage
tctecggcagg
gccagtcccet
tggccagcca
cggtcttgac
agcagccgat
gagaacctgce
ttatttggat
gtcagtggag
tgaacgcgca

ggctgagtgg

ttcaattceg
atttaaagat
cattctaaaa
ataacatagt
gtcatcgtta
cttagttgcece
ggctctececeg
gccgagetge
caaattgacg
cgccgaatta
attttattga
aacacatgag
tattatggag
gagtcceget
agcggcgata
aatatcacgg
gtcgatgaat
atgggtcacg
ggctggcgeg
catccgagta
cggatcaagce
agcaaggtga
tccegettea
cgatagccge
aaaaagaacc
tgtctgttgt
gtgcaatcca
tgagagtgaa
catttttgac
ataatggttt

ctccttcaat

36

gtgatattct
accccaagaa
ccttaaatac
atcgacggag
caatcaacat
gttcttecega
ctgacgccegt
cggtcgggga
cttagacaac
attcggggga
tagaagtatt
cgaaacccta
aaactcgagc
cagaagaact
ccgtaaagca
gtagccaacg
ccagaaaagc
acgagatcat
agcccctgat
cgtgcteget
gtatgcagec
gatgacagga
gtgacaacgt
gctgectegt
gggcgeccect
gcccagtcat
tcttgttcaa
tatgagactc
aagaaatatt
ctgacgtatg

cgttgcggtt

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980



10

ctgtcagttce
tceccttaatt
cactggcegt
gccttgecage
gcccttecca
agattgtcgt
taacagaact
acaagaagaa
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgecctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
cagaccactc
gcagttgtag
aaatttctag
tgagcttecga
ttacatagct
agccgatget
cgcttacgtt
gcttaagaga
tgctactgece
cgccaagact
ggaaaagcct

tttgtcataa

<210> 4
<211> 9851
<212> ADN

caaacgtaaa
ctcecgetcat
cgttttacaa
acatccccect
acagttgcgce
ttccegecett
cgccgtaaag
aatcttcgte
agtctcagaa
cctecggatte
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcce
ggagagaaca
ctgccgagaa
ctcttgcaag
tttttetect
tctgttttta
ttaactgata
cttggcacta
acagcagatt
catccagttg
gaagagtctg
gctgagggag
gccgaagcetg

tctagactag

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<400> 4

acggcttgtc
gatcagattg
cgtegtgact
ttcgecaget
agcctgaatg
cagtttagct
actggcgaac
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
cgggggactc
ggctcctcca
attcggcetcet
tcattttctt
aactgatcta
atctgattac
cagttggtaa
tcaagcctac
gtgctgatge
ctgcattcga
aagttgctca
gtgaggtgca

t
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ccgegtcate
tegttteceg
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatgcta
tcatggagtc
agttcataca
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccace
aagtggattg
cgcaagacce
ttgaacatgt
aaagaaatta
cagtcaacta
ggttaggacc
ttttttaatt
tttatttegt
gattgatgac
cgaagcccag
cttgattgaa
gcaggttagg
ggctggegge

gaaccctcca

ggcgggggtce
ccttcagttt
tggcgttace
cgaagaggcc
gagcagcttg
aaagattcaa
gagtctctta
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ctgatcagac
tcaggggtag
ccacaactaa
cttttctett
gattggttat
gtgtaattga
atcagaaaga
aaggctgatg
gagcttcaga
gcatcagcta
ggaaatagaa

gcagctgatg

37

ataacgtgac
ccaagcttgg
caacttaatc
cgcaccgatc
agcttggatc
atagaggacc
cgactcaatg
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
cgataccacc
aatgcctatc
ggctgecaggt
tttatttttt
ggtgtaaata
ttaattctge
acaggaactt
gcatcgagtg
acctccctgt
gaggccagaa
ggaagaaaaa

gcgactctct

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9561



tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ttattatgca
attatgtgcet
acgaatttct
ggacaaattc
aagcctgtet
agtcggcagc
acaacgtaag
ttaaggtttce
ccgeegetgg
gatcaatgtc
ctccaaattg
caatggtgac
aaaggtcgtt
gcaaatcaat
cggccagcaa
tcgatactte
cctgetgegt
cttgctgett
gccatgaaaa
ttgcgtgacg
cactgggttc
aggcagcaac
tttcaaaccce
ctgecegectt
gagtggtgat

