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DESCRIPCION
Métodos y medios para obtener fenotipos modificados
Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos para reducir la expresién fenotipica de una secuencia de acido nucleico de interés
en células vegetales, al proveer simultaneamente a las células de genes quiméricos que codifican moléculas de
ARN de sentido y antisentido que comprenden secuencias nucleotidicas respectivamente homodlogas vy
complementarias a al menos parte de la secuencia nucleotidica del acido nucleico de interés. Las moléculas de ARN
de sentido y antisentido se pueden proporcionar como una molécula de ARN, en donde el ARN de sentido y
antisentido pueden estar enlazados por una secuencia nucleotidica espaciadora y son capaces de formar una
molécula de ARN de doble hebra. En un aspecto de la invencion, los métodos se dirigen a reducir la infeccion viral,
dando como resultado una resistencia a los virus extrema. En otra realizacion, los métodos se dirigen a reducir la
expresion fenotipica de un gen enddégeno en una célula vegetal. También se proporcionan células vegetales que
comprenden tales moléculas de ARN. asi como plantas que consisten esencialmente en tales células vegetales.

Antecedentes de la invencion

En 1985, Sanford y Johnston propusieron el concepto de resistencia derivada de parasitos. Postularon que
productos génicos clave procedentes de un parasito expresados en el hospedador en una forma disfuncional, en
exceso o en un estadio de desarrollo incorrecto, deben alterar la funcién del parasito con efecto minimo sobre el
hospedador (Sanford & Johnston, 1985). Usando el bacteriéfago QB como un modelo, propusieron que la expresion,
en bacterias, de la proteina de envuelta del bacteri6fago o la replicasa modificada o un ARN antisentido
complementario al genoma de QB podrian dar todos resistencia. También propusieron que tales enfoques serian
aplicables, en plantas, a virus de plantas y particularmente al uso de una replicasa de virus de planta modificada. La
expresion de la proteina de envuelta del virus de planta, el virus del mosaico del tabaco (TMV), en tabaco fue la
primera validacion practica de este concepto para resistencia a virus de plantas. Este trabajo (Powell-Abel y cols.,
1986) mostraba que la expresion de la proteina de envuelta del TMV, a partir de un transgén bajo el control del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, conferia a las plantas resistencia a TMV. El mismo grupo (Powell y
cols., 1990) mostré que, generalmente, las plantas que expresaban niveles superiores de proteina de envuelta eran
mas resistentes al TMV que las plantas que expresaban niveles bajos. Desde esta demostracion, ha habido muchos
ejemplos de plantas transformadas con genes de proteina de envuelta del virus que muestran resistencia (Tabla 1).
También ha habido un nimero de informes de resistencia a virus de plantas en plantas que expresan replicasa
silvestre (Braun y Hemenway, 1992, Brederode y cols., 1995), replicasa truncada (Carr y cols. 1992), replicasa
modificada (Longstaff y cols. 1993) o ARN viral antisentido (Kawchuck y cols. 1991).

En 1992, Dougherty y colaboradores usaron diferentes formas del gen de proteina de envuelta del virus del grabado
del tabaco (TEV) y descubrieron que algunas plantas que contienen genes de proteina de envuelta “de sentido” no
traducibles y genes de proteina de envuelta antisentido mostraban resistencia extrema (ER) al virus (Lindbo &
Dougherty, 1992 a,b). Esta resistencia era funcional a nivel de la planta entera y a nivel de células individuales. El
TEV era incapaz de replicarse en protoplastos derivados de plantas con ER pero se replicaba hasta niveles altos en
protoplastos procedentes de tabaco no transgénico. Dougherty y cols. concluyeron que el mecanismo que crea la
resistencia extrema para la construcciéon de sentido no traducible no era el mismo que la estrategia mediada por
proteinas de envuelta a menudo presentada. Propusieron que el ARNm de la construccion de sentido no traducible
se hibridaba con el genoma de sentido minimo del virus e interferia con la serie de complejos de replicacion sobre le
hebra negativa. Sugirieron que se debe evitar el uso de una secuencia viral que pudiera formar un apareamiento
intramolecular ya que esto interferiria con su capacidad para hibridarse al ARN viral diana.

Tabla 1: Especies de planta que se han manipulado genéticamente 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 (N. debneyii, N. benthamiana, |ACMV, BYMV, CyMV, CyRSV, BCTV, PEBV, PPV,

N. clevelandii) PVS, WMV

Patata (Solanum tuberusom L.) Pl, RV, PVY

Tomate (Lycopersicon esculentum L.) AIMV, CMV, TMV, TYLCV
Pepino (Cucumis sativus L.) CMV

Melén (Cucumis melo L.) CMV, ZYMV
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Especie Virus
Alfalfa (Medicago sativa L.) AIMV
Papaya (Carica papaya L.) PRSV
Maiz (Zea mays L.) MDMV
Arroz (Oryza sativa L.) RSV
Colza (Brassica napus L.) TYMV

El grupo de Dougherty extendié sus investigaciones a plantas que contenian genes de proteina de envuelta del virus
Y de patata (PVY) de sentido no traducibles. Obtuvieron resultados similares a aquellos con TEV y mostraron que
las plantas con ER tenian un alto nimero de copias del transgén, una transcripcion muy activa de los transgenes y
bajos niveles de ARNm en estado estacionario procedente del transgén de PVY (Lindbo y cols. 1993, Smith y cols.
1994). Se propuso el siguiente modelo para este mecanismo de la resistencia: el alto nivel de transcripcion del
transgén viral activa un sistema de vigilancia celular postranscripcional basado en el citoplasma que se dirige a los
ARN especificos para la eliminacion. Cuando el transgén codifica un transcrito que comprende secuencias virales, el
mecanismo no solo degrada el ARNm del transgén sino también las mismas secuencias en el ARN gendmico viral.
Un punto clave en este modelo es la necesidad de un alto nivel de transcripcion del transgén proporcionado por un
alto nimero de copias (3-8; Goodwin y cols. 1996). Alternativamente, el umbral del ARN requerido para activar el
mecanismo se puede alcanzar mediante un nivel de transcripcion moderado ayudado por el ARN viral procedente de
la replicacion en la infeccion inicial. Esto da lugar a un "fenotipo de recuperacion" donde la planta se infecta
inicialmente y muestra sintomas, pero a continuacion produce nuevo crecimiento sin sintomas virales y que son
extremadamente resistentes a la infeccion.

Esta propuesta era sustanciada por los hallazgos de que la inactivacion génica de transgenes no virales también se
podria deber a un mecanismo postranscripcional (Ingelbrecht y cols. 1994; de Carvalho Niebel y cols. 1995) que
funciona al nivel del ARN.

Se proporciond una relacion entre la inactivacion de genes no virales y esta resistencia derivada del patégeno al
inocular plantas transgénicas, en la que se sabia que un transgén de GUS era inactivado por un mecanismo
postranscripcional, con un virus que contiene secuencias de GUS (English y cols. 1996). En esta situacion las
plantas eran extremadamente resistentes a la infeccion viral. Sin embargo, las mismas plantas eran sensibles al
virus si no contenian secuencias de GUS.

El grado de resistencia viral no siempre esta directamente relacionado con el nivel de transcripcion del transgén viral
(Mueller y cols. 1995; English y cols. 1996) sugiriendo que puede haber un mecanismo alternativo para inducir la
resistencia. Para ajustarse a estas discrepancias, se ha proporcionado un modelo alternativo en el que el factor
crucial que afecta a la resistencia no es el nivel sino la calidad del ARNm del transgén (English y cols. 1996). Segun
este modelo, el transgén solo puede inducir resistencia (o inactivacion génica) si se transcribe para producir ARN
"aberrante". Ha habido muchos ejemplos de inactivacién génica postranscripcional y metilacion del transgén (Hobbs
y cols. 1990; Ingelbrecht y cols. 1994) y también se ha encontrado que la metilacién del transgén esta asociada en
algunos casos de resistencia viral extrema (Smith y cols. 1994, English 1996). En el modelo propuesto, la metilacion
del transgén conduce a la produccion de ARN aberrantes que inducen el sistema de vigilancia de ARN citoplasmico.
Baulcombe y English han sugerido que este método de induccién puede ser el mismo que el encontrado para la
inactivacion de met2 en A. immersus. En este sistema, la transcripcion del ARN de met2 se terminaba en las
regiones metiladas del gen endégeno produciendo asi ARN truncados aberrantes. Se sugirié que la metilacion era
una consecuencia de la interaccion ectépica entre el transgén y una region homdloga de una region correspondiente
del gen endégeno (Barry y cols. 1993). La presencia de multiples transgenes crearia una probabilidad incrementada
de apareamiento ectopico y por lo tanto estd de acuerdo con la correlacion entre el alto nUmero de copias y la
resistencia viral extrema (Mueller y cols., 1995; Goodwin y cols. 1996; Pang y cols., 1996).

Toda esta area se ha revisado recientemente (p. ej. Baulcombe (1996) y Stam y cols. (1997)) y se presentaron
varios modelos. Todos los modelos prevén un alto grado de especificidad de secuencia debido a que la resistencia
es muy especifica (de la cepa) y por lo tanto apelan a una interaccién por apareamiento de bases con un ARN
producido a partir del transgén. Una explicacion para la induccion de la resistencia al virus o la inactivacion génica
con transgenes de sentido es que la ARN polimerasa dependiente del ARN de la planta genera ARN
complementarios usando el ARNm transgénico como una plantilla (Schiebel y cols. 1993a,b). Este ARN
complementario (ARNCc) hipotético no se ha detectado (Baulcombe 1996) pero se espera que los ARNc sean ARN
pequefios y heterodispersos en vez de complementos completos (Schiebel 1993ab, Baulcombe 1996) y por lo tanto
dificiles de detectar.

Los posibles métodos de accion del ARNc al mediar en la resistencia a virus o la inactivacion génica (segun se
propone por Baulcombe, 1996) son:
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1: EI ARNc se hibrida con ARNm transgénico o ARN viral y el duplex se convierte en una diana para dsRNasas.

2: El ARNc se hibrida con ARN diana para formar un duplex que puede detener la traduccion y por consiguiente
tener un efecto indirecto sobre la estabilidad (Green, 1993).

3: El duplex formado entre el ARNc y el ARN viral provoca la detencién de la traduccion por el hibrido de cofactores
requeridos para la replicacion viral.

4. La hibridacion de los ARNc afecta al apareamiento de bases intramolecular requerido para la replicacion viral.

Los modelos actuales para resistencia a virus o inactivacion génica implican asi la induccién de un sistema de
vigilancia citoplasmico bien mediante altos niveles de transcripcion transgénica o bien mediante la produccion de
ARNm aberrante de una sola hebra. Una vez que el sistema se activa, ARN polimerasa dependiente de ARN
elabora ARNc a partir del ARNm transgénico. Estos ARNc se hibridan al ARN diana bien directamente afectando a
su traducibilidad o estabilidad, o bien marcando el ARN para la degradacion.

Los documentos US 5.190.131 y EP 0 467 349 A1 describen métodos y medios para regular o inhibir la expresion
génica en una célula al incorporar o asociarse con el material genético de la célula una secuencia de acido nucleico
no natural que se transcribe para producir un ARNm que es complementario a y capaz de unirse al ARNm producido
por el material genético de esa célula.

El documento EP 0 223 399 A1 describe métodos para efectuar cambios somaticos Utiles en plantas al provocar la
transcripcion en las células vegetales de hebras de ARN negativas que son sustancialmente complementarias a una
hebra de ARN diana. La hebra de ARN diana puede ser un transcrito de ARNm creado en la expresion génica, un
ARN viral u otro ARN presente en las células vegetales. La hebra de ARN negativa es complementaria a al menos
una porcion de la hebra de ARN diana para inhibir su actividad in vivo.

El documento EP 0 240 208 describe un método para regular la expresion de genes codificados en genomas de
células vegetales, alcanzado mediante la integracion de un gen bajo el control transcripcional de un promotor que es
funcional en el hospedador y en el que la hebra transcrita de ADN es complementaria a la hebra de ADN que se
transcribe del gen o los genes endégenos que se quieren regular.

El documento EP 0 647 715 A1 y las patentes de EE. UU. 5.034.323, 5.231.020 y 5.283.184 describen métodos y
medios para producir plantas que exhiben rasgos fenotipicos deseados, al seleccionar transgenotes que
comprenden un segmento de ADN enlazado operativamente a un promotor, en donde los productos de transcripcion
del segmento son sustancialmente homoélogos a transcritos correspondientes de genes enddgenos, particularmente
genes endogenos de la ruta biosintética de los flavonoides.

El documento WO 93/23551 describe métodos y medios para la inhibicion de dos o mas genes diana, que
comprenden introducir en la planta un solo gen de control que tiene distintas regiones de ADN homodlogas a cada
uno de los genes diana y un promotor operativo en plantas adaptado para transcribir desde tales regiones distintas
ARN que inhibe la expresion de cada uno de los genes diana.

El documento W092/13070 describe un método para la regulacion de la traduccion de acidos nucleicos, que
presenta una molécula de ARN sensible que codifica un polipéptido e incluye ademas un dominio regulador, una
region de sustrato y una secuencia de reconocimiento del ribosoma. Esta molécula de ARN sensible tiene una
region inhibidora en el dominio regulador, dominio regulador que es complementario tanto a la regién de sustrato de
la molécula de ARN sensible como a una region antiinhibidora de un acido nucleico de sefial de modo que, en
ausencia del acido nucleico de sefial, las regiones inhibidora y de sustrato forman un dominio con bases apareadas
cuya formacién reducia el nivel de traduccion de una de las regiones codificantes de proteina en la molécula de ARN
sensible en comparacién con el nivel de traduccion de una regién codificante de proteina observado en presencia
del acido nucleico de sefial.

Metzlaff y cols., 1997 describen un modelo para la degradacion de ARN mediada por ARN y la inactivacion de
calcona sintasa A en Petunia, que implica ciclos de apareamiento de ARN-ARN entre secuencias complementarias
seguidos por escisiones de ARN endonucleoliticas para describir cémo es probable que se promueva la degradacion
de ARN.

Fire y cols., 1998 describen una interferencia genética especifica mediante la introduccién experimental de ARN de
doble hebra en Caenorhabditis elegans. Se analiza la importancia de estos hallazgos para la genémica funcional
(Wagner y Sun, 1998).
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Que y cols., 1998 describen distintos patrones de supresion de pigmentos que se producen por transgenes de
calcona sintasa de sentido y antisentido alélicos en flores de petunia y también han analizado los patrones de color
de las flores en plantas heterocigéticas para alelos de calcona sintasa de sentido y antisentido.

El documento WO 98/05770 divulga ARN antisentido con estructuras secundarias especiales que se pueden usar
para inhibir la expresién génica.

El documento WO 94/18337 divulga plantas transformadas que tienen acidos linolénicos incrementados o
disminuidos asi como plantas que expresan una acido linoleico desaturasa.

El documento US 5.850.026 divulga un aceite endégeno procedente de semillas de Brassica que contiene, después
de la trituracion y la extraccién, mas de 86% de acido oleico y menos de 2,5% de acido a-linolénico. El aceite
también contiene menos de 7% de acido linoleico. Las semillas de Brassica son producidas por plantas que
contienen inhibicion especifica para las semillas de la expresion de los genes de oleato desaturasa microsémica y
linoleato desaturasa microsémica, en donde la inhibicién se puede crear mediante tecnologia de cosupresion o
antisentido.

