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DESCRIPCIÓN 
 
Procedimiento para la obtención de plantas transgénicas resistentes a los fitopatógenos basado en la interferencia 
por ARN (ARNi). 
 5 
La presente invención se refiere a un procedimiento para obtener plantas transgénicas resistentes al ataque de 
fitopatógenos basado en la interferencia por ARN (ARNi) para su protección del ataque de parásitos y fitófagos, que 
comprende la expresión de ARNbc en los tejidos vegetales adecuados para inhibir la funcionalidad de un receptor 
RAPG, cuyo funcionamiento es vital para los hongos, insectos herbívoros o nematodos fitopatógenos. En particular, 
la presente invención se refiere a plantas que expresan ARNbc en sus tejidos, que se pueden obtener con dicho 10 
tratamiento de protección preventiva de los ataques de hongos, insectos herbívoros o nematodos fitopatógenos. 
 
La ARNi es un proceso natural conservado durante la evolución y presente en todos los organismos. Se trata de un 
mecanismo de silenciamiento génico por el que diversos fragmentos de ARN bicatenario son capaces de interferir y 
extinguir la expresión génica. Una vez que una molécula de ARN bicatenario (ARNbc) se ha definido, el denominado 15 
sistema de ARNi es capaz de activar el mecanismo de ARNi (Brandt, 2002). 
 
Mediante una enzima denominada dicer, la secuencia de ARNbc se corta en fragmentos que tienen una longitud 
más corta (19-21 pares de bases) (Hamilton y Baulcombe, 1999). El fragmento corto de ARNbc (denominado ARN 
corto de interferencia, o ARNsi) se asocia a un complejo enzimático denominado RISC (complejo de silenciamiento 20 
de la interferencia por ARN). El ARNbc se abre, probablemente por medio de una helicasa: sólo la cadena 
complementaria de ARN permanece asociada al RISC, mientras que la cadena transcrita se degrada. El complejo 
RISC es capaz de reconocer entre los numerosos ARNm presentes en el citosol, que es complementario al 
fragmento de ARN complementario asociado al mismo complejo. Si el emparejamiento entre ARNsi y ARNm es 
perfecto (o casi perfecto), un componente de RISC (denominado proteína argonauta) es capaz de efectuar un corte 25 
en el ARNm (Hammond et al., 2001). Por tanto, los dos fragmentos de ARNm resultantes, uno sin cabeza en 5' y el 
otra sin cola de los polos A en 3', son degradados rápidamente por la ARNasa de la propia célula. Otra proteína 
común, aunque no universalmente presente en el sistema de ARNi, es la ARN polimerasa dependiente de ARN 
(RdRP) que sintetiza ARNbc a partir de un molde de ARN monocatenario para producir el mecanismo de ampliación 
de ARNi. 30 
 
El descubrimiento de la ARNi como un procedimiento de silenciamiento génico potente y fácil ha despertado la 
atención de toda la comunidad científica. La ubicuidad del fenómeno le ha permitido ser estudiado en numerosas 
especies. Muchos experimentos se basan de hecho en la simple inmersión de organismos completos en soluciones 
que contienen ARNbc o mediante la alimentación con bacterias que expresan ARNdc. Esto ha permitido la rápida 35 
identificación de los genes involucrados en el ARNi en C. elegans, y el descubrimiento de sus homólogos 
en Drosophila, plantas y hongos, y se ha demostrado que fenómenos, que estaban clasificados por primera vez 
como PTGS represores (silenciamiento génico tras la transcripción), son todos parte de un único proceso cuyas 
raíces se fundan en un único mecanismo ancestral. 
 40 
En el contexto de los vegetales, las aplicaciones de silenciamiento génico por medio de ARNi han permitido producir 
variedades de interés agrícola con un aumento de los niveles de resistencia a enfermedades, insectos, o con gran 
calidad nutritiva. 
 
Algunos investigadores, por ejemplo, han contribuido a mejorar las plantas de arroz utilizando la técnica de 45 
ARNi. Han reducido los contenidos de glutenina que produce una variedad de arroz denominada LGC-1 (bajo 
contenido de glutenina 1) adecuado para los pacientes con insuficiencias renales, incapaces de digerir la glutenina 
(Kusaba et al., 2003). 
 
Otras aplicaciones de ARNi se refieren a la eliminación de endotoxinas vegetales mediante el silenciamiento génico 50 
implicado en la biosíntesis de la toxina. La enzima teobromina sintasa de las plantas de café se inactivó con ARNbc 
lo que permite la producción de café descafeinado (Ogita et al., 2003). Los experimentos de silenciamiento utilizando 
ARNbc se han llevado a cabo también en patógenos y fitófagos de plantas de interés agrícola para inhibir la 
expresión de algunos de sus genes vitales. Las microinyecciones de ARNbc en larvas y coleópteros adultos 
(Tribolium castaneum) en fase terminal han permitido silenciar los genes y estudiar su función (Tomoyasu y Denell, 55 
2004). Algunos investigadores han llevado a cabo pruebas con larvas de Diabrotica virgifera virgifera LeConte 
alimentadas con una dieta sintética enriquecida con ARNbc específico para identificar genes esenciales para la 
vitalidad del insecto. Estas pruebas condujeron a la identificación de 14 genes clave cuya inactivación debida a 
interferencias causa la muerte de las larvas. Las plantas de maíz transgénico que expresan uno de estos ARNbc 
han demostrado altos niveles de protección, comparables a los obtenidos con plantas transgénicas que expresan la 60 
toxina Bt (Baum et al., 2007). A diferencia de estas últimas, sin embargo, las plantas transgénicas que expresan 
ARNbc tienen un impacto ambiental reducido. El efecto de inhibición de los genes de insectos, de hecho, en este 
caso depende exclusivamente del reconocimiento específico entre el ARNsi y la secuencia objetivo que debe 
inactivarse. Se eliminan, por lo tanto, los problemas relacionados con la introducción de moléculas "extrañas" en el 
medio y las interacciones con organismos que no son objetivo. 65 
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Para la lucha contra agentes patógenos y organismos fitófagos la selección del gen objetivo que debe inactivarse es 
de importancia fundamental. 
 
Los receptores acoplados a la proteína G (RAPG) comprenden un gran vasto grupo de proteínas, estructural y 
funcionalmente similares entre sí, que ejercen funciones de vital importancia en todos los organismos 5 
eucariotas. Constan de una sola cadena de polipéptido que atraviesa la membrana siete veces con el extremo del 
terminal amino extracelular y el extremo del terminal carboxilo intracelular; después de la unión con ligandos 
extracelulares (péptidos, moléculas pequeñas, iones, luz y compuestos aromáticos) el receptor se activa 
desencadenando una respuesta en la célula que conduce a la producción de un mensaje secundario (AMPc, Ca2+, 
GMPc, IP3). 10 
 
La mayoría de los organismos de interés agrícola tienen numerosos RAPG, la mayoría de los cuales son 
fundamentales para el ejercicio correcto de sus funciones vitales o por su patogenicidad. Las especies más 
estudiadas ampliamente, cuyo genoma se secuenció y se registró completamente y en el que existe una 
considerable información sobre la biología del desarrollo, son obviamente los organismos modelo: Drosophila 15 
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces y Neurospora. D. melanogaster es el artrópodo más 
ampliamente estudiado y se considera el organismo modelo para el estudio de los insectos perjudiciales. En 
el genoma de Drosophila aproximadamente se han identificado 270 RAPG, agrupados en 5 familias. Recientemente 
se ha completado también la secuencia del genoma del mosquito Anopheles gambiae . Un enfoque bioinformático 
detallado ha conducido a la identificación de 276 RAPG en el genoma de este díptero de gran interés sanitario. Una 20 
gran cantidad de información también está disponible en la especificidad de expresión de estos genes en las 
distintas fases de desarrollo y un análisis comparativo detallado se ha realizado con el genoma de Drosophila 
melanogaster. 
 
C. elegans es el modelo metazoario ampliamente estudiado desde un punto de vista genético, neurobiológico, 25 
celular y molecular. Además para este organismo la secuencia del genoma es completa y una gran cantidad de 
información relativa a la bioinformática, la expresión, además de la transducción de señales, la neurobiología, el 
desarrollo, el comportamiento, la reproducción se proporciona en la bibliografía. Los proyectos financiados por 
instituciones públicas también se encuentran en una fase avanzada, que tienen por objeto la identificación de 
aproximadamente 315.000 EST (etiquetas de secuencia expresada) de 20 especies diferentes de parásitos 30 
nematodos. La disponibilidad de toda esta información permitirá clonar los ADNc de los RAPG muy rápidamente y 
de este modo utilizarlos como blancos de los ARNi y nematicidas potenciales. 
 
Menos información, por otra parte, está disponible para los RAPG de hongos. Un total de dos vías de transducción 
en las que intervienen como mediadores los RAPG se han identificado tanto en ascomicetos como en 35 
basidiomicetos: 
 

a) respuesta a las feromonas (RAPG = STE); 
 
b) respuesta a factores nutritivos (sensores de glucosa). 40 
 

Existe mucha más información disponible sobre las proteínas G heterotriméricas, efectores directos de los RAPG, 
tanto en ascomicetos como en basidiomicetos (Li et al., 2007). Al menos 3 subunidades Gα se han identificado y no 
se ha obtenido ningún mutante de diversas especies de hongos (Saccharomyces, Neurospora, Aspergillus, Ustilago, 
Fusarium, Colletotrichus, Cryphonectria, etc.) la que sugiere la implicación de las proteínas G en una amplia gama 45 
de vías de señalización: la respuesta a feromonas, la sensibilidad a los nutrientes, la esterilidad, el crecimiento vital, 
la virulencia y patogenicidad, el desarrollo de las ascosporas, la morfogénesis, la luz. Por tanto, es evidente que la 
inactivación de estos RAPG interfiere con las señales de vital importancia de los hongos patógenos. 
 
En conclusión, la interferencia por medio de ARNi en los RAPG de cualquier organismo sería por lo tanto 50 
extremadamente específica ya que el porcentaje de homología de genes entre los RAPG de insectos, nematodos, 
hongos y mamíferos nunca excede de 20-30% (véase la Tabla 1 a continuación). Del mismo modo, el porcentaje en 
relación con la homología entre los RAPG de las especies que pertenecen al mismo orden nunca es completa (de 
aproximadamente 90%) y esto asegura la discriminación entre especies de organismos perjudiciales y los benévolos 
con el medio ambiente (datos no publicados). 55 
 
Tabla 1. Ejemplo de grados de homología entre especies de un insecto dado y otras especies de organismos: 
 

ser humano ≅ 20 - 30% 
 60 
insecto que pertenece al mismo orden ≅ 90% 
 
insecto que pertenece a un orden diferente ≅ 30 - 55%. 