atattgtggt

ttcttgaagt
ctgctgaagce
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
cgcttaaaaa
tagtgcatct
agctagacat
ttccaactga
agcttcaagt
gacatccttc
cactacattt
atttagcgcc
acctaccaag
gatcgtggcet
cagttegege
ttctacageg
gatcaaagct
atcactgtgt
cgteggtteg
ggcgatcacce
aacatcgttg
ggatgcccga
ccgccactge
gcagttacge
gtgcccgaat
gctctgteat
ggcagcttag
acaacggctc
tttgtgeccga

gtaaacaaat

ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
taataaaagc
aatcgcttga
tatttgeccga
tctgegegeg
atgacgggct
ggcgcgattt
cgctcatcge
tcaaatagat
gcaacgctat
ggctcgaaga
ttagctggat
cggagaatct
cgecgegttg
ggcttcaggc
agatggcgct
gctteecececa
ctgctccata
ggcatagact
gccgttacca
tacttgcatt
tgatcacagg
cgttacaatce
ttgcegttet
tcecegetgac
gctgeeggte

tgacgcttag
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ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gcatgatata
agacttgacc
gttaacgccg
ctaccttggt
aggccaagcg
gatactgggc
tgcecggttac
cagcccagtce
cctgttcagg
gttctcttge
tacctgcaag
aacgccacgg
cgctctetee
tttcatcaag
cgccatccac
cgatgacgcce
tgatgtttaa
acatcaaaca
gtaccccaaa
ccgectgegtt
acagcttacg
cagcaacgct
aacatgctac
tccgaatage
gccgtecegg
ggggagctgt

acaacttaat

actagaagga
gttggtagcet
aagcagcaga
gggtctgacg
tctceccaatt
tgatagtttg
gcgaagegge
gatctecgect
atcttcttet
cggcaggcgce
tgcgetgtac
gggcggcgag
aaccggatca
ttttgtcage
aatgtcattg
aatgatgtceg
aggggaagcc
ccttacggte
tgcggagccg
aactacctct
ctttgtttta
tcgacccacg
aaaacatgtc
cggtcaaggt
aaccgaacga
ctgtcatccg
cctecegegag
atcggtaaca
actgatgggc
tggctggetg

aacacattgc

38

cagtatttgg
cttgatcegg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tgtgtaggge
gctgtgagceca
gtcggcttga
ttcacgtagt
tgtccaagat
teccattgeee
caaatgcggg
ttccatageg
aagagttcct
aagatagcca
cgctgecatt
tegtgcacaa
gaagtttcca
accgtaacca
tacaaatgta
gatagttgag
gggcgactge
gcgtaacgeg
ataacaagaa
tctggaccag
ggcttatgte
cggtgatcac
atcatccgtg
tgagcaaagt
tgcctgtate
gtggcaggat

ggacgttttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



aatgtactga
ttttaggaat
gtttcttata
gaactactca
tcgatccgaa
gcgectgegaa
gccaagcetcet
acccagccgg
caagcaggca
cctggcgaac
gacaagaccqg
gaatgggcag
tactttcteg
tagcagccag
cgtegtggece
caggtcggtc
atcagagcag
ggccggagaa
gcagattatt
ggaacgtcag
acttttgaac
cccgeggetg
ttgtcecegeg
gattgtcgtt
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
tagcttceatg
cgaacagttc
ggtggagcac
aagggcaatt

cccagctatce

attaacgcceg
tagaaatttt
tgctcaacac
cacattatta
ccccagagtce
tcgggagcgg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgeccatggg
agttcggctg
gcttecatee
gtagccggat
gcaggagcaa
tcecectteceg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtet
cctgcgtgeca
tggattgaga
tggagcattt
gcgcaataat
agtggctcct
tcatcggecgg
tceecgectte
aaccctggeg
aatagcgaag
tgctagagca
gagtcaaaga
atacagagtc
gacacacttg
gagacttttce

tgtcacttta

aattaattcg
attgatagaa
atgagcgaaa
tggagaaact
ccgctcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgcgagccce
gagtacgtgce
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gcecgegetge
gaaccgggeg
gttgtgccca
atccatcttg
gtgaatatga
ttgacaagaa
ggtttctgac
tcaatcgttg
gggtcataac
agtttccaag
ttacccaact
aggcccgeac
gcttgagett
ttcaaataga
tcttacgact
tctactccaa
aacaaagggt