El documento US 5.638.637 divulga aceite vegetal de semillas de colza y colza que produce el mismo, teniendo el
aceite vegetal un contenido de acido oleico inusualmente alto de 80% a 90% en peso basado en el contenido total
de acidos grasos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona métodos para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés, que
se puede expresar en una célula vegetal, particularmente para reducir la expresion fenotipica de un gen,
particularmente un gen enddégeno o un transgén extrafio, integrado en el genoma de una célula vegetal o para
reducir la expresion fenotipica del acido nucleico de interés que estd comprendido en el genoma de un virus
infeccioso, que comprende la etapa de introducir, preferiblemente integrar, en el genoma nuclear de la célula
vegetal, un ADN quimérico que comprende un promotor, capaz de ser expresado en la célula vegetal, y
opcionalmente una regién de ADN implicada en la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion y entre medias
una region de ADN, que, cuando se transcribe, da una molécula de ARN con una secuencia nucleotidica que
comprende una secuencia nucleotidica de sentido de al menos 20 nucledtidos consecutivos, particularmente al
menos aproximadamente 550 nucleétidos consecutivos, que tiene 100% de identidad de secuencia con al menos
parte de una region codificante del acido nucleico de interés, y una secuencia nucleotidica antisentido que incluye al
menos 20 nucledtidos consecutivos, que tiene 100% de identidad de secuencia con el tramo de 20 nucleétidos del
complemento de la secuencia nucleotidica de sentido, en donde el ARN es capaz de formar una estructura de ARN
de horquilla artificial con un tallo de ARN de doble hebra mediante apareamiento de bases entre las regiones con
secuencia nucleotidica de sentido y antisentido de modo que al menos los 20 nucledtidos consecutivos de la
secuencia de sentido se apareen por bases con los 20 nucleétidos consecutivos de la secuencia antisentido, dando
como resultado una estructura de horquilla artificial en la que el ADN quimérico comprende uno o mas intrones en la
region de ADN que cuando se transcribe da la molécula de ARN. Preferiblemente, el ADN quimérico esta integrado
establemente en el genoma del ADN.

La invencion también proporciona una célula vegetal, que comprende un acido nucleico de interés que normalmente
es capaz de ser expresado fenotipicamente, que comprende ademds una molécula de ADN quimérico que
comprende un promotor, capaz de ser expresado en esa célula vegetal, una region de ADN que, cuando se
transcribe, da una molécula de ARN con una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica de
sentido de al menos 20 nucledtidos consecutivos que tiene 100% de identidad de secuencia con al menos parte de
la secuencia nucleotidica del acido nucleico de interés y una secuencia nucleotidica antisentido que incluye al
menos 20 nucledtidos consecutivos, que tiene 100% de identidad de secuencia con el complemento de los al menos
20 nucledtidos consecutivos de la secuencia nucleotidica de sentido, en donde la molécula de ARN es capaz de
formar una regién de ARN de doble hebra mediante apareamiento de bases entre las regiones con secuencia
nucleotidica de sentido y antisentido de modo que al menos 20 nucleétidos consecutivos de la secuencia de sentido
se aparean por bases con dichos 20 nucleétidos consecutivos de la secuencia antisentido, dando como resultado
una estructura de ARN de horquilla, preferiblemente una estructura de horquilla artificial, y una regiéon de ADN
implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion, en donde la expresion fenotipica del acido
nucleico de interés se reduce significativamente y en donde el gen quimérico comprende uno o mas intrones en la
region de ADN que, cuando se transcribe, da la molécula de ARN.

Con los objetivos, las ventajas y las caracteristicas de la invencion precedentes y otros que se haran evidentes mas
adelante, la naturaleza de la invencion se puede entender mas claramente con referencia a la siguiente descripcion
detallada de las realizaciones de la invencion y a las reivindicaciones adjuntas.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa esquematicamente las diferentes construcciones de sentido y antisentido, asi como las
llamadas construcciones de CoP (par complementario) usadas para obtener resistencia a virus (Fig 1B) o para
reducir la expresion fenotipica de un gen Gus transgénico (Fig 1A).

La Figura 2A representa esquematicamente la llamada construccién de mango de sartén o construcciones de CoP
usadas para reducir la expresion fenotipica de un gen de A12 desaturasa en Arabidopsis (Pro Nos: promotor del gen
de nopalina sintasa; nptll region codificante de neomicina fosfotransferasa; Term Nos: terminador del gen de
nopalina sintasa; FP1: promotor de napina especifico de semillas truncado; 480 pb: extremo 5' del gen Fad2 de
Arabidopsis thaliana en la orientacion de sentido; 623 pb: espaciador; 480 pb: extremo 5' del gen Fad2 de
Arabidopsis thaliana en la orientacion antisentido.

La Figura 2B representa esquematicamente una construccion de cosupresion comun para reducir la expresion
fenotipica de un gen de A12 desaturasa en Arabidopsis thaliana.

Descripcion detallada

Se describe en la presente una célula vegetal con una molécula de ARN que comprende una estructura de horquilla
que incluye una parte de sentido determinada y una parte antisentido determinada. Potencialmente, una molécula de
ARN es capaz de formar varias estructuras secundarias, algunas de las cuales pueden contener la horquilla
deseada. Se espera que la estructura secundaria real del ARN en la célula tenga la energia libre mas baja. Segun la
invencion, la molécula de ARN que se va a producir en la célula esta disefiada de tal modo que al menos en su
estado de energia libre mas baja, que puede asumir dentro de esa célula, comprenda la horquilla deseada.

Segun se usa en la presente, "ARN de horquilla" se refiere a cualquier molécula de ARN de doble hebra
autorrenaturalizante. En su representacion mas simple, un ARN de horquilla consiste en un tallo de doble hebra
constituido por las hebras de ARN renaturalizantes, conectado por un bucle de ARN de una sola hebra, y también se
denomina "ARN de mango de sartén". Sin embargo, el término "ARN de horquilla" también esta destinado a abarcar
estructuras de ARN secundarias mas complicadas que comprenden secuencias de ARN de doble hebra
autorrenaturalizantes, pero también protuberancias y bucles internos. La estructura secundaria especifica adaptada
estara determinada por la energia libre de la molécula de ARN, y se puede predecir para diferentes situaciones
usando un software apropiado tal como FOLDRNA (Zuker y Stiegler, 1981).

Segun se usa en la presente, "identidad de secuencia" con respecto a secuencias nucleotidicas (ADN o ARN) se
refiere al nUmero de posiciones con nucleétidos idénticos dividido por el nimero de nucleétidos en la mas corta de
las dos secuencias. El alineamiento de las dos secuencias nucleotidicas se realiza mediante el algoritmo de Wilbur y
Lipmann (Wilbur y Lipmann, 1983) usando un tamafio de intervalo de 20 nucleétidos, una longitud de palabra de 4
nucledtidos y una penalizacion por hueco de 4. El andlisis y la interpretacion asistidos por ordenador de los datos de
las secuencias, incluyendo el alineamiento de secuencias como se describe anteriormente, se pueden realizar
convenientemente, p. €j., usando los programas de Intelligenetics = Suite (Intelligenetics Inc., CA). Las secuencias se
indican como "esencialmente similares" cuando tal secuencia tiene una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 75%, particularmente al menos aproximadamente 80%, mas particularmente al menos
aproximadamente 85%, bastante particularmente aproximadamente 90%, especialmente aproximadamente 95%,
mas especialmente aproximadamente 100%, bastante especialmente son idénticas. Esta claro que cuando se dice
que las secuencias de ARN son esencialmente similares o tienen un cierto grado de identidad de secuencia con
secuencias de ADN, la timina (T) en la secuencia de ADN se considera igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN.

Segun se usa en la presente, el término "promotor expresable por plantas” significa una secuencia de ADN 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 transcripciéon en una célula vegetal,
es decir, ciertos promotores de origen viral o bacteriano tales como el CaMV35S, el promotor del virus del trébol
subterraneo No 4 o No 7, o promotores del gen de T-ADN.

El término "expresion de un gen" se refiere al proceso en el que una region de ADN que esta enlazada
operativamente a regiones reguladoras apropiadas, particularmente a un promotor, se transcribe en un ARN que es
biol6gicamente activo, es decir, que bien es capaz de interaccién con otro acido nucleico o bien que es capaz de ser
traducido en un polipéptido o una proteina. Se dice que un gen codifica un ARN cuando el producto final de la
expresion del gen es ARN biolégicamente activo, tal como, p. €j., un ARN antisentido, una ribozima o un producto
intermedio replicativo. Se dice que un gen codifica una proteina cuando el producto final de la expresion del gen es
una proteina o un polipéptido.
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Un acido nucleico de interés es "capaz de ser expresado” cuando dicho acido nucleico, cuando se introduce en una
célula hospedadora adecuada, particularmente en una célula vegetal, se puede transcribir (o replicar) para dar un
ARN, y/o traducir para dar un polipéptido o una proteina en esa célula hospedadora.

El término "gen" significa cualquier fragmento de ADN que comprenda una regién de ADN (la “region de ADN
transcrita") que se transcriba en una molécula de ARN (p. €j., un ARNm) en una célula enlazada operativamente a
regiones reguladoras adecuadas, p. €j., un promotor expresable en plantas. Un gen puede comprender asi varios
fragmentos de ADN enlazados operativamente tales como un promotor, una secuencia lider 5', una region
codificante y una region 3' que comprende un sitio de poliadenilacion. Un gen vegetal enddégeno para una especie
vegetal particular (gen vegetal enddgeno) es un gen que se encuentra naturalmente en esa especie vegetal o que se
puede introducir en esa especie vegetal mediante cruce convencional. Un gen quimérico es cualquier gen que no se
encuentre normalmente en una especie vegetal o, alternativamente, cualquier gen en el que el promotor no esté
asociado en la naturaleza con parte o la totalidad de la region de ADN transcrita o con al menos ofra region
reguladora del gen.

Segun se usa en la presente, "expresion fenotipica de un acido nucleico de interés" se refiere a cualquier rasgo
cuantitativo asociado con la expresién molecular de un acido nucleico en una célula hospedadora y asi puede incluir
la cantidad de moléculas de ARN transcritas o replicadas, la cantidad de moléculas de ARN modificadas
postranscripcionalmente, la cantidad de péptidos o proteinas traducidos, la actividad de tales 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
sobre la célula, o el organismo que contiene esa célula, mediante la presencia de las moléculas de ARN, el péptido o
la proteina, o el péptido o la proteina modificados postraduccionalmente. La mera presencia de un acido nucleico en
una célula hospedadora no se considera una expresion fenotipica o un rasgo fenotipico de ese acido nucleico,
aunque se pueda seguir cuantitativamente o cualitativamente. Ejemplos de efectos directos o indirectos mediados en
células u organismos son, p. €j., rasgos agronomamente o industrialmente utiles, tales como resistencia a una plaga
o enfermedad; contenido de aceite superior o modificado, etc.

Segun se usa en la presente, "reduccion de la expresion fenotipica" se refiere a la comparacion de la expresion
fenotipica del acido nucleico de interés para la célula vegetal en presencia del ARN o los genes quiméricos descritos
en la presente con la expresion fenotipica del acido nucleico de interés en ausencia del ARN o los genes quiméricos
que se describen en la presente. La expresion fenotipica en presencia del ARN quimérico debe ser asi inferior que la
expresion fenotipica en ausencia del mismo, preferiblemente ser sélo aproximadamente 25%, particularmente sélo
aproximadamente 10%, mas particularmente soélo aproximadamente 5% de la expresion fenotipica en ausencia del
ARN quimérico, especialmente la expresion fenotipica debe ser completamente inhibida para todos los propésitos
practicos por la presencia del ARN quimérico o el gen quimérico que codifica tal ARN.

Una reduccion de la expresion fenotipica de un acido nucleico donde el fenotipo es un rasgo cualitativo significa que
en presencia del ARN o el gen quimérico de la invencion, el rasgo fenotipico cambia hasta un estado discreto
diferente cuando se compara con una situacion en la que tal ARN o gen estd ausente. Una reduccion de la
expresion fenotipica de un acido nucleico se puede medir asi, entre otras cosas, como una reduccién en la
transcripcion de (parte de) ese acido nucleico, una reduccion en la traduccién de (parte de) ese acido nucleico o una
reduccion en el efecto que tiene la presencia del ARN o los ARN transcritos o el polipéptido o los polipéptidos
traducidos sobre la célula vegetal o la planta, y finalmente conducira a rasgos fenotipicos alterados. Esta claro que la
reduccion en la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés se puede efectuar mediante o correlacionarse
con un incremento en un rasgo fenotipico.

Segun se usa en la presente, "un acido nucleico de interés" o un "acido nucleico diana" se refiere a cualquier
molécula de ARN o secuencia de ADN particular que pueda estar presente en una célula vegetal.

Segun se usa en la presente, "que comprende" se debe interpretar como especificar la presencia de las
caracteristicas, los nimeros enteros, las etapas o los componentes indicados que se mencionen, pero no excluye la
presencia o la adicién de uno o mas de las caracteristicas, los niUmeros enteros, las etapas o los componentes, o
grupos de los mismos. Asi, p. €j., un acido nucleico o una proteina que comprende una secuencia de nucleétidos o
aminoacidos puede comprender mas nucleétidos o aminoacidos que los citados realmente, es decir, estar incrustado
en un acido nucleico o una proteina mayor. Un gen quimérico que comprende una region de ADN que esta
funcionalmente o estructuralmente definido puede comprender regiones de ADN adicionales, etc.

Se ha encontrado inesperadamente por los inventores que la introduccion de un gen quimérico capaz de ser
transcrito a una molécula de ARN con una secuencia nucleotidica que comprende la secuencia nucleotidica tanto de
sentido como antisentido de un gen diana, o una parte de la misma, integrada en el genoma nuclear de una célula
vegetal, podria reducir eficazmente y especificamente la expresion fenotipica de ese gen diana. La reduccion en la
expresion fenotipica era mas eficaz y mas predecible que la observada cuando se introducian genes quiméricos
separados en células similares con el gen diana, que codifica moléculas de ARN bien de sentido o bien antisentido.
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Al mismo tiempo, también se ha observado que la introduccién simultanea de genes quiméricos separados en una
célula que codifica moléculas de ARN con secuencias nucleotidicas que comprenden sentido y antisentido,
respectivamente, daba como resultado una resistencia al virus extrema, aunque los genes quiméricos se
transcribieran desde promotores mas débiles. Se sabe bien que la inactivacion génica y la resistencia al virus
pueden estar mediadas por fendmenos similares.

Se divulga en la presente un método para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico de interés, que
normalmente es capaz de expresarse en una célula vegetal, que comprende las etapas de introducir un ADN
quimérico que comprender las siguientes partes enlazadas operativamente:

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

b) una region de ADN capaz de ser transcrita en una molécula de ARN con una secuencia nucleotidica que
comprende

i. una secuencia nucleotidica de sentido de al menos 10 nt, preferiblemente 15 nucleétidos
consecutivos, que tiene entre 75 y 100% de identidad de secuencia con al menos parte de la secuencia
nucleotidica del acido nucleico de interés; y

ii. una secuencia nucleotidica antisentido que incluye al menos 10, preferiblemente 15 nucleétidos
consecutivos, que tiene entre aproximadamente 75% y aproximadamente 100% de identidad de
secuencia con el complemento de los al menos 10, preferiblemente 15 nucleétidos consecutivos, de la
secuencia nucleotidica de sentido;

en donde el ARN es capaz de formar un ARN de doble hebra mediante apareamiento de bases entre las
regiones con secuencia nucleotidica de sentido y antisentido dando como resultado una estructura de ARN
de horquilla; y

c) una region de ADN implicada en la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion que funciona en las
células eucarioticas adecuadas, funcionando particularmente en células vegetales.