 
Hasta ahora, la mayoría de las sustancias utilizadas como pesticidas, nematocidas o fungicidas son moléculas con 65 
un amplio espectro, existe por lo tanto una enorme demanda de procedimientos más selectivos que interfieren 

E09797438
31-07-2014ES 2 488 121 T3

 



 4

específicamente con la supervivencia y la fertilidad de los organismos nocivos, pero al mismo tiempo tienen un 
efecto mínimo o ninguno en los organismos que no son objetivo y sobre el medio ambiente. Los nematocidas 
actualmente presentes en el mercado, por ejemplo, son muy tóxicos, costosos y difíciles de utilizar. El bromuro de 
metileno, que es el producto más ampliamente utilizado para la lucha contra nemátodos, hongos y bacterias en 
árboles frutales y vegetales en California y Florida, es una neurotoxina que también reduce la capa de ozono en la 5 
atmósfera. Otros nematocidas utilizados son aldicarb (Temik) y 1',1,3-dicloropropeno (TeloneII), ambos 
cancerígenos para los seres humanos. 
 
Basándose en lo mencionado anteriormente, existe una demanda evidente de nuevos procedimientos y objetivos 
biológicos relativos que interfieren específicamente con la supervivencia y la fertilidad de los organismos 10 
fitopatógenos (es decir, parásitos y fitófagos) más selectivamente y, en consecuencia tienen un menor impacto 
ambiental. 
 
El solicitante ha descubierto que los receptores RAPG pueden ser objetivos convenientes para la lucha contra 
parásitos y fitófagos de plantas, tales como hongos, insectos y nematodos. Muchos de estos RAPG, de hecho, 15 
tienen una secuencia génica que es muy específica para organismos nocivos, por consiguiente, las moléculas de 
ARNbc son capaces de inhibir su funcionalidad y no pueden dañar el organismo hospedador (planta) o un 
consumidor que no es objetivo de la misma planta (es decir, los seres humanos, otros animales). En particular, los 
solicitantes han preparado un procedimiento que utiliza la expresión del ARNbc para inhibir la funcionalidad de un 
receptor RAPG, cuyo funcionamiento es vital para los hongos, insectos herbívoros o nematodos fitopatógenos. 20 
 
Las ventajas que se pueden asociar a la tecnología, objeto de la presente invención, se resumen a continuación: 
 

a) la selectividad, que puede hacer daño al insectos herbívoros, nematodos u hongos parásitos, pero no a otros 
organismos benévolos (por ejemplo abejas); 25 

 
b) seguridad de los alimentos, por la misma razón que el anterior, pero también por el hecho de que una 

molécula de ARN puede degradarse fácilmente y no persiste en el medio ambiente; 
 
c) la posibilidad de expresar ARNbc también en partes de la planta, que normalmente sería particularmente 30 

difícil de alcanzar incluso con tratamiento químico general (por ejemplo, pirámide); 
 
d) la ausencia potencial de riesgo alergénico, como nuevas proteínas de la planta hospedadora no se expresan; 
 
e) la posibilidad de seleccionar las plantas con una homología proteómica alta/total, con una selección natural 35 

adecuada de clones. 
 
El solicitante ha descubierto un procedimiento para la obtención de plantas transgénicas resistentes al ataque de 
uno o más fitopatógenos como Spodoptera littoralis y/o Meloidogine incognita por interferencia de ARN que 
comprende las siguientes fases: 40 
 

a) Aislamiento de la secuencia de nucleótidos del ADNc que codifica un receptor acoplado a proteína G (RAPG), 
o una porción del mismo, cuya función es vital para el fitopatógeno, en el que dicha secuencia de nucleótidos 
del ADNc codifica un receptor RAPG seleccionado de entre AlstCR de SEC. ID. nº 2, DHR de SEC. ID. nº 3 u 
Oct/TyrR de SEC. ID. nº 6 cuando dicho insecto es Spodoptera littoralis y en la que dicha secuencia de 45 
nucleótidos del ADNc codifica un receptor RAPG seleccionado de entre receptor serotonínico de SEC. ID. nº 
9 o receptor neuropeptídico de SEC. ID. nº 11 cuando dicho fitopatógeno es Meloidogine incognita; 

 
b)  construcción de un vector de expresión que comprende la secuencia de nucleótidos de ADNc que codifica un 

RAPG o una porción del mismo determinada por la etapa a), flanqueado por dos sitios de recombinación 50 
específicos; 

 
c) reacción de recombinación del vector de expresión de la etapa b) con un vector binario que comprende un 

activador constitutivo o específico para el tejido, los mismos sitios de recombinación específicos y una 
secuencia intrónica para obtener un plásmido recombinante; 55 

 
d) transferencia de dicho plásmido recombinante en células competentes de Agrobacterium tumefaciens y 

transformación de la planta; 
 
e) cultivo de la planta y obtención de la expresión constitutiva o específica para el tejido de ARNbc en dicha 60 

planta. 
 

El procedimiento descrito en la presente memoria utiliza la expresión ARN bicatenario para inhibir la funcionalidad de 
un receptor RAPG, cuyo funcionamiento es vital para los hongos, insectos herbívoros o nematodos fitopatógenos, y 
dicho ARNbc se expresa en los tejidos vegetales de modo que pueda ser absorbido a través del haustorio fúngico o 65 
ingerido por el insecto o nematodo. 
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Dichos fitopatógenos se seleccionan preferentemente de entre los insectos de los tipos lepidóptero o coleóptero a 
menudo herbívoros cuando están en estado de larvas, nematodos y hongos. Los insectos herbívoros en fase adulta 
o de larva puede ser Spodoptera littoralis, Heliotis virescens. Dicho nematodo puede seleccionarse de 
entre Meloidogyne incognita, Meloidogyne hapla, Globodera rostochiensis. Los hongos fitopatógenos se pueden 5 
seleccionar de entre oídio, roya, Septoria, Venturia o Alternaria. Estos hongos pueden difundirse en el filoplano, o en 
las partes hipógeas de la planta, y se asientan en las partes superficiales, como también en los tejidos más internos. 
 
En la práctica de la invención, uno o más ARNbc pueden expresarse constitutivamente en los tejidos de toda la 
planta, o en determinadas partes, tales como el filoplano, o en el sistema radicular, utilizando activadores específicos 10 
(activadores específicos de tejido). La expresión en las partes hipógeas de la planta puede estar orientada a luchar 
contra, por ejemplo, fitopatógenos terrestres, mientras que en el sistema radicular se utiliza para la lucha contra 
nematodos u otros insectos nocivos. Por consiguiente, según formas de realización preferidas de la invención, 
cuando la expresión del ARNbc es específica para el tejido, dicho tejido se selecciona de los grupos que consisten 
en filoplano, tronco, sistema radicular, yemas, flores, frutos. 15 
 
El procedimiento descrito en la presente invención comprende la selección de uno o más receptores RAPG como 
objetivo de interferencia de ARN, dicho receptor debe ser vital para el fitopatógeno contra el cual la planta ha de 
hacerse resistentes. En relación a los insectos, nematodos u hongos diversos tipos de receptor de RAPG se puede 
utilizar como diana. Dicho receptor diana de RAPG se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en 20 
alatostatina C o A, octopamina/tiramina, péptido PBAN, hormona diurética, hormona adipocinética, neuropéptidos, 
dopamina, serotonina y receptores semejantes a rodopsina. Según una forma de realización preferida, en la que, 
cuando dicho insecto herbívoro es Spodoptera littoralis, la secuencia de nucleótidos del ADNc que codifica un 
receptor RAPG o una porción del mismo se selecciona de entre el grupo que consiste en AlstCR (SEC. ID. nº 2), 
DHR (SEC. ID. nº 3), u Oct/TyrR (SEC. ID. nº 6). Con respecto a otras especies de lepidópteros, tales como por 25 
ejemplo, Heliotis virescens, los autores han descubierto que el receptor RAPG homólogo al de alatostatina C 
de Spodoptera podría representar el objetivo de elección para este tipo de insecto herbívoro. 
 
Con respecto a la utilización del procedimiento según la invención para la obtención de plantas transgénicas 
resistentes a nematodos parásitos, en particular de la especie Meloidogyne incognita, los autores de la presente 30 
invención han descubierto dos posibles receptores silenciadores de la diana RAPG por medio de ARNi. La 
secuencia de nucleótidos del ADNc que codifica los receptores RAPG anteriores se selecciona de entre el grupo que 
consiste en receptores serotonínicos (homólogos de los receptores de serotonina de C. elegans , SEC. ID. nº 9), y 
del receptor de neuropéptidos (homólogo del receptor de neuropéptidos de C. elegans Q2TGX5_MELIC, SEC. ID. nº 
11). 35 
 
Según una forma de realización preferida del procedimiento de la presente invención, uno o más ARNbc pueden 
expresarse en los tejidos de la planta transgénica obtenida. De esta manera, es posible obtener líneas que expresan 
dos o tres tipos diferentes de ARNbc y las mismas plantas por lo tanto pueden ser resistentes al ataque de ambos 
fitófagos (que se alimentan de hojas frecuentemente) y parásitos de las raíces. Aunque conservando la especificidad 40 
de la resistencia a las especies individuales de organismos nocivos, pueden producirse plantas, que son resistentes 
a varias especies, incluso muy diferentes entre sí, es decir, que pertenecen a grupos desde el punto de vista 
filogenético completamente distantes (Phyla). Por consiguiente, las fases a) a c) del procedimiento descrito en la 
presente memoria se pueden repetir en paralelo utilizando en cada fase, una secuencia de nucleótidos de ADNc que 
codifica un receptor RAPG vital para diferentes fitopatógenos (es decir nematodos o insectos, diferentes especies de 45 
nematodos, insectos u hongos) para obtener uno o más plásmidos recombinantes y d) transformando conjuntamente 
la misma planta o d1) transformando diferentes plantas y cruzándolas. Gracias a los cruces entre plantas 
transformadas, pueden crearse también plantas que expresan ARNbc específicos tanto contra RAPG de insectos 
(es decir, Spodoptera, Heliotis ), y contra RAPG de nematodos (M. incognita). 
 50 
La presente invención también comprende la utilización de la tecnología de interferencia de ARN para la protección 
de plantas de interés agronómico (tales como, por ejemplo, cereales, plantas solanáceas, vides, hortalizas), plantas 
ornamentales (tales como rosas, etc.), plantas ambientales (tales como las coníferas, tilos, chopos, etc.) Según una 
forma de realización preferida de la invención se utiliza una planta solanácea, preferentemente tabaco, más 
específicamente Nicotiana tabacum. 55 
 
