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DESCRIPCION
Métodos y medios para obtener fenotipos modificados
1. Campo del invento

El invento se refiere a métodos para reducir la expresion fenotipica de una secuencia de acido nucleico de interés en
células eucaridticas, particularmente células vegetales, al proporcionar simultaneamente a las células genes quimé-
ricos que codifican moléculas de RNA sentido y antisentido que comprenden secuencias de nucleétidos homélogas
y complementarias, respectivamente, con respecto a al menos parte de la secuencia de nucleétidos del acido nuclei-
co de interés. Las moléculas de RNA sentido y antisentido se proporcionan como una molécula de RNA, en que los
RNA sentido y antisentido pueden estar enlazados por una secuencia nucleotidica espaciadora y son capaces de
formar una molécula de RNA de cadena doble.

En un aspecto del invento, los métodos se dirigen hacia la reduccién de una infeccion virica, para dar lugar a una
resistencia extrema a virus. En otra realizacion, los métodos se dirigen hacia la reduccion de la expresion fenotipica
de un gen enddgeno en una célula vegetal. El invento se refiere ademéas a métodos de exploracion de alto rendi-
miento para identificar el fenotipo proporcionado por el acido nucleico de interés a células vegetales. También se
proporcionan células vegetales que comprenden dichas moléculas de RNA, asi como plantas que consisten esen-
cialmente en dichas células vegetales.

2. Fundamento del invento

En 1985, Sanford y Johnston propusieron el concepto de resistencia derivada de parasitos. Propusieron como postu-
lado que productos génicos clave de un parasito expresados en el huésped en una forma disfuncional, en exceso o
en una fase de desarrollo errénea, deberian alterar la funcién del parasito con un efecto minimo sobre el huésped
(Sanford y Johnston, 1985). Utilizando el bacteriéfago QB como modelo, propusieron que la expresion, en bacterias,
de la proteina de envoltura o la replicasa modificada del bacteriéfago o de un RNA antisentido complementario del
genoma de QB podria proporcionar resistencia. También propusieron que dichos planteamientos serian aplicables,
en plantas, a virus vegetales y particularmente al uso de una replicasa modificada de un virus vegetal. La expresion
de la proteina de envoltura del virus vegetal, el virus del mosaico del tabaco (TMV; del inglés, tobacco mosaic virus),
en el tabaco fue la primera validacion practica de este concepto en cuanto a la resistencia a virus vegetales. Este
trabajo (Powell-Abel et al., 1986) mostré que la expresiéon de la proteina de envoltura del TMV, procedente de un
transgén bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV; del inglés, cauliflower mosaic
virus), conferia resistencia al TMV a las plantas. El mismo grupo (Powell et al., 1990) mostré que las plantas que
expresaban mayores niveles de proteina de envoltura eran generalmente mas resistentes al TMV que las plantas
gue expresaban bajos niveles. Desde esta demostracion, ha habido muchisimos ejemplos de plantas transformadas
con genes de proteinas de envoltura de virus que muestran resistencia (Tabla 1). También ha habido diversos infor-
mes sobre resistencia a virus vegetales en plantas que expresan replicasa de tipo silvestre (Braun y Hemenway,
1992; Brederode et al., 1995), replicasa truncada (Carr et al., 1992), replicasa modificada (Longstaff et al., 1993) o
RNA virico antisentido (Kawchuck et al., 1991).

En 1992, Dougherty y sus colegas estaban utilizando diferentes formas del gen de la proteina de envoltura del virus
del grabado del tabaco (TEV; del inglés, tobacco etch virus) y descubrieron que ciertas plantas que contenian genes
de proteina de envoltura "antisentido" y genes de proteina de envoltura "sentido" no traducibles mostraban una resis-
tencia extrema (ER; del inglés, extreme resistance) al virus (Lindbo y Dougherty, 1992 a, b). Esta resistencia era
funcional a nivel de la planta completa y a nivel de una sola célula. El TEV era incapaz de replicarse en protoplastos
procedentes de plantas ER pero se replicaba con niveles elevados en protoplastos procedentes de tabaco no trans-
génico. Dougherty et al. concluyeron que el mecanismo que creaba la resistencia extrema para la construccion sen-
tido no traducible no era el mismo que la a menudo presentada estrategia mediada por la proteina de envoltura.
Propusieron que el mRNA de la construccion sentido no traducible se estaba hibridando con el genoma sentido
menos del virus e interfiriendo con la procesion de complejos de replicaciéon en la cadena menos. Sugirieron que
debia evitarse el uso de una secuencia virica que pudiera formar un apareamiento intramolecular ya que esto interfe-
riria con su capacidad para hibridarse con el RNA virico diana.

Tabla 1: Especies vegetales que han sido genéticamente modificadas para resistencia a virus (de Rebecca Grumet,
Hort Science 30 [3], 1995)

Especie Virus
Tabaco (Nicotiana tabacum L.) AIMV, ArMV, CMV, PVX, PVY, TEV, TGMV, TMV, TRV, TSV, TSWV
Otras especies de Nicotiana ACMV, BYMV, CyMV, CyRSV, BCTV, PEBV, PPV, PVS, WMV
(N. debneyii, N. benthamiana, N. clevelandii)
Patata (Solanum tuberosum L.) Pl, RV, PVY
Tomate (Lycopersicon esculentum L.) AIMV, CMV, TMV, TYLCV
Pepino (Cucumis sativus L.) CMV
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Meldén (Cucumis melo L.) CMV, ZYMV
Alfalfa (Medicago sativa L.) AIMV
Papaya (Carica papaya L.) PRSV

Maiz (Zea mays L.) MDMV
Arroz (Oryza sativa L.) RSV

Colza (Brassica hapus L.) TYMV

El grupo de Dougherty amplié sus investigaciones a plantas que contenian genes sentido no traducibles de la pro-
teina de envoltura del virus Y de la patata (PVY; del inglés, potato virus Y). Obtuvieron resultados similares a aque-
llos con el TEV y mostraron que las plantas con ER tenian un elevado nimero de copias de transgenes, una trans-
cripcion muy activa de los transgenes, y bajos niveles de mRNA en estado estacionario procedente del transgén del
PVY (Lindbo et al., 1993; Smith et al., 1994). Se propuso el siguiente modelo para este mecanismo de la resistencia:
el elevado nivel de transcripcion del transgén virico desencadena un sistema de vigilancia celular postranscripcional,
de base citoplasmica, que se dirige a RNAs especificos para su eliminacién. Puesto que el transgén codifica un
transcrito que comprende secuencias viricas, el mecanismo no so6lo degrada el mRNA del transgén sino también las
mismas secuencias del RNA gendmico virico. Un punto esencial en este modelo es la necesidad de un elevado nivel
de transcripcion del transgén, proporcionado por un elevado nimero de copias (3-8; Goodwin et al., 1996). Alternati-
vamente, el umbral de RNA requerido para que se desencadene el mecanismo puede ser alcanzado por un nivel de
transcripcion mas modesto ayudado por el RNA virico de la replicaciéon en la primera infeccion. Esto da lugar a un
"fenotipo de recuperacién”, en el que la planta esta inicialmente infectada y muestra sintomas pero luego produce
nuevo crecimiento sin sintomas de virus, y que es sumamente resistente a la infeccion.

Esta propuesta vino corroborada por los hallazgos de que el silenciamiento génico de transgenes no viricos podia
ser también debido a un mecanismo postranscripcional (Ingelbrecht et al., 1994; de Carvalho Niebel et al., 1995) que
funcionaba a nivel de RNA.

Se obtuvo un vinculo entre silenciamiento de genes no viricos y esta resistencia derivada de patégenos al inocular
un virus que contenia secuencias de GUS en plantas transgénicas en las que se sabia que un transgén GUS estaba
silenciado por un mecanismo postranscripcional (English et al., 1996). En esta situacion, las plantas eran muy resis-
tentes a la infeccion virica. Sin embargo, las mismas plantas eran susceptibles al virus si no contenian secuencias
de GUS.

El grado de resistencia virica no esta siempre directamente relacionado con el nivel de transcripcion de transgenes
viricos (Mueller et al., 1995; English et al., 1996), lo que sugiere que puede haber un mecanismo alternativo para
inducir la resistencia. Para acomodar estas discrepancias, se ha propuesto un modelo alternativo en que el factor
crucial que afecta a la resistencia no es el nivel sino la calidad del mRNA transgénico (English et al., 1996). De
acuerdo con este modelo, el transgén sélo puede inducir resistencia (o silenciamiento génico) si es transcrito para
producir RNA "aberrante". Ha habido muchos ejemplos de silenciamiento génico postranscripcional y metilacion del
transgén (Hobbs et al., 1990; Ingelbrecht et al., 1994), y se ha hallado también que la metilaciéon del transgén esta
asociada en algunos casos de resistencia virica extrema (Smith et al., 1994; English, 1996). En el modelo propuesto,
la metilacion del transgén conduce a la produccion de RNAs aberrantes que inducen el sistema citoplasmico de
vigilancia de RNA. Baulcombe y English han sugerido que este método de induccion puede ser el mismo que el
hallado para el silenciamiento de met2 en A. immersus. En este sistema, la transcripcion del RNA de met2 se termi-
naba en las regiones metiladas del gen endégeno, produciéndose de este modo RNAs truncados aberrantes. Se
sugirid que la metilacidon era una consecuencia de la interaccion ectdpica entre el transgén y una regién homéloga
de una region correspondiente del gen enddgeno (Barry et al., 1993). La presencia de multiples transgenes crearia
una probabilidad aumentada de apareamiento ectdpico y, por lo tanto, es consistente con la correlacion entre un
namero de copias elevado y una resistencia virica extrema (Mueller et al., 1995; Goodwin et al., 1996; Pang et al.,
1996).

Esta area completa ha sido recientemente revisada [por ejemplo, Baulcombe (1996) y Stam et al. (1997)] y se han
presentado diversos modelos. Todos los modelos exigen un elevado grado de especificidad de secuencias porque la
resistencia es muy especifica (de cepa) y, por lo tanto, recurren a una interaccion por apareamiento de bases con un
RNA producido a partir del transgén. Una explicacion para la induccién de la resistencia virica o el silenciamiento
génico con transgenes sentido es que la RNA polimerasa dependiente de RNA de la planta genera RNAs comple-
mentarios al usar el mMRNA del transgén como molde (Schiebel et al., 1993 a, b). Este hipotético RNA complementa-
rio (cCRNA) no ha sido detectado (Baulcombe, 1996) pero se espera que los cRNAs sean RNAs pequefios y hetero-
dispersos en lugar de complementos completos (Schiebel, 1993 a, b; Baulcombe, 1996) y, por lo tanto, dificiles de
detectar.

Los posibles métodos de accion del cRNA en cuanto a la mediacion en la resistencia virica o el silenciamiento géni-
co (como propone Baulcombe, 1996) son:

1. El cRNA se hibrida con mRNA transgénico o RNA virico, y el diplex llega a ser una diana para dsRNasas;
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2. El cRNA se hibrida con RNA diana para formar un duplex que pueden detener la traduccion y, en consecuen-
cia, ejercer un efecto indirecto sobre la estabilidad (Green, 1993);

3. El duplex formado entre el cRNA y el RNA virico causa la detencion, por el hibrido, de la traduccién de cofac-
tores necesarios para la replicacion virica; y

4. La hibridacion del cRNA afecta al apareamiento intramolecular de bases necesario para la replicacion virica.

De este modo, los modelos actuales para resistencia virica o silenciamiento génico implican la induccién de un sis-
tema de vigilancia citoplasmico por niveles elevados de transcripcion transgénica o por la produccion de mRNA
aberrante de cadena sencilla. Una vez que se pone el sistema en marcha, la RNA polimerasa dependiente de RNA
genera cRNA a partir del mRNA transgénico. Estos cRNAs se hibridan con el RNA diana, afectando directamente a
su traducibilidad o estabilidad o marcando el RNA para su degradacion.

En los documentos US 5.190.131 y EP 0467349 Al se describen métodos y medios para regular o inhibir la expre-
sién génica en una célula al incorporar a, o asociar con, el material genético de la célula, una secuencia de acido
nucleico no nativa que es transcrita para producir un mRNA que es complementario de, y capaz de unirse a, el
mRNA producido por el material genético de esa célula.

En el documento EP 0223399 Al se describen métodos para efectuar cambios somaticos utiles en plantas al causar
la transcripcion, en las células vegetales, de cadenas de RNA negativas que son sustancialmente complementarias
de una cadena de RNA diana. La cadena de RNA diana puede ser un transcrito de mRNA creado en la expresion
génica, un RNA virico u otro RNA presente en las células vegetales. La cadena de RNA negativa es complementaria
de al menos una porcion de la cadena de RNA diana para inhibir su actividad in vivo.

En el documento EP 0240208 se describe un método para regular la expresion de genes codificados en genomas de
células vegetales, llevado a cabo por integraciéon de un gen bajo el control transcripcional de un promotor que es
funcional en el huésped y en que la cadena transcrita de DNA es complementaria de la cadena de DNA que es
transcrita a partir de el(los) gen(es) endégeno(s) que se desea(n) regular.

En el documento EP 0647715 Al y las patentes de Estados Unidos 5.034.323, 5.231.020 y 5.283.184 se describen
métodos y medios para producir plantas que presentan unos rasgos fenotipicos deseados, al seleccionar "transge-
notes" (productos transgénicos intermedios) que comprenden un segmento de DNA operativamente enlazado a un
promotor, en que los productos de transcripcion del segmento son sustancialmente homdélogos a los correspondien-
tes transcritos de genes enddgenos, particularmente genes enddgenos de la ruta biosintética de los flavonoides.

En el documento WO 93/23551 se describen métodos y medios para la inhibicion de dos o mas genes diana, que
comprenden introducir en la planta un Unico gen de control que tiene regiones definidas de DNA homologas a cada
uno de los genes diana, y un promotor operativo en plantas adaptado para transcribir de dichas regiones definidas
un RNA que inhibe la expresién de cada uno de los genes diana.

En el documento WO 92/13070 se describe un método para la regulacion de la traduccién de &cido nucleico, que
presenta una molécula de RNA sensible que codifica un polipéptido e incluye ademas un dominio regulador, una
regién sustrato y una secuencia de reconocimiento de ribosomas. Esta molécula de RNA sensible tiene una region
inhibidor en el dominio regulador, dominio regulador que es complementario tanto de una region sustrato de la molé-
cula de RNA sensible como de una region anti-inhibidor de un acido nucleico sefial para que, en ausencia del acido
nucleico sefial, las regiones inhibidor y sustrato formen un dominio apareado por bases cuya formacion reduzca el
nivel de traduccion de una de las regiones codificadoras de proteinas de la molécula de RNA sensible en compara-
cién con el nivel de traduccién de esa Unica region codificadora de proteina observada en presencia del acido nu-
cleico sefial.

Metzlaff et al., 1997, describen un modelo para la degradacién de RNA mediada por RNA vy el silenciamiento de la
chalcona sintasa A en Petunia, que implica ciclos de apareamiento de RNA-RNA entre secuencias complementarias
seguidos de escisiones endonucleoliticas de RNA para describir cdmo es posible que se promueva la degradacion
de RNA.

Fire et al., 1998, describen una interferencia genética especifica por introduccién experimental de RNA de doble
cadena en Caenorhabditis elegans. Se discute la importancia de estos hallazgos para la genémica funcional (Wag-
nery Sun, 1998).

Que et al., 1998, describen patrones definidos de supresion pigmentaria que se producen mediante transgenes aléli-
cos sentido y antisentido de la chalcona sintasa en flores de petunia y han analizado ademas patrones de colores de
flores en plantas heterocigotas para alelos sentido y antisentido de la chalcona sintasa.

En el documento WO 98/05770 se describe un RNA antisentido con estructuras secundarias especiales que puede
ser utilizado para inhibir la expresion génica.
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En el documento WO 94/18337 se describen plantas transformadas que tienen niveles aumentados o disminuidos
de &cidos linolénicos, asi como plantas que expresan una acido linoleico desaturasa.

En el documento US 5.850.026 se describe un aceite enddgeno de semillas de Brassica que contiene, después de la
trituracion y la extraccion, més de 86% de &cido oleico y menos de 2,5% de &cido a-linolénico. El aceite también
contiene menos de 7% de acido linoleico. Las semillas de Brassica son producidas por plantas que contienen una
inhibicion, especifica de la semilla, de la expresion génica de la oleato desaturasa microsomal y la linoleato desatu-
rasa microsomal, en que la inhibicién puede ser creada por cosupresion o tecnologia antisentido.

En el documento US 5.638.637 se describen un aceite vegetal de semillas de colza y una semilla de colza que pro-
duce el mismo, aceite vegetal que tiene un contenido infrecuentemente elevado de acido oleico, del 80% al 90% en
peso con respecto al contenido total de &cidos grasos.