En una realizacion preferida de la divulgacion, la molécula de ARN transcrita desde el gen quimérico consiste
esencialmente en el ARN de horquilla.

Se cree que el orden de la secuencia nucleotidica de sentido y antisentido en la molécula de ARN no es critico.

Asi, en otras palabras, el ADN quimérico tiene una region de ADN transcrita que, cuando se transcribe, da una
molécula de ARN que comprende una regién de ARN capaz de formar una estructura de tallo-bucle artificial, en
donde una de las secuencias de ARN renaturalizantes de la estructura de tallo-bucle comprende una secuencia,
esencialmente similar a al menos parte de la secuencia nucleotidica del acido nucleico de interés, y en donde la
segunda de las secuencias de ARN renaturalizantes comprende una secuencia esencialmente similar a al menos
parte del complemento de al menos parte de la secuencia nucleotidica del acido nucleico de interés.

La molécula de ARN puede comprender varias estructuras de horquilla artificiales, que pueden estar disefiadas para
reducir la expresion fenotipica de diferentes acidos nucleicos de interés.

En una realizacion preferida, el acido nucleico de interés, cuya expresion fenotipica es elegida para ser reducida, es
un gen incorporado en el genoma de una célula vegetal. Se apreciara que los medios y los métodos de la invencion
se pueden usar para la reduccion de la expresion fenotipica de un gen que pertenece al genoma de la célula segun
esta presente en la naturaleza, (un gen endégeno), asi como para la reduccion de la expresion fenotipica de un gen
que no pertenece al genoma de la célula segun esta presente en la naturaleza, pero se ha introducido en esa célula
(un transgén). El transgén se puede introducir establemente o transitoriamente, y se puede integrar en el genoma
nuclear de la célula, o estar presente sobre un vector de replicacién, tal como un vector viral.

En otra realizacion preferida, el acido nucleico de interés, cuya expresion fenotipica es elegida para ser reducida, es
un acido nucleico viral, particularmente una molécula de ARN viral, capaz de infectar una célula eucariotica,
particularmente una célula vegetal. En este caso, el fenotipo que se va a reducir es la replicacion del virus, y
finalmente los sintomas de la enfermedad provocados por el virus infeccioso.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica del acido nucleico diana que corresponde a la secuencia nucleotidica de
sentido es parte de una region de ADN que se transcribe, particularmente una regién de ADN que se transcribe y se
traduce (en otras palabras, una region codificante). Se prefiere particularmente que la secuencia diana corresponda
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a uno 0 mas exones consecutivos, mas particularmente esta situada dentro de un solo exén de una region
codificante.

La longitud de la secuencia nucleotidica de sentido puede variar de aproximadamente 20 nucledtidos (nt) hasta una
longitud que iguale la longitud (en nucledtidos) del acido nucleico diana. Preferiblemente, la longitud total de la
secuencia nucleotidica de sentido es 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, bastante especialmente al menos aproximadamente 550 nt. Se espera que no haya limite
superior para la longitud total de la secuencia nucleotidica de sentido, aparte de la longitud total del acido nucleico
diana. Sin embargo, por razones practicas (tales como, p. €j., la estabilidad de los genes quiméricos) se espera que
la longitud de la secuencia nucleotidica de sentido no supere 5.000 nt, particularmente no supere 2.500 nt y debe
estar limitada a aproximadamente 1.000 nt.

Se apreciara que cuanto mayor sea la longitud total de la secuencia nucleotidica de sentido, menos rigurosos se
hacen los requisitos para la identidad de secuencia entre la secuencia nucleotidica de sentido total y la
correspondiente secuencia en el gen diana. Preferiblemente, la secuencia nucleotidica de sentido total debe tener
una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 75% con la correspondiente secuencia diana,
particularmente al menos aproximadamente 80%, mas particularmente al menos aproximadamente 85%, bastante
particularmente  aproximadamente 90%, especialmente aproximadamente 95%, mas especialmente
aproximadamente 100%, bastante especialmente ser idéntica a la parte correspondiente del acido nucleico diana.
Sin embargo, se prefiere que la secuencia nucleotidica de sentido incluya siempre una secuencia de
aproximadamente 20 nt, mas particularmente aproximadamente 50 nt, especialmente aproximadamente 100 nt,
bastante especialmente aproximadamente 150 nt con 100% de identidad de secuencia con la parte correspondiente
del acido nucleico diana. Preferiblemente, para calcular la identidad de secuencia y disefiar la secuencia diana
correspondiente, el nimero de huecos se debe minimizar, particularmente para las secuencias de sentido mas
cortas.

La longitud de la secuencia nucleotidica antisentido esta en gran parte determinada por la longitud de la secuencia
nucleotidica de sentido, y preferiblemente correspondera a la longitud de la ultima secuencia. Sin embargo, es
posible usar una secuencia antisentido que difiera en longitud en aproximadamente 10%. De forma similar, la
secuencia nucleotidica de la regiéon antisentido esta en gran parte determinada por la secuencia nucleotidica de la
region de sentido, y preferiblemente es idéntica al complemento de la secuencia nucleotidica de la region de sentido.
Particularmente con las regiones antisentido mas largas, sin embargo es posible usar secuencias antisentido con
menor identidad de secuencia para el complemento de la secuencia nucleotidica de sentido, preferiblemente con al
menos aproximadamente 75% de identidad de secuencia, mas preferiblemente con al menos aproximadamente
80%, particularmente con al menos aproximadamente 85%, mas particularmente con al menos aproximadamente
90% de identidad de secuencia, especialmente con al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con
el complemento de la secuencia nucleotidica de sentido. No obstante, se prefiere que las secuencias nucleotidicas
antisentido siempre incluyan una secuencia de aproximadamente 20 nt, mas particularmente aproximadamente 50
nt, especialmente aproximadamente 100 nt, bastante especialmente aproximadamente 150 nt con 100% de
identidad de secuencia con el complemento de una parte correspondiente de la secuencia nucleotidica de sentido.
Esta claro que la longitud del tramo de los nucledtidos consecutivos con 100% de identidad de secuencia con el
complemento de la secuencia nucleotidica de sentido no puede ser mayor que la propia secuencia nucleotidica de
sentido. De nuevo, preferiblemente, el niumero de huecos se debe minimizar, particularmente para las secuencias
antisentido mas cortas. Ademas, también se prefiere que la secuencia antisentido tenga entre aproximadamente
75% y 100% de identidad de secuencia con el complemento de la secuencia diana.

La molécula de ARN que resulta de la transcripcion del ADN quimérico puede comprender una secuencia
nucleotidica espaciadora situada entre las secuencia nucleotidica de sentido y antisentido. En ausencia de tal
secuencia espaciadora, la molécula de ARN todavia sera capaz de formar un ARN de doble hebra, particularmente
si la secuencia nucleotidica de sentido y antisentido son mayores de aproximadamente 10 nucleétidos y parte de la
secuencia nucleotidica de sentido y/o antisentido se usa para formar el bucle que permita el apareamiento de bases
entre las regiones con secuencia nucleotidica de sentido y antisentido y la formacion de un ARN de doble hebra. Se
espera que no haya limites de longitud o requisitos de secuencia asociados con la region espaciadora, con tal de
que estos parametros no interfieran con la capacidad de las regiones de ARN con la secuencia nucleotidica de
sentido y antisentido para formar un ARN de doble hebra. En una realizacion preferida, la region espaciadora varia
en longitud de 4 a aproximadamente 200 pb, pero, como se menciond previamente, puede estar ausente.

En una realizacion preferida, el ARN de horquilla formado por la region de sentido y antisentido y si es apropiado la
region espaciadora es un ARN de horquilla artificial. Por "ARN de horquilla artificial" o "estructura de ARN de tallo-
horquilla artificial" se entiende que tal ARN de horquilla no esta presente en la naturaleza, debido a que las regiones
de sentido y antisentido que se definen no estan presentes en la naturaleza simultaneamente en una molécula de
ARN, o las regiones de sentido y antisentido estan separadas por una region espaciadora que es heterdloga con
respecto al gen diana, particularmente, la secuencia nucleotidica del espaciador tiene una identidad de secuencia de
menos de 75% con la secuencia nucleotidica de la secuencia diana, en la posicion 5' o 3' correspondiente de los
puntos finales de la secuencia nucleotidica de sentido. Un ARN de horquilla también se puede indicar como artificial
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si no esta comprendido dentro de la molécula de ARN con la que esta normalmente asociado. Es concebible usar
segun la invencion un ADN quimérico cuya transcripcion dé como resultado una estructura de ARN de horquilla con
una secuencia nucleotidica presente en la naturaleza (que por lo demas cumple los limites que se indican en esta
memoria descriptiva) con la condicion de que este ARN de horquilla carezca de las secuencias de ARN circundantes
(no implicadas en la formacioén de la estructura de horquilla).

Aunque se prefiere que la molécula de ARN que comprende el ARN de horquilla no comprenda ademas una
secuencia intronica, esta claro que los genes de ADN quiméricos que codifican tales ARN pueden comprender en su
region transcrita uno o mas intrones.

De hecho, los inventores han encontrado inesperadamente que la inclusion de una secuencia intrénica en los genes
de ADN quiméricos que codifican una molécula de ARN que comprende el ARN de horquilla, preferiblemente en la
region espaciadora, y preferiblemente en orientaciéon de sentido, potencia la eficacia de la reduccién de la expresion
del acido nucleico diana. La potenciacion en la eficacia se puede expresar como un incremento en la frecuencia de
plantas en las que se produce inactivacion o como un incremento en el nivel de reduccion del rasgo fenotipico. En
una realizacién particularmente preferida, el intron es esencialmente idéntico en secuencia al intron 2 de piruvato
ortofosfato dicinasa 2 de Flaveria trinervia, mas particularmente, comprende la secuencia de SEQ ID N° 7.

Se ha observado que contrariamente a los métodos que usan secuencias nucleotidicas bien antisentido o bien de
sentido solas para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico diana (que generalmente depende de la
dosificacion de la molécula de sentido o antisentido, y asi los genes quiméricos que codifican las moléculas de
sentido y antisentido necesitan estar bajo el control de promotores relativamente fuertes), el método divulgado en la
presente no confia en la presencia de tales regiones promotoras fuertes para conducir la produccion transcripcional
del ARN que comprende la region tanto de sentido con antisentido. En otras palabras, una gama entera de
promotores, particularmente promotores expresables en plantas, esta disponible para dirigir la transcripcion de los
genes quiméricos de la invencion. Estos incluye, pero no se limitan a, promotores fuertes tales como promotores
CaMV35S (p. €j., Harpster y cols., 1988). A la luz de la existencia de formas variantes del promotor CaMV35S, como
es sabido por los expertos, el objetivo de la invencién se puede alcanzar igualmente al emplear estos promotores de
CaMV35S alternativos y variantes. También esta claro que otros promotores expresables en plantas, particularmente
promotores constitutivos, tales como los promotores de opina sintasa de los plasmidos Ti o Ri de Agrobacterium,
particularmente un promotor de nopalina sintasa, o promotores del virus del trébol subterraneo, se podrian usar para
obtener efectos similares. También se contemplan por la invencién genes quiméricos para reducir la expresion
fenotipica de un acido nucleico en una célula, que estan bajo el control de promotores especificos de ARN
polimerasa del bacteriéfago de una sola unidad, tales como un promotor especifico de T7 o T3, con la condicion de
que las células hospedadoras también comprendan la ARN polimerasa correspondiente en una forma activa.

Un objetivo adicional de la invencion es proporcionar métodos para reducir la expresion fenotipica de un acido
nucleico en células vegetales especificas al poner los genes quiméricos de la invencion bajo el control de
promotores especificos de tejidos o especificos de drganos. Tales promotores especificos de tejidos o especificos de
6rganos son muy conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, promotores especificos de semillas (p. €j.,
documento WO089/03887), promotores especificos de primordios de 6rganos (An y cols., 1996), promotores
especificos del tallo (Keller y cols., 1988), promotores especificos de las hojas (Hudspeth y cols.,1989), promotores
especificos del mesdfilo (tales como los promotores de Rubisco inducibles por luz), promotores especificos de las
raices (Keller y cols., 1989), promotores especificos de tubérculos (Keil y cols., 1989), promotores especificos del
tejido vascular (Peleman y cols., 1989), promotores selectivos de los estambres (documentos WO 89/10396, WO
92/13956), promotores especificos de la zona de dehiscencia (documento WO 97/13865) y similares.

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

El gen o los genes quiméricos para la reduccion de la expresion fenotipica de un acido nucleico diana de interés en
una célula bien se pueden introducir transitoriamente o bien se pueden integrar establemente en el genoma nuclear
de la célula. En una realizacion, el gen quimérico se sitla en un vector viral, que es capaz de replicarse en la célula
vegetal (véanse, p. €j., los documentos WO 95/34668 y WO 93/03161).

El ADN recombinante que comprende el gen quimérico para reducir la expresion fenotipica de un acido nucleico de
interés en una célula hospedadora puede estar acompafado por un gen marcador quimérico, particularmente
cuando se prevé la integraciéon estable del transgén en el genoma de la célula hospedadora. EI gen marcador
quimérico puede comprender un ADN marcador que esta enlazado operativamente en su extremo 5' a un promotor,
que funciona en la célula hospedadora de interés, particularmente un promotor expresable en plantas,
preferiblemente un promotor constitutivo, 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 enlazado operativamente en su extremo 3' a
sefiales de formacién y poliadenilacion del extremo 3’ por transcripcion de plantas adecuadas. Se espera que la
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eleccion del ADN marcador no sea critica, y se puede usar cualquier ADN marcador adecuado. Por ejemplo, un ADN
marcador puede codificar una proteina que proporcione un color distinguible a la célula vegetal transformada, tal
como el gen A1 (Meyer y cols., 1987), puede proporcionar resistencia a herbicidas a la célula vegetal transformada,
tal como el gen bar, que codifica la resistencia a fosfinotricina (documento EP 0.242.246), puede proporcionar
resistencia a antibidticos a las células transformadas, tal como el gen aac(6'), que codifica la resistencia a
gentamicina (documento W094/01560).

Un ADN recombinante que comprende un gen quimérico para reducir la expresion fenotipica de un gen de interés se
puede incorporar establemente en el genoma nuclear de una célula de una planta. La transferencia génica se puede
llevar a cabo con un vector que es un plasmido Ti desarmado, que comprende un gen quimérico de la invencion, y
soportado por Agrobacterium. Esta transformacion se puede llevar a cabo usando los procedimientos descritos, por
ejemplo, en el documento EP 0 116 718.

Alternativamente, se puede usar cualquier tipo de vector para transformar la célula vegetal, aplicando métodos tales
como transferencia génica directa (segun se describe, por ejemplo, en el documento EP 0 233 247), transformacion
mediada por polen (segun se describe, por ejemplo, en los documentos EP 0 270 356, WO85/01856 y US
4,684,611), transformacion mediada por virus de ARN de planta (segun se describe, por ejemplo, en los documentos
EP 0 067 553 y US 4.407.956), transformacion mediada por liposomas (segun se describe, por ejemplo, en el
documento US 4.536.475), y similares.

