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DESCRIPCION
Moléculas de polinucleétido para regulacion génica en plantas

Campo de la invencién

En el presente documento se divulgan moléculas de polinucleétido para regular genes en plantas y procedimientos
para producir y usar dichas moléculas.

Antecedentes

La incapacidad de los herbicidas para controlar malas hierbas resistentes es un problema, especialmente cuando
dichas malas hierbas estan en campos de cultivos resistentes a los herbicidas que puedan tener una menor
resistencia a los herbicidas que la mala hierba. Las malas hierbas resistentes a los herbicidas se identifican con una
serie de modos de accién. Se ha comunicado la resistencia resultante de la seleccidon de mdltiples copias de genes
que producen proteinas dirigidas a los herbicidas en el almizcle por Gaines y col. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
107(3):1029-1034. Se ha comunicado resistencia resultante de mutaciones en genes que producen proteinas
resistentes a los herbicidas en el amor del hortelano, achicorias y centeno por Baerson y col. (2002) Plant Physiol.,
129(3): 1265-1275; Preston y col. (2006) Pesticide Biochem. Physiol., 84(3):227-235; y Wakelin y col. (2006) Weed
Res. (Oxford), 46(5):432-440. El secuestro vacuolar del glifosato es un mecanismo observado en la achicoria
resistente al glifosato; véase Ge y col (2010) Pest Management Sci., 66:576-576. Se ha comunicado resistencia
resultante de la expresion de enzimas que metabolizan herbicidas hasta una forma quimica inactiva en la grama
sanguina por Hidayat y col. (1997) Pesticide Biochem. Physiol., 57(2):137-146. Reddy y col. (2008) J. Agric. Food
Chem., 56(6):2125-2130 comunicaron la acumulacion de acido aminometilfosfonico en especies de plantas tratadas
con glifosato.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona un procedimiento para regular la expresion de un gen diana endégeno en una planta en
crecimiento que comprende: aplicar topicamente sobre la superficie de dicha planta en crecimiento:

(a) al menos un polinucledtido de ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una secuencia que es al menos
esencialmente idéntica a o esencialmente complementaria a, 18 o mas nucledtidos contiguos de dicho gen diana
o una secuencia de nucleétidos de un ARN transcrito a partir de dicho gen diana; y

(b) una cantidad eficaz de un agente de transferencia, en el que dicho agente de transferencia permite que dicho
al menos un polinucleétido de ARNbc permee directamente el interior de dicha planta en crecimiento, mediante lo
cual dicho al menos un polinucledtido de ARNbc induce la supresion de dicho gen diana enddgeno en dicha
planta en crecimiento

en el que el gen diana codifica una proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.

En un aspecto adicional de la invenciéon, una planta que comprende ARNbc exdgeno para suprimir un gen
enddgeno, en la que dicho ARNbc exdgeno no se transcribe a partir del ADN integrado en un cromosoma de dicha
planta y en la que dicho gen enddgeno se suprime por la aplicacion tépica de un polinucledtido de ARNbc a dicha
planta después de que dicha planta haya emergido a partir de una semilla, en el que el gen diana codifica una
proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.

En una realizacioén adicional, la presente invencién proporciona una composicién que comprende:

(a) una soluciéon de uno o mas polinucledtidos de ARNbc no transcribibles que comprenden una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a una secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia
de ARN ftranscrito a partir de dicho gen enddgeno; en la que dichos polinucledtidos de ARNbc son capaces de
hibridar en condiciones fisioldgicas en células de dicha planta con dicho ARN transcrito a partir de dicho gen
enddgeno para efectuar el silenciamiento de dicho gen endégeno; y

(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de dichos uno o mas polinucleétidos de ARNbc
del exterior de dicha célula vegetal al interior de dicha célula vegetal

en el que el gen diana codifica una proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.

Se considera que las composiciones y los procedimientos de la presente invencion funcionan a través de una o mas
de las diversas vias celulares naturales implicadas en la supresion génica mediada por ARN, tal como se describe
de manera general en las revisiones de Brodersen y Voinnet (2006), Trends Genetics, 22:268-280; Tomari y Zamore
(2005) Genes & Dev., 19:517-529; Vaucheret (2006) Genes Dev., 20:759-771; Meins y col. (2005) Annu. Rev. Cell
Dev. Biol., 21:297-318; y Jones-Rhoades y col. (2006) Annu. Rev. Plant Biol., 57:19-53. La supresioén génica
mediada por ARN implica generalmente un intermedio de ARN bicatenario (ARNbc) que se forma
intramolecularmente dentro de una sola molécula de ARN o intermolecularmente entre dos moléculas de ARN. Este
intermedio de ARNbc mas largo se procesa por una ribonucleasa de la familia de RNasa Ill (Dicer o ribonucleasa
similar a Dicer) en uno o mas ARN bicatenarios mas cortos, incorporandose una hebra de estos al complejo de
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silenciamiento inducido por ARN ("RISC"). Por ejemplo, la via de ARNpi implica la escision de un intermedio de ARN
bicatenario mas largo en ARN pequefios de interferencia ("ARNpi"). Se cree que el tamafio de los ARNpi oscila entre
aproximadamente 19 y aproximadamente 25 pares de bases, pero en las plantas, las clases mas comunes de ARNpi
incluyen aquellas que contienen 21 pares de bases o 24 pares de bases. Véase, Hamilton y col. (2002) EMBO J.,
21:4671-4679. Tal como se usa en el presente documento, "oligonucleétido” significa una molécula de polinucleétido
que tiene una longitud de 18-25 nucledtidos, similar al tamafio de moléculas pequefias de ARN procesadas en los
mecanismos de silenciamiento génico.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la SEQ ID NO: 1, una secuencia de nucleétido que codifica EPSPS de almizcle.

10) La figura 2 presenta la SEQ ID NO: 3 que es una secuencia de nucledtido de un gen de Pol Ill sintetizado.
11) La figura 3 ilustra la morbilidad de las plantas de almizcle tratadas con un ARNbc. La figura 3A presenta a
las plantas 7 dias después del tratamiento con glifosato. La figura 3B presenta plantas tratadas con tensioactivo
que se trataron con la soluciéon de ARNbc largo seguida de tratamiento con glifosato tras 72 horas. La figura 3C
presenta plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con la solucion de ARNbc corto seguido de
tratamiento con glifosato tras 72 horas.

12) La figura 4 representa el blanqueamiento de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con una
composicion de ARNbc.

13) La figura 5 presenta la SEQ ID NO: 2 que es una secuencia de nucleétidos de una fitoeno desaturasa de
Nicotiana benthamiana.

14) La figura 6 ilustra oligonucleétidos de ADNss antisentido marcados en 5’ con Alexa Fluor 488 (SEQ ID NO:
15) que permean hojas de almizcle resistentes al glifosato como se describe en el ejemplo 9.

15) La figura 7 ilustra los resultados del ARNm de EPSPS medidos en hojas de almizcle resistentes al glifosato
tratadas con oligonucledtidos de ADNss antisentido para EPSPS como se describe en el ejemplo 9. Las barras
representan experimentos duplicados para cada uno de los tratamientos n.° 1 - n.° 4 (indicados por los nimeros
dentro de los circulos y en referencia a la tabla 2) y para los controles (hojas permeadas con oligonucleétidos de
ADNSss antisentido para una proteina de grano de cebada, SEQ ID NO: 14, tratadas con o sin glifosato).

16) La figura 8 ilustra los resultados de la proteina EPSPS medido en hojas de almizcle resistentes al glifosato
tratadas por via tépica con oligonucleotidos de ADNss antisentido para EPSPS como se describe en el ejemplo
9; los tratamientos se indican por los numeros dentro de los circulos y por referencia a la tabla 2.

17) La figura 9 ilustra los resultados de la acumulacion de shikimato medida en hojas de almizcle resistentes al
glifosato tratadas con oligonucledtidos de ADNss antisentido para EPSPS en dos experimentos como se
describe en el ejemplo 9; los tratamientos se indican por los nimeros dentro de los circulos y por referencia a la
tabla 2.

18) La figura 10 ilustra la secuencia de nucledtidos de una fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ
ID NO: 2).

19) La figura 11 ilustra esquematicamente la ubicacion de las secuencias de los oligonucledtidos y los
polinucledtidos ensayados (véase la tabla 3) en relacion con la secuencia de fitoeno sintasa (SEQ ID NO: 16)
como se describe en el ejemplo 10.

20) Figure 12A ilustra el blanqueamiento de hojas apicales en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas por via
tépica con tampon ("Control"), un polinucledtido 200-mero de ARNbc con una secuencia de ARN correspondiente
al segmento que consiste en los nucledtidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO: 2 ("ARNbc de 200 nt") y una
combinacién de oligonucledtidos y polinucledtidos de ADN monocatenario (SEQ ID NO: 16, 17, 20, 21, 24, 25 y
26) ("oligos de ADNss") como se describe en el ejemplo 10. La figura 12B ilustra los resultados del analisis de
transferencia de Northern de ARN aislado de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con tampon (control), el
polinucleétido de 200-mero de ARNbc y los oligonucleétidos de ADNss. También se muestra ARN aislado de
plantas que se han sometido a estrés manteniéndolas a 4 grados centigrados y en la oscuridad durante una
noche antes del tratamiento con los polinucleétidos 200-meros de ARNbc.

21) La figura 13 ilustra el blanqueamiento de las hojas apicales de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas
por via tépica por duplicado con varias combinaciones de polinucleétidos u oligonucleétidos (los numeros se
refieren a los tratamientos listados en la tabla 4) como se describe en el ejemplo 10. No se muestran las plantas
de control (tratamiento 13 en la tabla 4).

22) La figura 14 ilustra el blanqueamiento de las hojas apicales en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas
por via topica con los polinucleodtidos listados en la tabla 5 como se describe en el ejemplo 10.

23) La figura 15 ilustra el blanqueamiento de las hojas apicales en plantas de Nicotiana benthamiana después
del tratamiento topico con ADNss antisentido 21-mero de PDS (SEQ ID NO:34, "PDS antisentido de 21 nt") o con
oligonucledtidos 22-meros antisentido de PDS sin un promotor de T7 (SEQ ID NO: 22 y 23) ("antisentido de
PDS"). Se observé un blanqueamiento de las hojas apicales escaso o nulo después del tratamiento topico con
solo tampon o después del tratamiento con el ADNss con sentido 21-mero de PDS (SEQ ID NO: 36, "con sentido
de PDS de 21 nt") como se describe en el ejemplo 10.

24) La figura 16 ilustra un alineamiento de las secuencias de ADN de PDS de almizcle y de Nicotiana
benthamiana que muestran aproximadamente un 71% de identidad (1252/1762) como se describe en el ejemplo
1.

25) La figura 17 ilustra el blanqueamiento de hojas apicales observado en plantas de almizcle tratadas por via
tépica con ARNbc de PDS de palma de 678 pb o 198 pb pero no en plantas de almizcle tratadas por via topica
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con un ARNbc de 260 pares de bases de gen de gusano de la raiz del maiz como se describe en el ejemplo 11.
26) La figura 18A ilustra el blanqueamiento de las hojas apicales, los tallos y las flores de plantas de Nicotiana
benthamiana tratadas por via topica en primer lugar con una solucién de tensioactivo con un oligonucledtido de
ADNss de PDS para inducir el silenciamiento sistémico de la fitoeno desaturasa, tal como se describe en el
ejemplo 12. La figura 18A ilustra el blanqueamiento de las hojas apicales, los tallos y las flores de plantas de
Nicotiana benthamiana tratadas por via tépica con un oligonucleétido de ADNss de PDS para inducir el
silenciamiento sistémico de la fitoeno desaturasa, con o sin condicionamiento con una solucién de tensioactivo,
como se describe en el ejemplo 12.

27) La figura 19 ilustra los resultados de ensayos en diferentes lineas de almizcle resistentes al glifosato (3
plantas por replicado) tratadas con las condiciones listadas en la tabla 6, como se describe en el ejemplo 13. Se
tomaron fotografias a los 7 dias después del tratamiento con glifosato (experimentos 1 - 6) o a los 9 dias
después del tratamiento con glifosato (experimentos 7 - 9).

28) La figura 20 ilustra la ubicacion de dos ARN pequefios identificados como abundantes en plantas de
almizcle tratadas con ARNbc de EPSPS y que se muestran como nucleétidos subrayados en cursiva en las
posiciones 564-588 y 743 - 767 de la EPSPS de longitud completa (SEQ ID NO: 40), como se describe en el
ejemplo 14. La secuencia de EPSPS también muestra la ubicaciéon de las cuatro moléculas de ARNbc de
EPSPS con un tamafio de nucledtidos "corto" (texto subrayado sin cursiva) y los tres polinucleétidos de ARN
bicatenarios "largos" (texto en negrita, como se describe en el ejemplo 1.

29) La figura 21A ilustra los resultados del tratamiento de plantas de almizcle con tensioactivo seguido de
ARNDbc en una de tres cantidades de aplicacion, seguido de herbicida, como se describe en el ejemplo 17. La
figura 21B ilustra los resultados del ensayo 1 llevado a cabo en almizcle resistente al glifosato cultivado de
semillas procedentes del campo como se describe en el ejemplo 17; las plantas se muestran a los 8 dias y a los
30 dias después del tratamiento con herbicida.

30) La figura 22 ilustra los resultados obtenidos del tratamiento de almizcle con tensioactivo de amina de sebo y
sulfato de amonio o con reactivos de transfeccion, como se describe en el ejemplo 18.

31) La figura 23 ilustra los resultados de tratar plantas de almizcle resistentes al glifosato con ARNbc de EPSPS
o hibridos de ADN/ARN de EPSPS, como se describe en el ejemplo 19.

32) La figura 24 ilustra los resultados de tratar plantas de almizcle resistentes al glifosato con ARNbc de EPSPS
o polinucledtidos de ADNss de EPSPS, como se describe en el ejemplo 20. La fotografia superior se tomé a los
8 dias después de rociar el herbicida y el diagrama (de barras) inferior presenta los resultados como una lesion
por glifosato (Gl) puntuada 8 dias después de rociar el herbicida.

33) La figura 25A ilustra doce polinucledtidos de ARNbc correspondientes a segmentos de ADN de
aproximadamente 250 pb cada uno que abarcan de manera solapada la secuencia codificante completa y parte
de las regiones 5'y 3' no traducidas del gen de EPSPS de palma, como se describe en el ejemplo 21; las cuatro
moléculas de ARNbc de EPSPS con un tamafio de nucledtidos "corto” descritas en el ejemplo 1 y en la figura 1
estan ubicadas en los segmentos solapados 2, 3, 4 y 8, respectivamente y se muestran como barras en color gris
claro entre esos segmentos. La figura 25B y la figura 25C ilustran los resultados del tratamiento de plantas de
almizcle resistentes al glifosato con ARNbc disefiados a partir de estos segmentos solapantes o as cuatro
moléculas de ARNbc "cortas" o tampén.

34) La figura 26 ilustra los resultados del tratamiento de plantas de almizcle resistentes al glifosato con glifosato
seguido de rociado con Silwet L-77 al 1% seguido de aplicaciéon de ARNbc de EPSPS en tampdn que contiene
sulfato de amonio al 2%, como se describe en el ejemplo 22. Las plantas de control no tratadas ("UT") se
trataron Unicamente con el pulverizador de Silwet L-77 al 1% pero no con herbicida o ARNbc. Las plantas fueron
fotografiadas y puntuadas a los 16 dias después del tratamiento.

35) La figura 27 ilustra los resultados de tratar una poblacion de campo de almizcle resistente a glifosato con
alto niumero de copias con una composiciéon que contiene una cantidad 20X o 100X de polinucleétidos de ARNbc
de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida o con una composicion que contiene tensioactivo, sulfato
de amonio y herbicida, como se describe en el ejemplo 23. Para cada tratamiento, se trataron dos tramos
replicados de 0,3 m por 1,5 m (1 pie por 5 pies).

36) La figura 28 representa el progreso del blanqueamiento y la muerte de las plantas de lechuga tratadas con 1
nanomol de ADNss por planta a los (de arriba hacia abajo) 37, 46 y 60 dias después del tratamiento, como se
describe en el ejemplo 24.

37) La figura 29A ilustra el silenciamiento sistémico en plantas de lechuga evidenciado por el blanqueamiento
observado a los 4 o 12 dias después del tratamiento tépico con polinucleétidos, como se describe en el ejemplo
24. La figura 29B ilustra el silenciamiento sistémico evidenciado por blanqueamiento observado a los 4 dias
después del tratamiento tépico con los cuatro ADNss antisentido individuales ("HL287", SEQ ID NO: 43; "HL288",
SEQ ID NO: 44; "HL289", SEQ ID NO: 45; y "HL290", SEQ ID NO: 46) o con una mezcla de los cuatro.

38) La figura 30 ilustra el blanqueamiento de las hojas (panel superior derecho) y las flores (panel intermedio
derecho) de plantas de tomate tratadas con polinucleétidos de fitoeno desaturasa de tomate, como se describe
en el ejemplo 25. La figura 30 también ilustra el retraso en el crecimiento de las plantas de tomate tratadas con
polinucleétidos de PDS (panel inferior).

39) La figura 31 ilustra el potenciamiento de la actividad herbicida del glifosato en almizcle con bajo nimero de
copias de los polinucledtidos de EPSPS por polinucledtidos de TIF y que los polinucledtidos de TIF tienen
actividad herbicida por si mismos, como se describe en el ejemplo 26. Los polinucledtidos de EPSPS "1, 3, 4" se
refieren a ARNbc "cortos" que tienen una hebra antisentido que es capaz de hibridar con el ARNm transcrito del
gen de EPSPS de almizcle (SEQ ID NO: 1) en las posiciones 14-38 (ARNbc corto-1), 345-369 (ARNbc corto-3) y
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1105-1129 (ARNbc corto-4), respectivamente, como se indica por los nucledtidos subrayados en la figura 1
(véase el ejemplo 1). EPSPS "5" se refiere a IDT [5] (SEQ ID NO: 91-92 como se describe en la tabla 11).

40) La figura 32 ilustra el potenciamiento de la actividad herbicida del glifosato en almizcle con alto nimero de
copias de los polinucledtidos de EPSPS por polinucleétidos de TIF y que los polinucledtidos de TIF tienen
actividad herbicida por si mismos, como se describe en el ejemplo 26. Los polinucledtidos de EPSPS "1, 3, 4" se
refieren a ARNbc "cortos" que tienen una hebra antisentido que es capaz de hibridar con el ARNm transcrito del
gen de EPSPS de almizcle (SEQ ID NO: 1) en las posiciones 14-38 (ARNbc corto-1), 345-369 (ARNbc corto-3) y
1105-1129 (ARNbc corto-4), respectivamente, como se indica por los nucledtidos subrayados en la figura 1
(véase el ejemplo 1). EPSPS "5" se refiere a IDT [5] (SEQ ID NO: 91-92 como se describe en la tabla 11).

41) La figura 33 ilustra el efecto herbicida en almizcle después del tratamiento con las combinaciones indicadas
de herbicidas no polinucleotidicos y polinucleétidos, como se describe en el ejemplo 28.

42) La figura 34 ilustra un alineamiento del promotor del locus 1 de PDS de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO:
319) y del promotor del locus 2 de PDS (SEQ ID NO: 320), como se describe en el ejemplo 30.

43) La figura 35 ilustra de manera esquematica los promotores del locus 1 y del locus 2 de PDS de Nicotiana
benthamiana y las regiones diana de mezclas de polinucleétidos, como se describe en el ejemplo 30.

44) La figura 36 ilustra el efecto en la altura de la planta en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con un
polinucledtido antisentido de PDS (figura 36A), polinucledtidos antisentido de EPSPS (figura 36B) o
polinucleétidos antisentido de RuBisCO (figura 36C), como se describe en el ejemplo 33.

45) La figura 37 ilustra el efecto en plantas monocotiledéneas de Zea mays (Gaspe) por tratamiento tdpico con
polinucleétidos de ARNbc ("oligo de ADN de EPSPS") que se dirige al gen endégeno de EPSPS o solo con
tampon como control, como se describe en el ejemplo 34.

46) La figura 38 ilustra el efecto de diferentes contraiones de glifosato en la actividad herbicida en plantas de
almizcle resistentes al glifosato, como se describe en el ejemplo 35.

47) La figura 39 ilustra el efecto de las poliaminas esperima ("SPM") y espermidina ("SPMD") o sulfato de
amonio ("AMS") en el almizcle resistente al glifosato que contiene 33, 36 o 57 copias de EPSPS, como se
describe en el ejemplo 35. "fb 4X WM" significa "seguido de tratamiento con glifosato (3360 g de equivalente de
acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®)".

Descripcion detallada de la invenciéon

48)A menos que se indique de otro modo, las secuencias de acido nucleico en el texto de la presente memoria
descriptiva se proporcionan, cuando se leen de izquierda a derecha, en la direccién 5' a 3'. Las secuencias de acido
nucleico pueden proporcionarse como ADN o como ARN, segun se especifique; la divulgacion de una define
necesariamente a la otra, como es sabido por un experto en la materia. Cuando se proporciona un término en
singular, los inventores también contemplan aspectos de la invencion descritos por la forma plural de ese término.
Por polinucledtidos "no transcribibles" se entiende que los polinucleétidos no comprenden una unidad de
transcripcion de polimerasa Il completa. Tal como se usa en el presente documento, "solucién" se refiere a mezclas
homogéneas y a mezclas no homogéneas, tales como suspensiones, coloides, micelas y emulsiones.

Polinucleétidos

49)Tal como se usa en el presente documento, "polinucleétido” se refiere a una molécula de acido nucleico que
contiene multiples oligonucledtidos y se refiere generalmente tanto a "oligonucledtidos" (una molécula de
polinucledtido de 18-25 nucleodtidos de longitud) y a polinucleétidos de 26 o mas nucledtidos. Las realizaciones de la
presente invencién incluyen composiciones que incluyen oligonucledtidos que tienen una longitud de 18-25
nucledtidos (por ejemplo, 18-meros, 19-meros, 20-meros, 21-meros, 22-meros, 23-meros, 24-meros 0 25-meros) o
polinucledtidos de longitud media que tienen una longitud de 26 o mas nucleétidos (por ejemplo, polinucleétidos de
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80,
aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 110,
aproximadamente 120, aproximadamente 130, aproximadamente 140, aproximadamente 150, aproximadamente
160, aproximadamente 170, aproximadamente 180, aproximadamente 190, aproximadamente 200,
aproximadamente 210, aproximadamente 220, aproximadamente 230, aproximadamente 240, aproximadamente
250, aproximadamente 260, aproximadamente 270, aproximadamente 280, aproximadamente 290 o
aproximadamente 300 nucledtidos) o polinucledtidos largos que tienen una longitud mayor de aproximadamente 300
nucledtidos (por ejemplo, polinucledtidos de entre aproximadamente 300 a aproximadamente 400 nucleodtidos, entre
aproximadamente 400 y aproximadamente 500 nucledtidos, entre aproximadamente 500 y aproximadamente 600
nucledtidos, entre aproximadamente 600 y aproximadamente 700 nucledtidos, entre aproximadamente 700 y
aproximadamente 800 nucledtidos, entre aproximadamente 800 y aproximadamente 900 nucleétidos, entre
aproximadamente 900 y aproximadamente 1000 nucledtidos, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 500
nucledtidos, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 600 nucledtidos, entre aproximadamente 300 y
aproximadamente 700 nucledtidos, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 800 nucleétidos, entre
aproximadamente 300 y aproximadamente 900 nucleétidos o de aproximadamente 1000 nucleétidos de longitud o
incluso mayores de 1000 nucledtidos de longitud, por ejemplo, de hasta la longitud completa del gen diana que
incluye porciones codificantes o no codificantes o tanto codificantes como no codificantes del gen diana). En los
casos donde un polinucleoétido es bicatenario, su longitud puede definirse de manera similar en pares de bases.
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50)Las composiciones de polinucleétidos usadas en las diversas realizaciones de la presente invencion incluyen
composiciones que incluyen oligonucleotidos o polinucledtidos o una mezcla de ambos, incluyendo ARNbc. En
algunas realizaciones, los polinucledtidos incluyen nucleétidos no canodnicos, tales como inosina, tiouridina o
seudouridina. En algunas realizaciones, el polinucleétido incluye nucledtidos modificados quimicamente. Los
ejemplos de oligonucledtidos o polinucleétidos modificados quimicamente se conocen bien en la técnica; véase, por
efemplo, Verma y Eckstein (1998) Annu. Rev. Biochem., 67:99-134. Por ejemplo, puede modificarse completa o
parcialmente el armazén de fosfodiéster de origen natural de un oligonucleétido o polinucleétido con modificaciones
de enlace internucledtido de fosforotioato, fosforoditioato o metilfosfonato, pueden usarse bases de nucledsido
modificadas o azicares modificados en la sintesis de oligonucledtidos o polinucleétidos y pueden marcarse los
oligonucledtidos o polinucledtidos con un resto fluorescente (por ejemplo, fluoresceina o rodamina) u otro marcador
(por ejemplo, biotina).

51)Los polinucledtidos son ARN bicatenario. En algunas realizaciones, estos polinucleétidos incluyen nucleétidos
modificados quimicamente o nucleétidos no candnicos. En las realizaciones del procedimiento, los polinucleétidos
incluyen ARN bicatenario formado por hibridacion intramolecular o ARN bicatenario formado por hibridacion
intermolecular. En determinadas otras realizaciones, los polinucleétidos incluyen ademas un promotor, generalmente
un promotor funcional en una planta, por ejemplo, un promotor de pol I, un promotor de pol lll, un promotor de pol IV
0 un promotor de pol V.

52)En algunas realizaciones, las composiciones de polinucleétidos se formulan con contraiones u otras moléculas
que se sabe que se asocian con moléculas de acido nucleico, por ejemplo, iones de tetraalquilamonio, iones de
trialquilamonio, iones sulfonio, iones de litio y poliaminas, tales como espermina, esperimidina o putrescina. En
algunas realizaciones, las composiciones de polinucleétidos se formulan con un herbicida no polinucleotidico (por
ejemplo, los herbicidas quimicos divulgados en el presente documento en la seccion titulada "Proteinas de tolerancia
a los herbicidas") o con un agente de transferencia o un agente potenciador de la permeabilidad (véase la seccion
titulada "Agentes y tratamientos potenciadores de la permeabilidad").

53)Los polinucledtidos se disefian para inducir la supresion de un gen enddgeno en una planta y se disefian para
que tengan una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a la secuencia (que puede ser
secuencia codificante o secuencia no codificante) de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de ARN
transcrita a partir de un gen enddgeno de una planta. Por "esencialmente idéntica" o "esencialmente
complementaria" se entiende que los polinucleétidos (o al menos una hebra de un polinucleétido bicatenario) se
disefian para que hibriden en condiciones fisiolégicas en células de la planta con el gen endégeno o con ARN
transcrito a partir del gen enddgeno para efectuar la regulacion o la supresion del gen endégeno.

54)Los polinucledtidos monocatenarios pueden tener una complementariedad de secuencia que no es
necesariamente del 100% pero que es al menos suficiente para permitir la hibridacion a ARN transcrito a partir del
gen diana para formar un duplex en condiciones fisiologicas en una célula vegetal para permitir la escision por un
mecanismo de silenciamiento génico. Por lo tanto, en algunas realizaciones el segmento se disefia para que sea
esencialmente idéntico a o esencialmente complementario a, una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el
gen diana o en el ARN mensajero transcrito a partir del gen diana. Por "esencialmente idéntico" se entiende que
tiene una identidad de secuencia del 100% o al menos aproximadamente un 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 o0 99% de identidad de secuencia cuando se compara con la secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen diana o en el ARN ftranscrito a partir del gen diana; por "esencialmente
complementario" se entiende que tiene una complementariedad de secuencia del 100% o al menos un
aproximadamente un 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de complementariedad de
secuencia cuando se compara con la secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen diana o en el ARN
transcrito a partir del gen diana. En algunas realizaciones de la presente invencion, las moléculas de polinucleétido
se disefian para que tengan una identidad o complementariedad de secuencia del 100% con un alelo de un gen
diana dado (por ejemplo, la secuencia codificante o no codificante para una proteina de tolerancia a los herbicidas,
una proteina inactivante de herbicidas, un gen de respuesta al estrés o un gen esencial); en otras realizaciones, las
moléculas de polinucledtido se disefian para que tengan una identidad o complementariedad de secuencia del 100%
con multiples alelos de un gen diana dado.

55)En un aspecto de la invencion, los polinucleétidos son genes de ARN polimerasa lll modificados, por ejemplo,
genes que transcriben la particula de ARN de reconocimiento de la sefial 7SL o ARN de espliceasoma de U6 (genes
de Pol Ill) o polinucleétidos que contienen una secuencia promotora de Pol Il funcional. En una realizacion, los
polinucledtidos son genes de Pol Il modificados que contienen ADN sentido y antisentido correspondiente al ARN
del gen diana identificado para la regulacion que reemplazan la secuencia de ADN transcrita originariamente por el
gen de Pol lll.

56)Los polinucledtidos utiles en la presente invencion efectuan la regulacion o la modulacién (por ejemplo,
supresion) de la expresion génica durante un periodo durante la vida de la planta tratada de al menos 1 semana o
mas y tipicamente de un modo sistémico. Por ejemplo, a los pocos dias de tratar una hoja de planta con una
composicion de polinucledtido de la presente invencion, pueden detectarse ARNpi primarios y transitorios en otras
hojas laterales a y por encima de la hoja tratada y en el tejido apical.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 641642 T3

57)Se conocen bien en la técnica procedimientos para producir polinucleétidos. La preparacién comercial de
oligonucledtidos proporciona normalmente 2 desoxirribonucleétidos en el extremo 3' de la hebra sentido. Pueden
sintetizarse moléculas de polinucledtido largas mediante kits disponibles comercialmente, por ejemplo, los kits de
Ambion tienen ADN ligado al extremo 5' que codifica un promotor de polimerasa T7 bacteriana que produce hebras
de ARN que pueden ensamblarse en un ARNbc. Como alternativa, pueden producirse moléculas de ARNbc a partir
de casetes de expresion en células bacterianas que tienen actividad enzimatica de RNasa Il regulada o deficiente.
También pueden ensamblarse moléculas de polinucleétido largas a partir de multiples fragmentos de ARN o ADN.
En algunas realizaciones, se emplean parametros de disefio tales como la puntuacion de Reynolds y las reglas de
Tuschl, conocidos en la técnica, para seleccionar secuencias de polinucleétido eficaces en el silenciamiento génico.
En algunas realizaciones, se emplea disefio aleatorio o seleccién empirica de secuencias de polinuclettidos para
seleccionar secuencias de polinucledtido eficaces para el silenciamiento génico. En algunas realizaciones, se
explora la secuencia de un polinucledtido contra el ADN gendmico de la planta prevista para minimizar el
silenciamiento no intencionado de otros genes.

58)Las composiciones de polinucledtido de la presente invencion son utiles en composiciones, tales como
soluciones de moléculas de polinucleétido, a bajas concentraciones, solas o en combinacion con otros componentes
(por ejemplo, tensioactivos, sales y herbicidas no polinucleotidicos) ya sea en la misma solucién o en soluciones
aplicadas por separadas. Aunque no hay un limite superior acerca de las concentraciones y dosis de las moléculas
de polinucleétido que pueden ser utiles en los procedimientos de la presente invencién, se perseguiran por motivos
de eficacia concentraciones y dosificaciones eficaces menores. Las concentraciones pueden ajustarse teniendo en
consideracion el volumen de pulverizador aplicado a las hojas de plantas. En una realizacién, un tratamiento util para
plantas herbaceas usando moléculas de oligonucleétido 25-meros es de aproximadamente 1 nanomol de moléculas
de oligonucledtido por planta, por ejemplo, de aproximadamente 0,05 a 1 nanomol por planta. Otras realizaciones
para plantas herbaceas incluyen intervalos Utiles de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 100 nanomoles o de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 nanomoles o de aproximadamente 1 nanomol a aproximadamente 10
nanomoles de polinucledtidos por planta. Las plantas muy grandes, arboles o vifias pueden necesitar cantidades
correspondientemente mayores de polinucledtidos. Cuando se usan moléculas de ARNbc largas que pueden
procesarse en multiples oligonucledtidos, pueden usarse concentraciones menores. En los ejemplos mas adelante
para ilustrar las realizaciones de la invencion, cuando se aplica el factor 1X a moléculas de oligonucleétido, este se
usa de manera arbitraria para indicar un tratamiento de 0,8 nanomoles de moléculas de polinucleétido por planta;
10X, 8 nanomoles de moléculas de polinucledtido por planta; y 100X, 80 nanomoles de moléculas de polinucleétido
por planta, Por ejemplo, en el ejemplo 23, se tratdé a las plantas con una solucién acuosa que comprende un
tratamiento 100X de ARNbc de EPSPS (264 microgramos u 80 nanomoles) por planta.

Moléculas de ARN monocatenario

59)Puede usarse ARN monocatenario para la regulacion sistémica de genes en una célula vegetal como alternativa
a la presente invencion. Mas especificamente, pueden usarse las composiciones y los procedimientos para inducir la
regulacion sistémica (por ejemplo, supresion o silenciamiento sistémico) de un gen diana en una planta mediante
aplicacion tépica a la planta de una molécula de polinucledtido con un segmento en una secuencia de nucledtidos
esencialmente idéntica a o esencialmente complementaria a, una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el
gen diana o en el ARN transcrito a partir del gen diana, mediante lo cual la composiciéon permea al interior de la
planta e induce la regulacion sistémica del gen diana por la accion de ARN monocatenario que hibrida con el ARN
transcrito, por ejemplo, ARN mensajero. La molécula de polinucleétido puede ser una o mas moléculas de
polinucleétido con un solo segmento de este tipo, multiples segmentos de este tipo, multiples segmentos de este tipo
diferentes o combinaciones de los mismos.

Agentes de trasferencia, agentes potenciadores de la permeabilidad y tratamientos

60)Las composiciones y procedimientos de la presente invencion pueden comprender agentes de transferencia o
agentes potenciadores de la permeabilidad y tratamientos para condicionar la superficie del tejido vegetal, por
efemplo, hojas, tallos, raices, flores o frutos, a la permeacioén por parte de las moléculas de polinucleétido al interior
de las células vegetales. La transferencia de polinucleétidos al interior de células vegetales puede estar facilitada por
la aplicacion previa o contemporanea de un agente de trasferencia de polinucleétidos al tejido vegetal. En algunas
realizaciones, el agente de transferencia se aplica después de la aplicacion de la composicion de polinucledtido. El
agente de trasferencia de polinucledtidos habilita una via para los polinucleétidos a través de las barreras de cera de
la cuticula, estomas y/o la pared celular o las barreras membranosas y al interior de las células vegetales. Los
agentes adecuados para facilitar la transferencia de la composicion al interior de una célula vegetal incluyen agentes
que aumentan la permeabilidad del exterior de la planta o que aumentan la permeabilidad de las células vegetales a
los oligonucleétidos o polinucledtidos. Dichos agentes para facilitar la transferencia de la composicion al interior de
una célula vegetal incluyen un agente quimico o un agente fisico o combinaciones de los mismos. Los agentes
quimicos para el condicionamiento incluyen (a) tensioactivos, (b) disolventes organicos o soluciones acuosas o
mezclas de disolventes organicos, (c) agentes oxidantes, (e) acidos, (f) bases, (g) aceites, (h) enzimas o
combinaciones de los mismos. Las realizaciones del procedimiento pueden incluir opcionalmente una etapa de
incubacion, una etapa de neutralizacion (por ejemplo, para neutralizar un acido, base o agente oxidante o para
inactivar una enzima), una etapa de enjuagado o combinaciones de las mismas. Las realizaciones de agentes o
tratamientos para condicionar una planta a la permeacion por polinucledtidos incluyen emulsiones, emulsiones
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inversas, liposomas y otras composiciones de tipo micelar. Las realizaciones de agentes o tratamientos para
condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos incluyen contraiones u otras moléculas que se sabe que
se asocian con moléculas de acido nucleico, por ejemplo, iones inorganicos de amonio, iones de alquilamonio, iones
de litio, poliaminas, tales como espermina, espermidina o putrescina y otros cationes. Los disolventes organicos
utiles para condicionar una planta a la permeacién por polinucleétido incluyen DMSO, DMF, piridina, N-pirrolidina,
hexametilfosforamida, acetonitrilo, dioxano, polipropilenglicol, otros disolventes miscibles en agua o que disolveran
fosfonucledtidos en sistemas no acuosos (tales como los usados en las reacciones sintéticas). Pueden usarse
aceites de origen natural o sintéticos o sin tensioactivos o emulsionantes, por gjemplo, aceites de origen vegetal,
aceites de cultivos (tales como aquellas listadas en el 9" Compendium of Herbicide Adjuvants, disponible
publicamente en linea en www.herbicide.adjuvants.com), por ejemplo, aceites parafinicos, ésteres de acidos grasos
de poliol o aceites con moléculas de cadena corta modificadas con amidas o poliaminas, tales como polietilenimina o
N-pirrolidina.

61)Dichos agentes para el condicionamiento de una planta a la permeacion por polinucleotidos se aplican a la planta
mediante cualquier procedimiento conveniente, por ejemplo, rociando o recubriendo con un polvo, emulsion,
suspension o solucién; de manera similar, las moléculas de polinucleétido se aplican a la planta mediante cualquier
procedimiento conveniente, por ejemplo, rociando o enjuagando con una solucién, emulsién o suspension.

62) Los ejemplos de tensioactivos utiles incluyen sales de sodio o litio de acidos grasos (tales como sebo o aminas
de sebo o fosfolipidos) y tensioactivos de organosilicona. Otros tensioactivos Utiles incluyen tensioactivos de
organosilicona que incluyen tensioactivos de organosilicona no ionicos, por ejemplo, tensioactivos de etoxilato de
trisiloxano o un copolimero de silicona y poliéter, tal como un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con
oxido de polialquileno y metiléter de aliloxipolipropilenglicol (disponible comercialmente como tensioactivo Silwet® L-
77, que tiene el numero CAS 27306-78-1 y el numero EPA: CAL.REG.NO. 5905-50073-AA, disponible en la
actualidad de Momentive Performance Materials, Albany, Nueva York). Cuando se usa el tensioactivo Silwet L-77
como tratamiento previo al pulverizado de las hojas de plantas u otras superficies, las concentraciones en el intervalo
de aproximadamente un 0,015 a aproximadamente un 2 por ciento en peso (% en peso) (por ejemplo,
aproximadamente 0,01, 0,015, 0,02, 0,025, 0,03, 0,035, 0,04, 0,045, 0,05, 0,055, 0,06, 0,065, 0,07, 0,075, 0,08,
0,085, 0,09, 0,095, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8,0,9,1,0,1,1,1,2,1,3,1,4,1,5,1,6,1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2,
2,3, 2,5% en peso) son eficaces para preparar una superficie foliar u otra superficie vegetal para la transferencia de
moléculas de polinucleétido al interior de células vegetales a partir de una aplicacion topica sobre la superficie.

63) Los agentes fisicos adecuados pueden incluir (a) abrasivos, tales como carborundo, corundo, arena, calcita,
pumita, granate y similares, (b) nanoparticulas, tales como nanotubos de carbono o (c) una fuerza fisica. Los
nanotubos de carbono se desvelan por Kam y col. (2004) J. Am. Chem. Soc., 126 (22):6850-6851, Liu y col. (2009)
Nano Lett., 9(3):1007-1010 y Khodakovskaya y col. (2009) ACS Nano, 3(10):3221-3227. Los agentes de fuerza fisica
pueden incluir calentamiento, enfriamiento, la aplicacién de presion positiva o tratamiento con ultrasonidos. Las
realizaciones del procedimiento pueden incluir opcionalmente una etapa de incubacién, una etapa de neutralizacion
(por ejemplo, para neutralizar un acido, base o agente oxidante o para inactivar una enzima), una etapa de
enjuagado o combinaciones de las mismas. Los procedimientos de la invencion pueden incluir ademas la aplicacion
de otros agentes que tendran un efecto mejorado debido al silenciamiento de determinados genes. Por ejemplo,
cuando se disefia un polinucledtido para regular genes que proporcionan resistencia a los herbicidas, la posterior
aplicacion del herbicida puede tener un efecto dramatico en la eficacia herbicida.

64) Los agentes para condicionar una planta en el laboratorio a la permeacién por polinucleétidos incluyen, por
efemplo, la aplicacién de un agente quimico, tratamiento enzimatico, calentamiento o enfriamiento, tratamiento con
presién positiva o negativa o tratamiento con ultrasonidos. Los agentes para condicionar plantas en el campo
incluyen agentes quimicos, tales como tensioactivos y sales.

Genes diana y genes esenciales

65)Las composiciones y procedimientos de la invenciéon son utiles para modular la expresion de un gen diana
enddgeno o transgénico en una célula vegetal. En diversas realizaciones, un gen diana incluye secuencia codificante
(codificante de proteina o traducible), secuencia no codificante (no traducible) o secuencia tanto codificante como no
codificante. Las composiciones de la invencién pueden incluir polinucleétidos y oligonucleétidos disefiados para
dirigirse a multiples genes o multiples segmentos de uno o mas genes. El gen diana puede incluir multiples
segmentos consecutivos de un gen diana, multiples segmentos no consecutivos de un gen diana, multiples alelos de
un gen diana o multiples genes diana de una o mas especies. Los ejemplos de genes diana incluyen genes
vegetales enddgenos y transgenes expresados en células vegetales. Otros ejemplos de genes diana incluyen genes
enddgenos de patégenos viricos de plantas o genes enddgenos de plagas de invertebrados de plantas.

66)Los genes diana pueden incluir genes que codifican proteinas de tolerancia a los herbicidas, secuencias no
codificantes que incluyen ARN reguladores y genes esenciales, que son genes necesarios para mantener la vida
celular o para soportar la reproduccion de un organismo. Las realizaciones de genes esenciales incluyen genes
implicados en la replicacion del ADN o ARN, transcripcidon génica, regulacion génica mediada por ARN, sintesis de
proteinas, produccion de energia y division celular. Se describe un ejemplo de un compendio de genes esenciales
en Zhang y col. (2004) Nucleic Acids Res., 32:D271-D272 y se encuentra disponible en tubic.tju.edu.cn/deg/; la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 641642 T3

version DEG 5.4 lista 777 genes esenciales para Arabidopsis thaliana. Los ejemplos de genes esenciales incluyen
factor iniciador de la traduccion (TIF) y ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO). Los genes diana
pueden incluir genes que codifican factores de transcripcion y genes que codifican enzimas implicadas en la
biosintesis o el catabolismo de moléculas en plantas tales como, pero sin limitaciéon, aminoacidos, acidos grasos y
otros lipidos, azUcares y otros carbohidratos, polimeros biolégicos y metabolitos secundarios, incluyendo alcaloides,
terpenoides, policétidos, péptidos no ribosdmicos y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto.

Composiciones y procedimientos

67)Pueden proporcionarse moléculas de ARN monocatenario como alternativa a la presente invencion directamente
en la célula vegetal en forma de ARN o proporcionarse indirectamente, por ejemplo, en los casos donde una
molécula de polinucleétido en la composicién de tratamiento provoca en las células de una planta la produccion del
ARN monocatenario que es capaz de hibridar con el transcrito del gen diana. En muchas realizaciones, las
composiciones de moléculas de polinucledtidos incluyen ademas uno o mas agentes potenciadores de la
permeabilidad para facilitar la transferencia de las moléculas de polinucledtido en una célula vegetal, tales como
agentes para condicionar una planta a la permeacion por polinucledtidos. En aspectos de la invencion, los
procedimientos incluyen una o mas aplicaciones de la composicion de polinucleétido y una o mas aplicaciones de un
agente potenciador de la permeabilidad para el condicionamiento de una planta a la permeacion por polinucleétidos.
cuando el agente para el condicionamiento a la permeacion es un tensioactivo de organosilicona, las realizaciones
de las moléculas de polinucleétido son oligonucleétidos de ARN bicatenarios, polinucleétidos de ARN bicatenarios o
mezclas de los mismos.

68)Ademas se divulga un procedimiento para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que
incluye (a) el condicionamiento de una planta a la permeacion por polinucleétidos y (b) la aplicacion tépica de
moléculas de polinucledtido a la planta, donde las moléculas de polinucleétidos incluyen al menos un segmento de
18 o mas nucleodtidos contiguos clonado a partir de o identificado de otro modo a partir del gen diana en orientacion
con sentido o antisentido, mediante el cual las moléculas de polinucleétido permean el interior de la planta e inducen
el silenciamiento sistémico del gen diana. El condicionamiento y la aplicacién del pueden efectuarse por separado o
en una sola etapa. Cuando el condicionamiento y la aplicaciéon del polinucledtido se efectuan en etapas separadas,
el condicionamiento puede preceder o ir a continuacion de la aplicaciéon del polinucleétido por unos minutos, horas o
dias. En algunas realizaciones, pueden efectuarse mas de una etapa de condicionamiento o mas de una aplicacion
de molécula de polinucledtido en la misma planta. En las realizaciones del procedimiento, el segmento puede
clonarse o identificarse a partir de partes (a) codificantes (es decir, codificantes de proteinas), (b) no codificantes o
(c) tanto codificantes como no codificantes del gen diana. Las partes no codificantes incluyen ADN (o el ARN
codificado por el ADN) que codifica secuencias reguladoras de ARN (por ejemplo, promotores, intrones, regiones 5'
o 3' no traducidas y microARN, ARNpi que actuan en trans, ARNpi antisentido naturales y otros ARN pequerfios con
funcién reguladora) o ARN codificantes que tienen funcion estructural o enzimatica (por ejemplo, ribozimas, ARN
ribosémicos, ARN-t, aptameros y riboiterruptores).

69)En diversas realizaciones del procedimiento para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una
planta, el gen diana es (a) un gen enddgeno de la planta, (b) un gen endégeno de un patdgeno virico de la planta,
(c) un gen endoégeno de una plaga de invertebrados de la planta, (d) un gen endégeno de un simbionte o una plaga
de invertebrado de la planta o (e) un gen producido por el hombre insertado en una planta transgénica. En
realizaciones donde el gen endégeno es enddégeno para una planta, el gen diana (a) es un gen enddgeno de la
planta que es esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta, (b) codifica una proteina que proporciona
resistencia a los herbicidas a la planta o (c) se transcribe en una molécula reguladora del ARN. En realizaciones del
procedimiento para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta, el condicionamiento incluye la
aplicacion de un agente quimico, abrasion, lesion, tratamiento enzimatico, calentamiento o enfriamiento, tratamiento
con presion positiva o negativa, tratamiento con ultrasonidos o combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el condicionamiento incluye la aplicacion de un tensioactivo, tal como tensioactivos de organosilicona,
por ejemplo, un copolimero de silicona y poliéter, tal como un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con
oxido de polialquileno y metiléter de aliloxipolipropilenglicol (disponible comercialmente como tensioactivo Silwet® L-
77). En las realizaciones del procedimiento, el condicionamiento incluye la aplicacion de (a) un tensioactivo, (b) un
disolvente organico o una solucién acuosa o una mezcla acuosa de un disolvente organico, (c) un polipropilenglicol o
una solucién acuosa o una mezcla acuosa de polipropilenglicol, (d) nanoparticulas, (e) un agente oxidante, (f) un
acido o una base o (g) un aceite o una combinacion de los mismos. Las realizaciones del procedimiento pueden
incluir opcionalmente una etapa de incubacion, una etapa de neutralizacion (por ejemplo, para neutralizar un acido,
base o agente oxidante o para inactivar una enzima), una etapa de enjuagado o combinaciones de las mismas.

70)Ademas, se desvelan composiciones topicas para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una
planta que incluyen (a) un agente para condicionar una planta a la permeacion por polinucledtidos y (b) moléculas de
polinucleétido con al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos esencialmente idénticos o
complementarios a la secuencia de nucledtidos del gen diana en orientacion con sentido o antisentido. Dichas
composiciones pueden usarse para los diversos procedimientos desvelados en el presente documento que incluyen
procedimientos para investigar la genética inversa modulando un gen enddgeno en una planta y como
composiciones herbicidas para los procedimientos divulgados de control de las malas hierbas y el control de plantas
a voluntad. Otro aspecto de la invencién proporciona una planta que incluye ARNbc exdgeno para suprimir un gen
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enddgeno, en el que el ARN exdgeno no se transcribe a partir de ADN integrado en un cromosoma de la planta y en
el que el gen enddgeno se suprime mediante la aplicacion tépica de un polinucledtido a la planta. Como alternativa,
el ARN puede disefarse para suprimir un gen endégeno de la plana en respuesta a una plaga o patégeno para
proporcionar control sobre las plagas o enfermedades de la planta. Dicha planta puede cultivase a partir de una
semilla o producirse mediante un esqueje, clonacion o proceso de injerto (es decir, una planta no cultivada a partir
de una semilla). Dicha planta es una planta de cultivo en hilera, un frutal, una hortaliza, un arbol o una planta
ornamental. Por ejemplo, en las realizaciones de la invencion desvelada en el presente documento, la planta es una
planta de cultivo en hileras (por ejemplo, maiz, soja, algodon, colza, remolacha azucarera, alfalfa, cafia de azucar,
arroz y trigo) o es una hortaliza (por ejemplo, tomate, pimiento dulce, pimiento picante, melon, sandia, pepino,
berenjena, coliflor, brécol, lechuga, espinaca, cebolla, guisantes, zanahorias, maiz dulce, col china, puerro, hinojo,
calabaza, calabaza alargada o calabaza ornamental, rabano, coles de Bruselas, tomatillo, frijoles de jardin, frijoles
secos u ocra) o es una planta culinaria (por ejemplo, albahaca, perejil, café o t¢) o es un fruto (por ejemplo,
manzana, pera, cereza, melocotén, ciruela, melocotén, banana, platano, uva de mesa, uva de vino, citricos,
aguacate, mango o bayas) o es un arbol cultivado para uso ornamental o comercial (por ejemplo, un frutal o un arbol
que dé frutos secos o es una planta ornamental (por ejemplo, una planta o arbusto de flor ornamental o hierba de
césped). Las realizaciones de una planta producida a partir de un esqueje, clonacién o proceso de injerto (es decir,
una planta no cultivada a partir de una semilla) incluyen arboles frutales y plantas que incluyen citricos, manzanas,
aguacates, tomates, berenjena, pepino, melones, sandias y uvas, asi como diversas plantas ornamentales.