Un objeto adicional de la presente invención se refiere a una planta de tabaco transgénica resistente a uno o más 
fitopatógenos como Spodoptera littoralis y/o Meloidogyne incognita que pueden obtenerse según el procedimiento 
definido anteriormente. Las plantas modificadas genéticamente para inhibir los receptores RAPG de fitopatógenos, 
según los procedimientos previstos por la presente invención, se pueden utilizar para la producción de alimentos 60 
destinados a seres humanos o para la zootecnia, pero también para la producción de biomasa para fines industriales 
(papel, fibras, sustancias farmacológicas, biomasas para la producción de energía o de sustancias químicas básicas, 
etc.) Según una forma de realización preferida de la presente invención, dicha planta transgénica es una planta de 
tabaco resistente a uno de sus parásitos más dañinos, el insecto Spodoptera littoralis. En particular, la planta de 
tabaco transgénica (es decir, Nicotiana tabacum ) expresa un ARNbc capaz de inhibir una receptor RAPG de S. 65 
littoralis (seleccionado de entre AlstCR (SEC. ID. nº 2), DHR (SEC. ID. nº 3) u Oct/TyrR (SEC. ID. nº 6), mediante la 

E09797438
31-07-2014ES 2 488 121 T3

 



 6

ingestión de tejido vegetal que expresa dicho ARNbc por el mismo insecto en la fase de larva. En una forma de 
realización particularmente preferida, la presente invención se refiere a una planta transgénica resistente a 
Spodoptera littoralis, caracterizada por que es una planta de tabaco y expresa ARNbc en la que la cadena 
complementaria es complementaria al ARNm que codifica el receptor AlstCR (SEC. ID. nº 2) o DHR (SEC. ID. nº 3). 
Según otra forma de realización preferida, la invención se refiere a una planta transgénica resistente a Meloidogyne 5 
incognita caracterizada por que es una planta de tabaco y expresa un ARNbc en el que la cadena complementaria 
es complementaria del ARNm que codifica la SEC. ID. nº 11. 
 
Un objeto de la presente invención por lo tanto se refiere a un procedimiento para el tratamiento profiláctico de 
plantas para hacerlas resistentes al ataque de uno o más insectos, nematodos y hongos fitopatógenos que 10 
comprende las fases a) - e) del procedimiento definido anteriormente. A fin de garantizar su mejor desarrollo, las 
plantas obtenidas de este modo pueden, si es necesario, ser sometidas a una fase de tratamiento con fertilizantes, 
reguladores del crecimiento o bioestimulantes, o con productos fungicidas, herbicidas, insecticidas y nematicidas, 
sintéticos o naturales. Estas aplicaciones podría permitir a un menor riesgo de seleccionar parásitos resistentes con 
respecto a la actividad biocida obtenida con el objetivo tecnológico de esta patente, y que es posible tener una 15 
acción sinérgica entre la aplicación de un pesticida y la actividad biocida obtenida con el objeto tecnológico de la 
presente invención. 
 
La presente invención se describirá a continuación a título ilustrativo pero no limitativo, según sus formas de 
realización preferidas haciendo referencia específica a las figuras de los dibujos adjuntos, en los que: 20 
 

- La figura 1 muestra las secuencias de los ADNc que codifican los receptores RAPG: AlstAR, AlstCR, DHR, 
AKHR, LGR1, OctR, Or83b, PBANR clonado a partir de S. littoralis; 

 
- la figura 2 muestra las secuencias de los ADNc que codifican los receptores RAPG: semejantes a MiSerR1, 25 

semejantes a MiDopR1 y semejantes a MiNpR1 clonados en Meloidogyne incognita; 
 
- la figura 3 muestra el análisis por RT-RCP de plantas transgénicas AlstCR (bandas 1 a 7); WT1 y WT2: 

plantas de tabaco no transformadas; M: marcador de peso molecular conocido; C+: plásmido pENTR+AlstCR; 
 30 
- la figura 4 muestra los histogramas relativos a la tasa de mortalidad después de 4 semanas de larvas de 

Spodoptera littoralis alimentadas con plantas de tabaco transgénicas que expresan ARNbc específico para 
AlstCR; 

 
- la figura 5 muestra la tendencia de la tasa de mortalidad de larvas de Spodoptera littoralis alimentadas con 35 

plantas de tabaco transgénicas que expresan ARNbc específica para AlstCR y DHR; 
 
- la figura 6 muestra los histogramas relativos al porcentaje de raíces de tabaco infectadas por M. incognita de 

plantas silvestres y plantas transgénicas que expresan semejantes a MiNpR1/ARNdc. 
 40 
A título ilustrativo pero no limitativo de la presente invención, se describen dos ejemplos de transformaciones de una 
planta solanácea, a saber, el tabaco, para proteger dicha planta de dos de sus parásitos más dañinos, el insecto 
Spodoptera littoralis y el nematodo Meloidogyne incognita. 
 
Ejemplo 1: Transformación de plantas de tabaco, con el fin de protegerlas del insecto Spodoptera littora lis 45 
 
Materiales y métodos 
 
Selección de objetivos de RAPG 
 50 
Los receptores de S. littoralis seleccionados como objetivos de la presente forma de realización de la invención son: 
 

1. AlstAR (receptor supuesto de alatostatina A); 
 
2. AlstCR (receptor supuesto de alatostatina C): 55 

 
estos dos RAPG son de fundamental importancia puesto que unen las alatostatinas, neuropéptidos cuya 
función principal es la de inhibir la síntesis de la hormona juvenil en la parte de las "corpora allata". Además 
de estar involucradas en el proceso de activación de la metamorfosis (Weaver et al., 1994), las alatostatinas 
también son importantes para la regulación de las contracciones de los músculos lisos intestinales y en el 60 
desarrollo y funcionalidad de los ovarios (Aguilar et al., 2003;. Meyering-Vos et al., 2006); 

 
3. DHR (receptor de la hormona diurética DH): importante para la regulación de la diuresis (Johnson et al., 

2004); 
 65 
4. PBAN-R (receptor del neuropéptido de activación de la biosíntesis de feromonas, PBAN): une un pequeño 
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péptido que activa la síntesis y liberación de feromonas sexuales (Rafaeli et al., 2007); 
 
5. AKHR (receptor supuesto de la hormona adipocinética AKH): importante para el metabolismo de 

carbohidratos y lípidos y también para los rendimientos del vuelo (Staubli et al., 2002); 
 5 
6. LGR1 (Receptor acoplado a la proteína G que contiene repeticiones ricas en leucina): pertenece al grupo de 

receptores acoplados a la proteína G que contienen repeticiones ricas en leucina (LGR) y ejerce una función 
fundamental en la reproducción (Nishi et al., 2000); 

 
7. Oct/TyrR, receptor supuesto de octopamina y tiramina: es capaz de interactuar con neurotransmisores tales 10 

como octopamina y tiramina y es por lo tanto importante en los procesos de neuromodulación en órganos 
sensoriales y secretores (Farooqui, 2007); 

 
8. OR83b (receptor de la familia de receptores olfativos): a diferencia de otros miembros de la familia de 

receptores olfativos (OR), que sólo se expresan en pequeñas subpoblaciones de neuronas sensoriales 15 
olfativas, OR83b se expresa en casi todas las neuronas de la antena (Neuhaus et al., 2005). En lugar de 
tener un cometido directo en la función olfatoria, interactúa con los miembros de OR convencionales y es 
esencial para su localización en los cuerpos celulares a los cilios sensoriales donde tiene lugar la interacción 
con las moléculas de olor. Durante la función general ejerce en el sistema olfativo, OR83b es sin duda de 
fundamental importancia para la percepción de olores y, por tanto, para la nutrición de los insectos. 20 

 
A fin de realizar experimentos con ARNi, todas las secuencias que codifican los RAPG se clonaron en Spodoptera 
con la excepción del gen que codifica PBAN-R ya presente en el banco de datos (AF401480). 
 
Las secuencias que codifican los receptores AlstAR, DHR, LGR1, Or83b, Oct/TyrR, y parte de la secuencia que 25 
codifica el receptor de AlstCR y el receptor AKHR, se aislaron utilizando el ADNc transcrito posterior por la ARN total 
extraído de S. littoralis, utilizando cebadores degenerados procedentes de la comparación de regiones conservadas 
entre estos genes en varias especies de insectos. Para PBAN-R, por otro lado, se utilizaron cebadores específicos 
para el aislamiento de la secuencia de codificación a partir de larvas en fase V. Para los demás receptores, 
basándose en los datos de expresión disponibles en la bibliografía, las secuencias se aislaron utilizando diferentes 30 
tejidos y fases de crecimiento del insecto. En particular, el gen que codifica los receptores LGR se amplió en huevos, 
mientras que DHR en larvas en fase V; el gen que codifica los receptores AlstAR, AlstCR, AKHR, Or83b, Oct/TyrR 
se ampliaron por ARN extraído de la cabeza de individuos adultos. Los productos de RCP se secuenciaron y se 
utilizaron para el diseño de cebadores específicos para losexperimentos en 5' y 3' RACE-RCP. Las secuencias 
aisladas se clonaron en el plásmido pCR® 2.1-TOPO® (Invitogen) y se secuenciaron en su totalidad (figura 1). 35 
 
Aislamiento y clonación de los receptores seleccionados 
 
Clonación del receptor AlstAR 
 40 
Con el fin de aislar el ADNc que codifica el receptor de alatostatina A de Spodoptera littoralis, se diseñaron 
cebadores degenerados en regiones conservadas determinadas por la alineación entre las secuencias de 
aminoácidos de los receptores homólogos de Bombyx mori, Drosophila melanogaster y Periplaneta americana. Las 
secuencias de los cebadores se indican a continuación (los nucleótidos entre paréntesis indican las posiciones 
degeneradas; el cebador es decir, una mezcla de oligonucleótidos, que contiene cada uno un nucleótido diferente en 45 
esa posición específica): 
 

1Fw: atg (ac) g (acgt) (at) (gc) (acgt) ac (agct) ac (agct) aa (tc) (tc) t (agct) (tc) t (agct) at (tc) a (ag) (tc) (SEC. ID. 
nº 12)  
 50 
2Fw: gt (agct) cc (agct) tt (tc) ac (agct) gc (agct) ac (agct) ga (tc) ta (tc) gt (agct) atg (SEC. ID. nº 13) 
 
1Rv: gt (agct) ac (agct) (ac) g (agct) atggt (agct) gt (agct) gt (agct) gt (agct) gt (agct)(SEC. ID. nº 14) 
 
2Rv: tgg (at) s (agct) tg (tc) gt (agct) aa (tc) cc (atcg) gt (atgc) (ac) t (tc) ta (tc) gc (agct) (SEC. ID. nº 15). 55 
 

Se extrajo todo el ARN de las cabezas de cada uno de los adultos de Spodoptera littoralis utilizando un kit 
comercializado por Promega. Las muestras de ARN se sometieron a un tratamiento con rDNasil (Ambion) para 
eliminar el ADN genómico contaminante. Se cargaron 2 µl de ARN en gel de agarosa al 1% en presencia de 
colorante de carga desnaturalizante y se cuantificaron usando un marcador específico para ARN (Fermentas) como 60 
referencia. Para el análisis cuantitativo se utilizó el programa informático Gene Tools (Perkin Elmer). Se transcribió 1 
µg de ARN completo en ADNc utilizando la enzima transcriptasa inversa RevertAid M-MuLV (Fermentas) y 500 ng 
de oligodT (Promega). 
 