SUMARIO DEL INVENTO

El presente invento proporciona métodos para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés, que se
puede expresar en una célula eucaridtica, particularmente para reducir la expresion fenotipica de un gen, particular-
mente un gen enddgeno 0 un transgén extrafio, integrado en el genoma de una célula eucaridtica, o para reducir la
expresion fenotipica de un acido nucleico de interés que estd comprendido en el genoma de un virus infectivo, que
comprende la operacion de introducir en dicha célula, preferiblemente integrar en el genoma nuclear de la célula
eucariotica, un DNA quimérico que comprende un promotor, capaz de expresarse en esa célula eucariotica, y opcio-
nalmente una regién de DNA implicada en la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion y una region de
DNA intermedia, que, cuando se transcribe, produce una molécula de RNA con una secuencia de nucleétidos que
comprende una secuencia de nucledtidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos, particularmente de al
menos aproximadamente 550 nucledtidos consecutivos, que tiene una identidad de secuencia de entre 75 y 100%
con al menos parte de una regién de codificacion del acido nucleico de interés, y una secuencia de nucleétidos anti-
sentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una identidad de secuencia de entre aproxima-
damente 75% y aproximadamente 100% con el tramo de 10 nucleétidos del complemento de la secuencia de nu-
cledtidos sentido, en que el RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de
RNA de doble cadena por apareamiento de bases entre las regiones con secuencias de nucledtidos sentido y anti-
sentido de modo que al menos los 10 nucledtidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con
los 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia antisentido, para dar lugar a una estructura artificial en horquilla, en
que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaridtica, y en que dicho
método no es un método de tratamiento del organismo humano o animal por cirugia o terapia, ni un método dia-
gnostico llevado a la practica en el organismo humano o animal. Preferiblemente, el DNA quimérico se integra esta-
blemente en el genoma del DNA.

El invento también proporciona un método para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés, que
se puede expresar en una célula eucarittica, que comprende la operacion de introducir en dicha célula una molécula
de RNA quimérica que comprende al menos una region de RNA con una secuencia de nucledtidos que comprende
una secuencia de nucleétidos sentido de al menos 10 nucle6tidos consecutivos que tiene una identidad de secuen-
cia de entre 75 y 100% con al menos parte de una regién de codificacién del acido nucleico de interés; y una se-
cuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una identidad de
secuencia de entre aproximadamente 75% y aproximadamente 100% con el complemento de dichos al menos 10
nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos sentido; en que la region de RNA es capaz de formar una
estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena por apareamiento de bases entre las
regiones con secuencias de nucleotidos sentido y antisentido de modo que al menos los 10 nucle6tidos consecutivos
de la secuencia sentido se apareen por bases con los 10 nucledtidos consecutivos de la secuencia antisentido, en
que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaridtica, y en que dicho
método no es un método de tratamiento del organismo humano o animal por cirugia o terapia, ni un método dia-
gnostico llevado a la practica en el organismo humano o animal.

El invento también proporciona un método para identificar un fenotipo asociado con la expresion de un acido nuclei-
co de interés en una célula eucaridtica, siendo dicho acido nucleico de interés un gen integrado en el genoma de
dicha célula eucariética, método que comprende las operaciones de seleccionar una secuencia diana de al menos
10 nucledtidos consecutivos dentro de la secuencia de nucleétidos de interés; disefiar una secuencia de nucleotidos
sentido que corresponda a la longitud de la secuencia diana seleccionada y que tenga una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente 75% a aproximadamente 100% con la secuencia diana seleccionada, y disefiar una
secuencia de nucleétidos antisentido que tenga una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 75% a
aproximadamente 100% con el complemento de la secuencia de nucledtidos sentido y comprenda un tramo de al
menos aproximadamente 10 nucledtidos consecutivos con una identidad de secuencia del 100% con respecto al
complemento de una parte de la secuencia de nucleétidos sentido. El método comprende ademas las operaciones
de introducir una molécula de RNA que comprende ambas secuencias de nucledtidos disefiadas, la sentido y la
antisentido, en una célula huésped eucaridtica adecuada que comprende el acido nucleico que incluye la secuencia
de nucledtidos con el fenotipo hasta ahora no identificado, en que dicho RNA es capaz de formar una estructura de
RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena por apareamiento de bases entre las regiones con
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las secuencias de nucledtidos sentido y antisentido de modo que al menos dichos 10 nucle6tidos consecutivos de la
secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia antisentido; y ob-
servar el fenotipo mediante un método adecuado.

El invento también proporciona una célula eucaridtica que comprende un acido nucleico de interés que se puede
expresar fenotipicamente, que comprende ademas una molécula de DNA quimérica que comprende un promotor,
capaz de expresarse en esa célula eucariética, una region de DNA que, cuando se transcribe, produce una molécula
de RNA con al menos una region de RNA con una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia de nu-
cledtidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de secuencia de entre 75y 100%
con al menos parte de una region de codificacion del acido nucleico de interés y una secuencia de nucledtidos anti-
sentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una identidad de secuencia de entre aproxima-
damente 75% y aproximadamente 100% con el complemento de los al menos 10 nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucleodtidos sentido, en que la molécula de RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en
horquilla con un tallo de RNA de doble cadena por apareamiento de bases entre las regiones con las secuencias de
nucledtidos sentido y antisentido de modo que al menos dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia sentido
se apareen por bases con dichos 10 nucle6tidos consecutivos de la secuencia antisentido, siendo dicho acido nu-
cleico de interés un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaribtica, y preferiblemente una region de DNA
implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion, en que la expresion fenotipica del 4cido nucleico
de interés esta significativamente reducida.

El invento también proporciona una célula eucaridtica que comprende un acido nucleico de interés, que se puede
expresar fenotipicamente, que comprende ademas una molécula de RNA quimérica que comprende al menos una
region de RNA con una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos sentido de al menos
10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de secuencia de entre 75 y 100% con al menos parte de una
region de codificacion del &cido nucleico de interés y una secuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos
10 nucledtidos consecutivos, que tiene una identidad de secuencia de entre aproximadamente 75% y aproximada-
mente 100% con el complemento de los al menos 10 nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucle6tidos senti-
do, en que el RNA es capaz de formar un RNA artificial en horquilla con una regién de RNA de cadena doble por
apareamiento de bases entre las regiones con las secuencias de nucledtidos sentido y antisentido de modo que al
menos dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia sentido se aparean por bases con dichos 10 nucle6tidos
consecutivos de la secuencia antisentido, para dar lugar a una estructura artificial de RNA en horquilla, y en que
dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucariética.

El invento también proporciona un método para modificar el perfil de acidos grasos de un aceite, preferiblemente
incrementar el contenido de acido oleico, de una planta, preferiblemente de colza de semilla oleaginosa, método que
comprende la operacion de introducir en las células de la planta un DNA quimérico que comprende las siguientes
partes operativamente enlazadas: a) un promotor expresable en la planta, preferiblemente un promotor especifico de
la semilla; b) una regién de DNA, particularmente con la secuencia de nucleétidos de ID. SEC. n° 6, que, cuando se
transcribe, produce una molécula de RNA que comprende una region de RNA capaz de formar una estructura artifi-
cial de tallo-bucle, en que una de las secuencias de RNA hibridantes de la estructura de tallo-bucle comprende una
secuencia de nucledtidos de al menos 10 nucle6tidos consecutivos que tiene una identidad de secuencia de al me-
nos 75% con al menos parte de la secuencia de nucle6tidos de un marco de lectura abierto que codifica la A12 desa-
turasa, y en que la segunda de las secuencias de RNA hibridantes comprende una secuencia de al menos 10 nu-
cledtidos consecutivos que tiene una identidad de secuencia de al menos 75% con al menos parte del complemento
de al menos parte de la secuencia de nucle6tidos de dicho marco de lectura abierto que codifica la A12 desaturasa;
y, opcionalmente, c) una region de DNA implicada en la terminacién de la transcripcién y la poliadenilacion. Mediante
el invento también se proporcionan plantas con un perfil de &cidos grasos modificado, particularmente con un conte-
nido aumentado de &cido oleico, que comprenden los mencionados genes quiméricos. También se abarcan los acei-
tes obtenidos a partir de dichas plantas o semillas.

Con lo precedente y otros objetos, ventajas y caracteristicas del invento que se haran evidentes mas adelante, la
naturaleza del invento puede ser entendida mas claramente por referencia a la siguiente descripcion detallada de las
realizaciones preferidas del invento y a las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa esqueméticamente las diferentes construcciones sentido y antisentido, asi como las llama-
das construcciones CoP (par complementario; del inglés, Complementary Pair) usadas para obtener resistencia a
virus (Figura 1B) o para reducir la expresion fenotipica de un gen GUS transgénico (Figura 1A).

La Figura 2A representa esquematicamente la llamada construccion en "mango de sartén" o construcciones CoP
usadas para reducir la expresion fenotipica de un gen de la A12 desaturasa en Arabidopsis (Nos Pro: promotor del
gen de la nopalina sintasa; nptll: regién de codificacion de la neomicina fosfotransferasa; Nos term: terminador del
gen de la nopalina sintasa; FP1: promotor truncado de la napina, especifico de semillas; 480 bp: extremo 5' del gen
Fad2 de Arabidopsis thaliana en orientacion sentido: 623 bp: espaciador; 480 bp: extremo 5' del gen Fad2 de Arabi-
dopsis thaliana en orientacion antisentido.
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La Figura 2 B representa esquematicamente una construccion de cosupresion comin para reducir la expresion
fenotipica de un gen de A12 desaturasa en Arabidopsis thaliana.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS DEL INVENTO

Uno de los objetivos del invento es proporcionar una célula eucariética, particularmente una célula vegetal, con una
molécula de RNA que comprende una estructura en horquilla que incluye una determinada parte sentido y una de-
terminada parte antisentido. Potencialmente, una molécula de RNA es capaz de formar diversas estructuras secun-
darias, algunas de las cuales pueden contener la deseada horquilla. Se espera que la estructura secundaria real del
RNA en la célula tenga la energia libre méas baja. De acuerdo con el invento, la molécula de RNA que se va a produ-
cir en la célula es disefiada de tal modo que, al menos en su estado de energia libre mas bajo que puede tomar en
esa célula, comprenda la deseada horquilla.

Como aqui se utiliza, "RNA en horquilla" se refiere a cualquier molécula de RNA de doble cadena autohibridante. En
su representacion mas sencilla, un RNA en horquilla consiste en un tallo de doble cadena generado por las cadenas
de RNA hibridantes, conectado por un bucle de RNA de cadena sencilla, y a él también se hace referencia como un
"RNA de mango de sartén”. Sin embargo, con la expresién "RNA en horquilla" también se quiere abarcar estructuras
de RNA secundarias mas complicadas que comprenden secuencias de RNA de doble cadena autohibridantes pero
también protuberancias y bucles internos. La estructura secundaria especifica adaptada vendra determinada por la
energia libre de la molécula de RNA y podréa ser predicha para diferentes situaciones utilizando un software apropia-
do tal como FOLDRNA (Zuker y Stiegler, 1981).

Como aqui se utiliza, "identidad de secuencia" con respecto a secuencias de nucledtidos (DNA o RNA) se refiere al
ndmero de posiciones con nucleotidos idénticos dividido por el nimero de nucleétidos en la mas corta de las dos
secuencias. El alineamiento de las dos secuencias de nucledtidos se lleva a cabo mediante el algoritmo de Wilbur y
Lipmann (Wilbur y Lipmann, 1983) utilizando un tamafio de ventana de 20 nucledtidos, una longitud de palabra de 4
nucledtidos y una penalizacion por hueco de 4. El andlisis y la interpretacién de los datos de secuencias asistidos
por ordenador, incluyendo el alineamiento de secuencias del modo anteriormente descrito, se pueden llevar conve-
nientemente a cabo, por ejemplo, utilizando los programas de la Intelligenetics™ Suite (Intelligenetics Inc., California,
EE.UU.). Se indica que las secuencias son "esencialmente similares" cuando tienen una identidad secuencial de al
menos aproximadamente 75%, particularmente de al menos aproximadamente 80%, mas particularmente de al
menos aproximadamente 85%, muy particularmente de aproximadamente 90%, especialmente de aproximadamente
95%, mas especialmente de aproximadamente 100%, y muy especialmente cuando son idénticas. Es evidente que
cuando se dice que las secuencias de RNA son esencialmente similares o tienen un cierto grado de identidad se-
cuencial con secuencias de DNA, la timina (T) de la secuencia de DNA es considerada igual al uracilo (U) de la se-
cuencia de RNA.

Como aqui se utiliza, la expresion "promotor expresable en plantas" significa una secuencia de DNA que es capaz
de controlar (iniciar) la transcripcion en una célula vegetal. Esto incluye cualquier promotor de origen vegetal pero
también cualquier promotor de origen no vegetal que sea capaz de dirigir la transcripcién en una célula vegetal, es
decir, ciertos promotores de origen virico o bacteriano tales como el CaMV 35S, el promotor n® 4 o n° 7 del virus del
trébol subterraneo y promotores de genes de T-DNA.

La frase "expresion de un gen" se refiere al proceso en el que una region de DNA que esté operativamente enlazada
con regiones reguladoras apropiadas, particularmente con un promotor, se transcribe en un RNA que es bioldgica-
mente activo, es decir, que es capaz de interaccidon con otro acido nucleico o que es capaz de traducirse en un po-
lipéptido o una proteina. Se dice que un gen codifica un RNA cuando el producto final de la expresion del gen es
RNA bioldgicamente activo, tal como, por ejemplo, un RNA antisentido, una ribozima o un producto intermedio repli-
cativo. Se dice que un gen codifica una proteina cuando el producto final de la expresién del gen es una proteina o
un polipéptido.

Un &cido nucleico de interés es "capaz de expresarse” cuando dicho &cido nucleico, cuando esté introducido en una
célula huésped adecuada, particularmente en la célula vegetal, se puede transcribir (o replicar) para producir un
RNA, y/o traducir para producir un polipéptido o una proteina en esa célula huésped.

El término "gen" significa cualquier fragmento de DNA que comprende una region de DNA (la "region de DNA trans-
crita") que se transcribe en una molécula de RNA (por ejemplo un mRNA) en una célula, operativamente enlazada
con regiones reguladoras adecuadas, tales como, por ejemplo, un promotor expresable en plantas. De este modo,
un gen puede comprender diversos fragmentos de DNA operativamente enlazados, tales como un promotor, una
secuencia lider 5', una region de codificacion y una regién 3' que comprende un sitio de poliadenilacion. Un gen
vegetal enddgeno con respecto a una especie vegetal particular (gen vegetal endégeno) es un gen que se encuentra
naturalmente en esa especie vegetal o que se puede introducir en esa especie vegetal por cultivo convencional. Un
gen quimérico es cualquier gen que no se encuentra normalmente en una especie vegetal o, alternativamente, cual-
quier gen en que el promotor no esta asociado en la naturaleza con parte de, o toda, la region de DNA transcrita ni
con al menos otra region reguladora del gen.
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Como aqui se utiliza, "expresion fenotipica de un acido nucleico de interés" se refiere a cualquier rasgo cuantitativo
asociado con la expresion molecular de un acido nucleico en una célula huésped y, de este modo, puede incluir la
cantidad de moléculas de RNA transcritas o replicadas, la cantidad de moléculas de RNA postranscripcionalmente
modificadas, la cantidad de péptidos o proteinas traducidos, y la actividad de dichos péptidos o proteinas.

Un "rasgo fenotipico” asociado con la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés se refiere a cualquier
rasgo cuantitativo o cualitativo, incluyendo el rasgo mencionado, asi como el efecto directo o indirecto mediado so-
bre la célula, o el organismo que contiene esa célula, por la presencia de las moléculas de RNA, el péptido o protei-
na, o el péptido o proteina postraduccionalmente modificado. La mera presencia de un &cido nucleico en una célula
huésped no es considerada una expresion fenotipica ni un rasgo fenotipico de ese acido nucleico, aun cuando pue-
da ser cuantitativa o cualitativamente rastreado. Los ejemplos de efectos directos o indirectos mediados sobre célu-
las u organismos son, por ejemplo, rasgos agrondémica o industrialmente Utiles, tales como la resistencia a una plaga
o enfermedad, un contenido mayor o modificado de aceites, etc.

Como aqui se utiliza, "reduccion de la expresion fenotipica” se refiere a la comparacion de la expresion fenotipica del
acido nucleico de interés en la célula eucaridtica en presencia del RNA o los genes quiméricos del invento, con la
expresion fenotipica del &cido nucleico de interés en ausencia del RNA o los genes quiméricos del invento. La ex-
presion fenotipica en presencia del RNA quimérico del invento deberia ser asi menor que la expresién fenotipica en
ausencia del mismo, preferiblemente sélo aproximadamente el 25%, particularmente sélo aproximadamente el 10%,
mas particularmente sélo aproximadamente el 5%, de la expresion fenotipica en ausencia del RNA quimérico; espe-
cialmente, para todos los fines practicos, la expresion fenotipica deberia resultar completamente inhibida por la pre-
sencia del RNA quimérico o el gen quimérico que codifica dicho RNA.

Una reduccién de la expresion fenotipica de un acido nucleico cuando el fenotipo es un rasgo cualitativo significa
que, en presencia del gen o RNA quimérico del invento, el rasgo fenotipico se desplaza a un estado discreto diferen-
te cuando se compara con una situacion en que dicho RNA o gen esta ausente. De este modo, una reduccién de la
expresion fenotipica de un acido nucleico puede ser medida, entre otras formas, como una reduccion de la transcrip-
cion de (parte de) ese acido nucleico, una reduccién de la traduccion de (parte de) ese acido nucleico o una reduc-
cion del efecto que la presencia de el(los) RNA(s) transcrito(s) o el(los) polipéptido(s) traducido(s) ejerce(n) sobre la
célula eucaridtica o el organismo, y conducira finalmente a rasgos fenotipicos alterados. Es evidente que la reduc-
cién de la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés puede ir acompafiada de, o estar correlacionada con,
un aumento de un rasgo fenotipico.