Procedimientos para investigar la genética inversa

71)Adicionalmente, se divulga un procedimiento para investigar la genética inversa mediante la regulacion o
modulaciéon de un gen diana enddgeno en una planta; dicho procedimiento incluye la aplicacién sobre el tejido de
una planta en crecimiento de una composicidon para proporcionar (directa o indirectamente) el ARN monocatenario
de la presente invencion para la regulacion sistémica de genes en una célula vegetal. En las realizaciones de dicho
procedimiento, se usa como diana de un polinucleétido de la invencién el ARN mensajero que codifica una proteina
o el gen de ARN regulador, efectuando la modulacion del gen durante un periodo de al menos 1 semana durante la
vida de la planta, por ejemplo, para identificar rasgos que puedan conferirse por la aplicacion tépica de
polinucledtidos. El procedimiento puede incluir etapas adicionales, por ejemplo, la exposicion de la planta a una serie
de compuestos para identificar interacciones herbicidas o exponer la planta a estrés abiético (por ejemplo, estrés por
déficit hidrico, estrés por déficit de nutrientes, estrés por calor, estrés por frio, estrés por salinidad) o a tratamientos
bioticos (por ejemplo, exposicion a una plaga de insectos o nematodos o a un patdgeno virico, flingico o bacteriano o
exposicion a un compuesto quimico o un tratamiento bioldgico) para identificar respuestas de la planta al estrés o el
tratamiento. En otro aspecto de la invencion, se exploran bibliotecas de plantas con una variedad de genes
silenciados transitoriamente frente a bibliotecas de compuestos (por ejemplo, herbicidas, fitohormonas,
desencadenantes de la defensa endégenos o exdgenos, tales como el acido salicilico o las harpinas, deficiencias de
moléculas que proporcionan un nutriente para las plantas, tal como nitrégeno, fosforo, potasio, azufre, calcio,
magnesio, hierro y zinc) para identificar interacciones con dichos compuestos. Los ejemplos de plantas utiles en
dichas exploraciones incluyen Amaranthus palmeriy Nicotiana benthamiana.

Procedimientos para el silenciamiento de transgenes

72)En otro aspecto mas de la invencion, los procedimientos anteriores pueden usarse para silenciar un transgén que
se esté expresando en una planta, proporcionando de este modo un control negativo que es una medicion
independiente de eventos de la contribucidon de un transgén al rendimiento de una planta o su efecto en un rasgo. El
conferir un efecto de control negativo puede requerir multiples tratamientos sucesivos con las moléculas de
polinucleétido de la presente invencion durante el ciclo de vida de una planta.

Aplicaciones especificas

73)En un aspecto relacionado, las composiciones y procedimientos de la invencién también son Utiles para silenciar
de manera transitoria uno o mas genes en una célula vegetal o una planta completa en crecimiento para efectuar un
fenotipo deseado en respuesta a las condiciones de cultivo, el estrés ambiental o abidtico o bidtico o al cambio en la
demanda comercial durante la estacion de crecimiento o en el ambiente de después de la cosecha. Por ejemplo, las
composiciones y procedimientos de la invencion son Utiles para suprimir de manera transitoria un gen biosintético o
catabdlico para producir una planta o producto de planta con un fenotipo deseado, tal como una composicion
nutricional deseada de un producto de planta de cultivo, por ejemplo, suprimiendo un gen de FAD2 para obtener un
perfil de acidos grasos deseado en la soja o la colza u otra oleaginosa o suprimir genes biosintéticos de lignina, tales
como COMT y CCOMT para proporcionar plantas forrajeras mas facilmente digeribles. De forma analoga, las
composiciones y procedimientos de la invencion son Utiles para suprimir transitoriamente una molécula reguladora
de ARN, tal como un microARN (miARN) o un sefiuelo de miARN enddgeno, tal como un miARN endogeno,
precursor de miARN o sefiuelo de miARN, tal como se desvela en la Publicaciéon de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos 2009/0070898. Las realizaciones de la invencion son utiles para suprimir un gen enddgeno de la
planta implicado en la respuesta a una plaga o patégeno, proporcionando de este modo el control de plagas o
enfermedades de la planta. Los polinucleétidos, composiciones y procedimientos de suministro desvelados en el
presente documento son utiles ademas para suprimir un gen diana endégeno de una plaga de invertebrados de una
planta, por ejemplo, plagas de lepidépteros o coledpteros que pueden ingerir ARN de la planta, proporcionando de
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este modo el control de plagas o enfermedades de la planta inducidas por plagas, por ejemplo, mediante el uso de
un pulverizador tépico para plantas de cultivo, hortalizas o arboles frutales con moléculas de ADN o ARN que se
dirigen a un gen esencial del invertebrado o a un gen de un simbionte de la plaga de invertebrado. Los
polinucleétidos, composiciones y procedimientos de suministro desvelados en el presente documento son utiles
ademas para proporcionar control sobre un patdgeno virico, por ejemplo, mediante el uso de un pulverizador tépico
antivirico para plantas de cultivo, hortalizas o arboles frutales con moléculas de ADN o ARn que se dirigen a un gen
virico.

Composiciones y procedimientos herbicidas

74)Adicionalmente, se desvela una composicion herbicida liquida que comprende moléculas de polinucleétidos como
agente letal para plantas que proporciona al menos una especie de ARN monocatenario que puede hibridar en
condiciones fisiolégicas en una célula vegetal con ARN transcrito a partir de genes enddgenos en la célula vegetal.
En algunas realizaciones, el gen diana codifica una proteina que proporciona tolerancia a un herbicida o codifica un
gen para mantener el crecimiento o la vida de la planta. Las composiciones herbicidas liquidas pueden incluir
ademas agentes potenciadores de la permeabilidad, herbicidas no nucleotidicos o combinaciones de los mismos y
pueden usarse en un tratamiento en multiples etapas con el herbicida no nucleotidico y/o los agentes potenciadores
de la permeabilidad aplicados por separado. Una realizacion de la composicion herbicida liquida es un liquido que
incluye un tensioactivo de organosilicona como agente potenciador de la permeabilidad y oligonucleétidos o
polinucledtidos como agentes letales para plantas que proporcionan a las células de la planta ARN monocatenario
capaz de hibridar en condiciones fisiolégicas en las células vegetales con ARN transcrito a partir de un gen diana en
la célula vegetal para efectuar el silenciamiento del gen diana. En una realizacion, una composicion herbicida liquida
eficaz contra plantas resistentes al glifosato incluye un tensioactivo de organosilicona, tal como el tensioactivo
Silwet® L-77 y moléculas de polinucledtido para proporcionar ARN monocatenario capaz de hibridar en condiciones
fisiolégicas en las células vegetales con el transcrito de ARN de un gen de EPSPS enddgeno o transgénico que
codifica una proteina EPSPS que proporciona tolerancia al glifosato. Cuando se disefia la molécula de polinucleétido
para que hibride en condiciones fisiolégicas en una célula vegetal con ARNm que codifica un ARN codificante o no
codificante de proteinas que es esencial para mantener el crecimiento o la vida y para efectuar el silenciamiento
génico y la reduccion de la proteina esencial, la molécula de polinucleétido puede funcionar como un agente letal
para plantas, es decir, un herbicida de nucleétidos. Estas composiciones herbicidas que incluyen moléculas de
polinucleétido pueden adaptarse como recubrimiento tépico sobre las hojas de una planta en crecimiento o para la
aplicacion sobre las raices o tallos cortados, por ejemplo, de plantas de cultivo hidropénico o en macetas.

75)Ademas, se desvela una composicion adaptada para recubrir topicamente hojas u otras superficies de una planta
viva que incluyen un agente potenciador de la permeabilidad, por ejemplo, un tensioactivo, tal como un tensioactivo
de organosilicona y oligonucleétidos o polinucledtidos que proporcionan (directa o indirectamente) ARN
monocatenario que puede hibridar en condiciones fisiolégicas en una célula vegetal con ARN transcrito a partir de un
gen enddgeno de la planta en la célula. En una realizacion, el gen de planta endégeno es un gen de planta
enddgeno que codifica una proteina que proporciona tolerancia herbicida a herbicidas tales como glifosato, dicamba
o sulfonilurea. Los ejemplos de dichas proteinas que proporcionan tolerancia a los herbicidas se divulgan mas
adelante en la seccion "proteinas de tolerancia a los herbicidas".

76)Ademas, se divulga un procedimiento para controlar plantas voluntarias resistentes a los herbicidas en un campo
de plantas de cultivo resistentes a los herbicidas que incluyen aplicar sobre las hojas u otra superficie de las plantas
voluntarias una composicién que proporciona a o que permite la produccion en, células de las plantas voluntarias
una molécula de ARN monocatenario que es capaz de hibridar en condiciones fisiologicas en las células de las
plantas voluntarias con ARN que se transcribe a partir de un gen endégeno en las células, en los que el gen
enddgeno (i) es un gen esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta voluntaria, (ii) codifica una
proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta voluntaria o (iii) se transcribe en un agente
regulador de ARN (por ejemplo, promotores, también precursores de miARN, miARN, ARNpi que actian en frans 'y
otros ARN no codificantes que tienen funcion reguladora, tales como aptameros y riboiterruptores). La composicion
que proporciona a o que permite la produccién en, células de las plantas voluntarias una molécula de ARN
monocatenario que es capaz de hibridar en condiciones fisiolégicas en las células de las plantas voluntarias con
ARN que se transcribe a partir de un gen enddgeno en las células incluye al menos una molécula de polinucleétido
seleccionada entre el grupo que consiste en (a) una molécula de ARN monocatenario, (b) una molécula de ARN
monocatenario que auto-hibrida para formar una molécula de ARN bicatenario, (c) una molécula de ARN bicatenario,
(d) una molécula de ADN monocatenario, (e) una molécula de ADN monocatenario que autohibrida para formar una
molécula de ADN bicatenario y (f) una molécula de ADN monocatenario que incluye un gen de Pol Il modificado que
se transcribe en una molécula de ARN, (g) una molécula de ADN bicatenario, (h) una molécula de ADN bicatenario
que incluye un gen de Pol Il modificado que se transcribe en una molécula de ARN e (i) una molécula hibrida de
ARN/ADN bicatenaria; En las realizaciones para silenciar o suprimir un gen endégeno de una planta voluntaria que
codifica una proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta voluntaria, el procedimiento puede
incluir aplicar sobre la planta voluntaria una cantidad del herbicida para el cual la proteina proporciona resistencia.
Las composiciones y procedimientos de la invencion son utiles para controlar malas hierbas tolerantes a los
herbicidas (resistentes) o plantas transgénicas voluntarias tolerantes a los herbicidas (resistentes) que puede crecer
en campos de cultivo, por ejemplo, un campo de plantas de cultivo resistentes a herbicidas, tales como maiz, soja,
algodon, colza, remolacha azucarera, alfalfa, cafia de azucar, arroz, trigo, asi como cultivos frutales y de hortalizas.
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En algunas de dichas realizaciones, la hierba o la planta voluntaria es almizcle (por ejemplo, almizcle) y otras
especies de amaranto, cola de caballo (achicoria), bledo, ambrosia gigante, ambrosia comun, sorgo de Alepo, amor
del hortelano, centeno, grama sanguina, achicoria, yute chino, alfalfa, maiz, soja, colza, algodén, remolacha
azucarera, cafa de azucar, arroz o trigo. En algunas de dichas realizaciones, el gen endégeno codifica una proteina
que proporciona tolerancia a los herbicidas; los ejemplos de dichas proteinas se desvelan en el presente documento
en la seccion "Proteinas de tolerancia a los herbicidas". En otras realizaciones similares, el ARN monocatenario
suprime de manera selectiva un gen en una especie de planta especifica, pero no en otras, para permitir el control
selectivo de esa especie de planta. En otras realizaciones similares mas, una molécula de ARN monocatenario no
selectiva suprime un gen comun en multiples especies de plantas, permitiendo un mayor control a lo largo de un
grupo o taxén de plantas. En realizaciones mas especificas, el procedimiento incluye ademas aplicar a la mala
hierba o a la planta voluntaria una cantidad de herbicida no nucleotidico (por ejemplo, glifosato, dicamba, glufosinato
o sulfonilurea) para el cual la proteina diana de una molécula de ARN proporciona resistencia, permitiendo modos de
accion duales mediante la reduccion de la proteccion de la proteina diana por la accién de la molécula de ARN y la
inhibicién de la funciéon de la proteina que se produce por la accion del herbicida no nucleotidico; el herbicida puede
aplicarse en una etapa separada (anterior o posterior) de, o junto con, la composicidon de nucleétido. La aplicacién de
una composicion de polinucleétido de manera concurrente con o seguida de, la aplicacion de un herbicida no
nucleotidico convencional proporciona en algunos casos control de las malas hierbas o las plantas voluntarias con
un efecto sinérgico (es decir, donde el efecto combinado es mayor que la suma de los efectos de los tratamientos
efectuados por separado).

Proteinas de tolerancia a los herbicidas

77)Las plantas naturales (no transgénicas) y transgénicas que muestran tolerancia (resistencia) a los herbicidas
normalmente tienen un gen que codifica una proteina que es responsable de la tolerancia a los herbicidas, por
efemplo, un transgén que proporciona la tolerancia, un gen enddégeno mutado que proporciona la tolerancia o
multiples copias de un gen endégeno que normalmente es diana de un herbicida. Una estrategia para el control de
dichas plantas es aplicar un agente que suprime o que al menos reduce la expresion del gen que codifica la proteina
que confiere tolerancia a los herbicidas. Los ejemplos de una proteina que proporciona tolerancia a un herbicida
incluyen, por ejemplo, una 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una glifosato oxidorreductasa (GOX),
una glifosato descarboxilasa, una glifosato-N-acetil transferasa (GAT), una dicamba monooxigenasa, una
fosfinotricin acetiltransferasa, una acido 2,2-dicloropropionico deshalogenasa, una acetohidroxiacido sintasa, una
acetolactato sintasa, una haloarilnitrilasa, una acetil-coenzima A carboxilasa, una dihidropteroato sintasa, una fitoeno
desaturasa, una protoporfirina IX oxigenasa, una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, una para-aminobenzoato sintasa,
una glutamina sintasa, una celulosa sintasa, una beta-tubulina y una serina hidroximetiltransferasa.

78)Los ejemplos de acidos nucleicos que codifican proteinas que confieren tolerancia a los herbicidas incluyen 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasas (EPSPS; véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos numero
5.627.061, 5.633.435 RE39247, 6.040.497 y 5.094.945 y las Publicaciones de Solicitud Internacional PCT
WO004074443 y WO04009761), glifosato oxidorreductasa (GOX, Patente de los Estados Unidos numero 5.463.175),
glifosato descarboxilasa (Publicacion de Solicitud Internacional PCT W0O05003362, Patente de los Estados Unidos
numero 7.405.347 y Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2004/0177399), glifosato-N-acetil
transferasa (GAT; Patente de los Estados Unidos numero 7.714.188) que confieren tolerancia al glifosato; dicamba
monooxigenasa que confiere tolerancia a los herbicidas similares a auxina, tales como dicamba (Patente de los
Estados Unidos numero 7.105.724); fosfinotricin acetiltransferasa (pat o bar) que confiere tolerancia a la
fosfinotricina o el glufosinato (Patente de los Estados Unidos numero 5.646.024); acido 2,2-dicloropropiénico
deshalogenasa, que confiere tolerancia al acido 2,2-dicloropropiénico (Dalapon) (Publicacion de Solicitud
Internacional PCT WQ09927116); acetohidroxiacido sintasa o acetolactato sintasa que confieren tolerancia a
inhibidores de ac etolactato sintasa, tales como sulfonilurea, imidazolinona, triazolopirimidina, pirimidiloxibenzoatos y
ftalida (Patente de los Estados Unidos nimero 6.225.105); haloarilnitrilasa (Bxn) para conferir tolerancia al bromoxinil
(Patente de los Estados Unidos numero 4.810.648); acetil-coenzima A carboxilasa modificada para conferir
tolerancia a la ciclohexanodiona (setoxidim) y ariloxifenoxipropionato (haloxifop) (Patente de los Estados Unidos n.°
6.414.222); dihidropteroato sintasa (sul 1) para conferir tolerancia a herbicidas de sulfonamida (Patente de los
Estados Unidos numero 5.719.046); polipéptido de fotosistema Il de 32 kDa (psbA) para conferir tolerancia a
herbicidas de triazina (Hirschberg y col., 1983, Science, 222:1346-1349); antranilato sintasa para conferir tolerancia
al 5-metiltriptéfano (Patente de los Estados Unidos numero 4.581.847); acido dihidrodipicolinico sintasa (dap A) para
conferir tolerancia a la aminoetil cisteina (Publicacién de la Solicitud Internacional PCT W08911789); fitoeno
desaturasa (crtl) para conferir tolerancia a los herbicidas de piridazinona, tales como norflurazon (Patente de Japén
JP06343473); hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, una acido 4-hidroxifenilacético oxidasa y una 4-hidroxifenilacético 1-
hidrolasa (Patente de los Estados Unidos numero 7.304.209) para conferir tolerancia a herbicidas de
ciclopropilisoxazol, tales como isoxaflutol (Patentes de los Estados Unidos numero 6.268.549); protoporfirinégeno
oxidasa | modificada (protox) para conferir tolerancia a inhibidores de protoporfirinégeno oxidasa (Patente de los
Estados Unidos nuimero 5939602); arilalcanoato dioxigenasa (AAD-1) para conferir tolerancia a un herbicida que
contiene un resto de ariloxialcanoato (documento WO05107437); una serina hidroximetiliransferasa (Publicacion de
Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2008/0155716), una glutamina sintasa tolerante al glufosinato
(Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2009/0018016). Los ejemplos de dichos herbicidas
incluyen fenoxi auxinas (tales como 2,4-D y dicloroprop), piridiloxi auxinas (tales como fluroxipir y ftriclopir),
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ariloxifenoxipropionatos (AOPP), inhibidores de acetilcoenzima A carboxilasa (ACCasa) (tales como haloxifop,
quizalofop y diclofop) e inhibidores de fenoxiacetato protoporfirindgeno oxidasa IX 5-sustituidos (tales como
piraflufen y flumiclorac).

79)Los aspectos de la presente invencion proporcionan polinucleétidos y procedimientos que proporcionan directa o
indirectamente a una célula vegetal ARNbc que hibridan con el ARN que codifica dichas proteinas de tolerancia a los
herbicidas a un nivel que sea letal para la planta o al menos a un nivel que reduzca la tolerancia a los herbicidas.
Debido a la degeneracion de secuencia del ADN que codifica las proteinas de tolerancia a los herbicidas, es posible
disefiar un polinucleétido para su uso en la presente invencidon que sea eficaz especificamente en una planta
concreta. Debido a la conservacion de dominios del ADN entre una multitud de plantas, es posible disefiar un
polinucleétido para su uso en la presente invencidon que sea eficaz entre una serie de plantas.

80)En una realizacion, el polinucleétido se encuentra mezclado con el herbicida correspondiente para potenciar la
actividad del herbicida proporcionando una actividad herbicida mejorada. En una realizacion, el polinucleétido se
utiliza por separado del herbicida pero en combinacién con una aplicaciéon del herbicida como tratamiento previo o
posterior. En algunas realizaciones, el tensioactivo de organosilicona se combina ventajosamente con el herbicida y
el polinucleétido o se combina con uno o el otro cuando se aplican las composiciones de manera secuencial. Puede
tratarse a plantas en un ambiente de invernadero usando un pulverizador de campo o un pulverizador de laboratorio
con una boquilla de pulverizado 11001XR para suministrar la solucién de muestra a una velocidad determinada (por
ejemplo, 140 I/ha) a una presion de 0,25 MPa. En el campo, la solucidon de tratamiento puede aplicarse con un
pulverizador de mochila presurizado con CO; calibrado para suministrar la cantidad adecuada de la composicién con
una boquilla de pulverizador de ventilador plana 11015 con un conjunto de boquilla Unica personalizado (para
minimizar las pérdidas) con una presion de pulverizado de 0,25 MPa; el pulverizador de boquilla Gnica proporciona
una hilera de pulverizado eficaz de 60 cm por encima de la cubierta de plantas en crecimiento de 7,6 a 30,5cm (3 a
12 pulgadas).

Ejemplo 1

82) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la presente invencion para controlar malas
hierbas resistentes a los herbicidas. Se identificaron genotipos de almizcle resistente al glifosato al tener multiples
copias, por ejemplo, de 4 a mas de 100 copias, del gen que codifica 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)
que es la diana de los compuestos de glifosato en tratamientos herbicidas.

83)En referencia a la SEQ ID NO: 1, tal como se muestra en la figura 1, se disefiaron cuatro moléculas de ARNbc
"cortas" con un tamafo de oligonucledtido con una hebra antisentido que es capaz de hibridar con el ARNm
transcrito del gen de EPSPS del almizcle en las posiciones 14-38 (ARNbc corto-1), las posiciones 153-177 (ARNbc
corto-2), 345-369 (ARNbc corto-3) y 1105-1129 (ARNbc corto-4), como se indica por los nucleétidos subrayados en
la figura 1. Los cuatro ARNbc cortos disefiados se adquirieron de Integrated DNA Technologies (IDT); los ARNbc
tenian dos salientes de nucledtidos en el extremo 3' de la hebra sentido y tenian dos desoxinucledtidos en los
nucledtidos terminales en el extremo 3' de la hebra sentido.

84)En referencia a la SEQ ID NO: 1y la figura 1, se disefiaron tres polinucleétidos de ARN bicatenarios "largos" con
una hebra que es capaz de hibridar con el ARNm transcrito a partir del gen EPSPS del almizcle en las posiciones
16-170 (ARNbc largo-1), 451-722 (ARNbc largo-2) y 1109-1328 (ARNbc largo-3) segun se indica por los nucleétidos
en negrita en la figura 1. Los tres ARNbc largos disefiados se produjeron usando un kit para iARN Ambion
MEGAscript®, n.° de cat. 1626.

85)Los clones vegetativos de almizcle resistente al glifosato con 16 copias del gen endégeno que codifica EPSPS
(Gaines y col. (2010) Proceedings of the National Academy of Sciences 107(3): 1029-1034) se cultivaron en macetas
de 22,5 centimetros cuadrados (3,5 pulgadas cuadradas) con mezcla de tierra de siembra SunGro® Redi que
contenia 3,5 kg/metro cubico de fertilizador Osmocote® 14-14-14 en un invernadero con un fotoperiodo de 14 horas
y una temperatura diurna de 30 grados centigrados y una temperatura nocturna de 20 grados centigrados; las
plantas se regaron con agua desionizada segun fuese necesario.

86)Se prepard una solucion de tensioactivo de pretratamiento para inmersion de las hojas diluyendo tensioactivo de
organosilicona de la marca Silwet L-77 con agua destilada al 0,1 % (v/v). Se prepard un pretratamiento de solucion
de carborundo al 5% (p/v) mezclando 2 g de carborundo (400 granos) en 40 ml de agua destilada. Se prepard una
solucion de tampon de tratamiento con fosfato sédico 10 mM y tensioactivo de organosilicona Silwet L-77 al 0,01 %
(v/v) en agua DEPC (Omega Bio-Tek) y se ajusté el pH a 6,8. Se preparé una solucion de ARNbc corto con
cantidades equimolares de cada uno de los cuatro ARNbc cortos (identificados anteriormente) en solucion de
tampodn de tratamiento a una concentracion de 0,005 nanomoles de cada ARNbc corto por microlitro. Se preparé una
solucion de ARNbc largo con cantidades equimolares de cada uno de los tres ARNbc largos en tampon de
tratamiento a una concentracion de 0,0006 nanomoles de cada uno de los ARNbc largos por microlitro. Se preparé
una solucion mixta de ARNbc (corto/largo) con 0,005 nanomoles de cada uno de los cuatro ARNbc cortos y 0,0006
nanomoles de cada uno de los tres ARNbc largos por microlitro.

87)Se pretratd a clones vegetativos de almizcle resistente al glifosato con 16 copias del gen enddgeno que codifica
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EPSPS con soluciéon de carborundo o solucion de tensioactivo para condicionar las hojas a la transferencia o
permeacién de ARNbc. Para el pretratamiento con soluciéon de carborundo, la abrasién foliar se efectudé frotando
suavemente 0,5 ml de la solucién de carborundo sobre la superficie superior de una hoja, enjuagando con agua y
secando. Para el pretratamiento con solucién de tensioactivo, se empaparon cuatro hojas maduras completamente
expandidas de la fuente en la solucion de tensioactivo y se dejaron secar. Después del pretratamiento de las hojas
con solucién de carborundo o solucién de tensioactivo, se trataron las hojas condicionadas con solucién de tampdn
(como control) o 40 microlitros de una solucion de ARNbc (aplicando 10 microlitros de solucion de ARNbc en cada
una de las 4 horas por planta). El tratamiento con la solucion de ARNbc corto aplicdé aproximadamente 0,8
nanomoles de moléculas de ARNbc corto (0,2 nanomoles de cada ARNbc corto) a cada planta tratada. El
tratamiento con la solucion de ARNbc largo aplicé aproximadamente 0,072 nanomoles de moléculas de ARNbc largo
(0,024 nanomoles de cada ARNbc largo) a cada planta tratada. El tratamiento con la solucion de ARNbc mixto
(largo/corto) aplicé aproximadamente 0,8 nanomoles de las moléculas de ARNbc corto y aproximadamente 0,072
nanomoles de las moléculas de ARNbc largo a cada planta tratada. Excepto para los controles, se rocié a todas las
plantas con una solucion herbicida de glifosato (1682 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la
marca Roundup® WeatherMAX®) de manera inmediata, 48 o 72 horas después del tratamiento con el ARNbc y se
evaluo al menos 7 dias después del tratamiento con glifosato. Resultados:

88)Seis plantas de control tratadas con tensioactivo (sin tratamiento con moléculas de ARNbc) sobrevivieron al
tratamiento con glifosato. Véase la figura 3A para ver una foto de las plantas 7 dias después del tratamiento con
glifosato.

89)Dos de las cuatro plantas de control tratadas con abrasivo de carborundo (sin tratamiento con molécula de
ARNDbc) fueron eliminadas por el tratamiento con glifosato.

90)Seis plantas tratadas con tensioactivo que fueron tratadas con glifosato inmediatamente después de la aplicacion
de la solucién mixta de ARNbc (corto/largo) sobrevivieron, pero tenian retraso en el crecimiento.

91)Seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron Unicamente con la solucién mixta de ARNbc (corto/largo) y
sin glifosato, sobrevivieron. Cinco de las seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con las soluciones
mixtas de ARNbc (corto/largo) seguido de tratamiento con glifosato fueron eliminadas.

92)Cinco de las seis plantas tratadas con tensioactivo que fueron tratadas con glifosato 48 horas después de la
aplicacion de la solucion mixta de ARNbc (corto/largo) fueron eliminadas.

93)Tres de las cuatro plantas tratadas con carborundo que fueron tratadas con glifosato 48 horas después de la
aplicacioén de la solucion mixta de ARNbc (corto/largo) fueron eliminadas.

94)Cinco de las seis plantas tratadas con tensioactivo, que fueron tratadas con la solucién de ARNbc largo, seguido
de tratamiento con glifosato después de 72 horas, fueron eliminadas; véase la figura 3B. Seis de las seis plantas
tratadas con tensioactivo, que fueron tratadas con la solucion de ARNbc corto, seguido de tratamiento con glifosato
después de 72 horas, fueron eliminadas; véase la figura 3C.

Ejemplo 2

95)Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la presente invencién para mejorar el control
de las malas hierbas sensibles al herbicida glifosato. Las soluciones mixtas de ARNbc (corto/largo) preparadas en el
ejemplo 1 se aplicaron a plantas de yute chino sensibles al glifosato (un total de 40 microlitros aplicados a dos hojas)
que se habian pretratado con la solucion de tensioactivo usada en el ejemplo 1. Las plantas de control se trataron
solo con tampén seguido de pretratamiento con la solucién de tensioactivo. 48 horas después del tratamiento con
ARNDc, se traté a las plantas con solucion herbicida de glifosato (53 g de equivalente de acido por hectarea de
herbicida glifosato de la marca Roundup® WeatherMAX®). Se observd un aumento del doble en la actividad de
glifosato estimada observando el crecimiento de las plantas (medido como altura de las plantas) en las plantas
tratadas con la composicion de polinucledtido y herbicida en comparacion con las plantas de control tratadas con
tampon y herbicida. Las plantas tratadas con la composicion de polinucledtido y herbicida sobrevivieron con un
retraso en el crecimiento grave; las plantas de control tratadas con tampdn y herbicida sobrevivieron y se
recuperaron completamente. Se obtuvieron resultados similares con otras malas hierbas sensibles al glifosato, es
decir, bledo, almizcle de raiz roja, ambrosia gigante, achicoria, tabaco y diente de ledn sensibles al herbicida
glifosato.

Ejemplo 3

96) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la presente invencion para controlar malas
hierbas en cultivos transgénicos resistentes al glifosato. Se tratan plantas transgénicas de alfalfa, colza, maiz,
algodon, arroz, soja, cafia de azucar, remolacha azucarera y trigo que tienen ADN recombinante para expresar una
EPSPS bacteriana (véase la Patente de los Estados Unidos RE39.247 para una descripcion de los genes EPSPS de
"clase II" resistentes al glifosato) con (a) la solucion de tensioactivo usada en el ejemplo 1, (b) la solucién mixta de
ARNDbc (corto/largo) preparada en el ejemplo 1, y (c) solucién de herbicida glifosato (1682 g de equivalente de acido
por hectarea de Roundup® WeatherMAX®) 48 horas después del tratamiento con ARNbc. Después de 30 dias,
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todas las plantas de cultivo transgénicas resistentes al glifosato sobrevivieron y no mostraron retraso en el
crecimiento.

Ejemplo 4

97) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la invencion como agentes herbicidas. Se
disefiaron dos moléculas de polinucleétido de ARNbc para dirigirse a segmentos solapantes del ARNm que codifica
fitoeno desaturasa en el tabaco (Nicotiana benthamiana). En referencia a la SEQ ID NO: 2 y la figura 5, se
produjeron un ARNbc que se dirige a un segmento de 192 nt (mostrados en negrita en la figura 5) y un segmento de
685 nt (mostrados subrayados en la figura 5) del ARNm usando un kit Ambion® MEGAscript®. Se prepararon
soluciones de ARNbc separadas. Las hojas de la planta del tabaco se pretrataron con solucion de tensioactivo
preparada como en el ejemplo 1 y después se trataron con una de las dos soluciones de ARNbc aplicando
aproximadamente 0,6 micromoles de ARNbc por planta. En el dia 9 después del tratamiento con ARNbc, el
silenciamiento de la fitoeno desaturasa fue evidente a partir de un blanqueamiento visible de las hojas apicales;
véase la figura 4. A los 15 dias después del tratamiento con ARNbc, la mitad de las plantas tratadas parecian estar
muertas y la otra mitad de las plantas tenia la mayor parte de los tejidos por encima del suelo blanqueados. El
analisis de transferencia de Northern indicé la presencia de ARNpi correspondientes a los ARNbc usados en el
tratamiento.

Ejemplo 5

98)Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la invencion como agentes
herbicidas. Se disefiaron moléculas de oligonucledtidos de ARNbc para que se dirigieran al ARN que codifica
EPSPS para cada una de las siguientes plantas: ambrosia (Ambrosia artemisiifolia), ambrosia gigante (Ambrosia
trifida), sorgo de Alepo (Sorghum halepense), mata negra (Conzya bonariensis), hierba verde (Digitaria insularis),
pasto verde (Urochloa panicoides), euphorbia (Euphorbia heterophylla), armilan (Echinochloa colona), cenizo
(Chenopodium album), almorejo (Setaria viridis), mijo (Setaria italic), pasto dentado (Echinochloa crus-galli), grama
sanguina (Digitaria sanguinalis), bardana comun (Xanthium strumarium), hierba negra (Alopecurus myosuroides),
avena silvestre (Avena fatua), senna de china (Senna obtusifolia), gloria de la mafiana (lpomoea sp.), correhuela
(Convolvulus arvensis), zahina (Sorghum bicolor), comelina (Commelina ), siempreviva (Tradescantia sp.), centeno
(Lolium sp.), amor del hortelano (Eleusine indica), achicoria (Conzya canadensis), siete venas (Plantago lanceolata),
almizcle (Amaranthus palmeri), amaranto de fruto duro (Amaranthus tuberculatus), bledo blanco (Amaranthus albus),
cenizo (Amaranthus hybridus), abrebujo (Amaranthus retroflexus), bledo (Amaranthus rudis/tuberculatus), amaranto
verde (Amaranthus viridis), amaranto de Thunberg (Amaranthus thumbergii), amaranto espinoso (Amaranthus
spinosis), (Amaranthus rubra), (Amaranthus lividus), amaranto mediterraneo (Amaranthus graecizans), amaranto
duro (Amaranthus chlorostachys), amaranto de Powell (Amaranthus powellii), breo (Amaranthus blitoides), Kochia
(Kochia scoparia), abrepufio amarillo (Centaurea solstitialis) y yute chino (Abutilon theophrasti). Las hojas de las
plantas se pretrataron con solucion de tensioactivo preparada como en el ejemplo 1 y se trataron con soluciones de
ARNbc con un tratamiento de aproximadamente 1 nanomol por planta. Después de 15 dias, las plantas tratadas
estaban muertas, muriéndose o con retraso en el crecimiento.

Ejemplo 6

99)Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la invencion como agentes
herbicidas. Se disefiaron moléculas de oligonucledtidos de ARNbc para que se dirigieran al ARN que codifica
acetolactato sintasa y fitoeno desaturasa para cada una de las plantas listadas en el ejemplo 5. Las hojas de las
plantas se pretrataron con solucion de tensioactivo preparada como en el ejemplo 1 y se trataron con soluciones de
ARNbc con un tratamiento de aproximadamente 1 nanomol por planta. Después de 15 dias, las plantas tratadas
estaban muertas, muriéndose o con retraso en el crecimiento.

Ejemplo 7

100) Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas de polinucleétido de la invencidon como agentes
herbicidas. Se repitié el procedimiento del ejemplo 4 para proporcionar oligonucleétidos de ARNbc cortos que estan
disefiados para dirigirse al ARN que codifica cada una de las siguientes proteinas en almizcle: una 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetil-coenzima A carboxilasa, una dihidropteroato sintasa, una
protoporfirina IX oxigenasa, una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, una glutamina sintasa, proteina D1, un factor de
iniciacion de la traduccion (TIF), una ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) y una ATPasa
dependiente de ADN (ddATPasa). Se trataron las hojas de plantas de almizcle separadas resistentes al glifosato con
la solucion de tensioactivo preparada como en el ejemplo 1 y por separado, con cada una de las moléculas de
oligonucledtido de ARNbc del mismo modo que en el ejemplo 1 con un tratamiento de 1 nanomol de ARNbc por
planta. Después de 30 dias, las plantas tratadas estaban muertas, muriéndose o con retraso en el crecimiento.

Ejemplo 8

101)Este ejemplo ilustra la utilidad de emplear un gen de Pol Il sintético en las composiciones y procedimientos de
la presente invencion. En referencia a la SEQ ID NO: 3 y la figura 2, se cred un gen de Pol Il sintético usando
elementos de un gen de ARNsn de U6 de Arabidopsis thaliana para proporcionar una molécula de ADNbc con dos
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copias de elementos RGCCCR (en negrita y subrayado), un elemento de secuencia aguas arriba (USE) que tiene la
secuencia "TCCCACATCG" (SEQ ID NO: 4, en negrita y subrayado), una caja de TATA (en negrita y subrayado), un
nucledtido de "G" (en negrita y subrayado), ADN antisentido (en cursiva) correspondiente aun ADN bacteriano que
codifica una proteina EPSPS véase la Patente de los Estados Unidos RE39.247) que confiere resistencia al
herbicida glifosato cuando se expresa en plantas de maiz transgénicas, un elemento "AAGATTAGCACGG" (SEQ ID
NO: 5, en negrita y subrayado) incluido en el ADN antisentido, un elemento "ACGCATAAAAT" (SEQ ID NO: 6, en
negrita y subrayado) seguido de ADN sentido (en minusculas) y un elemento terminador "TTTTTT" (SEQ ID NO: 7,
en negrita y subrayado). Se rociaron una solucion de tensioactivo de organosilicona de la marca Silwet L-77 al 0,1 %
en peso y una solucién de multiples copias de la molécula de ADNbc sobre las hojas de cuatro plantas voluntarias
de maiz resistentes al glifosato que crecian en un campo de plantas de soja resistentes al glifosato, seguido 7 dias
después de tratamiento con herbicida glifosato de la marca Roundup WeatherMAX®. 15 dias después, las plantas
de maiz estaban muertas y las plantas de soja estaban florecientes; las plantas de maiz resistentes al glifosato de
control tratadas Unicamente con tensioactivo y herbicida glifosato estaban florecientes.

Ejemplo 9

102)Este ejemplo ilustra un aspecto de la invencion. En este ejemplo, se aplicaron moléculas de polinucleétido sobre
y se permearon en tejido vegetal, induciendo de este modo una regulacion sistémica, es decir, silenciamiento, de un
gen diana (un EPSPS enddgeno). Mas especificamente, una composicion que incluia oligonucleotidos de ADN
monocatenario (ADNss) suprimio la expresion de un EPSPS enddgeno en almizcle (Amaranthus palmeri) tolerante al
glifosato.

103)Los oligonucledtidos de ADNss antisentido se disefiaron usando el programa informatico IDT SciTools
(disponible en idtdna.com/Scitools/Applications/Anti-sense/Anti-sense.aspx). Los oligonucledtidos incluian cuatro
oligonucledtidos de ADNss antisentido para EPSPS de Amaranthus palmeri (SEQ ID NO: 8, 9, 10 y 11), dos
oligonucledtidos de ADNss modificados quimicamente (modificados con fosforotioato) antisentido para EPSPS de
Amaranthus palmeri (SEQ ID NO: 12 y 13), un oligonucledtido de ADNss antisentido para un gen de control, proteina
de semilla de la cebada (Hordeum vulgare), GenBank ID X97636 (SEQ ID NO: 14) y un oligonucleétido de ADNss
modificado quimicamente (marcado en 5’ con Alexa Fluor 488 de Invitrogen) antisentido para EPSPS de Amaranthus
palmeri (SEQ ID NO: 15), tal como se indica en la tabla 1.

Tabla 1: Oligonucleétidos de ADNss antisentido

Nombre SEQID Secuencia (5’ a 3’) Nota

NO:

Antisentido_PO1 8 ACCCTCCACGACTGCCCTTT

Antisentido_P0O2 9 GTTTCCTTCACTCTCCAGC

Antisentido PO3 10 GTAGCTTGAGCCATTATTGT

Antisentido_PO4 1 CTTGATGGTAGTAGCTTGAG

Antisentido_PS1 ACCCTCCACGACTGCCCTTT |modificacion de fosforotioato de los tres
12 nucledtidos  5-terminales y los tres

nucleodtidos 3'-terminales

Antisentido_PS2 13 GTTTCCTTCACTCTCCAGC modificacion de fosforotioato de los tres
nucledtidos  5-terminales y los tres
nucleétidos 3'-terminales

Antisentido_ck 14 AAGCGGTTGAGCACTGAA Secuencia de control, proteina de semilla de
la cebada, GenBank ID X97636

Antisentido PO1_488 15 ACCCTCCACGACTGCCCTTT |Marcado en 5' con Alexa Fluor 488

104)La captacion del oligonucledtido se demostré con los oligonucledtidos de ADNss marcados fluorescentemente
(SEQ ID NO: 15), lo que confirma que los oligonucledtidos de ADNss permearon el tejido foliar. Se colocaron los
peciolos de hojas desprendidas de almizcle resistente al glifosato en solucion de sacarosa 200 mM con
oligonucleétidos de ADNss marcados fluorescentemente (SEQ ID NO: 15). Se tomaron imagenes de las hojas
mediante el dispositivo de obtencién de imagenes Bio-Rad PharosFX equipado con un laser de 488 nm desde las 4
h hasta las 48 h después de la captacion a través del peciolo. Las hojas incubadas solo con sacarosa 200 mM
sirvieron como control. Se observé una ligera captacion vascular dependiente del tiempo de los oligonucleétidos de
ADNss marcados fluorescentemente (véase la figura 6). Los oligonucledtidos de ADNss marcados
fluorescentemente se liberaron del tejido vascular a las células tan pronto como a las 8 h después del tratamiento y
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se observo que se acumulaban en el borde de la hoja a las 24 h y las 48 h, lo que sugiere un efecto de transpiracion.

105)Se demostré la supresion de EPSPS con hojas desprendidas de almizcle resistente al glifosato usando la
técnica de captacion del peciolo. Se colocaron peciolos de hojas de almizcle resistentes al glifosato en solucion de
sacarosa 200 mM con oligonucleétidos de acuerdo con los tratamientos listados en la tabla 2. Las hojas de control
se permearon con el control antisentido (SEQ ID NO: 14) y se trataron adicionalmente con o sin 50 microgramos/ml
de glifosato. EI ARNm de EPSPS, la proteina EPSPS y los niveles de shikimato se midieron después de 48 h de
incubacion. Para evaluar los efectos de los oligonucleotidos antisentido de ADNss en el ARNm de EPSPS, se aislo
el ARN total de la hoja y se llevo a cabo una RT-PCR en tiempo real cuantitativa para comparar los niveles de ARNm
de EPSPS. Para evaluar los efectos de los oligonucleétidos antisentido de ADNss en la proteina EPSPS, se aisl6 la
proteina soluble total de la hoja, se separé6 mediante SDS-PAGE y se midieron los niveles de proteina EPSPS
mediante transferencia de Western usando anticuerpos contra EPSPS_TIPA de maiz. Los efectos de los
oligonucledtidos antisentido de ADNss en la acumulacion de shikimato como indicacién de la supresion de EPSPS
se evaluaron en dos experimentos: en el experimento 1, las hojas tratadas con oligonucleétido se incubaron con 50
microgramos/ml de glifosato durante 48 h adicionales mediante captacion de peciolo (las hojas de control se
permearon con el control antisentido (SEQ ID NO: 14) y se trataron adicionalmente con o sin 50 microgramos/ml de
glifosato); en el experimento 2, se llevaron a cabo ensayos de disco foliar en las hojas tratadas con oligonucleétido y
se midieron los niveles de shikimato mediante HPLC (los controles en este caso fueron hojas que no se habian
tratado con oligonucleétidos pero que se habian incubado con 50 microgramos/ml de glifosato).

Tabla 2: Lista de tratamientos que usan oligonucleoétidos antisentido de ADNss

Tratamiento ADNSss antisentido Concentracion final

n.°1 Antisentido_PO1 (SEQ ID NO: 8) 5 microM

n.°2 Antisentido_PO2 (SEQ ID NO: 9) 5 microM

n.°3 Antisentido_PS1 (SEQ ID NO: 12) 5 microM

n.° 4 Antisentido_PS2 (SEQ ID NO: 13) 5 microM

n.°5 Antisentido_PS1, PS2 (SEQ ID NO: 12, 13) 10 microM cada uno (20 microM en
total)

n.°6 Antisentido_PO1, PO2, PO3, PO4 (SEQ ID NO: 8, 9, 10, 11)5 microM cada uno (20 microM en
total)

Control Antisentido_ck (SEQ ID NO: 14) 5 microM o 20 microM

106)Los resultados para la expresion de ARNm de EPSPS, los niveles de proteina EPSPS vy los niveles de shikimato
se muestran en las figuras 7, 8 y 9, respectivamente. Estos resultados demuestran que el tratamiento con los
oligonucledtidos antisentido de ADNss regularon o suprimieron de manera sistémica el gen diana reduciendo los
niveles del transcrito del gen diana (ARNm de EPSPS) o de la proteina (EPSPS) codificada por el gen diana en el
tejido vegetal. En este experimento concreto, los tratamientos n.° 1 y n.° 6 parecieron ser mas eficaces para suprimir
los niveles de ARNm y de proteina EPSPS y para aumentar la eficacia del glifosato, evidenciada por el aumento de
la acumulacioén de shikimato. Estos resultados también indican que se mejoro6 la eficacia del glifosato suprimiendo el
ARNm y la proteina EPSPS en el almizcle resistente al glifosato.

Ejemplo 10

107)Este ejemplo ilustra un aspecto de la invenciéon. En este ejemplo, se traté a plantas en crecimiento con una
composicion aplicada por via topica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que
incluye (a) un agente para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos y (b) polinucledtidos que
incluyen al menos una hebra de polinucleétido que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleotidos contiguos
del gen diana en orientacion con sentido o antisentido. Mas especificamente, se trataron plantas de tabaco
(Nicotiana benthamiana) con (a) una solucién de tensioactivo aplicada por via tépica para condicionar la planta a la
permeacion por polinucleétidos y (b) una composicion que incluye oligonucledtidos o polinucledtidos de ADN
aplicados por via tépica que tienen al menos una hebra que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos
contiguos del gen diana en orientacion con sentido o antisentido, mediante lo cual se logré la regulacion o supresion
sistémica del gen diana (una fitoeno desaturasa, "PDS").

108) El gen diana usado fue una fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO: 2), mostrado en la
figura 10; se uso el segmento consistente en los nucledtidos 421 - 1120 de la SEQ ID NO: 2 (texto subrayado en la
figura 10) para disefiar un polinucleétido de ARNbc 700-mero ("700-mero de PDS") y se us6 el segmento
consistente en los nucledtidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO: 2 (texto subrayado en negrita en la figura 10) para
disefiar un polinucleétido de ARNbc 200-mero ("200-mero de PDS"). Las secuencias de otros polinucleétidos u
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oligonucledtidos usados en los tratamientos se listan en la tabla 3. La figura 11 ilustra esquematicamente la
ubicacion de las secuencias de estos oligonucledtidos y los polinucleétidos en relacion con la secuencia de fitoeno
sintasa (SEQ ID NO: 2). Las secuencias no vegetales obtenidas del gusano de la raiz del maiz ("CRW"), SEQ ID
NO: 27, 28, 29 y 30 se usaron como controles no homologos. Algunos de los polinucleétidos incluian una secuencia
promotora de T7 (indicada por texto en minusculas en la tabla 3) que es un promotor reconocido por una ARN
polimerasa de bacteriofago T7.
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109)Se uso el siguiente procedimiento para todos los ensayos descritos e este ejemplo. Se usaron plantas de
Nicotiana benthamiana de cuatro semanas de edad en todos los ensayos. Las plantas se trataron con solucion
recientemente preparada de Silwet L-77 al 0,1 % con ddH2O. Se empaparon dos hojas completamente extendidas
por planta (un cotiledén, una hoja auténtica) en la solucion de Silwet L-77 durante unos pocos segundos y se dejaron
secar durante 15-30 minutos antes de la aplicacién de la composicién de polinucleétido. La concentracion final para
cada oligonucleétido o polinucleétido fue de 25 microM (en Silwet L-77 al 0,01 %, tampdn de fosfato de sodio 5 mM,
pH 6,8) a menos que se indique de otro modo. Se aplicaron 20 microlitros de la solucién a la superficie superior de
cada una de las dos hojas pretratadas para proporcionar un total de 40 microlitros (1 nmol de oligonucleétido o
polinucleétido) por cada planta. Se observé blanqueamiento de las hojas 3 dias después del tratamiento.

110)La figura 12A ilustra los resultados de un ensayo donde se aplicaron por separado en plantas de tabaco un
polinucleétido ARNbc 200-mero con una secuencia de ARN correspondiente al segmento "200-mero de PDS"
(nucledtidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO: 2) y una combinacion de oligonucledtidos y polinucleétidos de ADN
monocatenario (SEQ ID NO: 16, 17, 20, 21, 24, 25 y 26). El polinucledtido de ARNbc 200-mero se aplico a una
concentracion de 0,6 microM. Se observé blanqueamiento de las hojas apicales después del tratamiento topico con
los polinucleétidos y oligonucleétidos, indicando una regulacion o supresion sistémica del gen diana de fitoeno
desaturasa.

111 ) La figura 12B ilustra los resultados del analisis de transferencia de Northern de ARN aislado de plantas de
Nicotiana benthamiana tratadas con tampon (control), el polinucleétido de 200-mero de ARNbc y los oligonucleétidos
de ADNss. También se muestra ARN aislado de plantas que se han sometido a estrés manteniéndolas a 4 grados
centigrados y en la oscuridad durante una noche antes del tratamiento con los polinucleétidos 200-meros de ARNbc.

112)La figura 13 ilustra los fenotipos observados en el dia 12 después del tratamiento en otro ensayo del efecto de
doce combinaciones de polinucleétidos u oligonucledtidos (véase la tabla 4). La tabla 4 también lista observaciones
de blanqueamiento visible de las plantas en el dia 5 después del tratamiento y los resultados de las mediciones de
clorofila tomadas en los dias 7 y 12 después del tratamiento. Las mediciones de clorofila son una indicacion de la
supresion del gen diana, fitoeno desaturasa y las mediciones se tomaron en 6 puntos de la zona apical, centrandose
en hojas visiblemente blanqueadas o (en plantas sin blanqueamiento visible) en hojas en ubicaciones equivalentes
en las plantas; un menor valor de la medicién de clorofila indica supresién de la fitoeno desaturasa. Estos resultados
muestran que las combinaciones de oligonucledtidos y polinucledtidos en los tratamientos 2, 3, 4, 8 y 11 fueron
eficaces para regular de manera sistémica (suprimir) el gen diana en las plantas tratadas; el tratamiento 1 también
efectud una regulacion sistémica (supresion) del gen diana en un grado menor. El polinucleétido de ARNbc 200-
mero también fue eficaz para regular de manera sistémica (suprimir) el gen diana en las partes tratadas. Los
oligonucledtidos de un gen no homologo (gusano de la raiz del maiz) (tratamientos 5 y 6) no suprimieron al gen
diana de fitoeno desaturasa. Estos resultados demuestran que los oligonucleétidos y polinucleétidos de ADN
monocatenario tanto sentido como antisentido fueron eficaces para regular de manera sistémica (suprimir) el gen
diana en las plantas tratadas. En este ejemplo concreto, los oligonucleotidos sentido con el promotor de T7
(tratamiento 1) efectuaron una supresion sistémica débil del gen de fitoeno desaturasa, mientras que los
oligonucledtidos sentido sin el promotor de T7 (tratamiento 7) no suprimieron el gen de fitoeno desaturasa. En este
ejemplo concreto, los oligonucleétidos antisentido con el promotor de T7 (tratamiento 2) asi como los
oligonucledtidos antisentido con el promotor de T7 (tratamiento 8) proporcionaron un fuerte blanqueamiento, lo que
indica una fuerte regulacion sistémica del gen diana de fitoeno desaturasa.