También son adecuados otros métodos, tales como bombardeo con microproyectiles segun se describe para el maiz
por Fromm y cols. (1990) y Gordon-Kamm y cols. (1990). Células de plantas monocotiledéneas, tales como los
principales cereales, también se pueden transformar usando tejido embrionario compacto herido y/o degradado con
enzimas capaz de formar callo embriogénico compacto, o embriones inmaduros heridos y/o degradados segun se
describe en el documento W092/09696. La célula vegetal transformada resultante se puede usar a continuacion
para regenerar una planta transformada de un modo convencional.

La planta transformada obtenida se puede usar en un esquema de cruce 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 de la invencion en otras variedades de la misma especie de planta o una
relacionada, o en plantas hibridas. Las semillas obtenidas de las plantas transformadas contienen los genes
quiméricos de la invencion como una insercién gendmica estable.

Un objetivo adicional de la invencion es proporcionar células vegetales y plantas que comprenden los genes
quiméricos para la reduccion de la expresion fenotipica de un acido nucleico diana segun se describe en la
invencion.

Se apreciara que los métodos y los medios descritos en la memoria descriptiva también se pueden aplicar en
métodos de cribado de alto rendimiento (HTS), para la identificacion o confirmacion de fenotipos asociados con la
expresion de una secuencia de acido nucleico con la funcién todavia no identificada en una célula vegetal.

Tal método comprende las etapas de

1. seleccionar una secuencia diana dentro de la secuencia de acido nucleico de interés con funcién/fenotipo no
identificados o no confirmados cuando se expresa. Preferiblemente, si el acido nucleico tiene marcos de lectura
abiertos putativos, la secuencia diana debe comprender al menos parte de uno de estos marcos de lectura
abiertos. La longitud de la secuencia nucleotidica diana puede variar de aproximadamente 10 nucleétidos hasta
una longitud que iguale la longitud (en nucledtidos) del acido nucleico de interés con funcion no identificada.

2. disefiar una molécula de ARN que comprende una secuencia nucleotidica de sentido y una secuencia
nucleotidica antisentido segun la invencion.

3. introducir la molécula de ARN que comprende las secuencias nucleotidicas tanto de sentido como antisentido
disefiada sobre la base de la secuencia diana en una célula vegetal adecuada, que comprende el acido nucleico
con la secuencia nucleotidica con fenotipo todavia no identificado. EI ARN se puede introducir por medio de un
ADN quimérico que comprende un promotor operativo en la célula hospedadora de interés, particularmente un
promotor expresable en plantas, y una region de ADN que funciona como una sefial de formacion vy
poliadenilacion del extremo 3' (terminador) adecuada que funciona en la célula hospedadora, con una regién de
ADN intercalada que se puede transcribir para dar la molécula de ARN que comprende la secuencia
nucleotidica de sentido y antisentido. EI ADN quimérico bien se puede introducir transitoriamente o bien se
puede integrar en el genoma nuclear. El ADN quimérico también se puede proporcionar en un vector viral
(véanse, p. €j., los documentos WO 95/34668 y WO 93/03161)
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4. observar el fenotipo mediante un método adecuado. Dependiendo del fenotipo esperado, puede ser suficiente
observar o medir el fenotipo de una sola célula, pero también se puede requerir cultivar las células para obtener
un nivel multicelular (organizado), o incluso para regenerar un organismo transgénico, particularmente una
planta transgénica.

En su realizacion mas sencilla, la molécula de ARN que comprende las secuencias nucleotidicas tanto de sentido
como antisentido para al menos parte de un acido nucleico de interés, adecuada para los métodos de la invencion,
se puede obtener al clonar dos copias de una region de ADN con la secuencia diana seleccionada en una
orientacion repetida invertida (preferiblemente separada por una region de ADN corta que no contiene una sefal de
terminacion de la transcripcion, y codifica la secuencia espaciadora) bajo un promotor adecuado. Este ADN
quimérico se introduce en la célula hospedadora.

Los métodos y los medios descritos en la presente se pueden usar asi para reducir la expresion fenotipica de un
acido nucleico en una célula vegetal o una planta, para obtener resistencia a la rotura (documento WO 97/13865),
para obtener patrones de color de las flores modificados (documentos EP 522 880, US 5.231.020), para obtener
plantas resistentes a los nematodos (documentos WO 92/21757, WO 93/10251, WO 94/17194), para retrasar la
maduracioén 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 androesterilidad (documentos WO 94/29465, W089/10396, WO
92/18625), para reducir la presencia de metabolitos (secundarios) no deseados en organismos, tales como
glucosinolatos (documento WO97/16559) o el contenido de clorofila (EP 779 364) en plantas, para modificar el perfil
de metabolitos sintetizados en una célula u organismo eucariético mediante ingenieria metabdlica, p. €j. al reducir la
expresion de genes particulares implicados en el metabolismo de los carbohidratos (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 la senescencia (documento WO 95/07993), para alterar la lignificacion en plantas (documentos WO
93/05159, WO 93/05160), para alterar la calidad de las fibras en el algodén (documento US 5.597.718), para
incrementar la resistencia a las magulladuras en patatas al reducir la polifenoloxidasa (documento WO 94/03607),
etc.

Los métodos de la invencion conduciran a mejores resultados y/o mayores eficacias en comparacion con los
métodos que usan secuencias nucleotidicas de sentido o antisentido convencionales y se cree que otros
mecanismos especificos de las secuencias que regulan la expresion fenotipica de acidos nucleicos diana podrian
estar implicados y/o ser activados por la presencia de las moléculas de ARN de doble hebra descritas en esta
memoria descriptiva.

Se ha descrito una aplicacion particular para la reduccién de la expresion fenotipica de un transgén en una célula
vegetal, entre otros, mediante métodos de sentido o antisentido, para la restauracion de la androfertilidad,
obteniéndose la ultima mediante la introduccion de un transgén que comprende un ADN de androesterilidad
(documentos WO 94/09143, WO 91/02069). El acido nucleico de interés es especificamente el ADN de
androesterilidad. De nuevo, los procedimientos y los productos descritos en esta invencion se pueden aplicar a estos
métodos a fin de llegar a una restauracion mas eficaz de la androfertilidad.

Los métodos y medios descritos en la presente, particularmente los que implican moléculas de ARN que
comprenden un ARN de horquilla y los genes quiméricos codificantes, han resultado ser particularmente adecuados
para la modificacién de la composicion del contenido de aceite en plantas, particularmente en semillas. Plantas
particularmente preferidas son plantas de cultivo usadas para la produccion de aceite tales como, pero no limitadas
a, colza (Brassica juncea, napus, rapa, oleracea, campestris), maiz, algodoén, cacahuete, girasol, semillas de ricino,
lino, coco, linaza, soja. Genes diana preferidos son los genes de desaturasa, particularmente genes que codifican
A12 desaturasa tales como los codificados por los genes Fad2, especialmente los genes cuya secuencia
nucleotidica se puede encontrar en la base de datos Genbank bajo en nimero de registro AF123460 (de Brassica
carinata), AF12042841 (Brassica rapa), L26296 (Arabidopsis thaliana) o A65102 (Corylus avellana). Esta claro que
esta totalmente al alcance del experto en la técnica obtener genes homodlogos a los genes fad2 divulgados
procedentes de otras especies, p. €j. mediante técnicas de hibridacion y/o PCR.

Variantes preferidas para la configuracion de secuencias nucleotidicas de sentido y antisentido, particularmente en
lo relativo a la longitud y la secuencia, son como las mencionadas en otras partes de esta memoria descriptiva.
Ademas, variantes preferidas para genes quiméricos que codifican moléculas de ARN que contienen horquillas,
particularmente en lo relativo a elementos promotores, son como se describe, en otras partes de esta memoria
descriptiva. Para esta solicitud, se prefiere particularmente que los promotores sean promotores especificos de
células.

Se divulga en la presente que la molécula de ARN que comprende el ARN de horquilla comprende asi parte de un
ORF que codifica A12 desaturasa en orientacion de sentido y una parte similar en orientacion antisentido,
preferiblemente separadas por una secuencia espaciadora. En una variante particularmente preferida el ARN de
horquilla artificial (o su gen quimérico codificante) comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID N° 6 o una
secuencia nucleotidica construida de forma similar basada en los susodichos genes fad2 de Brassica.
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Preferiblemente, el gen quimérico que codifica el ARN de horquilla artificial se transcribe bajo el control de un
promotor especifico de semillas, particularmente bajo el control del promotor FPI segun se describe en otras partes
en esta solicitud.

Una reduccion de la expresion del gen de A12 desaturasa en plantas que contienen aceite conduce a un incremento
en el acido oleico y una disminucién concomitante en el acido linolénico y el acido linoleico. Se encuentra una
frecuencia superior de plantas con aceite en las que es significativo el incremento en acido oleico y la disminucion
concomitante en el acido linolénico y linoleico usando los medios y los métodos de la invencion que en plantas
transgénicas que alojan construcciones de cosupresion comunes. Por otra parte, los niveles absolutos de
incremento, y respectivamente disminucion, son superiores, y respectivamente inferiores, que en plantas
transgénicas que alojan construcciones de cosupresion comunes.

Usando los medios y los métodos descritos en la presente, es asi posible obtener plantas y semillas, que
comprenden un aceite del cual la composicion después de la ftrituracion y la extraccion tiene un contenido
incrementado de acido oleico (expresado como un porcentaje de la composicion de acidos grasos total),
particularmente un incremento de tres veces, cuando se comparan con plantas de control.

Se espera que usando los métodos y los medios descritos en la presente, se pueda obtener una planta de Brassica
transgénica, cuyas semillas comprenden un aceite en el que el contenido de acido oleico supera el 90% del
contenido de acidos grasos total.

Los métodos y los medios de la invencidon seran especialmente adecuados para obtener resistencia a virus,
particularmente resistencia a virus extrema, en células u organismos eucaridticos, particularmente en células
vegetales y plantas. Una lista no limitativa de virus para plantas contra los que se puede obtener resistencia se
representa en la tabla 1.

Los métodos y los medios de la invencidon permiten ademas el uso de genes virales, hasta ahora no usados para
obtener plantas resistentes a virus, ademas de los genes de proteina de envuelta o genes de replicasa usados
comunmente. Tales genes virales diferentes incluyen genes codificados por proteasas (Pro), genes que codifican
proteina ligada al genoma (Vpg), genes que codifican cuerpos de inclusion citoplasmicos (Cl) como secuencias de
acido nucleico diana para obtener plantas resistentes a virus.

Esta claro que la invencion sera especialmente adecuada para la reduccion de la expresion fenotipica de genes
pertenecientes a familias multigénicas.

También esta claro que los métodos y los medios de la invencion son adecuados para la reduccion de la expresion
fenotipica de un &acido nucleico en todas las células vegetales de todas las plantas, ya sean plantas
monocotiledéneas o dicotiledéneas, particularmente plantas de cultivo tales como, pero no limitadas a, maiz, arroz,
trigo, cebada, cafia de azucar, algodon, colza, soja, hortalizas (incluyendo achicoria, brasicaceas, lechuga, tomate),
tabaco, patata, remolacha azucarera, pero también plantas usadas en horticultura, floricultura o silvicultura. Los
medios y los métodos de la invencién seran particularmente adecuados para plantas que tienen genomas complejos,
tales como plantas poliploides.

Se espera que las moléculas de ARN quiméricas producidas mediante la transcripcion de los genes quiméricos
descritos en la presente se puedan extender sistémicamente a través de un planta, y asi sea posible reducir la
expresion fenotipica de un acido nucleico en células de un vastago no transgénico de una planta injertado en un pie
transgénico que comprende los genes quiméricos de la invencion (o viceversa), un método que puede ser
importante en horticultura, viticultura o produccion de frutas.

Los siguientes Ejemplos no limitativos describen la construccion de genes quiméricos para la reduccion de la
expresion fenotipica de un acido nucleico de interés en una célula vegetal y el uso de tales genes. A menos que se
indique otra cosa en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo segun protocolos
estandar como los descritos en Sambrook y cols. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los Volimenes 1 y 2 de Ausubel y cols. (1994) Current Protocols in
Molecular Biology, Current Protocols, EE. UU. de A. Materiales y métodos estandar para el trabajo molecular en
plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) de R.D.D. Croy, publicado conjuntamente por BIOS
Scientific Publications Ltd (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publications, Reino Unido.

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

SEQID N° 1: secuencia del fragmento del virus Y de la patata del gen Nia usado para la construccién de
diversas construcciones de sentido y antisentido, para obtener resistencia al virus.

SEQID N° 2: secuencia de la region codificante de la construccion de CoP de Gusd del Ejemplo 1.
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SEQID N°3 secuencia de una region no traducida 5' (5'UTR) modificada procedente del virus del mosaico

de la cafiuela

SEQID N°4  secuencia del promotor No 4 del virus del trébol subterraneo con potenciador S7.

SEQID N°5 secuencia del potenciador-promotor No 4 doble del virus del trébol subterraneo.

SEQIDN°6 secuencia de la construccion de CoP para la inhibicion de la expresion del gen de

A12desaturasa.

SEQID N°7 secuencia del intron 2 de piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia.

El siguiente texto libre se incluye en la lista de secuencias:

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

<223>

fragmento del ORF de Nla

Descripcion de la Secuencia Atrtificial: region codificante de la construccion de CoP de Gusd

region codificante de Gus deficiente

antisentido con respecto al extremo 5' de la region codificante de Gus

Descripcion de la Secuencia Artificial: 5'UTR del virus del mosaico de la cafiuela

Descripcion de la Secuencia Artificial: Promotor S4 del virus de trébol subterraneo con potenciador S7
Descripcion de la Secuencia Artificial: Promotor S4 del virus de trébol subterraneo con potenciador S4
Descripcion de la Secuencia Artificial: secuencia codificante de la construccion de CoP de desaturasa

correspondiente al extremo 5' de la region codificante de delta12-desaturasa (fad2), en la orientacion de
sentido

correspondiente al extremo 5' de la regiéon codificante de delta12-desaturasa (fad2), en la orientacion
antisentido

Descripcion de la Secuencia Artificial: intron 2 de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia

Los siguientes ejemplos se presentan a fin de ilustrar mas a fondo las realizaciones preferidas de la invencion. Sin
embargo, no se debe considerar de ningin modo que limiten el amplio alcance de la invencion.

Ejemplo 1

Procedimientos experimentales

Construccién génica

Se usaron métodos de clonacidn génica estandar (Sambrook y cols. 1989) para elaborar los genes quiméricos. Una
representacion esquematica de las construcciones usadas se muestra en las Figuras 1A'y 1B.