Como aqui se utiliza, un "acido nucleico de interés" o un "&cido nucleico diana" se refiere a cualquier secuencia de
DNA o molécula de RNA particular que puede estar presente en una célula eucariotica, particularmente en una célu-
la vegetal.

Como aqui se usa, "que comprende" ha de ser interpretado como especificacion de la presencia de las caracteristi-
cas, nimeros enteros, operaciones o componentes indicados como a ellos se hace referencia, pero no excluye la
presencia ni adicion de una o mas caracteristicas, nimeros enteros, operaciones o componentes, o grupos de los
mismos. De esta manera, por ejemplo, un &cido nucleico o proteina que comprende una secuencia de nucleotidos o
aminoacidos puede comprender méas nucledtidos o aminoacidos que los realmente citados, es decir, embebidos en
un &cido nucleico o proteina mas grande. Un gen quimérico que comprende una region de DNA que esta funcional o
estructuralmente definida puede comprende regiones de DNA adicionales, etc.

Los inventores han hallado inesperadamente que la introduccion de un gen quimérico capaz de transcribirse en una
molécula de RNA con una secuencia de nucleotidos que comprende las secuencias de nucleétidos tanto sentido
como antisentido de un gen diana, o parte de las mismas, integrado en el genoma nuclear de una célula vegetal,
podria reducir eficaz y especificamente la expresion fenotipica de ese gen diana. La reduccién de la expresion fe-
notipica fue mas eficaz y més previsible que la observada cuando se introdujeron genes quiméricos separados, que
codificaban moléculas de RNA sentido o antisentido, en células similares con el gen diana.

En una realizacién del invento, se proporciona un método para reducir la expresién fenotipica de un acido nucleico
de interés, que normalmente es capaz de expresarse en una célula eucaridtica, particularmente una célula vegetal,
gue comprende las operaciones de introducir un DNA quimérico que comprende las siguientes partes operativamen-
te enlazadas:

a) un promotor, operativo en esa célula, particularmente un promotor expresable en plantas;

b) una regién de DNA capaz de transcribirse en una molécula de RNA con una secuencia de nucleétidos que
comprende

i. una secuencia de nucledtidos sentido de al menos 10, preferiblemente 15, nucleétidos consecutivos que
tiene una identidad de secuencia de entre 75y 100% con al menos parte de una region de codificacion de
dicho acido nucleico de interés; y
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ii. una secuencia de nucle6tidos antisentido que incluye al menos 10, preferiblemente 15, nucledtidos conse-
cutivos, que tiene una identidad de secuencia de entre aproximadamente 75% y aproximadamente 100%
con el complemento de los al menos 10, preferiblementel5, nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleétidos sentido;

en que el RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena
por apareamiento de bases entre las regiones con secuencias de nucleétidos sentido y antisentido de modo que al
menos dichos 10 nucledtidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10 nucleétidos
consecutivos de la secuencia antisentido; en que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma
de dicha célula eucariética, y en que dicho método no es un método de tratamiento del organismo humano o animal
por cirugia o terapia, ni un método diagnéstico llevado a la practica en el organismo humano o animal; y, opcional-
mente,

¢) una region de DNA implicada en el funcionamiento de la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion en
las células eucariéticas adecuadas, particularmente el funcionamiento en células vegetales.

En una realizacion preferida del invento, la molécula de RNA transcrita a partir del gen quimérico consiste esencial-
mente en el RNA en horquilla.

Se cree que el orden de las secuencias de nucleétidos sentido y antisentido en la molécula de RNA no es critico.

De este modo, en otras palabras, el DNA quimérico tiene una region de DNA transcrita que, cuando se transcribe,
produce una molécula de RNA que comprende una region de RNA capaz de formar una estructura artificial de tallo-
bucle, en que una de las secuencias de RNA hibridantes de la estructura de tallo-bucle comprende una secuencia de
al menos 10 nucledtidos consecutivos que tiene una identidad de secuencia de al menos 75% con al menos parte de
la secuencia de nucledtidos del acido nucleico de interés, y en que la segunda de las secuencias de RNA hibridantes
comprende una secuencia de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de secuencia de al
menos 75% con al menos parte del complemento de al menos parte de la secuencia de nucleétidos del acido nuclei-
co de interés.

La molécula de RNA puede comprender varias estructuras atrtificiales en horquilla, que pueden ser disefiadas para
reducir la expresion fenotipica de diferentes acidos nucleicos de interés.

El &cido nucleico de interés al que se dirige la reduccion de su expresion fenotipica es un gen incorporado en el
genoma de una célula eucariética, particularmente una célula vegetal. Se apreciara que los medios y métodos del
invento pueden ser usados para la reduccion de la expresion fenotipica de un gen que pertenece al genoma de la
célula como se encuentra en la naturaleza (un gen endogeno), asi como para la reduccién de la expresion fenotipica
de un gen que no pertenece al genoma de la célula como se encuentra en la naturaleza pero ha sido introducido en
esa célula (un transgén). El transgén se puede introducir establemente y se integra en el genoma nuclear de la célu-
la.

En otra realizacién preferida, el acido nucleico de interés al que se dirige la reduccién de su expresion fenotipica es
un acido nucleico viral, particularmente una molécula de RNA viral, capaz de infectar una célula eucariética, particu-
larmente una célula vegetal. En este caso, el fenotipo que se va a reducir es la replicacion del virus y, finalmente, los
sintomas morbosos causados por el virus infectivo.

La secuencia de nuclettidos del acido nucleico diana que corresponde a la secuencia de nucleétidos sentido es
parte de una region de DNA que es transcrita, particularmente una region de DNA que es transcrita y traducida (en
otras palabras, una regién de codificacion). Se prefiere particularmente que la secuencia diana corresponda a uno o
MAas exones consecutivos, y, mas particularmente, que esté situada dentro de un solo exén de una regién de codifi-
cacion.

La longitud de la secuencia de nucledtidos sentido puede variar desde aproximadamente 10 nucleétidos (nt) hasta
una longitud igual a la longitud (en nucledtidos) del acido nucleico diana. Preferiblemente, la longitud total de la se-
cuencia de nucleétidos sentido es al menos 10 nt, preferiblemente 15 nt, particularmente al menos aproximadamente
50 nt, mas particularmente al menos aproximadamente 100 nt, especialmente al menos aproximadamente 150 nt,
mas especialmente al menos aproximadamente 200 nt, muy especialmente al menos aproximadamente 550 nt. Se
espera que no haya mas limite superior para la longitud total de la secuencia de nucleétidos sentido que la longitud
total del acido nucleico diana. Sin embargo, por razones practicas (tal como, por ejemplo, la estabilidad de los genes
quiméricos), se espera que la longitud de la secuencia de nucledétidos sentido no exceda de 5000 nt, particularmente
no exceda de 2500 nt, y podria limitarse a aproximadamente 1000 nt.

Se apreciara que cuanto mayor sea la longitud total de la secuencia de nucleétidos sentido, menos rigurosos seran
los requisitos para la identidad de secuencias entre la secuencia de nucleétidos sentido total y la correspondiente
secuencia del gen diana. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos sentido total deberia tener una identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 75% con la correspondiente secuencia diana, particularmente al menos
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aproximadamente 80%, mas particularmente al menos aproximadamente 85%, muy particularmente aproximada-
mente 90%, especialmente aproximadamente 95%, y mas especialmente aproximadamente 100%; muy especial-
mente, deberia ser idéntica a la parte correspondiente del acido nucleico diana. Sin embargo, se prefiere que la
secuencia de nucledtidos sentido incluya siempre una secuencia de aproximadamente 10 nucle6tidos consecutivos,
particularmente aproximadamente 20 nt, mas particularmente aproximadamente 50 nt, especialmente aproximada-
mente 100 nt, muy especialmente aproximadamente 150 nt, con una identidad de secuencia del 100% con respecto
a la parte correspondiente del acido nucleico diana. Preferiblemente, para calcular la identidad de secuencias y di-
seflar la correspondiente secuencia sentido, deberia minimizarse el nimero de huecos, particularmente para las
secuencias sentido mas cortas.

La longitud de la secuencia de nucleétidos antisentido viene determinada en gran medida por la longitud de la se-
cuencia de nucle6tidos sentido, y correspondera preferiblemente a la longitud de esta ultima secuencia. Sin embar-
go, es posible utilizar una secuencia antisentido cuya longitud difiera en aproximadamente 10%. Similarmente, la
secuencia de nucledtidos de la region antisentido viene determinada en gran medida por la secuencia de nucledtidos
de la region sentido y, preferiblemente, es idéntica al complemento de la secuencia de nucleétidos de la regién sen-
tido. Sin embargo, particularmente con regiones antisentido mas largas, es posible utilizar secuencias antisentido
con una identidad de secuencia menor con respecto al complemento de la secuencia de nucleétidos sentido, preferi-
blemente con una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 75%, mas preferiblemente de al menos
aproximadamente 80%, particularmente de al menos aproximadamente 85%, mas particularmente de al menos
aproximadamente 90%, especialmente de al menos aproximadamente 95%, con respecto al complemento de la
secuencia de nucleétidos sentido. No obstante, se prefiere que la secuencia de nucleétidos antisentido siempre
incluya una secuencia de aproximadamente 10, preferiblemente 15, nucleétidos consecutivos, particularmente
aproximadamente 20 nt, mas particularmente aproximadamente 50 nt, especialmente aproximadamente 100 nt, muy
especialmente aproximadamente 150 nt, con una identidad de secuencia del 100% con respecto al complemento de
una parte correspondiente de la secuencia de nucledtidos sentido. Es evidente que la longitud del tramo de los nu-
cleétidos consecutivos con una identidad de secuencia del 100% con respecto al complemento de la secuencia de
nucledtidos sentido no puede ser mayor que la de la propia secuencia de nucleétidos sentido. De nuevo, el nUmero
de huecos deberia ser preferiblemente minimizado, particularmente para las secuencias antisentido mas cortas.
Ademas, también se prefiere que la secuencia antisentido tenga una identidad de secuencia de entre aproximada-
mente 75% y 100% con el complemento de la secuencia diana.

La molécula de RNA que resulta de la transcripciéon del DNA quimérico puede comprender una secuencia de nucle6-
tidos espaciadora situada entre las secuencias de nucle6tidos sentido y antisentido. En ausencia de dicha secuencia
espaciadora, la molécula de RNA aun sera capaz de formar un RNA de doble cadena, particularmente si las se-
cuencias de nucleétidos sentido y antisentido son mayores de aproximadamente 10 nucleétidos, y se usara parte de
las secuencias de nucledtidos sentido y/o antisentido para formar el bucle que permite el apareamiento de bases
entre la regiones con secuencias de nucledétidos sentido y antisentido y la formacion de un RNA de doble cadena. Se
cuenta con que no haya limites de longitud ni requisitos secuenciales asociados con la region espaciadora con tal de
gue estos parametros no interfieran en la capacidad de las regiones de RNA con las secuencias de nucledtidos
sentido y antisentido para formar un RNA de cadena doble. En una realizacién preferida, la longitud de la region
espaciadora varia de 4 a aproximadamente 200 pares de bases (bp; del inglés, base pairs) pero, como se menciond
previamente, la region espaciadora puede estar ausente.

En una realizacion preferida, el RNA en horquilla formado por las regiones sentido y antisentido y, si fuera apropia-
do, la region espaciadora es un RNA artificial en horquilla. Por "RNA artificial en horquilla" o "estructura de RNA
artificial de tallo-bucle" se quiere significar que dicho RNA en horquilla no se encuentra en la naturaleza porque las
regiones sentido y antisentido que se definen no se encuentran simultdneamente en la naturaleza en una molécula
de RNA, o porque las regiones sentido y antisentido estan separadas por una region espaciadora que es heteréloga
con respecto al gen diana, particularmente, la secuencia de nucleétidos del espaciador tiene una identidad de se-
cuencia inferior al 75% con la secuencia de nucledtidos de la secuencia diana, en la correspondiente posicion 5' 0 3'
de los puntos finales de la secuencia de nucle6tidos sentido. También se puede indicar un RNA en horquilla como
artificial si no esta comprendido dentro de la molécula de RNA con la que se asocia normalmente. Es concebible
utilizar, de acuerdo con el invento, un DNA quimérico cuya transcripcion dé lugar a una estructura de RNA en horqui-
lla con una secuencia de nucledtidos presente en la naturaleza (que, por lo demas, satisface los limites que se ex-
ponen en esta memoria descriptiva) con tal de que este RNA en horquilla esté desprovisto de las secuencias de
RNA circundantes (no implicadas en la formacion de la estructura en horquilla).

Aunque se prefiere que la molécula de RNA que comprende el RNA en horquilla no comprenda ademas una se-
cuencia intronica, es evidente que los genes de DNA quiméricos que codifican dichos RNAs pueden comprender
uno 0 MAs intrones en su region transcrita.

En realidad, los inventores han hallado inesperadamente que la inclusion de una secuencia intrénica en los genes de
DNA quiméricos que codifican una molécula de RNA que comprende el RNA en horquilla, preferiblemente en la
region espaciadora y preferiblemente en orientacion sentido, potencia la eficacia de la reduccion de la expresion del
acido nucleico diana. La potenciacién de la eficacia se puede expresar como un aumento en la frecuencia de las
plantas en que se produce silenciamiento 0 como un aumento en el nivel de reduccién del rasgo fenotipico. En una
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realizacién particularmente preferida, el intron tiene una secuencia esencialmente idéntica a la del intrén 2 de la
piruvato ortofosfato dicinasa 2 de Flaveria trinervia; mas particularmente, comprende la secuencia de ID. SEC. n° 7.

Se ha observado que, contrariamente a los métodos en que se utilizan secuencias de nuclettidos antisentido o sen-
tido solas para reducir la expresion fenotipica de un &cido nucleico diana (que dependen generalmente de la dosifi-
cacion de la molécula sentido o antisentido y, en consecuencia, es necesario que los genes quiméricos que codifican
las moléculas sentido y antisentido estén bajo el control de promotores relativamente potentes), el método del inven-
to actual no depende de la presencia de dichas regiones promotoras potentes para conducir la produccion transcrip-
cional del RNA que comprende tanto la region sentido como la antisentido. En otras palabras, se dispone de una
variedad completa de promotores, particularmente promotores expresables en plantas, para dirigir la transcripcion de
los genes quiméricos del invento. Aquellos incluyen, pero no se limitan a, promotores potentes tales como los pro-
motores CaMV 35S (por ejemplo, Harpster et al., 1988). A la luz de la existencia de formas variantes del promotor
CaMV 35S, como sabe el técnico experto, el objeto del invento puede ser alcanzado igualmente empleando estos
promotores y variantes CaMV 35S alternativos. Es también evidente que, para obtener efectos similares, se pueden
utilizar otros promotores expresables en plantas, particularmente promotores constitutivos, tales como los promoto-
res de la opina sintasa de los plasmidos Ti o Ri de Agrobacterium, particularmente un promotor de la nopalina sinta-
sa, o promotores del virus del trébol subterraneo. El invento también contempla genes quiméricos para reducir la
expresion fenotipica de un acido nucleico en una célula, que estan bajo el control de promotores especificos de RNA
polimerasa de bacteriéfago de una sola subunidad, tal como un promotor especifico de T7 o T3, con tal de que las
células huésped también comprendan la correspondiente RNA polimerasa en una forma activa.

Un objeto mas del invento es proporcionar métodos para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico en
células especificas, particularmente células vegetales especificas, al poner los genes quiméricos del invento bajo el
control de promotores especificos de tejidos o especificos de érganos. Dichos promotores especificos de tejidos o
especificos de 6érganos son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, promotores especificos de
semillas (por ejemplo, WO 89/03887), promotores especificos de primordios de érganos (An et al., 1996), promoto-
res especificos de tallos (Keller et al., 1988), promotores especificos de hojas (Hudspeth et al., 1989), promotores
especificos de mesdfilos (tales como los promotores de Rubisco inducibles por luz), promotores especificos de rai-
ces (Keller et al., 1989), promotores especificos de tubérculos (Keil et al., 1989), promotores especificos del tejido
vascular (Peleman et al., 1989), promotores selectivos de estambres (WO 89/10396, WO 92/13956), promotores
especificos de zonas de dehiscencia (WO 97/13865) y similares.

En otra realizacion del invento, la expresion de un gen quimérico para reducir la expresion fenotipica de un acido
nucleico diana puede ser controlada a voluntad mediante la aplicacion de un inductor quimico apropiado, enlazando
operativamente la region de DNA transcrita de los genes quiméricos del invento a un promotor cuya expresion es
inducida por un compuesto quimico, tal como el promotor del gen descrito en la publicacion de Patente Europea
("EP") 0332104 o el promotor del gen descrito en el documento WO 90/08826.