Tabla 4
Tratamiento| Descripcion SEQID NO: Comentario |Blanqueamiento| Clorofila (dia | Clorofila (dia
(dia 5) 7) 12)
1 Oligos con débil 18,6 17,5
Oligos 1y 2 16, 17 sentido con
promotor de T7
2 Oligos fuerte 12,7 1,6
Oligo 3 20, 21 antisentido con
promotor de T7
3 fuert 11,5 2,6
Oligos sentido y uere ’ ’
Oligos 1,2y 3 |16, 17, 20, 21 antisentido con
promotor de T7
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(continuacion)

Tratamiento| Descripcion SEQ ID NO: Comentario
Blanqueamiento| Clorofila (dia | Clorofila (dia
(dia 5) 7) 12)
4 fuerte 15,1 2,5
Oligos sentido y
OligOS 11 2! 31 16! 17! 20! 21! antisentido con
4,5y6 24, 25, 26 promotor de T7,
mas oligos
antisentido sin
promotor de T7
5 aun no 30,8 37,3
mezcla de oligo
de CRWcon |27, 28 Oligos sentido y
promotor de T7 antisentido con
promotor de T7
6 aln no 34,2 38,2
mezcla de oligo Oligos sentido y
de CRW sin 29, 30 antisentido sin
promotor de T7 promotor de T7
7 aun no 32,0 41,1
Oligos 1y 2 sin 18.19 Oligos con
promotorde T7 | ™’ sentido sin
promotor de T7
8 fuerte 1,3 3,2
Oligo 3 sin 22 23 Oligos
promotor de T7 [~ antisentido sin
promotor de T7
9 Oligos 1,2y 3 aun no 30,2 34,4
sin promotor de |18, 19, 22, 23, oli tid
T7 y oligos 4, 5,24, 25, 26 I90s sentido y
v 6 antisentido sin
promotor de T7
10 Secuencia de Polinucledtido de fuerte 1,3 4.0
ARN ARNbDc sentido y
correspondiente antisentido
polinucledtido ?Zlgggmentg
de ARNbcC 200- |55 = O
mero aque
consiste en los
nucleétidos 914-
1113 de la SEQ
ID NO: 2
11 fuerte 1,4 45
1/10° dela ol fid
igos sentido
mgzcla de, i 16,17, 20, 21, an?isentido cor¥
oligonucledtidos 24, 25 26
del experimento|~ " <% promotor de T7,
4 mas oligos
antisentido sin
promotor de T7
12 aun no 31,0 38,0
1/100° de la ol fid
igos sentido
mgzcla de, i 16,17, 20, 21, an?isentido cor?
oligonucledtidos 24, 25 26
del experimento[” "’ ™ promotor de T7,
4 mas oligos
antisentido sin
promotor de T7
13 Control (ninguno) Solo tampdn aun no 31,2 38,4
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113)La tabla 5 muestra seis polinucleotidos: un segmento 40-mero ("ADNss sentido 40-mero de PDS", SEQ ID NO:
31) que consiste en los 40 nucledtidos mas proximos al extremo 5’ del "700-mero de PDS" (nucleétidos 1081 - 1120
de la SEQ ID NO: 2) y cuatro polinucleétidos de ADN monocatenarios antisentido y un polinucleétido de ADN
monocatenario sentido sintetizados basandose en la secuencia del "ADNss sentido 40-mero de PDS" (SEQ ID NO:
31). La figura 14 ilustra los resultados del tratamiento tépico de plantas de tabaco con los polinucledtidos y
oligonucledtidos. Se observé un fuerte blanqueamiento de las hojas apicales, lo que indica la regulacion o supresion
sistémica del gen diana de fitoeno desaturasa, después del tratamiento tépico con el ADNss antisentido 21-mero de
PDS y el ADNss antisentido 33-mero de PDS, asi como después del tratamiento topico con el polinucleétido de
ARNbc 700-mero amplificado por la PCR y purificado en columna ("ARNbc 700-mero de PDS"), oligonucleétidos 22-
meros antisentido de PDS ensayados previamente con o sin un promotor de T7 (SEQ ID NO: 20 y 21) ("antisentido
T7 de PDS") u oligonucledtidos 22-meros antisentido de PDS ensayados previamente sin un promotor de T7 (SEQ
ID NO: 22 y 23) ("PDS antisentido"). Se observd un blanqueamiento de las hojas apicales escaso o nulo después del
tratamiento con solo tampon ("Tampén") o después del tratamiento topico con polinucleétido de ARNbc 700-mero
desnaturalizado por calor (5 minutos a 95 grados centigrados, después almacenado sobre hielo) ("ARNbc 700-mero
de PDS calentado"), el ADNss antisentido 15-mero de PDS o el ADNss antisentido 18-mero de PDS.

Tabla 5
Descripcion Secuencia SEQ ID NO:
ADNss sentido 40-mero de| TGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATG 31
PDS
IADNss antisentido 15-mero de CATCTCCTITAATTG 32
PDS
IADNss antisentido 18-mero de CATCTCCTTTAATTGTAC 33
PDS
IADNss antisentido 21-mero de CATCTCCTTTAATTGTACTGC 34
PDS
IADNss antisentido 33-mero de CATCTCCTTTAATTGTACTGCCATTATTCAGTA 35
PDS
ADNss sentido 21-mero de GCAGTACAATTAAAGGAGATG 36
PDS

114)Se muestran los resultados de otro ensayo en la figura 15, se observé un fuerte blanqueamiento de las hojas
apicales, lo que indica la regulacion o supresion sistémica del gen diana de fitoeno desaturasa, después del
tratamiento topico con el ADNss antisentido 21-mero de PDS (SEQ ID NO: 34, "PDS antisentido de 21 nt") o con
oligonucleodtidos 22-meros antisentido de PDS sin un promotor de T7 (SEQ ID NO: 22 y 23) ("antisentido de PDS").
Se observé un blanqueamiento de las hojas apicales escaso o nulo después del tratamiento topico con solo tampon
("control: tampdn") o después del tratamiento tépico con ADNss sentido 21-mero de PDS (SEQ ID NO: 36, "PDS
sentido de 21 nt").

Ejemplo 11

115)Este ejemplo ilustra el tratamiento de plantas en crecimiento con una composicién aplicada por via topica para
inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que incluye (a) un agente para condicionar una
planta a la permeacion por polinucleétidos y (b) polinucledtidos que incluyen al menos una hebra de polinucleétido
que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos del gen diana en orientaciéon con sentido o
antisentido. Mas especificamente, este ejemplo demuestra la especificidad por la diana (especificidad de secuencia)
de los polinucleétidos.

116)La fitoeno desaturasa (PDS) del almizcle tiene la secuencia
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TCAATTTCATCTATTGGAAGTGATTTTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTCAGTGTTAGTAAAGTTT
ATGGAGCAAAGCAAAGAAATGGGCACTGCCCTTTAAAGGTTGTTTGTATAGATTATCCTAGGCCA
GAGCTTGAAAGTACATCCAATTTCTTGGAAGCCGOCCTACTTATCTTCTACTTTTCGGAATTCGCCTC
GITCCTCAGAAGCCATTAGAAG T TGTAA TTGCTGOAGCAGG T IGGCTG G TCTA TCCACGGCAAAGT
ATTTAGCTGATGCAGGTCACAAACCCATATTGTTGGAAGCACGAGATGTTTTAGGAGGAAAGGTT
GCAGUGTGGAAGGATGAGGATGGTGACTGGTATGAGACTGGGCTACATATATTCTTTGGGGCATA
TCCAAATGTCCAAAATCTATTTGGAGAACTTGGTATAAATGACCGACTGUCAATGGAAGGAGCACT
CITATGATTITTGCAATGOCCAGCAACCCCOGHTUAA TTCAGTCGU T T TGA T T TCCCOGAAATCCTGCC
TOGCACCATITAANTOGGCATATGOGOCAA TCOTAAGAAATAAN TOAAA TGO TAACCTOGCCAGAAAAAA
TCAAGTTTGCCATTGGUTTGTTGCCTGCTATGGUAGGCGGACAGTCATATGTTGAAGCACAAGATG
GTTTGAGTGTCCAAGAGTGGATGAGAAAACAAGGAGTACCCGATCGTGTAACTGATGATGTGTTT
ATTGCCATGTCAAAGGCACTGAACTTCATAAATCCCGATGAACTTTCAATGCAGTGCATCTTGATT
GUICTGAACCGATT CCTGCAGGAGAAA CATGGTTCTANGATGGCCTTCCTAGA CGGAAN CCCTCCAGAG
AGGCTGTGCATGCCTATTGTTAANCA CATCGAGTCACTAGGTGGTGAAGTTAAA CTTAACTCTCGTATACA
AAACGATTCAGTTGGACCAGAGTGGAAGCGTGAAGAGTITTTNGCTAAATAA CGGUGAGGGAAATACGAGGA
GATGCCTATGTTTTTGCCACCCCAGTTGACATCTTGAAGCTGTTACTACCTGATACTTGGAAGGAA
ATCTCATACTTCAAAAAACTTGAGAAATTAGTGGGCGTICCTGTGA T TAATGTTCACA TATGETTT
GACAGAAANTTAAAGCAATACATATGACCA TUTACTCTICAGCAGGAGTCCTCTTTTGAGTGTCOTAT
GCTGATATGTCGOAGACATGCAAGGAATATAAGGATCCAAANTAGA TCCATGCTGGAATIGGTTTT
GCACCCGOCGGAGGAATGGATTTCACGAAGCGACACTGATATTATAGAGGCAACAATGAAAGAGCT
TGCCAAGCTTTTCCCOGOATOAAANTCOGCTGCCOATGOAAGCAAGGUCAAGATCCTCAAATATCATGT
COTCAAAACTCCAAGGTCOGOTTTATAAGACTGTACCGOATIG TGAACCT TG TCGGCCGCTGUAAAG
ATCACCAATAGAGGGTTTCTATTTAGCTGG TGATIACACAAAACAAAAATATTTGGCTTCTATGGA
AGGTGCTGTCTTATCTGGGAAGCTTTGTGCACAGGCTATCGTACAGGATTATGATCTGCTGAGTTC

TCGAGCACAAAGAGAATIGGCG (SEQ 1D NO:37).

Se sintetizaron un polinucledtido de ARNbc de 678 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con
el ARN codificado por los nucleétidos en las posiciones 317 - 994 (mostrados como texto subrayado) en la SEQ ID
NO: 37 y un polinucledtido de ARNbc de 198 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con el
ARN codificado por los nucleétidos en las posiciones 797 - 994 (mostrados como texto en cursiva y subrayado) en la

SEQID NO: 37.

117)La fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana tiene la secuencia

ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATITGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTITGGA
GCTCGAGGTCTTCGTIGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTIGCTIGCAAAGGAATTIGTTATGTTITG
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GTAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTG
ACAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACA
GTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCAT
TGGAGATTGTITATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTG
GTCACAAACCGATATTGCTGCGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGAT
GATGATGGAGATTGCGTACGAGACTCGGCTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAAC
CTGTTTGGAGAACTAGGGATTOATCGATCGUGTTGCAGTGOAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATG
CCTAACAAGCCAGGGUOAGTTCAGCCGCTTTOATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGA
ATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGAAACGTCAAATTTGCTATTGGA
CITCTTGCCAGCAATGCTTGCGAGGGUAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGAC
TGOATGAGAAAGCAAGGTGTGCCTGATAGGO TGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGC
ACTTAACTTCATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATITCTTC
AGGAGAAACATGGTTCAAAAATGGC CTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTITGCATGCCGATTGTG
GAACATATTGAGTCAAAAGGTGG CCAAGTCAGA CTAAA CTCACCGAA TAAAAAA GATCGAGCTGAATGA GG
ATGOAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCC A
CTCCAGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAAGT
TGGAGAAGCTAGTGGOAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAAC
ACATCTGATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACAT
GTAAGGAATATTACAACCCCAATCAGTCTATCGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGA
TAAATCGTAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGAAGCTTTTCCCTGATG
AAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCT
GTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTT
TATTTAGCTGGTCGACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGA
AAGCTTTCGTGCACAAGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTG

GCAGAAGCAAGCGTAGTTAGCATAGTGAACTAA (SEQ ID NQO:38).

Se sintetizaron un polinucleétido de ARNbc de 685 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con
el ARN codificado por los nucleétidos en las posiciones 421 - 1105 (mostrados como texto subrayado) en la SEQ ID
NO: 38 y un polinucledtido de ARNbc de 192 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con el
ARN codificado por los nucleétidos en las posiciones 914 - 1105 (mostrados como texto en cursiva y subrayado) en
la SEQID NO: 38.

118)Se llevo a cabo un alineamiento de las secuencias de ADN de PDS del almizcle y de Nicotiana benthamiana
usando un alineamiento global por pares (tramo) y se ilustra en la figura 16; con este procedimiento, las dos
secuencias mostraron una identidad de aproximadamente el 71% (1252/1762).

119)Se traté a plantas de almizcle que tenian 16 copias de EPSPS y de 12,7 a 20,3 cm (5 - 8 pulgadas) de altura
con solucion de Silwet L-77 al 0,1 % recientemente preparada con ddH20. Se empaparon cuatro hojas
completamente extendidas por planta en la solucion de Silwet L-77 durante unos pocos segundos y se dejaron secar
durante de 30 minutos a 1 hora antes de la aplicacién de la composicién de polinucleétido. Se prepararon soluciones
de polinucledtidos individuales para cada uno de los ARNbc de PDS de almizcla de 678 pb, ARNbc de PDS de
almizcle de 198 pb, el ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 685 pb y el ARNbc de Nicotiana benthamiana
de 192 pb (polinucledtido 0,6 micromolar en Silwet L-77 al 0,01%, tampon de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,8). Se
aplicaron 10 microlitros de solucién de polinucleétido (o de tampdn como control) a la superficie superior de cada
una de las cuatro hojas pretratadas por planta para proporcionar un total de 40 microlitros por cada planta. Las
plantas se mantuvieron en una camara de crecimiento y se observé blanqueamiento de las hojas 3 dias después del
tratamiento. Las plantas tratadas por via topica con ARNbc de PDS de almizcle de 678 pb o ARNbc de PDS de
almizcle de 198 pb, mostraron blanqueamiento de las hojas (lo que indica silenciamiento de la fitoeno desaturasa
enddgena) pero las plantas de almizcle tratadas por via tépica con ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 685
pb o ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 192 pb no mostraron blanqueamiento de las hojas. Esta
especificidad de secuencia demuestra que las composiciones de polinucleétidos y los procedimientos de la invencion
son Utiles para el control selectivo de una especie o taxdn dado que tenga una secuencia de gen diana especifica,
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por ejemplo, para controlar plantas voluntarias resistentes a los herbicidas en un campo de plantas de cultivo
resistentes al mismo herbicida.

120)En un ensayo separado, las plantas de almizcle tratadas topicamente con ARNbc de PDS de almizcle de 678 pb
(marcado como "ARNbc de PDS de 700 nt") o ARNbc de PDS de almizcle de 198 pb (marcado como "ARNbc de
PDS de 200 nt") mostraron blanqueamiento de las hojas (lo que indica silenciamiento de la fitoeno desaturasa
enddgena) pero las plantas de almizcle tratadas topicamente con un ARNbc de 260 pares de bases de un gen de
invertebrado (marcado como "ARNbc de DV49 de 260 nt", del gusano de la raiz del maiz Diabrotica virgifera) no dio
como resultado un fenotipo de blanqueamiento, lo que indica ausencia de silenciamiento de la fitoeno desaturasa
enddgena (figura 17). Esta especificidad de secuencia demuestra que las composiciones de polinucleétidos y los
procedimientos de la invencion son Utiles para el control selectivo de una especie o taxén dado.

Ejemplo 12

121)Este ejemplo describe el uso de una composicion aplicada por via tépica que incluye al menos una hebra de
polinucledtido que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos de un gen diana en orientacion
antisentido o sentido para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta. Mas especificamente,
este ejemplo demuestra el uso de un solo tratamiento con un oligonucleétido de fitoeno desaturasa (PDS) para
inducir el silenciamiento sistémico en diferentes 6rganos de la planta, incluyendo hojas, tallos y flores.

122)Se usaron plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) de cuatro semanas de edad en todos los tratamientos. Se
condicionaron dos hojas completamente expandidas (un cotileddn, una hoja auténtica) sumergiéndolas en solucién
de tensioactivo recién preparada (Silwet L-77 al 0,1% en agua doble destilada) durante unos pocos segundos y se
dejaron secar durante 15 - 30 minutos. Se aplicaron veinte microlitros de oligonucleodtido 22-mero de ADN
monocatenario (ADNss) con la secuencia GGCAGTACAATTAAAGGAGATG (SEQ ID NO: 39), correspondiente a los
nucledtidos en las posiciones 1099 - 1120 de la fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO: 2) en
forma de una solucién 25 micromolar en Silwet L-77 al 0,01 % en tampon de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8 a la
superficie superior de cada hoja condicionada hasta un total de 40 microlitros (1 nanomol de oligonucleétido) por
planta. Las plantas de control se trataron con la solucién de Silwet sin el oligonucledtido de ADN. Se observo el
blanqueamiento de las plantas 3 dias después del tratamiento. Las hojas apicales, los tallos y las flores de las
plantas tratadas con el oligonucleétido de ADNss mostraron blanqueamiento, lo que indica silenciamiento sistémico
de PDS (figura 18A).

123)Se dejo que las flores de las plantas tanto tratadas con control como con ADNss formasen semillas. Las
semillas se recogieron de los frutos maduros, se pesaron y se dejaron germinar. Los pesos de las semillas fueron
idénticos (aproximadamente 11 mg por cada 100 semillas) y la morfologia de las semillas tenia una apariencia
similar entre las plantas tratadas con ADNss y las de control. Se observé una reduccion de la cantidad de semilla
producida por cada fruto y una reduccién en la tasa de germinacion (germinaron 4 de 100 semillas) en las semillas
de las plantas tratadas con ADNss, en comparacion con la cantidad de semilla por fruto y la tasa de germinacion
(germinaron 95 de 100 semillas) de las semillas de las plantas de control.

124)En un ensayo separado usando un procedimiento similar, se condicionaron plantas de tabaco por inmersion en
Silwet L-77 al 0,1% en agua doble destilada, se dejaron secar durante 15 - 30 minutos y se trataron con el 22-mero
de ADNss de PDS (SEQ ID NO: 39) aplicado en forma de una solucién 25 micromolar en Silwet L-77 al 0,01 % en
tampon de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8 a la superficie superior de cada hoja condicionada hasta un total de
40 microlitros (1 nanomol de oligonucleétido) por planta. Otras plantas no se condicionaron con un tratamiento de
tensioactivo, sino que se trataron unicamente con 1 nanomol de 22-mero de ADNss de PDS (SEQ ID NO: 39)
aplicado mediante infiltracion con una jeringa sin aguja (mostrado en la figura 18B) o mediante aplicacion manual de
gotas a la superficie de la hoja (no mostrado en la figura 18B) y como una solucién 25 micromolar en Silwet L-77 al
0,01% en tampodn de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8 o como una solucién 25 micromolar en tampén de fosfato
de sodio 5 milimolar, pH 6,8 (sin tensioactivo). Las plantas de control negativo se trataron con la solucion de tampdn
de Silwet sin el oligonucledtido de ADN. Los resultados se presentan en la figura 18B. Todas las plantas tratadas
Unicamente con la aplicacién directa del ADNss de PDS (sin condicionamiento con tratamiento de tensioactivo Silwet
L-77), ya se aplicase por infiltracion o por aplicacién manual de gotas, mostraron blanqueamiento de las hojas
apicales, tallos y flores, lo que indica un silenciamiento sistémico de PDS.

Ejemplo 13

125)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir silenciamiento
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos. Mas
especificamente, este ejemplo describe el uso de polinucledtidos de la invencion para controlar almizcle resistente a
herbicidas.

126) Las plantas de almizcle que tienen niumeros de copia pequefios (menos de 30) de 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS) son susceptibles al tratamiento con ARNbc disefiado para silenciar a EPSPS seguido del
tratamiento con glifosato (para mas detalles véase el ejemplo 1). Sin embargo, las plantas de almizcle que tienen
elevados numeros de copias de EPSPS (es decir, 30 o mas copias de EPSPS) son resistentes al tratamiento con
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glifosato y son un problema para el control de la resistencia de las malas hierbas. Por ejemplo, en un ensayo
(resultados no mostrados) en almizcle con alto nimero de copias resistente al glifosato usando tratamientos
similares a los descritos en el ejemplo 1 pero en los que se aumento la dosis de ARNbc hasta diez veces (es decir,
8 nanomoles de ARNbc corto descrito en el ejemplo 1 por planta) o en los que se us6 una formulacion registrada de
glifosato ("herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®") combinada con un tensioactivo de amina de sebo, se
mejoro la actividad del glifosato (estimada observando el crecimiento de las plantas medido como altura de plantas)
pero las plantas resistentes no fueron eliminadas.

127)Se trataron tres lineas de almizcle con alto nUmero de copias resistentes al glifosato (3 plantas por replicado)
con ARNbc usando las condiciones de tratamiento listadas en la tabla 6, en las que el vehiculo de suministro de
ARNDc, el agente de permeabilizacion o condicionamiento y el orden de las etapas se variaron. Los resultados se
ilustran en la figura 19. El tratamiento con glifosato "4X" (es decir, tratamiento con 3360 g equivalentes de acido por
hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® es cuatro veces la tasa de aplicacién estandar de 840
g de equivalente de acido por hectarea) solo no eliminé al almizcle con 35 copias (experimento 3) o 57 copias
(experimento 6).

128)En una serie de experimentos (1 - 3, tabla 6), al incluir sulfato de amonio al 2% en un vehiculo acuoso de
suministro de ARNbc que comprendia tensioactivo de amina de sebo al 0,1% vy glicerol al 10% (experimento 2) se
mejoro la eficacia de una dosis de factor 10 de ARNbc seguida de una aplicacion de glifosato 4X. También se
observo una eficacia mejorada de una dosis de factor 10 de ARNbc seguido de aplicacion de glifosato cuando se
incluyo sulfato de amonio en un vehiculo de suministro de ARNbc sin un tensioactivo de amina de sebo (experimento
8).

129)En otra serie de experimentos (4 - 6, tabla 6), la aplicacion del tensioactivo Silwet L-77 antes de aplicar el
ARNbc en un vehiculo de suministro que contenia sulfato de amonio fue eficaz, mientras que la combinacién del
tensioactivo Silwet L-77 con el ARNbc en el vehiculo de suministro de ARNbc que contenia sulfato de amonio no fue
eficaz. La aplicacion de glifosato ("herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®") a las 72 horas (experimento 7)
fue menos eficaz que aplicar glifosato a las 48 horas (experimento 2) después del tratamiento con ARNbc.

Tabla 6
Linea de | Numero | Numero de Etapa 2 Etapa 3*
almizcle | de copias | experimento Etapa 1
de EPSPS Concentracién Vehiculo de
relativa de suministro de
ARNbc de ARNbc
EPSPS
1 10X Silwet L-77 allWeatherMAX 4x
tensioactivo de aminal1% (48 h)

de sebo al 0,1% H
glicerol al 10%

2 10X Silwet L-77 alWeatherMAX 4x
sulfato de amonio al1% (48 h)

2% + tensioactivo de
amina de sebo al
R31 35 0,1% + glicerol al 10%

3 Solo tampén Silwet L-77 al\WeatherMAX 4x
(control) 1% (48 h)

sulfato de amonio al
2% + tensioactivo de
amina de sebo al
0,1% + glicerol al 10%
4 10X Silwet L-77 alWeatherMAX 4x
1% + sulfato de|(48 h)

amonio al 2%

R34 57

5 Silwet L-77 al 1% |10X
sulfato de/WeatherMAX 4x
amonio al 2% |(48 h)
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(continuacion)

Linea de | Numero | Numero de Etapa 2 Etapa 3*
almizcle | de copias | experimento Etapa 1
de EPSPS Concentracién Vehiculo de
relativa de suministro de
ARNbc de ARNbc
EPSPS
6 Silwet L-77 al 1 %|Solo tampdn (control)
sulfato deWeatherMAX 4x
amonio al 2% |(48 h)
Linea de | Numero | Numero de Etapa 2 Etapa 3*
almizcle | de copias | experimento _Etapatl
de EPSPS Concentracion Vehiculo de
relativa de suministro de
ARNbc de ARNbc
EPSPS
R28 87 7 10X sulfato de amonio al |Silwet L-77 alWeatherMAX 4x|
2% + tensioactivo de 1% (72 h)

amina de sebo al
0,1% + glicerol al 10%

Linea de | Numero | Numero de Etapa 3*
almizcle | de copias | experimento Etapa 1 Etapa 2 _
de EPSPS Concentracion Vehiculo de
relativa de ARNbc de| suministro de
EPSPS ARNbc
8 Silwet L-77 al 1 %|10X
sulfato de/WeatherMAX 4x

amonio al 2% |(72 h)
R28 87

9 Silwet L-77 al 1% |Solo tampdn (control)
sulfato de|WeatherMAX 4x
amonio al 2% |(72 h)

*glifosato (en forma de la formulacién comercial de herbicida de la marca "Roundup® WeatherMAX®", que
contiene 660 g/l de sal de K+ de glifosato en un vehiculo que incluye el la mezcla de tensioactivo de amina de
sebo MON56151 de amina de sebo (16-18C) y cocoamina (12-14C) a una proporcion de 55:45) se lista en la
cantidad usada (donde 1X = 840 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
\WeatherMAX®, 4X = 3360 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
\WeatherMAX®) y las horas después de la aplicacion del ARNbc

Ejemplo 14

130)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir silenciamiento
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeacioén por polinucleoétidos.

131)Se observé que dos ARN pequefios identificados mediante secuenciacion de ARN pequefio eran abundantes y
Unicos para las plantas de almizcle que se habian tratado con cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de
tamafio de oligonucledtido, como se describe en el ejemplo 1. Estos dos ARN pequefios se mapearon,
respectivamente, a las posiciones de nucleotidos 743 - 764 y 566 - 585 del EPSPS de longitud completa que tiene la
secuencia mostrada en la figura 20 (SEQ ID NO: 40). Se disefiaron dos moléculas de ARNbc "cortas" con un
tamafio de oligonucledtido de 25 nucleétidos con una hebra antisentido que es capaz de hibridar con el ARNm
transcrito del gen de EPSPS del almizcle en las posiciones de nucledtido 743 - 767 (ARNbc corto-5) y 564 - 588
(ARNDbc corto-6), indicadas por los nucleétidos subrayados y en cursiva en la SEQ ID NO: 40 mostrada en la figura
20, que también muestra las cuatro moléculas de ARNbc de EPSP "cortas" con tamafio de oligonucleétido (texto
subrayado sin cursivas) y los tres polinucleétidos de ARN bicatenario "largos” (texto en negrita, como se describe en
el ejemplo 1).

132)La aplicacion de una mezcla de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" con tamafio de
oligonucledtido (descritas en el ejemplo 1) seguida de la aplicacion del procedimiento de tratamiento descrito en el
ejemplo 1 dio como resultado la eliminacién 4 de 4 plantas de almizcle con 16 copias de EPSPS. El uso del mismo
procedimiento de tratamiento pero aplicando el ARNbc corto-5 y el ARNbc corto-6 dio como resultado la eliminacion
de 0 de 4 plantas de almizcle. La adicién de uno de los dos o de ambos ARNbc corto-5 y ARNbc corto-6 a la mezcla
de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS corto de tamafio de oligonucleétido (descritas en el ejemplo 1) dio
como resultado la eliminacion de 4 de 4 plantas de almizcle, es decir, no se observé un efecto antagénico del ARNbc
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corto-5 y el ARNbc corto-6.
Ejemplo 15

133)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir silenciamiento
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos. Mas
especificamente, este ejemplo describe el uso de acido salicilico y polinucledtidos.

134)EI acido salicilico (SA) induce resistencia a virus en el tabaco; véase, por ejemplo, Chivasa y col. (1997) Plant
Cell, 19:547 - 557. Se pretrataron plantas de almizcle resistentes al glifosato que tenian 49 o 63 copias de EPSPS
con SA 15 milimolar. Se aplic6 manualmente una solucion de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de
tamafio de oligonucleétido (descritas en el ejemplo 1) 1, 5 0 24 horas después del tratamiento con SA, seguido 72
horas después de rociado con glifosato (1682 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca
Roundup® WeatherMAX®). No se observaron mejoras en los efectos de la actividad de los ARNbc y el glifosato
(estimadas observando el crecimiento de las plantas medido como altura de las plantas) para ninguno de los
tratamientos con SA a los 7 dias después del tratamiento con glifosato.

Ejemplo 16

135)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir silenciamiento
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos. Mas
especificamente, este ejemplo describe variaciones en el orden y la pauta de aplicacion de los polinucleétidos y la
solucioén de tensioactivo.

136)Estos ensayos se llevaron a cabo en plantas de almizcle con altos nimeros de copias (56, 63 o 100 copias) de
EPSPS, usando un control que incluia las siguientes etapas: (1) aplicacion del ARNbc (una solucion de las cuatro
moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamafio de oligonucleétido descritas en el ejemplo 1) en una solucion
que contenia tensioactivo de amina de sebo y glicerol; (2) aplicacion de tensioactivo de silicona Sliwet L-77 al 1%; y
(3) aplicacion de glifosato (1682 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX®). Se evalud el espaciado en el tiempo de la aplicacion de los polinucleétidos y la aplicacion de Silwet,
aplicandose la pulverizacion de Silwet a los 30 minutos, 1 hora o 2 horas después de la aplicaciéon de la soluciéon de
ARNDbc. En este conjunto de ensayos, los tres tiempos diferentes de la aplicacion de la solucion de Silwet produjeron
resultados similares, es decir, retraso en el crecimiento de la mayoria de las plantas con alto nimero de copias que
se trataron con la solucion de ARNbc, en comparacion con las plantas con alto nUmero de copias que se trataron
con una solucién de control que contenia tUnicamente tensioactivo de amina de sebo y glicerol.

Ejemplo 17

137)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir silenciamiento
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos. Mas
especificamente, este ejemplo describe la aplicacion de polinucleétidos de la invencién mediante rociado de bajo
volumen y el uso de un tensioactivo de silicona y sulfato de amonio.

138)Se aplicd una solucion de ARNbc (una soluciéon de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cotas" de
tamafio de oligonucledtido descritas en el ejemplo 1) en una solucién que contenia sulfato de amonio al 2%
mediante rociado de bajo volumen a almizcle que tenia 16 copias de EPSPS, seguido de rociado con glifosato (1682
g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®), dando como resultado
la eliminacién de las plantas de almizcle.

139)Se trataron seis plantas de almizcle por tratamiento con un procedimiento en tres etapas usando pulverizacion
de bajo volumen: (1) rociado con Silwet L-77 al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de una solucién de ARNbc que
contenia cantidades iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamafo de oligonucledtido
descritas en el ejemplo 1 a una de las 3 dosis (1X o 0,8 nanomoles por planta, 2X o 1,6 nanomoles por planta o 4X
0 3,2 nanomoles por planta); y (3) rociando glifosato (1682 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la
marca Roundup® WeatherMAX®) a una tasa de 159 litros/acre. Nueve dias después de la pulverizacion del
glifosato, las seis plantas rociadas con ARNbc 4X (3,2 nanomoles por planta) fueron eliminadas y las plantas
rociadas con ARNbc 2X (1,6 nanomoles por planta) o ARNbc 1X (0,8 nanomoles por planta) tenian retraso en el
crecimiento

(figura 21A).

140)Se llevaron a cabo varios ensayos en almizcle resistente al glifosato cultivado de semillas recogidas del campo.
Las plantas se trataron con diversos protocolos descritos a continuacion, tratandose algunas plantas por via topica
con una solucidon de ARNbc y tratandose a las plantas de control con el tampdn (vehiculo de ARNbc); la aplicacion
fue por pulverizado de bajo volumen. A menos que se indique otra cosa, la solucion de ARNbc contenia cantidades
iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamafio de oligonucledtido descritas en el ejemplo
1 en tampodn a una dosis "4X" (3,2 nanomoles por planta); el tampdn consistia en fosfato de sodio 10 milimolar y
tensioactivo de organosilicona Silwet L-77 al 0,01% (v/v) en agua y dietilpirocarbonato (DEPC) (Omega Bio-Tek) y
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ajustado a pH 6,8; y el herbicida era un herbicida de glifosato aplicado a 840 g equivalentes de acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Los resultados se proporcionan en la
tabla 7.

141)Ensayos 1y 2: Estos ensayos se llevaron a cabo en almizcle resistente al glifosato cultivado a partir de semillas
obtenidas de una muestra de suelo de una ubicacién agricola con matas de almizcle resistentes al glifosato
conocidas. Para el ensayo 1, se trataron del siguiente modo diez plantas por tratamiento: (1) rociado de Silwet L-77
al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de la solucién de ARNbc; y (3) rociado de glifosato. Para el ensayo 2, se trataron
dieciocho plantas por tratamiento usando el mismo procedimiento que en el ensayo 1.

142)Ensayo 3: Este ensayo compard los tratamientos aplicados en diferentes estadios del desarrollo y se usaron
plantulas cultivadas a partir de semillas de almizcle de un sitio en Macon County, GA y seleccionadas respecto de su
resistencia al glifosato. El tampon incluia sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo doce plantulas
pequefias (estadio de 3 hojas) o doce grandes (estadio de 5 hojas) por tratamiento: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%;
(2) rociado de 2 mililitros de la solucion de ARNbc; y (3) rociado de glifosato. Este tratamiento proporcioné un mejor
control (elimind mas plantas) en las plantulas pequefias en comparacion con las plantulas mas grandes. El
tratamiento con ARNbc eliminé o retrasé el crecimiento de mas plantas resistentes al glifosato del logrado con el
tratamiento con tampdn y herbicida, aunque a los 16 dias después del tratamiento, no se habian eliminado todas las
plantas tratadas con ARNbc.

143)Ensayos 4 y 5: Estos ensayos usaron plantas de almizcle cultivadas a partir de semillas en suelo de una granja
de Pemiscot, MO. El tampédn incluia sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo once plantulas
pequefias (estadio de 3 hojas) por tratamiento: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de la
solucion de ARNbc; y (3) rociado de glifosato. Para el ensayo 5, se trataron doce plantas por tratamiento usando el
mismo procedimiento que en el ensayo 4.

144)Ensayo 6: Este ensayo us6 plantas de almizcle cultivadas a partir de semillas en suelo de la granja "lvy2". El
tampon incluia sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo dieciocho plantulas pequefias (estadio de 3
hojas) por tratamiento: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) aplicando de 2 mililitros de la solucion de ARNbc,
manualmente o por rociado; y (3) rociando glifosato. En este ensayo, el procedimiento de aplicacion (deposicion
manual o rociado) proporciond resultados similares.

145)Ensayo 7: Este ensayo us6 plantulas de almizcle en estadio de 3 a 4 hojas cultivadas de semillas de F3
seleccionadas respecto de su resistencia al glifosato y mas resistentes al glifosato que las plantas en los ensayos 1 -
6. El tampon incluia sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo dieciocho plantas por tratamiento: (1)
rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de la solucion de ARNbc; y (3) rociado de glifosato.

Tabla 7
Numero de Plantas Comentarios
ensayo eliminadas/plantas
totales
tratadas control
con
ARNbc
supervivientes tratados con ARNbc con retraso en el crecimiento en
1 2/10 0/10 - ;
comparacion con los controles (figura 21B)
2 7/18 4/18 supervivientes tratados con ARNbc con retraso en el crecimiento a los 8
y 30 dias después del tratamiento, en comparacion con los controles
3 (plantulas 5/12 3/12 supervivientes tratados con ARNbc/sulfato de amonio con mas retraso
grandes) en el crecimiento después del tratamiento, en comparacion con los
controles

3 (plantulas 9/12 6/12
pequeiias)

4 7111 2/11 supervivientes tratados con ARNbc/sulfato de amonio con mas retraso

en el crecimiento después del tratamiento, en comparacién con los
5 8/12 312 controles
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(continuacion)

Numero de Plantas Comentarios
ensayo eliminadas/plantas
totales
tratadas control
con
ARNbc
6 (deposicion 14/18 _
manual)
6 (pulverizado) | 13/18 9/18
7 8/18 2/18
Ejemplo 18

146)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir silenciamiento
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos.

147)En estos ensayos, la solucion de ARNbc contenia cantidades iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de
EPSPS "cortas" de tamario de oligonucleétido descritas en el ejemplo 1 en tampon a una dosis "10X" (8 nanomoles
por planta) en una solucién que contenia tensioactivo de amina de sebo al 0,2% vy sulfato de amonio al 2%
(identificado en la figura 22 como "amina de sebo/AMS") o uno de los siguientes reactivos de transfeccion: (a) una
poliamina (JetPRIME™, Polyplus-transfection SA, lllkirch, Francia), (b) una nanoparticula magnética (SilenceMag,
OZ Biosciences, Marsella, Francia), (c) un péptido (Nanoparticula N-TER™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), (d) un
lipido (siPORT™ NeoFX™, Ambion, Foster City, CA) o (e) un lipido/polimero catiénico (TransIT®, Mirus Bio,
Madison, WI). Las plantas se trataron del siguiente modo: (1) aplicando manualmente solucién de ARNbc; (2)
pulverizando Silwet L-77 al 1%; y (3) rociando glifosato aplicado a 840 g equivalentes de acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa 159 litros/acre. Cuando se uso este protocolo con
ARNDbc en la solucion de tensioactivo de amina de sebo/sulfato de amonio elimind al almizcle resistente al glifosato
que tenia 35 copias de EPSPS. Los resultados se ilustran en la figura 22. El retraso en el crecimiento o la muerte de
las plantas se observé para plantas tratadas con ARNbc en soluciones que contenian poliamina (JetPRIME™),
péptido (Nanoparticula N-TER™), polimero/lipido catiénico (TransIT®) o tensioactivo de amina de sebo/sulfato de
amonio.

Ejemplo 19

148)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucledtidos aplicadas
topicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe el uso
de diferentes tipos de polinucleétidos para inducir silenciamiento sistémico.

149)Los ADN sentido monocatenarios (ADNss) y los ARN monocatenarios antisentido (ARNss) correspondientes al
gen EPSPS de almizcle en las posiciones 14-38, las posiciones 153-177, 345-369 y 1105-1129 (indicadas por los
nucledtidos subrayados en la figura 1) se adquirieron de Integrated DNA Technologies. Los ADNss sentido y los
ARNSss antisentido se hibridaron calentando cantidades equimolares de mezclas de ADNss y ARNss a 95 grados
centigrados durante 5 minutos y enfriando lentamente durante 1,5 - 2 horas a temperatura ambiente para dar los
hibridos de ADN/ARN.

150)En los ensayos que usaron este procedimiento se usaron plantas de almizcle resistentes al glifosato con 16
copias: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) aplicacion manual en cuatro hojas maduras de cada planta un total de
0,8 nanomoles de ARNbc de EPSPS de almizcle (como se describe en el ejemplo 1) o de los hibridos de ADN/ARN
de EPSPS de almizcle; y (3) rociando con glifosato aplicado a 840 g de equivalentes de acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre.

151)Los resultados se ilustran en la figura 23. Siete dias después de rociar el herbicida, 4 de las 6 plantas tratadas
con ARNbc estaban muertas y las 2 restantes estaban muriendo, mientras que las plantas rociadas con el hibrido de
ADN/ARN presentaban retraso en el crecimiento (lesion por glifosato) en comparacion con el control.

Ejemplo 20

152)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucledtidos aplicadas
topicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe el uso
de diferentes tipos de polinucleétidos para inducir silenciamiento sistémico.

153)Se usaron seis plantas de almizcle resistentes al glifosato que tenian 16 copias de EPSPS por cada tratamiento
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en este ensayo. Se aplicaron 0,8 nanomoles ("1X") por tratamiento de planta de ARNbc, una cantidad diez veces
mayor (8 nanomoles por tratamiento de planta, "10X") de polinucleétidos de ADNss (descritos en el ejemplo 19) y
solo tampdn como control, a plantas separadas de manera manual en tampén que contenia sulfato de amonio al 2%,
seguido 48 horas después de rociado con glifosato aplicado a 840 g de equivalente de acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. La figura 24 representa los
resultados. Ambos tratamientos con polinucledtidos proporcionaron un mejor control del almizcle en comparacion
con plantas tratadas unicamente con tampon y herbicida. De las plantas tratadas con el tratamiento de ADNss 10X,
dos de seis fueron eliminadas y las cuatro restantes presentaban un retraso del crecimiento del 30%. De las plantas
tratadas con el tratamiento de ARNbc 1X, las seis plantas fueron eliminadas a los 8 dias después de rociar WM o 10
dias después del tratamiento con ARNbc.

Ejemplo 21

154)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucledtidos aplicadas
topicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe la
seleccién de una secuencia de polinucleétido para inducir silenciamiento sistémico en una planta.

155)Se disefiaron doce ARNbc de aproximadamente 250 pb cada uno y que tenian una hebra del ARNbc
correspondiente a las secuencias de ADN solapadas de EPSPS de las SEQ ID NO: 41-52 (tabla 8) para abarcar de
manera solapada la secuencia codificante completa y parte de las regiones 5' y 3' no traducidas del gen EPSPS de
almizcle, tal como se ilustra en la figura 25A.

Tabla 8

Numero de Secuencia
segmento de
tiling (véase
la figura 25A)

SEQ
ID
NO.

1 CGOCAGGGOCTGCAGACGOUGTTACGTANTCGGATCCAGAATTCGTGATTAAC 41
GITCACAGCA TG TCATG TAAAACACGCOGAATCAGACCOGO TCCACTUTTICTTT
TAATTTGAGACAATTTTGATGTTGAGTCATOCCACACCAACCCCAAAAAAT
TCAACAACAAACTCTTATAANTGATTCCCTCTACTC TACTAGAGTCTACACC
AACCCACTTTCTCTTTGCOCACCAAAACTTTGGTTTGGTAAGAACT

2 CACCAACCCACTTTCTCTTTIGCCCACCAAAACTTTGGTTITGGTAAGAACTA 42
AGCCCTCTTCTTTCCCTTCICTCTCTTAAAAGCCTAAAATCCACCTAACTTT

TTCAGCCAACAAACAACGCCAAATTCAGAGGAAGAATAATGATGGCTCAA
GCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTA

CCCAAAACCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATT

CCATACT I TACCCAAAACCCAGTTACCCAAATC T ITCAAAAACTICTTAATTTT
GGATCAAACTTGAGAATTTCTOCAAAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAGA
GIIGGETGGOUCAATCATCAAT TG TTCCCAAGATTCAAGCTTICTGTTGCTIGCT
GCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTOCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAA
GAGATCTCTOGTACTG T ITCAATTGCCTGGG TCAAAGTOTTTATCOC

4 TCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTCAATTGUCTGGGTCAAAGTCTTTATCCA 44
ATCGAATCCTTCTIT I TAGCTGCT TG TCTGAGGOCACAACAG TGO TCGACA
ACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTCAGAACTCT
TGOTITAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGUCAAAAGGGCAGTCGTAGAGG
GTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGAT

5 GAGGGTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATT 45
CAACTITTCCTIGGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGACAGCTGCG
GTTGCCGTITGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGGAGCGCCCCATTGOGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGG
TICAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGG
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(continuacion)

Numero de Secuencia SEQ
segmento de ID
tiling (véase NO
la figura 25A) ’

6 TGGTTCAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTC 46
AATGCTAAAGGAGGUUTTCCAGGGGGUAAGGTCAAGCTCTCTGGATCGGT
TAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGUTACTCC T T TGGG TCITGGA
GACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATGTTGAA
ATGACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACAT

7 TITGAAATGACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACAT 47
AGTGATAGTTGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCAGAAATACAAATCT
CCTGGAAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTA
GCCGGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACTGTCACTGTCAAGGGTTGTGGAAC
AAGCAGTTTACAGGGTGATGTAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGAT

8 ACAAGCAGTTITACAGGGTGATGTAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGAT 48
GGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGTTACTGGACCAC
CCAGGOATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATG
AACAAAATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTIGTTGCCTTGTATGCA
GATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAA

9 AGATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAGCTGCGAGAGTGAAGGAAA 49
CCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAAAGCTTGGGGCAACA

GTTGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAAAAGCTAAAC
CCCACCGCCATTGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCCATGGCATTCTCT
CTTGCTGCCTGTGCAGATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGC

10 CTCTTGCTGCCTGTGCAGATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGCAC 50
CCGTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAAAGTTCGCCAAGCA
TTGATGAGTAGCTATATACGAGATCCTTAAATTGTACGCCGAAGGTITIGA
TTTGAGTCTAATAGTAGATAAAAGGCTATAAATAAACTGGCTTTCTGCTTG
AGTAATTATGAAATTCTTTGTATTATGTITGTGAGATTTGAAGTAGCTTATA

11 TAATTATGAAATTCTTTGTATTATGTTTGTGAGATTTGAAGTAGCTTATAAA 51
TTACAATGTACTAAAGTUTAGAAATAAGTTATGTATCTTTTAAATCAATGA
OGAANTGCATACT TOAAAGGUTTGACCT TG TAT T TG TOGACC TAAAGAGTACT
AACTTTGGAGTTTCCAACTCATTTGTTTATCTCATTTTTTTTTAATTTTTGAT
TTAAATTGTTTATTTTTATGAGTAATCATGTATCTTTCTTATTCTAACCAAA

TGTAATACTCCTTC

12 TATGAGTAATCATGTATCTTTCTTATTCTAACCAAATGTAATACTCCTTCCA 52
ACTCTCTTTAAACGTCCACACTCTGGGCACAGAGTGTAATAGTGTGGTGGT
TGGAGTCTTTTAAGTGATTATAATAATTGTAAATGTGGTAGTTAGAATATT
TTAAGTAATGTAGGTGGGGTATTATGGTCTTGTTGAACATAGGATATTTAG
GTAAAAAATCTATGCAAAAAAAGGAAAGTAAGCAAATAAAGCGAATTGA
CCTGAAAAGAAAAGTGGACATGTATAGTGAGTTGGAGGAAGTATTTT

156) Las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS con un tamafio de nucledtidos "corto" descritas en el ejemplo 1y
en la figura 1 estan ubicadas en los segmentos solapados 2, 3, 4 y 8, respectivamente y se muestran como barras
en color gris claro entre esos segmentos. Los polinucleétidos se sintetizaron usando transcripcion in vitro usando un
vector pBR322 con los polinucledtidos de EPSPS insertado en los sitios de clonacion EcoRIl y BamHI; el ADN
plasmidico se aisld con kits Qiagen Maxi prep y se digiri6 con las enzimas de restriccion EcoRIl y BamHI. La solucién
de ADN digerido se uso en el tratamiento de las plantas sin purificacion adicional.

157)Se trataron plantas de almizcle resistente al glifosato que tenian 16 copias de EPSPS del modo siguiente:
rociando con Silwet L-77 al 1%; (2) aplicando manualmente una solucién de ARNbc (que contenia polinucleétidos
seleccionados entre los doce segmentos solapantes o las cuatro moléculas de ARNbc "cortas" descritas en el
ejemplo 1 a una tasa de 0,01 nanomol de ADN/planta) o tampdn como control; y (3) 48 horas después, rociando con
glifosato aplicado a 840 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®
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a una tasa de 159 litros/acre. Se observé durante 11 dias la altura de las plantas por encima del suelo después del
tratamiento con herbicida; a las plantas que estaban muertas o muriéndose se les asigné una altura de cero. Los
resultados se presentan en las figuras 25B y 25C. Las combinaciones de polinucleétidos de ARNbc que muestran la
mayor eficacia en este ensayo incluyeron las cuatro moléculas de ARNbc "cortas" descritas en el ejemplo 1, la
combinacién de los segmentos solapados 2, 5, 8 y 11 y la combinacién de los segmentos solapados 7, 8 y 9.

Ejemplo 22

158)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucleétidos aplicadas
topicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe la
aplicacion topica de polinucleétidos después de la aplicaciéon de herbicida a una planta.

159)En un ensayo, las plantas de almizcle resistentes al glifosato que tenian 16 copias de EPSPS se rociaron con
glifosato aplicado a 840 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®
a una tasa de 159 litros/acre. Dos o 24 horas después de la aplicaciéon del herbicida, se trataron las plantas rociando
con Silwet L-77 al 1%. De quince a 20 minutos después del tratamiento con Silwet, se trataron las plantas mediante
aplicacion manual de 0,8 nanomoles ("1X") por planta de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de
tamafio de oligonucleotido descritas en el ejemplo 1 en tampon que contenia sulfato de amonio al 2% o tampdn que
contenia sulfato de amonio al 2%. En este ensayo, las plantas de control no tratadas ("UT") se trataron unicamente
con el pulverizador de Silwet L-77 al 1 % pero no con herbicida o ARNbc. Los resultados se ilustran en la figura 26.
En este ensayo, la aplicacion de Silwet al 1% dio como resultado una mejora del 60% en la actividad del glifosato
cuando se aplico 2 horas después de rociar el herbicida y del 20% cuando se aplicé 24 horas después de rociar €l
herbicida. En este ensayo, la aplicacion de Silwet al 1% seguida de ARNbc de EPSPS dio como resultado una
mejora de al menos el 80% en la actividad del glifosato cuando se aplicé 2 horas después de rociar el herbicida y del
20% cuando se aplico 24 horas después de rociar el herbicida.