Se obtuvo un fragmento de 507 pb de la ampliación del ADNc mediante 30 ciclos de RCP (10 s a 98ºC, 30 s a 50ºC, 65 
30 s a 72ºC) seguido de 10 minutos de ampliación a 72°C. La reacción se realizó en un volumen de 50 µl que 
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contiene cada cebador a una concentración de 2,5 µM, 0,2 mM de desoxinucleótidos (Fermentas) y 1 unidad de 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) en el tampón correspondiente. 
 
El fragmento obtenido se clonó en el vector de clonación pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenció posteriormente (Ceinge 
Biotecnologie Avanzate scarl) utilizando los oligonucleótidos M13Fw y M13Rv, específicos para el vector. 5 
 
Sobre la base de la secuencia, se diseñaron los siguientes grupos de oligonucleótidos para el 3' RACE (Grupo 1; 
transcrito) y 5' RACE (Grupo 2; complementario), respectivamente: 
 

Grupo 1:   10 
 

1s GCATCCCATAGCTTCCATGT (SEC. ID. nº 16) 
 
2s GGTGATATTAACCACAGCTATTCCCGTGGGC (SEC. ID. nº 17) 
 15 
3s GTATGCTGACGAGGTTGTGGAAGAGTGCTCC  (SEC. ID. nº 18) 
 
4s AAGGTGACGAGAATGGTTGTG (SEC. ID. nº 19) 
 
5s GCGCAGATAGTGTCGCATGTA (SEC. ID. nº 20) 20 

 
Grupo 2:  
 

1as AGACGACTCTTCCACAACCTCGTCAGCATAC (SEC. ID. nº 21) 
 25 
2as GTTAATATCACCACCCATAT (SEC. ID. nº 22) 
 
3as GCCCACGGGAATAGCTGTGGTTAATATCACC (SEC. ID. nº 23) 

 
Los extremos en 5' y 3' del gen se obtuvieron mediante RCP-RACE utilizando el RACEKIT 5'/3' en el que el cebador 30 
de anclaje y cebador de anclaje oligo (dT) se sustituyeron con oligo SL1 y oligo (dT) SL1 cuya secuencias se indican 
a continuación: 
 

SL1 GGTTTAATTACCCAACTTTGAG (SEC. ID. nº 24) 
 35 
dTSL1 GGTTTAATTACCCAACTTTGAGTTTTTTTTTTTTTTTT (ACG) (SEC. ID. nº 25). 
 

1 µl de ADNc, sintetizado utilizando 1,87 µM del cebador dTSL1, se amplió con los cebadores 1s y SL1 para obtener 
el extremo 3' del gen. Las condiciones de ampliación fueron: 
 40 
40 ciclos que comprenden 10 s a 98ºC, 30 s a 46ºC, 30 s a 72ºC seguido de 10 minutos de extensión a 72°C. Las 
ampliaciones posteriores se efectuaron utilizando el cebador SL1 en una combinación con cada una de los 
cebadores de Grupo 1 utilizando las condiciones anteriores como condiciones de ampliación. 
 
Se obtuvo un fragmento de 650 pb, clonado en el pCR2.1 y se secuenció como se describió anteriormente. 45 
 
Con el fin de ampliar el extremo 5', se siguió el protocolo indicado por el proveedor del kit, utilizando el cebador 1as 
para la síntesis del ADNc y los cebadores 2as-3as y SL1 para las ampliaciones. Se obtuvo un fragmento de 
aproximadamente 500 pb, se clonó y se secuenció. 
 50 
Con el fin de obtener el ADNc que codifica el gen completo, se amplió 1 µl de ADNc utilizado para las reacciones 
con los cebadores degenerados, con los siguientes cebadores: 
 

5'-ATGGCGTCGACTGAAGAC-3' (SEC. ID. nº 26) 
 55 
3'-TCAGACGATGTCATGGCA-5' (SEC. ID. nº 27) 

 
Las condiciones de ampliación utilizadas fueron las siguientes: 40 ciclos comprendiendo 10 s a 98ºC, 30 s a 60ºC y 
1 minuto a 72°C seguido de 10 minutos de ampliación  a 72°C. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1 080 
bases, se clonó en el vector pCR2.1 y se secuenció. 60 
 
La clonación del receptor de OR83b 
 
Con el fin de aislar el ADNc que codifica el receptor OR83b de Spodoptera littoralis, se diseñaron un cebador inverso 
específico y un cebador directo degenerado. La degeneración del cebador directo interesó sólo una posición desde 65 
la alineación entre las secuencias de nucleótidos respectivas provenientes de Spodoptera exigua, Heliothis 
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virescens, Helicoverpa zea y Mamestra brassicae puso de manifiesto un grado muy alto de conservación entre 
sí. Las secuencias de los cebadores se indican a continuación: 
 

Fw ATGACCAA (AG) GTGAAGGCCCAG (SEC. ID. nº 28) 
 5 
Rv GTGTTGGTACAACTCAAGTAA (SEC. ID. nº 29). 

 
Se utilizó el ADNc preparado como se describe en el párrafo anterior, y de éste se amplió 1 µl con 250 nM de cada 
uno de los dos cebadores en 30 ciclos que comprenden 10 s a 98ºC, 30 s a 50ºC, y 1,5 minutos de ampliación. Se 
obtuvo un fragmento de aproximadamente 1500 pb, que se clonó en el vector pCR2.1 y se secuenció como se 10 
describió anteriormente. 
 
Clonación del receptor DHR 
 
Con el fin de aislar el ADNc del receptor DHR de Spodoptera littoralis, se diseñaron cebadores degenerados 15 
basándose en la alineación entre las secuencias de proteínas correspondientes de Manduca sexta, Drosophila 
melanogaster, Nilaparvata lugens y Acheta domesticus. Las secuencias de los cebadores utilizados son las 
siguientes: 
 

1Fw: TT (TC) (TC) T (ATCG) TA (TC) TT (TC) AA (AG) GA (ATCG) (TC) T (ATG) (AC) G (ATCG) TG (TC) (SEC. 20 
ID. nº 30) 
 
2Rv: A (AG) (TC) TT (ATCG) GT (ATCG) AT (ATCG) A (AG) (ATCG) ACCCACAT (ATCG) AT (SEC. ID. nº 31). 

 
Se extrajo ARN de larvas en fase V por el procedimiento ya descrito. Para la cuantificación del ARN y la síntesis del 25 
ADNc, se utilizaron los protocolos descritos para la clonación de AlstAR. 
 
Se obtuvo un fragmento de 550 pb, mediante 45 ciclos de ampliación, que comprende 10 s a 98ºC, 30 s a 48ºC, y 1 
minuto a 72°C seguido de 10 minutos de extensión a 72°C, que se clonó posteriormente en el vector pCR2 .1 y se 
secuenció. 30 
 
Sobre la base de la secuencia, se diseñaron cebadores específicos y se utilizaron para las reacciones posteriores 
RACE 3' y 5' siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Las secuencias de los cebadores son las siguientes: 
 

Grupo 1: 35 
 

1s AACCTCATGTCGACGTATATTCTGTCT (SEC. ID. nº 32) 
 
2s ATGCTTGTAGAAGGTTTGTACCTGTAC (SEC. ID. nº 33) 
 40 
3s TGGGTTATATGCAGGTGCTTCGTCAAC (SEC. ID. nº 34) 

 
Grupo 2: 
 

1as GGATGGGGTGCGCCGGCGGTGTTCCTA (SEC. ID. nº 35) 45 
 
2as CATACATATGACCAGAATCGTACACGA (SEC. ID. nº 36) 
 
3as GGCGAGGTAGATGAGGCTGGTGACGTC (SEC. ID. nº 37). 

 50 
Para 3', se aisló un fragmento de aproximadamente 650 pb mediante 40 ciclos de ampliación, que comprenden 10 s 
a 98ºC, 30 s a 46ºC, 1 minuto a 72ºC y seguido de 10 minutos de ampliación a 72°C. Para 5', se obtuvo u n 
fragmento de aproximadamente 500 pb mediante 40 ciclos de ampliación según el procedimiento descrito 
anteriormente. 
 55 
Para el aislamiento de todo el ADNc se utilizaron los siguientes cebadores: 
 

5'-ATGGCGGAGAAGTGCCTGGCG-3' (SEC. ID. nº 38) 
 
3'-TCATACCGTGAGTCGTATGCT-5' (SEC. ID. nº 39) 60 
 

Un fragmento de 1190 pb se amplió con 1 µl de ADNc, sintetizado por ARN extraído de larvas en estadio V, con los 
cebadores Fw y Rv mediante 45 ciclos de ampliación, que comprenden 10 s a 98ºC, 30 s a 55ºC, 30 s a 72ºC y 
seguido de 10 minutos de ampliación. 
 65 
Clonación del receptor LGR1 
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Con el fin de aislar el ADNc del receptor LGR1 de Spodoptera littoralis, se diseñaron cebadores degenerados 
basándose en la alineación entre las secuencias de proteínas correspondientes de Bombyx mori, Drosophila 
melanogaster y Aedes aegypti. Las secuencias de los cebadores utilizados fueron las siguientes: 
 5 

1Fw: GC (ATGC) TA (TC) (TC) T (AGCT) AC (AGCT) CA (TC) (GC) (AGCT) (AGCT) TT (TC) CA (TC) TG (TC) 
TG (TC) (SEC. ID. nº 40) 
 
1Rv: TC (AGCT) A (TC) (AGCT) GG (AGCT) A (AG) (AG) CA (AGCT) AT (AGCT) (GC) (AT) (AGCT) GT (SEC. 
ID. nº 41). 10 

 
Se extrajo ARN de los huevos de Spodoptera littoralis, siguiendo el procedimiento ya descrito. Para la cuantificación 
del ARN y la síntesis del ADNc, se utilizaron los protocolos descritos para la clonación de AlstAR. 
 