Las moléculas de RNA, que comprenden las secuencias de nucleétidos sentido y antisentido capaces de formar una
estructura en horquilla, que se producen por la transcripcién de los genes quiméricos, pueden ser también directa-
mente introducidas en una célula vegetal para reducir la expresion fenotipica del acido nucleico diana, particular-
mente para reducir la expresion fenotipica de un gen enddgeno especifico, o un transgén especifico.

Dichas moléculas de RNA podrian ser producidas, por ejemplo:

1. clonando la regidon de DNA capaz de transcribirse en una molécula de RNA con una secuencia de nucleétidos
que comprende una secuencia de nucleétidos sentido de al menos 10 nucledtidos consecutivos que tiene una
identidad de secuencia de entre 75y 100% con al menos parte de una region de codificacién del acido nuclei-
co de interés, y una secuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos
gue tiene una identidad de secuencia de entre aproximadamente 75% y aproximadamente 100% con el com-
plemento de los al menos 10 nucle6tidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos sentido, por lo que el
RNA es capaz de formar un RNA de doble cadena por apareamiento de bases entre las regiones con secuen-
cias de nucleétidos sentido y antisentido para dar lugar a una estructura de RNA en horquilla, bajo el control
de un adecuado promotor para el reconocimiento por una RNA polimerasa dependiente de DNA en una reac-
cién de transcripcion in vitro, tal como, pero sin limitarse a, un promotor especifico de polimerasa de T7;

2. llevando a cabo una reaccion de transcripcion in vitro afiadiendo, inter alia, la adecuada RNA polimerasa de-
pendiente de DNA asi como los reactivos necesarios para generar las moléculas de RNA; y

3. aislando las moléculas de RNA.
Los métodos de transcripcion in vitro asi como otros métodos para la produccion de RNA in vitro son bien conocidos
en la técnica, y se dispone de kits comerciales para ellos. Los métodos para la introduccion directa de RNA en célu-

las vegetales son también asequibles a la persona experta e incluyen, pero no se limitan a, electroporacién, microin-
yeccion y similares.
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El(los) gen(es) quimérico(s) para la reduccién de la expresion fenotipica de un écido nucleico diana de interés en
una célula se puede(n) introducir transitoriamente o se puede(n) integrar establemente en el genoma nuclear de la
célula. En una realizacién, el gen quimérico esta situado en un vector virico que es capaz de replicarse en la célula
eucariotica, particularmente la célula vegetal (véanse, por ejemplo, los documentos WO 95/34668 y WO 93/03161).

El DNA recombinante que comprende el gen quimérico para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico de
interés en una célula huésped puede ir acompafiado de un gen marcador quimérico, particularmente cuando se
prevé la integracion estable del transgén en el genoma de la célula huésped. El gen marcador quimérico puede
comprender un DNA marcador que esté operativamente enlazado por su extremo 5' a un promotor, que funciona en
la célula huésped de interés, particularmente un promotor expresable en plantas, preferiblemente un promotor cons-
titutivo, tal como el promotor CaMV 35S, o un promotor inducible por luz tal como el promotor del gen que codifica la
subunidad pequefia de Rubisco; y operativamente enlazado por su extremo 3' a adecuadas sefiales de poliadenila-
cién y formacion de extremos 3' de transcripcion de plantas. Se espera que la eleccion del DNA marcador no sea
critica, y se puede usar cualquier DNA marcador adecuado. Por ejemplo, un DNA marcador puede codificar una
proteina que proporcione un color distinguible a la célula vegetal transformada, tal como el gen Al (Meyer et al.,
1987), puede proporcionar resistencia a herbicidas a la célula vegetal transformada, tal como el gen bar, que codifica
resistencia a la fosfinotricina (documento EP 0.242.246), o puede proporcionar resistencia a antibiéticos a las células
transformadas, tal como el gen aac(6'), que codifica resistencia a la gentamicina (documento WO 94/01560).

Un DNA recombinante que comprende un gen quimérico para reducir la expresion fenotipica de un gen de interés se
puede incorporar establemente al genoma nuclear de una célula de una planta. La transferencia génica puede ser
llevada a cabo con un vector que es un plasmido Ti desarmado, que comprende un gen quimérico del invento, y
portado por Agrobacterium. Esta transformacion puede ser llevada a cabo usando los procedimientos descritos en,
por ejemplo, el documento EP 0116718.

Alternativamente, se puede usar cualquier tipo de vector para transformar la célula vegetal, aplicando métodos tales
como transferencia génica directa (como se describe, por ejemplo, en el documento EP 0233247), transformacion
mediada por polen (como se describe, por ejemplo, en los documentos EP 0270356, WO 85/01856 y US 4.684.611),
transformacion mediada por virus de RNA de plantas (como se describe, por ejemplo, en los documentos EP
0067553 y US 4.407.956), transformacion mediada por liposomas (como se describe, por ejemplo, en el documento
US 4.536.475), y similares. Otros métodos tales como el bombardeo con microproyectiles, como describen Fromm et
al. (1990) y Gordon-Kamm et al. (1990) para el maiz, son también adecuados. También se pueden transformar célu-
las de plantas monocotiledoneas, tales como las de los principales cereales, usando un tejido embriogénico compac-
to herido y/o enzimaticamente degradado, capaz de formar un callo embriogénico compacto, o embriones inmaduros
heridos y/o degradados como se describe en el documento WO 92/09696. La célula vegetal transformada resultante
puede ser luego usada para regenerar de un modo convencional una planta transformada.

La planta transformada obtenida puede ser usada en un esquema de cultivo convencional para producir mas plantas
transformadas con las mismas caracteristicas o para introducir el gen quimérico para la reduccion de la expresion
fenotipica de un acido nucleico de interés del invento en otras variedades de la misma especie vegetal o de especies
vegetales relacionadas, 0 en plantas hibridas. Las semillas obtenidas de las plantas transformadas contienen los
genes quiméricos del invento como un inserto genémico estable.

Un objeto mas del invento es proporcionar células eucariéticas, preferiblemente células vegetales, y organismos
(preferiblemente plantas) que comprendan los genes quiméricos para la reduccion de la expresion fenotipica de un
acido nucleico diana como se describe en el invento.

AUn un objeto mas del invento es proporcionar células vegetales que comprenden un acido nucleico de interés que
se puede expresar fenotipicamente, que comprenden ademas una molécula de RNA quimérica que comprende al
menos una region de RNA con una secuencia de nucleétidos que incluye:

i. una secuencia de nucleétidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de se-
cuencia de entre 75 y 100% con al menos parte de una regién de codificacion del acido nucleico de interés; y

ii. una secuencia de nucle6tidos antisentido que incluye al menos 10 nucledtidos consecutivos, que tiene una
identidad de secuencia de entre aproximadamente 75% y aproximadamente 100% con el complemento de los
al menos 10 nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos sentido, y capaz de formar un RNA de
doble cadena por apareamiento de bases con la secuencia de nucleétidos sentido;

en que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucariética, y

en que la expresion fenotipica del acido nucleico de interés esta significativamente reducida por la presencia de la
molécula de RNA en comparacién con la expresion fenotipica del acido nucleico de interés en ausencia de la molé-
cula de RNA. La molécula de RNA puede ser codificada por DNA quimérico. Las realizaciones preferidas para las
secuencias de nucleétidos sentido y antisentido, particularmente en cuanto a la longitud y la secuencia, son como se
mencionan en otra parte de esta memoria descriptiva.
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Se apreciara que los métodos y medios descritos en la memoria descriptiva pueden ser también aplicados en méto-
dos de Exploracion de Alto Rendimiento (HTS; del inglés, high throughput screening) para la identificaciéon o confir-
macion de fenotipos asociados con la expresion de una secuencia de acido nucleico con funcién hasta ahora no
identificada en una célula eucariética, particularmente en una célula vegetal.

Dicho método comprende las operaciones de

1. Seleccionar una secuencia diana dentro de la secuencia de &cido nucleico de interés con una funcién/fenotipo
no identificado o no confirmado cuando se expresa, siendo dicho acido nucleico de interés un gen integrado
en el genoma de dicha célula eucarittica. Preferiblemente, si el &cido nucleico tiene supuestos marcos de lec-
tura abiertos, la secuencia diana deberia comprender al menos parte de uno de estos marcos de lectura abier-
tos. La longitud de la secuencia de nucledtidos diana puede variar desde aproximadamente 10 nucleétidos
hasta un valor igual a la longitud (en nucledtidos) del acido nucleico de interés con funcién no identificada.

2. Disefiar una molécula de RNA que comprenda una secuencia de nucledtidos sentido y una secuencia de nu-
cledtidos antisentido de acuerdo con el invento.

3. Introducir la molécula de RNA que comprende las secuencias de nucleétidos tanto sentido como antisentido
disefiadas sobre la base de la secuencia diana, en una célula huésped adecuada, particularmente una célula
vegetal, que comprende el acido nucleico con la secuencia de nucleétidos con un fenotipo hasta ahora no
identificado. EI RNA se puede introducir directamente o se puede introducir por medio de un DNA quimérico
que comprende un promotor operativo en la célula huésped de interés, particularmente un promotor expresa-
ble en plantas, y una region de DNA que actla como una adecuada sefial (terminador) de poliadenilacion y
formacion de extremos 3' en la célula huésped, con una region de DNA intermedia que se puede transcribir
para producir la molécula de RNA que comprende las secuencias de nucleétidos sentido y antisentido. EI DNA
quimérico se puede introducir transitoriamente o se puede integrar en el genoma nuclear. EI DNA quimérico
se puede proporcionar también sobre un vector virico (véanse, por ejemplo, los documentos WO 95/34668 y
WO 93/03161).

4. Observar el fenotipo mediante un método adecuado. Dependiendo del fenotipo esperado, puede resultar sufi-
ciente el observar o medir el fenotipo en una sola célula, pero también puede ser necesario cultivar las células
para obtener un nivel multicelular (organizado), o incluso regenerar un organismo transgénico, particularmente
una planta transgénica.

En su realizacion méas sencilla, la molécula de RNA que comprende las secuencias de nucleétidos tanto sentido
como antisentido para al menos parte de un acido nucleico de interés, adecuada para los métodos del invento, pue-
de ser obtenida clonando dos copias de una region de DNA con la secuencia diana seleccionada en una orientacion
de repeticion invertida (preferiblemente separadas por una regién de DNA corta que no contiene una sefial de termi-
nacion de la transcripcion y codifica la secuencia espaciadora) bajo un promotor adecuado. Luego se usa este DNA
guimérico como un DNA molde en un método de transcripcion in vitro para generar la molécula de RNA, que se
introduce en la célula huésped, o se introduce el propio DNA quimérico en la célula huésped.

Los métodos y medios del invento pueden ser asi usados para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico
en una célula u organismo eucariético, particularmente una célula vegetal o una planta, para obtener resistencia al
desprendimiento de partes vegetales (documento WO 97/13865), para obtener patrones modificados de los colores
de las flores (documentos EP 522880, US 5.231.020), para obtener plantas resistentes a nematodos (documentos
WO 92/21757, WO 93/10251, WO 94/17194), para retrasar la maduracién de los frutos (documentos WO 91/16440,
WO 91/05865, WO 91/16426, WO 92/17596, WO 93/07275, WO 92/04456, US 5.545.366), para obtener esterilidad
masculina (documentos WO 94/29465, WO 89/10396, WO 92/18625), para reducir la presencia de metabolitos inde-
seados (secundarios) en organismos, tal como el contenido de glucosinolatos (documento WO 97/16559) o clorofila
(documento EP 779364) en plantas, para modificar mediante ingenieria metabdlica el perfil de metabolitos sintetiza-
dos en una célula u organismo eucariético, por ejemplo, reduciendo la expresién de genes particulares implicados en
el metabolismo de hidratos de carbono (documentos WO 92/11375, WO 92/11376, US 5.365.016, WO 95/07355) o
la biosintesis de lipidos (documentos WO 94/18337, US 5.530.192), para retrasar el envejecimiento (documento WO
95/07993), para alterar la lignificacion en las plantas (documentos WO 93/05159, WO 93/05160), para alterar la
calidad de las fibras en el algodén (documento US 5.597.718), para aumentar la resistencia a las machacaduras en
las patatas al reducir la polifenol oxidasa (documento WO 94/03607), etc.

Los métodos del invento conduciran a mejores resultados y/o mayores eficacias en comparacién con los métodos en
que se usan secuencias de nucleétidos sentido o antisentido convencionales, y se cree que otros mecanismos se-
cuencialmente especificos que regulan la expresion fenotipica de acidos nucleicos diana podrian estar implicados
y/o ser desencadenados por la presencia de las moléculas de RNA de doble cadena descritas en esta memoria
descriptiva.

Una aplicacién particular para la reduccion de la expresion fenotipica de un transgén en una célula vegetal, inter alia,
por métodos antisentido o sentido, ha sido descrita para el restablecimiento de la fertilidad masculina, obteniéndose

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2367073 T3

éste por introduccion de un transgén que comprende un DNA de esterilidad masculina (documentos WO 94/09143,
WO 91/02069). El acido nucleico de interés es especificamente el DNA de esterilidad masculina. De nuevo, los pro-
cedimientos y productos descritos en este invento se pueden aplicar a estos métodos con objeto de llegar a un res-
tablecimiento mas eficaz de la fertilidad masculina.

Los métodos y medios del invento que atafien a moléculas de RNA que comprenden un RNA en horquilla y a los
genes quiméricos de codificacién han demostrado ser particularmente adecuados para la modificacion de la compo-
sicion del contenido de aceite en plantas, particularmente en semillas. Las plantas particularmente preferidas son
plantas agricolas utilizadas para la produccion de aceite, tales como, pero sin limitarse a, colza de semilla oleagino-
sa (Brassica juncea, napus, rapa, oleracea, campestris), maiz, algodén, cacahuete, girasol, semillas de ricino, lino,
coco, linaza y soja. Los genes diana preferidos son los genes de desaturasas, particularmente genes de codificacién
de A12 desaturasa tales como los codificados por los genes Fad2, especialmente los genes cuya secuencia de nu-
cledtidos puede hallarse en la Genbank Database bajo el numero de acceso AF123460 (de Brassica carinata),
AF12042841 (Brassica rapa), L26296 (Arabidopsis thaliana) o A65102 (Corylus avellana). Es evidente que dentro
del alcance de la persona experta en la técnica esta el obtener de otras especies, mediante, por ejemplo, técnicas
de hibridacién y/o PCR, genes homologos a los genes fad2 descritos.

Las realizaciones preferidas para la configuracion de secuencias de nucledétidos sentido y antisentido, particularmen-
te en lo relativo a la longitud y la secuencia, son como se mencionan en otra parte de esta memoria descriptiva.
Ademas, las realizaciones preferidas para los genes quiméricos que codifican moléculas de RNA que contienen
horquillas, particularmente en lo relativo a los elementos promotores, son como se describen en otra parte de la
memoria descriptiva. Para esta solicitud, se prefiere particularmente que los promotores sean promotores especifi-
cos de semillas.

En una realizacion preferida, la molécula de RNA que comprende RNA artificial en horquilla comprende asi parte de
un ORF que codifica la A12 desaturasa, en orientacion sentido, y una parte similar en orientacién antisentido, prefe-
riblemente separadas por una secuencia espaciadora. En una realizacion particularmente preferida, el RNA artificial
en horquilla (o su gen quimérico de codificacién) comprende la secuencia de nucleétidos de ID. SEC. n° 6 o0 una
secuencia de nucledétidos similarmente construida basada en los susodichos genes fad2 de Brassica.

Preferiblemente, el gen quimérico que codifica el RNA artificial en horquilla es transcrito bajo el control de un promo-
tor especifico de semillas, particularmente bajo el control del promotor FP1 como se describe en otra parte de esta
solicitud.

Una reduccion de la expresion del gen de la A12 desaturasa en plantas que contienen aceite conduce a un aumento
de &cido oleico y a una concomitante disminucion de &cido linolénico y acido linoleico. Utilizando los medios y méto-
dos del invento, se encuentra una mayor frecuencia de plantas con aceite en que son significativos el aumento de
acido oleico y la concomitante disminucién de acidos linolénico y linoleico, que en plantas transgénicas que portan
construcciones de cosupresién comunes. Ademas, los respectivos niveles absolutos de aumento y disminucion son
respectivamente mayores y menores que en plantas transgénicas que portan construcciones de cosupresion comu-
nes.

De este modo, usando los medios y métodos del invento, es posible obtener plantas y semillas que comprendan un
aceite cuya composicion, después de la trituracion y la extraccion, tenga un contenido aumentado de acido oleico
(expresado como porcentaje de la composicion total de acidos grasos), particularmente un aumento de tres 6rdenes
de magnitud, en comparacién con plantas testigo.

Se espera que, utilizando los métodos y medios del invento, se pueda obtener una planta transgénica de Brassica
cuyas semillas comprendan un aceite en que el contenido de acido oleico exceda del 90% del contenido total de
acidos grasos.

Los métodos y medios del invento seran adecuados para obtener resistencia a virus en células u organismos euca-
riéticos.

Los métodos y medios del invento permiten ademas el uso de genes viricos, hasta ahora no utilizados para obtener
plantas resistentes a virus, ademas de los genes de proteinas de envoltura o genes de replicasas cominmente usa-
dos.