160)En otro ensayo, las plantas de almizcle cultivadas a partir de semillas en suelo de una granja en Macon, GA, se
rociaron con glifosato aplicado a 840 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Tres dias después del tratamiento con herbicida, 9 de 40 plantas
fueron eliminadas y 3 presentaban un grave retraso del crecimiento. Las plantas supervivientes se rociaron con
Silwet L-77 al 1%, seguido de aplicacion topica manual de 8 nanomoles ("10X") por planta de las cuatro moléculas
de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamafio de oligonucledtido descritas en el ejemplo 1 o tampdn como control. Tres
dias después, 3 plantas mas en el grupo tratado con ARNbc estaban muertas y 2 plantas mas en el grupo tratado
con tampon estaban muertas. En este punto (6 dias después del tratamiento original con herbicida y 3 dias después
del tratamiento con Silwet/ARNbc o tampdn), se rocié a la mitad de las plantas supervivientes en cada grupo con una
segunda aplicacion de glifosato (aplicada a la misma dosis que en la primera aplicacion). Dos semanas después de
este segundo tratamiento con herbicida, las demas plantas tratadas con ARNbc mostraron un 80% de lesion y las
demas plantas tratadas con tampén mostraron un 40% de lesion.

Ejemplo 23

161)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucledtidos aplicadas
topicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe una
aplicacion topica en una sola etapa de una sola composicion que incluye polinucleétidos, tensioactivo y herbicida
para controlar malas hierbas resistentes a los herbicidas.

162)Este ensayo se llevd a cabo en una poblacion de campo de plantas de almizcle resistentes al glifosato que se
sabia que tenian altos numeros de copias de EPSPS (se ha comunicado que las plantas de este sitio de estudio
tienen de 5 a mas de 160 copias de EPSPS por Gaines y col. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 107:1029-1034).
Los polinucledtidos usados en este ensayo eran una mezcla equimolar de las cuatro moléculas de ARNbc de
EPSPS "cortas" de tamario de oligonucleétido descritas en el ejemplo 1.

163)Se rocid a plantas de 10 a 15 cm (cuatro a seis pulgadas) de altura en un area de tratamiento de 30 x 152 cm (1
pie x 5 pies) en un solo tratamiento con 264 microgramos ("100X") o 52,8 microgramos ("20X") de los ARNbc de
EPSPS en una solucion que también contenia tensioactivo Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% y glifosato
(aplicado a 1682 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una
tasa de 159 litros/acre). Por comparacion, se rocioé a otras plantas en areas de 30 x 152 cm (1 pie x 5 pies) con
glifosato (en una solucién que también contenia tensioactivo Silwet L-77 al 1 % y sulfato de amonio al 2%) aplicada a
la misma tasa.

164)Los resultados se ilustran en la figura 27. El tratamiento de las plantas solo con glifosato (aplicado a 1682 g de
equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre)
en una solucién que también contenia Silwet L-77 y sulfato de amonio dio como resultado un control (muerte de
plantas) de aproximadamente el 70%. El tratamiento en una etapa usando una composicion que contenia los
polinucledtidos de ARNbc de EPSPS 20X, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida dio como resultado un control
de aproximadamente el 80 - 85% del almizcle resistente al glifosato, que es la tasa aproximada de control lograda
rociando con glifosato aplicado a 6720 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
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WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre (es decir, a 8 veces la tasa de aplicacion normal de aproximadamente
840 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159
litros/acre). El tratamiento en una etapa usando una composiciéon que contenia los polinucleétidos de ARNbc de
EPSPS 100X, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida dio como resultado un control de aproximadamente el 90 -
95% del almizcle resistente al glifosato, que es la tasa aproximada de control lograda rociando con glifosato aplicado
a 13440 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de
159 litros/acre (es decir, a 16 veces la tasa de aplicaciéon normal de aproximadamente 840 g de equivalente de acido
por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre).

Ejemplo 24

165)Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulacién sistémica de un gen diana en una planta de
hortaliza mediante aplicacion tdpica a la hortaliza de una molécula de polinucleétido que incluye un segmento con
una secuencia de nucleétido esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a, una secuencia de 18 o mas
nucleétidos contiguos en el gen diana o en el ARN transcrito a partir del gen diana, mediante lo cual la molécula
permea el interior de la planta de hortaliza e induce la regulacion sistémica del gen diana. En este ejemplo, se traté a
plantas de hortalizas en crecimiento con una composiciéon aplicada por via tépica para inducir el silenciamiento
sistémico de un gen diana en una planta de cultivo de hortalizas o frutales que incluye (a) un agente para
condicionar una planta a la permeacién por polinucleétidos y (b) polinucleétidos que incluyen al menos una hebra de
polinucleétido que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos del gen diana en orientacion
con sentido o antisentido. Mas especificamente, este ejemplo demuestra el uso de polinucleétidos aplicados por via
topica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen de fitoeno desaturasa (PDS) en una planta de cultivo de
hortalizas, es decir, lechuga (Lactuca sativa).

166)PDS de lechuga tiene la secuencia

ATGTCTCTGTTTGGAAATGTTTCTGCCATTAACTCAAGTGGAAAGTGTATAGTAATGAATCTTTCAA
GCACACAAATCACTTCAAGAGATTGTTTCAAGATTACCTCAGGGCAAAAAGATGTTTTGTCATTTG
GATGCTGTGATGCTATGGGTAACAGATTGCAATTCCCAAGTGCTCGTTCTTTTACACCAAGATCAA
AGAAGAATGTCTCCCCTCTAAAGGTAGTTTGTGTTGATTATCCAAGACCAGATCTTGATAACACAT
CTAATTTCTTGGAAGCTGCTCACTTGTCTTCAACCTTCAGAACTTCCCCACGCCCATCTAAGCCATT
GAAGATTGTAATTGCTGGTGCAGGTTTAGCTGGTTTATCAACTGCTAAGTATTITAGCTGATGCAGG
TCACAAGCCAATTTTACTAGAAGCAAGAGATGTTCTTGGTGGAAAGGTGGCAGCTTGGAAAGATG
ATGATGGAGATTGGTATGAGACAGGTTTACACATATTCTTTGGAGCTTACCCAAATGTACAAAATT
TATTTGGAGAGCTAGGAATTAATGATAGATTACAGTGGAAGGAGCATTCTATGATATTTGCAATGC
CAAATAAGCCTGGAGAATTTAGTAGGTTTGACTTCCCAGATGTTTTACCTGCACCATTGAATGGAA
TTTTTGCTATATTGAGGAACAATGAAATGCTGACGTGGCCTGAGAAAGTGAAGTTTGCAATTGGGC
TGTTGCCTGCAATGTTAGGTGGACAGGCTTATGTTGAGGCCCAAGATGGGCTTAGTGTTCAGGACT
GGATGAGAAAGCAAGGTATACCTGATCGAGTTACTACTGAAGTGTTTATTGCAATGTCAAAAGCA
TTAAACTTTATAAATCCAGATGAACTTTCAATGCAATGTATTCTCATTGCTCTAAACCGTTTTCTTC
AGGAAAAGCATGGTTCCAAGATGGCATTTTTAGATGGGAGCCCACCAGAAAGACTTTGCAAGCCA
ATTGTTGACCACATCGAGTCACTCGGTGGCCAAGTCAGAGTCAACTCACGAATACAAAAAATTGA
GTTAAACAAAGACGGAACTGTCCGGAACTTTCTATTGAGTGATGGGAATGTTCTAGAAGCTGATGC
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TTATGTTTTCGCTACCCCTGTTGACATTCTCAAGCTTCTTTTACCCGAAGAATGGAAACCAATTCCA
TATTTCAAAAAATTAGAGAAGTTAGTCGGTGTTCCTGTTATAAACGTTCATATATGGTTTGACAGA
AAGCTGAAAAACACATATGATCACTTACTTTTCAGTAGGTCACCTCTGCTGAGTGTGTATGCTGAC
ATGTCAGTGACATGTAAGGAATATTATGATCCGAATAAGTCAATGTTGGAGTTGGTTCTTGCTCCA
GCTGAGGAATGGATTTCAAGAAGTGACACTGATATTATTGATGCAACAATGAGTGAACTTTCAAG
GCTTTTTCCTGATGAAATTGCAGCTGATCAAAGTAAAGCAAAAATCTTGAAATATAAAGTTGTTAA
AACACCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTTCCAGATTGTGAACCATGTCGACCCCTACAAAGATCTCC
AATTCAAGGATTTTATTTATCTGGTGATTATACTAAACAAAAGTATTTGGCTTCAATGGGGGGTGC

TGTTTTATCTGGAAAAATTTGTGCACAAGCTATTTTACAAGATTATGAGATGCTTGCTACA (SEQ
ID NO:53).

Se sintetizaron polinucledtidos de ADN monocatenarios de 21 - 45 nucledtidos de longitud con las siguientes
secuencias: taatacgactcactatagggtttggagcttacccaaATGtac ("HL286", orientacion sentido, SEQ ID NO: 54),
taatacgactcactatagggaggccacgtcagcatttcattgttc ~ ("HL287",  orientacion  antisentido, SEQ ID NO: 55),
ccattcaATGgtgcaggtaaaac ("HL288", orientacion antisentido, SEQ ID NO: 56), catagaATGctccttccactg ("HL289",
orientacion antisentido, SEQ ID NO: 57) y caaataaattttgtacatttgggtaagctccaa ("HL290", orientacion antisentido, SEQ
ID NO: 58). Se elaboré una solucion de ADNss con una mezcla a partes iguales de los cinco polinucledtidos en
Silwet L-77 al 0,01% en tampodn de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.

167)En los ensayos se uso lechuga de la variedad LS49 ("Green Tower". Se sumergieron dos hojas completamente
expandidas de cada planta en una solucién recién preparada de Silwet L-77 al 0,1% durante unos pocos segundos.
Se dejaron secar las hojas durante 15-30 minutos. Después, se tratd cada planta aplicando 20 microlitros de
solucion de ADNSss a la superficie superior de dos hojas tratadas con Silwet (un total de 40 microlitros por planta). La
tabla 9 lista las condiciones de ensayo usadas y el blanqueamiento observado de las plantas tratadas por via tépica
con polinucledtidos de ADNss. La figura 28 representa el progreso del blanqueamiento y la muerte de las plantas de
lechuga tratadas con 1 nanomol de ADNss por planta a los (de arriba hacia abajo) 37, 46 y 60 dias después del
tratamiento.

Tabla 9
Estadio del desarrollo Observacion mas
Cantidad de cada ADNss aplicado temprana de
(nanomoles/planta) blanqueamiento
4 semanas después de la germinacion, 3 semanas después del
las plantas tienen 2 hojas 1 tratamiento
completamente extendidas
5 semanas después de la germinacion, 4 4 dias después del
las plantas tienen 4 hojas tratamiento
completamente extendidas

168)Los ensayos se repitieron con 2 o 4 nanomoles de ADNss aplicados por planta. La figura 29A ilustra el
silenciamiento sistémico evidenciado por el blanqueamiento observado a los 4 o 12 dias después del tratamiento
tépico con polinucledtidos.

169)Los ensayos se repitieron usando cada ADNss antisentido individual ("HL287", SEQ ID NO: 55; "HL288", SEQ
ID NO: 56; "HL289", SEQ ID NO: 57; y "HL290", SEQ ID NO:58) con 8 nanomoles de polinucleétido aplicados por
planta; las plantas de control positivo se trataron con una mezcla de los cuatro ADNss antisentido individuales a 2
nanomoles cada uno (hasta un total de 8 nanomoles de polinucleétido aplicados por planta) y las plantas de control
negativo se trataron solo con tampoén. La figura 29B ilustra el silenciamiento sistémico evidenciado por
blanqueamiento observado a el dia 4 después del tratamiento topico con los ADNss antisentido.

Ejemplo 25

170)Este ejemplo ilustra un aspecto de la invencion. En este ejemplo, se traté a plantas en crecimiento con una
composicion aplicada por via topica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que
incluye (a) un agente para condicionar una planta a la permeacion por polinucleétidos y (b) polinucledtidos que
incluyen al menos una hebra de polinucleétido que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos
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del gen diana en orientacion con sentido o antisentido. Mas especificamente, este ejemplo demuestra el uso de
polinucledtidos aplicados por via topica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen de fitoeno desaturasa
(PDS) en un cultivo de hortalizas, es decir, tomate (Solanum lycopersicum).

171)PDS de tomate tiene la secuencia

GGGTTTATCTCGCAAGTGTGGCTATGGTGCGCGACGTGTCAAATTTTGCGATTGTAGCCAAACATGAGA
TTTGATTTAAAGGGAATTCGGCCAAATCACCGAAAGCAGGCATCTTCATCATAAATTAGTTTGTTTA
TTTATACAGAATTATACGCTTTTACTAGTTATAGCATTCGGTATCTTTTTCTGGGTAACTGCCAAAC
CACCACAAATTTCAAGTTTCCATTTAACTCTTCAACTTCAACCCAACCAAATTTATTTGCTTAATTG
TGCAGAACCACTCCCTATATCTTCTAGGTGCTTTCATTCGTTCCGAGTAAAATGCCTCAAATTGGAC
TTGTTTCTGCTGTTAACTTCGAGAGTCCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGAGGTCGTCTTC
TTTGGCGAACTGAAAGTCGAGATGGTTGUTTGCAAAGGAATTCGTTATGTITTGCTGGTAGCGAATC
AATGGGTCATAAGTTAAAGATTCGTACTCCCCATGCCACGACCAGAAGATTGGTTAAGGACTTGG
GGCCTTTAAAGGTCGTATGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTGGACAATACAGTTAACTATTTGG
AGGCTGCATTTITATCATCAACGTTCCGTGCTTCTCCGCGCCCAACTAAACCATTGGAGATTGTTAT
TGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATTTGGCAGATGCTGGTCACAAACCGAT
ACTGCTGGAGGCAAGGGATGTTCTAGGTGGAAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATGGAGATT
GGTACGAGACTGGTTITGCATATATTCTTTGGGGUTTACCCAAATATTCAGAACCTGTITGGAGAAT
TAGGGATTAACGATCGATTGCAATGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCAATGCCAAGCAAGCCA
GCGAGAATTCAGCCGCTTTGATTICTCCGAAGCTTTACCCGCTCCTITAAATGGAATTTTAGCCATCT

TAAAGAATAACGAAATGCTTACATGGCUAGAGAAAGTCAAATTTGCAATTGGACTCTTGOCAGT A
ATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTCGAAGCTCAAGATGGGATAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAAA
GUAAGGTOTOCCGOACAGOU TGACAGATOAGG TG TTCATTOGUTA TG TCAAAGUGCACTCAACTTTAT
AAACCCTOGACOAAUTTTCAATOGCAGTGOA T T T TGATCOGUCATTOAACAGG T T TCT T CAGGAGAAACA
TGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAATCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTTGAACA
CATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTGAACTCACGAATAAAAAAGATTGAGCTGAATGAGG
ATGUAAGTGTCAAGAGT T TTATACTGAGTGACGG TAGTGCAATCGAGOGOAGA TGO T T T TGIE T TG
COGUTCCAGTGOATAT T TCAAGCTTCTAT TGCUTGAAGACTGOAAAGAGA T TCCATAT T TCCAAA
AGTTGOAGAAG T TAGTCOGAG TACCTG TGATAAA TG TACATATATGO T T TOACAGAAAACTGAANG
AACACATATGATCATTTGCTCTTCAGCAGAAGCTCACTGCTCAGTGTGTATGCTGACATGTCTGTTA
CATGTAAGOGAATATTACAACCCCAATCAGTUTATG T TGOAA TGO T T T T TGUACCTGUAGAAGAGT
GGATATCICOGCAGCGACTCAGAAATTATIGATGCAACGATGAAGOGAACTAGCAACGCTTITTCCTG
ATCAAATTTCAGCAGATCAAAGCAAAGCAAAAATATTGAAG TACCA TG T TG TCAAAACTCCGAGG
TCTGTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCTTTACAAAGATCCCCAATAGAGGGG
TTTTATTTAGCCGGTGACTACACGAAACAGAAATACTTGGCTTCAATGGAAGGCGCTGTCTTATCA
GOGAAAGCTTIGTGCTCAAGUTATTGTACAGGATTATGAGT TACTTGTTGGACG TAGCCAAAAGAAG
TTGITCGOGAAGUAAGCGTAGTTTAGCT T TG TGG T TATTAT T TAGUT TC TG TACACTAAAT T TATGA TG
CAAGAAGCUGTTGTACACAACATATAGAAGAAGAGTGCGAGGTGAAGCAAGTAGGAGAANTGTTA
GOGAAAGCTCCTATACAAAAGGATGOGCATGTTGAAGATTAGCATCTTTTTAATCCCAAGTTTAAATA
TAAAGCATATTTTATGTACCACTTTCTTTATCTGGGGTTTGTAATCCCTTTATATCTTTATGCAATCT

TTACGTTAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAANAAAACTCGA (SEQ ID NO:59).

172)Un polinucledtido de ARNbc de 201 nucledtidos con una hebra antisentido capaz de hibridar con el ARN
codificado por la secuencia
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TCGCAGCGACTCAGAAATTATIGATGCAACGATGAAGGAACTAGCAACGCTTTITICCTGATGAAAT
TTCAGCAGATCAAAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTACCATGTTIGTCAAAACTCCGAGGTCTGTTTA
TAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCTITACAAAGATCCCCAATAGAGGGGTTTTATTT

AG (SEQ ID NO:60)

que corresponde a los nucleétidos en las posiciones 1724 - 1923 del ARNm transcrito a partir de la secuencia del
gen PDS de tomate (SEQ ID NO: 59) se sintetizd6 mediante RT PCR usando cebadores oligonucleotidicos con las
secuencias TAATACGACTCACTATAGGGTCGCAGCGACTCAGAAATTATTG (SEQ ID NO: 61, cebador con
sentido) y TAATACGACTCACTATAGGGGTAAAGGCCGACAGGGTTCACAACC (SEQ ID NO: 62, cebador
antisentido). Se preparé una solucion de ARNbc 2,5 micromolar con el polinucleétido de ARNbc de 201 nucleétidos
(SEQ ID NO: 60) en Silwet L-77 al 0,01% en tampodn de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.

173)Se trataron plantulas de tomate de tres semanas de edad del modo siguiente. Se sumergieron dos hojas
completamente expandidas en una solucion recién preparada de Silwet L-77 al 0,1 % durante unos pocos segundos.
Se dejaron secar las hojas de 30 minutos a 1 hora. Después, se tratd cada planta aplicando 20 microlitros de
solucion de ARNbc a la superficie superior de dos hojas tratadas con Silwet (un total de 40 microlitros por planta).
Las plantas de control se trataron con tampén. Las plantas se mantuvieron en una camara de crecimiento para su
observacion. La figura 30 ilustra el silenciamiento sistémico del gen diana PDS evidenciado por el blanqueamiento
de las plantas tratadas con ARNbc 30 dias después del tratamiento topico. Las plantas tratadas con ARNbc
presentaron un retraso del crecimiento grave, en comparacion con las plantas de control.

Ejemplo 26

174) Este ejemplo ilustra una mejora de las composiciones herbicidas adaptadas para recubrimiento tépico sobre la
superficie exterior de una planta en crecimiento, donde el agente letal para la planta incluye polinucleétidos que
tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a secuencias de uno o mas genes vegetales o
secuencia de ADN transcrito a partir de los genes vegetales. Los polinucleétidos efectian un silenciamiento
sistémico del en vegetal en los 6rganos o tejidos vegetales distintos de aquellos que recibieron la aplicacion tépica
de polinucledtido. Mas especificamente, este ejemplo ilustra una composicion herbicida adaptada para recubrimiento
sobre la superficie exterior de una planta en crecimiento que comprende un tensoactivo y al menos un agente letal
para la planta que incluye combinaciones de polinucleétidos que tienen una secuencia que se dirige al gen de 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), un factor de iniciacion de la transcripcion (TIF) y ATPasa
dependiente de ADN (ddATPasa) en almizcle.

175)La composicion herbicida incluye al menos uno de los siguientes polinucleétidos de ARN bicatenarios de 21
pares de bases:

(1) nDsRNA1: hebra con sentido CUACCAUCAACAAUGGUGUCC (SEQ ID NO: 63) y hebra antisentido
GGACACCAUUGUUGAUGGUAG (SEQ ID NO: 64)
(2) nDsRNA3: hebra con sentido GUCGACAACUUGCUGUAUAGU (SEQ ID NO: 65) y hebra antisentido
ACUAUACAGCAAGUUGUCGAC (SEQ ID NO: 66)
(3) nDsRNA4: hebra con sentido GGUCACCUGGACAGAGAAUAG (SEQ ID NO: 67) y hebra antisentido
CUAUUCUCUGUCCAGGUGACC (SEQID NO: 68)
(4) nDsNA5: hebra con sentido AAUGCCAGAUGUUGCUAUGAC (SEQ ID NO: 69) y hebra antisentido
GUCAUAGCAACAUCUGGCAUU (SEQ ID NO: 70)

176)Una mezcla de multiples polinucledtidos es ventajosa para prevenir la seleccion de resistencia en las plantas
tratadas. En una realizacion, la composicion herbicida incluye una mezcla de los cuatro polinucleétidos de ARNbc
anteriores que tienen las SEQ ID NO: 63-70. En otra realizacion, la composicion herbicida incluye polinucleétidos de
ADN monocatenario con secuencias de desoxirribonucleétidos correspondientes a una o0 mas de las secuencias de
ARNDbc de las SEQ ID NO: 63-70. En otra realizacion, la composicion herbicida incluye hibridos de ADN/ARN con
secuencias de nucleétidos correspondientes a una o mas de las secuencias de ARNbc de las SEQ ID NO: 63-70. En
otra realizacién, la composicion herbicida incluye polinucleétidos de ARNbc donde los hidroxilos 2' estan metilados
para su estabilidad.

177)La composicion herbicida incluye un tensioactivo, tal como Silwet L-77 (u otros tensioactivos eficaces, tales
como aquellos proporcionados en el ejemplo 36). Opcionalmente, la composicién herbicida puede incluir uno o mas
aditivos, tales como una sal, agente quelante o un humectante (tales como aquellos proporcionados en el ejemplo
35) para mejorar el rendimiento del herbicida, por ejemplo, potenciando la transferencia del polinucleétido al interior
de la planta, potenciando la eficacia de los polinucleétidos o potenciando la actividad herbicida del herbicida no
polinucleotidico.

178)Opcionalmente, la composicion herbicida incluye polinucledtidos disefiados para regular multiples genes en la
planta. En una realizacion, la composicion herbicida incluye polinucledtidos que tienen secuencias esencialmente
idénticas o complementarias a la secuencia de un segundo gen o a la secuencia de ARN transcrito a partir del
segundo gen, en la que la regulacion del segundo gen proporciona una potenciacion sistémica de la actividad
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herbicida de la composicion.

179)En una realizacién, la composicion herbicida incluye polinucledtidos que tienen un secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia del gen de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de almizcle o
a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen EPSPS endégeno asi como polinucledtidos que tienen secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen del factor de iniciacion de la traduccion (TIF)
enddgeno del almizcle o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen de TIF enddgeno. El factor de iniciaciéon de
la traduccidn (TIF) es una proteina de cloroplastos codificada en el nicleo que es esencial para iniciar la sintesis de
proteinas y se expresa por toda la planta. Arabidopsis thaliana tiene un ortélogo denominado AT1G17220.1 (descrito
en la base de datos disponible al publico The Arabidopsis Information Resource que se encuentra en linea
enwww.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G17220) y con el numero de referencia de
GenBank asignad GIl:186478573, que se ha identificado como una proteina ubicada en cloroplastos con similitud con
el factor de iniciaciéon de la traduccion 2; véase también Miura y col. (2007) Plant Cell, 19:1313-1328 para una
descripcion de este gen. Las secuencias de TIF se identificaron a partir de almizcle (Amaranthus palmeri); se
identifico que un gen de TIF tenia la secuencia de la SEQ ID NO: 71. Los ejemplos de polinucleétidos para la
supresion de este gen de TIF en Amaranthus palmeri se listan en la tabla 10.
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Tabla 10
Polinucleétido s Secuencia SEQID
Posicion en NO
la secuencia ’
de TIF
TIF de almizcle  Secuencia ATGGCAACAATGGCTTCCC TAGTGAGTTTGGGAAGCTCTGGAG 7

completa de|  CAACTIGUICAGGGCAATTGUGAGG ITTCCT T TCATIGG T TAAG

la SEQ ID| AAAATITACATIGCCTAGAAGAAATTGTAGITGCAATTTTAGGCA

NO: 71 ATTAGUGAGGGGGUAGGAGATGGCGTTACG TTICCG TG IGTAGA

CTTTOTGTCACTACTGATTATGTTTCTGAGCAAGGAAATGCTGT
TTCTCTTOAAANTOCATATAGTIGAGAG TAAAGAAGAGGGTCTC
ATCTTGAAGOCTTCTOCTAAGCCGGTTTTGAAATCCGGOGTCTGA
TOGOAAATCOOAAATITGGOOACAG T TCGGTGOUG T T TCGAGT
AATGGGAAATTGGATAATGTAGAGGAGAGGAAGAAGGTTATTC
ATTCATTGOATGAGG TAT TAGAAAAGGCCGAGAGA T TAGAAAC
GOCGAACTTACAAGCAGATAATAGAAAGGATAGCACAAATGTA
AATAAACCCGICTCCOAG TG TAAG TAG TTCAACCAATGG TAAAC
CTGTAAATAATTTGAACAAAGGGAAGCCTAAAGCTGCGAAGAG
COTTIGOGAGAAACGGAAATCCAGTITCTACIGTGUAAAAAGTA
GTGCAAGAATCTCCGAAGATTGAAAAGGTTGAGAGAGTGGAAG
ClICGAACGACCAGCCANTCGTCTGAAANCGATAAGACCCOCALT
GOCACTACAGAGGCCTGAGATTAAGTTGCAGGCAAAGCCTTCT
AUTGCTCCTCCACCCATOCCTAAGAAGCCGGTT I TGAAGGATGT
GOGGATGTCCTCCAGAGCTOGATGGGAAGGACCAGTCTGTGAAA
TUTAAAGAGCAGOAAGCCTATICTAG TGGACAAATTTGCCACCA
AGAAGGCATCAGTTGATCCGTCGATTGCTCAAGCAGTAATTGC
CCCACCAAAACCTGCTAANTTTCCTTCTGGAAAG T T TAAAGATG
ATTATCGGAAGAAGGGTCTTGCAGCTGGTGGGCCGAAGAGGOG
TATGOTCAATGATOATGATATTCAAATGCATGAAGACACTTCA
GAGCTCGGTOTTTCTATTCCTGO TGO TGO TACGGUTCGGAAAGG
CAGGAAATOOAGTAAGGCAAGTCGUAAGGUTGCCAGACGOCA
AGCAGCTAGAGATGCCGCTOCTGTTAAAGTGGAAATCTTAGAG
GTTGAAGAAAAGGGCATGTCGACCGAAGAATTAGCATACAACT
TOOCTATTAGCGAAGGTGAAATICTIGGGTACCTGTATICTAAG
GOGGATAAAACCAGATGHTGTGCAAACTCTTGACAAGGCAATGG
TAAAGATGATATGTGAAAGATATGACGTGGAGGTTTTGGACGC
ACTTTCTGAACAAATGGAAGAAATGGOTCGAAAGAAGGAAATT
TTCOACGAAGATGACCTTIGACAAGC T TGAAGA TAGGOCTCCTG
TGOTTACTATAATGGGTCATGTAGATCATGGCAAGACGACCCTT
CIGGATTATATACGGAAGAGCAAGCTTGC TGO T TCTGAAGC TG
GTGGGATTACACAAGGTATTGGTGCTTATAAAGTGGAAGTACC
GUTTGATGGCAAG T TGO TGCCTTC TG TCTTTC T TGACACTCOCUG
GACACGAGGUGTTOGGGGCAATGAGGGOTCGTGGAGCAAGAGT
CACAGATATIGCTATTATAGTTGTAGCTGUTGACGATGGGATCC
GTCCTCAAACAAATGAAGOCATAGCACATGCAAAAGCAGCTGG
TGTACCTATTGTIGGTTGUAATTAATAAGATTGACAAGGATGGG
GCTAATCCGGACCGTGTGATGCAAGAGCTTTCATCAATTGGTCT
ANTGCCAGAGUGATTGGGGTGUTGATACCCCANTGUGTCAAGATA
AGTGOTCTAAAAGGTGAAAATGTGGACGAGTTACTCGAGACAG
CCATGOTTCTCGUCGAGTTGCAAGAGTTAAAGGCTAATCCTCAG
AGGAACGOCTAAGGGCACTGTAATTGAGGCTGGTCTTCATAAAT
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(continuacion)

Polinucleédtido

Posicion en
la secuencia
de TIF

Secuencia

SEQID

CAAAAGCGACCCATTGCCACTTTTATTGTGCAGAATGGTACCCTC
AAACAAGGGGATACTGTAGTTTIGTGGGGAAGCATTTGGGAAGG
TTCGTGCCCTATTITGATCACGGAGGGAATCGCGTTGATGAAGCT
GGTCCATCTATTCCCGTGCAGGTTATTGGATTGAATAATGTTCC
TITIGCCGGTGATGAGTTCGAGCGTAGTGAGTTCCCTTGATATAG
CTCGTGAAAAGGCAGAGGTCCGTGCAGAGTCTTTACGAAATGA
GCGTATAGCTGCTAAGGCCGGAGACGGAAAGGTTACGCTGTCA
TCCTTGGCATCGGCTGTTTCTTCAGGGAAGATGGCTGGTTTGGA
TTTGCACCAGTTAAATATCATTITGAAGGTTGATGTTCAGGGAT
CAATCGAGGCATTGAGGCAAGCTCTAGAAGTTCTTCCTCAAGA
TAACGTCACTTTGAAGTTTCTCTTACAAGCGACCGGAGATGTTA
CTACAAGTGATGTTGATCTTGCAGTTGCTAGTAAAGCTATTATC
TTGGGGITCAATGTGAAGGCACCAGGTTCTGTCGAAAAATTAG
CAGATAACAAAGGTGTTGAAATTCGGCTTITATAAAGTCATTTAT
GATCTAATTGACGACATGCGGAGTGCAATGGAAGGAATGCTAG
ATCCCGTTGAGGAACAAGTTCGCAATTGGTTCAGCCGAAGTGCG
GGCTACATTCAGTAGTGGTAGTGGCCGTGTCGCTGGATGCATG
GTGACCCGAGGGAAAGATTACCAAAGGCTGTGGGATTCGAGTGA
TACGGAAGGGAAAAACTGTCCACGTTGGAGTTCTTGATTCGTTG
CGTCGAGTAA

ADN de 200 pb

341-541

TTTCGAGTAATCGGGAAATTGGATAATGTAGAGGAGAGGAAGAA
GOTTATTGATTCATTGGATGAGGTATTAGAAAAGGCCGAGAGA
TTAGAAACGGCGAACTTACAAGCAGATAATAGAAAGGATAGCA
CAAATGTAAATAAACCGTCTCCGAGTGTAAGTAGTTCAACCAA
TGGTAAACCTGTAAATAATTTGAACAAA

72

ARNbc de 160 pb

342-501

Sentido:

UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAGAGGAGAGGAAGA
AGGUUAUUGAUUCAUUGGCGAUGAGGUAUUAGAAAAGGCCGAG
AGATUUTAGAAACGGCGAACTUACAAGCAGAUAATUAGAAAGGA
UAGCACAAAUGUAAAUAAACCGUCUCCGAGUGUAAGU

73

Antisentido:

ACUUACACUCGUAGACOGUUUAUIUACA UTUUGUGCLAUCCLIL
UCUATUTATCTGCTIUIGUAAGUTCGCCGUTTTCTTAAUCTICUCGG
CUUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAUCAAUAACCLULICUTLICCU
CUCCTICTIACATITIATICCAATIUNICCCATTTTACTICGAA

74

ADN  antisentido
TIF_AS1

555-576

ATTTCTCCAAACGCTCTTCGCA

75

ADN  antisentido
TIF_AS2

342-363

ATCCAATTTCCCATTACTCGAA

76

ADN  antisentido
TIF_AS3

412-433

GTTTCTAATCTCTCGGCCTTTT

7

ADN  antisentido
TIF_AS4

488-509

TTGAACTACTTACACTCGGAG

78

ADN  antisentido
TIF_AS5

368-389

TAACCTTCTTCCTCTCCTCTA

79
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(continuacion)

Polinucleétido [Posicion en Secuencia SEQID
la secuencia NO.
de TIF

ADN  antisentidol790-811 GTCCTTCCCATCAGCTCTGGA

80

TIF_AS6

ADN antisentido|1052-1073 CGTAGCAGCACCAGGAATAG

81
TIF_AS7
ADN  antisentido|1695-1676 | CAGCAGCTACAACTATAATAG 82

TIF_AS8

180)En una realizacion, la composicion herbicida incluye una mezcla de al menos dos de los polinucledtidos de
ARNbc de EPSPS anteriores que tienen las SEQ ID NO: 63-70 y también al menos un polinucleétido que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen de factor de iniciacion de la traduccion
(TIF) enddégeno de almizcle o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen de TIF endégeno, tales como
aquellas proporcionadas en la tabla 10. En una realizacion especifica, la composicion herbicida incluye una mezcla
de los cuatro polinucleétidos de ARNbc de EPSPS anteriores que tienen las SEQ ID NO: 63-70 y un polinucleotido
de ARNbc bicatenario de TIF de 160 pares de bases que tiene la secuencia con sentido de

UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAGAGGAGAGGAAGAAGGUUAUUGAU
UCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAAGGCCGAGAGAUUAGAAACGGCGAACUUAC
AAGCAGAUAAUAGAAAGGAUAGCACAAAUGUAAAUAAACCGUCTUCCGAGUGU
AAGU (SEQ ID NO. 73)

y la secuencia antisentido de

ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGCUAUCCUUUCUAUUAUCU
GCUUGUAAGUUCGCCGUUUCUAAUCUCUCGGCCUUUUCUAAUACCUCAUCCAA
UGAAUCAAUAACCUUCUUCCUCUCCUCUACAUUAUCCAAUUUCCCAUUACUCG
AA (SEQ ID NO. 74).

181)En algunas realizaciones, los polinucleétidos se disefian para regular multiples genes diana, dando como
resultado un efecto sinérgico en la actividad herbicida. Por ejemplo, se obtuvo un efecto sinérgico en la actividad
herbicida por tratamiento de una planta con polinucleétidos disefiados para suprimir un factor de iniciacion de la
traduccion (TIF) y una 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) seguido de tratamiento con el herbicida no
polinucleotidico glifosato.

182)Los polinucledtidos listados en la tabla 11 se produjeron mediante sintesis o mediante transcripcion in vitro.
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183) Se prepararon soluciones de los polinucleétidos y se aplicaron a las hojas de amaranto de palma usando los
protocolos descritos en la tabla 12.

Tabla 12

Numero de protocolo
(descripcion)

Protocolo

1 (1-etapas manual)

1. Aplicar mezcla de polinucleétidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en|
tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion de control de tampdn de Silwet
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampén de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8)
mediante pipeteado manual

2. 48 o 72 horas después, se pulveriza glifosato ("Wmax 2X" o 1682 g de equivalente de|
acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un
pulverizador normal (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre)

2 (1-etapa
pulverizador)

1. Pulverizar mezcla de polinucleétidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en
tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion de control de tampén de Silwet
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampén de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8)
mediante pulverizador Milli

2. 48 o 72 horas después, se pulveriza glifosato ("Wmax 2X" o 1682 g de equivalente de|
acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un
pulverizador normal (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre)

3 (2-etapas manual)

1. Pulverizar Silwet al 1% como 12 etapa mediante un pulverizador normal o un
pulverizador Milli;

2. Aplicar mezcla de polinucledtidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en
tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion de control de tampdn de Silwet
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampén de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8)
mediante pipeteado manual

3. 48 o 72 horas después, se pulveriza glifosato ("Wmax 2X" o 1682 g de equivalente de
acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un
pulverizador normal (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre)

4 (2-etapa
pulverizador)

1. Pulverizar Silwet al 1% como 12 etapa mediante un pulverizador normal o un
pulverizador Milli;

2. Pulverizar mezcla de polinucleétidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en
tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o soluciéon de control de tampén de Silwet
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampén de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8)
mediante pulverizador Milli

3. 48 o 72 horas después, se pulveriza glifosato ("Wmax 2X" o 1682 g de equivalente de
acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un
pulverizador normal (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre)

5 (mezcla de tanque)

Pulverizar mezcla de polinucleétidos de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en|
tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 que contiene glifosato a 1682 g de
equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® (o
solucion de tampoén de control de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en tampdn de|
fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 que contiene glifosato a 1682 g de equivalente de
acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante

pulverizador Milli.

184)Se ensayaron combinaciones de polinucleétidos como se indica en la tabla 13.

Tabla 13
Polinucleétidos | SEQID | Protocolo |Cantidad aplicada de| Polinucleétido | Numero |Resultados™*
aplicados en NO. cada polinucleétido | total aplicado |de copias
combinacion (g/acre) (g/acre) de
EPSPS*
IDT [1] 83,84, 1 0,29 0,87 112 75% eliminadas
(27 DAT)
IDT [3] 87,88 0,29
IDT [4] 89,90 0,29
IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,4 112 100% eliminadas
(27 DAT)
IDT [3] 87,88 0,29
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(continuacion)

Polinucleétidos | SEQID | Protocolo |Cantidad aplicada de| Polinucleétido | Numero |Resultados**
aplicados en NO. cada polinucleétido | total aplicado |de copias
combinacion (g/acre) (g/acre) de
EPSPS*

IDT [4] 89,90 0,29

[TIF] 73,74 0,50

IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,37 112 11,2% con
retraso en el

IDT [3] 87,88 0,29 crecimiento (27
DAT)

IDT [4] 89,90 0,29

[ddATPasa] 113.114 0,50

IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,87 112 100% eliminadas
(27 DAT)

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

[TIF] 73,74 0,50

[ddATPasa] 114.114 0,50

IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,2 112, 36 0% control (11
DAT); 0% control

IDT [2] 85,86 0,29 (31 DAT)

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

IDT [1] 83,84, 1 1,4 5,8 112, 36 0% control (11
DAT); 15% con

IDT [2] 85,86 1.4 retraso en el
crecimiento (31

IDT [3] 87,88 1,4 DAT)

IDT [4] 89,90 1,4

IDT [1] 83,84, 1 2,9 12 112, 36 0% control (11
DAT); 35% con

IDT [2] 85,86 2,9 retraso en el
crecimiento (31

IDT [3] 87,88 2,9 DAT)

IDT [4] 89,90 2,9

IDT [1] 83,84, 1 5,8 23 112, 36 51% con retraso
en el crecimiento

IDT [2] 85,86 5,8 (11 DAT); 100%
con retraso en el

IDT [3] 87,88 5,8 crecimiento (31

IDT [4] 89,90 5,8 DAT)

IDT [1] 83,84, 2 0,29 1,2 33, 54 9% con retraso
en el crecimiento

IDT [2] 85,86 0,29 (6 DAT)

IDT [3] 87,88 0,29
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(continuacion)

Polinucleétidos | SEQID | Protocolo |Cantidad aplicada de| Polinucleétido | Numero |Resultados**
aplicados en NO. cada polinucleétido | total aplicado |de copias
combinacion (g/acre) (g/acre) de
EPSPS*

IDT [4] 89,90 0,29

IDT [1] 83,84, 2 5,8 23 33, 54 100% eliminadas
(6 DAT)

IDT [2] 85,86 5,8

IDT [3] 87,88 5,8

IDT [4] 89,90 5,8

IDT [1] 83,84, 2 0,29 0,87 33, 54 20% con retraso
en el crecimiento

IDT [3] 87,88 0,29 (6 DAT)

IDT [4] 89,90 0,29

IDT [1] 83,84, 2 5,8 17 33, 54 100% eliminadas
(6 DAT)

IDT [3] 87,88 5,8

IDT [4] 89,90 5,8

IDT [5] 91,92 1 0,29 0,29 34, 36, 54 |14,1% con
retraso en el
crecimiento (22
DAT)

IDT [5] 91,92 1 2,9 2,9 34, 36, 54 |100% muertas
(22 DAT)

IDT [1] 83,84, 1 2,9 12 34, 36, 54 |100% eliminadas
(22 DAT)

IDT [2] 85,86 2,9

IDT [3] 87,88 2,9

IDT [4] 89,90 2,9

IDT [1] 83,84, 1 2,9 14 34, 36, 54 |100% eliminadas
(22 DAT)

IDT [2] 85,86 2,9

IDT [3] 87,88 2,9

IDT [4] 89,90 2,9

IDT [5] 91,92 2,9

IDT [1] 83,84, 1 2,9 8,7 34, 36, 54 |100% eliminadas
(22 DAT)

IDT [3] 87,88 2,9

IDT [4] 89,90 2,9

IDT [1] 83,84, 1 2,9 12 34, 36, 54 |100% eliminadas
(22 DAT)

IDT [3] 87,88 2,9

IDT [4] 89,90 2,9

IDT [5] 91,92 2,9
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(continuacion)

Polinucleétidos | SEQID | Protocolo |Cantidad aplicada de| Polinucleétido | Numero |Resultados**
aplicados en NO. cada polinucleétido | total aplicado |de copias
combinacion (g/acre) (g/acre) de
EPSPS*
IDT [5] 91,92 0,29 0,29 33, 54, 55 {71% con retraso
1 en el crecimiento

(18 DAT)

IDT [5] 91,92 1 2,9 2,9 33, 54, 55 |100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,4 33, 54, 55 |100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [2] 85,86 0,29

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

IDT [5] 91,92 0,29

IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,2 33, 54, 55 |100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [2] 85,86 0,29

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

IDT HP [1] 109 3 0,29 1,2 16, 33 100% eliminadas
(18 DAT)

IDT HP [2] 110 0,29

IDT HP [3] 111 0,29

IDT HP [4] 112 0,29

IDT [1] 83,84, 3 0,29 1,2 16, 33 100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [2] 85,86 0,29

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

IDT [1] 83,84, 3 0,29 0,87 16, 36 100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

IDT [1] 83,84, 3 5,8 17 16, 36 100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [3] 87,88 5,8

IDT [4] 89,90 5,8

IDT [1] 83,84, 3 29 87 16, 36 100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [3] 87,88 29

IDT [4] 89,90 29

IDT [1] 83,84, 3 0,29 1,1 16, 36 100% eliminadas
(18 DAT)

IDT [2] 85,86 0,29
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(continuacion)

Polinucleétidos | SEQID | Protocolo |Cantidad aplicada de| Polinucleétido | Numero |Resultados**
aplicados en NO. cada polinucleétido | total aplicado |de copias
combinacion (g/acre) (g/acre) de
EPSPS*

IDT [3] 87,88 0,29

IDT [4] 89,90 0,29

3'-OH [1] 101.102 3 No aplicable 22-26 microlitros |16 100% eliminadas
(10 DAT)

3'-OH [2] 103.104 (en volumen)

3'-OH [3] 105.106

3'-OH [4] 107.108

IDT Romo [1] 93,94 3 0,29 1,1 16 75% eliminadas
(10 DAT)

IDT Romo [2] 95,96 0,29

IDT Romo [3] 97,98 0,29

IDT Romo [4] 99.100 0,29

IDT Romo [1] 93,94 3 5,8 23 16 100% eliminadas
(10 DAT)

IDT Romo [2] 95,96 5,8

IDT Romo [3] 97,98 5,8

IDT Romo [4] 99.100 5,8

IDT [1] 83,84, 3 29 87 16 34% con retraso
en el crecimiento

IDT [2] 85,86 29 (14 DAT)

IDT [3] 87,88 29

IDT [2] 85,86 3 29 87 16 48% con retraso
en el crecimiento

IDT [3] 87,88 29 (14 DAT)

IDT [4] 89,90 29

IDT [1] 83,84, 3 29 87 16 25% con retraso
en el crecimiento

IDT [2] 85,86 29 (14 DAT)

IDT [4] 89,90 29

IDT [1] 83,84, 3 29 58 16 44% con retraso
en el crecimiento

IDT [4] 89,90 29 (14 DAT)

IDT [3] 87,88 3 29 58 16 41% con retraso
en el crecimiento

IDT [4] 89,90 29 (14 DAT)

IDT [2] 85,86 3 29 58 16 40% con retraso
en el crecimiento

IDT [4] 89,90 29 (14 DAT)

IDT [1] 83,84 3 29 29 51% con retraso

16 en el crecimiento

(13 DAT)
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(continuacion)

Polinucleétidos | SEQID | Protocolo |Cantidad aplicada de| Polinucleétido | Numero |Resultados**
aplicados en NO. cada polinucleétido | total aplicado |de copias
combinacion (g/acre) (g/acre) de
EPSPS*
IDT [2] 85,86 3 29 29 16 0% control (13
DAT)
IDT [3] 87,88 3 29 29 51% con retraso
16 en el crecimiento
(13 DAT)
IDT [4] 89,90 3 29 29 51% con retraso
16 en el crecimiento
(13 DAT)
IDT [1] 83,84, 3 29 116 16 75% eliminadas
(13 DAT)
IDT [2] 85,86 29
IDT [3] 87,88 29
IDT [4] 89,90 29

*en los casos donde se lista mas de un nimero de copias, las plantas tratadas tuvieron una mezcla de nimero de

copias

**DAT = dias después del tratamiento; "0% control" significa que no se observo diferencia entre plantas tratadas y de|
control; el % de retraso en el crecimiento se calcula como [100 - (altura media de las plantas de ensayo/altura media
de las plantas de control)*100]

185)Las secuencias de polinucledtido de ARN 25-mero bicatenario para la supresion del gen TIF en Amaranthus

palmeri se listan en la tabla 14.

Tabla 14
Nombre Secuencia SEQID NO:
TIF_dsRNA1 antisentido: 5-UUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAU-3' 115
sentido: 5-AUUCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAA-3' 116
TIF_dsRNA2 antisentido: 5-UAUCUGCUUGUAAGUUCGCCGUUUC-3' 17
sentido: 5-GAAACGGCGAACUUACAAGCAGAUA-3' 118
TIF_dsRNA3 antisentido: 5-GGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGC-3' 119
sentido: 5-GCACAAAUGUAAAUAAACCGUCUCC-3' 120
TIF_dsRNA4 antisentido: 5-UAUUUACAGGUUUACCAUUGGUUGA-3' 121
sentido: 5-UCAACCAAUGGUAAACCUGUAAAUA-3' 122

186)Los polinucledtidos de ARNbc 25-meros de TIF se ensayaron en almizcle resistente al glifosato tanto con alto
numero de copias (112) como con bajo nimero de copias (16) de EPSPS.
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187)Las plantas con alto nimero de copias se trataron con una mezcla de 4 ARNbc de EPSPS cortos (ARNbc corto-
1, ARNbc corto-3, ARNbc corto-4, tal como se describe en el ejemplo 1 e IDT [5] (SEQ ID NO: 91-92 como se
describe en la tabla 11) a 11,5 gramos/acre y un ARNbc individual de TIF a 5,8 gramos/acre o con cada ARNbc 25-
mero de TIF individual a 5,8 gramos/acre; las soluciones de polinucledtido se formularon en tampén de fosfato de
sodio 10 milimolar (pH 6,8) que contenia sulfato de amonio al 2% y Silwet L-77 al 1%. Treinta minutos después del
tratamiento con polinucledtido, las plantas se rociaron con glifosato (1682 g de equivalente de acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) o no.

188)Las plantas con bajo numero de copias se trataron con una mezcla de 4 ARNbc de EPSPS cortos (ARNbc
corto-1, ARNbc corto-3, ARNbc corto-4, tal como se describe en el ejemplo 1 e IDT [5] (SEQ ID NO: 91-92 como se
describe en la tabla 11) a 0,23 gramos/acre y un ARNbc individual de TIF a 5,8 gramos/acre o con cada ARNbc 25-
mero de TIF individual a 5,8 gramos/acre; las soluciones de polinucleétido se formularon en tampén de fosfato de
sodio 10 milimolar (pH 6,8) que contenia sulfato de amonio al 2% y Silwet L-77 al 1%. Treinta minutos después del
tratamiento con polinucleoétido, las plantas se rociaron con glifosato (1682 g de equivalente de acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) o no.

189)Los resultados se ilustran en las figuras 31 y 32 y demuestran que los polinucleétidos de TIF potencian la
actividad de los polinucledtidos de EPSPS y que los polinucleétidos de TIF tienen actividad herbicida por si mismos.

Ejemplo 27

190)Los aspectos de la invencion incluyen composiciones de polinucleétidos y procedimientos de uso para potenciar
la actividad de un herbicida no polinucleotidico en una planta. Por ejemplo, se aplica una composicion de
polinucleétido disefiada para regular un gen diana herbicida o un gen de desactivacién de herbicida o un gen de
respuesta al estrés o una combinacion de dicho genes diana, a una mala hierba o a una planta voluntaria, de
manera concurrente con o seguida o precedida de la aplicacion de un herbicida no polinucleotidico (tipicamente un
herbicida quimico convencional), dando como resultado la potenciaciéon de la actividad del herbicida no
polinucleotidico. La combinacién de una composicion de polinucleétido con un herbicida no polinucleotidico (por
ejemplo, un herbicida quimico convencional) proporciona un efecto sinérgico, es decir, El efecto herbicida de la
combinacion es mayor que la suma del efecto herbicida de la composicidn de polinucleétido y el efecto herbicida del
herbicida no polinucleotidico.

191)Los ejemplos de herbicidas quimicos convencionales y sus genes diana del herbicida se proporcionan en la
tabla 15.