ttgtgaagat
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ggggatctgg
gtattttaca
ccctatagga
cgagcettgte
gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggcca
atcatcgeeg
ctgatgctct
tegetegatg
cagccgecge
caggagatcc
aacgtcgagc
ctegtectge
ccectgeget
gtcatagcecg
ttcaatcatg
gactctaatt
atatttgcta
gtatgtgctt
cggttctgtce
gtgactccet
cttggcactg
taatcgecctt
cgatcgececet
ggatcagatt
ggacctaaca
caatgacaag
aaatatcaaa
aatatccgga

agtggaaaag

attttagtac
aatacaaata
accctaattce
gatcgactct
agaaggcgat
aagcggtcag
tcctgatage
ttttecacca
tecgggcatge
tcgtccagat
cgatgttteg
attgcatcag
tgccecggea
acagctgcge
agttcattca
gacagccgga
aatagcctct
cgaaacgatc
ggataccgag
gctgatagtg
agctcattaa
agttccaaac
taattctceg
gecegtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt
gtegtttecee
gaactcgceceg
aagaaaatct
gatacagtct

aacctccteg

gaaggtggct

39

tggattttgg
catactaagg
ccttatcetgg
agctagagga
agaaggcgat
cccattegece
ggtccgecac
tgatattecgg
gcgcecttgag
catcctgatc
cttggtggte
ccatgatgga
cttcgecccaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggcgge
ccacccaagc
cagatccggt
gggaatttat
accttaggeg
actccagaaa
gtaaaacggc
ctcatgatca
tacaacgtcg
ccectttege
tgcgecagect
gccttcagtt
taaagactgg
tcgtcaacat
cagaagacca
gattccattg

cctacaaatg

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



ccatcattge
agatggaccc
aaagcaagtg
tccttegeaa
gactcttgaa
ctccaaaaga
gctctcagte
ttcttggtta
atctattttt
attactttat
ggtaagattg
cctaccgaag
gatgccttga
ttcgagcagg
gctcaggctg
gtgcagaacc
acgctagcca
gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa
atgttactag
taagagaaaa
cgttcgtcca
gatccaacce
tgaaaacgac
ctggecgtttt
gagacattac
caccgacgac
gctgttttee

tgaccaccta

gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacccttect
catgtctgat
aattatcagg
aactaccaca
ggaccctttt
taattgattg
ttcgtgtgta
atgacatcag
cccagaaggce
ttgaagagct
ttagggcatc
gcggcggaaa
ctccagcagce
ccaccaccac
acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata
atcgggaatt
gagcgtttat
tttgtatgtg
ctcecgetget
atgtcgcaca
cttgtcgegt
gccatgaaca
caggacttga
gagaagatca

cgcectggeg

aggccatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
ctatataagg
cagaccgata
ggtagaatgce
actaaggctg
ctetttttat
gttatggtgt
attgattaat
aaagaacagg
tgatggcatc
tcagaacctce
agctagaggce
tagaaggaag
tgatggcgac
caccacgtgt
ataaagtttc
gttgaattac
ggtttttatg
gcgcgcaaac
aaactatcag
tagaataacg
catgccaacc
atagtgcagt
agtcctaagt
gttttagtcg
agagcgccgce
ccaaccaacg
ccggcaccag

acgttgtgac
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tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagttcattt
ccacccagac
ctatcgcagt
caggtaaatt
ttttttgage
aaatattaca
tctgecageeg
aacttcgcett
gagtggctta
cctgttgeta
cagaacgcca
aaaaaggaaa
tctettttgt
gaattacagg
ttaagattga
gttaagcatg
attagagtcc
taggataaat
tgtttgacag
gatatttaaa
acagggttcce
cggcttctga
tacgcgacag
cataaagtag
cgetggectg
ggccgaactg
gcgegacege

agtgaccagg

tctgeccgaca
gacgttccaa
gatgacgcac
catttggaga
cactcctgcece
tgtagctcett
tctagttttt
ttcgatctgt
tagctttaac
atgctcttgg
acgttacagc
agagacatcc
ctgccgaaga
agactgctga
agcctgecga
cataatctag
tgaccagctc
atcctgttge
taataattaa
cgcaattata
tatcgegege
gatatattgg
agggcgtgaa
cctecgggatce
cgttcagtge
gctgecgece
aatacttgeg
ctgggctatg
cacgcggcecg
ccggagetgg