Es evidente que el invento serd especialmente adecuado para la reduccion de la expresion fenotipica de genes que
pertenecen a familias multigénicas.

También es evidente que los métodos y medios del invento son adecuados para la reduccion de la expresién fenoti-
pica de un acido nucleico en todas las células vegetales de todas las plantas, sean plantas monocotiledéneas o sean
dicotileddneas, particularmente plantas agricolas tales como, pero sin limitarse a, maiz, arroz, trigo, cebada, cafia de
azucar, algodén, colza de semilla oleaginosa, soja, vegetales (incluyendo achicoria, vegetales de Brassica, lechuga
y tomate), tabaco, patata y remolacha azucarera, pero también plantas utilizadas en horticultura, floricultura o silvi-
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cultura. Los medios y métodos del invento seran particularmente adecuados para plantas que tienen genomas com-
plejos, tales como las plantas poliploides.

Se espera que las moléculas de RNA quiméricas producidas por transcripcion de los genes quiméricos aqui descri-
tos puedan propagarse sistémicamente por toda una planta, y, de esta manera, sea posible reducir la expresion
fenotipica de un acido nucleico en células de un vastago no transgénico de una planta injertado en un tronco trans-
génico que comprende los genes quiméricos del invento (o viceversa), un método que puede ser importante en hor-
ticultura, viticultura o produccién fruticola.

Los siguientes ejemplos no restrictivos describen la construccidon de genes quiméricos para la reduccion de la expre-
sion fenotipica de un acido nucleico de interés en una célula eucariética, y el uso de dichos genes. A menos que se
indique otra cosa en los ejemplos, todas las técnicas de DNA recombinante se llevan a cabo de acuerdo con proto-
colos estandares, como se describe en Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda
edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, EE.UU., y en los voliumenes 1y 2 de Ausubel et al. (1994),
Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, EE.UU. En Plant Molecular Biology Labfax (1993) de R. D.
D. Croy, conjuntamente publicado por BIOS Scientific Publications Ltd. (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publica-
tions (Reino Unido), se describen materiales y métodos estandares para trabajos moleculares con plantas.

A lo largo de la descripcion y los ejemplos se hace referencia a las secuencias siguientes:

ID. SEC. n° 1: secuencia del fragmento del gen Nia del virus Y de la patata, usado para la construccién de diver-
sas construcciones sentido y antisentido para obtener resistencia a virus.

ID. SEC. n° 2: secuencia de la region de codificacion de la construccion CoP de GUSd del Ejemplo 1.

ID. SEC. n° 3: secuencia de una region 5' no traducida (5'UTR; del inglés, 5' untranslated region) modificada, del
virus del mosaico del Sorghum halepense.

ID. SEC. n° 4: secuencia del promotor n° 4 del virus del trébol subterraneo con el potenciador S7.
ID. SEC. n° 5: secuencia del doble potenciador-promotor n° 4 del virus del trébol subterraneo.
ID. SEC. n° 6: secuencia de la construccion CoP para la inhibicién de la expresion del gen de la A12 desaturasa.

ID. SEC. n° 7: secuencia del intrén de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia.

Se incluye el siguiente texto libre en la enumeracion de secuencias:

<223> Fragmento del ORF de Nla

<223> Descripcion de secuencia artificial: region de codificacién de la construccién CoP de GUSd
<223> Region de codificacién de GUS deficiente

<223> Antisentido con respecto al extremo 5' de la region de codificacion de GUS

<223> Descripcion de secuencia artificial: 5'UTR del virus del mosaico del Sorghum halepense.

<223> Descripcién de secuencia artificial: promotor S4 del virus del trébol subterraneo con el potenciador
s7

<223> Descripcién de secuencia artificial: promotor S4 del virus del trébol subterraneo con el potenciador
S4

<223> Descripcion de secuencia artificial: secuencia de codificacién de la construccion CoP de desatura-
sa

<223> Correspondiente al extremo 5' de laregion de codificacion de la deltal2-desaturasa (fad2), en orien-
tacion sentido

<223> Correspondiente al extremo 5' de laregion de codificacion de la deltal2-desaturasa (fad2), en orien-
tacién antisentido
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<223> Descripcion de secuencia artificial: intron 2 de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia

Los ejemplos siguientes se presentan con objeto de ilustrar mas plenamente las realizaciones preferidas del invento.
Sin embargo, no deben ser considerados en modo alguno restrictivos del amplio alcance del invento.

EJEMPLOS
Procedimientos experimentales

Construccién génica

Se usaron métodos de clonacion génica estandares (Sambrook et al., 1989) para preparar los genes quimeéricos. En
las Figuras 1Ay 1B se muestra una representacion esquematica de las construcciones usadas.

Los componentes para estas construcciones fueron:

* Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, procedente del producto de aislamiento Cabb-JI (35S) (Harps-
ter et al., 1988)

* Terminador de la octopina sintasa (ocs-t) (MacDonald et al., 1991)

* Promotor n° 4 (S4) del virus del trébol subterraneo (documento WO 9606932)

* Terminador n° 4 (s4t) del virus del trébol subterraneo (documento WO 9606932)

* Doble potenciador-promotor n° 4 (S4S4) del virus del trébol subterraneo (ID. SEC. n° 5)

* Promotor n° 4 del virus del trébol subterraneo con el potenciador S7 (S7S4) (ID. SEC. n° 4)
* Promotor de la ubicuitina (Ubi) del maiz (Christensen y Quail, 1996)

* Terminador del gen de morfologia tumoral 1 (tm1') de Agrobacterium (Zheng et al., 1991)

* El gen Nia de una cepa australiana del virus Y de la patata (Nia) (ID. SEC. n° 1)

* Un DNA que codifica un marco de lectura abierto de p-glucuronidasa disfuncional (GUSd) (ID. SEC. n° 2, del
nucleétido 1 al nucle6tido 1581)

* Una region 5' no traducida (5'UTR) modificada, del virus del mosaico del Sorghum halepense (JGMV5'; del
inglés, Johnsongrass mosaic virus 5') (ID. SEC. n° 3). Esta contiene la insercion de un sitio Ncol en el codon ATG
de inicio, seguido de tres codones de parada en marco, y un sitio Pstl (para la insercion del intrén como en las
construcciones 4 y 5 de la Figura 1A). En las construcciones vector 2 y 6 de la Figura 1A, el marco de lectura
abierto de GUSd se inserta en el sitio Ncol, separando los codones de parada; en todas las demas construccio-
nes de la Figura 1A se inserta cadena abajo del sitio Pstl.

* Un intron de catalasa de semillas de ricino (Ohta et al., 1990), del modo modificado por Wang et al. (1997)
("intrén")

Los genes quiméricos se construyeron ensamblando operativamente las diferentes partes de la manera esqueméti-
camente indicada en la Figura 1A o la Figura 1B e insertando los obtenidos genes quiméricos en los vectores
PART27 y pART7 de vectores de T-DNA (Gleave, 1992) entre el borde izquierdo de T-DNA y el gen quimérico neo
expresable en plantas.

El DNA que codifica un marco de lectura abierto de B-glucuronidasa disfuncional (GUSd) fue obtenido suprimiendo,
de una region de codificacion de gus, la secuencia entre los dos sitios de restriccion EcoRV. Para la construccion del
gen quimérico que codifica la molécula de RNA que comprende las secuencias de nucleétidos tanto sentido como
antisentido para un gen de B-glucuronidasa, se afiadié una secuencia al gen GUSd para permitir el apareamiento de
bases del extremo 5' a lo largo de 558 bases para dar lugar a una secuencia como la representada en la ID. SEC. n°
2. Esta secuencia fue clonada entre el promotor de la ubicuitina de maiz y el terminador tm1' e insertada en un vec-
tor de T-DNA.

Se construyeron vectores de T-DNA que comprendian unos genes quiméricos primero y segundo de resistencia a
virus, en que el primer gen quimeérico consistia en:

1. una secuencia del promotor CaMV 35S, copulada con,

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2367073 T3

2. en orientacion sentido, la secuencia de nucleétidos del PVY que codifica

» la proteina Vpg (véase, por ejemplo, el nimero de acceso ZZ9526 de Genbank, del nucleétido 1013 al
nucledtido 1583), o

» parte de la proteina CI (véase, por ejemplo, el nimero de acceso M95491 de Genbank, del nucleétido
3688 al nucledtido 4215), o

» proteasa (Pro) (véase, por ejemplo, el nimero de acceso D00441 de EMBL, del nucle6tido 5714 al nu-
cleétido 7009), seguida de

3. el terminador S4 del virus del mosaico del trébol subterraneo, como se describié anteriormente.
El segundo gen quimérico consiste en
1. un promoror S4 como el anteriormente descrito, copulado con,
2. en orientacion antisentido, la secuencia de nucleétidos del PVY que codifica
» la proteina Vpg, o
» la proteina Cl, o
* proteasa, seguida de
3. el terminador de la octopina sintasa, como se describié anteriormente.

Las secuencias sentido y antisentido situadas dentro de un vector de T-DNA procedian de la misma region de codifi-
cacion del PVY.

Ademas, se construyeron vectores de T-DNA para uso en la alteracién de la composiciéon de acidos grasos en un
aceite (véase la Figura 2), que comprendian

1. un promotor FP1 (promotor truncado de la napina, especifico de semillas, que contiene secuencias entre -309
y +1, como describen Stalberg et al.); enlazado con

2. la secuencia de nucleodtidos de ID. SEC. n° 6, que comprende las 480 bp situadas en 5' en el ORF que codifi-
ca la A12 desaturasa de Arabidopsis thaliana (Fad2), en orientacion sentido y en orientacion antisentido, en-
lazada por una secuencia espaciadora de 623 bp; seguida de

3. el terminador del gen de la nopalina sintasa.

Ademas, se construyeron vectores de T-DNA para evaluar la influencia de la presencia de una secuencia intrénica
en los genes quiméricos que codifican construcciones CoP. Con este fin se prepararon construcciones que com-
prendian:

1. un promotor CaMV 35S, seguido de

2. el ORF de PVY que codifica proteasa (véase mas atras), en orientacion sentido;

3. la secuencia de ID. SEC. n° 7 (que codifica el intron 2 de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia);

4. el ORF de PVY que codifica proteasa, en orientacion antisentido; y

5. el terminador del gen de la octopina sintasa.

Transformacién de plantas

Se transformé tejido de Nicotiana tabacum (W38) y se regener6 en plantas completas esencialmente del modo des-
crito por Landsman et al. (1988). Se transformé arroz (Oryza sativa) esencialmente del modo descrito por Wang et
al. (1997).

Supertransformacién de arroz

Se extrajeron embriones maduros de una semilla madura de una planta de arroz que expresaba actividades GUS e
higromicina fosfotransferasa (HPT) y se pusieron en medios inductores de callo durante 7 semanas. Se recuperaron
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callos de estos cultivos, se incubaron durante 2 dias con agrobacterias que contenian diversas construcciones vec-
tor binarias y se pusieron luego en medios inductores de callo que contenian higromicina, bialafos y Timentin™.,
Durante las cuatro semanas siguientes se desarrollaron callos resistentes a higromicina y bialafos. Estas lineas de
callo se mantuvieron en medios que contenian higromicina y bialafos durante otros 2 meses antes de ser examina-
das en cuanto a actividad GUS.

Ensayo de GUS

Se examinaron callos de arroz en cuanto a la actividad GUS utilizando el tinte histoquimico X-glucurénido o el sus-
trato fluorogénico 4-metilumbeliferona-glucurénido (MUG) esencialmente de la manera descrita por Jefferson et al.
(1987).

EJEMPLO 1. Comparacién de genes quiméricos que comprenden sélo secuencia antisentido, sélo secuencia
sentido, o tanto secuencia sentido como antisentido [Par complementario (CoP)], en cuanto a la reduccién
de la expresion fenotipica de un gen integrado de B-glucuronidasa.

Un tejido de arroz transgénico que expresaba B-glucuronidasa (GUS) a partir de un solo transgén (y resistencia a
higromicina a partir de un gen hph) (lineas V10-28 y V10-67) fue supertransformado usando vectores que contenian
el gen bar que confiere resistencia a fosfinotricina y diversas construcciones sentido, antisentido y CoP (véase la
Figura 1A) derivadas de un gen GUS deteriorado (GUSd). El tejido supertransformado fue mantenido en medios de
seleccion de higromicina y bialafos durante 3 semanas y fue luego analizado en cuanto a actividad GUS. Se utilizd
un gen GUS deteriorado para que la expresion de este gen no se superpusiera a la actividad GUS enddgena.

Las cifras de la Tabla 2 representan la velocidad de produccién de MU medida por absorciéon a 455 nm, con excita-
cion a 365 nm, de 1,5 ug de proteina total en un volumen de reaccién de 200 pl. La velocidad se midié durante 30
minutos a 37 °C. La lectura de los callos de arroz no transgénico fue 0,162. Las cifras entre paréntesis que siguen a
la descripcion de la construccion introducida se refieren a la Figura 1A.

Los resultados (Tabla 2) mostraron que la supertransformacién con el vector binario que contenia el gen bar sin el
gen GUSd no ejercia efecto de silenciamiento sobre la actividad GUS enddgena. La supertransformacioén con GUSd
en una orientaciéon sentido o antisentido, con o sin un intron o un coddn de parada precoz, mostré cierto grado de
reduccion (en aproximadamente el 25% de los callos analizados) de la actividad GUS enddgena (véanse las dos
Ultimas filas de la Tabla 2, que representan el porcentaje de callos analizados con una lectura inferior a 2000 en el
ensayo MUG). Sin embargo, la supertransformacion con una construccién CoP proporcion6 una reduccion de la
actividad GUS enddgena en aproximadamente del 75% al 100% de los callos analizados. Esta construccion CoP fue
disefiada de modo que el extremo 3' del mRNA producido pudiera formar un duplex con el extremo 5' del transcrito
para proporcionar una estructura de "mango de sartén".

Estos datos muestran que se puede preparar una pareja complementaria utilizando un transcrito autohibridante, que
este disefio es mucho més eficaz que una construccion sentido o antisentido convencional, y que se puede utilizar el
planteamiento para reducir la expresion fenotipica de genes presentes en una célula vegetal.

Tabla 2. Ensayo MUG de callos de arroz supertransformado

Casete Sentido |Sentido + |Sentido + parada |Antisentido + CoP de repeticion
vector (1) |(2) parada (3) |+ intron (4) parada + intrén (5) |invertida (6)
V10-28 |121,0 97,45 38,43 38,88 0,290 0,565
45,58 6,637 64,16 115,5 0,572 0,316
99,28 71,60 149,2 133,0 37,2 0,351
26,17 0,224 0,955 98,46 53,94 0,210
92,21 0,321 68,32 0,502 105,5 0,701
108,8 5,290 105,6 39,35 56,73 0,733
6,432 0,9460 |136,6 1,545 60,36 2,103
90,80 32,44 140,4 10,36 71,12 119,8
98,24 128,8 62,38 111,6 13,17 0,717
93,76 31,28 17,79 14,42 0,424 0,398
5,023 88,06 26,98 0,315
40,27 52,28 115,5 0,270
36,40 30,26 149,7 16,78
53,24 107,5 66,75 67,28
29,97 26,75 145,8 0,217
89,06 105,1 0,534 0,208
0,256 135,1 9,4
68,23 95,04 35,33
5,481 71,5
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V10-67 |318,8 93,43 0,199 31,82 1,395 0,472
109,5 73,19 0,197 58,08 152,4 0,256
30,35 128,1 0,157 56,32 67,42 0,296
40,04 1,506 128 44,62 12,11 0,452
228 140,6 130,3 0,454 0,668 0,422
23,05 1,275 196,2 17,32 23,34 0,196
2412 0,272 12,43 73,2 76,10 0,294
118,5 0,209 140,0 20,32 130,1 0,172
11,27 42,05 90,13 107,4 0,841 0,436
110,6 117,5 157,4 0,453 66,12 0,398
19,29 118,9 0,518 87,81 136,9 0,242
121,0 21,44 0,231 0,299 67,92
1151 155,0 116,1 0,206 50,32
77,1 190,9 43,18 12,47 170,3
106,1 0,773 31,06 0,213 108,9
73,12 0,146 11,15 1,241
29,97 19,22 4,092
50,11 169,6
80,34 76,88
117,8 22,08
159,1 91,6
67,52 7,855
92,32 69,76
27,97 0,822
V10-28 | 0% 21% 10% 10,5% 22% 75%
V10-67 |0% 37,5% |33% 29,5% 21% 100%

EJEMPLO 2 (Comparativo). Comparacién de la eficacia de utilizacion de genes quiméricos que comprenden
s6lo genes antisentido, s6lo genes sentido o simultaneamente ambos genes para obtener resistencia a virus
en plantas transgénicas.

Se prepararon construcciones génicas utilizando la secuencia de codificacion de la proteasa de PVY (ID. SEC. n° 1)
en una orientacién sentido, una orientacién antisentido y una orientacion de par complementario (CoP), en que el T-
DNA comprendia los genes quiméricos tanto sentido como antisentido bajo el control de su propio promotor. En las
tres disposiciones se utilizo el promotor CaMV 35S. Se prepararon cinco versiones diferentes de construcciones CoP
en que el segundo promotor era el promotor CaMV 35S, el promotor S4, el promotor S4 doble, el promotor S4-
potenciador S7, o el promotor rolC especifico vascular (véase la Figura 1B).