Los componentes para estas construcciones eran:

* Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor procedente del aislado Cabb-JI (35S) (Harpster y cols., 1988)

* Terminador de octopina sintasa (ocs-t) (MacDonald y cols., 1991)

* Promotor del virus del trébol subterraneo No 4 (S4) (documento WO 9606932)

* Terminador del virus del trébol subterraneo No 4 (s4t) (documento WO 9606932)

* Potenciador-promotor doble del virus del trébol subterraneo No 4 (S4S4) (SEQ ID N° 5)
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* Promotor del virus del trébol subterraneo No 4 con el potenciador S7 (S7S4) (SEQ ID N° 4)
* Promotor de ubiquitina de maiz (Ubi) (Christensen y Quail, 1996)

* Terminador del gen de morfologia tumoral 1 de Agrobacterium (tm1') (Zheng y cols., 1991)
* el gen Nia de una cepa australiana del virus Y de la patata (Nia) (SEQ ID N° 1)

* un ADN que codifica un marco de lectura abierto de 3-glucuronidasa disfuncional (Gusd) (SEQ ID N° 2 desde el
nucledtido 1 hasta el nucleétido 1581)

* una region no traducida 5' (6'UTR) modificada del virus del mosaico de la cafiota (JGMV5') (SEQ ID N° 3).

Esta contiene una insercion de un sitio Ncol en el codén de iniciacion ATG seguida por tres codones de terminacion
en el marco, y un sitio Pstl (para la insercién del intrén como en las construcciones 4 y 5 de la Figura 1A). En las
construcciones vectoriales 2 y 6 de la Figura 1A, el marco de lectura abierto de Gusd se inserta en el sitio Ncol,
retirando los codones de terminacion; en todas las otras construcciones de la Fig 1A, se inserta aguas abajo del sitio
Pstl.

* un intrén de catalasa de semillas de ricino (Ohta y cols., 1990) segun se modifica por Wang y cols.(1997) ("intron").

Los genes quiméricos se construyeron ensamblando operativamente las diferentes partes segun se indica
esquematicamente en la Figura 1A o la Figura 1B e insertando los genes quiméricos obtenidos en los vectores de T-
ADN vectores pART27 y pART7 (Gleave, 1992) entre el limite izquierdo del T-ADN y el gen neo quimérico
expresable en plantas.

El ADN que codifica un marco de lectura abierto de B-glucuronidasa disfuncional (GUSd) se obtuvo al suprimir de
una region codificante de gus la secuencia entre los dos sitios de restriccion EcoRV. Para la construccion del gen
quimérico que codifica la molécula de ARN que comprende la secuencia nucleotidica tanto de 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 dando como resultado una secuencia como la representada en SEQ ID
N° 2. Esta secuencia se cloné entre el promotor de ubiquitina de maiz y el terminador tm1' y se inserté en un vector
de T-ADN.

Se construyeron vectores de T-ADN que comprendian un primer y un segundo gen quimérico de resistencia a virus,
en donde el primer gen quimérico consistia en:

1. una secuencia promotora CaMV 35S, acoplada a
2. en la orientacién de sentido, la secuencia nucleotidica procedente de PVY que codifica bien

* proteina Vpg (véase, p. €j., en N° de Registro de Genbank 229526 desde el nucledtido 1013 hasta
el nucleodtido 1583), bien

e parte de la proteina Cl (véase, p. €j., el N° de Registro del Genbank M95491 desde el nucledtido
3688 hasta el nucleotido 4215) o bien

* proteasa (Pro) (véase, p. €j., el N° de Registro de EMBL D00441 desde el nucleétido 5714 hasta el
nucledtido 7009), seguida por

3. el terminador S4 del virus del mosaico del trébol subterraneo, segun se describe anteriormente.
El segundo gen quimérico consiste en

1. un promotor S4 como el descrito anteriormente, acoplado a

2. en la orientacién antisentido, la secuencia nucleotidica procedente de PVY que codifica bien

* proteina Vpg, bien
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e proteina Cl o bien
e proteasa, seguido por
3. el terminador de octopina sintasa que se describe anteriormente.

Las secuencias de sentido y antisentido dentro de un vector de T-ADN se derivaron de la misma region codificante
de PVY.

Ademas, se construyeron vectores de T-ADN para el uso en la alteracion de la composicion de acidos grasos de un
aceite (véase la Fig 2), que comprenden

1. un promotor FP1 (promotor de napina especifico de semillas truncado, que contiene las secuencias entre
-309 y +1, segun se describe en Stalberg y cols; enlazado a

2. la secuencia nucleotidica of SEQ ID N° 6, que comprende los 480 pb situados 5' en el ORF que codifica la
A12 desaturasa de Arabidopsis thaliana (Fad2) en la orientacion de sentido y en la orientacién antisentido,
enlazada mediante una secuencia espaciadora de 623 pb; seguida por

3. el terminador procedente del gen de nopalina sintasa.

Ademas, se construyeron vectores de T-ADN para evaluar la influencia de una presencia de una secuencia intrénica
en los genes quiméricos que codifican construcciones de CoP. A este fin, se elaboraron construcciones que
comprendian:

1. un promotor CamV 35S, seguido por
2. el ORF que codifica proteasa procedente de PVY (véase anteriormente) en la orientacion de sentido;
3. la secuencia de SEQ ID No 7 (que codifica el intron 2 de piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia)
4. el ORF que codifica proteasa procedente de PVY en la orientacion antisentido; y
5. el terminador del gen de octopina sintasa.
Transformacion de plantas

El tejido de Nicotiana tabacum (W38) se transformd y se regener6 en plantas enteras esencialmente como se
describe por Landsman y cols. (1988). El arroz (Oryza sativa) se transformé esencialmente como se describe por
Wang y cols. (1997).

Sobretransformacion de arroz

Embriones maduros procedentes de una planta de arroz que expresa actividad de GUS e higromicina
fosfotransferasa (HPT) se cortaron de semillas maduras y se pusieron sobre medio inductor de callos durante 7
semanas. Se recuperaron callos de estos cultivos, se incubaron con agrobacterias que contenian diversas
construcciones vectoriales binarias durante 2 dias, a continuacién se pusieron sobre medio callificante que contenia
higromicina, bialafés y Timentin™. Durante las cuatro semanas siguientes se desarrollaron callos resistentes a
higromicina y bialafés. Estas lineas callosas se mantuvieron sobre medios que contenian higromicina y bialafos
durante 2 meses mas antes de ensayarse con respecto a la actividad de GUS.

Ensayo de GUS

Los callos de arroz se probaron con respecto a la actividad de GUS usando el colorante histoquimico X-glucurénido
o el sustrato fluorogénico glucurénido de 4-metil-umbeliferona (MUG) esencialmente como se describe por Jefferson
y cols. (1987).
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Ejemplo 1. Comparacién de genes quiméricos que comprenden la secuencia solo antisentido, solo de sentido o tanto
de sentido como antisentido (par complementario (CoP)) para la reduccién en la expresién fenotipica de un gen de
B-glucuronidasa integrado. (Comparativo)

Tejido de arroz transgénico que expresa 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) se sobretransformé usando vectores que contenian el
gen bar que confiere resistencia a fosfinotricina y diversas construcciones de sentido, antisentido y CoP (véase la
Figura 1A) derivadas de un gen GUS lisiado (GUSd). El tejido sobretransformado se mantuvo en un medio de
seleccion de higromicina y bialafés durante 3 semanas y a continuacidon se analizdé con respecto a la actividad de
GUS. Se us6 un gen GUS lisiado de modo que la expresion a partir de este gen no se superpusiera a la actividad de
GUS enddgena.

Las cifras de la Tabla 2 representan la velocidad de produccién de MU medida mediante absorcién a 455 nm, con
excitacion a 365 nm de 1,5 pyg de proteina total en un volumen de reaccion de 200 pl. La velocidad se midi6 a lo
largo de 30 min. a 37°C. La lectura para callos de arroz no transgénico era 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) mostraban que la sobretransformacion con el vector binario que contiene el gen bar sin el
gen GUSd no tenia un efecto inactivador sobre la actividad de GUS endogena. La sobretransformacion con GUSd
en una orientacion de sentido o antisentido, con o sin un intrén o un codén de terminaciéon temprano, mostraba algun
grado de reduccién (en aproximadamente ~25% de los callos analizados) de la actividad de GUS enddgena (véanse
las dos ultimas filas de la Tabla 2 que representan el porcentaje de callos analizados con una lectura de ensayo de
MUG de menos de 2,000). Sin embargo, la sobretransformacién con una construccion de CoP daba en de
aproximadamente 75% a 100% de los callos analizados una reduccion de la actividad de GUS enddgena. Esta
construccion de CoP se disefio de modo que el extremo 3' del ARNm producido pudiera formar un duplex con el
extremo 5' del transcrito para dar una estructura de "mango de sartén".

Estos datos muestran que se puede elaborar un par complementario usando un transcrito autorrenaturalizante, que
este disefio es mucho mas eficaz que una construccion de sentido o antisentido convencional y que el enfoque se
puede usar para reducir la expresion fenotipica de genes presentes en una célula vegetal.

Tabla 2. Ensayo de MUG de Callos de Arroz Sobretransformado

Casete Sentido | Sentido +| Sentido + terminacion | Antisentido +[{CoP  repetida
vectorial (1) |(2) terminacion (3) + intrén (4) terminacion + intrén (5) |invertida (6)
V10- |121,0 97,45 38,43 38,88 0,290 0,565
28
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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Casete Sentido | Sentido +| Sentido + terminacion | Antisentido +[{CoP  repetida
vectorial (1) |(2) terminacion (3) + intrén (4) terminacion + intrén (5) |invertida (6)
V10- |318,8 93,43 0,199 31,82 1,395 0,472
67
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
115,1 155,0 116,1 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- |0% 21% 10% 10,5% 22% 75%
28
V10- |0% 37,5% |33% 29,5% 21% 100%
67

Ejemplo 2. Comparacion de la eficacia de usar genes quiméricos que comprenden solamente genes antisentido,
solamente genes de sentido o ambos genes simultineamente para obtener resistencia a virus en plantas
transgénicas (Comparativo).

Se elaboraron construcciones génicas usando la secuencia que codifica proteasa de PVY (SEQ ID N° 1) en una
orientacion de sentido, una orientacién antisentido y en una orientaciéon de par complementario (CoP), donde el T-
ADN comprendia genes quiméricos tanto de sentido como antisentido, cada uno bajo el control de su propio
promotor. En las tres disposiciones, se us6 el promotor CaMV35S. Se elaboraron cinco versiones diferentes de
construcciones de CoP en las que el segundo promotor era bien el promotor CaMV35S, bien el promotor S4, bien el
promotor S4 doble, bien el promotor S4 potenciado con S7, o bien el promotor rolC especifico de la vasculatura
(véase la Figura 1 B).

Estas construcciones se transformaron en tabaco (a través de transferencia de ADN mediada por Agrobacterium) y
se recuperaron aproximadamente 25 plantas transformadas independientemente por construcciéon de gen quimérico.
Las plantas transgénicas se transfirieron a tierra y se mantuvieron en el invernadero. Aproximadamente 1 mes
después de trasplantar a la tierra, las plantas fueron inoculadas manualmente con virus Y de patata, usando
métodos de aplicacion estandar. Dos y cuatro semanas mas tarde las plantas se puntuaron con respecto a los
sintomas del virus. Los resultados (Tabla 3) mostraban que después de 1 mes, 2 de 27 plantas que comprendian
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solamente el gen de sentido y 1 de 25 plantas que comprendian solamente el gen antisentido no mostraban
sintomas.

En contraste, respectivamente, 11 de 24 (construccion 35S-Nia/S4-Nia antisentido), 7 de 25 (construccién 35S-
Nia/RolC-Nia antisentido), 10 de 27 (construccion 35S-Nia/35S-Nia antisentido), 7 de 26 (construccion 35S-
Nia/S4S4-Nia antisentido) y 7 de 25 (construccion 35S-Nia/S7S4-Nia antisentido) plantas que contenian los genes
tanto de sentido como antisentido no mostraban sintomas. Se consideré que las plantas que no mostraban sintomas
mostraban resistencia extrema a PVY. Continuaban sin mostrar sintomas durante 2 meses mas de comprobacién
(indicado como resistencia (ER) en la Tabla 3). Algunas otras plantas, particularmente las que contenian
construcciones de CoP, mostraban un retraso y una restriccion de los sintomas. No mostraban sintomas 2 semanas
después de la inoculacién pero mostraban algunas pequefias lesiones en algunas plantas después de 4 semanas.
Estas plantas estaban claramente mucho menos afectadas por PVY que los tabacos no transgénicos o sensibles y
se puntuaron como resistentes (indicado como ER* en la Tabla 3).

Tabla 3 Resistencia a infeccion por PVY de plantas de tabaco transgénicas que comprenden bien la construccion de
proteasa de PVY quimérica de sentido, bien la construccion de proteasa de PVY quimérica antisentido bien ambas
(diferentes construcciones de CoP).

Gen de |Gen antisentido |Plantas con resistencia|Plantas "resistentes"|Numero total de plantas

sentido extrema (ER) (ER¥) transgénicas

35S-Nia 2 2 27
35S-Nia 1 0 25
antisentido

35S-Nia 35S-Nia 10 2 27
antisentido

35S-Nia S4-Nia 11 2 24
antisentido

35S-Nia RolC-Nia 7 3 25
antisentido

35S-Nia S4S4-Nia 7 7 26
antisentido

35S-Nia S7S4-Nia 7 4 25
antisentido

Los datos muestran que usar construcciones de CoP da como resultado una frecuencia muy superior de plantas
transgénicas con resistencia extrema y resistencia que al usar construcciones bien de sentido o bien antisentido
solas.

Posteriormente, se determiné el nimero de copias de los transgenes en las plantas transgénicas resistentes a virus.
Por lo tanto, se extrajo ADN de todas las plantas transgénicas que mostraban resistencia extrema o resistencia.
También se extrajo ADN de cinco plantas sensibles para cada construccion. EI ADN se examin6 con respecto al
numero de copias usando analisis Southern. Los datos (Tabla 4) mostraban que los genomas de algunas de las
plantas con CoP que mostraban resistencia extrema, particularmente las plantas 35S-Nia/S4-Nia antisentido, solo
contenian una Unica copia de la construccion génica.

Tabla 4. Numero de copias de transgenes que comprenden la construccion de proteasa de PVY quimérica de
sentido, la construccion de proteasa de PVY quimérica antisentido, o ambas (diferentes construcciones de CoP) en
plantas con resistencia extrema, resistentes y sensibles.