Un fragmento de aproximadamente 1250 pb, se obtuvo mediante 45 ciclos de ampliación, que comprenden 10 s a 15 
98ºC, 30 s a 48ºC, 1,5 minutos a 72ºC y seguido de 10 minutos de ampliación a 72°C, que se clonó poste riormente 
en el vector pCR2.1 y se secuenció. 
 
En un análisis de la secuencia, se diseñaron los siguientes cebadores, posteriormente utilizados por las reacciones 
RACE en 3' y 5' por los métodos descritos anteriormente: 20 
 

Grupo 1: 
 
1s TGATGAAAATGCCTTCGC (SEC. ID. nº 42) 
 25 
2s CACGAACCAGTCAACAACAC (SEC. ID. nº 43) 
 
3s GAAAGCGTACCTGACGCATCATTTCCA (SEC. ID. nº 44) 
 
4s GTTATCAGTAATTACTTTAACTATAGT (SEC. ID. nº 45) 30 

 
Grupo 2: 
 

1as ACTGCCGGAGTCTGAGAAGTA (SEC. ID. nº 46) 
 35 
2as GTACTCCTCGCTCGTAGTCG (SEC. ID. nº 47) 
 
3as CATTTCGACTGCATTATAGC (SEC. ID. nº 48) 
 
4as GCCTTCTAGGTCTATAGCTTG (SEC. ID. nº 49). 40 

 
Se aisló un fragmento de aproximadamente 500 pb y un fragmento de 860 pb, se clonaron en el vector pCR2.1 y se 
secuenciaron en 3' y 5', respectivamente, mediante 35 ciclos de ampliación en el ADNc sintetizado a partir de ARN 
extraído de los huevos de Spodoptera littoralis , según los procedimientos descritos en los párrafos anteriores. 
 45 
Con el fin de aislar el ADNc correspondiente a toda la secuencia que codifica el receptor LGR1 de Spodoptera 
littoralis, se utilizaron los siguientes cebadores, que corresponden a los extremos 5' y 3', respectivamente: 
 

5'-ATGTATTGGAGATTATGTATTTGGGCT-3' (SEC. ID. nº 50) 
 50 
3'-TTAAAGCGGTACCTCACTACTGTCTTT-5' (SEC. ID. nº 51). 

 
Se aisló un fragmento de 2.250 pb, clonado y secuenciado por procedimientos de ampliación estándar. 
 
Clonación del receptor Oct/TyrR 55 
 
Para el aislamiento del ADNc que codifica el receptor Oct/TyrR de Spodoptera littoralis, se diseñaron cebadores 
degenerados basándose en la alineación entre las secuencias de nucleótidos de los genes correspondientes de 
Bombyx mori, Heliothis virescens y Mamestra brassicae. 
 60 
Las secuencias de los cebadores utilizados son las siguientes: 
 

1Fw CCAGAATGGGA (AG) GC (AT) AT (TC) TGCAC (SEC. ID. nº 52) 
 
2Rv AC (AG) CCCATTAT (TG) AT (AG) CC (TC) AG (AG) G (SEC. ID. nº 53). 65 
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Se utilizaron cebadores para ampliar un fragmento de 1.090 pb del ADNc sintetizado en ARN extraído de las 
cabezas de cada uno de los adultos, preparados según los procedimientos descritos anteriormente. Una vez que el 
fragmento se había clonado en el vector pCR2.1 y secuenciado, se diseñaron los siguientes cebadores, utilizados 
para las reacciones RACE en 3' y 5': 
 5 

Grupo 1: 
 

1s CCAGAAAATTGACACCAA (SEC. ID. nº 54) 
 
2s GAGAGTAACTCGAAAGAAAC (SEC. ID. nº 55) 10 
 
3s TGCTGTTTATCAATTCATTGAAGA (SEC. ID. nº 56) 

 
Grupo 2: 
 15 

1as AGTTCTTTTTTTAGTGGCCAAA (SEC. ID. nº 57) 
 
2as GACAAGGCGTATCAGGTTC (SEC. ID. nº 58) 
 
3as ACCCTAGAAGTGGCGGAGAGCTAATA (SEC. ID. nº 59). 20 

 
Se aislaron un fragmento de aproximadamente 380 pb y un fragmento de 590 pb, se clonaron en el vector pCR2.1 y 
se secuenciaron en 3' y 5', respectivamente, mediante 40 ciclos de ampliación en el ADNc sintetizado a partir de 
ARN extraído de las cabezas de cada uno de los adultos individuales de Spodoptera littoralis, según los 
procedimientos descritos en los párrafos anteriores. 25 
 
Con el fin de aislar el ADNc correspondiente a la secuencia completa que codifica el receptor Oct/TyrR, se utilizaron 
los siguientes cebadores: 

 
5'-ATGGGGCAAACAGCTACACAC-3' (SEC. ID. nº 60) 30 
 
3' CTCTGTATGAAACCGTGA-5' (SEC. ID. nº 61). 

 
Un fragmento de 1.434 pb, se aisló, se clonó y se secuenció mediante 40 ciclos de ampliación, que comprenden 10 
s a 98ºC, 30 s a 55ºC y 1 minuto a 72°C. 35 
 
Clonación del receptor PBANR 
 
La secuencia del receptor PBANR ya estaba disponible en el banco de datos, por consiguiente, se diseñaron 
cebadores correspondientes a 5' y 3' de la región de codificación, cuyas secuencias se indica a continuación: 40 

 
5'-ATGACATTGTCAGCGCCCCCGATC-3' (SEC. ID. nº 62) 
 
3'-TCAATCATGAATGTAACA-5' (SEC. ID. nº 63). 

 45 
Los cebadores se utilizaron para ampliar 1 µl de ADNc sintetizado a partir de ARN extraído de larvas en estadio V, 
según los procedimientos descritos. La ampliación se llevó a cabo durante 40 ciclos de 10 s a 98ºC, 30 s a 55ºC, 40 
s a 72ºC, seguido de 10 minutos de extensión a 72°C . Se obtuvo un fragmento de 1053 pb, que se clonó 
posteriormente en el vector pCR2.1 y se secuenció según los procedimientos descritos. 
 50 
Clonación de parte de la secuencia que codifica el receptor AlstCR 
 
Para el aislamiento del receptor AlstCR de Spodoptera littoralis, se diseñaron los siguientes cebadores degenerados 
basándose en la homología entre las secuencias de proteínas respectivas de Apis mellifera, Drosophila 
melanogaster y Anopheles gambiae: 55 
 

1Fw: GA (AG) TG (TC) TT (TC) (TC) T (AGCT) AT (ATC) GG (ATGC) (SEC. ID. nº 64) 
 
1Rv: (ATGC) GC (AG) CA (ATGC) GT (AG) CA (ATGC) GC (TC) TT (SEC. ID. nº 65). 
 60 

Los cebadores 1Fw y 1Rv se utilizaron para ampliar ADNc transcrito a partir de ARN extraído de las cabezas de 
cada uno de los adultos, mediante 40 ciclos de ampliación a 45ºC. Un fragmento de 726 pb se aisló, se clonó 
posteriormente en el vector pCR2.1 y se secuenció. 
 
Clonación de parte de la secuencia que codifica el receptor AKHR 65 
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Para el aislamiento del receptor AKHR de Spodoptera littoralis, se diseñaron los siguientes cebadores degenerados 
basándose en la homología entre las secuencias de nucleótidos de los correspondientes receptores de Bombyx 
mori y Periplaneta americana: 
 

1Fw: GACCTGATGTGC (AC) G (AC) (AG) TCATG (SEC. ID. nº 66) 5 
 
1Rv: GTC (AG) ATCCA (AG) TACCACAG (AG) CA (SEC. ID. nº 67). 

 
Los cebadores 1Fw y 1Rv se utilizaron para ampliar ADNc transcrito a partir de ARN extraído de las cabezas de 
cada uno de los adultos, mediante 40 ciclos de ampliación a 45ºC. Se aisló un fragmento de 534 pb, se clonó 10 
posteriormente en el vector pCR2.1 y se secuenció. 
 
Clonación de los receptores en los plásmidos PENTER y PH7GW1WG2 
 
Los genes que codifican los receptores AlstAR, AlstCR, DHR, AKH, Or83b y Oct/TyrR se aislaron de los plásmidos 15 
pCR® 2.1-TOPO® por digestión o por RCP usando un cebador directo y un cebador inverso homólogo a la secuencia 
del gen que debe aislarse, que lleva la secuencia de reconocimiento para las enzimas de restricción EcoRI (cebador 
directo) y XhoI (cebador inverso), compatible con el polienlazador del plásmido pENTR. El plásmido pCR® 2.1-TOPO 
amplió el receptor del receptor LGR1 con un cebador directo que lleva la secuencia de reconocimiento para la 
enzima BamHI y un cebador inverso que contiene el sitio XhoI. Para la clonación del receptor de PBAN se utilizó un 20 
cebador directo que contiene la secuencia EcoRI en combinación con un cebador inverso que lleva el corte de la 
secuencia por la enzima NotI. Las secuencias de los cebadores se indican a continuación: 
 

AlstAR Fw 5'-GGAATTCCATGGCGTCGACTGAAGAC-3' (SEC. ID. nº 68) 
 25 
AlstAR Rev 5'-CCTCGAGGTCAGACGATGTCATGGCA-3' (SEC. ID. nº 69) 
 
AlstCR Fw 5'-GGAATTCCCTGCGTTCCATTCACTGCTA-3' (SEC. ID. nº 70) 
 
AlstCR Rev 5'-CCTCGAGGAAGAATTGGGTTCATGGCAG-3' (SEC. ID. nº 71) 30 
 
DHR Fw 5'-GGAATTCCGATGGCGGAGAAGTGCCTGGC-3' (SEC. ID. nº 72) 
 
DHR Rev 5'-CCTCGAGGGTCATACCGTGAGTCGTATGC-3' (SEC. ID. nº 73) 
 35 
AKH Fw 5'-GGAATTCCGGACCTGATGTGCCGAGTCATG-3' (SEC. ID. nº 74) 
 
AKH Rev 5'-CCTCGAGGGCTTGTCGATCCAATACCAC-3' (SEC. ID. nº 75) 
 
LGR1 5'-CGGGATCCCGGATGTATTGGAGATTATGTATTTGGGC-3' (SEC. ID. nº 76) 40 
 
LGR1 Rev 5'-CCTCGAGGGTTAAAGCGGTACCTCACTAC-3' (SEC. ID. nº 77) 
 
OR83b Fw 5'-GGAATTCCGATGACCAAAGTGAAGGCCCAGG-3' (SEC. ID. nº 78) 
 45 
OR83b Rev 5'-CCTCGAGGGTTACTTGAGTTGTACCAACACC-3' (SEC. ID. nº 79) 
 
Oct/TyrR Fw 5'-GGAATTCCGGGGCAAACAGCTACACACG-3' (SEC. ID. nº 80) 
 
Oct/TyrR Rev 5'-CCTCGAGGGTCACGGTTTCATACAGAGTAAC-3' (SEC. ID. nº 81) 50 
 
PBAN-R Fw 5'-GGAATTCCGATGACATTGTCAGCGCCCCCG-3' (SEC. ID. nº 82) 
 
PBAN-R Rev 5'-TAAAGCGGCCGCTCAATCATGAATGTAACAAAAA-3' (SEC. ID. nº 83). 