Tabla 15

Ejemplos de herbicida Gen diana (gen diana del herbicida)
glifosato 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)
Lactofen, flumioxazina, etc protoporfirinégeno oxidasa (PPO)
Mesotriona, isoxaflutol 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenasa (HPPD)
Quizalofop, cletodim acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa)
Norflurazona, clomazona fitoeno desaturasa (PDS)
glufosinato glutamina sintasa (GS)
Rimsulfuron, clorsulfuron acetolactato sintasa (ALS)
/Atrazina, diuron, bromoxinil, metribuzin proteina D1 del fotosistema Il (PSII)
Dinitroanilina, pendimetalina tubulina
Diclobenil, isoxaben celulosa sintasa

192)Los ejemplos de herbicidas quimicos convencionales y sus genes de desactivacion del herbicida se
proporcionan en la tabla 16.
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Tabla 16

Ejemplos de

herbicida Gen diana (gen de desactivacion del herbicida)

Acetoclor, metolaclor |glutation-s-transferasa (GST)

Monooxigenasa, incluyendo citocromos P450 (véase, por ejemplo, un citocromo P450 para
Muchos, incluyendo |conferir resistencia a inhibidores de HPPD, benzotiadiazinonas, sulfonilureas y otras clases de|

herbicidas SU herbicidas, descritos en la Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos
2009/0011936)

Tiazopir esterasas (por ejemplo, esterasas implicadas en la apoptosis o la senescencia)

2,4-D, metribuzin, glucosil transferasas; malonil transferasas

Glifosato, paraquat  |Genes de compartimentalizacion y secuestro celular (por ejemplo, transportadores ABC)

Ejemplo 28

193)Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulacién sistémica de un gen diana endégeno en una
planta en crecimiento que incluye recubrir por via tépica sobre las hojas de la planta en crecimiento polinucleétidos
que tienen una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a, una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen diana endégeno o en el ARN mensajero transcrito a partir del gen diana enddgeno,
mediante el cual los polinucledtidos permean el interior de la planta en crecimiento e inducen la regulacién sistémica
del gen diana enddgeno.

194)Se disefiaron polnuclestidos de ARN bicatenario o de ADNss antisentido para los genes diana del herbicida 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), fitoeno desaturasa (PDS), protoporfirina IX oxigenasa (PPO),
fenilalanina amoniaco liasa (PAL), hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa),
acetolactato sintasa (ALS) y glutamina sintasa (GS). Para cada gen diana del herbicida, se aplicé una soluciéon que
contiene una mezcla de 8 polinucleétidos de ADNss antisentido en sulfato de amonio al 2% en tampon de fosfato de
sodio 10 milimolar, pH 6,8, a una tasa de 2,32 g/acre después de la aplicaciéon de pulverizacion de Silwet L-77 al
0,5% (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre). Los polinucleétidos ensayados y las observaciones de fenotipo
resultantes se listan en la tabla 17.

Tabla 17
Gen Nombre Tamafio| Secuencia SEQID Fenotipo
(nt) NO:
EPSPS (Véanse las secuencias proporcionadas en los El ARNbc topico
ejemplos de trabajo 1, 9, 13, 14, 21, 26) seguido de
glifosato elimino
al almizcle
resistente al
glifosato (hasta
60 copias de
EPSPS) en 7-10
dias
PDS PDS sentido 185 | GACGGAAACCCUCCAGAGAGGCUGU 123 |EI ARNbc tSpico

GCAUGCCUAUUGUUAAACACAUCGA provocd

GUCACUAGGUGGUGAAGUUAAACUU blanqueamiento

AACUCUCGUAUACAAAAGAUUCAGU y un fenotipo de

UGGACCAGAGUGGAAGCGUGAAGAG retraso en el

UUUUUUGCUAAAUAACGGGAGGGAA crecimiento y es

AUACGAGGAGAUGCCUAUGUUUUUG sistemico.

CCACCCCAGU
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(continuacion)

Gen Nombre Tamafio| Secuencia SEQ ID[Fenotipo
(nt) NO:
PDS antisentido 185 | ACUGGGGUGGCAAAAACATTAGGCAU 124
CLCCLUCGUALLUCCCOUCCCGUuALILIL
AGCAAAAAACTICUUCACGCUTICCAC
UCUGG UCCAACUGAAUCUUUUGUAL
ACGAGAGUUAAGUUUAACUUCACCA
CCUAGUGACUCGAUGUGUUAACAA
TAGGCAUGC ACAGCCUCTUCUGGAGG
GLLICCGUC
PPO PPO_OLIGO1 21 GTGATATTACCTCCAACACGAT 125 |Los ADN
antisentido
tépicos causaron
PPO_OLIGO2 21 ATAGTAAGCACAGGATCGGAG 126 retraso en el
PPO_OLIGO3 21 | CTTTCAATCCACTGTCAAGCG 127 [ronaone el
PPO_OLIGO4 21 ATCAAGCGTTCGAAGACCTCAT 128
PPO_OLIGO5 21 CAGCAATGGCGGTAGGTAACA 129
PPO_OLIGO6 21 GCAATTGCCCGAATCCTTTTA 130
PPO_OLIGO7 21 TAGCTCAATATCAAGGTCCTA 131
PPO_OLIGOS8 21 TCATAAGCACCCTCTATACAC 132
PAL PAL_OLIGO1 21 TTCTTAACCTCGTCGAGATG 133 |Los ADN
alnt?sentido
PAL_OLIGO2 21 ATACCCGAGTATCCTTGCAAA 134 [topicos causaron
retrgsq en el
PAL_OLIGO3 21 | TAGGGCCCACGGCCTTGGAGT 135 [onoone el
PAL_OLIGO4 21 AGCGGATATAACCTCAGCTAG 136
PAL_OLIGO5 21 CTTCGTGOCCCAACGAATGAC 137
PAL_OLIGO6 21 CAAGCTCGGGTCCCTGCTTGE 138
PAL_OLIGO7 21 GGAAGGTAGATGACATGAGTT 139
PAL_OLIGO8 21 GATGGCATAGTTACCACTGTC 140
HPPD HPPD_OLIGO1 21 TCCGTAGCTTACATACCGAAG 141 |Los ADN
antisentido
tépicos causaron
HPPD_OLIGO2 21 TCCAAGTGAATAGGAGAAACA 142 retraso on el
HPPD_OLIGO3 | 21 | AGCAGCTTCTGCGTCTTGTAC 143 o oo e
HPPD_OLIGO4 21 ACAGCACGCACGCCAAGACCG 144
HPPD_OLIGO5 21 CGATGTAAGGAATTTIGGTAAA 145
HPPD_OLIGO6 21 COAGGGGATTGCAGCAGAAGA 146
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(continuacion)

Gen Nombre Tamano) Secuencia SEQ ID|Fenotipo
(nt) NO:
HPPD_OLIGO7 21 | GTAGGAGAATACGGTGAAGTA 147
HPPD_OLIGOS8 21 GACCCCAAGAAAATCGTCTGC 148
ACCasa  |ACCA_OLIGO1 20 | GTCTTACAAGGGTTCTCAA 149 ;g;sﬁéatl;ldo
ACCA_OLIGO2 | 21 | ATCTATGTTCACCTCCCTGTG 150 [(9picos causaron
ACCA_OLIGO3 | 21 | ATAAACCATTAGCTTTCCCGG 151 Lo oo 2
ACCA_OLIGO4 21 | TTITATTGGAACAAGCGGAGTT 152
ACCA_OLIGO5 21 TATAGCACCACTTCCCGATAG 153
ACCA_OLIGO6 21 | GCACCACGAGGATCACAAGAA 154
ACCA_OLIGO7 21 CCACCCGAGAAACCTCTCCAA 155
ACCA-OLIGO8 21 | CAGTCTTGACGAGTGATTCCT 156
ALS ALS-OLIGO1 22 | GTTCTTCAGGGCTAAATCGGGA 157 ggnfggg:\rjg
ALS-OLIGO2 22 | GTTCAAGAGCTTCAACGAGAAC 158
ALS-OLIGO3 22 | ATACAAACTCCAACGCGTCCAG 159
ALS-OLIGO4 22 | CTCTTGGAAAGCATCAGTACCA 160
ALS-OLIGO5 22 | CTAGAAAGATACCCACCCAATT 161
ALS-OLIGO6 22 | ACTAGAATTCAAACACCCACCC 162
ALS-OLIGO7 22 | TTTCTGCTCATTCAACTCCTCC 163
ALS-OLIGO8 22 TATGTATGTGCCCGGTTAGCTT 164
GS GS_OLIGO1 21 | TCATATCCAAGCCAGATCCTC 165 [Sin fenotipo
(glutamina significativo
sintasa) GS_OLIGO2 21 TGCATCACACATCACCAAGAT 166
GS_OLIGO3 21 | GTACTCCTGTTCAATGCCATA 167
GS_OLIGO4 21 ATTGATACCAGCATAGAGACA 168
GS_OLIGO5 21 | AGCAATTCTCTCTAGAATGTA 169
GS_OLIGO6 21 | CATCATTCCTCATCGACTTAG 170
GS_OLIGO7 21 CTCTCGTTGCCCTCTCCATAA 17
GS_OLIGOS8 21 CAACGCCCCAGGAGAAAGTTC 172

195)Se investigd la actividad herbicida de los polinucledtidos de ADNss que se dirigen a las enzimas 4-
hidroxifenilpiruvato (HPPD) y protoporfirindgeno oxidasa (PPO) y un factor de iniciacion de la transcripcion (TIF) y su
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efecto en la actividad herbicida cuando se usan en combinacién con los herbicidas mesotriona, formesafen y
atrazina en el almizcle. Los polinucledtidos usados en este experimento fueron 8 oligonucledtidos de ADNss
antisentido de HPPD (SEQ ID NO: 141-148), 8 oligonucledtidos antisentido de PPO (SEQ ID NO: 125-132) y 8
oligonucledtidos de ADNss antisentido de TIF (SEQ ID NO: 75-82, véase el ejemplo 26).

196)Se cultivaron plantas de almizcle (Amaranthus palmeri) sensibles al glifosato en macetas de 25,8 centimetros
cuadrados (4 pulgadas cuadradas) con mezcla para siembra Sun Gro® Redi-Earth que contenia 3,5 kg/metro cubico
de fertilizante Osmocote® 14-14-14 en un invernadero con un fotoperiodo de 14 h y una temperatura diurna de 30
grados centigrados y una temperatura nocturna de 20 grados centigrados. Las plantas se regaron por la parte
inferior segun fuese necesario.

197)Las plantas de 10 a 15 cm de altura se pretrataron manualmente con 40 microlitros (se trataron 4 hojas
completamente maduras con 10 microlitros de solucion por hoja en cada planta) de una solucién de tampon-
tensioactivo (como control, Silwet L-77 al 0,5% y sulfato de amonio al 2%) o una mezcla de tampodn-tensioactivo-
ADNSsss de los oligonucleétidos antisentido que se dirigen a HPPD, PPO o TIF. Algunas plantas se dejaron sin tratar y
se usaron como controles. Veinticuatro horas después, las plantas no tratadas, las plantas tratadas con tampén-
tensioactivo y las plantas tratadas con tampodn-tensioactivo-ADNss se trataron usando un pulverizador de campo
equipado con una boquilla 9501E y calibrada para suministrar 93 litros de solucién por hectarea con un inhibidor de
HPPD, mesotriona (479,3 g de principio activo por litro, 4 libras de principio activo por galén) o con un inhibidor de
PPO, fomesafen (239,6 g de principio activo por litro, 2 libras de principio activo por galén) o con un inhibidor del
fotosistema I, atrazina (principio activo al 90%) tal como se indica en la tabla 18. Se afiadié concentrado de aceite
de cultivo (COC) al 1% a todos los tratamientos herbicidas. Se usé una tasa baja de cada herbicida (mesotriona: 13
g por acre, equivalente a 1/8X de la tasa de campo recomendada; fomesafen: 16 g por acre, equivalente a 1/22X de
la tasa de campo recomendada; y atrazina: 170 g por acre, equivalente a 1/8X de la tasa de campo recomendada)
para poder detectar cualquier mejora de la actividad herbicida por la mezcla de oligonucleétidos.

Tabla 18
Numero de Tasa (gramos por hectarea de principio
tratamiento Pretratamiento Principio activo activo)
0 Tampon-tensioactivo --
1 Sin tratar Mesotriona 13
2 Tampon-tensioactivo Mesotriona 13
Tampon-tensioactivo-ADNss-
3 HPPD
Tampon-tensioactivo-ADNss-
4 HPPD Mesotriona 13
5 Sin tratar Fomesafen 16
6 Tampon-tensioactivo Fomesafen 16
Tampon-tensioactivo-ADNss-
7 PPO
Tampon-tensioactivo-ADNss-
8 PPO Fomesafen 16
9 Sin tratar Atrazina 170
Tampon-tensioactivo-ADNss-
10 TIF
Tampon-tensioactivo-ADNss-
11 TIF Atrazina 170

198)La altura de las plantas se determin6 a los cuatro dias después del tratamiento con herbicida. Los datos se
recogieron de un experimento con cuatro replicados por tratamiento. Los resultados (expresados como altura de las
plantas de almizcle afectadas por las combinaciones de tratamiento de solucion de tampdn-tensioactivo, ADNss y
herbicida) se presentan en la tabla 19 y la figura 33. Las plantas tratadas con oligonucleétidos de ADNss antisentido
de HPPD, oligonucleétidos de ADNss antisentido de PPO y oligonuclettidos de ADNss antisentido de TIF mostraron
retraso en el crecimiento, midiendo 125, 153 y 115 mm, respectivamente, mientras que las plantas tratadas con
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tampon-tensioactivo (control) midieron 185 mm (figura 33). El tratamiento con oligonucledtidos de ADNss antisentido
de HPPD, oligonucleétidos de ADNss antisentido de PPO y oligonucleétidos de ADNss antisentido de TIF causaron
respectivamente un 32%, 18% y 38% de reduccion del crecimiento en relacion con el control de tampdn-tensioactivo.

199)No se observaron diferencias importantes en la altura de las plantas entre las plantas tratadas con tampoén-
tensioactivo seguido de herbicida y las plantas tratadas solo con herbicida. Las plantas tratadas con oligonucleétidos
de ADNSss antisentido de HPPD seguidos de mesotriona mostraron la mayor reduccion en la altura de las plantas,
midiendo 100 mm, una reduccion del 46% en comparacion con las plantas tratadas con tampoén-tensioactivo. Las
plantas tratadas con oligonucleétidos de ADNss antisentido de PPO seguido de fomesafen midieron 126 mm, una
reduccion del 32% en comparacion con las plantas tratadas con tampodn-tensioactivo. Las plantas tratadas con
oligonucleétidos de ADNss antisentido de TIF seguido de antrazina midieron 121 mm, una reduccion del 34% en
comparacion con las plantas tratadas con tampoén-tensioactivo.

Tabla 19
Numero de Principio Tasa (gramos por hectarea de Alturas de Error
tratamiento | Pretratamiento activo principio activo) plantas (mm) | estandar
0 Tampodn -- -- 185 15
1 Sin tratar Mesotriona 13 180 18
2 Tampoén Mesotriona 13 179 18
3 ADNss-HPPD 125 19
4 ADNss-HPPD | Mesotriona 13 100 7
5 Sin tratar Fomesafen 23 158 12
6 Tampodn Fomesafen 23 139 10
7 ADNss-PPO 153 20
8 ADNSss-PPO Fomesafen 23 126 6
9 Sin tratar Atrazina 170 146 19
10 ADNss-TIF 115 17
11 ADNss-TIF Atrazina 170 121 16
Ejemplo 29

200)Este ejemplo ilustra secuencias ensayadas de polinucleétidos de ARN bicatenario disefiadas para diferentes
genes esenciales para determinar el efecto de la secuencia ensayada en el fenotipo observable. Para cada gen
esencial, se aplicd una solucién del polinucleétido de ARNbc en sulfato de amonio al 2% en tampon de fosfato de
sodio 10 milimolar, pH 6,8, a almizcle a una tasa de 240 picomoles por planta seguido de la aplicacion de
pulverizacién de Silwet L-77 al 0,5% (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre). Los polinucleétidos ensayados y las
observaciones de fenotipo resultantes se listan en la tabla 20.
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Ejemplo 30

201)Este ejemplo ilustra polinucledtidos que estan disefiados para dirigirse a una regidon de baja homologia de
secuencia particular y son utiles, por ejemplo, para seleccionar un alelo especifico de un gen diana o un gen de una
especie especifica. Los polinucleétidos disefiados para dirigirse a secuencia no codificante son utiles para regular
ARN no codificantes que estan implicados en la regulacién génica, por ejemplo, la regulacion de ARN no
codificantes que se procesan en ARNpi en una via regulada por ARNi. La figura 34 ilustra un alineamiento del
promotor del locus 1 de PDS de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO: 319) y del promotor del locus 2 de PDS (SEQ
ID NO: 320); en el caso del locus 1, que contiene multiples sitios de inicio de la transcripcion, la secuencia promotora
usada en este alineamiento es aquella con el sitio de inicio de la transcripcion mas proximo al extremo 5'. Se
observo que los genes PDS1 y PDS2 de Nicotiana benthamiana tenian baja homologia de secuencia en la region
promotora pero alta homologia de secuencia en la region codificante.

202)Los polinucledtidos disefiados para dirigirse a diferentes partes de los promotores de PDS1 y PDS2 se listan en
la tabla 21.

Tabla 21
Mezcla| Polinucleétido diana del Secuencia SEQID posicion/dir
promotor
NO.

2 HL419 motivo  dianal TCCCATCTCCCACATGGGTTACTG 189 590-567
de promotor 1
de PDS

2 HL420 motivo  diana CAGTAACCCATGTGGGAGATGGGA 190 567-590
de promotor 1
de PDS

2 HL421 motivo  dianal GGCTGATGAAATTCAAGTGCTA 191 557-536
de promotor 1
de PDS

2 HL422 motivo  dianal AAACTGAGCTTGGAAATAATC 192 517-497
de promotor 1
de PDS

2 HL423 motivo  dianal GAACCCAAAATTGTCACTTTTT 193 448-427
de promotor 1
de PDS

3 HL424 motivo  dianal ATGCACTTGTTTATACTCTTGTCA 194 403-438
de promotor 1
de PDS

3 HL425 motivo  dianal ATTTATTAGTGTTCTAAAGAA 195 357-337
de promotor 1
de PDS

3 HL426 motivo  diana TGTAGTAGCTTATAAGATTAGCTT 196 287-264
de promotor 1
de PDS

3 HL427 motivo  dianal GTTGTCCCTTTTATGGGTCTTT 197 240-183
de promotor 1
de PDS

3 HL428 motivo  dianal CCCGTGCAATTTCTGGGAAGC 198 86-66
de promotor 1
de PDS
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diana del
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Secuencia

SEQID

posicion/dir

5 HL429

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

ATTAGTTTTTTATACACGAAAGAT

199

1313-1336

5 HL430

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

ATCTTTCGTGTATAAAAAACTAAT

200

1336-1313

5 HL431

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

TTGGTGGTTTGGCCACTTCCGT

201

1291-1270

5 HL432

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

TTTGTTTGCTATTTAGCTGGA

202

1256-1236

5 HL433

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

CAATTTGCAGCAACTCGCACTGGA

203

1205-1182

6 HL434

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

TCCCACCATTGGCTATTCCGAC

204

1156-1135

6 HL435

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

CTGTCTCTCTTTTTAATTTCT

205

1105-1085

6 HL436

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

CCACTTTGCACACATCTCCCACTT

206

1056-1033

6 HL437

motivo  diana
de promotor 2
de PDS

GAGGATCCACGTATAGTAGTAG

207

1016-995

6 HL438

motivo  diana|
de promotor 2
de PDS

TTTAAATAAAGAAATTATTTA

208

889-869

HL439

Promotor 1 de
PDS

TAATACGACTCACTATAGGGCTTGAGTT
TATAACGAAGCT

209

HL440

Promotor 1 de
PDS

TAATACGACTCACTATAGGGUTTUTAAT
TTTCAAGGACG

210

HL441

Promotor 1 de
PDS

AGCTTCTAATTTITCAAGGACGATA

211

Antisentido

HL442

Promotor 1 de
PDS

GTCATGTGACTCCACTTTGATTTTG

212

Antisentido

HL443

Promotor 1 de
PDS

CTCAATTCCGATAAATTTAAGAAAT

213

Antisentido
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Mezcla| Polinucleétido diana del Secuencia posicion/dir
promotor SEQID
NO.
1 HL444 Promotor 1 de| CGAAGCTATTGGACCGACCTAATTTC 214 Sentido
PDS
1 HL445 Promotor 1 de| GGAATTGAGGGCTTCCCAGAAATTGC 215 Sentido
PDS
HL446 Promotor 1 de| ATGACTTTTTGATTGGTGAAACTAA Sentido
1 216
PDS
4 HL447 Promotor 2 de| TAATACGACTCACTATAGGTGGAACTCC 217 Sentido
PDS AACACACAAAAAANTTIC
4 HL448 Promotor 2 de| TAATACGACTCACTATAGGTTGAAAAAT 218 Antisentido
PDS AATCATAATTTTA
4 HL449 Promotor 2 de| GCATAATATATTGATCCGGTAT 219 Antisentido
PDS
4 HL450 Promotor 2 de| CTGAAAGTTCATACATAGGTACTC 220 Antisentido
PDS
4 HL451 Promotor 2 de| GGTACTCCAATTTTCAGTATAT 221 Antisentido
PDS
4 HL452 Promotor 2 de| CTGAAAATTGGAGTACCTATGTAT 229 Sentido
PDS
4 HL453 Promotor 2 de| ATGTATGAACTTTCAGAATATTATACC 223 Sentido
PDS
4 HL454 Promotor 2 de| TACCGGATCAATATATTATGCT 224 Sentido
PDS

203)Se ensayaron seis combinaciones de polinucledtidos diferentes (1 nanomol/planta de cada polinucleétido
aplicado) segun se listan en la tabla 21 e ilustrados en la figura 35 en plantas de Nicotiana benthamiana de 4
semanas de edad usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 12. Se prepararon soluciones de
polinucleodtidos en Silwet L-77 al 0,01% (v/v) y sulfato de amonio al 2% (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.
Se sumergieron dos hojas completamente expandidas en solucién de Silwet L-77 al 0,1 % recientemente preparado
con ddH20 durante unos pocos segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron
20 microlitros de solucién de polinucleétidos a cada una de las dos hojas pretratadas. Las plantas de control positivo
se trataron de manera similar con un oligonucleétido de ADN que se dirigia a un segmento conservado de la regién
codificante de PDS1 y PDS2; las plantas de control negativas se trataron de manera similar con un oligonucleétido
de ADN disefiado para silenciar la proteina fluorescente verde (GFP). Las seis combinaciones de polinucleétidos
disefiadas para dirigirse a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2 indujeron silenciamiento sistémico en las
plantas tratadas evidenciado por blanqueamiento. El tratamiento con polinucleétidos de ARNbc o ADNbc de
aproximadamente 200 pb y que se dirigian a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2 también indujeron
silenciamiento sistémico en las plantas tratadas, segun se evidencia por blanqueamiento.

204)Las siguientes secuencias gendmicas adicionales (incluyendo la secuencia promotora y la intrénica y exdnica
transcrita) listadas en la tabla 22 se identificaron para genes de Amaranthus palmeri para su uso en el disefio de
polinucleétidos para aplicacion tépica:
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Tabla 22

Nombre del
gen

Secuencia

SEQID NO.

ACCA1

TTCAAAATGAATTTAAAATTATATAAAAATCAATATGGACACAAGACCGGAT
ATCANTCCGACCCUGAANTAGTITOGACTTOAAATCAACCTTGA TGACCCGAATGA
ACACCICTAGTIATCACIAACAAGGG TCAGATICCG TACATCAAACCCCICA
AANTCCTGCTTAGGTGGOAGC T IGTCAATGOUT TAGGGG TAACGGGAATGTGT
GTGCTATGTACATTGTGCATCTATTCTTATGCTTATTTATGTTGAGTTAGTTTT
TTTTTTGGATCAAATATAAAGAGC T TAACTI T TG TATTTICTIGATGTGG TG T

225

AGTGOTGATGAAGATCAGGCTGAGAGAATCTAAATTGGCCAAAATTCTGAG
AGAACAAGAAGTGAGTTCAGCCCTTCGTGCTGCTGGTGTTGGTGTGATTAGT
TGCATCATACAGAGAGATGAAGGGCGAACTCCOGATGAGGCATTCATTCTATT
GGTCAGCAGAAAAACAATATTATAGTGAGGAGCCTTTACTACGTCATITGGA
ACCCCCTCTATCTATGTATCTCGAGCTGGTACTAGTCTCTGAACCGATTGCCT
TTCTTCTGCTTTGTTATTTTGTGTGATATITCGACTTAAGTCTAATITACATCG
TTTTGTACATTTGTTATC

ACC3

TTTTGCTTTTTTACTATTATTTCCTTCTTTTCAAGGATTTGAGTTGTTTATTGCT
GACTGCTTCCTATGTATTACCCATATGTCTCTGTATAGGCATTACGGGAGCTG
TACCTACATCTAACTCCTATACAACGTGTGAATATTGCCCGGCATCCTAATCG
CCCCACTTTICTTGACCACGTATTCAGCATCACAGAAAAGGTTTCTGATTTAT
TATAATTTTTGTCATTTGTATTCACTCTTCAATAAAGTACATCCATTATCAAT
CTTTACGGAGGTTGTTCACACAACTICTTIGTTTCATTTTGCATAATTAGTTTGT
GOAACTACATGGAGATCGTGCTOGGTTATGATGACCCTGCTATAGTTACTGGC
CTTGGTACGATAGATGGTAGGCGTTATATGTTCATTGGTCATCAAAAGGGAA
GAAATACGAAGGAAAATATTGCACGGAATTTCGGGATGCCTACTCCTCATGG
OTAAATGCTTTACTATAATGTTTTACTTTAATTTAATTACCTATGTTATTTAGG
ATGAAAATGAATACTTTTCTTATTACTATTACTTAGGTTCCTAATGCACAAAA
ACCGTAATTATTAATGTACCCTAATGGAATTAACACATGGTAATTAAGCTCT
CCGCTTTGTGTAATTAATCCAATTTTTTAGAGAGTCAAATAGTTCAGGTTAAA
CTAGAGCTTTTCATACCCAAATAATAAAACCAAGGGTAAATTTCCAAAA

226

ACC4

ATGTGATCAATTAAAGAAAAAGTCTAATTATATGAGCCCGTCTCACAGTGAC
GGAGCTATCATAGAGCCCATGGGGTCACGTGCCCTTCGGGGTTITTTAGAAAA
AATTCAAAGTATACTTTTCTATTAATAAGAGTAAAAATGTAAAATTAATATT
AAACTCTTITGATAATAAATACTCTCTCACTITAGTAATTTTGTCTTATTTATT
TATTTTATCTCATGTGTITAATAAGGTCAGTTGACTTATTTTGTTCCATTTTCT
TTTATGGTATGCCGTATTTAAAATITTAGCAAGTAAAGATAAAATAGTIGTT
AATCTTACAAATAAAACTCTATCGAAATTTCATCCATTAGTTAATGTCCCCAA
AAAGTCCGAACTACAAATCGACCACTGTCATCACATGGTGAGATAGTCTCAT
ATAAAACGAGTTCAGTTATTAAAGGAAAATAGGAAACACGAAACAGTTAAT
TTAGGCGGGGCCTATGTATTATCCAAATGTGATACTCCAGTCCACATTACTC
AGTCCTTCCAATTGAACAGTTGGCTTAATCTACCAAGCGCGTGGCCATAAAT
GCCTCTAACACTTTITCAATCTCTCAGATAACTCTCACACCACTTATCATCACA
ATTCACAATTACTCTAATTCTTTTTATTCCTTITCCATGTCGCTAATTTTCTACT
GATTCAGGTTTTATTCTCAGCTTTTATCAATTTTATTTCATGCTTTTTATGTCA
ATTTCTTGTTTCGCATITTGTCTTCCACTIGCTGTCTGTTTTATTAATCAATTTT
GTATGATTGTTGGAATAATTGTATGTATTTITTCATGATTTTCCTCTTATGGAG
GTTCATAATGTATTGCTAGATTTGTTTACTTTCAC

227

ACC5

AATTTCAGCGGGAAAATTITAATATCATTAAATAGTCTITGCTTTAGTATATA
GAATAGTTAAAATTAATAGTCAAACTTATTGTAATAGCATGCACTAATCTAT
AATAATCTTATCCTGAAAGCTATAATAAAATTATAAAAAAATATATGTGAAA
AACTAATTTGAGCGGGAAAATTTTAACCAAGGGCTAACACGTATCATTAAAT
AGTCTTTACTTTAGTATATAGAATGATAATTAACGATCATAAAACAAAATTG
TCACTTTCAGTAGCAAACTTACAAAATGAGCAGAGTACCTCATATCATAAAA
TTGCTTCTTTCTCATTTGTTGTGTIGCTCTCATTITAGGAGTTCATCGTITATA
TCOTCGTCTTACCACTCAATCACTTTTAGATTTATTAGTAGCACTTCCTCAAT
CTACAGCAGCAATTTCTACAGTTCAACAACCTC

228
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(continuacion)
Nombre del Secuencia SEQID
gen NO.
ACC6 GOAAAANTTTACCTAGAA TAANTCCAA T T TATICGTOA T T T T TCTACAAATTICCA 229

ACTTCAAGGGGTAT T TGCCTAAAGTAA T TAAACTTGGATACCCCOATOACCT
GUTATAGTAGATAAT T TACCAGAAAAT TAAAAN TGAAANTTAAT T TAAAANTT
AGAGAAAAATTTTGAAATTTCATATAAAAAATTTTAAATAATAAAAAAAATA
TAAATTTT T TOAACAT I TAT I TTAA TCTATCUT T T T TGAAAAAATAAAACTT
AGTTATAGCAAGTGATCTGGTCACCGGGTTTACTCTAGGAAAATATCCCTCA
AAGTTGAGATTATTCATGGTIAATAAATAGGTOAGAT TAT TATAGAAAAATT
ACGAATAAATTGGATTATTGTTGGTAATTTTTTTTTCAAAACTATCCCTAGGA
AGGACCTTATIAGTGATTCTCCCTCTACT I TIGGAGGAGTA TAT TG TGGACTTC
CCATCTTCCTTAATTGTATTGTAACTTTTAACTATTGATTCTTTAAAAAAAAG
AACTIATAAAATIGTAGGGTTAATAAAATCTAAGA T T TATCTAATTTCACTT
TGATTATTCCGATTTTGTATTCACATTATTTTAAATGACATTCGTCAAATAAA
AAAAAATAGTTTCATIGCATTCCAATT TG T ITGACTAGGGGGA T TAAAGAAA
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GAATAGTATCAATAATCGTAATGTAGCAAGTAG TACAAAAGAAGTATATTTC
AATATGTCAAACTTTGATCTCGTTGTAACT TG TAAT T TG TACGATGOGGTGTG
AATGACATACTTCACCTTTTITCATTAT VT TATACTGGTAGTOGACATGGGATTA
TIATTGCGATAT I TGCAG TAATGAAAATTTTTITGGTTGTTGCOT T T TATAAAC
AAAAATTCTACCGANTTTTTTAT TAATTTAATTCAACACGTTGOGTGTTACCCA
TGATTTATAGHTCTGGUTOCGCUACTGUTAGUTAACAT TAAACAAT TTAACA
AACTCANTACACCAACCTAAAAATAAAATTTTT T TGGCCATAATTTTTAGAA
TTTTAGTT T T TAAACATTATATTTGGGAATT T T T TCC T T T A TATATATAAA
ATAAAAAAAANTCCAAAAAACGOOGACACATATTAATACATUACTTOAAAGCA
TCGATOUATATCGAAGAAAAACCAGATGOGG TGOCTUAATTATCTTTGTCTCCT
TCOGATATTATCGAATTCATTAACAACATTATATCAAAAACCAACCAAATTAC
CAACTTTCGAAACCAATATICGUCGTATTTTTCTCTATTCAACAATCOCUTACA
ATGGOGGCATIGUCAGOTTUTTCTTCTCCTGCAA TT TCGGAATCACCCACTTG
CAATTTTCTTCCOTATTCAAAAAATCACTACCACTCGCO T TTCTAAGG T TCATT
COGTTTTACTCCUAAGCCTAAATTTGGCCT T TCTCCAAGG T TTATT U TCTATC
TCTTTTTTAATTGG TTAATCAATTGOGATTGTTCAATTTTTCAGGGTTTAACGG
TATAATATTTGTGGGTTT T TTCGAGTACATTCTGGH T T TR TAGUA T TGOGATTT
GGUATTGCTTTTAATTTTTOAGATTGGGTTTT T IGGHT T T TATT TGGTTCTTGT
GATTCAAGGTTATTGATT TGO TGUATTAAACTGTAT T TATGGAATGATGITAA
TITAACTGTTACATTACATTGCOTTTATGGT T TTCATCATOCTGAT TAG TOATTA
CTOGTGTTTGAATCTCTTGUT TCTCTATGTACTATT TAATCTGA TACAACAAGT
ACAACUTAGAAAACAGG T TAAAGGOAAATCTATAAGUTTAGTAAANTTAACA

CTTOAAMNGAAGOTAATGACGGAGAGAGGGOGTOT T T T TGGAGAAGGOAGT T

CATATTATTGOTCAGITCTCTAGTGCAGCTTTACTTCACTTAGACACTOTTAA
GIAGAGGTCATAGETGTTCAGAATAGATCCAAAGACCUGATAT I TACCGGAC
TTTETAAACAACTTAACCCGACTTCAAAATOAAT T TAUCAATCA TATAAAAGC
AATATCGACTTAAACCGATTTTIOAACCGACCTTOACCOGTTOATOCOAATGA
ATGCCTOTACTCOT TAAGCATOGTCAACTGTAATATOAAATAGAATTATAATAT
AAACTAAGTTCATG TTTTCTTCAACTACAAATCAAATTTTATGACCCAAATA

ATGTGTGAATACCCOCCAGUAA TAGG T TGAN TGGOAT T TAG T TCAG T TGATTTTT

AGCAGACCACATUTGCCCTCATATTCCATIG T TCAGTTTAG T TG T TAG TAGCT
GTACATAATAGACTAATTAAGTTOGTCATTTTGATCCATGTTATGGTTGTOTGG
GATAAACGGATTGOAATTG TATAATAAAAGTTTGGGTTAGT TTATTTTGETCT
AGOAGGUGTTATGTCATATGTGCACTOTGT TGOUAACCCHACAATGCAAAAC
ATTTTCATACT TGO TACGT TG T TGO TG TTT TG TGO CC T TCGTAT T T TG TAACT

GTTGATGAATGTOTAAAAATATACTACATOATCATATOCTAGTAGETOTTCTT

CACCTAGTAAAGAAATTTTTCTAACACGAGAAGTTCAAAACATATICCCATT
ACCATTATCCAACATCAGTACCCGAGTOCAAGTAACATAGGGTGTCCCT T T A
TOGATAGTATAAGAATTGO TGCATOGAAAAACGOGTOGATTGTAGOCGAGGATAL
TAGGCOGGOAGAGGTACAGOAT T TGAAAATTTTGAATTGCTAAAATCGUTATCA
GOATCTTGTTTTTCTTACT T TGATGTTGOTTTTTTGAAAT T TGATCCAAATTOT
TAAATTATTOGAGACTAANTTCCTGTTGATCCTGTCG TOAACT T TG TAGAATCTT
TCAGGCCGCATTCTCACAGTOAAGGCOTCAA T TAAACAAGG TGAGTCTTITTT
TGTCTTAACTCTTATOCAGTTCATTATCTCTTCTACTGA TOAGAAAACCACTA
TITGOGCCTAATTUTAATTTCCTTCTACGTTGOTTTGGATOG T ICAANTUATOC
TCCATCACCTTCGUACGAAAAATCTGOGUTACCAGUCUAAGAAAAGAAGAA
COATOAGCUGTCTAGTGAATCTTCTCCTGCAGCATCAGTUTCTGAAGAACGA
GTCTCCOGAATTOTTOAGCCAAGTTGOCGGTCTTOTCAAGTATGTAACATICTT
TATTTTCATTCTTCOCACACACTCGCAATTTGOATAACGAGATGTOT T TAGAGA
COETOTGHGGOAACAAGOGGAGAAATOGAGTOTAGAGG T TGOTAGAGAGAACGAG
ATAAATACTAATATATATGAATATITOATAATCCACATTAAAAAAATACAAT
TGAATTTGUAT TATGGTOGAACTACCAAAGAATCGAATATTTTTTAATACTCCA
TGTTTTGTGUTCTAGACT TG TGGA T TC TAGAGACAT TG TAGAG I TGCAA T TAA
AACAACTOOACTOTGAGATATTCATCCOGUAAGCAGGAAGCTATTCUTCAACC
ACAAATTCCTAATCCTACACATGTCG T TGOAATGOCAACCACCACCACOTGOT
GTAGCETCTGCCCCAGOTCCCGTUTCTTCACCAGCCACTCCTCGTCOTGOGTT
ACCTGOCCCAGCGOC TGO TGOCACGTCAGU TAAGCCATCACTTCCACCTTCTC
AAGAGCCCTATGTCAGGCACATTCTACCGTAGTCCAGCTCUTGGUGAGOOGC
CTTTCGTOAAGO TAAGTO TATACCCCTTTITTTAGTOG T TG TATTTCTG TG TTATA
TCAATTTTTGCATTTTGTGAAGOTGAAAATAAATCTTTCATT TTCCATAGGTT
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GGAGATAAAGTTAAGAAAGGACAAGTCATATGCATTATCGAGGCTATGAAG
TTGATGAATGAAATCOCAGGTACGTATGTTATTGCTTTAAACTTCATGCCTTAG
GCCGTGAAGTT

ALS1

ACAAAAAGCACAAATTCAATAATATACTCTTTAAGTTIGTTTATCTTCTAATT
AGTTCOGGTTAAAACGUGTTCCCCACTTTCTICTCCGACTCTCACAATTATCTTC
CCCTATTCATTTTTCTTCCACCCTCTCTAATGGCGGCTGTITCCTTCAATATCA
ATGOTGGAAAGATTGGAACTTTATGTTCAAGACACGAATTCGTITGTGGGTT
TGTAAGAAAATTTCATTTTAGAACTCATACTTCTATATTTGAAAAACATATGC
CAAAAACTTCAAGOGTTITAAAGCAATGGAAGTTTCTGCAAATGCAACAGTAA
ATATAGTTCCTGTITCAGCTCATTCTAGGTAATTITATTTCTCGAAAATTICC
GATTTACAATTAAATTAATCTTGTTTTGTAGGTAATGAATTGCAGAAGAAAT
AGATGGATTCTTATTTIGTITATTGGTATTTGTTTATAAATTTITIGTITATATTA
GTTTCTGAATTGTGATTATTCTGATTGTATGTCAAGGTTTAGGTTGTTATTAA
TAAATGTAAATTGGATTGATTGAAGTTGCAATAAGGTGATGGCGTGATGCTG
ATTGTTGTAAATTIT

230

ALS2

CAACAATGAGAATTTAGAATCCATATCAATCTTGATATTCAAGGGTATTTAA
GTAATTAAAGAACAACCATIG T TAAGCGCCTCCACTATCTICTTCCTICTCAT
TCTCCATTCTCGCTTAGCTTTCCTOTCGUCACTAATTACCTCCATTTGUCAACCTT
TCAAGCTTTCAACAATGGCGTCCACTTCTTCAAACCCACCATTTTCCTCTTTT
ACTAAACCTAACAAAATCCCTAATUTGCAATCATCCATTTACGUTATCCCTTT
GLTCCAATICTCITAAACCCACTTCITCTTCT TCAATCCTCCGCCGUCCCCTTCA
AATCTCATCATCTTCTTCTCAATCACCTAAACCTAAACCTCCTTCOGCTACTA
TAACTCAANTCACCTITCATCICTICACCOATGATAAACCCTICTICTITICTTITCCC
GATTTAGCCCTGAAGAACCCAGAAAAGGTTGCGATGTTCTCGTTGAAGCTCT
TGAACGTGAAGGTGTTACCCGATGTI T I TGC TTACCCTGGTGOAGCATCCATG
GAAATCCATCAAGCTCTTACTCGTTCTAATATCATTAGAAATGTTCTTCCTCG
ACATCAACAAGGTGGGGETTTICGCTGUTIGAAGGCTACGCTCGTGCTACTGGA
CGOCGTTGGAGTTTGTATTGCCACTTCTGGTCC

231
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(continuacion)
Nombre del s . SEQID
ecuencia
gen NO.
EPSPS1 232

ATTTGGATAACTTTTTCOTTTGATTCGAATCGGATTATTTTTAATACAGTATT
ATCGAACTGATITANTGAAAGTGGAGOGAAGTITCAA T T T I TAAAG U TG ITAGGT
GTAATGTTTTCTCATTTTGGATATGAAAGTGGAGGAAGTTTCAATTTCGAATC
ATGTTTGCCAGTTOATTCAATOAAN TGCTCTIGOAAA TOACCAAGAGTICAAG
GOTTCTTGTTATAAAACATTTCAATTTTGATCTAAGAATGAACTATTTAGAAC
TTAAAGTAATTAAATTAT TAGTU TATAACTT TATAAAAAANTTCAATT U TAACCT
TAAATTTATAAATTATGACCTTAAAAAGATCAAGTATTGAACGUATATTTAG
AAAAATTATAATTCGCCT TATCAGTCTCATAT TOAGACGG TCICGTCCAAGA
CAAGTTGTATCATTTATATAATCAAATATAATTATGAGTGTATTCATGTAGGT
TTCAACT T TAAAGCCTAGUTOAAAGATATG T TG TAGCATCI T IGTOAAAGTC
AGUCTATAACTTGGTTCTAAAATTTTGAAGCATAACCATATAGTCCCTOGAA
TTCATTCAAGT TG TCCAA T TTACT T T TATACT TOGCCOAGACAACAT I TAAA
CCCTTAATATTTCTAANTTANTC T TAA T TAAAAANTTATGAAANTTTGATATIAA
TAATCITTGTATIOAAACGAAT T TAACAAGATCTICACATGACTATG T T TAAC
TTATAGATTAAAAAAAAATACAAATTAAGAGTGATAAGTGAATAGTGOCTC
AAAMACAAATGOOACAACTTAGATOGAATITGUAGG TAA TA T TAGG TAGCAAGT
GATCACTITAACATCAAAATICATCACT TATAGG T ICAAATTGAAACTITTAC
TTTAATTGATATGTTTAAATACTACTTTAAATTGAAATTGATATTTTTAAGGT
CAAAATTCAAACCTTTAAGATIATAA T TGAAAATTOGCAGAAGAAAAACAA
ACACGAAAGAATATAAGACACGCAAATTGTACCOGATCTACTCTTATTICAATT
TGACGACGGTCTUGUCCAAGACTAGA TG TICGGTCATCCTACACCAACCCCAA
AAAATTCAACAACAAAGTCTTATAATGATTCCCTOTAATCTACTACAGTCTA
CACCAACCCACTTTCTUTTTGUOCACCAAAACTTTGG T TTGG TAAGAATCTAAG
CCCTCTTCTTTOCCCTTCTCTCTCTCTTAAAAGCCTGAAAAATCCACCTAACTTT
TTTTTAAGCCAACAAACAACGCCAAATICAGAGAAAGAATAATGGCOTCAAG
CTACTACCATCAACAATGGTGTCCAAACTGGTCAATTGCACCATACTTTACC
CAAANTCCCAGTTACCCAAANTCTITCAAAAACTCTTAA T TTGGATCAAACT TG
AGAATTTCTCCAAAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAAAGAGTTGGTGGGC A
ATCATICAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTICTGTTIGCTGOTGCAGCTGAGAAA
CCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTA
CTGTTCAATIGCCTGGGTCAAAGTCT T TATCCAATCCAANTCCTICTI T TAGCT
GCTTTGTCTGAGGTATTTATTTCTCAACTGCGAAAACAATCTCTATTTGATAT

TOOAATTTATA T TACATACICCATCTTG T TG TAA T TGCA T TAG TAGATACTTA
TGTTTTGACCTTTGTTCATTTGTTTGTTGAATTGGTAGTGTTGAGAATTTGAAT
OTAATTATITGT T TCCATG TGAA T T TAATCTOA T TAAATCCACTTCUTATLT
ATGTTAAGTTGCAATGATGTTTGCCAAATGGTTATCATTGAAGGATAAGTTT
GCCTACTITTOACCCTCCCAACT TCOGCGU TGO TAGAGUCCA T T T TA TG T TATTG
GGGGAAATTAGAAAGATTTATTTGTTTTGCCTTTCGAAATAGTAGUGTTCOGT
CGATTCIOATTTOOG TG TCI T PATAGA TATGATATATOOG T TATICA TG TAA TG
TGTAGGTTTATGCATTATGTTGGATGCATGTCTGGTGTTATTGCTGTAAATGG
ATCGAATGTTIG I TAT I TGGAGACATI T T ITCATICAT T T TCCCT T I TAA TG
CAACTOOAAGCAGGGAAAGTTATTOOGAGTAATTAAAAGGTIGTGAGTTUGA
TACACTGCATCAAAGCACGAAGAAUTICACATAGA TG TTGAAGGC TAANTCCTT
ATCACTGCTTGAATTCAATATGTATCTGAAAATTTTACCCCTCTATATGCATC
TCTTTTTGCTAATAAAGTG T T T TGGACTATCATG U T TG TGATGUT TAAGAG
GOTOATATTACTGAGATAAATGGAAATATCAAAATAACATCTATIGTIGAAGT
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EPSPS2

CAAGCTTCAATTATCGT T TCAAAA TAAG TAT T TCAAAGTCTATAAAGATATT
GTATAAGTTTTAGTTCAAATTTAATAAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TOAAAATCCAAATTOAATAAG T TAATART TAAATTATGACATATAATTATGA
CATATAATTIGACCATOATAT I TTACAA TCTAACT TAAT T T TOAACTIATIAT
TTCTAATATICAAN T TATCOTTCTAAAAATAAG TAT T TAAAT TG TATAGATATA
TTGTATAACATTTAGTTCAAATTTAATTATTGATAGTTTTATTGACTATTTATT
TGORUTTTGAAATTCATCCATAGAA TOGATAGAA TAACACCATTTITTATATA
ACTTCGTTCTAAAATTTTGAAGCATAACCATATACTCCCTCCAATTCATCCAA
GITGTCCAATTTACT I T TCATACT TG CCGAGGUAACA T T TAAACCUTTAATA
TTTCTAATTAATGTTAATTAAAAATTATGAAAATTTGATATTAATAATCCTTG
TATTOAAACAAATCTAACAAGATCCCACATCGACTTATG T T TAACTTATAGAT
TAAGAATAAAATACAAATTAAGAGTAATAAGTGAATAGTGTCOCAAAACAA
ATAGOACAACTTIGOATCGAATIGOAGGTAGTAT TAGG  TAGCAAG TGATCACTT
TAACATCAAAATTGATCAGTTACAGGTTCAAATTGAAACTTTTACTTTAATTG
ATATGU T TAAATACTACU T TAAATTGAAATTGATATTCI TAAGGTCAAAATTG
AAAACTTTAAGATTATAATTGAAAAATGUUCAGAAGATGAAAAAACAGAGA
GAAAGCATOTAAGACACGUAAATTOAACCAGTCTACTC I TG T T TCAANTTIGA
GACGGTCTCGCUCAAGACCAGATGTTCAGTCATCCTACACCAAUCCCAAAAA
ATTCAACAACAAACTCITATAATOA T TCCCTCTAATCTACTAGAG TCTACACC
AACCCACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTGAGAACTAAGOCCT
CrrerrrecerrerCrCrCrTAAAAGCC TAAAACCCACCAACT T TTCAGCCA
AGAAACAACGOGAAATTCAGAGGAAGAATAATGGUTCAAGOCTACTACCATC
AACANTCGG TG TCCATACTGOTCAA T TGUCACCATACT T TACCCAAAACCCAGT
TACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCA
AAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGUAATCATCAATTGTTC
CCAAGATICAAGCTTCTGTTGCTGCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTIGTCCCA
GAAATIGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTCAATTIGCC TG
GGTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGC
ACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGG
ACGCTCTCAGAACTCTTGGTITAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAAAAG
GGCAGTOGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAG
GAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGA
CAGCTGCGGTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGT
ACCAAGAATGAGGOGAGCGCCCCATIGGGGATCTGG TAGCAGGTUTAAAGCA
ACTTGGTTCAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGG
TCAATGCTAAAGGAGGCCTICCAGOGGGGCAAGGTCAAGCTCTCIGOATCGGT
TAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGAG
ACGTGOAGATTGACATAGTTGATAAATTOAT T TCTGTACCGTATG T TCAAAT
GACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGT
TGGOACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCAGAAATACAAATCTICCTGGAAAGG
CATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTAGOCGGAGCOGC
COTCACTGOTGGOGACTGTCACTGTCAAGGOGTIG TGGAACAAGCAGTTTACAG
GTATAATGTTAACCCTTACCCTTCACATTGTTCTGCTAAATTCTAGAGGACCC
TTTCAATTCTGGGTGGOGATAAGCACGGUAN T T TCGACCGCAAAAAAATTIGCAA
AATTATTCTGCTGATAGAACATCTCGAGATGAGATCATATTGAGTTTTGGCG
TCAACATAAACCTAATCAAATANTGAAAAANTACAAACATCATATGGTTTCTT
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TTGTCT T TATGACTAGACACTCTCIATTATTCCTTOA T TGGUGATCTITAT TG AA
ATTGCTGTGTAGCCTACACCTCATGTTCAGATTTTGTTCGTATACCAGACTTT
TCTTGATTGOGATCTTAT TG TCCCCTGOATT U TGUATAGGUTOA TG TAAAAT
TTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATA
GIOTAACTGTTACTGOACCACCCAGGOATTCATCTIGGAAAGAAACATCIGCG
TGUTATCGACGTCAACATGAACAAAATGCOCAGATGTTGOCTATGACTCTTGCA
GrIGTIGOCT TG TATGCAGA TGOOUCCACCGUOCATCAGAGA TG TGO CTAGTT
GGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAA
AGCTTOGGGCAACAGTIGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTOATCACTCCGCC
TGAAAAGCTAAACCCCACCGCCATIGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCC
ATGGCATTICTCTCT TGO TGCCTGTOCAGA TG T TCCCGTCACTATCCTTGATCC
GGGATGCACCCGTAAAACCTTCOCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAAAGTTC
GOCAAGCATIGA