Gen de | Gen antisentido Plantas con resistencia extrema |Plantas "resistentes” | Plantas
sentido (ER) (ER¥) sensibles
35S-Nia 6 1 1M1/1/1/1
35S-Nia antisentido |4 - 1/8/0/2/1
35S-Nia 35S-Nia antisentido | 3/1/2/3/6/3/2/4/2/3 17 1/2/2/6/1
35S-Nia S4-Nia antisentido | 2/4/1/3/2/4/6/1/1/3/1 2/6 5/8/2/3
35S-Nia RolC-Nia 6/7/6/7/7/7/6 2/1 2/2/2/1/2
antisentido
35S-Nia S4S4-Nia 1/2/4/5/2/2/2 11721111/1/1 117711
antisentido

19




10

15

20

25

30

35

ES 2 624 549 T3

Gen de | Gen antisentido Plantas con resistencia extrema |Plantas "resistentes” | Plantas

sentido (ER) (ER¥) sensibles

35S-Nia S7S4-Nia 2/4/12/512/217 3/2/1/2 1/1/3/1/1
antisentido

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

Plantas procedentes del ejemplo 2 se dejaron autofertilizar y sus semillas se recogieron. Semillas que se originaban
de plantas que mostraban resistencia extrema y bajo nimero de copias de transgenes para las construcciones de
CoP 35S-Nia/S4-Nia antisentido y 35S-Nia/35S-Nia y semillas procedentes de las plantas de sentido y antisentido
que mostraban resistencia extrema se germinaron y se desarrollaron en el invernadero. También se desarrollaron
plantas a partir de semillas recogidas de dos lineas con CoP sensibles, dos lineas solamente con gen de sentido
sensibles y dos lineas solamente con gen antisentido sensibles. Veinte plantas de cada linea se seleccionaron con
respecto a la uniformidad global de tamafio y el estadio de desarrollo, se pusieron en macetas individuales, se dejo
que se recuperaran durante una semana y a continuacion se inocularon con PVY. Las plantas se puntuaron con
respecto a sintomas virales 2, 4 y 7 semanas después de la inoculacion. Los resultados (Tabla 5) mostraban que las
ocho lineas de planta de 35S-Nia/S4-Nia antisentido y 35S-Nia/35S-Nia antisentido que contenian una o dos copias
génicas mostraban una relacion de segregacion de aproximadamente 3:1 de resistencia extrema : sensible. La
descendencia de la linea solamente con el gen antisentido que habia dado resistencia extrema en Ty y la
descendencia de la planta de sentido extremadamente resistente que contenia una copia génica daban relaciones
de segregacion anormales (2:18; ER:sensible). La descendencia de la planta de sentido que daba resistencia
extrema y contenia 6 copias génicas daba una relacion ~ 3:1 (ER:sensible). Toda la descendencia de las plantas Ty
sensibles mostraba una sensibilidad completa a PVY.

Estos datos muestran que la resistencia extrema de construcciones de CoP da una expresion estable de la
resistencia que se hereda de un modo mendeliano. Esto también indica que, en estas lineas, los loci del CoP de
PVY son ~100% eficaces para conferir resistencia extrema mientras los loci transgénicos en la linea antisentido y
una de las dos lineas de sentido son solo parcialmente eficaces para conferir resistencia extrema.

Tabla 5.
35S Nia de sentido y S4 Nia|35S Nia de sentido y S4 Nia|35S Nia de|35S Nia
antisentido antisentido sentido antisentido
N° T1 N° T1 N° T1 N° T1
Copias ER:S Copias ER:S Copias |ER:S |Copias |ER:S
Planta |1 |1 15:5 1 16:4 6 17:3 |4 2:18
ER
2 (1 12:8 15:5 1 2:18
1 14:6 16:4
4 11 15:5 16:4
Planta
Sensible |1 0:20 1 0:20 1 0:20 1 0:20
212 0:20 1 0:20 1 0:20 |8 0:20

Ejemplo 4: Tabaco transgénico extremadamente resistente a virus con diferentes componentes (gen de sentido y
gen antisentido) en diferentes loci dentro de la planta transgénica. (Comparativo)

Plantas sensibles a PVY que contenian el transgén de sentido (que contenian copias de transgén individuales;
véase la Tabla 6) se cruzaron con plantas sensibles a PVY que contenian el transgén antisentido (que también se
habia analizado con respecto al niumero de copias mediante anadlisis Southern; véase la Tabla 6). Veinte de los
descendientes resultantes por cruce se propagaron en el invernadero, a continuaciéon se inocularon con PVY y se
almacenaron para la infeccién viral segun se describe en el Ejemplo 2. Se esperaria que la descendencia de los
cruces (entre genes individuales/plantas que contienen loci) estuviera en la siguiente relacion: 4 gen de sentido
solo, ¥4 gen antisentido solo, ¥4 que comprende los genes tanto de sentido como antisentido y ¥4 que no comprende
ningun gen. Los resultados (Tabla 4) muestran que, con una excepcion, una proporcion de la descendencia de todos
los cruces satisfactorios mostraba resistencia extrema, mientras que ninguno de los descendientes de plantas de
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sentido autofecundadas o plantas antisentido autofecundadas mostraba resistencia extrema. El cruce que no daba
una descendencia extremadamente resistente se derivaba de la planta parental Antisentido 2 (As2) que contenia 8
copias del gen antisentido. Las veinte plantas descendientes de los cruces Sentido 1 (S1)(macho) x Antisentido 1
(As1) (hembra) y Sentido 3 (S3) (hembra) x Antisentido 4 (As4) (macho) se examinaron mediante analisis Southern.
Los resultados mostraban que en ambos cruces las plantas que mostraban resistencia extrema (o0 en un caso
resistencia) contenian los genes tanto de sentido como antisentido, mientras que las plantas sin transgenes (nulas),
o los genes de sentido o antisentido solos, eran todos sensibles a PVY. Para confirmar adicionalmente esta
correlacion absoluta entre la presencia de un par complementario (genes de sentido con antisentido) dentro de una
planta y la resistencia extrema, todas las plantas descendientes que mostraban resistencia extrema se analizaron
mediante transferencias Southern. Los resultados mostraban que cualquier planta extremadamente resistente o
resistente contenia genes tanto de sentido como antisentido.

Estos datos muestran que un par complementario da resistencia o resistencia extrema incluso cuando los genes que
codifican los genes de sentido y antisentido no estan situados simultaneamente en el genoma. El "fenémeno del par
complementario" no se debe simplemente a una dosificacion incrementada del transgén ya que se esperaria que %
de la descendencia autofecundada fuera homocigotica y asi tener el doble de dosificacion génica, y sin embargo era
sensible.

Tabla 6: Resistencia a PVY de las plantas descendientes que resultan de cruces entre plantas de tabaco
transgénicas sensibles que comprenden el gen 35S-Nia de sentido (lineas S) y plantas de tabaco transgénicas
sensibles que comprenden el gen 35S-Nia antisentido (lineas As).

Progenitor masculino | Progenitor femenino | Plantas extremadamente resistentes (ER) |Plantas "resistentes" (ER*)
S1 As1 8

S1 As4 6 5
S2 As4 1 3
S3 As4 3 3
S4 As1 7 1
S3 Asb 1 2
S4 As2 0

S4 As4 2

S5 As4 9 4
S5 Asb 2

As4 As4 0

As5 As5 0

S2 S2 0

S4 S4 0

Las plantas extremadamente resistentes no mostraban sintomas de infeccién por PVY después de 7 semanas. Las
plantas resistentes mostraban lesiones muy pequefias 7 semanas después de la infeccion por PVY.

S1, S2, S3, S4 y S5 son plantas de tabaco transgénicas sensibles a PVY que comprenden la construccion génica
35S-Nia de sentido que tienen todas una copia del transgén integrada.

As1, As2, As4 and As5 son plantas de tabaco transgénicas sensibles a PVY que comprenden la construccion génica
35S-Nia antisentido que tienen respectivamente 1, 8, 2 y 1 copias del transgén integradas.

Ejemplo 5. Evaluacioén del uso de diferentes genes virales como secuencias de acido nucleico diana en la obtencion
de genes extremadamente resistentes a virus. (Comparativo)

Los vectores de T-ADN que comprenden los genes de resistencia a virus quiméricos primero y segundo basados en
secuencias derivadas de la region codificante para proteasa, las proteinas Vpg o Cl procedentes de PVY que se
describen en esta solicitud, se usaron para obtener plantas de tabaco transformadas, que posteriormente se
estimularon con PVY.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 7.

Construccion Numero de plantas inmunes / Nimero de plantas transgénicas independientes
Réplica 1 Réplica 2

35S-Pro sentido /S4-Pro antisentido 11/24 7/25

35S-Vpg sentido /S4-Vpg antisentido 8/20 6/18

35S-Cl sentido /S4-Cl antisentido 2/23 1/20

Ejemplo 6. Inactivacion potenciada por intréon

Los vectores de T-ADN que comprenden los genes quiméricos que codifican las construcciones de CoP en las que
se ha insertado un intrén (intron 2 de piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia) bien en la orientacion de
sentido o bien el la orientacion antisentido, entre las secuencias de sentido y antisentido correspondientes al ORF
que codifica proteasa procedente de PVY (segun se describe en otras partes en esta solicitud) se usaron para
obtener plantas de tabaco transformadas, que se estimularon posteriormente con PVY. Los resultados se resumen
en la siguiente tabla:

Tabla 8.

Construccion Numero de plantas inmunes / Nimero de plantas transgénicas
independientes

35S-Pro(sentido)-intréon(sentido)-Pro(antisentido)- 22/24

Ocs-t

35S-Pro(sentido)-intron(antisentido)- 21/24

Pro(antisentido)-Ocs-t

Ejemplo 7. Modificacion del perfil de aceite usando construcciones de CoP en Arabidopsis. (Comparativo)

Vectores T-ADN para modificar la composicién de acidos grasos en aceite, extraido de semillas trituradas como se
describe en otras partes de esta solicitud, se usaron para introducir el gen quimérico que codifica la construccion de
CoP para reducir la expresion (véase la Fig 2A; SEQ ID N° 6) del gen de A12 desaturasa (Fad2) en Arabidopsis
thaliana.

Para la comparacioén de la eficacia, se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis en las que la expresion del
gen Fad2 se reducia mediante una construccién de cosupresion planeada, que comprendia el promotor especifico
de semillas FPI acoplado al ORF completo procedente del gen de A12 desaturasa (Fad2) en Arabidopsis thaliana y
el promotor de nopalina sintasa (véase la Fig 2B).

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

Las semillas se recogieron, se trituraron y se extrajeron y se determiné el porcentaje de los principales acidos grasos

en el aceite mediante métodos disponibles en la técnica. Los resultados, que son la media de dos lecturas, se
resumen en la Tabla 9.

22




ES 2 624 549 T3

L0'v|8Y°0] 06°L| 2¥'0]0S9L|LL'L €', 9L‘9| 8¥'vS ¥8'e S0 8G9 zL'o G'G ejinbioH
¥9'c|29°0] 26°L| 00°0)L6°GL|vLL 682 L0'L| 6L'VS zL'e or‘o 679 0L‘o €'G ejinbioH
¥6°L]S9°0] ¥8°L| 00°0]L9°GL|LL'L 6SG°LL vr'LL| 85y 9G°¢ GGl GlL'L 6L°0 Z'G ellinbioH
9g‘0jez6'0| Lv'c| 00°0)LLvL]8€EC €9°0¢C z6'8e| ¢LiLL LL'e €20 0€'8 000 1°G ejlinbioH
80°C|85°0] 88°L| 00°0j0S9L|L8L zs'LL 29°0L| LZ9Y ¥'e 050 189 ¥0°0 € ¥ ejlinbioyH
go‘cjoc’o| €€'L| 6L'0)€9EL|9ZL L' 91'6| 90°GS 12'¢ ze'o 189 100 Z'v ellinbioy
6L°€]00°0] 99°L| 00°0]00°GL|09L vv's 0v'8| ¥9°€S L9'e 650 169 60°0 |t ellinbioH
8€‘0]92'0| 8zZ‘c| 00‘0|SLvL|8r'e ¥6'6l ve'ec| syl Ge'e 9€'0 ze's G0'0 Z1'¢ elinbioH
LL'ej00'0| 66°L] 00°0|SEVL|SS L 9e'g 18'8| 29°€S L9'e 650 G0, 000 L1°€ eliinbioH
GL'€]00°0] 64°L| 00°0]S9°GL|GSL ve'6 1G°/| 0€'€S 8v'e 950 129 000 01°¢ elinbioH
9z‘z|sS'L| 88‘L| 00°0]96°GL|89°L €9'6 vr'LL| 65°LY ze'e 670 L¥'9 000 6'¢ ellinbioH
vEL|PEL) 9E°C) 000)|169L|68°L vSel GZ'GL| 8g'ge XA 9ro ve'9 LL'o 8°¢ ejjinbioy
€9'0]€S'0] 0€‘c| 9c‘0j0sGL|2Z6 L 8L/l 18'v2| L€'92 06°C 8.°0 0z, vL0 '€ ejiinbioH
Lv'0]9g0| 20C| 6zZ'0|¥S'vL|SLC zL'og €L'6e| L6'6lL 6GC €20 1§52 80°0 9'¢ ejinbioH
G8‘z|9c’0| <6°L| 00°0|80°9L| LG L vo‘olL €1°8| 92°LG 9z'e 80 G¥'9 000 G'¢ ejinbioH
¥0°2|S9°0] 06°L| 000 6EGL| V8L G9'0L 98°‘LL| 06°GY 69°¢ 120 6L°L 110 '€ ejlinbioyH
Go‘z|ec’0] v6'L| 00‘0j0L9L]OLC LL'6 z8'clL| 6L°9v 86°C 670 89°G 000 €'¢ ejinbioyH
L€2|29°0] 2L°L| 00‘0|¥EPL|LL'L ¥9'6 €0°LL| 20'6Y 69°¢ ¥S'0 00°2 60°0 Z'€ ellinbioH
lv'0|66°0| €2C| 00‘0fvL'SL|eee vZ'el lv'8z| 2’6l 29'e €60 66°L 000 | "€ ellinbioH
Zr'0|9s‘0] 82¢'¢| 6L°0|96°SL|SSC ¥9'glL 62'gc| 09°6lL Gl'e 90 192 ¥0°0 'z ellinbioH
eLy|Sv'0] €8°L| ve‘ojoseL]LLL 9.2 2S'S| ¥8'vS €e'e £v'0 6L°G 900 |"Z ellinbioH
16°C|£9°0| S0°C| oo0‘0|¥O'9L|EL’L 20’ 11'6) 0L°LG L€°¢ 050 vL'9 000 'l ejiinbioyH
9¥‘0]00°0| 60°C| 00°0)|6LvL]20C [Xepe]) 66'8C| ¥9‘le 6Y'c 050 L¥'8 Lo €'} ejinbioH
¥22]00°0] £46°L| 00°0]09°GL|¥9°L €18 00°0L| 82°LS or'e 6€°0 989 zL'o Z') ellinbioy
G6'€]00°0] 9.°L| 00‘0jc0‘9L|or’L z8'9 0G°L| S99 le'e zs'o 909 000 1"| ellinbioH
(€:810

+ 2:810)/1:8LO|0:wz| Ligg| 0:ge| 1:0Z|0:0Z|09lugjour]| odlejoul| 0918]0 | 0dUea)sT | 0ol9jo)iwled odniwed OdNSHIN SIqWION
|||||||| S02ld SO| {p saiqWOoN elisanip