 55 
La reacción de ampliación se realizó en un volumen final de 50 µl utilizando 50 ng de ADN plasmídico, 200 µM de 
dNTP, 0,25 µM de cebador directo, 0,25 µM de cebador inverso, 5 x tampón de Phusion HF, 1 U de Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase ( Finnzymes). El programa de ampliación consiste en un ciclo de desnaturalización a 98°C 
durante 30 s, 35 ciclos a 90°C durante 10 s, 52ºC d urante 30 s, 72ºC durante 1 min y un ciclo de ampliación final a 
72°C durante 10 min. Se separaron aproximadamente 5 µl de producto ampliado en gel de agarosa al 1% para 60 
verificar su calidad y peso molecular. Después de la purificación de los reactivos utilizados para la ampliación 
(GenElute™ PCR Clean-Up Kit, Sigma) las reacciones de RCP restantes se sometieron a digestión con 20 U de las 
enzimas de restricción apropiadas para producir extremos cohesivos para la posterior clonación en el vector pENTR, 
también digerido con las mismas endonucleasas de restricción. La reacción de ligadura entre los genes de los 
receptores (200 ng) y el vector pENTR (300 ng) se realizaron en un volumen de 20 µl a 16ºC, usando 20 u de T4 65 
ADN ligasa (Biolabs). 10 µl de reacción de ligasa se utilizaron para transformar células competentes de DH5a de 
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E. coli sembradas en placa en LB con el antibiótico kanamicina (50 mg/l) para seleccionar los clones de células que 
llevan los plásmidos pENTR. Las colonias obtenidas se inocularon con LB líquido y kanamicina a 37°C dura nte toda 
la noche. 
 
El ADN plasmídico se extrajo (Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega) y se digirió con 10 u 5 
de enzimas de restricción adecuadas. 
 
Se utilizaron plásmidos pENTR con los receptores clonados para la reacción de recombinación con el vector binario 
pH7GW1WG2 (I). 150 ng de plásmido pENTR se incubaron con 300 ng de pH7/GW1WG2 (I) a 25°C en presencia 
de la enzima de Gateway ® LR clonase II Enzyme Mix (Invitrogen) durante dos horas. La reacción se bloqueó a 10 
continuación con proteinasa K a 37°C durante 10 min . y se utilizó para transformar las células DH5α. Los plásmidos 
se analizaron por digestión con enzimas de restricción y además se verificaron mediante análisis de la secuencia. 
Las células competentes de Agrobacterium tumefaciens (C58) se transformaron con los plásmidos recombinantes 
por la técnica de congelación/descongelación. Aproximadamente 10 µg de plásmido se añadieron a 100 µl de 
células competentes y se incubaron en hielo durante 5 minutos. Las células se pusieron en nieve carbónica/etanol 15 
durante 5 minutos y luego se transfirieron a 37°C d urante 10 minutos. Se añadió 1 ml de LB a las células y se 
incubaron a 28°C durante 3 horas antes de sembrarse  en placas en LB que contenía 100 mg/l de Rifampicina y 100 
mg/l de Espectinomicina. 
 
Las colonias resistentes se analizaron por RCP con cebadores específicos para cada receptor clonado. 20 
 
Transformación de plantas de tabaco con ARNdc 
 
Para la expresión del ARNbc en plantas de tabaco se utilizó la técnica Gateway: las secuencias que codifican los 
receptores se aislaron de los plásmidos pCR® 2,1-TOPO® en el que se clonaron y secuenciaron. Las reacciones de 25 
RCP se efectuaron utilizando oligonucleótidos complementarios a la secuencia génica y llevando a los sitios 
reconocidos por las enzimas de restricción para la clonación del plásmido pENTR (Invitrogen). Este plásmido es un 
Entry Vector que, además de la clonación de las secuencias de ADN, les permite que sean transferidos al vector de 
expresión (vector de destino) gracias a la presencia de dos sitios de recombinación específicos (attL1 y attL2) que 
flanquean el producto de RCP clonado. Los clones recombinantes se utilizaron para la reacción de recombinación 30 
con el vector binario pH7GWIWG (I) (Biología del sistema vegetal) para la expresión en plantas. Este plásmido se 
caracteriza por la presencia del activador 35S para la expresión constitutiva del gen clonado corriente abajo de los 
sitios attR1 y attR2, que sirven para la recombinación con el Entry Vector y la transferencia de la cadena 5'-3' del gen 
clonado corriente arriba de la secuencia intrónica y corriente abajo de otra secuencia intrónica idéntica. La presencia 
del activador constitutivo asegura la expresión del gen mientras que la secuencia intrónica permite la formación de 35 
ARNdc. La reacción de recombinación entre los sitios attL1 y attL2 de pENTR y los sitios attR1 y attR2 de 
pH7GWIWG (I) está mediada por la enzima Gateway® LR Clonase™ (Invitrogen). Los plásmidos recombinantes se 
caracterizaron por medios de digestión con endonucleasas de restricción y además verificados por 
secuenciación. Estos plásmidos se transfirieron a células competentes de Agrobacterium tumefaciens (cepa C58) 
para la transformación de plantas de tabaco. Para cada montaje, se cultivaron conjuntamente 50 discos foliares y la 40 
misma cantidad de cultivaron conjuntamente con Agrobacterium transformada con el plásmido vacío pH7GWIWG (I) 
como referencia para los ensayos biológicos posteriores. 
 
Tras la transformación de plantas de Nicotiana tabacum con Agrobacterium tumefaciens que lleva el plásmido 
pH7GW1WG2 que expresa los receptores clonados individuales, los explantes foliares se cultivaron conjuntamente 45 
durante 3 días con 100 µl de cultivo bacteriano cultivado a 28°C hasta alca nzar una DO600 = 0,8 en el presencia de 
10 ml de medio líquido A10 (3,6 g/l de B5, 250 mg/l de NH4NO3, 500 mg/l de MES, 2% de glucosa, 1 µg/ml de 
bencilaminopurina, 0,1 g/ml de ácido naftalenacético, pH 5,7). El Agrobacterium se retiró por lavado las piezas de 
hoja con medio A10 reciente que contiene 500 mg/m de cefotaximal. Los discos foliares se transfirieron a 
continuación a un medio A11 sólido en presencia del antibiótico higromicina (30 mg/l). Los explantes se transfirieron 50 
cada semana a un medio reciente hasta que la formación de callos que se pusieron en A12 (todos con una 
concentración de cefotaxima igual a 200 g/ml). Los brotes se transfirieron a MS30 sólido (4,4 g/l de Murashige y 
Skoog, 30 g/l de sacarosa pH 5,7) e higromicina. 
 
Caracterización de las plantas transgénicas 55 
 
El ADN genómico se extrajo a partir de 0,5 g de hojas de plantas de tabaco cultivadas en medio selectivo 
(GenElute™ Plant Genmic DNA miniprep Kit, Sigma) y se utilizaron como molde para verificar la presencia de ADN 
exógeno mediante la RCP. Las plantas positivas a la RCP se caracterizaron además por la presencia de ARNbc 
mediante la extracción del ARN de las hojas de las plantas transgénicas (GenElute™ Mammalian Total RNA 60 
Miniprep Kit, Sigma) para la transcripción inversa del ADNc. Con esta finalidad, se incubaron 2 µg de ARN totales 
con 250 ng de hexámeros aleatorios (Invitrogen) a 70°C durante 5 minutos y a continuación en hielo dur ante 5 
minutos. Una solución que contiene 1 mM de dNTP, 1 x tampón de reacción, 20 u de inhibidor de ribonucleasa se 
añadió a la reacción y la mezcla se incubó a 25°C d urante 5 minutos. 200 u de RevertAid™ M-MuLV Reverse se 
añadieron a las muestras y la reacción se incubó a 25°C durante 10 minutos y a continuación a 42ºC dur ante 60 65 
minutos y a continuación durante 10 minutos a 70°C.  Se utiliza 1 µl de ADNc para las reacciones de RCP y para 
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cada receptor de los cebadores utilizados para la clonación en pENTR. 
 
Pruebas con larvas de S. littoralis 
 
Para los ensayos biológicos en plantas transgénicas con ARNdc/AlstC-R y ARNdc/DHR, se utilizaron larvas en 5 
estadio III de Spodoptera littoralis. Cada larva se colocó en un recipiente que tiene un diámetro de 6 cm en el que 
trozos de hojas de cada línea transgénica se introdujeron a diario. Como referencia, larvas de la misma edad se 
alimentaron con hojas de plantas transformadas con el plásmido vacío, y por lo tanto que no expresan ningún 
ARNdc. 
 10 
Resultados 
 
Las plantas regeneradas en un medio selectivo se caracterizaron por la presencia del gen heterólogo mediante RCP 
en el ADN genómico extraído de las hojas y la producción de ARNbc se verificó por medio de RT-RCP en el ADNc 
transcrito de forma inversa a partir de ARN completo. La figura 3 muestra el análisis por RT-RCP del ARNbc en 15 
plantas transgénicas AlstC-R. En todas las 7 líneas analizadas, el nivel de expresión de ARNbc era bastante alto, 
mientras que en las plantas de referencia (WT1 y WT2) no se detectó ninguna expresión. Para asegurarse de que la 
reacción de ampliación funciona correctamente, se utilizó una referencia positiva (C+) de un plásmido que contiene 
el gen AlstCR como plantilla. Se obtuvieron resultados análogos para las plantas que expresan el ARNbc de otros 
receptores (AlstA-R, DHR, PBAN-R, OctR). Todas las plantas transgénicas positivas se micropropagaron por 20 
esquejes nodales para obtener poblaciones homogéneas de los transformantes individuales que deben probarse con 
las larvas. 
 