GS3

TCTTAATTTGTATITTA T AT TAATCTATAAG T TAAAACATAGTCAAGTGAGA
TCTTGTTTGATTCGTCTCTATGCAAGGATTTTCATATCAACTTTTCATAATTTT
TOATTATACACAA T TACAAATATIAACGAACOGAATAAGTGUATTAAAAAGA
GITOGCAAAAAGCAANTGGOACACT TG TG TIGAATAGOGAGGUAG TATACA TTA
AGATOAATCTAACGAGATCTCACATGOATATAATT TG TCITCTATATATGTICT
AAAAAATCTTGATCAAATTTUTCTTTCCAAAATAGAATATTCTAAATGGGAA
GAACATIAAGAAACGUAGUOAGTACTTATAAG T TAAGATAGTTGGGGUTAT
TTAGGTAAAAAAATCTATGCCAAAAGTAGAAAGTGGACAATTAGAGTGACT
TTACTAAATAAGGAAAGTGGACAT T TAAAATGAATCGOAGGOAGUCATAT A
ACTTTATTTTCAAAGTGTGAAACATAATCATATTTAGGTAAAAAAATTATCA
ATTTAACGTCAAAATTOATCACAAATAGG T TAAAATTGAAATTTITTATG T TA
ATTGATCTATTGTTCACTTTAAATTGAAATTGATATCCTTTAAGGTTAAAATT
AATACCTCTAAAATTAAAATTATIAAAGGCCCAGAAAANTAAAAAAAANAGA
AGACAGGCTATTAGTAAAATTATTAAGTATGTAAGGTTGATACACGCGCGAA
TTOAGCCGGCCCACTTTTAGTTTCAA T T TGAAACAGTCTCAATCAAGATCAA
TTATTTATTATTTTATTATTTTATTGTTTTAAGCTCAATGGGTTGGACTTGATA
AATTATATTITGAGGAGACGOGCTATTAGTAAAANTTAATAGTTGGAATCTTT
TTTGATATACTATAAAAAGAGGTATCTGGTGGAGCCTTAAATCTGCGCAATT
GAAGTCCTCAATACACATCTCGCTCTICTTATTCTCTTTCATCTATTTCCTCCT
TTGATCAAACTACGCCATGTCTCTCTTAAATGATCTCGTTAACCTTAATCTCT
CTOAAACTACCGATAAGATIATCGCTOAATACATATGG TAATACAACAATCC
TTCCTCTTTTTCATTT

234

GS5

AAAAAACCGTCTTATTTGTAGAAAATAAAAAACTAAAAAGTAGTATCAACTT
TTAGACTAGTCATAAGTGAGTGGCATCAAACTTGTTCTATAAAAAGGGAAGA
GTTCCTCAACTTGAGATTCATATTTTTTGTGATTTCTAAATAGAAGAACATAC
TCATCTTCCACTTCTCTTATTCATCAAATTTTATTTGTTCCCCAAAAAAACAT
GTCTCTTCTTACAGATCTCATCAATCTTAATCTTITCTGACTCCACTGAGAAGA
TCATTGCTGAATACATATGGTCAGTTITCATCCCTTITTTITACCTTTAATCCC
ACTTTTTGTTTTTACCCACCATTTTTTTCATCTATTTTCTCTTAAAGATTTTAA
CTTTTTACTTTTITGTGTATATAACATTCATTTITTTCAATTGGGTAGGTTAGAA
AATTTCTATAAATAAATAAATAAATNNNNNNNNNTACCTTAATCCCACTTTT
TGTTTCTACCCACCATTTTITTCATCAATTTTTCTTAAAGATTTTAACTTTTTTT
AACTITTTCTTGGTTTTTGTGTATATACCAATCATTTATTTTCACTAGTGTAGG
TTAAAAAATATCTAAAAATAAATAAAATAGAATAAAAATGTAATCACTAGA
TTAACCCATGAATTATTTCCCTTGTTTTTACTCAAACTITITACCCTTGTTAAA
AAAATAATGATATAAATAAATTTTTGAGGGTTTGTTAAACCCATATGTAATC
TATATCGAAAAAATTAGATAGCGGGTTITTGTTGTGGACAAACTAAATAACAA
ATTTAGGAATAAACTTTTGAGGGTTTATTGAAAAAATAACCCATATTTAATC
TATATCGAAAAAATGATAGCGAGCTTTGTATAGAT
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HPPD

COTCOAAGTAGAAGCACGUOGOAAGC TGO T T T TAACA TCAGUCG T TCGCA TGO
GOCTATTCUCCTGTGTTTCTCCTATTCAATTGGAAAACGGTGTOGTTTTATCTGA
GOUTTCATITATATGGGOATGTTIG TGO T TCGGIA TGO TAAGU TACGOAANTGAA
TGTGGGGATGTGTTTTTTCTTCCTGGGTTTGAGGAAATGCCGGAGGAATCAT
COTTTAGAGGACTTGATTTTIGGCA T ICGAAGG T TGGATCATGCTGTAGGGAA
TGTCCCTGAGTTGGCTOCCTGCAATTGCTTATTTGAAGAAGTTTACTGGGTTTC
ATCGAGTTTGCTGAG T T TACAGCTGAAGA TG T TGGUGACGAGTOAAAGTGOATT

236

GAATTCAGCCGTATTGGCAAACAATGATGAAATGGTGTTGTITCCGATGAAT
GAACCTGTGTATGGGACAAAAAGGAAGAGCCAAATTCAAACTTATTTGGAG
CATAATGAAGGGGCTGGTGTACAGCATTITGGCTITGATGAGTGAAGACATAT
TTTGGACTTTAAGGGAGATGAGGAACGAGAAGTGTTCTTGGTGGGTTTGAGTT
TATGCCGTCGCCGCCTCCGACTTATTACCGGAATTTGAGGAACAGAGCTGCT
GATGTATTGAGTGAGGAGCAGATCGAAGGAGTGTGAAGAGTTGGGGATTTTG
GTGGATAAAGATGATCAGGGCACTTTGCTTCAAATCTICACCAAACCTATTG
GAGACAGGTAAATTITAATCTTGCTTTCAATTGCTTTTGCTTGATGGATTGAC
TAGCAAATTIGATCGCATTTTGTTGCTTATATGACTTGATGATACTTCCTCTG
TTTCGAAATACTCGCTACATTCGCTACATTTIGTITIGTGCACTATTCATCGTT
CAAGCTTATTTITACATATTGCGACTAATGTGTAACTAAAAATATAGTCAAGT
GGCGATCTTGTTTGAATCGTCTAATGGCATACTTTCATCATATTAAATTTTTAT
AATTTTTAGATTAGTGTAGTTTAAGATATTAATGCTCAAAATTGTGCATTGGA
TTGCGTAAAAAAGTGAAATGTAGCAAGTATTATGAAA

PDS

AAAACCAAAGOGAAATAAGTTATAGGTAGGAAAAATTGTTATTGAAGTTAAT
GTAGTAAACTAGTAACTTAAACTGTGATACCCCGGATTTAGCTTAAAAAGAG
ATTGATAGACTACTCATATCAACAAGGTGCATCTTCTTTTCTAGGGAGCCCAT
TTGCTAAGAACTCTACAGTTAAGCGTGCTTGGTGGGGAGCAATCTTAGGATG
GOTOGACCTCCTGGGAAGTTTTCCTGGGTGCGCACGGGTGAGGCCAAAGTGCG
TTAAAAAGACTTGTGTTGGTCTGTGGGGCTTGTCTACAGTCTCCATGAGTAGT
CACCGGCGGTACGAGAGUGCCGGGGTGTTACATAAACAGACTCAAAGGCGCT
AAGCCAAGTAGCCAATAGCAACATGTGTGGCCTGCGGACAGTCACAAAAAC
ACACAATTTCTTATTTTTACTCTCTTTTATCTCTTTTAGGCTTTAGCCATCAAC
AATAAAACAACATGATAAAGCAATICATITACTGCTAAATTCCAACAATTTG
GTCCCTTTTTCCTGTTCTTTCAGTTTCACATACCCTCTTATCAATCTATATCCA
AAACTATTTCATTITCCAAACTCTTTTAAACCCAAAAATCAAAACTTTTGATT
GAAGAACAAACTTTGGGGGTTTTGGAAAATGAGTCATTTTGGATATGCTTGT
GCTACTCAATCCACATCAAGATATGTTCTTTTAGGAAATTCAAATAACCCCA
CTTCAATTTCATCTATTGGAAGTGATTTTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTC
AGT
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PPOX TGGTACCTACCCTGTITACATTTTCAATTTCCCCCTTTTTTCTCTACTACTCCT 238
ACTTTATTGATTCTTATCCATGTGTGTTCTATGGGAATTGACATTAATTIGTTC
AGGTGTGTATGCTGGTGATCCTTCTAAGTTGAGTATGAAAGCTGCATTTGGA
AAGGTCTGGACCTTAGAGCAAAAGGGTGGTAGTATCATTGCCGGTACACTCA
AAACTATTCAGGAAAGGAAGAATAATCCTCCACCGCCTCGAGACCCGTCCGT
AATCACCATTACTCATTGCTTTCCTTCACCTTIGTATCTTACCTTAATATACATG
TATTTAATTGATAATGTCACATTGCCTCATTTGCAGCCGCCTTCCTAAACCTA
AGGGCCAGACTGTTGGATCCTITAGGAAAGGGCTCATTATGTTACCTACCGC
CATTGCTGCTAGGTATCTTTTGACTCTCAAATCTTAAATATTTCTCATCTTCTC
CTTCTGCTAATACTAGTATGTTTACCATCTTTTTATTTTTTTAGGCTTGGCAGT
AAAGTCAAACTATCGTGGACACTTTCTAATATTGATAAGTCGCTCAATGGTG
AATACAATCTCACTTATCAAACACCCGATGGACCGGTTTCTGTTAGGACCAA
AGCGOTTGTCATGACTGTCCCTTCATACATTGCAAGTAGCCTGCTTCGTCCGC
TCTCAGTGAGTATCATTCTTTCCTTCATTTCTTTTCGTTTATTGTTGTCCAATG
TCTTGTTAAACACCAGTTTGGCCTTGTGCTCGTGAATTATGGCTACAATGTTA
ACTGATTCAGGCACTGTGGGAGATGCCTAAGTTITCTAAAACCTCTGCGCATA
ATGTTTGTTTGGATGTTAGGAATTGCATTGAAAAATTGCTTTTGTGATGTTGA
TGTTAATACCAATTACAAGTGTGTTCTTCAACTTCTGCAATACCTIGTTCGAG
TGAGCTTGAGGGGGTTITAGATTAGTGTCCAATGTGAAACTAGCAAATGAACT
CCAAGCGCTGGOATAGGTCCTTGGGATGGAGCCCCTGATACCCAAGACAGT
ATTCAAACCCTCTAAGTAGAGTGAGAGATCAAGGAAAGAAACTGGGTGGTT
CCTCAAATCGTAAAAAATGAATACAGTGTCATGATTGCTAATCTTATCACAA
ATCGTAAAAAATGAATTATGGTCGATTTTGGACTATITTIGGGTCATTITGAG
TGAATCTCGAACTTAAAAAGCGAGTCTTCTAGCAGTTCTTGTTACAGCGGGG
CATACATAGGTAGGAATTITGGTTITTITACTATITGAGCCTTTTGACTGTIGTG
GCCOGGTAATATGGAATAGTCTAGCACTTCTGCGTGTGTACAACTAGTATITA
TTGTAATTATGTGATCGCACTTAACTCTCAGATAAAACCTTAAGCACTAACA
TTTTGTTTTGGTTGAAGGAATCAGGAGGAAAGAAAATTGAGGGATTTGTTGG
TATATAGATTCCTTTGTTITGGATAACAAAATTGGAGTGGAGAGATTTGGAAG
GAAGAATTTTATAGGGATTAGTTCCCATTACACTTATGTTGATTACAAAATTT

CTCCAAAAGTGGAAAGATTTTGAGTOGAAAATGTTTTTTATTTCTCTTCCTCTC
CCTTTCTTTCCCTCTTAAACAAACAAGGAAAGTTAATCTTATCATTCCGTACC
TTCCCCTTCTGTTCTTTTTTTTCTCTCCAAAATTCTTATCCTAACGTAGTGTTA
TTGTCACTGTCTTATGAACGAGAATTICTTITCTICCTAATACTGCTTGTGTTGC
ACAGTCAATGATTTAGCTAGATCATCTTTGGTTAGCTACTCAAAATATTTACA
TAAAATACTIGTAGAAATAAATACCAATAGGTCTIGTCAAGAAGTAGTTTCA
ATGCTATAAGTTTTAACCAATCCTCAAAATTTACACCATGGAGATATCTGCG
GATAAGAACTAGTAACTGTAGCAGCTGTAACTGTTGCAATCAGTITTATGGT
TTGCCTTGCAAATCAAACTTTGGATGTTGTITGCCTTACAATTTGTTACTATT
ACGTGAAGTTTAGTGTTCGCCCTTCACATTGTACTTTGGTTTTTGTTTTCCTTG
CAATTTGCTCTTTGAAGTATAAAGTGCTGAGTGCTGAGTGCTGAGTGCTGAC
CTTTCCTGCTCAGGATGTIGCTGCAGATTCTCTTICTCAATTTITACTATCCACC
AGTCGCAGCAGTGTCCCTTTCTTATCCCAAAGAAGCAATTAGACCAGAATGC
TTGATCGATGGAGAACTAAAAGCGATTCGGGCAATTGCATCCTCGCAGCCAGG
GTGTGGAAACCTTGGGTATATGCTCCCATTCAACTATATCTCAATTTTTATGA
GTATTTTTCTTTCTCTGAATTATTCAATTTGGTGACGTTAAATTTTGATTGTAC
TCOACAGGAACAATTTATAGTTCATCTCTTTTCCCTGGTCGAGCACCACCTGG
TAGOGACCTTGATCTTGAGCTACATTGGAGGTGCTACAAATGTTGGCATATTA
CAAAAGGCAAGTCATTITATACAATTATATCTGTTGTATCCTCAAATAAGTGG
GTATCAATCCTGACGACATGCTTGCTTGTATCGATGCAGAGTGAAGATGA

Ejemplo 31

205)Este ejemplo ilustra una secuencia de polinucleétido que regula la expresion génica en mas de una especie de
plantas. Se identificaron dos regiones altamente conservadas en secuencias de EPSPS y mostradas como
secuencias de "Region 1"y de "Regién 2" en la tabla 23.
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Tabla 23
Especie/gen o secuencia Region 1 Region 2
consenso SEQOID SEQOID
Euphorbia_heterophyll AGTTTACAGGGAGATG 239 | TCGATGTGAACATGAACAAAA 251
a_1Contig1 TAAAGTT TGCCAGATGTCGCTATGACATT
GGCTGTGGTTG
Euggofb!aqheterophy" AGTTTGCAGGGAGATG 240 | TCGATGTGAATATGAACAAAAT 252
a_2Contig TGAAATT GCCAGATGTTGCTATGACATTA
GCTGTGGTTGC
Atf_“t;'ms‘a—t”ﬁdaﬂ Co AGTTTACAGGGGGATG | 241 | TCGATGTTAACATGAACAAAAT 253
ntg TAAAGTT GCCAGATGTTGCCATGACGCTT
GCAGTCGTTGC
velvetleaf_1Contig1 AGTTTGCAGGGTGATG 242 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT 254
TAAAATT GCCAGATGTTGCCATGACTCTC
GCTGTTGTTGC
Xanthium_strumarium_2C | A" GCAGGGTGALG 243 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT 255
ontig1 TGAAATT GCCTGATGTCGCAANTGACTCTT
GCTGTGGTTGC
Ipomoea_hederacea_1 AGTTTACAGGGGGATG 244 TTGATGTCAACATGAACAAAAT 256
Contig 1 TTAAGTT GCCAGATGTTGCCATGACTCTT
GCTGTAGTTGC
Chenopodium_album_1C | AG "' ACAGGGTGALG 245 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT 257
ontig 1 TAAAATT GCCAGATGTCGCAATGACTCLT
GCTGTTGTTGC
Digitaria_sanguinalis_1Co| AGTTTGCAGGGTGATG 246 | IIGACGICAACATGAACAAAAT 258
ntig 1 TGAAATT GCCTGATGTCGCAATGACTCTT
GCTGTGGTTGC
Senna_obtusifolia_1C AGTTTACAGGGAGATG 247 | PIGATGTCAACATGAACAAGAT 259
ontig3 TAAAATT GOCAGATGTTGCCATGACGCTT
GCTGTAGTTGC
bledo_EPSPS AGTTTACAGGGTGATG 248 | TCGACGTCAACATGAATAAAAT 260
TAAAATT GUCAGATGTIGCTATGACTCLT
GCAGTTGTTGC
almizcle_EPSPS AGTTTACAGGGTGATG 249 | TCGACGTCAACATGAACAAAA 261
TAAAATT TGCCAGATG TIGCTATGACTCT
TGCAGTTGTTGC
palmer_1Contig1 AGTTTACAGGGTGATG 250 | TCGACGTCAACATGAACAAAA 262
TAAAATT TGCCAGATGTTGCTATGACTCT
TGCAGTTGTTGC

206)La tabla 24 lista secuencias de polinucledtidos de ARNbc 21-, 22-, 24-, 35-, 45- y 55-meros disefiados

basandose en la

secuencia

consenso de

EPSPS para la

TNGANGTCAACATGAACAAaATGCCaGATGTNGCNATGACNCTtGCNGTNGTTGC (SEQ ID NO: 263).
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Tabla 24
Nombre Secuencia SEQID
NO:
ARNbc 21-mero|Sentido;: AACAUGAACAAAAUGCCAGAU 264
consenso
Antisentido: AUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU 265
ARNbc 22-mero|Sentido;: AACAUGAACAAAAUGCCAGAUG 266
consenso
Antisentido: CAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU 267
ARNbc 24-mero|Sentido;: CAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGU 268
consenso
Antisentido;: ACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUG 269
ARNbc 35-mero|Sentido: UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCU 270
consenso
Antisentido: AGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUGACGUCGA 271
ARNbc 45-mero|Sentido: UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCUAUGACUCUUG 272
consenso
Antisentido: 273
CAAGAGUCAUAGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUGACGUCGA
ARNbc 55-mero|Sentido:
consenso 274
CGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCUAUGACUCUUGC
AGUUIGUUGC
Antisentido:
CGUAACAACUGCAAGAGUCAUAGCAACATUCUGGCA T UUGUUCATIGTH 275
UGACGUCGA

207)Los polinuclestidos de ARNbc consenso de EPSPS se sintetizaron mediante transcripcion in vitro y se aplicaron
por via topica en forma de preparaciones de ARN en bruto. Se trataron malas hierbas resistentes al glifosato
(almizcle y achicoria con 16 copias) con los seis ARNbc consenso individuales (21-, 22-, 24-, 35-, 45-, 55-mero); las
malas hierbas no resistentes al glifosato (bledo, senna de china, grama sanguina, enredadera, cenizo, Euphorbia) se
trataron con los tres ARNbc consenso individuales mas cortos (21-, 22-, 24-meros). Después del tratamiento con
polinucledtidos, las plantas resistentes al glifosato se trataron con glifosato (1682 g de equivalente de acido por
hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) y las plantas no resistentes al glifosato se trataron con
glifosato (105 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®). A los 7
dias después del tratamiento, se observd que los seis polinucleétidos de ARNbc consenso de regiéon 2 de EPSPS
controlaban el 100% (elimind las plantas) de almizcle resistente al glifosato; las plantas de control de almizcle
tratadas solo con glifosato no fueron eliminadas. A los 7 dias después del tratamiento, se observé que los tres
polinucleétidos de ARNbc consenso de region 2 de EPSPS mas cortos (21-, 22-, 24-meros) ensayados
individualmente proporcionaban un control del 95%, 80% y 65% (combinando plantas eliminadas y lesionadas),
respectivamente, del bledo; el tratamiento solo con glifosato en plantas de bledo proporciond un control de
aproximadamente el 40% (combinando plantas eliminadas y lesionadas); y una mezcla de los tres polinucleétidos de
ARNbc consenso mas cortos (21-, 22-, 24-meros) proporcionaron aproximadamente el mismo control que solo
glifosato. Los polinucledtidos de ARNbc consenso de region 2 de EPSPS no provocaron un efecto observable en las
otras especies de malas hierbas (achicoria, grama sanguina, enredadera, cenizo, euphorbia) ensayadas.

Ejemplo 32

208)Este ejemplo ilustra el uso de un tratamiento tépico con polinucledtidos para silenciar de manera transitoria un
gen en una planta para efectuar un fenotipo deseado. El silenciamiento de polifenol oxidasa en tejidos vegetales
inhibe el ennegrecimiento de tejidos vegetales cortados o dafiados, un rasgo valioso para frutos y hortalizas donde la
resistencia al ennegrecimiento es un rasgo deseable.

209)Se disefaron oligonucledtidos de ADN antisentido con las secuencias mostradas en la tabla 25 para dirigirse a
tres genes de polifenol oxidasa (PPO1, PPO2 y PPO3) de lechuga; el texto subrayado indica secuencia de T7 que
se incluyo en los polinucledtidos antisentido.
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210)Se trataron plantas de lechuga de tres semanas de edad (variedad SVR3603 L4) del modo siguiente. Se
pretrataron dos hojas fuente (hojas que tienen mas tiempo y tienen ~60% de su tamafio maduro) en cada planta con
Silwet L-77 al 0,1 % (v/v) y se dejaron secar (~15 minutos). A cada hoja se le aplicaron 20 microlitros de una mezcla
de los polinucledtidos antisentido de polifenol oxidasa en una soluciéon de Silwet L-77 al 0,01% (v/v) y sulfato de
amonio al 2% (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8, en forma de pequefias gotas; cada planta se traté con 6,7
nanomoles de cada uno de los tres polinucleétidos HH07, HH09 y HH11 (para un total de 20 nanomoles por planta).
Se trataron plantas de control con un polinucle6tido HH02-05 no relacionado (antisentido para fitoeno desaturasa) o
con tampén (Silwet L-77 al 0,01% (v/v) y sulfato de amonio al 2% (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8) solo.

211)Aproximadamente 3 semanas después del tratamiento tépico de polinucledtido, las hojas de lechuga "no
tratadas" (es decir, no aquellas tratadas con los polinucleétidos tépicos) se cortaron de la cabeza de lechuga bajo el
agua y se incubaron en una copa con jasmonato de metilo 1,33 milimolar en etanol al 5%. Se inspeccionaron las
hojas respecto del ennegrecimiento de la costilla central y se tomaron fotografias cada 24 horas. Se tomaron
muestras de las plantas restantes y se congelaron para el analisis de ARN pequefio y ARNm.

212)Las plantas tratadas con los polinucledtidos antisentido de polifenol oxidasa HHO7, HHO9 y HH11 mostraron una
reduccion significa en el ennegrecimiento de la costilla central después del tratamiento con jasmonato de metilo. Las
plantas tratadas con HH02-05 (antisentido para fitoeno desaturasa) como control mostraron una pequefia reduccion
en el ennegrecimiento de la costilla central en comparacion con el control tratado con tampén.

Ejemplo 33

213)Este ejemplo ilustra una composicion herbicida adaptada para recubrimiento topico sobre la superficie exterior
de una planta en crecimiento que comprende tensioactivo y al menos un agente letal para plantas, la mejora en la
que el agente letal para plantas incluye polinucleétidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen de planta o la secuencia del ARN transcrito del gen de la planta,
efectuando los polinucleétidos la supresion sistémica del gen vegetal. Mas especificamente, este ejemplo ilustra una
composicion herbicida adaptada para recubrimiento topico sobre la superficie exterior de una planta en crecimiento
que comprende tensioactivo y al menos un agente letal para plantas, la mejora en la que el agente letal para plantas
incluye polinucleotidos que efectuan la supresion de los genes de fitoeno desaturasa (PDS), 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS) o ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) de Nicotiana benthamiana. Este
ejemplo también ilustra el uso de polinucleétidos aplicados tépicamente para suprimir un gen muy altamente
expresado (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa) en una planta.

214)Se disefid un polinuclestido antisentido con la secuencia CATCTCCTTTAATTGTACTGC (SEQ ID NO: 34) para
el gen enddgeno de fitoeno desaturasa (PDS) de Nicotiana benthamiana, que tiene los fragmentos de secuencia de
ADNc
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ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGOTOTTOGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGOTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTG
GTAGTAGCOACTCCATOGOOOCA TAAG T TAAGOGA T ICG TACTCCAAG TGCCACGACCCOAAGA TG
AUAAAGOGACTTTAATCU T TAAAGO TAGTCTGOA T TOGATTATCCAAGACCAGAGCTAGATAATACA
GTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCUCAACTAAACCAT
TGGAGATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGUCAAAATATCTGGCAGATGOTG
GICACAAANCCOATATIGUTGOGAGOGCAAGAGA TG ITCCTAGG T GGUOAAGGTAGULIGUATGGAAAGAT
GATGATGOAGATIGUTACGAGACTGOGG T TGCACATATTCT T TGGGGCT T ACCCAAN TATGUCAGAAC
CIGTTIGGAGAACTAGGOATTOANTOATCGG TTGCAGTGOAAGGAACA T TCAN TGATATTTGCOA TG
CCTAACAAGOUCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGA
ATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGUTTACGTGGOCCGAGAAAGTCAAATTTGOTATTGGA
CTCTTGCCAGCAANTGC T TGCAGGOGUAATC T TA TG T TGAAGCTCAAGACGG T T TAAG TG I TAAGGAC
TOOATGAGAAAGCAAGC TG TCCCTGATAGOGG TGACAGATOAGG TG T TCA T TGCUA TG TCAAAGGC
ACTTAACTTCATAAACCCTOACGAGUT T ICGATGCAGTGCA T T T TGA T TGO T TGAACAGATTTCTT
CAGGAGAAACATOGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGOCG
ATTGTGGAACATATTGAGTCA AAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGA
GCTGAATGAGGATGGAAGIGTCAAATGTTTTATACTGAA TAAN TGGUAG TACAATTAAAGGAGA TG
CIITIGTGTITGCCACTCCAG TGGA TATCTTGAAGCU T TCT T TGCCTGAAGACTGOAAAGAGATCCC
ATATTTCCAAAAGTTGGAGAAGCTAGTGGGAGTTOCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAG
AAAACTGAAGAACACATCTGATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGOCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGA
CATGTCTGT TACATGTAAGGAATAT TACAACCCCAATCAGTCTATG T TGGAA T TGGTATTTGOACC
CGUAGAAGAGTGOGATAAATCG TAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGA
AGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTATCATGTTGTCA
AAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCOCTTGCAAAGATOCC
CTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGTGACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTG
CITGTCTTATCAGCGAAAGCTTTGTGUACAAGCTATIG TACAGGATTACGAGT TACTTCTTGGOCGGA
GCCAGAAGATGITGGCAGAAGCAAGCG TAGITAGCATAGTGAACTAA (SEQ 1D NO:38).

Se disefiaron polinucleétidos antisentido con las secuencias CTGTGATCATCATATGTATCA (SEQ ID NO: 279),
CCTTAACTCTCCAGCTAGCAA (SEQ ID NO: 280), CAGCCCGCAAATGTTTCATTC (SEQ ID NO: 281),
GCCGTCAATGGCCGCATTGCT (SEQ ID NO: 282), TCCTTCCCTCAGAAAGGGCAG (SEQ ID NO: 283) y

TTGCCTCATGCTGCTAATCTG (SEQ ID NO: 284) para el gen endoégeno de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa

(EPSPS) de Nicotiana benthamiana, basandose en la secuencia de ADNc de EPSPS de Nicotiana benthamiana

CTTATATGTGCTTAAGCCTAACGTGCACCCGGCCCCTTAACCCCAGCAGTTTTCAATCTACCTACCG
TCTCTACCATTTTCTTCTAGTTGGTGAAAATTTCTAACTTTGAGAAAACAAGCCAAAGTTTTTGTTT
CTAAGAACGCAAAATGAGTGAAATTTTTTGCAGCAATGGCACAGATTAGCAGCATGAGGCAAGGG
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ATACAGACCCCTAATCTTAATTCCTATTTTCCTAAAACCCAAAAGGTTCCTCTTTTTTCGCATTCTA
TCTTCTTTGGATCAAAGAAAATAACCCAAAATTCAGCAAAATCTTTGTGGGTGTGTAAGAAAGATT
CAGTTTTGAGGGTGGCAAAGTCACCTTTTAGGATTTGTGCATCAGTGGCCACTGCACAGAAGCCCA
ACGAGATTGTGCTGCAACCCATCAAAGATATATCAGGCACTGTTAAATTGCCTGGTTCTAAATCCC
TTTCCAACCGTATTCTCCTTCTTGCTGCCCTTTCTGAGGGAAGGACTGTTGTTGACAATTTACTGAG
TAGTGATGACATTCATTACATGCTTGGTGCGTTGAAAACACTTGGACTTCATGTAGAAGATGACAA
TGAAAACCAACGAGCAATTGTGGAAGGTTGTGGTGGGCAGTTTCCTGTCGGCGAGAAGTCTGAGG
AAGAAATCCAACTATTCCTTGGAAATGCAGGAACAGCAATGCGGCCATTGACGGCAGCAGTTACT
GTAGCTGGAGGACATTCAAGATATGTACTTGATGGAGTTCCTAGGATGAGAGAGAGACCGAT

(SEQ ID NO:285),

CACTGACGTTGGATTAGAGGTAGGCTCCTTATATGTGCTTAAGCCTAACGTGCAGCCGGCCCCCAA
CCCCAGCAGTTITTCAATCTACCTACCGTCTCTACCATTTITCTTATAGTAGTTGAAAATTICTAACTTT
GAGAAAACAAGCCAAAGTTTTGTTTCTAAGAACACAAAGGGAGTGAAATTTTTTGCAGCAATGGC
ACAGATTAGCAGCATGAGGCAAGGOATACAGACCCCTAATCTTAATTCCTATTTTCCTAAAACCCA
AAAGGTTCCTCTTTTTTCGCATICTATCTICATTGGATCAAAGAAAATAACCCAAAATTCAGCAAA
ATCTTTGTGGGTGTGTAAGAAAGATTCAGTTTTGAGGGTGGCAAAGTCACCTITTAGGATTTGTGC
ATCAGTGGCCACTGCACAGAAGCCTAACGAGATIGTGCTGCAACCTATCAAAGATATATCAGGCA
CTGTTAAATTACCTGGTTCTAAATCCCTTTCCAATCGTATTCTCCTTCTTGCTGCCCTTTCTGAGGGA
AGGACTGTTGTTGACAATTTACTGAGTAGTGATGACATTCATTACATGCTTGGTGCATTGAAAACA
CTTGGACTTCATGTAGAAGATGACAATGAAAACCAACGAGCAATCGTAGAAGGTTGTGGTGGGCA
GTTTCCTGTCGGCAAGAAGTCTGAGGAAGAAATCCAACTATTCCTTGGAAATGCAGGAACAGCAA
TGCGGCCATTGACGGCAGCAGTTACTGTAGCTGGTGGACATTCTAGATATGTACTTGATGGAGTTC

CTAGGAT (SEQ ID NO:286),

AAANTTCTTGO T TCOAGGAGG TCAGAAG TACAAGTCOTCCTGOAAAAGCATA TG U ITGAAGUGAGATGC
CTCAAGTGCTAGCTACTTTTTGGOGGGTGCAGOUTGTCACAGGTGGAACTGTCACTGTTGAAGGTTG
TGGAACAAGCAGTTTACAGGGGGATGTTAAGTTTGUTGAGGTCUCTUGAAAAGATGGGGGCAGAAG
TTACATGGACAGAGAACAGTGTCACGGTTAAAGGACTUTCCAAGGAACTCTTCTGGAATGAAACAT
TIGCGGLUTGTTOACG T TAACATOAACAAAATGUOCAGA TG TTGCCATGACTCOT TGO TG TAG T TGCA
ClUITTTGOTGATAGTCCTACTGCCA TAAGAGA TG T TGO TAGCTGOAGAG T TAAGOAAACTGAGCGG
ATGATTGCCATATGCACAGAACTTAGGAAGTTGGGTGCAACAGTTGTAGAAGGGUCAGACTACTG
CATAATCACTCCACCTGAAAAGTTAAAAGTAGCGGAAATTGATACATATGATGATCACAGAATGG
CCATGGOTTTCTCTCTTGOCGC T TG TGO TGA TG TICCAG TCACCAT TAAGGACCCCGU T TG TACTCG
CAAAACCTTCCCCAACTACT T TGACGTTCUTCCAGCAGTA T TCCAAGCA T TAAACCACT I TCCATTAA
GAATTTTGAAAAAGAGAGACT I TGACAACAN TGO TG TCATACCGGAAGAGAAAAGCTTTGATCCA
AGCTTTCAACTCCTTTTCATTTGTCATGTGATGATCATTGTATTTGTTGAAGTTGAGCTGCTTTTCTT
TIGTCCAGAAGACATGTATGGATACTATIACTATATAGITAAGGIGAACTCAGCA (SEQ 1D
NO:287).

Se disefiaron polinucledtidos antisentido con las secuencias CCACATGGTCCAGTATCTGCC (AK195, RBCS_1-2-3-
4, SEQID
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NO: 288), CAAGCAAGGAACCCATCCATT (AK196, RBCS 1-2-3-4, SEQ ID NO: 289),
GGCCACACCTGCATGCATTGC (AK197, RBCS_1-2-3-4, SEQ ID NO: 290), GTGTTCACGGTAGACAAATCC
(AK198, RBCS_1-2, SEQ ID NO: 291), TGCACTGCACTTGACGCACGT (AK199, RBCS_1-2, SEQ ID NO: 292),
AACTGATGCATTGCACTTGAC (AK200, RBCS_3-4, SEQ ID NO: 293), CAAATCAGGAAGGTATGAGAG (AK201,
RBCS_3-4, SEQ ID NO: 294) y TGTCAAGGTTTTGTTTCCTGG (AK202, RBCS_3-4, SEQ ID NO: 295) para el gen
de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) endégeno de Nicotiana benthamiana, basandose en fragmentos de
secuencia de ADNc de cadena 2A pequeios de RuBisCO cloroplastica de Nicotiana benthamiana
GUAATGGCTTCCTCAGTTCTTTOCTCAGCAGCAGTTGOCACCCGCAGCAATGTTGE TCAAGCTAAC
ATGOTTOCACCT T TCACAGOG TC T TAAGTC TGO TGCCTCATIOCCCTG T T TCAAGAAAGCAAAACCTTG
ACATCACTTCUA T TGUCAGCAACGGUCOUOAAGAGTGCAATGUA T GCAGG TG TOGGCCACCAATTAAC
ATGAAGAAGTATGAGACTCTCTCATACCTTCCCGATTTGAGOCAGGAGCAATTGOTCTCCGAAATT
GAGTACCTTTTGAAGAATGGATGGGTTCCTTGOCTTGGAATTCGAGACTGAGAAAGGATTTGTCTAC
CGTGAACACCACAAGTCACCAGGATACTATGATGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGCTACCTAT
GTTCOGATGCACTGATGUCACCCAAGTETTOGCTCAGO TGGGAGAGGUGAAGAAGGAANTACCCAC
AGGCOTGGGTCCGTATCATTGGATTTGACAACGTGCGTCAAGTGCAGTGCATCAGTTTCATTGOCT
CCAAGCOTGACGGCTAC (SEQ ID NO:296),

ACAATGGCTTCCTCAGTTCTTTCCTCAGCAGCAGTTGCCACCCGCAGCAATGTTGCTCAAGCTAAC
ATGGTTGCACCTTTCACTGGTCTTAAGTCAGCTGCCTTTTTCCCTGTTTCAAGGAAGCAAAACCTTG
ACATCACTTCCATTGCCAGCAACGGCGGAAGAGTGCAATGCATGCAGGTGTGGCCACCAATTAAC
AAGAAGAAGTACGAGACTCTCTCATACCTTCCTGATCTGAGCGTGGAGCAATTGCTTAGCGAAATT
GAGTACCTCTTGAAAAATGGATGGGTTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGCGCGGATTTGTCTAC
CGTGAACACCACAAGTCACCGGGATACTATGACGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGTTGCCTAT
GTTCGGATGCACTGATGCCACCCAAGTGTTGGCCGAGGTGGAAGAGGCGAAGAAGGCATACCCAC
AGGCCTGGATCCGTATTATTGGATTCGACAACGTGCGTCAAGTGCAGTGCATCAGTTTCATTGCCT
ACAAGCCAGAAGGCTAC (SEQ ID NO:297),

CAAGCCAACATGG I TGCACCCTI TCACTGGCCTCAAGTCCGCCTCUTCCTICCU TG TTACCAGGAAA
CAAAACCTTGACATTACCTCCATTGC TAGCAATGGTGGAAGAGTTCAATGCATGCAGGTGTGGCCA
CCAATTAACATGAAGAAGTACGAGACACTCTCATACCTTCCTGATTTGAGCCAGGAGCAATTGCTT
AGTGAAGTTGAGTACCTITIGAAAAANTGGATGGG T TCCTIGC T TGGAA T TCCAGACTGAGCG GG A
TICGTCTACCGTGAACACCACAACTCACCAGGATACTACGATGGCAGATACTGGACCATG TGGAA
GTTGCCCATGTTCGGGTGCACTGATGCCACTCAGGTGTTGGCTGAGGTOGAGGAGGCAAAGAAGG
CTTACCCACAAGOCTGGGTTAGAATCATTGGATTCGACAACGTCCGTCAAGTGCAATGCATCAGTT
TIATCGCCTCCAAGCCAGAAGGOTAC (SEQ ID NO:298),

GGOCTCAGTTATGTCCTCAGCTGUCGCTGTTTCCACCGGCGCUAATGOTGTTCAAGCCAGCATGGTC
GCACCCTTCACTGGOCTCAAGGOCGCCTOCTOCTTCCCGGTTTCCAGGAAACAAAACCTTGACATT
ACTTCCATTGCTAGAAATGOGTGGAAGAGTCCAATGCATGCAGGTGTGGOCGCCAATTAACAAGAA
GAAGTACGAGACACTCTCATACCTTCCTGATTTGAGCGTGOAGCAATTGUT TAGCGAAATTOAG TA
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COTTTTGAAAAATGGATGGG I ICC T TGCTTGGAA T TCGAGACTGAGCATGGATTCG TCTACCGTGA
AUACCACCACTCACCAGGATACTACGATGGCAGATACTGGACGA TG TGGAAG T TGCCCA TG TTCG
GGTGCACCGATGCCACTCAGGTCTTGGCTGAGGTAGAGGAGGCCAAGAAGGCTTACCCACAAGCC
TGGGTCAGAATCATTGGATTCGACAACGTCCGTCAAGTGCAATGCATCAGTTTCATCGOCTACAAG
CCCGAAGGCTAT (SEQ ID NO:299).

215)Se trataron plantas de Nicotiana benthamiana usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 12. Se
prepararon soluciones de polinucleétidos (o polinucleétidos mixtos en el caso de EPSPS y RuBisCO) en Silwet L-77
al 0,01% (v/v) y sulfato de amonio al 2% (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8. Se sumergieron dos hojas
completamente expandidas en solucion de Silwet L-77 al 0,1 % recientemente preparado con ddH20 durante unos
pocos segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros de solucion
de polinucledtidos a cada una de las dos hojas pretratadas. Para PDS, cada una de las 5 plantas recibieron 25
nanomoles del polinucledtido antisentido de PDS (SEQ ID NO: 34); para EPSPS, cada una de las 5 plantas
recibieron 50 nanomoles de cada polinucledtido antisentido de EPSPS (SEQ ID NO: 279-284); y para RuBisCO,
cada una de las 5 plantas recibieron 50 nanomoles de cada polinucleétido antisentido de RuBisCO (SEQ ID NO:
288-295). Se trataron plantas de control emparejadas con tampén (Silwet L-77 al 0,01% y sulfato de amonio al 2%
(p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8). Los resultados, medidos como altura de plantas a los 12 dias (PDS y
EPSPS) o 10 dias (RuBisCO) después del tratamiento, se muestran en las figuras 36A - 36B. Las plantas tratadas
con el polinucleétido antisentido de PDS mostraron un retraso grave del crecimiento (figura 36A) y blanqueamiento.
Las plantas tratadas con los polinucledtidos antisentido de EPSPS mostraron retraso grave del crecimiento (figura
36B) y dafo grave en el meristemo y los tejidos del tallo. Las plantas tratadas con los polinucleétidos antisentido de
RuBisCO mostraron un retraso grave del crecimiento (Figura 36C) y tejidos apicales malformados.

216)Se disefid un segundo conjunto de experimentos para investigar los efectos de silenciar un componente de la
via de silenciamiento de iARN enddgena en una planta. Las proteinas argonauta (AGO) son componentes del
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) que se une a ARN pequefios en el proceso de silenciamiento
de iARN. Podria esperarse que la supresion de argonauta reduzca el efecto fenotipico observado causado por un
proceso de silenciamiento de iIARN. Se disefaron polinucleétidos antisentido de AGO1 con las secuencias
GGAGGCAAAATACGAGCCTCA (HL510, SEQ ID NO: 300), CACTAATCTTAATACCAAACT (HL511, SEQ ID NO:
301), TATGGGTCATTAGCATAGGCATTAT (HL512, SEQ ID NO: 302), TCTCAAGAATATCACGCTCCC (HL513,
SEQ ID NO: 303), CCCTTGGGGACGCTGGCAGGTCAC (HL514, SEQ ID NO: 304),
TAATACGACTCACTATAGGGGGAGAGAGCTAGATCTTTTG (HL515, SEQ ID NO: 305),
TAATACGACTCACTATAGGCACAGTATTTCTTCCTCCAACC (HL516, SEQ ID NO: 306),
TTGCTCATCTTAAATACATGT (HL517, SEQ ID NO: 307), TCATCTTAAATACATGTTTTGTCA (HL518, SEQ ID NO:
308), TTATCTTCAGGGATACATTAGC (HL519, SEQ ID NO: 309), AATACTGCTTGCTCATCTTAAATA (HL520,
SEQ ID NO: 310), GACAATTCCAAGTTCAGTTTC (HL521, SEQ ID NO: 311), CCGTTTTAGATCACCATAAAGAGA
(HL522, SEQ ID NO: 312), TTGTCTGGTAATATCACAATC (HL523, SEQ ID NO: 313) para el gen de Argonauta-1
enddgeno de Nicotiana benthamiana, basandose en dos secuencias parciales de ADNc AGO1-2 de Nicotiana
benthamiana,
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ATGGTGAGGAAGAGGAGAACTGAGTTACCTGGTTCTGGTGAGAGCTCTGGGTCTCAAGAAACTGG
CGGACAGOGTCGTGGCCAGCATCCACAGCAGCTGCACCAAGCTACCTCCCAGACTCCATATCAAA
CTGCAATGACTACTCAGCCAATACCTTATGCAAGACCAACTGAAACATCCTCCGAAGCTGGTTCCT
CATCTCAGCCACCTGAGCAGGCAGCTCTACAAGTGACACAACAGTTCCAGCAACTTIGCTTITGCAAC
AAGAAGCGGCTACAACGCAAGCAGTTCCACCTGCATCAAGCAAATTACTAAGGTTTCCCCTGCGTC
CAGGGAAGGGGAGCAATGGTATGAGATGCATAGTCAAAGCCAATCACTTCTTCGCAGAGCTGCCT
GACAAAGACTTGCACCAGTATGATGTCACAATTITCTCCAGAGGTGTCATCACGTGGCGTCAACCGT
GCTGTCATGGCGCAACTGGTGAAGCTGTACCAAGAATCTCATCTTGGGAAGAGACTTCCAGCATAT
GATGGAAGGAAAAGTCTATACACTGCAGGGCCCCTICCATTTGTTCAAAAAGACTTCAAAATAACT
CTTATTGATGATGAGGATGGGCCTGGTGGTGCTAGAAGGGAAAGGGAATTTAAAGTTGTGATCAA
ATTGGCTGCCCGTGCTGATCTTCATCACTTGGGAATGTTITTAGAAGGGAAACAGGCTGATGCACC
TCAAGAGGCGCTTCAAGTTCTGGATATTGTTCTGCGTGAGTTGCCAACATCTAGGTTTTGTCCTGTG
GGTCGTTCTITCTATTCCCGTGATTTAGGGCGAAAGCAACCATTGGGTGAAGGTITAGAAAGTTGG
CGTGGGTTCTATCAAAGCATTCGCCCCACACAAATGGGCTTATCACTGAACATCGATATGTCTTCC
ACTGCATTCATTGAGCCACTGCCAGTCATTGATTTTGTGACACAGCTTCTGAACCGAGATGTGCCA
TCTAGACCACTGTCTOGATGCTGGCCGTOGTAAAGATAAAAAAAGCTCTGAGAGGTGTGAAGGTGGA
GGTTACTCATCGTGGAAATATGCGGAGGAAGTACCGCATTTCGGGTITAACATCTCAAGCAACAA
GAGAGTTGACCTICCCTGTTGATGAAAATGGTACAGTGAAATCTGTAATTGAGTATTTTCGAGAAA
CATATGGGTTTGTAATTCAGCATACTCAGTGGCCTIGTCTACAAGTIGGAAATCAGCAGAGACCTA
ATTACTTGCCAATGGAAGTCTGCAAGATTGTGGAGGGACAAAGGTACTCAAAGCGCTTGAATGAG
AGACAGATTACTGCACTTCTGAAAGTGACCTGCCAGCGTCCCCAAGGGAGGGAGCGTGATATTCTT
GAGACCGTACATCATAATGCCTATGCTAATGACCCATATGCCAAGGAGTTTIGGTATTAAGATTAGT
GACAAGTTGGCACAAGTTGAGGCTCGTATTTTGCCTCCACCTCGGCTTAAATATCATGATAACGGT
CGAGAAAAGGACTGCCTGCCACAAGTTGGCCAATGGAATATGATGAATAAGAAAATGGTAAATGG
AGGGACGGTGAACAATTGGATCTGCATAAACTTCTCTCGCAATGTGCAAGATAGTGTTGCTCATGG
GTTTTGCTCTGAGCTTGCACAAATGTGCCAGATATCTGGCATGAATTTCAATCCAAATCCTGTTCTG
CCACCTTCGAGTGCACGCCCTGATCAGGTCGAAAGAGTATTGAAAACTCGATTICATGATGCTATG
ACTAAGTTGCAGCTGCATGGGAGAGAGCTTGATTTGCTAGTTGTCATCTTGCCAGACAATAATGGA
TCTCTTTATGGTGATCTGAAGCGCATTTGTGAGACTGAACTAGGAGTCGTCTCACAGTGCTGTTTG
ACAAAACATGTATTTAAGATGAGCAAACAGTATCTAGCCAATGTAGCGCTGAAAATCAATGTGAA
GGTGGGAGGGAGAAACACTGTGCTTGTTGATGCAATATCGAGGCGAATTCCTCTTGTCAGCGACC
GGCCTACCATCATTTTTGGTGCAGATGTCACCCACCCTCACCCTGGGGAGGACTCTAGCCCATCCA
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TTGCCGUCGGTGGTTGCTTCTCAAGATIGGCCTGAGATTACAAAGTATGCTGGTCTAGTTTCTGCTCA
AGCCCATAGCGCAAGAGCTTATTCAGGATCTGTACACGACTAGGCAAGATCCTGTTAAGGGGACAG

GAATAATTTTCTATAGGGATGGTGTTAGTGAAGGACAATTTITATCAAGTGCTTCTGTTCGAACTTG
ATGCGATCCGCAAAGCATGTGCGTCTTTGGAGCCAAATTATCAGCCCCCAGTCACATTTGTTGTGG
TTCAGAAACGACATCACACAAGGCTTTTTGCCAATAACCACCGTGACAGAAATGCAGTTGACAGG
AGCGGGAACATTATACCTGGTACTGTTGTAGATTCAAAGATATGCCACCCGACAGAGTTTGATTTC
TATCTTTGTAGCCATGCCGGCATACAGGGTACGAGCCGTCCAGCTCACTACCATGTTCTATGGGAC
GAGAACAAATTCACAGCCGATGCGCTGCAGTCTTTGACCAACAACCTCTGCTATACATATGCAAGG
TGCACGCGTTCCGTCTCCATCGTTCCCCCTGCATATTATGCACATTTGGCAGCTTTCCGTGCTCGAT
TTTATATGGAGCCGGAGACATCTGACGG TGUTTCAGTAACAAGTGGGGCTGCTGGTGGCAGAGGG
GGTGGTGCAGGAGCTGCTGGA AGGAACACCCGAGCCCCAAGTGCTGGTGCTGCTGTTAGACCTCT
TCCTGCGCTCAAGGATAATGTGAAGAGGGTTATGTTCTACTGC (SEQ ID NQO:314) and

CACCTATCACTCTCTTTCTCTCTCTACAAACATATCGTGCCGTTTCTCTCTCGGUCTCTCTTCGTGTT
TTAGOOCACCG TGO TGO TTOO TATCCAGOGCOOCGUT T TTGAGTTATTACCATGGTGCOOAAGAAGA
GOACTOATGTTCCTOGO TGO TOUTGAGAG T T T TOAG TCCCATGAAACTOOAGGOUCACCGAGUTGOGT
GUCOCAACGUCCA TCACAGUAGCAGCAACA TCAGCA TCAGCAAGGCOOGOUAGUAAGAGGCTGGGUAC
CTCAGCATGGAGGACATGGTGGOCGTGGTGGTGGGOGAGCTCCACGTGOTGHAATGGCUCCTCAA
CAATCCTATGGTGGACCTOCTGAATACTACCAACAGGGCAGGGGAACTCAACAGTATCAACGAGG
TOGOUAGUGACAACCCCAGCGCCGTOONGOGCATGGGOGGOCGTGOOOGCACGGUUACCAG TACCCOAGC
TGCACCAAGUAACCCAGACTCCACATCAGCCTGTACCATATGGAAGACCATCAGAAACATACTCA
GAGGCTGGTTCCTCGTCTCAGCCACCTGAACCAACGACACAGCAAGTGACTCAGCAATTCCAGCA
ACTTGTTGTGCAGCCAGAAGCAGCTGCAACCCAAGUAATACAACCAGCATCGAGCAAGTCGATGA
GUTTTOCACTCCOGCCAGOAAAGGUGTAGTACTGG TATTAGATGUATAG T TAAGGCCAN TCACTTCT
TTGCCGAGTTACCTGACAAAGA TCTGCCACCAGTATGATG T T TCAATTACTCCTGAGGTCLGCOTCTC
GGGGTGTCAACCGGGCCGTCATGGAGCAGCTGGTGAAGCTTTATAGAGAATCCCATCTTGGGAAG
AGGCTTCCAGOCTATGACGGAAGAAAAAGTCTATACACAGCAGGGCCCCTCCCTTTTGTTC AAAAG
GATTTTAAAATCACTCTAATTGATGATGATGATGGACCTGGTGGTGOTAGGAGGGAAAGAGAGTTT
AAAGCTIGTGATCAAGUTGGCGGUTCG TGUTGATC T TCATCACT TGGUGGA TG T TCTTACAAGGGAGA
CAGGCTGATGUCACCGCAAGAAGCACTICAGGTGCOTGOGATA T TG TGO TACGTGAG T IGUCAACATCT
AGGTATTGTCCTGTGGGCCGCTCTTTCTATTCCCCTCATTTAGGACGAAGACAACCACTGGGTGAA
GOGTTTAGAGAGCTGGOGTGGOTTCTATCAAAGTATTCGTCCTACACAGATGGGATTATCCCTGAAT
ATTGATATGTCTTCCACGGUTTTUCATTGAGCCACTGUCGATTATTGACTTCG TGAGCCAGOTTOTGA
ATCGGGATATCTCTTCTAGACCACTGTCTGATGCTGACCGCGTTAAGATAAAGAAGGCACTGAGAG
GTGTAAAGGTGGGGGTCACTCATCGTGGAAATATGOGGAGGAAGTATCGCATTTCTGGCTTGACGT
CTCAAGCAACAAGAGAGTITGACTTTTCCTGTCGATGAAAGGGG TACGATGAAAGCTG T TG TGGAA
TATTTTCGGGAAACCTATGGTTTTGTCATTCGGCATACCCAGTGGCCTTGTCTTCAAGTTGGAAATA
CGCAGAGGOCAAATTACTTGOCAATGOAAGTATGTAAGATTGTAGAGGGACAGAGATACTCAAAG
CGCTTGAATGAGAGGCAGATAACAGCACTTCTAAAAGTGACCTGCCAACGTCCTCAAGAGAGAGA
ACGTGATATTCTTCAGACTGCTTCATCACAATGCTTATGCTGATGACCCATATGCGAAGGAGTTTGG
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TATTAAGATCAGTGAGGAGCTTGCTCAAGTTGAGGCTCGCATTTTGCCTGCACCTTGGC TTAAATA
COATGATACAGGTCGAGAGAAAGACTGTCTGCCACAAGTGGOCCAGTGGAATATGATGAATAAGA
AAATGGITAATGOAGGAACAG TGAACAACTGOGATCIG TG TAAACT T TTCTCGCAA TG TGUAAGAC
ACAGTTGUACGTGGA T TG TICCOAGCTTGCACAAN TG TGCATGATA TCCGUGAATGAACTICAAT
CCCAATCOTGTTCTACCACCAGTGAGTGCTCGCCCTGATCAAGTTGAGAGAGTC TTGAAAAC TCGA
TTTCACGATGCTATGACAAAGTTGOAGCCAAATGGHAGAGAGC TAGATCTTTTGATTGTGATATTA
CCAGACAATAACGGUTUTCT I TATGGTGATCTAAAACGGA T TTGTGAAACTGAAC T IGGAATTGIC
TCACAATGUTGCTTGACAAAACA TG TATTTAAGATGAGCAAGCAG AT T TAGCTAATG ITATCCCLG
AAGATAANTGTGAAGG T TGGAGGAAGAAATACTG TGO TGG T TGATGCGCTCTCTAGACGAATTCC
CCTTGTCAGCGACCGCCCAACTATCATTTTTGGTGCAGATGTCACCCATCCCCACCCTGGGGAGGA
TTCTAGCCCG TCAATTGCTGCGG TGO T TGO T TC TCAAGATTGGCCTGAAATTACAAAGTATGUTGG
TTTGGTTTCTGCTCAAGCGCATAGGCAAGAGCTTATACAAGATC TG TACAAGACTTGGCAAGATCC
AGTTAGAGGACCTGTGACTGGTGGCATGATAAAGGAA T TAC T TAT T ICC T TCCG TCGAGCAACT GG
ACAGAAGCCGCAGAGAATTATATTCTACAGAGATGGTGTTAGTGAAGGACAATTTTACCAAGTTCT
TCTTTTTGAACTTGATGCAATCCGCAAGGCATGTGCATCTTTAGAACCCAACTATCAGCCCCCGGTT
ACGTTIG TIG TGG TCCAGAAACGGUATCATACTAGG T TG T T TGCCAA TAACCACCACGACAGAAAT
GCAGTIGATCGGAGTGGGAACATTITTGCCTGG TACCGT TG TAGATTCAAAGATATGCCACCCTACT
GAATTTGATITCTATC TC TG TAGCCA TGCCGGCATACAGGG TAC TAGCCGUCCAGCTCA T TATCAT
GTTCTGTGGGATGAGAACAATTTTAC TGO TGACGOCCTGUAGTCTTTGACTAACAATCTTTGCTATA
CATATGCTAGGTGTACTCGTTCTGTCTCCATTGTTCCACCAGCATATTATGCACATTTGGCAGCTTT
CCOTGOUTCAGTTITTACATGGAGCCAGAGACATC TGATAATGGATCAGTCACAAGCGCAGCTGCTTC
AAACAGAGGAGGTTTAGGAGUTATGGGAAGGAGCACGUGAGCACCAGGTGCTGG TGO TGCTGTAA
GGCCCCTTCCTGOTCTCAAGGAGAATGTTAAGAGGGTTATGTTTTATTGT (SEQ ID NO:315).