‘6 Elqel

23



ES 2 624 549 T3

oL‘r)sz'ol vL'L| Le‘o|8e‘sl|ee’lL v.'GlL 969L| Ll'9g Gl'e 620 ov'.L 600 6'¥ ugIsaidnso)
06°‘0)€8°0] <¢0c| 00‘0|Lv'SL|06°L G¥'Gl 0s‘0z2| Lz‘ze or'e L0 95°, €10 8% uglsaidnso)
89°019.2°0] ¥0‘c| 00‘0|6Z'SL|80C 'Ll G8‘ce| ov'le Gl'e 6€0 88°/, LL0 /'y ugisaidnso)
0v‘0)ss‘0| ¥8‘L| 62°0|26'cl|¥0C 9z'0e 6l'62| zL'6) 8G'c zeo 818 LL0 9'y ugIsaidnso)
86°0).G°0] S8°'L| Se‘0|96'vL|68°L lz'al 91'8L| 9.'¢ce 9.'¢ zs0 ¥8°L €10 G'¥ ugisaidnso)
L9°L)ee‘0] L9°L| og‘ofLe'SL|vLL 11°2) vZ'el| se'ev z9'e €50 869 900 ¥'¥ ugisaidnso)
8.'0|6¥'0| ¢6°L| 00‘0|SZ'VL|L0C 8191 zl'lz| zo‘oe G8'c ¥50 Ge's 100 €' ugisaidnso)
z6°'0[85'0| 88‘L| 00°0|cL'vL |08 L 89°Gl ¥0‘02| v0‘ce z9'e €50 208 80°0 ' ugisaidnso)
6.°0)Gz°'0] ¢6°L| 00‘0|80'9L|L0C 90°LL L1°12| 9z‘oe GG'e €70 62, 000 | ugisaidnso)
06‘0)cz‘0| S8°L| ve‘0|S9'GL|90C 99°Gl 00°‘02| vz'ce €8¢ 0S50 161 900 L€ ugisaidnso)
6€'0/€9'0] Slc| oo‘o|8L'cl|€0e 676l 90‘0¢g| LZ'6l) 8v'e YA 12'8 000 €2 ugisaidnso)
6€'0)/85°0] 9¥‘c| oo‘0fls'sL|LLC 088l Le‘8Z| 6581 zz'y G50 618 000 Z'Z ugisaidnso)
€6°0185°0] ¥lc| oc‘ofLz'sL|¥8’L 6111 lz'Lz] L6'€e 00‘c €70 ov'.L 100 |'Z ugisaidnso)
vs‘ojee‘o| ce'e| 8L‘0jes'sl|ene 62'LL ze'lz| Le'se 9l'e YA 'L 100 9’| ugIsaidnso)
90°L|¥S‘0| <¢0‘c| 00‘0|.lz'9L|8lL e Yo'Vl 06°LL| 6S'vE ¥8‘c zs0 1G°L 000 G| ugisaidnso)
8c‘0)e€8'0] 9¥‘c| 00‘0|€e8'vL|9SC €961 z8'8z| L2'sl z8'e 150 zz'8 000 'l ugisaidnso)
oc‘L)se‘ol ¥6'L| LE‘O|BLLL|LEB L 9Lyl GZ'GL| ve'se zr'e (0] 40] G99 100 €'l ugisaidnso)
9g‘0jez'o| €€¢c| oo‘o|sz'vL|vEC 9e‘0e €6'62| 06°L) Go‘e €50 678 000 '} ugisaidnso)
29'0|2s'0] 68°L| ZL'0]S9'vL|90C GL'8l L1'€z| 9l'oz LL'e 290 918 80°0 1"} ugisaudnso)
€e‘0)18z'0] Zl'z| o0‘0|9S‘vL|8LL ¥6°0C LE‘0E| L0°LL lg'e YA4) 18'8 80°0 [013u00 6 uigd eiqun|o)
18°G]99°0) 69°L| 00°0]02'GL|GS ) 12'S L0‘G| S0‘09 19'e €90 AL 80°0 G'9 e||inbioH
¥¥'0109°0] €0c| o0z‘0|€9'cl|8EC 698l L0‘6Z| 96'02 90V L€0 86°/L 010 Z'9 e|linbioH
Ge'G|gz‘o| 08°'L| o00‘0|s6'SL|8¥'L 929 L.'v| 00°6S 8v'e 150 Ge'9 010 19 e|jinbioH
16| 18'0] ¥8°'L| o0‘0|6EQL|8LL 168 16'6| 258V ¥s'e €G°1L GS9 910 8'G e|linbioH
8€'G|9.'0] 88'L| 00‘0jc0'8L|SGL L 16'G GL'v| €€°.LG 8G'c 160 0S‘S 000 1'G e|linbioH
0L‘c|¥8°0] Sl'c| o0‘0|66'GL|ESL 870l 9S‘L1| ze'ov 99°¢ 0S50 199 000 9 °G e|inbioH
(¢:810

+ Z7'810)/L:81LD|0:¥2| 1:gg| 0:2Z| 1:0Z|0:02|0o1ugjoul| odlsjoulT|oole|Q | 0ouesls | oolejo)wed odjjwied OJlISUIN SIqWON
........ S001d SO| 8P SIQUION elsanp

24



ES 2 624 549 T3

Zr'olve'ol 6.1 1e'0l62'SL|L6°C 950z 16°Ge| 896l 8.'y 0L'0 0e's 100 0S¥d-dvNDd #22 [04u0)

8¢'0{00'0| 8z‘z| 00‘0|SLVL|9v'C 996l €e'62| 658l 16‘c 160 0S's 000 Z'9 ugisaidnso)

¥8'0|S6'0] 9.°L| 00‘0] LEVL|¥8L yAWA? 6c'0z| Ze'L¢€ 89°¢c 050 ¥0'8 800 L9 ugisaidnso)

6S'LI8L'L] 19°L] 9L‘0|6L'SL|9L'L zeel ce'elL| ve'ey 96'e 020 8¢, 800 €'G uoisaidnso)

L9'0|¥S'0| 2l'V| 0€'0]€0'SL|96 ) 6.'11 LL'Gge| 01'9e 8G°¢c G20 9G°, 800 Z'G ugisaidnso)

zL'r|ocol ezs8'L| ze'olvv'sL|06°)L 8¢'GlL 22'9L] 00°9¢ 88'¢c ¥€0 89°/ 0L'0 LG ugisaidnso)

(€810

+ 2'8LO)/L:8LO| 0w L:zZ| 0:2zZ| L:0Z|0:0z|oo1usgour| ootejoul|oo18|Q | 0oLES)ST | 0OlB|OHWIEd odnjued OdNsSMIN SIqQUWON
........ S00Id SO| 8P S8IqWION eJsaniy

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 624 549 T3

El analisis de los resultados indica que las plantas transgénicas que alojan una construccion de CoP (indicada como
"horquilla x.x" en la tabla) tienen una frecuencia superior de plantas con aceite en las que el incremento en el acido
oleico y la disminuciéon concomitante en el acido linolénico y linoleico es significativa que en plantas transgénicas
que alojan construccién de cosupresion. Por otra parte, los niveles absolutos de incremento, y respectivamente
disminucion, son superiores, y respectivamente inferiores, que en plantas transgénicas que alojan construcciones de
cosupresion

Ejemplo 7. Modificacién del perfil de aceite usando construcciones de CoP en Brassica. (Comparativo)

El vector T-ADN que aloja el gen quimérico que codifica la construccion de CoP descrito en el Ejemplo 6 se
introduce en colza Brassica.

Semillas recogidas de especies de Brassica transgénicas se trituran y se extrae el aceite y se analiza la composicion
de los acidos grasos.

El aceite procedente de especies de Brassica transgénicas que alojan la construccién de CoP tiene un contenido de
acido oleico significativamente incrementado y un contenido de acido linoleico y linolénico disminuido. Un vector de
T-ADN que aloja un gen quimérico que codifica una construccion de CoP similar al descrito en el Ejemplo 6, pero en
el que la secuencia de la region de sentido y antisentido correspondiente al ORF que codifica A12 desaturasa se
basa en un ORF homologo procedente de especies de Brassica, se construye y se introduce en colza Brassica.

La secuencia de ORF de especies de Brassica homdlogos a ORF que codifica A12 desaturasa procedente de
Arabidopsis esta disponible de la base de datos Genbank bajo los n° de Registro AF042841 y AF124360.

Semillas recogidas de la especie de Brassica transgénica se trituran y se extrae el aceite y se analiza la composicion
de los acidos grasos en el aceite. El aceite procedente de una especie de Brassica transgénica que aloja la

construccion CoP tiene un contenido de acido oleico significativamente incrementado y un contenido de acido
linoleico y linolénico disminuido.

Ejemplo 8. Supresion de un gen de resistencia a roya endégeno en lino. (Comparativo)
Se elabord una construccion de CoP para la supresion del gen de resistencia a roya endégeno, que consistia en
1. un promotor CaMV35S; enlazado operativamente a

2. parte de un gen de resistencia a roya endégeno (n) procedente de lino (aproximadamente 1500 pb de
longitud) en la orientacion de sentido; ligada a

3. una parte similar del gen de resistencia a roya endégeno procedente de lino (aproximadamente 1450 pb de
longitud) en la orientacién antisentido de modo que se genere una repeticion invertida perfecta sin secuencia
espaciadora en la que cada repeticion tiene una longitud de aproximadamente 1450 pb; seguida por

4. un terminador nos.

Se elaboraron construcciones antisentido planificadas usando un fragmento similar al descrito bajo 3 anteriormente
insertado entre un promotor CaMV35S y un terminador nos.

Plantas de lino que contenian el gen n (que da resistencia a una cepa de roya del lino) se transformaron mediante
estas construcciones de CoP y antisentido. Si se produce la supresion, las plantas se hacian sensibles a la cepa de
roya. Si la construccion no tiene efecto, las plantas transformadas permanecen resistentes a la cepa de roya.

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

Aunque la invencion se ha descrito e ilustrado en la presente mediante referencias a material, procedimientos y
ejemplos especificos diversos, se entiende que la invencion no se restringe al material, las combinaciones de
material y los procedimientos particulares seleccionados con ese proposito. Se pueden suponer numerosas
variaciones de estos detalles y seran apreciadas por los expertos en la técnica.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation

<120> Métodos y medios para obtener fenotipos modificados

<130> B07305B - CA

<150> US SN 09/056,767

< 151> 1998-03-08

<150> US SN 09/127,735

< 151> 1998-08-03

<160>7

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1

<211> 854

<212> ADN

< 213> Virus Y de la patata

<400> 1

aagctttgaa
gcattgccaa
tcgacgtgaa
gcttgagaga
atgggacatc
tgttcaggag
agaatctaca
tgccaaaaga
aaagaatttg
aagcaagcac
ataatggaca
acagtttggc
aaagcaagta
cagacacagt

aaacCaacaaa

<210> 2

<211> 2186

gattgatttg
atttcctgag
ggacatacca
cttcaaccca
agagatgtac
ttataatggt
cagtttgagc
tttccctgte
tttagttgga
tacttacaat
ctgtggacta
aaacaatgca
cctccgaacc
gttgtggggc
gctt

atgccacata
agagagttcg
gcacaggagg
attgcccaaa
ggttttggat
tccatggagg
gttctgccaa
tttccacaga
accaactttc
ataccaggca
ccagtggtoa
cacaccacga
aatgagcaca

ccgttgaaac

acccactcaa
agctaaggca
tggaacatga
cagtttgtag
ttggagcgta
tacgatccat
ttaaaggtag
aattgcattt
aggagaagta
gcacattctg
gcactgccga
actactactc
atgaatgggt

ttaaagacag

aatttgtgac
gactgggcca
agctaaatcg
gctgaaagta
cataatagcg
gcacggtaca
ggacatcatc
ccgagctcct
tgcatcgtcg
gaagcattgg
tggatgtcta
agccttcgat
caagtcttgg

cactcctaaa

29

aaaacaaatg
gctgtagaag
ctcatgagag
tctgttgaat
aaccaccatt
ttcagggtaa
ctcattaaaa
acacagaacg
atcatcacag
attgaaacag
gtcggaattc
gaagattttg
atttataatc

gggttattta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
854
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< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> region codificante de la construccion de CoP de Gusd

<220>

< 221> caracteristicas diversas

< 223> region codificante de Guus deficiente

<220>

< 221> caracteristicas diversas

< 223> antisentido con respecto al extremo 5' de la region codificante de Gus

<400> 2

30



atggtacgtc
ttcagtctgg
gaaagccggg
cgtaattatg
ggccagcgta
aatcaggaag
tatgttattg
cagactatcc
ttccatgatt
aacacctggg
ggcgaacagt
gatgcggact
atggactgga
ctcgactggg
aacctctctt
gaggcagtca
cgtgacaaaa
ccgcaaggtg
acgcgtccga
gatctctttg
ttggaaacgg
cagccgatta
accgacatgt
gatcgcgtca
caaggcatat
aagtcggcgg
cagcagggag
cacggtgata
ccggcatagt
atcaccattc
cgtacacttt

ccctgatget

tcgaaacgca
taccagacgt
cctggcacag
ccacagtttt

gttggggttt

<210>3

<211> 208

ctgtagaaac
atcgcgaaaa
caattgctgt
cgggcaacgt
tcgtgctgceg
tgatggagca
ccgggaaaag
cgccgggaat
tctttaacta
tggacgatat
tcctgattaa
tgcgtggcaa
ttggggccaa
cagatgaaca
taggcattgg
acggggaaac
accacccaag
cacgggaata
tcacctgcgt
atgtgctgtg
cagagaaggt
tcatcaccga
ggagtgaaga
gcgccgtegt
tgcgcgttgg
cttttctgct
gcaaacaatg
tcgtccaccc
taaagaaatc
ccggcgggat
tcccggcaat

ccatcacttc

gcacgatacg
tgcccgcata
caattgcccg
cgcgatccag

ctacaggacg

cccaacccgt
ctgtggaatt
gccaggcagt
ctggtatcag
tttcgatgeg
tcagggcggc
tgtacgtatc
ggtgattacc
tgccggaatc
ctacccgctt
ccacaaaccg
aggattcgat
ctcctaccgt
tggcatcgtg
tttcgaagcg
tcagcaagcg
cgtggtgatg
tttcgcgeca
caatgtaatg
cctgaaccgt
actggaaaaa
atacggcgtg
gtatcagtgt
cggtgaacag
cggtaacaag
gcaaaaacgc
aaacagacgc
aggtgttcgg
atggaagtaa
agtctgccag
aacatacggc

ctgattattg

ctggcctgec
attacgaata
gctttcttgt
actgaatgcc

taccat
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gaaatcaaaa
gatcagcgtt
tttaacgatc
cgcgaagtct
gtcactcatt
tatacgccat
accgtttgtg
gacgaaaacg
catcgcagcg
cgcgtcggea
ttctacttta
aacgtgctga
acctcgcatt
gtgattgatg
ggcaacaagc
cacttacagg
tggagtattg
ctggcggaag
ttctgcgacg
tattacggat
gaacttctgg
gatacgttag
gcatggctgg
gtatggaatt
aaagggatct
tggactggca
gtggttacag
cgtggtgtag
gactgctttt
ttcagttcgt
gtgacatcgg

acccacactt

caacctttcyg
tctgcatcgg
aacgcgcttt

cacaggccgt

aactcgacgg
ggtgggaaag
agttcgcecga
ttataccgaa
acggcaaagt
ttgaagccga
tgaacaacga
gcaagaaaaa
taatgctcta
tccggtcagt
ctggctttgg
tggtgcacga
acccttacgc
aaactgctgc
cgaaagaact
cgattaaaga
Cccaacgaacc
caacgcgtaa
ctcacaccga
ggtatgtcca
cctggcagga
ccgggctgca
atatgtatca
tcgccgattt
tcactcgcga
tgaacttcgg
tcttgcgega
agcatacgct
tcttgccgtt
tgttcacaca
cttcaaatgg

tgccgtaatg

gtataaagac
cgaactgatc
cccaccaacg

cgagtttttt

31

cctgtgggca
cgcgttacaa
tgcagatatt
aggttgggca
gtgggtcaat
tgtcacgccg
actgaactgg
gcagtcttac
caccacgccg
ggcagtgaag
tcgtcatgaa
ccacgcatta
tgaagagatg
tgtcggcttt
gtacagcgaa
gctgatagcg
ggatacccgt
actcgacccg
taccatcagc
aagcggcgat
gaaactgcat
ctcaatgtac
ccgcgtettt
tgcgacctcg
ccgcaaaccg
tgaaaaaccg
catgcgtcac
gcgatggatt
ttcgtcggta
aacggtgata
cgtatagccg

agtgaccgca

ttcgcgctga
gttaaaactg
ctgatcaatt

gatttcacgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980
2040
2100
2160
2186
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< 223> 5' UTR del virus del mosaico de la cafuela