ctagaccgcece

40

gtggtcccaa
ccacgtctte
aatcccacta
gaacacgggg
gagaaggctc
gcaagattcg
ctcecttcatt
ttttaaactg
tgataatctg
cactacagtt
agatttcaag
agttggtgcet
gtctgctgea
gggagaagtt
agctggtgag
actagtgtta
gaatttccce
cggtcttgeg
catgtaatgc
catttaatac
ggtgtcatcet
cgggtaaacc
aaggtttatc
aaagtacttt
agccgtcette
tgcecctttte
actagaaccg
ccegegteag
gctgcaccaa
ccaggatgcet

tggccegeag

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640



cacccgecgac
cctggcagag
cgecggeatt
ggccgccaag
cgcgcacgcc
gcttggegtg
caccgaggcc
ggeggeegec
gacgaaccgt
ttcgagecege
gatgccaagc
ctaaaaaggt
atgcgatgag
accagaaagg
tcgeegggge
cggecgtgeg
gcgacgtgaa
cggacttggc
gcecttacga
tcacggatgg
tcggcggtga
tcacgcagcg
aacccgaggg
tcatttgagt
ccgtecgage
catgaagcgg
ggtacgccaa
gtaaatgagc
aaaatcaaga
gttggccagg
agcccgagga

ctgggtgatg

ctactggaca
ccgtgggeeg
gccgagtteg
gcccgaggeg
cgcgagctga
catcgctcga
aggcggcgeg
gagaatgaac
ttttcattac
ccgcgcacgt
tggeggectg
gatgtgtatt
taaataaaca
cgggtcaggc
cgatgttctg
ggaagatcaa
ggccatecgge
tgtgtccgeg
catatgggcece
aaggctacaa
ggttgccgag
cgtgagctac
cgacgctgece
taatgaggta
gcacgcagca
gtcaactttc
ggcaagacca
aaatgaataa
acaaccaggc
cgtaagcgge
atcggcgtga

acctggtgga

ttgcecgageg
acaccaccac
agcgttececet
tgaagtttgg
tcgaccagga
ccectgtacceg
gtgecectteeg
gccaagagga
cgaagagatc
ctcaaccgtg
gccggecage
tgagtaaaac
aatacgcaag
aagacgacca
ttagtcgatt
ccgctaacceg
cggcgcgact
atcaaggcag
accgccgace
gcggectttg
gcgetggecg
ccaggcactg
cgcgaggtec
aagagaaaat
gcaaggctgce
agttgcecgge
ttaccgaget
atgagtagat
accgacgccg
tgggttgtet
cggtcgcaaa

gaagttgaag
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catccaggag
gccggcecgge
aatcatcgac
cccecgeccet
aggccgcacce
cgcacttgag
tgaggacgca
acaagcatga
gaggcggaga
cggctgcatg
ttggcegetg
agcettgegte
gggaacgcat
tcgcaaccca
ccgatcccceca
ttgtcggecat
tcgtagtgat
ccgacttcgt
tggtggagcet
tegtgtegeg
ggtacgagct
ccgccgcecgg
aggcgctgge
gagcaaaagc
aacgttggcc
ggaggatcac
gctatctgaa
gaattttagce
tggaatgccc
gceggecctg

ccatcecggece

gccgegeagg

gccggcegegyg
cgcatggtgt
cgcacccgga
accctcecacce
gtgaaagagg
cgcagcgagyg
ttgaccgagg
aaccgcacca
tgatcgegge
aaatcctgge
aagaaaccga
atgecggtege
gaaggttatc
tctageccege
gggcagtgce
cgaccgcecg
cgacggagcg
gctgattccg
ggttaagcag
ggcgatcaaa
gcccattett
cacaaccgtt
cgctgaaatt
acaaacacgc
agcctggcag
accaagctga
tacatcgege
ggctaaagga
catgtgtgga
caatggcact
cggtacaaat