Las pruebas con larvas se llevaron a cabo utilizando larvas en estadio I de S. littoralis alimentadas con trozos de 
hojas de plantas transgénicas cultivadas en condiciones estériles. Las larvas se criaron juntas hasta el estadio III y a 25 
continuación, cada una de ellas se aisló en placas de Petri de 10 cm donde se añadieron trozos de hojas a diario 
durante todo el ciclo vital del insecto hasta llegar a la fase de pupa. 
 
En un primer experimento preliminar se utilizaron en la prueba 20 larvas para cada línea transgénica. El gráfico de la 
figura 4 muestra el resultado obtenido en el ensayo biológico en plantas que expresan ARNbc para AlstC-R. Las 30 
líneas transgénicas analizadas (C2, C3, C5a y C7) se indican en el eje de abscisas, mientras que el porcentaje de 
mortalidad en ordenadas. Es evidente que las larvas alimentadas en plantas transgénicas presentan un porcentaje 
de mortalidad mucho mayor con respecto a las larvas alimentadas en las plantas de referencia (WT). Mientras que 
las larvas alimentadas en la referencia presentaban una tasa de mortalidad de aproximadamente 3%, las 
alimentadas en las líneas transgénicas tenían una mortalidad en torno al 80% (líneas AlstC-R 5a y 7) y 100% (líneas 35 
AlstC-R 2 y 3), después de 4 semanas de alimentación. 
 
En un segundo experimento, la tasa de mortalidad de las larvas alimentadas en dos líneas transgénicas (que 
expresan ARNbc de AlstCR y DHR, respectivamente) se puso a prueba y comparó con las larvas de referencia 
alimentadas con plantas wt. La tasa de mortalidad de la población de larvas se midió durante 10 días, a partir de 40 
larvas en estadio I. En el gráfico mostrado en la figura 5, la tasa de mortalidad de las larvas alimentadas en ambas 
líneas transgénicas llegar a 100% después de 8 días, mientras que en la referencia es todavía del 60%. Este 
experimento indicó claramente que la presencia de ARNdc, tanto AlstCR como DHR, produjo en las plantas una 
reducción significativa de la vitalidad de las larvas, lo que confirma la validez de la tecnología propuesta. 
 45 
Ejemplo 2: Transformación de plantas de tabaco, para  protegerlas del nematodo Meloidogyne incognita 
 
Materiales y métodos 
 
Selección de los objetivos RAPG 50 
 
Los receptores RAPG de M. incognita que se clonaron en este organismo y se seleccionaron como objetivos de la 
presente forma de realización de la invención son los siguientes: 
 

1. Un homólogo de los receptores de serotonina de C. elegans, denominado semejante a MiSerR1 (figura 55 
2; SEC. ID. nº 9); 

 
2. Un homólogo del receptor de dopamina CeDop-1 de C. elegans, denominado semejante a MiDopR1 (figura 

2; SEC. ID. nº 10); 
 60 
3. Un homólogo del receptor de neuropéptidos semejante a CeNPR1 de C. elegans, denominado semejante a 

MiNPR1 (figura 2; SEC. ID. nº 11); 
 
4. Un homólogo de un supuesto RAPG de C. elegans (T27D1.3) (perteneciente a la familia de los RAPG 

semejantes a rodopsina), denominado semejante a MiRho1; 65 
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5. Un homólogo de un supuesto RAPG de C. elegans (T07D4.1) (perteneciente a la familia de los RAPG 
semejantes a rodopsina), denominado semejantes a MiRho2; 

 
6. Un homólogo de un supuesto RAPG de C. elegans (B0563.6) (perteneciente a la familia de los RAPG 

semejantes a rodopsina), denominado semejantes a MiRho3; 5 
 
7. Un homólogo de un supuesto RAPG de C. elegans (F02E8.2) (perteneciente a la familia de los RAPG 

semejantes a rodopsina), denominado semejantes a MiRho4. 
 

Además de estos receptores 6, se identificó otra secuencia correspondiente a un RAPG de interés en un banco de 10 
datos: semejante a MiNpR1 (Q2TGX5_MELIC) que es un homólogo de un receptor de neuropéptido del modelo 
nematodo C. elegans (figura 2, SEC. ID. nº 11). 
 
Las plantas de tabaco se transformaron con plásmidos que contienen secuencias génicas (que producen ARNbc en 
plantas) de los receptores semejantes a MiSerR1 (SEC. ID. nº 9), semejantes a MiDopR1 (SEC. ID. nº 10) y 15 
semejantes a MiNpR1 (SEC. ID. nº 11 ). Las secuencias de nucleótidos de los receptores que se analizaron se 
indican en la figura 2. 
 
Clonación de los receptores de M. incognita 
 20 
Para clonar los receptores semejantes a MiSerR1 y semejantes a MiDopR1 de M. incognita, el banco de datos de 
las secuencias expresadas del nematodo M. incognita (disponible en 
http://www.nematode.net/BLAST/Cluster.BLAST/index.php) se interrogó con varias secuencias peptídicas de los 
receptores homólogos de C. elegans. 
 25 
Los clones identificados fueron: 
 

- AW 735607 para semejantes a MiSerR1 
 
- AW 571066 para semejantes a MiDopR1. 30 
 

A partir de las secuencias de los clones identificados, se diseñaron oligonucleótidos específicos, y se utilizaron para 
ampliar porciones de las secuencias del receptor. Las secuencias de los receptores completos se obtuvieron a 
continuación, utilizando el método Race en 5' y 3' descrito anteriormente. Con respecto al receptor semejante a 
MiNpr1, la clonación se realizó utilizando cebadores específicos en 5' y 3' del gen cuya secuencia ya estaba 35 
presente en los bancos de datos Q2TGX5 MELIC). Los oligonucleótidos utilizados para la ampliación son los 
siguientes: 
 

Para semejantes a MiSerR1 (SEC. ID. n º 9): 
 40 

MiserR F1: GATTTGGAAAATTTGGACGAT (SEC. ID. nº 84) 
 
MiserR F2: GGAGGGTCTTTTGTCCATGCA (SEC. ID. nº 85) 
 
MiserR F3: TCTCATCCAATAATTGCAATT (SEC. ID. nº 86)  45 
 
MiserR R1: ACGTAATGCTGAATATCGAAG (SEC. ID. nº 87) 
 
MiserR R2: CAAATTTAAAATTGAAGCAGT (SEC. ID. nº 88) 
 50 
MiserR R3: AGCCAAAGCAAGTGATATAAG (SEC. ID. nº 89) 

 
Para semejante a MiDopR1 (SEC. ID. nº 10): 
 

MidopR F1: ACTCTTGGTGTTATTATGGGC (SEC. ID. nº 90) 55 
 
MidopR F2: TGGCTAGGTTATGCCAATTCT (SEC. ID. nº 91) 
  
MidopR F3: CGAGACTTTCGACGTGCCTTT (SEC. ID. nº 92) 
 60 
MidopR R1: AAAGGCACGTCGAAAGTCTCG (SEC. ID. nº 93) 
 
MidopR R2: AGAATTGGCATAACCTAGCCA (SEC. ID. nº 94) 
 
MidopR R3: GCCCATAATAACACCAAGAGT (SEC. ID. nº 95). 65 
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Los siguientes oligonucleótidos se utilizaron para la ampliación de toda la región de codificación: 
 

MiserR directo: ATGTTAGAAAATGATTTGGAAAA (SEC. ID. nº 96) 
 
MiserR inverso: TTATTTTGATGATTCCATCA (SEC. ID. nº 97) 5 
 
MiDopR directo: ATGTTGCCCTGGTGGCTACCTCT (SEC. ID. nº 98) 
 
MiDopR inverso: TTAAAAACATAAAAATCTCA (SEC. ID. nº 99) 
 10 
MiNprR directo: ATGGAAGCATCTACAATGGAATT (SEC. ID. nº 100) 
 
MiNprR inverso: TCATATCCTCTCATCTGTAT (SEC. ID. nº 101). 

 
Los receptores ampliados de este modo se clonaron en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenciaron. 15 
 
De igual manera a lo que se describe en el ejemplo 1 para los genes que codifican los receptores RAPG 
de Spodoptera littoralis, los ADNc de M. incognita se transfirieron al plásmido pENTER y posteriormente al vector 
binario para plantas PH7GW1WG2. 
 20 
Las líneas transgénicas que expresan ARNbc correspondientes a semejantes a MiNPR1 de M. incognita se 
utilizaron para ensayos de infección radicular. 
 
Experimentos infección radicular 
 25 
Unas plantas de tabaco de dos semanas se trasladaron a macetas de 16 cm que contenían tierra estéril mezclada 
con aproximadamente 5 a 6 agallas de M. incognita, previamente extirpadas de las raíces de otras plantas 
infectadas. Después de 6 semanas, se quitó la tierra y se analizó la presencia de agallas en las raíces de las 
plantas. Se midió la cantidad de biomasa total infectada de las plantas transgénicas y los valores se compararon con 
los de las plantas no infectadas de referencia WT. 30 
 
Resultados 
 
Como se describió anteriormente, las plantas de tabaco pertenecientes a 3 líneas transgénicas diferentes que 
expresan ARNbc de semejantes a NPR1 se infectaron con gusanos M. incognita. Después de 3 semanas, se estimó 35 
el porcentaje de raíces infectadas de las plantas transgénicas y se comparó con el de las plantas de referencia no 
transformadas (WT). Como se muestra en la figura 6, las raíces de las plantas transgénicas presentaban una 
reducción en el nivel de infección en comparación con las plantas WT. Este resultado indica que las plantas 
transgénicas, que expresan el ARNbc del gen semejante a NPR1 de M. incognita , son más resistentes a la infección 
por nematodos, lo que confirma que la tecnología propuesta en la presente memoria encuentra aplicaciones también 40 
en la protección de las plantas contra los ataques de nematodos. 
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<213> Artificial 
 
<220> 15 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso de amplificación de LGR1  5 
 
<400> 51 
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<210> 52 10 
<211> 26 
<212> ADN 
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<220> 15 
<223> cebador directo degenerado de Oct/TyrR  
 