Se transformaron estas construcciones en tabaco (por medio de transferencia de DNA mediada por Agrobacterium)
y se recuperaron aproximadamente 25 plantas, independientemente transformadas, por construccion génica quimé-
rica. Las plantas transgénicas fueron transferidas a tierra y mantenidas en un invernadero. Aproximadamente 1 mes
después del trasplante en la tierra, se inocul6 manualmente el virus Y de la patata a las plantas utilizando métodos
de aplicacion estandares. Dos y cuatro semanas mas tarde, las plantas fueron calificadas en cuanto a sintomas del
virus. Los resultados (Tabla 3) mostraron que, después de 1 mes, no mostraron sintomas 2 de las 27 plantas que
comprendian solo el gen sentido y 1 de las 25 plantas que comprendian sélo el gen antisentido.

Por contraste, respectivamente, no mostraron sintomas 11 de 24 (construccion Nia-35S/Nia antisentido-S4), 7 de 25
(construccién Nia-35S/Nia antisentido-RolC), 10 de 27 (construccidon Nia-35S/Nia antisentido-35S), 7 de 26 (cons-
trucciéon Nia-35S/Nia antisentido-S4S4) y 7 de 25 (construccion Nia-35S/Nia antisentido-S7S4) plantas que conten-
ian los genes tanto sentido como antisentido. Se considerd que las plantas que no mostraban sintomas mostraban
una resistencia extrema al PVY. Continuaron sin mostrar sintomas durante 2 meses mas de control [plantas indica-
das como "extremadamente resistentes” (ER) en la Tabla 3].

Algunas otras plantas, particularmente aquellas que contenian construcciones CoP, mostraron un retraso y una
restriccion de sintomas. No mostraron sintomas 2 semanas después de la inoculacion, pero se vieron algunas lesio-
nes menores en algunas plantas después de 4 semanas. Estas plantas resultaron evidentemente mucho menos
afectadas por el PVY que los tabacos no transgénicos o susceptibles y fueron calificadas como resistentes (indica-
das como ER* en la Tabla 3).

Tabla 3. Resistencia de plantas de tabaco transgénicas que comprenden la construccion quimérica sentido de pro-

teasa de PVY, la construccién quimérica antisentido de proteasa de PVY, o ambas (diferentes construcciones CoP)
a una infeccion por el PVY.
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Gen sentido | Gen antisentido Plantas extremadamente | Plantas "resistentes" | NUmero total de
resistentes (ER) (ER%®) plantas transgénicas

Nia-35S 2 2 27

Nia antisentido-35S 1 0 25
Nia-35S Nia antisentido-35S 10 2 27
Nia-35S Nia antisentido-S4 11 2 24
Nia-35S Nia antisentido-RolC 7 3 25
Nia-35S Nia antisentido-S4S4 7 7 26
Nia-35S Nia antisentido-S7S4 7 4 25

Los datos muestran que el uso de construcciones CoP da lugar a una frecuencia mucho mayor de plantas transgéni-
cas con resistencia extrema y resistencia que el uso de construcciones sentido o antisentido solas.

A continuacién, se determiné el nimero de copias de los transgenes en las plantas transgénicas resistentes a virus.
Por lo tanto, se extrajo DNA de todas las plantas transgénicas que mostraban resistencia extrema o resistencia.
También se extrajo DNA de cinco plantas susceptibles para cada construccion. Se examiné el DNA en cuanto al
namero de copias génicas utilizando un analisis Southern. Los datos (Tabla 4) mostraron que los genomas de algu-
nas de las plantas CoP que mostraban una resistencia extrema, particularmente las plantas Nia-35S/Nia antisentido-
S4, sélo contenian una Unica copia de la construccién génica.

Tabla 4. Nimero de copias de los transgenes que comprenden la construccién quimérica sentido de proteasa de
PVY, la construccion quimérica antisentido de proteasa de PVY, o ambas (diferentes construcciones CoP) en plan-

tas extremadamente resistentes, resistentes y susceptibles.

Gen sentido | Gen antisentido Plantas extremadamente | Plantas "resistentes" |Plantas
resistentes (ER) (ER*) susceptibles
Nia-35S 6 1 1/1/1/1/1
Nia antisentido-35S |4 - 1/8/0/2/1
Nia-35S Nia antisentido-35S | 3/1/2/3/6/3/2/4/2/3 1/1 1/2/2/6/1
Nia-35S Nia antisentido-S4 2/4/1/3/2/14/6/1/1/3/1 2/6 5/8/2/3
Nia-35S Nia antisentido-RolC |6/7/6/7/7/7/6 2/1 212121112
Nia-35S Nia antisentido-S4S4 | 1/2/4/5/2/2/2 1/1/2/1/1/1/1 1/1/7/1/1
Nia-35S Nia antisentido-S7S4 | 2/4/12/5/2/2/7 3/2/1/2 1/1/3/1/1

EJEMPLO 3 (Comparativo). Herencia de resistencia extrema en plantas del Ejemplo 2.

Se dej6é que plantas del Ejemplo 2 se autofertilizaran y se recolectaron sus semillas. Las semillas que procedian de
plantas que mostraban resistencia extrema y bajo nimero de copias transgénicas para construcciones CoP Nia-
35S/Nia antisentido-S4 y Nia-35S/Nia antisentido-35S y las semillas de las plantas sentido y antisentido que mostra-
ban resistencia extrema fueron dejadas germinar y cultivadas en el invernadero. También se cultivaron plantas a
partir de semillas recolectadas de dos lineas CoP susceptibles, dos Unicas lineas génicas sentido susceptibles y dos
Unicas lineas génicas antisentido susceptibles. Se seleccionaron veinte plantas de cada linea en cuanto a uniformi-
dad global del tamafio y la fase de desarrollo, se pusieron en macetas individuales y se dejaron recuperar durante
una semana, y luego se les inoculé el PVY. Se calificaron las plantas en cuanto a sintomas virales 2, 4 y 7 semanas
después de la inoculacion. Los resultados (Tabla 5) mostraron que las ocho lineas vegetales de Nia-35S/Nia anti-
sentido-S4 y Nia-35S/Nia antisentido-35S que contenian una o dos copias génicas mostraban una relacion de se-
gregacion de resistencia extrema:susceptibilidad de aproximadamente 3:1. La progenie de la Unica linea de un solo
gen antisentido que habia dado resistencia extrema a T, y la progenie de la planta sentido extremadamente resisten-
te que contenia una copia génica proporcionaron relaciones de segregacion anormales (2:18, ER:susceptible). La
progenie de la Unica planta sentido que proporcionaba resistencia extrema y contenia 6 copias génicas proporcioné
una relacion ~3:1 (ER:susceptible).Toda la progenie de las plantas T, susceptibles mostré una susceptibilidad com-
pleta al PVY.

Estos datos muestran que la resistencia extrema de las construcciones CoP proporciona una expresion estable de la
resistencia, que se hereda de un modo mendeliano. Esto también indica que, en estas lineas, los loci génicos CoP
de PVY son ~100% eficaces para conferir resistencia extrema mientras que los loci transgénicos de la linea antisen-
tido y una de las dos lineas sentido son solo parcialmente eficaces para conferir resistencia extrema.
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Tabla 5
Nia sentido 35S y | Nia sentido 35Sy | Nia sentido 35S | Nia antisentido 35S
Nia antisentido-S4 | Nia antisentido-S4
N° de T1 Ne° de T1 N° de T1 N° de Tl
copias ER:S copias ER:S copias ER:S copias ER:S
Planta ER 1 1 15:5 1 16:4 6 17:3 4 2:18
2 1 12:8 2 15:5 1 2:18
3 1 14:6 2 16:4
4 1 15:5 2 16:4
Planta susceptible 1 | 8 0:20 1 0:20 1 0:20 1 0:20
2 |2 0:20 1 0:20 1 0:20 8 0:20

EJEMPLO 4 (Comparativo). Tabaco transgénico extremadamente resistente a virus, con diferentes compo-
nentes (gen sentido y gen antisentido) en diferentes loci dentro de la planta transgénica.

Se cruzaron plantas susceptibles al PVY que contenian el transgén sentido (que contenian copias Unicas del
transgén; véase la Tabla 6), con plantas susceptibles al PVY que contenian el transgén antisentido (que también
habian sido analizadas por andlisis Southern en cuanto al niUmero de copias; véase la Tabla 6). Se propagaron vein-
te individuos de la progenie resultante por cruce en el invernadero y luego se les inocul6 el PVY y se les calificé en
cuanto a infeccion virica del modo descrito en el Ejemplo 2. Se esperaba que la progenie de los cruces (entre plan-
tas que contenian genes/loci Unicos) estuviera en la relacién siguiente: % con gen sentido solo, ¥ con gen antisenti-
do solo, ¥4 que comprendiera tanto el gen sentido como el antisentido, y ¥4 que no comprendiera gen alguno. Los
resultados (Tabla 4) muestran que, con una excepcién, una proporcion de la progenie de todos los cruces exitosos
mostré resistencia extrema, mientras que ningun individuo de la progenie de las plantas sentido autopolinizadas o
antisentido autopolinizadas mostré resistencia extrema. El Gnico cruce que no proporcioné una progenie extrema-
damente resistente procedid de la planta parental Antisentido 2 (As2) que contenia 8 copias del gen antisentido. Se
examinaron las veinte plantas de la progenie de los cruces Sentido 1 (S1) (macho) x Antisentido 1 (Asl) (hembra) y
Sentido 3 (S3) (hembra) x Antisentido 4 (As4) (macho) mediante analisis Southern. Los resultados mostraron que,
en ambos cruces, las plantas que mostraban una resistencia extrema (0, en un caso, resistencia) contenian tanto el
gen sentido como el antisentido, mientras que todas las plantas sin transgenes (nulas) o con genes sentido o anti-
sentido solos eran susceptibles al PVY. Para confirmar mas esta correlacion absoluta entre la presencia de un par
complementario (genes sentido con antisentido) en una planta y la resistencia extrema, todas las plantas de la pro-
genie que mostraban resistencia extrema fueron analizadas por transferencias Southern. Los resultados mostraron
gue cada planta resistente o extremadamente resistente contenia tanto el gen sentido como el antisentido.

Estos datos muestran que un par complementario proporciona resistencia o resistencia extrema aun cuando los
genes que codifican los genes sentido y antisentido no estén conjuntamente situados en el genoma. El "fenémeno
del par complementario” no se debe simplemente a una dosificacion transgénica aumentada ya que se esperaria
gue ¥ de la progenie autopolinizada fuera homocigota y, por lo tanto, tuviera la dosificacién génica duplicada, pero
eran susceptibles.

Tabla 6. Resistencia al PVY de las plantas de la progenie que resulta de los cruces entre plantas de tabaco trans-
génicas susceptibles que comprenden el gen Nia sentido-35S (lineas S) y plantas de tabaco transgénicas suscepti-
bles que comprenden el gen Nia antisentido-35S (lineas As).

Padre | Madre | Plantas extremadamente | Plantas "resistentes"
resistentes (ER) (ER®)

S1 Asl 8
S1 As4 6 5
S2 As4 1 3
S3 As4 3 3
S4 Asl 7 1
S3 As5 1 2
S4 As2 0
S4 As4 2 0
S5 As4 9 4
S5 As5 2 3

As4 As4 0

As5S As5 0
S2 S2 0
S4 S4 0
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Las plantas extremadamente resistentes no mostraron sintomas de infeccion por PVY después de 7 semanas. Las
plantas resistentes mostraron muchas lesiones menores 7 semanas después de la infeccion por PVY. S1, S2, S3,
S4 y S5 son plantas de tabaco transgénicas susceptibles al PVY que comprenden la construccion génica Nia senti-
do-35S, teniendo todas una copia del transgén integrada.

Asl, As2, As4 y As5 son plantas de tabaco transgénicas susceptibles al PVY que comprenden la construccién géni-
ca Nia antisentido-35S, que tienen, respectivamente, 1, 8, 2 y 1 copias del transgén integradas.

EJEMPLO 5 (Comparativo). Evaluacion del uso de diferentes genes virales como secuencias de acido nu-
cleico diana en la obtencion de genes de resistencia extrema a virus.

Los vectores de T-DNA que comprenden los genes quiméricos de resistencia a virus primero y segundo basados en
secuencias derivadas de la region de codificacion de la proteasa o la proteina Vpg o Cl de PVY, como se describe
en esta solicitud, fueron utilizados para obtener plantas de tabaco transformadas que fueron posteriormente estimu-
ladas con PVY. Los resultados se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 7
Construccién Numero de plantas inmunes/nimero de
plantas transgénicas independientes
Réplica 1 Réplica 2
35S-Pro sentido/S4-Pro antisentido 11/24 7125
35S-Vpg sentido/S4-Vpg antisentido 8/20 6/18
35S-ClI sentido/S4-Cl antisentido 2/23 1/20

EJEMPLO 6. Silenciamiento intrénico potenciado

Los vectores de T-DNA que comprenden los genes quiméricos que codifican las construcciones CoP en que se ha
insertado un intrén (intréon 2 de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia) en la orientacion sentido o la
orientacion antisentido, entre las secuencias sentido y antisentido que corresponden al ORF de PVY que codifica la
proteasa (como se describe en otra parte de esta solicitud), fueron usados para obtener plantas de tabaco transfor-
madas que fueron posteriormente estimuladas con PVY. Los resultados se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 8
Construccion Numero de plantas inmunes/numero
de plantas transgénicas independientes
35S-Pro (sentido)-intrén (sentido)- 22/24
Pro (antisentido)-Ocs-t
35S-Pro (sentido)-intrén (antisentido)- 21/24
Pro (antisentido)-Ocs-t

EJEMPLO 7. Modificacién del perfil de un aceite usando construcciones CoP en Arabidopsis

Se utilizaron vectores de T-DNA para modificar la composicion de acidos grasos en un aceite extraido de semillas
trituradas, como se describe en otra parte en esta solicitud, para introducir el gen quimérico que codifica la construc-
cion CoP para reducir la expresion (véase la Figura 2A; ID. SEC. n° 6) del gen de la A12 desaturasa (Fad2) en Ara-
bidopsis thaliana.

Para la comparacién de la eficacia, se generaron plantas de Arabidopsis transgénicas en que la expresion del gen
Fad?2 estaba reducida por una construccion de cosupresion ordinaria, que comprendia el promotor FP1 especifico de
semillas conectado al ORF completo del gen de la A12 desaturasa (Fad2) en Arabidopsis thaliana y el promotor de
la nopalina sintasa (véase la Figura 2B).

Como plantas testigo, se usaron plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas mediante construcciones de T-
DNA no relacionadas.

Se recolectaron las semillas, se trituraron y se sometieron a extraccion, y se determin6 el porcentaje de los acidos

grasos principales en el aceite mediante métodos disponibles en la técnica. Los resultados, que son la media de dos
lecturas, se resumen en la Tabla 9.
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El andlisis de los resultados indica que las plantas transgénicas que portan una construccion CoP (indicada como
"horquilla x.x" en la tabla) tienen una mayor frecuencia de plantas con un aceite en que es significativo un aumento
de acido oleico y una concomitante disminucién de acidos linolénico y linoleico, que las plantas transgénicas que
portan construcciones de cosupresion. Ademas, los niveles absolutos de aumento y disminucién son respectivamen-
te mayores y menores que en las plantas transgénicas que portan construcciones de cosupresion.

EJEMPLO 7. Modificacion del perfil de un aceite usando construcciones CoP en Brassica

El vector de T-DNA que porta gen quimérico que codifica la construccion CoP descrita en el Ejemplo 6 es introducido
en colza Brassica de semilla oleaginosa. Se recolectan las semillas de la Brassica sp. transgénica y se trituran, se
extrae el aceite y se analiza la composicion de los acidos grasos en el aceite.

El aceite de la Brassica sp. transgénica que porta la construccion CoP tiene un contenido significativamente aumen-
tado de &cido oleico y un contenido disminuido de acidos linoleico y linolénico. Se construye un vector de T-DNA que
porta un gen quimérico que codifica una construccion CoP similar a la descrita en el Ejemplo 6 pero en que la se-
cuencia de la region sentido y antisentido que corresponde al ORF que codifica A12 desaturasa esta basada en un
ORF homélogo de Brassica spp., y se introduce en colza Brassica de semilla oleaginosa.

Las secuencias de los ORFs de Brassica spp. homologos al ORF que codifica la A12 desaturasa de Arabidopsis
estan disponibles en la base de datos Genbank bajo los nimeros de acceso AF042841 y AF124360.