<400> 3

cgccecgggce
ccttacaaag
tcgcacagag

aaaccagagg

<210> 4

<211> 1150

<212> ADN

ccaacacaac acaacagaac ctacgtcaat tgattttatc aatcgcaaag

atcttcgcag tcgttcatca acagattcac cgaaccattc ttgttagctc

ataagcagga aaccatggca ggtgagtgga acacagtttg atagtaagag

aagactgcag

< 213> Artificial

<220>

gtacccgc

< 223> Promotor S4 del virus del trébol subterraneo con potenciador S7

<400> 4

aatctgcagc
gcttatgagg
atgtttttgt
gggcttagta
tagcccttgyg
agctgaacga
aagtgtatct
aaagtaggaa
aattaaatga
cgtctgttct
ataaaagaat
gattaattgt
tgcgaagcta
gggcttagta
atagcccttg

aagctgaacg

ggccgcttaa
aataaagaat
tggagacatc
ttaccccgtg
attagatgac
atctgacgga
ctttacagct
attgctcgct
gtcgctataa
ggttttaagc
ttttattgtt
gaattattaa
tatgtctttc
ttaccccgtg
gattagatga

aatctgacgg

tagtaattat
gattaatatt
acgtgactct
ccggatcaga
acgtggacgc
agagcggaca
atattgatgt
aagttattct
atagtgtcga
gggatccagg
attgtgttat
gactaatgag
acgtgagagt
ccgggatcag
cacgtggacg

aagagcggac

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

aaacgcacat

gagataagag
attccgcgaa
ctccgegaca
taaatattga
tgatgctagt
gattatggcc
gctttacttc
aaattattta
catcgtattc
tcggtacctt
atgcttataa
gaatttgatt
ctccgcgaca
ctaaatgttg
gtgatgctag
ggactatggc

32

ttgttattat
gcggtgtgtt
ggctggcacyg
cttggaataa
gaagcgctta
cacatgtcta
gcttcgaagt
attctaatta
ttcttcgeat
gttattatca
gtaattctat
aaattaactc
ggctggcacg
acttggaata
tgaagcgctt

ccactgcttt

60
120
180
208

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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attaaagaag tgaatgacag ctgtctttgc ttcaagacga agtaaagaat agtggaaaac

gcgtaaagaa taagcgtact cagtacgctt cgtggcttta tataaatagt gcttcgtctt

attcttcgtt gtatcatcaa cgaagaagtt aagctttgtt ctgcgtttta atgatcgatg

gccagtcgac

<210>5

<211> 1052

<212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Promotor S4 del virus del trébol subterraneo con potenciador S4

<400> 5

ggatccaggc
ttgtgttatt
actaatgagg
cgtgagagtc
cgggatcaga
acgtggacgc
agagcggaca
tgtctttgct
tatcggtacc
ttatgcttat
ttgaatttga
gtctccgega
gactaaatgt
ctgtgatgct
atggactatg
gaagtaaaga
tatataaata

ttctgcgttt

<210>6

<211> 1583

<212> ADN

ctcgagatat
tggtaattta
ataataattg
acgtgatgtc
gacatttgac
tcaggatctg
aacgcacatg
tcaagacgaa
ttgttattat
aagtaattct
ttaaattaac
caggctggca
tgacttggaa
agtgaagcgc
gcccactgcet
atagtggaaa
gtgcttcgtc

taatgatcga

< 213> Artificial

<220>

cggtaccttg
tgcttataag
aatttgatta
tccgcgacag
taaatgttga
tgatgctagt
gactatggcc
gtaaagaata
caataaaaga
atgattaatt
tctgcgaage
cggggcttag
taatagccct
ttaagctgaa
ttattaaaga
acgcgtaaag
ttattcttcg

tggccagtcg

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

ac

taaaagaatt
attaattgtg
gcgaagctat
ggcttagtat
tagcccttgg
agctgaacga
ttaaagaagt
cgtggatcca
ttattgtgtt
aagactaatg
tcacgtgaga
tgccgggatc
gacacgtgga
ggaagagcgg
agctgtcttt
ctcagtacgc

aacgaagaag

33

tttattgtta
aattattaag
atgtctttca
taccccgtgc
attagatgac
atctgacgga
gaatgacagc
ggcctcgaga
atttggtaat
aggataataa
gtcacgtgat
agagacattt
cgctcaggat
acaaacgcac
gcttcaagac
ttcgtggctt

ttaagcttty

1020
1080
1140
1150

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1052
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< 223> secuencia codificante de la construccion de CoP de desaturasa
<220>

< 221> caracteristicas diversas

< 222> (1)..(480)

< 223> correspondiente al extremo 5' de la region codificante de delta12-desaturasa (fad2) en la orientacion de
sentido

<220>
< 221> caracteristicas diversas
< 222> (1101)..(1583)

< 223> correspondiente al extremo 5' de la region codificante de delta12-desaturasa (fad2) en la orientacion
antisentido

<400> 6

34



atcattatag
cctctctctt
atctgggtca
gacacagttg
agtcatcgcc
aagcagaaat
atgatgttaa
ggcagaccgt
cgagaacgcc
taccgttacg
ctgatagtga
cctcactacg
gactacggaa
ctgttctcga
ctgggagact
aaggagtgta
aacaataagt
ttttgttaaa
acattttggc
cgcttgggca
tgtttgacct
gtgaactaac
aaccttacca
accttctatt
gtaagcaccc
ccggttcggt

atcttcgtac

<210>7

<211>786

<212> ADN

cctcatgctt
acttggcttg
tagcccacga
gtcttatctt
gtcaccattc
cagcaatcaa
ccgtccagtt
atgacgggtt
tccagatata
ctgctgcaca
atgcgttcct
attcatcaga
tcttgaacaa
caatgccgca
attaccagtt
tctatgtaga
tatgagcatg
gaagctatgc
tgctcattat
gtatgccaga
gccaattgta
gactaaagac
ctgccgctac
ctggttgaca
gatactgggt
tcattctctc

tccgatatta

< 213> Artificial

<220>

ctactacgtc
gccactctat
atgcggtcac
ccattccttc
caacactgga
gtggtacggg
tgtcctcggg
cgcttgccat
cctctctgat
agggatggcc
cgtcttgatc
gtgggactgg
ggtgttccac
ttataacgca
cgatggaaca
accggacagg
atggtgaaga
ttcgttttaa
gttcagtaac
cggtctctgc
gtactacgca
gaaaccctgt
tgatatgaag
cagtaggtcg
ctatggtcaa
tccgactccc

cta
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gccaccaatt
tgggcctgtc
cacgcattca
ctcctegtcc
tccctcgaaa
aaatacctca
tggcccttgt
ttcttcccca
gcgggtattc
tcgatgatct
acttacttgc
ctcaggggag
aacattacag
atggaagcta
ccgtggtatg
gaaggtgaca
aattgtcgac
taatcttatt
atctaccctc
aatttccgat
ggttctccca
ttatgaagta
gtcctcttca
gtaaccatca
tcctgtgtcg

tcctctctct

acttctctct
aaggctgtgt
gcgactacca
cttacttctc
gagatgaagt
acaaccctct
acttagcctt
acgctcccat
tagccgtctg
gcctctacgg
agcacactca
ctttggctac
acacacacgt
caaaggcgat
tagcgatgta
agaaaggtgt
ctttctcttg
gtccattttg
gcaacccctt
tcatgttccc
acaactccat
gagaaagctc
ttccctgcetc
gcgacttacg
gaactgtccg

tcattaacca

< 223> intrén 2 de la piruvato ortofosfato dicinasa de Flaveria trinervia

<400>7

35

cctccctcag
cCtaactggt
atggctggat
ctggaagtat
atttgtccca
tggacgcatc
taacgtctct
ctacaatgac
ttttggtctt
agtaccgctt
tccctegttg
cgtagacaga
ggctcatcac
aaagccaatt
tagggaggca
gtactggtac
tctgtttgtce
ttgtgttatg
ctttaccgtt
ggtgggctcc
aaagggcatg
cctaggtcac
ctccttectt
caccactggc
ggttatctca

ccgctgcatc

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



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

aagctt

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

atgtcattgt

tattttcttt
taatatagtt
atagtaatgt
taagtatatt
tttgttttaa
tactatagta
attatataat
tttgttagaa
taaagtaaca
taatgctaat
attcttatta
taattaaatg

gttatcattg

ES 2 624 549 T3

tttcctttta
gttataattg
aaaaaaatat
atttttaatg
tcataatagt
aaaataagaa
taaatatcta
attccaatct
aataatatca
ataacaaagc
atttctaaat
aattagtcga

atcttacatt

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

tggattgatt

36

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

acagttggga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
786
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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 vegetal, que comprende la etapa de introducir en dicha célula un ADN quimérico, que se integra establemente
en el genoma nuclear de dicha célula vegetal, comprendiendo dicho ADN quimérico las siguientes partes enlazadas
operativamente:

a) un promotor, operativo en dicha célula vegetal;

b) una region de ADN que, cuando se transcribe, da una molécula de ARN con una secuencia nucleotidica
que comprende

i. una secuencia nucleotidica de sentido de menos 20 nucleétidos consecutivos que tiene 100% de
identidad de secuencia con al menos parte de una regién codificante de dicho acido nucleico de interés;

y

ii. una secuencia nucleotidica antisentido que incluye al menos 20 nucleétidos consecutivos, que tiene
100% de identidad de secuencia con el complemento de dichos al menos 20 nucleétidos consecutivos
de dicha secuencia nucleotidica de sentido;

en donde el ARN es capaz de formar una estructura de ARN de horquilla artificial con un tallo de ARN de doble
hebra mediante apareamiento de bases entre las regiones con secuencia nucleotidica de sentido y antisentido de
modo que al menos dichos 20 nucleétidos consecutivos de la secuencia de sentido se apareen por bases con dichos
20 nucledtidos consecutivos de la secuencia antisentido;

en donde dicho ADN quimérico comprende uno o mas intrones en dicha regién de ADN que, cuando se transcribe,
da una molécula de ARN.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que el ADN quimérico comprende ademas una regiéon de ADN
implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion.

3. El método segun la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha molécula de ARN comprende ademas una secuencia
nucleotidica espaciadora situada entre dicha secuencia nucleotidica de sentido y dicha secuencia nucleotidica
antisentido.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha secuencia nucleotidica espaciadora
comprende un intrén.

5. El método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha secuencia nucleotidica antisentido
tiene una longitud total correspondiente a la de la secuencia nucleotidica de sentido.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia nucleotidica antisentido
difiere en longitud de la secuencia nucleotidica de sentido en aproximadamente 10%.

7. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha secuencia nucleotidica de sentido tiene una longitud total
de al menos 50 nucledtidos.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que la molécula de ARN consiste en el ARN de horquilla.
9. El método segun la reivindicacion 1 o 3, en el que dicho gen es un gen enddgeno.
10. EI método segun la reivindicacion 1 o 3, en el que dicho gen es un transgén extrario.

11. El método segun la reivindicacién 1 o 2, en el que dicho acido nucleico de interés estda comprendido en el
genoma de un virus infeccioso.

12. El método segun la reivindicacion 11, en el que dicho virus infeccioso es un virus de ARN.
13. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha célula vegetal esta comprendida dentro de una planta.
14. Método segun la reivindicacion 13, en el que la planta es una planta de cultivo o una hortaliza.

15. Método segun la reivindicacion 14, en el que la planta es maiz, arroz, trigo, cebada, caha de azucar, algodoén,
colza, soja, achicoria, brasicaceas, lechuga, tomate, tabaco, patata o remolacha azucarera.
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16. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la expresion fenotipica reducida se usa
para obtener resistencia a la rotura, para obtener patrones de color de las flores modificados, para obtener plantas
resistentes a nematodos, para retrasar la maduracion de los frutos, para obtener androesterilidad, para reducir la
presencia de metabolitos secundarios en plantas, para modificar el perfil de metabolitos sintetizados en una célula
vegetal mediante ingenieria metabdlica, para retrasar la senescencia, para alterar la lignificacion, para alterar la
calidad de las fibras en el algodon, para incrementar la resistencia a las magulladuras en patatas al reducir la
polifenoloxidasa, para obtener resistencia a virus o para obtener resistencia a enfermedades o plagas.

17. Una célula vegetal que comprende un acido nucleico de interés, que se puede expresar fenotipicamente, que

comprende ademas una molécula de ADN quimérico integrada establemente en el genoma nuclear de dicha célula
vegetal, comprendiendo dicha molécula de ADN quimeérico las siguientes partes enlazadas operativamente:

a) un promotor, operativo en dicha célula vegetal;

b) una regién de ADN que, cuando se transcribe, da una molécula de ARN con al menos una region de
ARN con una secuencia nucleotidica que comprende

i) una secuencia nucleotidica de sentido de al menos 20 nucleétidos consecutivos que tiene 100% de
identidad de secuencia con al menos parte de una region codificante del acido nucleico de interés; y

ii) una secuencia nucleotidica antisentido que incluye al menos 20 nucleétidos consecutivos, que tiene
100% de identidad de secuencia con el complemento de dichos al menos 20 nucleétidos consecutivos
de dicha secuencia nucleotidica de sentido;

en la que el ARN es capaz de formar una estructura de ARN de horquilla artificial con un tallo de ARN de doble
hebra mediante apareamiento de bases entre las regiones con secuencia nucleotidica de sentido y antisentido, y

en la que dicho gen quimérico comprende uno o mas intrones en dicha region de ADN que, cuando se transcribe, da
una molécula de ARN.

18. Una célula segun la reivindicacion 17, en la que la molécula de ADN quimérico comprende ademas una region
de ADN implicada en la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion.

38



ES 2 624 549 T3

JGMV 5
Ubi-P  tm1’ Ubi-P Gusd tm1'
1. 4, —
intron
Codones de
terminacion
JGMV &' JGMV 5
2 Ubi-P | Gusd tm1' p Ubi-P Gusd  tmTl’
' ' intron
Codones de
terminacion
JGMV &' JGMV 5'
3 Ubi-P | Gusd tm1' 5 Ubi-P | Gusd Gus5' tm1'
Codones de CoP
terminacion

Representacion esquematica de los genes quiméricos usados en el Ejemplo 1

Fig.1A

Nib —» gen Nib de sentido
B ocerl <—— gen Nib antisentido

ISES]d-MLlﬁcs-tI

(3557 (5212 ogsT]
G55 Y00 oost] [Rolgl2{ocs1]
R ML M
g MLy Wy PULE ey

Representacion esquematica de los genes quiméricos usados en los
Ejemplos 2y 4

Fig.1B
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Construccion de horquilla

Pro Nos NPTt TermNos FP1 480ph ~ 623pb 480pb
s INRNRNANRNRNN 1SN S N 17777 S /7773
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Fig.2A
Construccion de cosupresion
Pro Nos NPT Il Term Nos FP1 FAD&J
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Fig.2B
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