<400> 52 
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 20 
<210> 53 
<211> 27 
<212> ADN 
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 25 
<220> 
<223> cebador inverso degenerado de Oct/TyrR  
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<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> oligonucleótido de amplificación de Oct/TyrR de 3'RACE 1s 
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<212> ADN 45 
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<220> 
<223> oligonucleótido de amplificación de Oct/TyrR de 3'RACE 2s 
 50 
<400> 55 
gagagtaact cgaaagaaac    20 
 
<210> 56 
<211> 24 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> oligonucleótido de amplificación de Oct/TyrR de 3'RACE 3s 60 
 
<400> 56 
tgctgtttat caattcattg aaga    24 
 
<210> 57 65 
<211> 22 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> oligonucleótido de amplificación de Oct/TyrR de 5'RACE 1as 5 
 
<400> 57 
agttcttttt ttagtggcca aa    22 
 
<210> 58 10 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> oligonucleótido de amplificación de Oct/TyrR de 5'RACE 2as 
 
<400> 58 
gacaaggcgt atcaggttc    19 
 20 
<210> 59 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> oligonucleótido de amplificación de Oct/TyrR de 5'RACE 3as 
 
<400> 59 
accctagaag tggcggagag ctaata    26 30 
 
<210> 60 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador directo de amplificación de oct/TyrR  
 
<400> 60 40 
atggggcaaa cagctacaca c    21 
 
<210> 61 
<211> 18 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso de amplificación de Oct/TyrR  
 50 
<400> 61 
ctctgtatga aaccgtga    18 
 
<210> 62 
<211> 24 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo de amplificación de PBANR  60 
 
<400> 62 
atgacattgt cagcgccccc gatc    24 
 
<210> 63 65 
<211> 18 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso de amplificación de PBANR  5 
 
<400> 63 
tcaatcatga atgtaaca    18 
 
<210> 64 10 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> cebador directo degenerado de AlstCR  
 
<400> 64 
gaagtgtctt tctctagcta tatcggatgc    30 
 20 
<210> 65 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> cebador inverso degenerado de AlstCR  
 
<400> 65 
atgcgcagca atgcgtagca atgcgctctt    30 30 
 
<210> 66 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador directo degenerado de AKHR  
 
<400> 66 40 
gacctgatgt gcacgacagt catg    24 
 
<210> 67 
<211> 24 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso degenerado de AKHR  
 50 
<400> 67 
gtcagatcca agtaccacag agca    24 
 
<210> 68 
<211> 26 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo para clonar AlstAR 60 
 
<400> 68 
ggaattccat ggcgtcgact gaagac    26 
 
<210> 69 65 
<211> 26 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso para clonar AlstAR 5 
 
<400> 69 
cctcgaggtc agacgatgtc atggca    26 
 
<210> 70 10 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> cebador directo para clonar AlstCR 
 
<400> 70 
ggaattccct gcgttccatt cactgcta    28 
 20 
<210> 71 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> cebador inverso para clonar AlstCR 
 
<400> 71 
cctcgaggaa gaattgggtt catggcag    28 30 
 
<210> 72 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador directo para clonar DHR 
 
<400> 72 40 
ggaattccga tggcggagaa gtgcctggc    29 
 
<210> 73 
<211> 29 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso para clonar DHR 
 50 
<400> 73 
cctcgagggt cataccgtga gtcgtatgc    29 
 
<210> 74 
<211> 30 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo para clonar AKH 60 
 
<400> 74 
ggaattccgg acctgatgtg ccgagtcatg    30 
 
<210> 75 65 
<211> 28 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso para clonar AKH 5 
 
<400> 75 
cctcgagggc ttgtcgatcc aataccac    28 
 
<210> 76 10 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador directo para clonar LGR1 
 
<400> 76 
cgggatcccg gatgtattgg agattatgta tttgggc    37 
 20 
<210> 77 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador inverso para clonar LGR1 
 
<400> 77 
cctcgagggt taaagcggta cctcactac    29 30 
 
<210> 78 
<211> 31 
<212> ADN  
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador directo para clonar or83b 
 
<400> 78 40 
ggaattccga tgaccaaagt gaaggcccag g    31 
 
<210> 79 
<211> 31 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso para clonar or83b 
 50 
<400> 79 
cctcgagggt tacttgagtt gtaccaacac c    31 
 
<210> 80 
<211> 28 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo para clonar Oct/TyrR 60 
 
<400> 80 
ggaattccgg ggcaaacagc tacacacg    28 
 
<210> 81 65 
<211> 31 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso para clonar Oct/TyrR 5 
 
<400> 81 
cctcgagggt cacggtttca tacagagtaa c    31 
 
<210> 82 10 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador directo para clonar PBAN-R 
 
<400> 82 
ggaattccga tgacattgtc agcgcccccg    30 
 20 
<210> 83 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador inverso para clonar PBAN-R 
 
<400> 83 
taaagcggcc gctcaatcat gaatgtaaca aaaa    34 30 
 
<210> 84 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MiserR 1 
 
<400> 84 40 
gatttggaaa atttggacga t    21 
 
<210> 85 
<211> 21 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MiserR 2 
 50 
<400> 85 
ggagggtctt ttgtccatgc a    21 
 
<210> 86 
<211> 21 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MiserR 3 60 
 
<400> 86 
tctcatccaa taattgcaat t    21 
 
<210> 87 65 
<211> 21 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso de MiserR 1 5 
 
<400> 87 
acgtaatgct gaatatcgaa g    21 
 
<210> 88 10 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador inverso de MiserR 2 
 
<400> 88 
caaatttaaa attgaagcag t    21 
 20 
<210> 89 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador inverso de MiserR 3 
 
<400> 89 
agccaaagca agtgatataa g    21 30 
 
<210> 90 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MidopR 1 
 
<400> 90 40 
actcttggtg ttattatggg c    21 
 
<210> 91 
<211> 21 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MidopR 2 
 50 
<400> 91 
tggctaggtt atgccaattc t    21 
 
<210> 92 
<211> 21 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MidopR 3 60 
 
<400> 92 
cgagactttc gacgtgcctt t    21 
 
<210> 93 65 
<211> 21 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso de MidopR 1 5 
 
<400> 93 
aaaggcacgt cgaaagtctc g    21 
 
<210> 94 10 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador inverso de MidopR 2 
 
<400> 94 
agaattggca taacctagcc a    21 
 20 
<210> 95 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador inverso de MidopR 3 
 
<400> 95 
gcccataata acaccaagag t    21 30 
 
<210> 96 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MiserR 1 
 
<400> 96 40 
atgttagaaa atgatttgga aaa    23 
 
<210> 97 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso de MiserR 1 
 50 
<400> 97 
ttattttgat gattccatca    20 
 
<210> 98 
<211> 23 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo de MiDopR  60 
 
<400> 98 
atgttgccct ggtggctacc tct    23 
 
<210> 99 65 
<211> 20 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso de MiDopR  5 
 
<400> 99 
ttaaaaacat aaaaatctca    20 
 
<210> 100 10 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> cebador directo de MiNprR  
 
<400> 100 
atggaagcat ctacaatgga att    23 
 20 
<210> 101 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> cebador inverso de MiNprR  
 
<400> 101 
tcatatcctc tcatctgtat    20 30 
 

  

E09797438
31-07-2014ES 2 488 121 T3

 



 42

REIVINDICACIONES 
 
1. Procedimiento para la preparación de plantas transgénicas resistentes al ataque de fitopatógenos como 
Spodoptera littoralis y/o Meloidogyne incognita por interferencia del ARN que comprende las etapas siguientes:  
 5 

a) aislar la secuencia de nucleótidos de ADNc que codifica un receptor acoplado a la proteína G (RAPG), o una 
porción del mismo, cuya función es vital para el fitopatógeno, en el que dicha secuencia de nucleótidos del 
ADNc codifica un receptor RAPG seleccionado de entre AlstCR de SEC ID nº 2, DHR de SEC ID nº 3 u 
Oct/TyrR de SEC ID nº 6 cuando dicho insecto es Spodoptera littoralis y en el que dicha secuencia de 
nucleótidos de ADNc codifica un receptor RAPG seleccionado de entre el receptor de tipo serotonina de SEC 10 
ID nº 9 o el receptor de neuropéptidos de SEC ID nº 11 cuando dicho fitopatógeno es Meloidogyne incognita;  

 
b) construir un vector de expresión que comprende la secuencia de nucleótidos de ADNc que codifica un 

receptor RAPG o una porción del mismo según se determina en la etapa a), flanqueado por dos sitios de 
recombinación específicos; 15 

 
c) reaccionar por recombinación el vector de expresión de la etapa b) con un vector binario que comprende un 

activador constitutivo o específico para el tejido, los mismos sitios de recombinación específicos y una 
secuencia intrónica para obtener un plásmido recombinante;  

 20 
d) transferir dicho plásmido recombinante en células competentes de Agrobacterium tumefaciens y transformar 

la planta;  
 
e) cultivar la planta y obtener la expresión constitutiva o específica para el tejido de ARNbc en dicha planta. 
 25 

2. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que cuando la expresión de ARNbc es específica para el tejido, 
dicho tejido se selecciona de entre el grupo que consiste en filoplano, sistema radicular, tronco, yemas, flores, frutos. 
 
3. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que las etapas a) - c) pueden repetirse en 
paralelo utilizando en cada etapa una secuencia de nucleótidos de ADNc que codifica un receptor RAPG que es vital 30 
para Spodoptera littoralis y/o Meloidogyne incognita para obtener uno o más plásmidos recombinantes y d) 
cotransformar la misma planta. 
 
4. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha planta pertenece a la familia 
de las solanáceas, preferentemente el tabaco. 35 
 
5. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para el tratamiento preventivo de plantas para 
hacerlas resistentes al ataque de Spodoptera littoralis y/o Meloidogyne incognita, que comprende además una etapa 
para el tratamiento de las plantas así obtenidas con fertilizantes, agentes bioestimulantes, fungicidas, nematocidas 
sintéticos o naturales, herbicidas o insecticidas. 40 
 
6. Planta transgénica resistente a Spodoptera littoralis caracterizada por que es una planta de tabaco y comprende 
un ARNbc en el que la cadena no codificante es complementaria del ARNm que codifica la SEC ID nº 2 y/o la SEC 
ID nº 3. 
 45 
7. Planta transgénica resistente a Meloidogyne incognita caracterizada por que es una planta de tabaco y 
comprende un ARNbc en el que la cadena no codificante es complementaria del ARNm que codifica la SEC ID nº 9 
y/o la SEC ID nº 11. 
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