Se trituran las semillas recolectadas de la Brassica sp. transgénica y se extrae el aceite, y se analiza la composicion
de los acidos grasos en el aceite. El aceite de la Brassica sp. transgénica que porta la construccion CoP tiene un
contenido significativamente aumentado de acido oleico y un contenido disminuido de acidos linoleico y linolénico.
EJEMPLO 8. Supresién de un gen enddgeno de resistencia aroyas en el lino

Se prepar6 una construccién CoP para la supresion del gen endégeno de resistencia a royas, que consistia en

1. Un promotor CaMV 35S; operativamente enlazado con

2. Parte de un gen (n) endégeno de resistencia a royas procedente del lino (con una longitud de aproximada-
mente 1500 bp), en la orientacion sentido; ligada a

3. Una parte similar del gen enddgeno de resistencia a royas procedente del lino (con una longitud de aproxima-
damente 1450 bp), en orientacion antisentido, para que se genere una repeticion invertida perfecta sin se-
cuencia espaciadora en que cada repeticion tiene una longitud de aproximadamente 1450 bp; seguida de

4. Un terminador nos.

Se prepararon construcciones antisentido ordinarias utilizando un fragmento similar, como se describe en el punto 3
anterior, insertado entre un promotor CaMV 35S y un terminador nos.

Las plantas de lino que contenian el gen N (que proporciona resistencia a una cepa de roya del lino) fueron trans-
formadas mediante estas construcciones CoP y antisentido. Si tiene lugar la supresion, las plantas se vuelven sus-
ceptibles a la cepa de roya. Si la construccién no tiene efecto alguno, las plantas transformadas permanecen resis-
tentes a la cepa de roya.

Resultados
ngc-b sentido/antisentido 3 plantas suprimidas de 7
ngc-b antisentido 0 plantas suprimidas de 12

Aunque el invento ha sido descrito e ilustrado aqui mediante referencias a diversos materiales procedimientos y
ejemplos especificos, se entiende que el invento no se limita a los particulares materiales, combinaciones de mate-
riales y procedimientos seleccionados para ese fin. Pueden estar implicadas numerosas variaciones de dichos deta-
lles, que seran apreciadas por los expertos en la técnica.
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<120> Métodos y medios para obtener fenotipos modificados

<130> echidna

<140>

<141>

<150> US SN 09/056.767

<151> 1998-03-08

<150> US SN 09/127735

<151> 1998-08-03

<160> 7

<170> Patentln Ver. 2.0

<210> 1

<211> 854

<212> DNA

<213> Virus Y de la patata

<220>

<223> fragmento del ORF de Nla

<400> 1

aagctttgaa gattgatttg atgccacata acccactcaa aatttgtgac aaaacaaatg 60
gcattgccaa atttcctgag agagagttcg agctaaggca gactgggcca gctgtagaag 120
tcgacgtgaa ggacatacca gcacaggagg tggaacatga agctaaatcg ctcatgagag 180
gcttgagaga cttcaaccca attgcccaaa cagtttgtag gctgaaagta tctgttgaat 240
atgggacatc agagatgtac ggttttggat ttggagcgta cataatagcg aaccaccatt 300
tgttcaggag ttataatggt tccatggagg tacgatccat gcacggtaca ttcagggtaa 360
agaatctaca cagtttgagc gttctgeccaa ttaaaggtag ggacatcatc ctcattaaaa 420
tgccaaaaga tttccctgte tttccacaga aattgcattt ccgagctect acacagaacg 480
aaagaatttg tttagttgga accaactttc aggagaagta tgcatcgtcg atcatcacag 540
aagcaagcac tacttacaat ataccaggca gcacattctg gaagcattgg attgaaacag 600
ataatggaca ctgtggacta ccagtggtga gcactgccga tggatgtcta gtcggaattc 660
acagtttggc aaacaatgca cacaccacga actactactc agccttcgat gaagattttg 720
aaagcaagta cctccgaacc aatgagcaca atgaatgggt caagtcttgg atttataatc 780
cagacacagt gttgtggggc ccgttgaaac ttaaagacag cactcctaaa gggttattta 840
aaacaacaaa gctt 854
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<210> 2

<211> 2186
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

0-)

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 2
atggtacgtc

ttcagtctgg
gaaagccggyg
cgtaattatg
ggccagcgta
aatcaggaag
tatgttattg
cagactatcc
ttccatgatt
aacacctggg
ggcgaacagt
gatgcggact
atggactgga
ctcgactggg
aacctctctt
gaggcagtca
cgtgacaaaa
ccgcaaggtg
acgcgtccga
gatctctttg
ttggaaacgg
cagccgatta
accgacatgt
gatcgecgtca
caaggcatat
aagtcggcgg
cagcagggag

Secuencia artificial

estructura_misc

caracteristica_misc
()..(2186)
antisentido con respecto al extremo 5' de la region de codificacion de Gus

ctgtagaaac
atcgcgaaaa
caattgctgt
cgggcaacgt
tegtgetgeg
tgatggagca
ccgggaaaag
cgccgggaat
tctttaacta
tggacgatat
tcctgattaa
tgcgtggcaa
ttggggccaa
cagatgaaca
taggcattgg
acggggaaac
accacccaag
cacgggaata
tcacctgegt
atgtgetgtg
cagagaaggt
tcatcaccga
ggagtgaaga
gcgeegtegt
tgcgcgttgg
cttttctgect
gcaaacaatg

ES 2367073 T3

region de codificacion de Gus deficiente

cccaacccegt
ctgtggaatt
gccaggcagt
ctggtatcag
tttcgatgceg
tcagggeggce
tgtacgtatc
ggtgattacc
tgeccggaatc
ctacccgett
ccacaaaccg
aggattcgat
ctcctacegt
tggcatcgtyg
tttcgaageg
tcagcaagcg
cgtggtgatg
tttcgcgeca
caatgtaatg
cctgaaccgt
actggaaaaa
atacggcgtg
gtatcagtgt
cggtgaacag
cggtaacaag
gcaaaaacgc
aaacagacgc

gaaatcaaaa
gatcagcgtt
tttaacgatc
cgcgaagtct
gtcactcatt
tatacgccat
accgtttgtg
gacgaaaacg
catcgcagcg
cgecgteggea
ttctacttta
aacgtgctga
acctcgcatt
gtgattgatg
ggcaacaagc
cacttacagg
tggagtattg
ctggcggaag
ttctgcgacyg
tattacggat
gaacttctgg
gatacgttag
gcatggctgg
gtatggaatt
aaagggatct
tggactggca
gtggttacag

28

aactcgacgg
ggtgggaaag
agttcgecga
ttataccgaa
acggcaaagt
ttgaagccga
tgaacaacga
gcaagaaaaa
taatgctcta
tcecggteagt
ctggctttgg
tggtgcacga
acccttacge
aaactgctgce
cgaaagaact
cgattaaaga
ccaacgaacc
caacgcgtaa
ctcacaccga
ggtatgtcca
cctggcagga
ccgggctgea
atatgtatca
tcgeegattt
tcactcgega
tgaacttcgg
tcttgcgega

cctgtgggca
cgcgttacaa
tgcagatatt
aggttgggca
gtgggtcaat
tgtcacgceg
actgaactgg
gcagtcttac
caccacgccg
ggcagtgaag
tcgtcatgaa
ccacgcatta
tgaagagatg
tgtcggettt
gtacagcgaa
gctgatagcg
ggataccecgt
actcgacccg
taccatcagc
aagcggegat
gaaactgcat
ctcaatgtac
ccgegtetet
tgcgacctceg
ccgcaaaccg
tgaaaaaccg
catgcgtcac

Descripcion de la secuencia artificial: regiéon de codificacion de la construccion CoP de Gusd
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cacggtgatca
ccggcatagt
atcaccattc
cgtacacttt
ccctgatget
tcgaaacgea
taccagacgt
cctggcacag
ccacagtttt
gttggggttt

<210> 3

<211> 208
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 3

cgcecccgggc
ccttacaaag
tcgcacagag
aaaccagagqg

<210> 4

<211> 1150
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 4

aatctgcagce
gcttatgagyg
atgtttttgt
gggcttagta
tagcccttgg
agctgaacga
aagtgtatct
aaagtaggaa
aattaaatga
cgtctgttct
ataaaagaat
gattaattgt

tcgtccaccc
taaagaaatc
ccggcgggat
tccecggeaat
ccatcacttc
gcacgatacg
tgccegceata
caattgcccg
cgcgatccag
ctacaggacg

Secuencia artificial

ES 2367073 T3

aggtgttcgyg
atggaagtaa
agtctgccag
aacatacggce
ctgattattg
ctggcctgec
attacgaata
gctttcttgt
actgaatgcc
taccat

cgtggtgtag
gactgctttt
ttcagttcgt
gtgacatcgg
acccacactt
caacctttcg
tctgcategg
aacgcgettt
cacaggcegt

agcatacget
tcttgeeget
tgttcacaca
cttcaaatgg
tgccgtaatg
gtataaagac
cgaactgatc
cccaccaacg
cgagtttttt

gcgatggatt 1680
ttcgtcggta 1740
aacggtgata 1800
cgtatagccg 1860
agtgacecgeca 1920
ttcgegetga 1980
gttaaaactg 2040
ctgatcaatt 2100
gatttcacgg 2160

2186

Descripcion de la secuencia artificial: 5'UTR del virus del mosaico del Sorghum halepense

ccaacacaac acaacagaac ctacgtcaat tgattttatc aatcgcaaag 60
atcttcgcag tcgttcatca acagattcac cgaaccattce ttgttagctc 120
ataagcagga aaccatggca ggtgagtgga acacagtttg atagtaagag 180

aagactgcag

Secuencia artificial

ggccgcttaa
aataaagaat
tggagacatc
ttacccegtg
attagatgac
atctgacgga
ctttacagct
attgctcegcet
gtcgctataa
ggttttaage
ttttattgtt
gaattattaa

gtacccgce

tagtaattat
gattaatatt
acgtgactct
ccggatcaga
acgtggacgc
agagcggaca
atattgatgt
aagttattct
atagtgtcga
gggatccagy
attgtgttat
gactaatgag

gattaattat
gtttaatttt
cacgtgatgt
gacatttgac
tcaggatctg
tacgcacatg
gacgtaagat
tttctgaaag
tgctgcctca
cctcgagata
ttggtaattt
gataataatt

29

gagataagag
attccgegaa
ctcegegaca
taaatattga
tgatgctagt
gattatggce
gctttactece
aaattattta
catcgtattc
tcggtaccet
atgcttataa
gaatttgatt

208

Descripcion de la secuencia artificial: promotor S4 del virus del trébol subterraneo con el potenciador S7
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ttgttattat
gcggtgtgtt
ggctggcacg
cttggaataa
gaagcgctta
cacatgtcta
gcttcgaagt
attctaatta
ttcttecgeat
gttattatca
gtaattctat
aaattaactc
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tgcgaagcta
gggcttagta
atagcccttg
aagctgaacg
attaaagaag
gcgtaaagaa
attcttegtt
gccagtcegac

<210> 5

<211> 1052
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 5

ggatccaggce
ttgtgttatt
actaatgagg
cgtgagagtc
cgggatcaga
acgtggacgce
agagcggaca
tgtctttget
tatcggtacce
ttatgcttat
ttgaatttga
gtctccgega
gactaaatgt
ctgtgatgct
atggactatg
gaagtaaaga
tatataaata
ttctgecgttt

<210> 6

<211> 1583
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

sentido

tatgtcttte
ttacccegtg
gattagatga
aatctgacgg
tgaatgacag
taagcgtact
gtatcatcaa

Secuencia artificial

ctcgagatat
tggtaattta
ataataattg
acgtgatgtc
gacatttgac
tcaggatctg
aacgcacatg
tcaagacgaa
ttgttattat
aagtaattct
ttaaattaac
caggctggeca
tgacttggaa
agtgaagcge
gcccactget
atagtggaaa
gtgcttegte
taatgatcga

Secuencia artificial

caracteristica_misc
(1)..(480)
correspondiente al extremo 5' de la regidon de codificacion de la deltal2-desaturasa (fad2), en orientacion

ES 2367073 T3

acgtgagagt
ccgggatcag
cacgtggacg
aagagcggac
ctgtctttge
cagtacgctt
cgaagaagtt

cggtaccttyg
tgcttataag
aatttgatta
tccgecgacag
taaatgttga
tgatgctagt
gactatggcc
gtaaagaata
caataaaaga
atgattaatt
tctgcgaagc
cggggcttag
taatagcccet
ttaagctgaa
ttattaaaga
acgcgtaaag
ttattcttcg
tggccagtcyg

cacgtgatgt
agacatttga
ctcaggatct
aaacgcacat
ttcaagacga
cgtggcttta
aagctttgtt

ttattatcaa
taattctatg
aattaactct
gctggcacgg
cttggaataa
gaagcgctta
cactgcttta
gtggaaaacg
atttttattg
gtgaattatt
tatatgtctt
tattaccccg
tggattagat
cgaatctgac
agtgaatgac
aataagcgta
ttgtatcatc
ac

30

ctcecgcgaca
ctaaatgttg
gtgatgctag
ggactatggc
agtaaagaat
tataaatagt
ctgcgtttta

taaaagaatt
attaattgtg
gcgaagctat
ggcttagtat
tagcccttgg
agctgaacga
ttaaagaagt
cgtggatcca
ttattgtgtt
aagactaatg
tcacgtgaga
tgcecgggatc
gacacgtgga
ggaagagcgyd
agctgtcttt
ctcagtacgc
aacgaagaag

ggctggcacg
acttggaata
tgaagcgctt
ccactgctrt
agtggaaaac
gcttcgtett
atgatcgatg

ctttattgtta
aattattaag
atgtecttteca
taccccgtgce
attagatgac
atctgacgga
gaatgacagc
ggcctcgaga
atttggtaat
aggataataa
gtcacgtgat
agagacattt
cgctcaggat
acaaacgcac
gcttcaagac
ttcgtggett
ttaagctttg

780
840
900
960
1020
1080
1140
1150

Descripcion de la secuencia artificial: promotor S4 del virus del trébol subterraneo con el potenciador S4
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Descripcion de la secuencia artificial: secuencia de codificacion de la construccion CoP de desaturasa
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15

<220>
<221>
<222>
<223>

caracteristica_misc
(1101)..(1583)
correspondiente al extremo 5' de la region de codificacion de la deltal2-desaturasa (fad2), en orientacion

antisentido

<400> 6

atcattatag
cctctctett
atctgggtca
gacacagttg
agtcatcgee
aagcagaaat
atgatgttaa
ggcagaccgt
cgagaacgcc
taccgttacg
ctgatagtga
cctcactacg
gactacggaa
ctgttctega
ctgggagact
aaggagtgta
aacaataagt
ttttgttaaa
acattttggce
cgcttgggca
tgtttgacct
gtgaactaac
aaccttacca
accttctatt
gtaagcaccc
ccggttcggt
atcttcgtac

<210> 7

<211> 786
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

cctecatgett
acttggcttg
tagceccacga
gtcttatctt
gtcaccattce
cagcaatcaa
ccgtccagtt
atgacgggtt
tccagatata
ctgctgcaca
atgcgttect
attcatcaga
tcttgaacaa
caatgcecgeca
attaccagtt
tctatgtaga
tatgagcatg
gaagctatgc
tgctcattat
gtatgccaga
gccaattgta
gactaaagac
ctgccgectac
ctggttgaca
gatactgggt
tcattctctc
tccgatatta

Secuencia artificial

ES 2367073 T3

ctactacgtc
gccactctat
atgcggtcac
ccattccttce
caacactgga
gtggtacggg
tgtcctcggg
cgcttgccat
cctctctgat
agggatggcc
cgtcttgatc
gtgggactgg
ggtgttccac
ttataacgca
cgatggaaca
accggacagg
atggtgaaga
ttcgttttaa
gttcagtaac
cggtctctge
gtactacgca
gaaaccctgt
tgatatgaag
cagtaggtcg
ctatggtcaa
teccgactecce
cta

gccaccaatt
tgggcectgtce
cacgcattca
ctcctegtee
teccctecgaaa
aaatacctca
tggcccttgt
ttcttececa
gcgggtatte
tcgatgatct
acttacttgce
ctcaggggag
aacattacag
atggaagcta
ccgtggtatg
gaaggtgaca
aattgtcgac
taatcttatt
atctaccctce
aatttccgat
ggttctccca
ttatgaagta
gtcctecttea
gtaaccatca
tectgtgteg
tcctctetet

31

acttctctcet
aaggctgtgt
gcgactacca
cttacttctc
gagatgaagt
acaaccctct
acttagcctt
acgctcecat
tagccgtetyg
gcctctacgyg
agcacactca
ctttggctac
acacacacgt
caaaggcgat
tagcgatgta
agaaaggtgt
ctttctecttg
gtccattttg
gcaacccctt
tcatgttccc
acaactccat
gagaaagctc
ttceectgete
gcgacttacg
gaactgtccg
tcattaacca

cctcectecag
cctaactggt
atggctggat
ctggaagtat
atttgtccecca
tggacgcatc
taacgtctct
ctacaatgac
ttttggtett
agtaccgcett
tccetcgttg
cgtagacaga
ggctcatcac
aaagccaatt
tagggaggca
gtactggtac
tctgtttgtc
ttgtgttatg
ctttaccgtt
ggtgggctcc
aaagggcatg
cctaggtcac
cteccttectt
caccactggc
ggttatctca
ccgctgecatce

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
1583

Descripcion de la secuencia artificial: intrén 2 de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia



<400> 7

aagcttggta
gttaattagt
atattgttta
aagaagataa
atgatatact
attaaatatc
ttttttatga
gtttaaaagt
caaaatatta
taatgtaaca
tagtactatt
cttctaaatg
atgatagatc
aagctt

aggaaataat
atgattataa
cataaacaac
aagttgagag
agcattaata
aatgataaaa
ttaatagttt
taataaatat
aataacaagc
aaacataatc
ttcaatcaac
gattgactat
atgtcattgt

ES 2367073 T3

tattttcttt
taatatagtt
atagtaatgt
taagtatatt
tctgttttaa
tactatagta
attatataat
tttgttagaa
taaagtaaca
taatgctaat
attcttatta
taattaaatg
gttatcattg

tttecetttta
gttataattg
aaaaaaatat
atttttaatg
tcataatagt
aaaataagaa
taaatatcta
attccaatct
aataatatca
ataacaaagc
atttctaaat
aattagtcga
atcttacatt

32

gtataaaata
tgaaaaaata
gacaagtgat
aatttgatcg
aattctagct
taaataaatt
taccattact
gcttgtaatt
aactaataga
gcaagatcta
aatacttgta
acatgaataa
tggattgatt

gttaagtgat
atttataaat
gtgtaagacg
aacatgtaag
ggtttgatga
aaaataatat
aaatatttta
tatcaataaa
aacagtaatc
tcattttata
gttttattaa
acaaggtaac
acagttggga

60
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REIVINDICACIONES

1. Un método para reducir la expresién fenotipica de un acido nucleico de interés, que se puede expresar en una
célula eucaridtica, que comprende la operacion de introducir en dicha célula un DNA quimérico que comprende las
siguientes partes operativamente enlazadas:

a) un promotor, operativo en dicha célula eucarittica;

b) una region de DNA que, cuando se transcribe, produce una molécula de RNA con una secuencia de nucle6ti-
dos que comprende

i. una secuencia de nucleodtidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de
secuencia de entre 75 y 100% con al menos parte de una region de codificacion de dicho acido nucleico
de interés; y

ii. una secuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una
identidad de secuencia de entre 75% y 100% con el complemento de dichos al menos 10 nucledtidos con-
secutivos de dicha secuencia de nucledtidos sentido;

en que el RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena
por apareamiento de bases entre las regiones con secuencias de nucleotidos sentido y antisentido de modo que al
menos dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10 nucleétidos
consecutivos de la secuencia antisentido;

en que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaridtica, y

en que dicho método no es un método de tratamiento del organismo humano o animal por cirugia o terapia, ni un
método diagndstico llevado a la practica en el organismo humano o animal.