217)Se trataron plantas de Nicotiana benthamiana usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 12. Se
prepararon soluciones de polinucleétidos (o polinucledtidos mixtos en el caso de AGO1) en Silwet L-77 al 0,01 %
(v/v) y sulfato de amonio al 2% (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8. Se sumergieron dos hojas
completamente expandidas en solucion de Silwet L-77 al 0,1% recientemente preparado con ddH20 durante unos
pocos segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros de solucién
de polinucledtidos a cada una de las dos hojas pretratadas. Para PDS, cada una de las 5 plantas recibieron 25
nanomoles del polinucledtido antisentido de PDS (SEQ ID NO: 34); para AGO1, cada una de las 5 plantas recibieron
50 nanomoles de cada uno de los 14 polinucleétidos antisentido de AGO1 (SEQ ID NO: 300-313); para los
tratamientos combinados de PDS y AGO, cada una de las 5 plantas recibié 25 nanomoles del polinucleétido
antisentido de PDS (SEQ ID NO: 34) y 50 nanomoles de cada uno de los 14 polinucleétidos antisentido de AGO1
(SEQ ID NOS: 300-313) aplicados en hojas separadas. Se trataron plantas de control emparejadas con tampoén
(Silwet L-77 al 0,01% vy sulfato de amonio al 2% (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8). No se observaron
diferencias entre las plantas tratadas con los polinucleétidos antisentido de AGO1 vy las plantas tratadas solo con
tampodn. Las plantas tratadas con el polinucledtido antisentido de PDS mostraron blanqueamiento sistémico. Las
plantas tratadas con el polinucleétido antisentido de PDS y por separado con los polinucleétidos antisentido de
AGO1 no mostraron blanqueamiento sistémico, lo que indica que la supresién de AGO1 bloqued la diseminacion
sistémica de la sefial de silenciamiento.

Ejemplo 34

218)Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulacion sistémica de un gen diana endégeno en una
planta en crecimiento que comprende recubrir por via tépica sobre las hojas de dicha planta en crecimiento
polinucledétidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a, una secuencia
de 18 o mas nucleostidos contiguos en dicho gen diana enddgeno o en el ARN mensajero transcrito a partir de dicho
gen diana enddgeno, mediante el cual dichos polinucleétidos permean el interior de dicha planta en crecimiento e
inducen la regulacion sistémica de dicho gen diana endégeno. Mas especificamente, este ejemplo ilustra el uso de
una composicion que comprende tensioactivo y polinucledtidos para inducir al menos de manera transitoria la
regulacion sistémica del gen de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) endégeno de Zea mays.
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219)Se identificé una secuencia genémica del gen de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) endégeno de
Zea mays como

ACCTACTTCCCCCTCGCCCCTCTCATGGTCTCTCTCGCGCCCAGATCTGCTACTAGACGGCACCGCT
GCAGCGCGTCGTGTCGCGGGGGTTGGTGGCAGGCAGCGAGAGCTTGCCGTTCCTCTCTCTCAGTTG
TCAGGTCCTAGGCTCACCTCACCGGCTCCCAGCCCGCTTCTATTTCTTCCTCCCCGACCCCGTGCAG
GTGGCAGTCCAGTCCACGCCACCAACCGCGAGGCGAACCAAACCAACCCACTCTCCCCAACCCCG
CGCGCCCAGGCCGCCCGCCCTACCAACCATCGGCGTCGGCAATGGCGGCCATGGCGACCAAGGCC
GCCGCGGGCACCGTGTCGCTGGACCTCGCCGCGCCGCCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGTGCA
GGCGGGTGCCGAGGAGATCGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCACCGTCAAGCTGCCGG
GGTCCAAGTCGCTTTCCAACCGGATCCTCCTGCTCGCCGCCCTGTCCGAGGTGAGCGATTTTGGTG
CTTGCTGCGCTGCCCTGTCTCACTGCTACCTAAATGTTTTGCCTGTCGAATACCATGGATTCTCGGT
GTAATCCATCTCACGATCAGATGCACCGCATGTCGCATGCCTAGCTCTCTCTAATTTGTCTAGTAGT
TTGTATACGGATTAATATTGATAAATCGGTACCGCAAAAGCTAGGTGTAAATAAACACTAGAAAA
TTGGATGTTCCCCTATCGGCCTGTACTCGGCTACTCGTTCTTGTGATGGCATGCTGTCTCTTCTTGGT
GTTTGGTGAACAACCTTATGAAATTTGGGCGCAAAGAACTCGCCCTCAAGGGTTGATCTTATGCCA
TCGTCATGATAAACAGTGGAGCACGGACGATCCTTTACGTTGTTTTTAACAAACTTTGTCAGAAAA
CTAGCATCATTAACTTCTTAATGACGATTTCACAACAAAAAAAGGTAACCTCGCTACTAACATAAC
AAAATACTTGTTGCTTATTAATTATATGTTTTTTAATCTTTGATCAGGGGACAACAGTGGTTGATAA
CCTGTTGAACAGTGAGGATGTCCACTACATGCTCGGGGCCTTGAGGACTCTTGGTCTCTCTGTCGA
AGCGGACAAAGCTGCCAAAAGAGCTGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGAAAGTTCCCAGTTGAGGATT
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CTAAAGAGGAAGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGUTGGAACTGCAATGCGGCCATTGACAGCAGCT
GTTACTGCTGCTGGTGGAAATGCAACGTATGTTTOCTCTCTTTCTCTCTACAATACTTGCTGGAGTT
AGTATOAAACCCATGOGTATGTCTAGTOOUT TATGGTGTA T TGO T T T T TOAACT TCAG T TACGTGOT
TOGATOGOAGTACCAAGAANTCAGOGOAGAGACCCATTGGCUGACTIOO TG TCOGA T TGAAGUAGCTTG
GTGUAGATGTTGATTGTTTCCTTGGCACTGACTGOCCACCTOTTCGTGTCAATGGAATCGGAGGHGT
TACCTGGTGGCAAGGTTAGCTACTAAGGGOCACATGTTACATTCTTCTGTAAATGGTACAACTATT
GTCOAGUTTITGCATT TG TAAGOAAAGCA T TGATTOATCTOAA T TGATGUTACACCACAAANTAT
COTACAAATGGTCATCCCTAAUTAGCAAACAATGAAGTAATACTIGGCA TG TG T T TATCAAATTAA
TTTCCATCITCTGOOGUATTGCCTGT T T TCTAGTCIAA TAGCATITG U T T TAGCAT TAA T TAGCTCT
TACAATTGTTATGTTCTACAGGTCAAGCTGTCTGGCTCCATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCOCTTGC
TOGATOGOUIGUICCTTIGGCTCTTGOOOGA TG TGGACGA T TGAAN TCATTOATAAN T TAN TCTCCATTCC
CIACGTCGAAATGACATIGAGATTGATCOAGCG T T T TGG TG TOAAAGCAGAGCATICTGATAGCTG
GOACAGATTUTACATITAAGGGAGO TCAAAAATACAAGTAAGCTICIGTAATGTAT T TCACTACTT TG
ATGUCAATGTTTCAGTTTTCAGTTTTCCAAACAGTCGCATCAATATTTGAATAGATGCACTGTAGA
AAAAAAATCATTGCAGGGAAAAACTAGTACTGAGTATTTTGACTGTAAATTATTTTACCAGTCGGA
ATATAGTCAGTCTATTGOGAGTCAAGAGOGTGAACCGAAATAGCCAG T TAATTATCCCAT IATACAG
ACGOACAACCATOTATACTAT IGAAACT TGO T TATAAGAGAATCTAGG TAGUTGOACTCGTAGUTG
CI'TGOCATOGOGATACUTTCOT TATCTT TAGOAAAAGACACTIGATITTIIT T T TCTGTGGUCCTCTATG
ATGTGTGAACCTGCTTCTCTATTGUTTTAGAAGGATATATCTATGTCGTTATGE AACATGCTTCCCT
TAGCCATTTGTACTGAAATCAGTTTCATAAGTTCGTTAGTGGTTCCCTAAACGAAACCTTGTTTTTC
TTTGCAATCAACAGGTCCCCTAAAANTGOCTA TG T TGAAGGTOATGOCTCAAGCOCAAGCTATTTC
TTGGCTGGTGCTGCAATTACTGOAGGUACTG TGACTGTGOGAAGG T TG TGGUACCACCAGT T TGCAG
GTAAAGATTTCTTGGCTGGTGCTACAATAACTGCTTTTGTCTTTTTGGTTTCAGCATTGTTCTCAGA
GTCACTAAATAACATTATCATCTGCAAATGTCAAATAGACATACTTAGGTGAATTCATGTAACCGT
TTCCTTACAAATTTGCTGAAACCTCAGGGTGATGTGAAGTTTGC TGAGGTACTGGAGATGATGGGA
GUOAAGGTTACATGOACCGAGACTAGCGTAACTO T TACTGGCCCACCGUGGGAGUCATTTGGGAG
GAAACACCTCAAGGCGATTGATGTCAACATGAACAAGATGCCTGATGTCGCCATGACTCTTGOTGT
GGTTGCCCTCTTTGCCGATGGCCCGACAGCCATCAGAGACGGTAAAACATTCTCAGCCCTACAACC
ATGCCTCTTCTACATCACTACTTGACAAGACTAAAAACTATTGGCTCGTTGGCAGTGGCTTCCTGE
ACAGTAAAGGAGACCGAGAGOGATGGTTGCGATCCGGACGGAGU TAACCAAGGTAAGGCTACATA
CTTCACATGTCTCACGTCGTCT T TCCATAGCTCGCTGCCTCT TAGCGGOTTGCCTGCGH TCGCTCCA
TCCTCGGTTGCTGTCTGTGTTTTCCACAGCTGGGAGCATCTGTTGAGGAAGGGCCGGACTACTGCA
TCATCACGCUGUCGGAGAAGCTGAACGTGACGGOGATCGACACGTACGACGACCACAGGATGGOC
ATGGCCTICTCCCTTGCCGCCTGTACCGAGGTCCCCGTOACCATOCGOGOACCOTGGETGCACCCGG
AACGACCTTCCCCGACTACTICGATGTGUTGAGCACTTTCG TCAAGAA T TAA TAAAGCG TGCGATALC
TACCACGCAGUTTCGATTGAAGTGATAGGCT TG TGO TGAGGAAATACATTTCTTTTGTTCTGTTTTTT
CTCTTTCACGGGATTAAGTTTTGAGTCTGTAACGTTAGTTGTTTGTAGCAAGTTTCTATTTCGGATC
TTAAGTTTGTGCACTGTAAGCCAAATTTCATTTCAAGAGTGGTTCGTTGGAATAATAAGAATAATA
ANTTACGTTTCAGTGGUTGTCAAGCCTGCTGUTACG TT T TAGGAGATGGUATTAGACATTCATCUAT
CAACAACAATAAAACCTTTITAGUCCTCAAACAATAATAGTGAAGTTATTTTITAGTCCTAAACAAGT
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TGCATTAGGATATAGTTAAAACACAAAAGAAGCTAAAGTTAGGGTTTAGACATGTGGATATTGTTT
TCCAT (SEQ ID NO:316),

con una regiéon 5' no traducida ubicada en las posiciones de nucleétidos 1 - 306 y una region 3' no traducida
ubicadas en las posiciones de nucledtidos 3490 - 3907. Se identificé una secuencia de ADN de EPSPS como

ACCTACTTCCCCCTCGUCCCCTCTCATGGTCTCTCTCGCGCCCAGATCTGCTACTAGACGGCACCGCT
GCAGCGCGTCGTGTCGCGGGGUTTGGTGGCAGGCAGCGAGAGCTTGCCGTTCCTCTCTCTCAGTTG
TCAGGTCCTAGGCTCACCTCACCGGCTCCCAGCCCGCTTCTATTTCTTCCTCCCCGACCCCGTGCAG
GTGGCAGTCCAGTCCACGCCACCAACCGCGAGGCGAACCAAACCAACCCACTCTCCCCAACCCCG
CGCGCCCAGGUCCGCCCCGCCCTACCAACCATCGGCGTCGGCAATGGUGGCCATGGCGACCAAGGCC
GCCGCGGGCACCCTGTCGCTGGACCTCGCCGUGUCGCCGGLGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGTGCA
GGCGGGTGCCGAGGAGATCGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCACCGTCAAGCTGCCGG
GGTCCAAGTCGCTTTCCAACCGGATCCTCCTGCTCGCCGCCCTGTCCGAGGGGACAACAGTGGTTG
ATAACCTGTTGAACAGTGAGGATGTCCACTACATGCTCGGGGLUCTTGAGGACTCTTGGTCTICTCTG
TCGAAGCGGACAAAGCTGCCAAAAGAGCTGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGAAAGTTCCCAGTTGAG
GATTCTAAAGAGGAAGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGGCCATTGACAGC
AGCTGTTACTGCTGCTGGTGGAAATGCAACTTACGTGCTTGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGA
GACCCATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAGCAGCTTGGTGCAGATGTTGATTGTTTCCTTGGC A
CTGACTGCCCACCTGTTICGIGTCAATGGAATCGGAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTCAAGCTGTCTG
GCTCCATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCCTTGCTGATGGCTGCTCCTTTGGCTCTTGGGGATGTGG
AGATTGAAATCATTGATAAATTAATCTCCATTCCCTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGC
GTTTTGGTGTGAAAGCAGAGCATTCTGATAGCTGGOGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTCAAAAA
TACAAGTCCCCTAAAAATGCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTCTTGGCTGGT
GCTGCAATTACTGGAGGGACTGTGACTGTGCGAAGGTTGTGGCACCACCAGTTTGCAGGGTGATGT
GAAGTTTGCTGAGGTACTGGAGATGATGGGAGCGAAGGTTACATGGACCGAGACTAGCGTAACTG
TTACTGGCCCACCGCGUGGAGCCATTIGGGAGGAAACACCTCAAGGCGATTGATGTCAACATGAAC
AAGATGCCTGATGTCGCCATGACTCTTGCTGTGUGTTGCCCTCTTTGCCGATGGCCCGACAGCCATC
AGAGACGTGGCTTCCTGGAGAGTAAAGGAGACCGAGAGGATGGTTGCGATCCGGACGGAGCTAA
CCAAGCTGGGAGCATCTGTTCGAGGAAGGGCCGGACTACTGCATCATCACGCCGCCGGAGAAGCTG
AACGTGACGGCGATCGACACGTACGACGACCACAGGATGGCCATGGCCTTCTCCCTTGCCGCCTGT
GCCGAGGTCCCCGTGACCATCCGGGACCCTGGGTGCACCCGGAAGACCTTCCCCGACTACTTCGAT
GIGCTGAGCACTTTCGTCAAGAATTAATAAAGCGTGCGATACTACCACGCAGCTTGATTGAAGTGA
TAGGCTTGCTGCTGAGGAAATACATITCTTITIGTTICTGTTTTTTCTCTTTCACGGGATTAAGTTTTGAG
TCTGTAACGTTAGTTGTTTGTAGCAAGTTICTATTTCGGATCTTAAGTTTGTGCACTGTAAGCCAAA
TTTCATTTCAAGAGTGGTTCGTTGGAATAATAAGAATAATAAATTACGTTTCAGTGGCTGTCAAGC
CTGCTGCTACGTTTTAGGAGATGGCATTAGACATTCATCATCAACAACAATAAAACCTTTTAGCCT
CAAACAATAATAGTGAAGTTATTITITTAGTCCTAAACAAGTTGCATTAGGATATAGTTAAAACACA

AAAGAAGCTAAAGTTAGGGTTTAGACATGTGGATATTGTTTTCCAT (SEQ 1D NO:317).

Se disefid un polinucleétido de ARN bicatenario de 240 pares de bases con una hebra correspondiente a la
secuencia de ADN
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TACTTGAGTGCCITGCTGATGGCIGCTICCITTGGCICT TGGGGA TG TGGAGATIGAAATCATIGATA
AATTAATCTCCATTCCGTACGTCGAAATGACATIGAGATTIGATGGAGCG T I T GG TG TGAAAGCAG
AGCATTCTGATAGCTGGGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTCAAAAATACAAGTCCCCTAAAAAT

GCCTATGTIGAAGGTOATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTCLTS (SEQ 1D NO:318)

que corresponde a un segmento de 240 nucledtidos ubicado en las posiciones de nucledtidos 937 - 1176 de la
secuencia de ADNc de EPSPS.

220)Se germinaron semillas de Zea mays (Gaspe) sobre papel de germinacion. Las plantulas se transfirieron a
macetas de 10,1 cm (4 pulgadas) y se cultivaron las plantas en una camara de crecimiento. Se trataron tdpicamente
plantas de 17 dias de edad con polinucleétidos y se usaron tres plantas como controles. Se marcaron dos hojas
inferiores de cada planta y después se pretrataron sumergiéndolas en una solucion de Sllwet L-77 al 0,1%.
Aproximadamente 30 minutos después del pretratamiento con tensioactivo, se aplicaron 20 microlitros de solucion
de tratamiento a la parte superior de cada una de las dos hojas pretratadas. La solucién de tratamiento consistié en
una mezcla de 100 microlitros de solucién de tampon 2X, 90 microlitros de agua, 10 microlitros de una solucion de
4,6 microgramos/microlitro del ARNbc de EPSPS (correspondiendo una hebra a la SEQ ID NO: 318); la solucién de
tampon 2X fue una mezcla de 200 microlitros de Silwet L-77 al 0,1%, 200 microlitros de fosfato de sodio 50
milimolar, 146 microlitros de fosfato de amonio al 34% y 454 microlitros de agua. A los 8 dias después del
tratamiento, dos de las tres plantas tratadas con polinucleétido presentaron retraso en el crecimiento con hojas
apicales dafadas o muertas (similar al fenotipo observado en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con
polinucleétido de EPSPS), mientras que las tres plantas de control tuvieron un crecimiento y una morfologia
normales (figura 37).

Ejemplo 35

221)Se investigd la eficacia de diferentes sustancias (incluyendo sales, un agente quelante, un humectante y
poliaminas) como agentes de trasferencia de polinucleétidos o como potenciadores de un agente de trasferencia de
polinucledtidos conocido. Previamente, se habia demostrado que el sulfato de amonio potencia la permeabilidad de
las plantas a los polinucledtidos (véase, por ejemplo, el ejemplo 13). La tabla 26 lista el efecto en la actividad
herbicida (presentado como porcentaje de control/eliminacion de malas hierbas y como altura de las plantas) del
sulfato de amonio y EDTA como aditivos para soluciones de rociado de Silwet L-77 al 1% de polinucleétidos (ARN)
aplicados tépicamente en plantas de almizcle resistentes al glifosato. En este experimento concreto, se observé que
el acido etilendiaminatetraacético (EDTA) al 0,004% actia de manera similar al sulfato de amonio al 2% en la
solucién de rociado, potenciando la eficacia de los polinucleétidos y potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 26
Tratamiento Control de almizcle (%) Altura de almizcle (cm)
Sin adicion 0 75
+ sulfato de amonio al 2% 43 1,8
+ EDTA al 0,004% 45 1,0

222)La tabla 27 lista el efecto en la actividad herbicida (presentado como porcentaje de control/eliminacion de malas
hierbas y de la altura de las plantas) de varias sales que incluyen sales inorganicas (cloruro de sodio, sulfato de
sodio, sulfato de amonio, cloruro de amonio) y sales organicas (cloruro de tetrametilamonio, cloruro de
tetraetilamonio, bromuro de tetrapropilamonio y bromuro de tetrabutilfosfonio) como aditivos a soluciones de
pulverizado de Silwet L-77 al 1% de polinucledtidos (ARN) aplicados topicamente sobre plantas de almizcle
resistentes al glifosato. En este experimento concreto, se observd que el cloruro de amonio y el bromuro de
tetrabutilfosfonio actuaban de manera similar al sulfato de amonio en la soluciéon de pulverizado, potenciando la
eficacia de los polinucleétidos y potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 27
Tratamiento Control de almizcle (%) Altura de almizcle (cm)
Sin adicion 0 16,0
+ cloruro sédico al 2% 15 15,0
+ sulfato sédico al 2% 7 17,0
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(continuacion)

Tratamiento Control de almizcle (%) Altura de almizcle (cm)
+ sulfato de amonio al 2% 54 9,3
+ cloruro amonico al 2% 52 10,3
+ cloruro de tetrametilamonio al 2% 19 15,0
+ cloruro de tetraetilamonio al 2% 27 12,0
+ bromuro de tetrapropilamonio al 2% 34 11,0
+ bromuro de tetrabutilfosfonio al 2% 19 13,3
+ bromuro de tetrabutilfosfonio al 2% 55 5,3

223)La tabla 28 lista el efecto del humectante, glicerina, en la actividad herbicida (presentada como porcentaje de
control/eliminacién de malas hierbas y como altura de las plantas) de polinucleétidos (ARN) aplicados por via topica
sobre plantas de almizcle resistentes al glifosato. Se observéd que la glicerina potenciaba la eficacia de los
polinucleétidos, potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 28
Tratamiento Control de almizcle (%) Altura de almizcle (cm)
Sin adicion 0 16,0
Silwet L-77/AMS (sin glicerina) 54 9,3
Silwet L-77/AMS + glicerina al 0,5% 57 6,3

224)La figura 38 ilustra el efecto de diversos contraiones de glifosato en la actividad herbicida (presentada como
porcentaje de control/eliminacion de malas hierbas y como altura de las plantas) de polinucleétidos (ARN) aplicados
por via topica sobre plantas de almizcle resistentes al glifosato. Una mezcla de polinucledtidos de EPSPS (IDT [1]
(SEQ ID NO: 83-84), IDT [2] (SEQ ID NO: 85-86), IDT [3] (SEQ ID NO: 87-88) e IDT [4] (SEQ ID NO: 89-90)) en
Silwet L-77 al 0,5%, sulfato de amonio al 2% en tampoén de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 con vehiculo de
Roundup® WeatherMax® al 0,2% (mezcla de tensioactivo de amina de sebo MON56151 de amina de sebo (16-18C)
y cocoamina (12-14C) a una proporcion de 55:45) y 1682 g de equivalente de acido por hectarea de una de las sales
de glifosato; K+glifosato, isopropilamonio+glifosato o monometilamonio+glifosato a 215 litros/acre mediante
pulverizador Millo en 3 replicados de plantas de almizcle resistente al glifosato de 10,1-15,2 cm (4-6 pulgadas) que
contenian 16 copias de EPSPS. La altura de las plantas se puntué a los 21 dias después del tratamiento con
glifosato. Los resultados (presentados como porcentaje de control/eliminacién de malas hierbas y como altura de las
plantas) se proporcionan en la tabla 29. Las sales de glifosato de isopropilamonio y monoetanolamonio
proporcionaron una mejor actividad herbicida en comparacioén con la sal de potasio.

Tabla 29
Tratamiento Control de almizcle (%) Altura de almizcle (cm)

Sin adicion 0 16

K+ glifosato 23 12,3
K+ glifosato + polinucleétidos de EPSPS 32 10,8
IPA+ glifosato 9 14,5
IPA+ glifosato + polinucledtidos de EPSPS 66 55
MEA+ glifosato 9 14,5
MEA+ glifosato + polinucletdtidos de EPSPS 66 55

225)Se investigd el efecto de los cationes de poliamina, espermina (N,N-bis(3-aminopropil)butano-1,4-diamina) y
espermidina (N-(3-aminopropil)butano-1,4-diamina) en la actividad herbicida de polinucleétidos (ARN) aplicados por
via topica en plantas de almizcle resistentes al glifosato. Se prepararon soluciones de polinucleétidos usando una
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mezcla de cantidades iguales de las cuatro moléculas de ARNbc "cortas" de tamario de oligonucleétido descritas en
el ejemplo 1, que tienen una hebra antisentido disefiada para hibridar con el ARNm transcrito a partir del gen
EPSPS de almizcle (SEQ ID NO: 1) en las posiciones 14-38 (ARNbc corto-1), las posiciones 153-177 (ARNbc corto-
2), 345-369 (ARNbc corto-3) y 1105-1129 (ARNbc corto-4), como se indica por los nucledtidos subrayados en la
figura 1; los ARNbc tenian dos salientes de oligonucleétidos en el extremo 3' de la hebra antisentido y tenian dos
desoxinucledtidos en los nucledtidos terminales en el extremo 3' de la hebra con sentido. Las soluciones de
polinucleétido de ARNbc se prepararon con espermina o espermidina 1 o 10 milimolar o sulfato de amonio al 2%, en
un tampon de fosfato de sodio 10 milimolar (pH 6,8). Las soluciones de control (sin polinucleétidos) se prepararon
con espermina o espermidina 1 o 10 milimolar o sulfato de amonio al 2%, en un tampdén de fosfato de sodio 10
milimolar (pH 6,8). Las plantas de almizcle resistente al glifosato (33, 36 o 57 copias de EPSPS) se rociaron
previamente con Silwet L-77 al 1%. Las soluciones de polinucledtidos de ARNbc (11,6 gramos/acre) o las soluciones
de tampoén se aplicaron en forma de gotas sobre cuatro hojas inferiores completamente extendidas de almizcle
resistente al glifosato mediante pipeteado. Dos dias después del tratamiento con polinucleétido, se rociaron las
plantas con glifosato (3360 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX®). Se tomaron fotografias de las plantas a los 14 dias después del tratamiento con glifosato; los
resultados se muestran en la figura 39. El tratamiento con ARNbc y espermina 10 milimolar seguido de tratamiento
con glifosato elimind al almizcle resistente al glifosato con 33 copias de EPSPS vy lesiond y retardd gravemente el
crecimiento del almizcle resistente al glifosato con 36 copias de EPSPS. El tratamiento solo con espermidina 10 mM
retardo el crecimiento de almizcle resistente al glifosato con 33 copias. En este experimento concreto, ni la
espermina ni la espermidina a 1 o 10 milimolar rindieron igual que el sulfato de amonio al 2%.

Ejemplo 36

226)Se ensayo la eficacia de diferentes tensioactivos como agentes de trasferencia de polinucleétidos en soluciones
pulverizadas de polinucleétidos a almizcle resistente al glifosato. Se obtuvieron tensioactivos Break-Thru de Evonik
Industries; los tensioactivos Silwet se obtuvieron de Momentive. Las soluciones de pulverizado se prepararon el
mismo dia del rociado. Una mezcla de polinucleétidos de EPSPS (IDT [1] (SEQ ID NO: 83-84), Se afadieron IDT [3]
(SEQ ID NO: 87-88) e IDT [4] (SEQ ID NO: 89-90)) a las soluciones de pulverizado de 15 a 50 minutos antes de
rociar y se aplicaron de 1 a 2 mililitros usando un pulverizador personalizado de bajo volumen muerto ("milli") a
plantas de almizcle resistentes al glifosato (R-22) procedentes de esquejes de 2,5 a 10,1 cm (una a cuatro
pulgadas). Se aplicaron entre 10 y 225 microgramos de polinucleétidos totales a cada planta, dependiendo del
experimento; normalmente se aplicaron 23 microgramos en total de polinucledtidos por planta. Las plantas tratadas
se colocaron en un ambiente de invernadero durante 14/10 horas a 26,7/21,1 grados centigrados o 29,4/21,1 grados
centigrados y una pauta de luz complementaria. Después de 2 a 3 dias, las plantas se pulverizaron con glifosato
("Wmax 2X" o 1682 g de equivalente de acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®)
mediante un pulverizador normal (93,53 litros/hectarea, 10 galones/acre) y se devolvieron al invernadero. La
cantidad de control (lesién visual) en relacion a los tratamientos sin rociado, la altura de las plantas y las fotos del
almizcle se recogieron a diferentes intervalos de tiempo durante hasta 21 dias después del tratamiento con glifosato.
Se registré el peso fresco del material vegetativo por encima del suelo en el ultimo punto de tiempo. Se asigné a
cada tratamiento una puntuacion de lesién general de planta de entre 0 y 3 basandose en el analisis combinado de
Control, Altura, Peso fresco y Fenotipo visual de la planta, donde "3" es una actividad herbicida fuerte, "2" es una
actividad moderada, "1" es una actividad leve y "0" es falta de actividad observada después de corregir respecto de
cualquier lesion observada causada por el tratamiento solo con glifosato; los resultados se muestran en la tabla 30.

227)También se investigaron las propiedades fisicas de los diferentes tensioactivos y se listan en la tabla 30. Se
prepararon setenta mililitros de solucién de tensioactivo (tensioactivo al 0,5% en solucién acuosa que contiene
sulfato de amonio al 2%, tampon (fosfato potasico 20 milimolar, pH 6,8), con o sin un polinucleétido de EPSPS (IDT
[2] (SEQ ID NO: 85-86), 0,09 miligramos/militro) afiadido, en el mismo dia de la medicion. La tensién superficial
dinamica se midi6é a temperatura ambiental de la sala (22 a 23 grados centigrados) en un tensiémetro Kruss BP100
usando el procedimiento de maxima presion de la burbuja, representando la tensién superficial frente a la edad de la
superficie. Se ajusto el instrumento para detectar automaticamente la superficie y sumergir el capilar hasta una
profundidad de 10 mm. Se registraron las mediciones de tension superficial para tres edades de superficies
(aproximadamente 20, 500 y 1250 ms). La tension superficial en dinas por cm se comunicé en el intervalo de 1250
ms como aproximacion a la tension superficial estatica y el cambio entre 20 y 500 ms se comunic6 como una
estimacion de la tension superficial dinamica. Los valores de equilibrio hidréfilo-lipdfilo para los tensioactivos se
obtuvieron de referencias de tensioactivos y de la informacion del producto.
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20

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sammons, Robert D.

Ivashuta, Sergey |.

Liu, Hong Wang, Dafu Feng, Paul C.C.
Kouranov, Andrei Y.

Andersen, Scott E.

<120> MOLECULAS DE POLINUCLEOTIDO PARA REGULACION GENICA EN PLANTAS

<130> 38-21(56855)0000/PCT

<140> nulo
<141> 08-03-2011

<150> 61/311.762
<151> 08-03-2010

<150> 61/349.807
<151> 28-05-2010

<150> 61/381.556
<151> 10-09-2010

<160> 320
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1557

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 1
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atggctcaag
cccaaaacec
tctccaaagt
aagattcaag
ttacaaccca
aatcgaatcc
tatagtgatg
gatgatagta
aaagatggaa
ttgacagctg
agaatgaggyg
gtagattgtt
ccagggggca

atggctactc

gtacegtatg
agtgatagtt
gcatatgttg
ggtgggactyg
gccgaagttc
actggaccac
aacaaaatge
acegecatea
tgeacagaac
acteccocgectg
atggcattct

acccgtaaaa

<210> 2
<211> 1761
<212> ADN

ctactacecat
agttacccaa
tcatgtettt
cttetgttge
tcaaagagat
ttecttttage
atattcttta
cagccaaaag
aggaagagat
cggttgcegt
agcgececceat
ttettggeac
aggtcaagct

ctttgggtct

ttgaaatgac

gggacaggtt
agggtgatge
tcactgtcaa
ttgagaagat
ccagggattc
cagatgttge
gagatgtgge
tgagaaagcet
aaaagctaaa
ctettgotge

cctteccococgga

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 2

ES 2 641642 T3

caacaatggt
atcttcaaaa
aaccaataaa
tgctgcagct
ctctggtact
tgetttgtet
tatgttggac
ggcagtcgta
tcaactttte
tgetggagga
tggggatctyg
aaattgecect
ctctggatcg

tggagacgty

aataaagttg
ctacattega
ttecaagtget
gggttgtgga
gggttgcaag
atctggaaag
tatgactett
tagetggaga
tggggcaaca
ccocaccgec
ctgtgecagat

ctactttgat

gtcecatactg
actcttaatt
agagttggtg
gagaaacctt
gttcaattgc
gagggcacaa
gctctcagaa
gagggttgtg
cttggtaatg
aattcaagtt
gtagcaggtce
coetgtteggg
gttagtagcc

gagattgaga

atggaacget
ggtggtcaga
agctacttec
acaagcagtt
gtcacctgga
aaacatctgc
gecagttgttg
gtgaaggaaa
gttgaggaag
attgaaactt
gttcecegtea

gttttagaaa

93

gtcaattgeca
ttggatcaaa
ggcaatcatc
catctgtecce
ctgggtcaaa
cagtggtcga
ctettggttt
gtggtctgtt
caggaacagc
atgtgettga
taaagcaact
tcaatgctaa
aatatttaac

tagttgataa

ttggagtate
aatacaaate
tageoggage
tacagggtga
cagagaatag
gtgctatcga
cettgtatge
cogaacggat
gatctgatta
atgacgatca
ctatccttga

agttcgccaa

ccatacttta
cttgagaatt
aattgttccc
agaaattgtg
gtetttateco
caacttgctg
aaaagtggaqg
tectgttggt
gatgcgeoccca
tggagtacca
tggttcagat
aggaggectt
tgcacttctc

attgatttct

cgtagaacat
tcctggaaag
cgecgteact
tgtaaaattt
tgtaactgtt
cgtcaacatqg
agatgggeocce
gattgeccatt
ctgtgtgate
ccgaatggec
tcecgggatge

gcattga

60

1290

180

240

300

360

4290

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1557



atgccccaaa
ctttggagct
ttgttatgtt
gecacgaced
ccaagaccag
tttegtactt
ggtggtttgt
gcaagagatg
gagactgggt
ctagggattyg
aagecagggyg
attttggecca
attggactct
agtgttaagg
attgeccatgt

ttgattgett

ggtaacccte
caagtcagac
tgttttatac
gtggatatcet
ttggagaage
aagaacacat
atgtctgtta
goaccecgeag
gaactagcga
aagtatcatg
tgteggecct
cagaagtact
attgtacagg

gtagttagca

tcggacttgt
cgaggtcttc
ttggtagtag
gaagattgac
agctagacaa
cctcacgecc
ctacagcaaa
tcctaggtgg
tgeacatatt
atgatcggtt
agttcageeg
tactaaagaa
tgccagcaat
actggatgag
caaaggcact

tgaacagatt

ctgagagact
taaactcacg
tgaataatgg
tgaagettet
tagtgggagt
ctgataatet
catgtaagga
aagagtggat
agcttttcce
ttgtcaaaac
tgeaaagate
tggetteaat
attacgagtt

tagtgaacta
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atctgectgtt
gttgggaact
cgactcacatg
aaaggacttt
tacagttaac
aactaaacca
atatctggca
gaaggtagct
ctttgggget
geagtggaag
ctttgatttt
caacgaaatg
gettggaggy

aaagcaaggt

taacttcata

tettecaggag

ttgcatgecceg
aataaaaaag
cagtacaatt
tttgectgaa
tectgtgata
getetteage
atattacaac
aaatcgtagt
tgatgaaatt
cccaaggtet
ccctatagag
ggaaggtget
acttcttgge

a

aatttgagag
gaaagtcaaqg
gggcataagt
aatcetttaa
tatttggagyg
ttggagattyg
gatgctggtc
gcatggaaaqg
taccecaaata
gaacattcaa
cctgaagete
cttacgtggce
caatcttatg
gtgcctgata
aaccetgacy

aaacatggtt

attgtggaac
atcgagectga
aaaggagatg
gactggaaag
aatgtccata
agaagcecagt
cccaatcagt
gactcagaaa
tcggeagatc
gtttataaaa
ggtttttatt
gtettateag

cggagccaga

94

tccaaggtaa
atgtttgett
taaggatteg
aggtagtetg
cggegttatt
ttattgctgg
acaaaccgat
atgatgatgg
tgcagaaccet
tgatatttge
tteetgegee
ccgagaaagt
ttgaagctca
gggtgacaga
agetttegat

caaaaatgge

atattgagtc
atgaggatgy
cttttgtgtt
agatccecata
tatggtttga
tgctecagtgt
ctatgttgga
ttattgatge
agagcaaagc
ctgtgeecagg
tagetggtga
gaaagctttg

agatgttgge

ttcagcttat
gcaaaggaat
tactccaagt
cattgattat
atcatecateg
tgcaggtttg
attgctggag
agattggtac
gtttggagaa
gatgcoetaac
attaaatgga
caaatttgct
agacggttta
tgaggtgttc
geagtgeatt

ctttttagat

aaaaggtggc

aagtgtcaaa

tgccactcca
tttecaaaaqg
cagaaaactyg
gtacgetgac
attggtattt
tacaatgaag
aaaaatattg
ttgtgaacce
ctacacgaaa
tgcacaaget

agaagcaagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1761
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20

25

30

35

<210> 3
<211> 559
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 3
ggceccatagg
cacatcgett
tgcgacgage
gacggecgag
gtteatcacg
gatcatcgaa
gocgcgecttce
gggcgaccgt
cegtegecaa
tegttttttt

<210> 4

<211>10
<212> ADN

cctttttcta
aggtaaagaa
gacgtctecge
aggcggtege
gtegececett
ggcgcgoggh
gatgatcgac
gatgaacggt
tggecteaag

tggcaaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 4 tcccacatcg 10

<210>5
<211> 13
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 5

aagattagca cgg 13

<210>6
<211> 11
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 6

acgcataaaat 11

<210>7
<211>6
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 641642 T3

aaataggcce
agcagctgag
ccteategea
ttaagattag
cogoegaagge
cttceoggeac
gaatatccga
ctggaagaac

ctcaatggeg

atttaagcta
tttatatatg
atccacgcca
catgtecttg
ggecggegaca
cgtgacgeat
ttctegetgt
tccgegtcaa

tggattgega

95

ttaacaatct
gttagagacg
ttgagcttga
acgoggagtt
gogagaateqg
aaacacggtg
cgeogecgec
ggaaagcgac

tgagggcgag

tcaaaagtac
aagtagtgat
ggccattgge
cttccagace
gatattegte
ccggaagace
ttcgocggaag
cgectetegg

acgtegeteg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

559
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<220>
<223> Construccion sintética

<400>7
tttttt 6

<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 8
accctccacg actgeccttt 20

<210>9

<211>19

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 9
gtttccttca ctctccage 19

<210>10

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 10
gtagcttgag ccattattgt 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 11
gttgatggta gtagcttgag 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 12
accctccacg actgeccttt 20

<210>13

<211>19

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 13
gtttccttca ctctccage 19

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<400> 14
aagcggttga gcactgaa 18

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 15
accctccacg actgcccttt 20
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<210> 16

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

taatacgact cactataggg caagagatgt cctaggtggg 40

<210> 17

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 17
taatacgact cactatagga cagatttctt caggagaaac atgg

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 18
gcaagagatg tcctaggtgg g 21

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19
acagatttct tcaggagaaa catgg 25

<210> 20

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

taatacgact cactataggc atctccttta attgtactgc c 41

<210> 21

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

taatacgact cactataggt ttaattgtac tgccattatt ¢ 41

<210> 22
<211> 22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22
catctccttt aattgtactg cc 22

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23
tttaattgta ctgccattat tc 22

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24
cacttccatc ctcattcagce tcgat 25

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25
acacctcatc tgtcacccta tcag 24

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26
cagtctcgta ccaatctcca tcat 24

<210> 27

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 27
taatacgact cactataggg atccatgata tcgtgaacat c

<210> 28

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ly
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<223> Construccion sintética

<400> 28

taatacgact cactataggg gcaaagaaaa atgcgtcg

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29
atccatgata tcgtgaacat c 21

<210> 30

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30
gcaaagaaaa atgcgtcg 18

<210> 31

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31
tgttttatac tgaataatgg cagtacaatt aaaggagatg

<210> 32

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32
catctccttt aattg 15

<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33
catctccttt aattgtac 18

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34

38

40

99
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catctccttt aattgtactg ¢ 21

<210> 35

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35
catctccttt aattgtactg ccattattca gta 33

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36
gcagtacaat taaaggagat g 21

<210> 37

<211> 1614

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 37

tcaatttcat ctattggaag tgattttttg ggtcattctg tgagaaattt cagtgttagt

aaagtttatg gagcaaagca aagaaatggg cactgccctt taaaggttgt ttgtatagat

100

60

120



tatcctagge
acttttcgga
ttggctggtce
gaagcacgag
tatgagactg
gaacttggta
agcaagcccyg
ggcatatggy
gccattggcet
ttgagtgtce
tttattgeca
atcettgattg
gacggaaacc
ggtgaagtta
aagagttttt
ccagttgaca
aaacttgaga
ttaaagaata
gatatgtcgg
tttgcacccg
aaagagcttg
ctcaaatate
cettgtegge
aaacaaaaat

gctatcgtac

<210> 38
<211> 1761
<212> ADN

cagagcttga
attcgectceg
tatccacgge
atgttttagg
ggctacatat
taaatgaceg
gtgaattcag
caatcctaag
tgttgcctge
aagagtggat
tgtcaaagge
ctetgaaceg
ctccagagag
aacttaactc
tgctaaataa
tettgaaget
aattagtggg
catatgaceca
agacatgcaa
cggaggaatg
ccaagctttt
atgtegtcaa
cgetgcaaag
atttggette

aggattatga

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 38

ES 2 641642 T3

aagtacatcc
tcctcagaag
aaagtattta
aggaaaggtt
attetttggg
actgcaatgg
tcgetttgat
aaataatgaa
tatggcaggc
gagaaaacaa
actgaactte
atteoctgeag
gctgtgcatg
tcgtatacaa
cgggagggaa
gttactacct
cgttectgtyg
tectactette
ggaatataag
gatttcacga
cccggatgaa
aactccaagg
atcaccaata
tatggaaggt

tctgctgagt

aatttcttgg
ccattagaag
gctgatgcag
gcagegtgga
gcatatocaa
aaggageact
tttcecgaaa
atgctaacct
ggacagtcat
ggagtacccyg
ataaateceg
gagaaacatg
cctattgtta
aagattcagt
atacgaggag
gatacttgga
attaatgtte
agcaggagtc
gatccaaata
agcgacactg
atcgectgecg
teggtttata
gagggtttet
goetgtettat

tctecgageac

101

aagccgccta
ttgtaattge
gtcacaaacc
aggatgagga
atgtccaaaa
ctatgatttt
tcctgectge
ggccagaaaa
atgttgaagc
atcgtgtaac
atgaacttte
gttctaagat
aacacatcga
tggaccagag
atgcctatgt
aggaaatcte
acatatggtt
ctettttgag
gatccatgcect
atattataga
atggaagcaa
agactgtace
atttagetgg
ctgggaaget

aaagagaatt

cttatcttct
tggagcaggt
catattgttg
tggtgactgy
tctatttgga
tgeaatgoce
accattaaat
aatcaagttt
acaagatggt
tgatgatgtg
aatgeagtge
ggccttocta
gtcactaggt
tggaagcgtyg
ttttgccace
atacttcaaa
tgacagaaaa
tgtetatget
ggaattggtt
ggcaacaatg
ggccaagatc
ggattgtgaa
tgattacaca
ttgtgcacag

ggcg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1614



atgccecaaa
ctttggagcet

ttgttatgtt

gecacgaces
ccaagaccag
tttegtactt
ggtggtttgt
gcaagagatg
gagactgggt
ctagggattyg
aagccagggyg
attttggeca
attggactct
agtgttaagy
attgccatgt
ttgattgett
ggtaacccte
caagtcagac
tgttttatac
gtggatatct
ttggagaagc
aagaacacat
atgtctgtta
geaccegeayg
gaactagcga
aagtatcatg
tgtcggeect
cagaagtact
attgtacagg

gtagttagea

teggacttgt
cgaggtcttc

ttggtagtag

gaagattgac
agctagacaa
cetecacgece
ctacagcaaa
tcctaggtgg
tgcacatatt
atgatcggtt
agttcageeg
tactaaagaa
tgccagcaat
actggatgag
caaaggcact
tgaacagatt
ctgagagact
taaactcacy
tgaataatgg
tgaagcttct
tagtgggagt
ctgataatet
catgtaagga
aagagtggat
agcttttecce
ttgtcaaaac
tgcaaagatc
tggetteaat
attacgagtt

tagtgaacta
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atctgetgtt

gttgggaact

cgactccatg

aaaggacttt
tacagttaac
aactaaacca
atatctggca
gaaggtagct
ctttggggcet
geagtggaay
ctttgatttt
caacgaaatyg
gcttggaggy

aaagcaaggt

taacttcata
tettecaggag
ttgeatgecyg
aataaaaaag
cagtacaatt
tttgecctgaa
tcctgtgata
getetteage
atattacaac
aaatcgtagt
tgatgaaatt
cccaaggtct
ccctatagag
ggaaggtgcet
acttettgge

a

aatttgagag
gaaagtcaag

gggcataagt

aatecctttaa
tatttggagg
ttggagattg
gatgctggtc
gcatggaaag
tacccaaata
gaacattcaa
cectgaagete
cttacgtgge
caatcttatg
gtgcctgata
aaccctgacg
aaacatggtt
attgtggaac
atcegagetga
aaaggagatg
gactggaaag
aatgtccata
agaagecegt
cccaatcagt
gactcagaaa
tcggcagatc
gtttataaaa
ggtttttatt
gtettatcag

cggagecaga
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tccaaggtaa
atgtttgett

taaggattcg

aggtagtctg
cggegttatt
ttattgetgg
acaaaccgat
atgatgatgg
tgcagaacct
tgatatttge
ttectgegec
cocgagaaagt
ttgaagctca
gggtgacaga
agctttcgat
caaaaatgge
atattgagte
atgaggatgg
cttttgtgtt
agatcccata
tatggtttga
tgcteagtgt
ctatgttgga
ttattgatge
agagcaaagc
ctgtgccagg
tagctggtga
gaaagetttg

agatgttgge

tteagettat
gcaaaggaat

tactccaagt

cattgattat
atcateateg
tgeaggtttyg
attgctggag
agattggtac
gtttggagaa
gatgectaac
attaaatgga
caaatttget
agacggttta
tgaggtgttc
gcagtgcatt
ctttttagat
aaaaggtgge
aagtgtcaaa
tgccactcca
tttccaaaag
cagaaaactg
gtacgetgac
attggtattt
tacaatgaaqg
aaaaatattg
ttgtgaaccc
ctacacgaaa
tgcacaaget

agaageaage

60
120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1761
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<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 39
ggcagtacaa ttaaaggaga tg 22