ccgccecageg
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gcctgegtag
tgaccgtgtt
gcgggegega
cggcacagat
cggctgcact
aagtgacgcc
ccgacgeccet
ggacggccag
cgggtacgtg
cggtttgtct
gcgecgecgt
tgegtatatg
gctgtactta
gcecctgcecaac
cgcgattggg
acgattgacc
ccccaggcegyg
gtgcagccaa
cgcattgagg
ggcacgcgca
gagtccegta
cttgaatcag
aaatcaaaac
taagtgeccgg
acacgccagc
agatgtacgce
agctaccaga
ggcggeatgg
ggaacgggcg
ggaaccccca
cggcgeggeyg

gcaacgcatc

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560



gaggcagaag
tccecggeaac
caaccagatt
atggacgtgg
tacgagctte
tgggattacg
cgggaaggga
aagttctgee
cggttaaaca
gtgacggtat
gggcggcecgyg
ggcaagaacc
ggccgtttte
ttcaagacga
gtgcgcaage
caggctggee
ggttcctaat
aaaggtctct
cggaacccgt
actgatataa
actcttaaaa
caaaaagcgc
atcgecggecg
ggacaagccg
gcgttteggt
ttgtctgtaa
cgggtgtcegg
aactatgecgg
cacagatgcg
tcgetgeget

cggttatcca

cacgccccgg
cgccggcage
ttttegttcce
ccgtttteeg
cagacgggca
acctggtact
agggagacaa
ggcgagccga
ccacgcacgt
ccgagggtga
agtacatcga
cggacgtgcet
tctacegect
tctacgaacg
tgatcgggtc
cgatcctagt
gtacggagca
ttcctgtgga
acattgggaa
aagagaaaaa
ccecgectgge
ctaccctteg
ctggecegete
cgccgtegece
gatgacggtg
gcggatgeeg
ggcgcagceca
catcagagca
taaggagaaa
cggtegtteg

cagaatcagg

tgaatcgtgg
cggtgegecg
gatgctctat
tctgtcgaag
cgtagaggtt
gatggcggtt
gceccggecge
tggcggaaag
tgccatgcag
agccttgatt
gatcgagcta
gacggttcac
ggcacgccge
cagtggcagc
aaatgacctg
catgcgctac
gatgctaggg
tagcacgtac
cccaaagccg
aggcgatttt
ctgtgcataa
gtcgectgege
aaaaatggct
actcgaccgce
aaaacctctg
ggagcagaca
tgacccagte
gattgtactg
ataccgcatc
gctgeggega

ggataacgca
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caagcggccg
tcgattagga
gacgtgggca
cgtgaccgac
tcecgeaggge
tcccatctaa
gtgttcegte
cagaaagacg
cgtacgaaga
agccgctaca
gctgattgga
cccgattact
gccgcaggcea
gccggagagt
ccggagtacg
cgcaacctga
caaattgccce
attgggaacc
tacattggga
tccgectaaa
ctgtctggee
tcectacgee
ggcctacgge
cggcgcccac
acacatgcag
agcccgtcag
acgtagcgat
agagtgcacc
aggcgetcett
gcggtatcag

ggaaagaaca

ctgatcgaat
agccgcccaa
cccgecgatag
gagctggcga
cggccggecat
ccgaatccat
cacacgttge
acctggtaga
aggccaagaa
agatcgtaaa
tgtaccgcga
ttttgatcga
aggcagaagc
tcaagaagtt
atttgaagga
tcgagggcga
tagcagggga
caaagccgta
accggtcaca
actctttaaa
agcgcacagce
ccgecgette
caggcaatct
atcaaggcac
ctcececggaga
ggcgcgtcag
agcggagtgt
atatgcggtg
ccgettecte
ctcactcaaa

tgtgagcaaa

42

ccgcaaagaa
gggcgacgag
tcgcagcatc
ggtgatccge
ggccagtgtg
gaaccgatac
ggacgtactc
aacctgcatt
cggccgectg
gagcgaaacc
gatcacagaa
tceceggeate
cagatggttg
ctgtttcacc
99aggcgggg
agcatcegece
aaaaggtcga
cattgggaac
catgtaagtg
acttattaaa
cgaagagctg
gcgteggect
accagggcgce
cctgectege
cggtcacagce
cgggtgttgg
atactggctt
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata

aggccagcaa

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420



aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecgtte
gtaagacacg

tatgtaggcecg

accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcecee
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgce

g

ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctcect
ggtgtaggte
ctgcgectta

actggcagca
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ctggcegtttt
cagaggtgge
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttcgctcca
tccggtaact

gccactggta

tccataggcet
gaaacccgac
ctcectgttec
tggcgettte
agctgggctg
atcgtcttga

acaggattag
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ccgecececct
aggactataa
gaccctgcceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg

cagagcgagg

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9851
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para transformar una célula de una planta de citrico madura, que comprende:

(a) colocar secciones de tallo que comprenden células de la planta de citrico madura en un medio de cultivo de
tejidos adecuado para la formacion de tejido de callo;

(b) seleccionar solo las secciones de tallo que forman callos;
(c) retirar el callo y el tejido meristematico resultante de dichas secciones de tallos seleccionadas;

(d) poner en contacto una o mas de las células de la planta de citrico madura procedentes de dichas secciones de
tallo seleccionadas con los callos retirados, con una bacteria de Agrobacterium spp. o Sinorhizobium spp. que
comprende:

(i) un primer acido nucleico que comprende una region del gen vir de un plasmido Ti, en la que la regién del gen vir
actua para introducir un acido nucleico de interés en la célula de la planta de una manera dependiente de VirD2; y

(i) un segundo acido nucleico que comprende una o mas secuencias de limite de ADN-T unidas operablemente a un
acido nucleico de interés; y

(e) seleccionar al menos una célula de la planta de citrico transformada que comprende el acido nucleico de interés.

2.- El método de la reivindicacion 1, en el que la bacteria de Sinorhizobium spp. se cultiva en presencia de un
compuesto que potencia la funcion del gen vir antes de ponerse en contacto con la célula de la planta.

3.- El método de la reivindicacion 2, en el que el compuesto que potencia la funcién del gen vir es acetosiringona.
4.- El método de la reivindicacioén 1, en el que la bacteria de Sinorhizobium spp. es Sinorhizobium meliloti.

5.- El método de la reivindicacion 1, en el que las secciones de tallo comprenden secciones de tallo internodales
preparadas a partir de brotes recién emergidos de plantas de citricos maduras.

6.- Un método para potenciar la transformacion de una célula de una planta de citrico madura, que comprende:

(a) colocar secciones de tallo que comprenden células de la planta de citrico madura en un medio de cultivo de
tejidos adecuado para la formacion de tejido de callo;

(b) seleccionar solo las secciones de tallo que forman callos;
(c) retirar el callo y el tejido meristematico resultante de dichas secciones de tallos seleccionadas;

(d) introducir un acido nucleico en una o mas de las células de la planta de citrico madura procedentes de dichas
secciones de tallo seleccionadas con los callos retirados, usando Agrobacterium spp. o una célula de rizobio que no
es Agrobacterium, produciendo con ello una célula transformada que comprende el acido nucleico; y

(e) seleccionar al menos una célula de la planta de citrico transformada que comprende el acido nucleico de interés.

7.- El método de la reivindicacion 6, en el que las secciones de tallo de citrico se toman de brotes recién emergidos
de plantas de citricos maduras.

8.- El método de la reivindicacion 7, en el que los brotes recién emergidos de citricos maduros son los primeros
brotes de yemas de plantas maduras tras el injerto en un portainjerto.

9.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 6, en el que la célula de una planta de citrico
transformada se regenera en un brote transgénico mediante:

(i) la eleccion de un tejido de la planta que comprende una célula transformada mediante seleccion y/o evaluacion; y
(ii) el cultivo del tejido de la planta elegido bajo condiciones que estimulan el alargamiento del brote;
en el que la célula de la planta de citrico transformada se regenera en dicho brote transgénico.

10.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 6, que comprende ademas regenerar una planta de
citrico a partir de la célula de la planta de citrico transformada, en el que la planta de citrico regenerada comprende
el acido nucleico transformado.

11.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 o 6, que comprende ademas regenerar una planta de
citrico a partir de la célula de la planta de citrico transformada induciendo la formaciéon de un brote de citrico
44
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transformado a partir de dicha célula de la planta de citrico transformada, e injertando dicho brote de citrico
transformado en un portainjerto transgénico o no transgénico, en el que se forma una unién del injerto, y el brote
injertado comprende el acido nucleico de interés.
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