2. Un método de acuerdo con la Reivindicacion 1, en que el DNA quimérico comprende ademas una region de DNA
implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacién.

3. Un método para reducir la expresion fenotipica de un &acido nucleico de interés, que se puede expresar en una
célula eucaridtica, que comprende la operacién de introducir en dicha célula una molécula de RNA quimérica que
comprende al menos una region de RNA con una secuencia de nucleétidos que comprende

i. una secuencia de nucleétidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de
secuencia de entre 75 y 100% con al menos parte de una region de codificacion del &cido nucleico de in-
terés; y

ii. una secuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una
identidad de secuencia de entre 75% y 100% con el complemento de dichos al menos 10 nucleétidos conse-
cutivos de dicha secuencia de nucledtidos sentido;

en que dicha regiéon de RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de
doble cadena por apareamiento de bases entre las regiones con secuencias de nucleétidos sentido y antisentido de
modo que al menos dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10
nucleétidos consecutivos de la secuencia antisentido; y

en que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaridtica, y

en que dicho método no es un método de tratamiento del organismo humano o animal por cirugia o terapia, ni un
método diagndstico llevado a la practica en el organismo humano o animal.

4. El método de la Reivindicacion 1 6 2, en que dicha molécula de RNA comprende ademds una secuencia de nu-
cledtidos espaciadora situada entre dichas secuencias de nucleétidos sentido y antisentido.

5. El método de la Reivindicacioén 1 6 2, en que dicha secuencia de nucleétidos sentido tiene una longitud total de al
menos 15 nucledtidos.

6. El método de la Reivindicacion 1 6 2, en que la secuencia de nucleétidos sentido total tiene una identidad de se-
cuencia de al menos 85% con la parte correspondiente del acido nucleico de interés.

7. El método de la Reivindicacién 6, en que la secuencia de nucleétidos sentido incluye una secuencia de 20 nucleé-
tidos con una identidad de secuencia del 100% con la parte correspondiente del acido nucleico de interés.
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8. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5 a 7, en que dicha secuencia de nucledtidos antisentido tiene
una longitud total que corresponde a la de la secuencia de nucle6tidos sentido.

9. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5 a 7, en que la longitud de la secuencia de nucle6tidos antisen-
tido difiere de la de la secuencia de nucle6tidos sentido en aproximadamente un 10%.

10. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, en que la secuencia de nucle6tidos antisentido tiene una
identidad de secuencia de al menos 85% con el complemento de la secuencia de nucleétidos sentido.

11. El método de la Reivindicacion 10, en que la secuencia de nucleétidos antisentido incluye una secuencia de 20
nucleétidos con una identidad de secuencia del 100% con el complemento de la secuencia de nucleétidos sentido.

12. El método de la Reivindicacién 1 6 2, en que dicha secuencia de nucledtidos sentido tiene una longitud total de al
menos 50 nucledtidos.

13. El método de la Reivindicacién 1, en que la molécula de RNA consiste en el RNA en horquilla.

14. El método de la Reivindicacion 1 6 3, en que dicho gen es un gen enddgeno.

15. El método de la Reivindicacion 1 6 3, en que dicho gen es un transgén extrafio.

16. El método de la Reivindicacién 1, en que dicho DNA quimérico se integra establemente en el genoma del DNA.

17. El método de la Reivindicacion 1 6 2, en que dicho acido nucleico de interés esta comprendido en el genoma de
un virus infectivo.

18. El método de la Reivindicacion 17, en que dicho virus infectivo es un virus de RNA.

19. El método de acuerdo con la Reivindicacion 1, 2 6 3, en que dicha célula eucariética es una célula vegetal.

20. El método de la Reivindicacion 19, en que dicha célula vegetal estd comprendida dentro una planta.

21. Un método de acuerdo con la Reivindicacién 20, en que la planta es una planta agricola o una planta comestible.

22. Un método de acuerdo con la Reivindicacién 21, en que la planta es maiz, arroz, trigo, cebada, cafia de azucar,
algodon, colza de semilla oleaginosa, soja, achicoria, vegetales de Brassica, lechuga, tomate, tabaco, patata o remo-
lacha azucarera.

23. Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 22, en que la expresion fenotipica reducida se
usa para obtener resistencia al desprendimiento de partes vegetales, para obtener patrones modificados de los colo-
res de las flores, para obtener plantas resistentes a nematodos, para retrasar la maduracién de los frutos, para obte-
ner esterilidad masculina, para reducir la presencia de metabolitos secundarios en plantas, para modificar mediante
ingenieria metabdlica el perfil de metabolitos sintetizados en una célula vegetal, para retrasar el envejecimiento, para
alterar la lignificacién, para alterar la calidad de las fibras en el algodén, para aumentar la resistencia a las machaca-
duras en las patatas al reducir la polifenol oxidasa, para obtener resistencia a virus o para obtener resistencia a
enfermedades o plagas.

24. Un método para identificar un fenotipo asociado con la expresion de un acido nucleico de interés en una célula
eucariotica, siendo dicho acido nucleico de interés un gen integrado en el genoma de dicha célula eucarittica, méto-
do que comprende

a. seleccionar una secuencia diana de al menos 10 nucle6tidos consecutivos en dicha secuencia de nucleétidos
de interés;

b. disefiar una secuencia de nucleétidos sentido que corresponda a la longitud de la secuencia diana selecciona-
da y que tenga una identidad de secuencia de al menos 75% a 100% con dicha secuencia diana seleccionada;

c. disefiar una secuencia de nucleétidos antisentido que

i) tenga una identidad de secuencia de al menos 75% a 100% con el complemento de dichos al menos 10
nucleétidos consecutivos de dicha secuencia de nucleétidos sentido; y

i) comprenda un tramo de al menos aproximadamente 10 nucle6tidos consecutivos con una identidad de se-
cuencia del 100% con respecto al complemento de una parte de dicha secuencia de nucleétidos sentido;

d. introducir una molécula de RNA que comprende tanto dicha secuencia de nucleétidos sentido como dicha se-
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cuencia de nucleétidos antisentido en una célula huésped eucariética adecuada que comprende el acido nucleico
que incluye la secuencia de nucle6tidos con el fenotipo hasta ahora no identificado, en que dicho RNA es capaz
de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena por apareamiento de
bases entre las regiones con las secuencias de nucle6tidos sentido y antisentido de modo que al menos dichos
10 nucledtidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10 nucle6tidos consecuti-
vos de la secuencia antisentido; y

e. observar el fenotipo mediante un método adecuado.
25. El método de acuerdo con la Reivindicacion 24, en que la célula eucariética es una célula vegetal.

26. El método de acuerdo con la Reivindicacion 24 6 25, en que la secuencia diana comprende al menos parte de un
marco de lectura abierto.

27. El método de acuerdo con la Reivindicacién 24 ¢ 25, en que la secuencia de nucledtidos antisentido comprende
un tramo de aproximadamente 20 nucledtidos consecutivos con una identidad de secuencia del 100% con respecto
al complemento de una parte de dicha secuencia de nucleétidos sentido.

28. Una célula eucarittica que comprende un acido nucleico de interés, que se puede expresar fenotipicamente, que
comprende ademas una molécula de DNA quimérica que comprende las siguientes partes operativamente enlaza-
das:

a) un promotor, operativo en dicha célula eucarittica;

b) una regién de DNA que, cuando se transcribe, produce una molécula de RNA con al menos una region de
RNA con una secuencia de nucleétidos que comprende

i) una secuencia de nucledétidos sentido de al menos 10 nucle6tidos consecutivos que tiene una identidad de
secuencia de entre 75 y 100% con al menos parte de una region de codificacion del &cido nucleico de in-
terés; y

i) una secuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una
identidad de secuencia de entre 75% y 100% con el complemento de dichos al menos 10 nucledtidos con-
secutivos de dicha secuencia de nucledtidos sentido;

en que el RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena
por apareamiento de bases entre las regiones con las secuencias de nucle6tidos sentido y antisentido; y

en que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaridtica.

29. Una célula de acuerdo con la Reivindicacion 28, en que la molécula de DNA quimérica comprende ademas una
region de DNA implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion.

30. Una célula eucaridtica que comprende un acido nucleico de interés, que se puede expresar fenotipicamente,
gue comprende ademdas una molécula de RNA quimérica que comprende al menos una region de RNA con una
secuencia de nucledtidos que comprende

i) una secuencia de nucleétidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de se-
cuencia de entre 75 y 100% con al menos parte de una region de codificacion del acido nucleico de interés; y

i) una secuencia de nucledtidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una
identidad de secuencia de entre 75% y 100% con el complemento de dichos al menos 10 nucle6tidos conse-
cutivos de dicha secuencia de nucleétidos sentido;

en que dicho RNA es capaz de formar un RNA artificial en horquilla con una regién de RNA de doble cadena por
apareamiento de bases entre las regiones con las secuencias de nucleétidos sentido y antisentido de modo que al
menos dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10 nucleétidos
consecutivos de la secuencia antisentido; y

en que dicho acido nucleico de interés es un gen integrado en el genoma de dicha célula eucaridtica.

31. La célula eucarittica de la Reivindicacion 29 6 30, que es una célula vegetal.

32. Una planta que comprende la célula vegetal de la Reivindicacion 31.

33. Una molécula de RNA quimérica que comprende al menos una region de RNA con una secuencia de nucledtidos
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que comprende

i. una secuencia de nucleétidos sentido de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de se-
cuencia de entre 75y 100% con al menos parte de una regiéon de codificacion de un &cido nucleico de interés;
siendo dicho &cido nucleico de interés un gen incorporado en el genoma de una célula eucaridtica; y

ii. una secuencia de nucleétidos antisentido que incluye al menos 10 nucleétidos consecutivos, que tiene una
identidad de secuencia de entre 75% y 100% con el complemento de dichos al menos 10 nucle6tidos conse-
cutivos de dicha secuencia de nucleétidos sentido;

en que el RNA es capaz de formar una estructura de RNA artificial en horquilla con un tallo de RNA de doble cadena
por apareamiento de bases entre las regiones con las secuencias de nucle6tidos sentido y antisentido de modo que
al menos dichos 10 nucleétidos consecutivos de la secuencia sentido se apareen por bases con dichos 10 nucle6ti-
dos consecutivos de la secuencia antisentido.

34. La célula de acuerdo con la Reivindicacion 28, o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacion
33, en que la molécula de RNA comprende ademas una secuencia de nucleotidos espaciadora situada entre dichas
secuencias de nucleétidos sentido y antisentido.

35. La célula de acuerdo con la Reivindicacion 28 o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacién
33, en que dicha secuencia de nucleétidos sentido tiene una longitud total de al menos 15 nucleétidos, preferible-
mente al menos 50 nucleotidos.

36. La célula de acuerdo con la Reivindicacion 28, o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacion
33, en que la secuencia de nucleédtidos sentido total tiene una identidad de secuencia de al menos 85% con la parte
correspondiente del 4cido nucleico de interés.

37. La célula o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacion 36, en que la secuencia de nucleéti-
dos sentido incluye una secuencia de aproximadamente 20 nucleétidos con una identidad de secuencia del 100%
con respecto a la parte correspondiente del &cido nucleico de interés.

38. La célula o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 35 a 37, en que
dicha secuencia de nucledtidos antisentido tiene una longitud total que corresponde a la de la secuencia de nucleéti-
dos sentido.

39. La célula o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 35 a 37, en que la
longitud de la secuencia de nucledtidos antisentido difiere de la de la secuencia de nucle6tidos sentido en aproxima-
damente un 10%.

40. La célula de acuerdo con la Reivindicacién 28, o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacién
33, en que la secuencia de nucleétidos antisentido tiene una identidad de secuencia de al menos 85% con respecto
al complemento de la secuencia de nucledtidos sentido.

41. La célula o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacién 40, en que la secuencia de nucleoti-
dos antisentido incluye una secuencia de 20 nucleétidos con una identidad de secuencia del 100% con respecto al
complemento de la secuencia de nucleétidos sentido.

42. La célula de acuerdo con la Reivindicacion 28, o la molécula de RNA quimérica de acuerdo con la Reivindicacién
33, para uso en la reduccion de una infeccion virica o en la obtencién de resistencia a una enfermedad.

43. Un método para modificar el perfil de acidos grasos en el aceite de una planta, método que comprende la opera-
cion de introducir un DNA quimérico en las células de dicha planta, DNA quimérico que comprende las siguientes
partes operativamente enlazadas:

a) un promotor expresable en plantas; y

b) una regién de DNA que, cuando se transcribe, produce una molécula de RNA que comprende una region de
RNA capaz de formar una estructura artificial de tallo-bucle, en que una de las secuencias de RNA hibridantes de
la estructura de tallo-bucle comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 10 nucle6tidos consecutivos
que tiene una identidad de secuencia de al menos 75% con al menos parte de la secuencia de nucleétidos de un
marco de lectura abierto que codifica la A12 desaturasa, y en que la segunda de dichas secuencias de RNA
hibridantes comprende una secuencia de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de se-
cuencia de al menos 75% con al menos parte del complemento de al menos parte de la secuencia de nucleétidos
de dicho marco de lectura abierto que codifica la A12 desaturasa.

44. Un método de acuerdo con la Reivindicacién 43, en que el DNA quimérico comprende ademas una region de
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DNA implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacién.

45. El método de la reivindicacién 43 6 44, en que dicha modificacion del perfil de acidos grasos comprende aumen-
tar el contenido de &cido oleico.

46. Una planta que produce aceite con un perfil de acidos grasos modificado, planta que comprende un DNA quimé-
rico, DNA quimérico que comprende las siguientes partes operativamente enlazadas:

a) un promotor expresable en plantas; y

b) una regién de DNA que, cuando se transcribe, produce una molécula de RNA que comprende una regién de
RNA capaz de formar una estructura artificial de tallo-bucle, en que una de las secuencias de RNA hibridantes de
la estructura de tallo-bucle comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 10 nucle6tidos consecutivos
gue tiene una identidad de secuencia de al menos 75% con al menos parte de la secuencia de nucleétidos de un
marco de lectura abierto que codifica la A12 desaturasa, y en que la segunda de dichas secuencias de RNA
hibridantes comprende una secuencia de al menos 10 nucleétidos consecutivos que tiene una identidad de se-
cuencia de al menos 75% con al menos parte del complemento de al menos parte de la secuencia de nucleotidos
de dicho marco de lectura abierto que codifica la A12 desaturasa.

47. Una planta de acuerdo con la Reivindicacion 46, en que el DNA quimérico comprende ademas una region de
DNA implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacién.

48. El método de la Reivindicacion 43 o la planta de la Reivindicacion 46, en que dicha region de DNA comprende la
secuencia de nucledtidos de ID. SEC. n° 6.

49. El método de la Reivindicacion 43 o la planta de la Reivindicacion 46, en que dicho promotor expresable en plan-
tas es un promotor especifico de semillas.

50. El método de la Reivindicacion 43 o la planta de la Reivindicacion 46, en que dicha planta es colza de semilla
oleaginosa.
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