<210> 40

<211> 1557

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 40

ES 2 641642 T3
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atggctcaag
cccaaaaccc
tctcoccaaagt
aagattcaag
ttacaaccca
aatcgaatcc
tatagtgatg
gatgatagta
aaagatggaa
ttgacagctg
agaatgaggg
gtagattgtt
ccaggyggygca
atggctactc
gtacegtatg
agtgatagtt
gcatatgttg
ggtgggactg
gocgaagttce
actggaccac
aacaaaatge
acegecatea
tgecacagaac
actccgecetg
atggcattct
acccgtaaaa
<210> 41

<211> 250
<212> ADN

ctactaccat
agttacccaa
tecatgtcttt
cttetgttge
tcaaagagat
ttecttttage
atattcttta
cagccaaaag
aggaagagat
cggttgcegt
agcgceccat
ttecttggcac
aggtcaagct
ctttgggtct
ttgaaatgac
gggacaggtt
agggtgatge
tcactgtcaa
ttgagaagat
ccagggattc
cagatgttge
gagatgtgge
tgagaaagct
aaaagctaaa
ctecttgetge

ccttccococgga

<213> Amaranthus palmeri

<220>

<221>misc_feature
<222>(27) .. (27)
<223>nesa,c,got
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caacaatggt
atcttcaaaa
aaccaataaa
tgetgcaget
ctetggtact
tgctttgtcet
tatgttggac
ggcagtcgta
tcaactttte
tgctggagga
tggggatctyg
aaattgccct
ctctggatcg
tggagacgtg
aataaagttg
ctacattcga
ttcaagtget
gggttgtgga
gggttgcaag
atctggaaaqg
tatgactett
tagetggaga
tggggcaaca
cocccaccgec
ctgtgcagat

ctactttgat

gtccatactg
actcttaatt
agagttggtyg
gagaaacctt
gttcaattge
gagggcacaa
gctctcagaa
gagggttgtg
cttggtaatg
aattcaagtt
gtagcaggte
cctgtteggg
gttagtagcc
gagattgaga
atggaacgcet
ggtggtcaga
agctacttce
acaagcagtt
gtcacctgga
aaacatctgc
geagttgttg
gtgaaggaaa
gttgaggaag
attgaaactt
gttcccgtca

gttttagaaa

104

gtcaattgca
ttggatcaaa
ggcaatcatc
catctgtecece
ctgggtcaaa
cagtggtcga
ctcttggttt
gtggtctgtt
caggaacagc
atgtgcttga
taaagcaact
tcaatgctaa
aatatttaac
tagttgataa
ttggagtatc
aatacaaatce
tagceggage
tacagggtga
cagagaatag
gtgctatcga
ccttgtatge
ccgaacggat
gatctgatta
atgacgatca
ctatccttga

agttcgccaa

ccatacttta
cttgagaatt
aattgttece
agaaattgtg
gtctttatce
caacttgctg
aaaagtggag
tcctgttggt
gatgcgceeca
tggagtacca
tggttecagat
aggaggcctt
tgcacttctc
attgatttct
cgtagaacat
tectggaaag
cgeegtcact
tgtaaaattt
tgtaactgtt
cgtcaacatg
agatgggece
gattgecatt
ctgtgtgate
ccgaatggec
tccgggatge

gcattga

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

1557
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<400> 41

cgecaggget geagacgegt tacgtanteg gatcocagaat tegtgattaa egtceacagea

tgtcatgtaa aacacgcgaa tcagaccggt ccactcttgt tttaatttga gacaattttg

atgttgagtc atcccacacc aaccccaaaa aattcaacaa caaactctta taatgattce

ctctactcta ctagagtcta caccaaccca cttteoctcttt gcccaccaaa actttggttt

ggtaagaact

<210> 42

<211> 244

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 42

caccaaccca ctttectettt geoccaccaaa
ctttcectte tctctcttaa aagcctaaaa
gecaaatteca gaggaagaat aatgatgget
actggtecaat tgcaccatac tttacccaaa

aatt

<210> 43

<211> 250

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 43
ccatacttta cccaaaacce agttacccaa

cttgagaatt tcteccaaagt tcatghtettt
aattgttcee aagattcaag cttetgttge
agaaattgtg ttacaaccca tcaaagagat
gtetttateo

<210> 44

<211> 250

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 44

tcaaagagat ctctggtact gttcaattgc ctgggtcaaa gtctttatcc aatcgaatcce

actttggttt ggtaagaact
tccacctaac tttttcagee
caagetacta ccatcaacaa

acccagttac ccaaatctte

aagccctcett
aacaaacaac

tggtgtccat

aaaaactctt

atcttcaaaa actcttaatt ttggatcaaa

aaccaataaa agagttggtg ggcaatcatc

tgetgeoaget gagaaacctt catetgtecce

ctetggtact gttcaattge ctgggtcaaa

ttettttage tgetttgtet gagggeacaa cagtggtega caacttgetg tatagtgatg

atattettta tatgttggac getetcagaa ctettggttt aaaagtggag gatgatagta

cagccaaaag ggcagtegta gagggttgtg gtggtotgtt tectgttggt aaagatggaa

aggaagagat

<210> 45

105

60

120

1380

240

250

60
120
180
240

244

60
120
180
240

250

60

120
180
240

250
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15

20

<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 45
gagggttytyg

cttggtaatyg
aattcaagtt
gtagcaggte
cetghteggg
<210> 46

<211> 250
<212> ADN

gtggtctgtt
caggaacagc
atgtgettga

taaagcaact

<213> Amaranthus palmeri

<400> 46
tggttcagat

aggaggcctt
tgcacttete
attgatttet

cgtagaacat

<210> 47
<211> 250
<212> ADN

gtagattgtt

ccaggygggca

atggctactc

gtacegtatg

<213> Amaranthus palmeri

<400> 47

ES 2 641642 T3

tcctgttggt
gatgogocca
tggagtacca

tggtteagat

ttecttggcecac
aggtcaagct
ctttgggtct

ttgaaatgac

ttgaaatgac aataaagttg atggaacget

gggacaggtt

aaagatggaa
ttgacagctg
agaatgaggyg

gtagattgtt

aaattgccct
ctctggatcg
tggagacgtg

aataaagttg

aggaagagat
cggttgcocegt
agegoeoccat

ttettggeac

cctgttecggg
gttagtagcc
gagattgaga

atggaacget

tcaacttttce
tgctggagga
tggggatctg

aaattgecet

tcaatgctaa
aatatttaac
tagttgataa

ttggagtate

ttggagtatc cgtagaacat agtgatagtt

ctacattega ggtggtcaga aatacaaatce tectggaaag geatatgttg

agggtgatge ttcaagtget agetacticoe tagedggage cgecgteact ggtaggactg

tcactgtcaa gggttgtgga acaagcagtt

ttgagaagat

<210> 48
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 48

tacagggtga tgtaaaattt gccgaagttc
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180
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250
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15

20
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acaagcagtt tacagggtga tgtaaaattt gocgaagttc ttgagaagat

gteacetgga cagagaatag tgtaactgtt actggaccac ccagggatte

aaacatctgc gtgctatcga cgtcaacatg aacaaaatgc cagatgttge

gecagttgttg cocttgtatge agatgggcocc accgccatca gagatgtgge

gtgaaggaaa

<210> 49
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 49

agatgggcce accgccatca gagatgtgge tagcetggaga
gattgcecatt tgcacagaac tgagaaagcet tggggcaaca
ctgtgtgatc actccgectyg aaaagctaaa ccccaccgec

ccgaatggce atggcattct ctcecttgctge ctgtgcagat

tccgggatge

<210> 50
<211> 257
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 50
ctettgetge

cctteccgga
acdgagatact
tataaataaa
atttgaagta
<210> 51

<211> 273
<212> ADN

ctgtgecagat
ctactttgat
taaattgtac
ctggctttet

gcttata

<213> Amaranthus palmeri

<400> 51
taattatgaa

tactaaagtc
ggcecttgaccet
ttatctcatt

ctttecttatt

<210> 52
<211> 301
<212> ADN

attctttgta
tagaaataag
tgtatttgtg
tttttttaat

ctaaccaaat

gggttgcaag
atctggaaag
tatgactctt

tagectggaga

gtgaaggaaa ccgaacggat
gttgaggaag gatctgatta
attgaaactt atgacgatca

gttcccocgtca ctatccttga

gttecegtea ctatecttga teeogggatge acccogtaaaa

gttttagaaa agttogocaa geattgatga gtagetatat

googaaggtt ttgatttgag totaatagta gataaaagge

gcttgagtaa ttatgaaatt ctttgtatta tgtttgtgag

ttatgtttgt
ttatgtatct
acctaaagag
ttttgattta

gtaatactce

gagatttgaa gtagcttata
tttaaatcaa tgagaaatgc
tactaacttt ggagtttccea
aattgtttat ttttatgagt

tte

107

aattacaatg
atacttgaaa
actecatttgt

aatcatgtat

60

120

180

240

250

60

120

130

240

250

60

120

180

240

257

60

120

180

24Q

273



ES 2 641642 T3

<213> Amaranthus palmeri

<400> 52
tatgagtaat catgtatctt tcettattcta

taaacgteca cactcetggge acagagtgta
ttataataat tgtaaatgtg gtagttagaa
gtcttgttga acataggata tttaggtaaa
ataaagcgaa ttgacctgaa aagaaaagtg

t

<210> 53
<211>1710

<212> ADN

<213> Lactuca sativa

<400> 53

accaaatgta

atagtgtggt

tattttaagt
aaatctatgc

gacatgtata

108

atactectte caactetett
ggttggagte ttttaagtga

aatgtaggtg gggtattatyg

aaaaaaagga aagtaagcaa

gtgagttgga ggaagtattt

60

120

180

240

300

301



atgtctctgt

ctttcaagca
gttttgteat
tettttacac
ccaagaccag
ttcagaactt
gctggtttat
gcaagagatg
gagacaggtt
ctaggaatta
aagcctggag
atttttgcta
attgggctgt

agtgttcagg

attgcaatgt
cteattgete
gggageccac

caagtcagag

aactttctat
gttgacattc
ttagagaagt
aaaaacacat
atgtcagtga
getecagetyg
gaactttcaa
aaatataaag
tgtcgaccce
caaaagtatt
attttacaag
<210> 54

<211>42
<212> ADN

ttggaaatgt
cacaaatcac
ttggatgetyg
caagatcaaa
atcttgataa
ccccacgeec
caactgctaa
ttecttggtgg
tacacatatt
atgatagatt
aatttagtag
tattgaggaa
tgcctgeaat
actggatgag
caaaagcatt
taaaccgttt
cagaaagact

tcaactcacg

tgagtgatgy
tcaagcttct
tagtcggtgt
atgatcactt
catgtaagga
aggaatggat
ggctttttece
ttgttaaaac
tacaaagatc
tggettcaat

attatgagat
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ttctgccatt
ttcaagagat
tgatgetatg
gaagaatgte
cacatctaat
atctaagcca
gtatttagct
aaaggtggca
ctttggaget
acagtggaag
gtttgactte
caatgaaatg
gttaggtgga

aaagcaaggt

aaactttata
tettcaggaa
ttgcaageca

aatacaaaaa

gaatgttcta
tttacccgaa
tcctgttata
acttttcagt
atattatgat
ttecaagaagt
tgatgaaatt
accaaggtct
tccaattcaa
ggggggtget

gettgetaca

aactcaagtg
tgtttcaaga
ggtaacagat
tececctetaa
ttettggaag
ttgaagattg
gatgcaggtc
gcttggaaag
taccecaaatyg
gagecattcta
ccagatgttt
ctgacgtggc
caggcttatg
atacctgatc
aatccagatg
aagcatggtt
attgttgace

attgagttaa

gaagctgatg
gaatggaaac
aacgttcata
aggtcaccte
cecgaataagt
gacactgata
gcagctgatc
gtttataaaa
ggattttatt

gttttatctyg

109

gaaagtgtat

ttacctcagg
tgecaattcee
aggtagtttg
ctgetecactt
taattgctgg
acaagccaat
atgatgatgg
tacaaaattt
tgatatttge
tacctgeace
ctgagaaagt
ttgaggccca
gagttactac
aactttcaat
ccaagatgge
acatcgagte

acaaagacgg

cttatgtttt
caattccata
tatggtttga
tgetgagtgt
caatgttgga
ttattgatge
aaagtaaagc
ctgttccaga
tatctggtga

gaaaaatttg

agtaatgaat
gcaaaaagat
aagtgetegt
tgttgattat
gtetteaace
tgcaggttta
tttactagaa
agattggtat
atttggagag
aatgccaaat
attgaatgga
gaagtttgeca
agatgggctt
tgaagtgttt
geaatgtatt
atttttagat
acteggtgge

aactgtccgg

cgctaccecet
tttcaaaaaa
cagaaagctg
gtatgetgac
gttggttett
aacaatgagt
aaaaatcttg
ttgtgaacca
ttatactaaa

tgcacaaget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1710
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 54
taatacgact cactataggg tttggagctt acccaaatgt ac

<210> 55

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 55

42

taatacgact cactataggg aggccacgtc agcatttcat tgttc45

<210> 56

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 56
ccattcaatg gtgcaggtaa aac 23

<210> 57

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 57
catagaatgc tccttccact g21

<210> 58

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 58
caaataaatt ttgtacattt gggtaagctc caa 33

<210> 59

<211> 2349

<212> ADN

<213> Solanum lycopersicum

<400> 59

110



gggtttatet
atgagatttyg
ttagtttgtt
ttctgggtaa
cccaaccaaa
cattegttec
aaggtagttce
atggttgett
taaagattcg
aggtcgtatg
ctgcattttt
ttattgetygyg
acaaacegat
atgatgatgg
ttcagaacct
tgatatttgc
taccegetcee
cagagaaagt

ttgaagetea

cgcaagtgty
atttaaaggg
tatttataca
ctgccaaacc
tttatttget
gagtaaaatg
agettatett
gcaaaggaat
tactccccat
cattgattat
atcatcaacg
tgecaggtttyg
actgetggag
agattggtac
gtttggagaa
aatgccaagc
tttaaatgga
caaatttgca

agatgggata

ES 2 641642 T3

getatggtagy
aattggecaa
gaattatacg
accacaaatt
taattgtgca
cctcaaattg
tggagetega
tegttatgtt
gccacgacca
ccaagaccag
tteceogtgett
ggtggtttgt
geaagggatg
gagactggtt
ttagggatta
aagccaggag
attttagcca
attggactet

agtgttaagg

gacgtgtcaa
atcaccgaaa
cttttactag
tcaagtttcc
gaaccactcc
gacttgttte
ggtegtette
ttgetggtag
gaagattggt
agctggacaa
ctccgegecce
ctacagcaaa
ttetaggtgg
tgcatatatt
acgatcgatt
aattcagccy
tcttaaagaa
tgcecageaat

actggatgag

111

attttggatt
gcaggcatet
ttatagcatt
atttaactct
ctatatcttc
tgetgttaac
tttgggaact
cgaatcaatg
taaggacttg
tacagttaac
aactaaacca
atatttggea
aaaggtaget
ctttgggget
gcaatggaag
ctttgatttc
taacgaaatg
gettggaggy

aaagcaaggt

gtagccaaac
tcatcataaa
cggtatcttt
tcaacttcaa
taggtgcettt
ttgagagtce
gaaagtcgag
ggtcataagt
gggcctttaa
tatttggagg
ttggagattg
gatgetggte
geatggaaag
tacccaaata
gaacattcaa
tccgaagett
cttacatggc
caatcttatg

gtgodggaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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gggtgacaga
aactttcaat
caaaaatggc
acattgagtc
atgaggatgg
cttttgtgtt
agattccata
tatggtttga
tgctcagtgt
ctatgttgga
ttattgatge
aaageaaagce
ctgtgccagqg
tagccggtga
gaaagctttg
agaagttgtce
aaatttatga
agtaggagaa
tttttaatcec
ttgtaatccc
aaaactcga

<210> 60

<211> 200
<212> ADN

tgaggtgttc
gcagtgcatt
ctttttagat
aaaaggtggce
aagtgtcaag
tgcegeteca
tttccaaaag
cagaaaactg
gtatgctgac
attggttttt
aacgatgaag
aaaaatattg
ttgtgaaccc
ctacacgaaa
tgctcaaget
ggaagecaaqge
tgcaagaage
atgttaggaa
caagtttaaa

tttatatctt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 60

ES 2 641642 T3

attgctatgt
ttgatcgcat
ggtaatcctc
caagtcagac
agttttatac
gtggatattt
ttggagaagt
aagaacacat
atgtctgtta
gcacctgcag
gaactagcaa
aagtaceatg
tgtcggectt
cagaaatact
attgtacagg
gtagtttage
gttgtacaca
agetectata
tataaagcat

tatgcaatct

caaaggcact
tgaacaggtt
ctgagagact
tgaactcacg
tgagtgacgg
tcaagettcet
tagtcggagt
atgatcattt
catgtaagga
aagagtggat
cgetttttee
ttgtcaaaac
tacaaagatc
tggcttcaat
attatgagtt
tttgtggtta
acatatagaa
caaaaqggatg
attttatgta

ttacgttagt

caactttata
tcttcaggag
ttgcatgccg
aataaaaaag
tagtgcaatc
attgectgaa
acctgtgata
gctcttcage
atattacaac
atctegeage
tgatgaaatt
tcegaggtet
cccaatagag
ggaaggcgct
acttgttgga
ttatttaget
gaagagtgcg
gcatgttgaa
ccactttctt

taaaaaaaaa

aaccctgacg
aaacatggtt
attgttgaac
attgagctga
gagggagatg
gactggaaag
aatgtacata
agaagctcac
cccaatcagt
gactcagaaa
tecageagate
gtttataaaa
gggttttatt
gtcttatcag
cgtagccaaa
tetgtacact
aggtgaagca
gattagcate
tatctggggt

dadadaaaaa

teocgroagegac tcagaaatta ttgatgecaac gatgaaggaa ctagcaacge ttttteoctga

tgaaatttca gcagatcaaa gcaaagcaaa aatattgaag taccatgttg tcaaaactcc

gaggtctgtt tataaaactg tgccaggttg tgaaccctgt cggectttac aaagatcccc

aatagagggg ttttatttag

<210> 61

112

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2349

120

18Q

200
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<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 61
taatacgact cactataggg tcgcagcgac tcagaaatta ttg 43

<210> 62

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 62
taatacgact cactataggg gtaaaggccg acagggttca caacc

<210> 63

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 63
cuaccaucaa caaugguguc ¢ 21

<210> 64

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 64
ggacaccauu guugauggua g 21

<210> 65

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 65
gucgacaacu ugcuguauag u 21

<210> 66

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 66
acuauacagc aaguugucga ¢ 21

<210> 67

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 67
ggucaccugg acagagaaua g 21

<210> 68

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 68
cuauucucug uccaggugac ¢ 21

<210> 69

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 69
aaugccagau guugcuauga c 21

<210>70

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 70
gucauagcaa caucuggcau u 21

<210> 71

<211> 2827

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 71

atggcaacaa tggctteccct agtgagtttg ggaagectctg gagcaacttg ctcagggcaa

ES 2 641642 T3
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60



ttggaggttt
aattttagge
gtcactactg
gagagtaaag
tetgatggaa
gataatgtag
gagagattag
aaaccgtecte
gggaagccta
aaagtagtge
agccaatcgt
caggcaaagc
gggatgtcct
attctagtgg
gtaattgecee
aagaagggtce
atgcatgaag
ggcaggaaat
getecotgtta
gcatacaact
aaaccagatyg
gacgtggagy
attttogacyg
ggtcatgtag
gcttctgaag
gatggcaagt
atgagggcte
gggatcegte
gtggttgcaa
ctttcatcaa

agtgectctaa

ccttttecatt
aattaggagg
attatgtttce
aagagggtct
atcggaaatt
aggagaggaa
aaacggcgaa
cgagtgtaag
aagctgcgaa
aagaatctecc
ctgaaacgat
cttctactge
ccagagctga
acaaatttge
caccaaaacce
ttgcagctgg
acacttcaga
ggagtaaggce
aagtggaaat
tggctattag
gtgtgcaaac
ttttggacgc
aagatgacct
atcatggeaa
ctggtgggat
tgetgeettg
gtggagcaag
ctcaaacaaa
ttaataagat
ttggtctaat

aaggtgaaaa

ES 2 641642 T3

ggttaagaaa
ggggaggaga
tgagcaagga
catcttgaag
tggggagagt
gaaggttatt
cttacaagea
tagttcaacec
gagcgttigy
gaagattgaa
aagaccccca
tcctecaceo
tgggaaggac
caccaagaag
tgetaaattt
tgggeegaag
gcteggtett
aagtogeaag
cttagaggtt
cgaaggtgaa
tettgacaag
actttctgaa
tgacaagett
gacgacccott
tacacaaggt
tgtetttett
agtgacagat
tgaagccata
tgacaaggat
geccagaggat

tgtggacgag

attacattge
tggegttacg
aatgctgttt
ccttctecta
teggtggegt
gattcattgg
gataatagaa
aatggtaaac
agaaagggaa
aaggttgaga
gtgccactac
atgoctaaga
cagtctgtga
gcatcagttyg
cettetggaa
aggcgtatgyg
tctattectyg
getgeocagac
gaagaaaagyg
attcttgggt
gcaatggtaa
caaatggaaqg
gaagatagge
ctggattata
attggtgett
gacacteoceg
attgctatta
gcacatgcaa
ggggctaatce

tggggtggtg

ttactcgaga
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ctagaagaaa
ttteggtgtg
ctcttgaaaa
agcocggtttt
tttegagtaa
atgaggtatt
aggatageac
ctgtaaataa
atccagtttce
gagtggaagc
agaggectga
agecggtttt
aatctaaaga
atccgktcgat
agtttaaaga
tcaatgatga
gtgctgetac
gocaageage
gcatgtegac
acctgtattc
agatgatatg
aaatggcteyg
ctoctgtget
tacggaagag
ataaagtgga
gacacgagge
tagttgtage
aagcagcetgg
cggaccgtgt
ataccccaat

cagccatget

ttgtagttge
tagactttct
tgcatatagt
gaaatccggg
tgggaaattyg
agaaaaggcc
aaatgtaaat
tttgaacaaa
tactgtgcaa
tcgaacgace
gattaagttg
gaaggatgtyg
gaggaagcct
tgctcaagea
tgattategg
tgatattgaa
ggcteggaaa
tagagatgce
cgaagaatta
taaggggata
tgaaagatat
aaagaaggaa
tactataatyg
caaggttget
agtaceggtt
gtteggggea
tgctgacgat
tgtacctatt
gatgcaagag
ggtcaagata

tgtecgecgag

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
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15

ttgcaagagt
ctteataaat
ggggatactg
gggaatcgeg
gttcecttttg
gcagaggtcec
aaggttacge
ttgeaccagt
caagcetetag
ggagatgtta
ttcaatgtga
cggctttata
ctagatceeg
agtggtagtg
gggattegag

cgagtaa

<210> 72
<211> 200
<212> ADN

taaaggctaa
caaaaggacc
tagtttgtgg
ttgatgaagc
ccggtgatga
gtgcagagtc
tgtcatecett
taaatatcat
aagttettee
ctacaagtga
aggcaccagg
aagtcattta
ttgaggaaca
geegtgtege

tgatacggaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 72

tttegagtaa tgggaaattg

atgaggtatt

aggatagcac

agaaaaggcc

aaatgtaaat

ctgtaaataa tttgaacaaa

<210> 73
<211> 160
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 73

ES 2 641642 T3

tcctcagagg
cattgccact
ggaagcattt
tggtccatct
gttcgaggta
tttacgaaat
ggcategget
tttgaaggtt
tcaagataac
tgttgatctt
ttetgtegaa
tgatctaatt
agttgcaatt
tggatgeatg

gggaaaaact

gataatgtag aggagaggaa gaaggttatt gattcattgg
gagagattaqg aaacggcgaa cttacaagea gataatagaa

aaaccgtete cgagtgtaag tagttcaace aatggtaaac

aacgctaagg
tttattgtgce
gggaaggttc
attccegtge
gtgagttecce
gagegtatag
gtttetteag
gatgtteoagg
gtcactttga
gcagttgecta
aaattagcag
gacgacatge
ggttecagecyg
gtgaccgagg

gtcecacgttg
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gcactgtaat
agaatggtac
gtgccctatt
aggttattgg
ttgatatage
ctgctaagge
ggaagatgge
gatcaatcga
agttteotett
gtaaagctat
ataacaaagg
ggagtgcaat
aagtgeggge
gaaagattac

gagttettga

tgaggctggt
cctcaaacaa
tgatcacgga
attgaataat
tcgtgaaaag
cggagacgga
tggtttggat
ggcattgagg
acaagegace
tatcttgggg
tgttgaaatt
ggaaggaatyg
tacattcagt

caaaggetgt

ttegttgegt

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2827

60

120

180

200



10

15

20

25

30

35

ES 2 641642 T3

uucgaguaal gggasauugg auaauguaga ggagaggaag aagguuauug auucauugga 60

ugagguauua gaaaaggccg agagauuaga aacggcgaac uuacaagcag auaauagaaa 129

ggauageaca aauguaaaua aaccguoudc gaguguaagu 1€0

<210> 74

<211> 160

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 74

acuuacacuc ¢ggagacgguu uauuuacauu ugugcuaucse uuuduauuau cugcuuguaa 60
guucgccgull ucuaaucucu cggoccuuuuc uaauaccuca uccaaugaau caauaaccuu 120

cuuccucucc ucuacauuaul Caauuuccc auuacucgaa 160

<210>75

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 75
atttctccaa acgctcttcg ca 22

<210> 76

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 76
atccaatttc ccattactcg aa 22

<210> 77

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 77
gtttctaatc tctcggectt tt 22

<210>78

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 78
ttgaactact tacactcgga g 21

<210>79

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 79
taaccttctt cctctectcta 21

<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 80
gtccttccca tcagcetetgg a21

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 81
cgtagcagca ccaggaatag 20

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 82
cagcagctac aactataata g 21

<210> 83

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 83
cuaccaucaa caaugguguc cauac 25

<210> 84

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 84
guauggacac cauuguugau gguagua

ES 2 641642 T3
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<210> 85

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 85
aguugguggg caaucaucaa uug 23

<210> 86

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 86
aacaauugau gauugcccac caacucu

<210> 87

<211> 24

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 87
ggucgacaac uugcuguaua guga 24

<210> 88

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 88
aucacuauac agcaaguugu cgaccuc

<210> 89

<211> 24

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 89
ugcaagguca ccuggacaga gaaa 24

<210> 90

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 90
uauucucugu ccaggugacc uugcaac

<210> 91
<211>21
<212> ARN

ES 2 641642 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 91
aacaugaaca aaaugccaga u 21

<210> 92

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 92
aucuggcauu uuguucaugu u 21

<210> 93

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 93
guauggacac cauuguugau gguagua

<210> 94

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 94
uacuaccauc aacaauggug uccauac

<210> 95

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 95
aauaauugau gauugcccac caacucu

<210> 96

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 96
agaguuggug ggcaaucauc aauuauu

<210> 97

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 641642 T3
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<223> Construccion sintética

<400> 97
aucacuauac agcaaguugu cgaccac

<210> 98

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 98
guggucgaca acuugcugua uagugau

<210> 99

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 99
uauucucugu ccaggugacc uugcaac

<210> 100

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 100
guugcaaggu caccuggaca gagaaua

<210> 101

<211> 29

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 101
gguauggaca ccauuguuga ugguaguac

<210> 102

<211> 29

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 102
gcuaccauca acaauggugu ccauaccac

<210> 103

<211> 29

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 103

ES 2 641642 T3
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gaagaauuga ugauugccca ccaacucac

<210> 104

<211> 29

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 104
gaguuggugg gcaaucauca auuauucac

<210> 105

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 105
gaucacuaua cagcaaguug ucgacac

<210> 106

<211> 27

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 106
gucgacaacu ugcuguauag ugaucac

<210> 107

<211> 29

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 107
guauucucug uccaggugac cuugcacac

<210> 108

<211> 29

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 108
gugcaagguc accuggacag agaauacac

<210> 109

<211> 58

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 109

guauggacac cauuguugau gguaguagaa auacuaccau caacaauggu guccauac 58

<210> 110

ES 2 641642 T3
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<211> 58
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 110
aauaauugau gauugcccac caacucugaa aagaguuggu gggcaaucau caauuauu 58

<210> 111

<211> 58

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 111
aucacuauac agcaaguugu cgaccacgaa aguggucgac aacuugcugu auagugau 58

<210> 112

<211> 58

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 112
uauucucugu ccaggugacc uugcaacgaa aguugcaagg ucaccuggac agagaaua 58

<210> 113

<211> 168

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 113
gaucacaaau uugccgguuu augaucaaau acggaacaua agacagauac acuugaacac
caugauucge auugggggug ugguuacucg ucguucugga guauucecdud aguugaugcea

ggugaaguaun gacugcaaua aauguggggc uauccugggu coccuuuuu

<210> 114

<211> 168

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 114
aaaaagggac ccaggauagc cccacauuua uugcagucau acuucaccug caucaacuga

gggaauacuc cagaacgacg aguaaccaca Cccccaaugc gaaucauggu guucaagugu

aucugucuua uguuccguau uugaucauaa aceggeaaau uugugaud

<210> 115
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<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 115
uuuucuaaua ccucauccaa ugaau

<210> 116

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 116
auucauugga ugagguauua gaaaa

<210> 117

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 117
uaucugcuug uaaguucgcc guuuc

<210> 118

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 118
gaaacggcga acuuacaagc agaua

<210> 119

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 119
ggagacgguu uauuuacauu ugugc

<210> 120

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 120
gcacaaaugu aaauaaaccg ucucc

<210> 121

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

ES 2 641642 T3
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 121
uauuuacagg uuuaccauug guuga 25

<210> 122

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 122
ucaaccaaug guaaaccugu aaaua 25

<210> 123

<211> 185

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 123

gacggaaacc cucdcagagag gdugugoaug douauuguua aacacaucga gucacuaggu
ggugaaguua aacuuaacuc ucguauacaa aagauucagu uggaccagag uggaagogud

aagaguuuuy ugcuaaauaa cgggagggaa auvacgaggag augocuaugu uuuugcocacc
ccagu

<210> 124

<211> 185

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 124
acuggggugg caaaaacana ggcaucuccu cgluaunuuccc uccoguuaun uagcaaaaaa

cucuucacgc uuccacucuy guccaacuga aucunuugua uacgagagun aaguuuaacu
ucaccaccua gugacucgau guguuuaaca auaggcaugc acagccucuc uggaggguuu

cague

<210> 125

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 125
gtgatattac ctccaacacg at 22

<210> 126

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

125

60

120

180
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 126
atagtaagca caggatcgga g 21

<210> 127

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 127
ctttcaatcc actgtcaacc g21

<210> 128

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 128
atcaagcgtt cgaagacctc at 22

<210> 129

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 129
cagcaatggc ggtaggtaac a 21

<210> 130

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 130
gcaattgccc gaatcctttt a 21

<210> 131

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 131
tagctcaata tcaaggtcct a 21

<210> 132

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 132
tcataagcac cctctataca c 21

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 133
ttcttaacct cgtcgagatg 20

<210> 134

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 134
atacccgagt atccttgcaa a 21

<210> 135

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 135
tagggcccac ggccttggag t 21

<210> 136

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 136
agcggatata acctcagcta g 21

<210> 137

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 137
cttcgtggcc caacgaatga ¢ 21

<210> 138

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 138
caagctcggg tccctgcettg 21
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<210> 139

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 139
ggaaggtaga tgacatgagt t 21

<210> 140

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 140
gatggcatag ttaccactgt c 21

<210> 141

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 141
tccgtagctt acataccgaa g 21

<210> 142

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 142
tccaagtgaa taggagaaac a 21

<210> 143

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 143
agcagcttct gegtcttcta ¢ 21

<210> 144

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 144
acagcacgca cgccaagacc g 21

<210> 145
<211>21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 145
cgatgtaagg aatttggtaa a 21

<210> 146

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 146
cgaggggatt gcagcagaag a 21

<210> 147

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 147
gtaggagaat acggtgaagt a 21

<210> 148

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 148
gaccccaaga aaatcgtctg ¢ 21

<210> 149

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 149
gtcttacaag ggttctcaa 19

<210> 150

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 150
atctatgttc acctccctgt g 21

<210> 151

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Construccion sintética

<400> 151
ataaaccatt agctttcccg g 21

<210> 152

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 152
tttattggaa caagcggagt t 21

<210> 153

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 153
tatagcacca cttcccgata g 21

<210> 154

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 154
gcaccacgag gatcacaaga a 21

<210> 155

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 155
ccacccgaga aacctctcca a 21

<210> 156

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 156
cagtcttgac gagtgattcc t 21

<210> 157

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 157
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gttcttcagg gctaaatcgg ga 22

<210> 158

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 158
gttcaagagc ttcaacgaga ac 22

<210> 159

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 159
atacaaactc caacgcgtcc ag 22

<210> 160

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 160
ctcttggaaa gcatcagtac ca 22

<210> 161

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 161
ctagaaagat acccacccaa tt 22

<210> 162

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 162
actagaattc aaacacccac cc 22

<210> 163

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 163
tttctgctca ttcaactcect cc 22

<210> 164
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 164
tatgtatgtg cccggttage tt 22

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 165
tcatatccaa gccagatcct ¢ 21

<210> 166

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 166
tgcatcacac atcaccaaga t 21

<210> 167

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 167
gtactcctgt tcaatgccat a 21

<210> 168

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 168
attgatacca gcatagagac a 21

<210> 169

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 169
agcaattctc tctagaatgt a21

<210> 170

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 170
catcattcct catcgactta g 21

<210> 171

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 171
ctctegttge cctctccata a 21

<210> 172

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 172
caacgcccca ggagaaagtt ¢ 21

<210> 173

<211>195

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 173

cugaagcugg ugaaggugaa gauggacgaa ugaaaucugc gauuggaauu gggaccouuc

uucaggaugg cuugggagau acgaucaggg ugucoucuaac agaaccacca gaagaggaga

uagacccuuyg ¢agaagguuyg geazaucuuy gaicaaaage ageugaaauu cageaaggag

uggcadcauu ugaag

<210> 174

<211>195

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 174

cuucasaugyg ugccacuccu ugocugaauuu cagougcuuu uguuccaaga uuugecaace

uucugcaagg gucuaucucc ucuucuggug guucuguuag agacacccoug aucguaucuc

ccaagocauc cugaadaagd Jucccaanuc caaucgoaga unucanucgu ccaucuucac

cuucaccagc nucag

<210> 175
<211> 183
<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 175

ES 2 641642 T3

UCCcQaucaad guuocouaca aaauauguygsc aguuuccual Culccuugeoe gocauucaua

caaacuaugu ugauuguaca agguggcuug gugauuuugu ucuuucudag aguguugaca

augagauugu acugugggag cCaauuauga aggageiauc uccuggagag gguucaguug

aca

<210> 176

<211> 183

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 176

ungucaacuga accoucucca ggagauungou ccuuncauaan uggcucccac aguacaancu

canugucaac acucunagaa agaacasaau caccaagoca cocuuguacaa ucaacauagn

nuguaugaau ggcggcaagg aagaunaggaa acugcacaua uuuuguaggg aacuuugaug

gga

<210> 177

<211> 143

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 177

uugugouuaa aacaucgace agacagacaa uauuucuucce uguuguugga  cuaguugauc

cugavacgcocu gaaiacocuggu gauuuaguuyg gugucaicaa agauvaguuau cuuaucougy

acacucuged gucdggaauau gau

<210> 178

<211> 143

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 178

aucauvauuce gadggcoagag ugudcaggau aagauaacua ucuuuguuga cadcaacuaa

aucaccaggu uucagcoguau caggaucaac naguccaaca acaggaagaa auvauugucug

ucuggucgan guuuuaagca caa
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<210> 179

<211> 159

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 179

ES 2 641642 T3

cgcugeaguu ggugaaguag aucccggcaa ggggauuuca cuccgguuuc cacgucuggu

ucguauccga gaggauaaau cuccagagga cgocacaucda ucugageagyg uggoggauau

guacagaucu caagcaaaca auccacaceg caaaaagaqg

<210> 180

<211> 159

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 180

cucuuuuugc gguguggaul guuugcuuga gaucuguaca lauccgccac cugoucagan

gauguggogu ccucuggaga uuuauccucu cggauvacgaa ccagacgugyg aaaccggagu

gaaauccocu ugoccgggauc uacuucacca acugcagoq

<210> 181

<211> 159

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 181

uaaagauggc ggaaaaaucy acuaugauaa auugauugac aaauucggcou gucagagacu

ugauuuaucg cucauucaga gaauugagcg caucacugcu cguccugcuc auguauuucu

ucgecgcaac guuuucuucyg cucacocguga uuugaauga

<210> 182

<211> 159

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 182

ucauucaaau cacggugage gaagaaaacg uugeggogaa gaaauvacaug ageaggacga

gcagugauge goucaauucu cugaaugage gauaaaucaa gucgcugaca gocgaauuug

ucaaudcaauu uaucauvagque gauuuuuceg ccaucuuua

<210> 183
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<211> 150
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 183
ugaagcugau gcugaaggaa aggauauuga ugcuagugaa guaguucgcc caagggugcc
auuagaagcu ugccuagcua gcuacucagc uccggaggag gugauggacu ucuacagcac

ugcauugaag gcaaaggcaa cugcuacaaa

<210> 184

<211> 150

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 184
uuuguagcag uugecuuuge cuucaaugea gugouguaga aguccaucac cuccucegga

gougaguago uagouaggoa agouucuaau ggoaccouug ggocgaacuad uucacuagaa

ucaauvauccu uuccuucagc aucagocuuca

<210> 185

<211> 155

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 185
acaccugcce uaacaucucg ggguuuucuc gaagaagauu uuguuaaagu ggecgaguau
uuugaugcoug cuguuaagcou ggcucuaaaa aucaaggcug Acacaaaaqg aacaaaguug

daggacuucyg uvugccaccuu gcagucuggu guuuu

<210> 186

<211> 155

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 186
daaaacaccayg acugcaaggu ggcaacgaag ucouucaacu uuguucouuul uguguoagcoc
uugaunuuuua Jgagoccagouu aacagcagca udcaaaauacu cggcoccacuuu aacaaaaucua

ucuucgagaa aaccccgaga uguuagggca ggugu

<210> 187

<211> 159

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 187
ugaacuacga agcaggcaaa uucuccaaaa guaaaggcau uggaguuuuu gggaaugacg 60

Cccaagaauuc uaauauaccu guagaagugu ggagauacua ucugcuaaca aacaggcecug 120
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<210> 188

<211> 159

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 188

cuugaagaunc cgcccaaguy aacaaugugu cugauaccuc aggcouguuu guuagcagan

daguaucucca cacuucuaca gguauauuag aauvucuugygc gucauuccca adaacuccaa

ugccuuuacu uuuggagaau uugccugcouu cguaguuca

<210> 189

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 189
tcccatctee cacatgggtt actg 24

<210> 190

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 190
cagtaaccca tgtgggagat ggga 24

<210> 191

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 191
ggctgatgaa attcaagtgc ta 22

<210> 192

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 192
aaactgagct tggaaataat c 21

<210> 193

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 193
gaacccaaaa ttgtcacttt tt 22

<210> 194

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 194
atgcacttgt ttatactctt gtca 24

<210> 195

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 195
atttattagt gttctaaaga a 21

<210> 196

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 196
tgtagtagct tataagatta gcitt 24

<210> 197

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 197
gttgtcectt ttatgggtct tt 22

<210> 198

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 198
cccgtgcaat ttctgggaag ¢ 21
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<210> 199

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 199
attagttttt tatacacgaa agat 24

<210> 200

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 200
atctttcgtg tataaaaaac taat 24

<210> 201

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 201
ttggtggttt ggccacttcc gt 22

<210> 202

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 202
tttgtttgct atttagctgga 21

<210> 203

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 203
caatttgcag caactcgcac tgga 24

<210> 204

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 204
tcccaccatt ggctattceg ac 22

<210> 205
<211>21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 205
ctgtctctct ttttaatttc t 21

<210> 206

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 206
ccactttgca cacatctccc act 24

<210> 207

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 207
gaggatccac gtatagtagt ag 22

<210> 208

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 208
tttaaataaa gaaattattt a 21

<210> 209

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 209
taatacgact cactataggg cttgagttta taacgaagct

<210> 210

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 210
taatacgact cactataggg cttctaattt tcaaggacg

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

40

39
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<223> Construccion sintética

<400> 211
agcttctaat tttcaaggac gata

<210> 212

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 212
gtcatgtgac tccactttga ttttg

<210> 213

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 213
ctcaattccg ataaatttaa gaaat

<210> 214

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 214
cgaagctatt ggaccgacct aatttc

<210> 215

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 215
ggaattgagg gcttcccaga aattge

<210> 216

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 216
atgacttttt gattggtgaa actaa

<210> 217

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 217

ES 2 641642 T3
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taatacgact cactataggt ggaactccaa cacacaaaaa atttc 45

<210> 218

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 218
taatacgact cactataggt tgaaaaataa tcataatttt a 41

<210> 219

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 219
gcataatata ttgatccggt at 22

<210> 220

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 220
ctgaaagttc atacataggt actc 24

<210> 221

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 221
ggtactccaa ttttcagtat at 22

<210> 222

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 222
ctgaaaattg gagtacctat gtat 24

<210> 223

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 223
atgtatgaac tttcagaata ttatacc 27

<210> 224

142
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15

<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 224

taccggatca atatattatg ct

<210> 225
<211> 647
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 225
ttcaaaatga

gacccgaaat
ctaacaaggyg
caatggetta
ttatttatgt
ttcttgatgt
tctgagagaa
catcatacag
aaaacaatat
totegagetg

atatttcgac

<210> 226
<211> 738
<212> ADN

atttaaaatt
agttgacttg
tecagattgeg
ggggtaacgg
tgagttagtt
ggtgtagtgy
caagaagtga
agagatgaag
tatagtgagg
gtactagtet

ttaagtctaa

<213> Amaranthus palmeri

<400> 226

ES 2 641642 T3

22

atataaaaat
aaatcaacct
tacatcaaac
gaatgtgtgt
ttttttttgg
tgatgaagat
gttcagcect
ggcgaactee
agectttact
ctgaaccgat

tttacatcgt

caatatggac
gatgaccega
cectcaaate
getatgtaca
atcaaatata
caggctgaga
tcgtgetget
gatgaggeat
acgtcatttyg
tgectttett

tttgtacatt

143

acaagaccygy
atgaacacct
ctgettaggt
ttgtgcatet
aagagcttaa
gaatctaaat
ggtgttggtg
teattetatt
gaacceccte
ctgetttatt

tgttatc

atatcaatcc
ctagttatca
gggagettgt
attcttatge
cttttgtatt
tggccaaaat
tgattagttg
ggtcageaga
tatctatgta

attttgtatyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

647



ttttgetttt
cttcctatgt

actcctatac

gtattcagea
cttcaataaa
cattttgeat
tatagttact
gggaagaaat
aatgctttac
aatactttte
tacecctaatg
ttttagagag
aagggtaaat

<210> 227
<211> 880
<212> ADN

ttactattat
attacccata

aacgtgtgaa

tcacagaaaa
gtacatccat
aattagtttg
ggccttggta
acgaaggaaa
tataatgttt
ttattactat
gaattaacac
tcaaatagtt

ttccaaaa

<213> Amaranthus palmeri

<400> 227

ES 2 641642 T3

ttcctteottt
tgtctctgta
tattgecegy
ggtttectgat
tatcaatett
tggaactaca
cgatagatgg
atattgcacg
tactttaatt
tacttaggtt
atggtaatta

caggttaaac

tcaaggattt
taggcattac

catectaate

ttattataat
tacggaggtt
tggagategt
taggcgttat
gaatttcggg
taattaccta
cctaatgeac
agetetecge

tagagetttt

144

gagttgttta
gggagctgta
gececacttt
ttttgteatt
gttcacacaa
getggttatg
atgttcattg
atgcctactc
tgttatttag
aaaaaccgta
tttgtgtaat

catacccaaa

ttgctgactg
cctacatcta

tcttgaccac

tgtattecact
cttettgttt
atgaccctge
gtcatcaaaa
ctcatgggta
gatgaaaatg
attattaatg
taatccaatt

taataaaacc

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720

738
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atgtgatcaa
catagagccec
ttctattaat
tctcacttta
ttgacttatt
agataaaata
tgtceccaaa
tataaaacga
ggcctatgta
cagttggctt
agataactct
ttecatgteg
tcatgetttt

ttaatcaatt

tggaggttca

<210> 228
<211> 453
<212> ADN

ttaaagaaaa
atggggtcac
aagagtaaaa
gtaattttgt
ttgttccatt
gttgttaate
aagtcegaac
gttecagttat
ttatccaaat
aatctaccaa
cacaccactt
ctaattttet
tatgtecaatt
ttgtatgatt

taatgtattyg

<213> Amaranthus palmeri

<400> 228
aatttgageg

taaaattaat
aaagctataa
taaccaaggg
aacgatcata
tcatatcata
gtttatateg

ctacagecagce

<210> 229
<211> 3953
<212> ADN

ggaaaatttt
agtcaaactt
taaaattata
ctaacacgta
aaacaaaatt
aaattgcttc
tegtettace

aatttetaca

<213> Amaranthus palmeri

<400> 229

ES 2 641642 T3

agtctaatta
gtgccctteg
atgtaaaatt
cttatttatt
ttcttttatg
ttacaaataa
tacaaatega
taaaggaaaa
gtgatactcc
gcgegtggee
atcatcacaa
actgattcag
tettgttteg
gttggaataa

ctagatttgt

aatatcatta
attgtaatag
aaaaaatata
tcattaaata
gtcactttca
tttctcattt
actcaatcac

gttcaacaac

tatgagecceg
gggtttttag
aatattaaac
tattttatect
gtatgcecgta
aactctateg
ccactgteat
taggaaacac
agtccacatt
ataaatgecct
ttcacaatta
gttttattet
cattttgtet
ttgtatgtat

ttactttcac

aatagtcttt
catgcactaa
tgtgaaaaac
gtctttactt
gtagcaaact
gttgtgttge
ttttagattt

cte

145

tctcacagtg
aaaaaattca
tecttttgata
catgtgttta
tttaaaattt
aaattteate
cacatggtga
gaaacagtta
actcagtcct
ctaacacttt
ctctaattct
cagettttat
tccacttget

tttteatgat

gctttagtat
tctataataa
taatttgage
tagtatatag
tacaaaatga
tctecatttta

attagtagea

acggagctat
aagtatactt
ataaatactc
ataaggtcag
tagcaagtaa
cattagttaa
gatagtetea
atttaggegg
tccaattgaa
tcaatctcte
ttttattect
caattttatt

gtetgtttta

tttecetetta

atagaatagt
tettateetg
gggaaaattt
aatgataatt
gcagagtacc
ggagttcatc

cttectecaat

60

120

180

240

300

360

420

480

54Q

600

660

720

780

840

880

60

120

180

240

300

360

420

453



ggaaaattta
ggggtatttyg
ttaccagaaa
ataaaaaatt
tcttttttga
ggaaaatatc
aaaaattacg
aggaccttat
cettaattgt
tagggttaat
cacattattt
tgttgactag
aaaagaagta
tgeggtgtga
tattattgeg
ttctaccgaa
ctgggtccge
aaataaaatt
atttttttte

atacacactt

cctagaataa
cctaaagtaa
attaaaaatg
ttaaataata
aaaaataaaa
cctcaaagtt
aataaattgg
tagtgattet
attgtaactt
aaaatctaag
taaatgacat
ggggattaaa
tattteaata
atgacatact
atatttgcag
ttttttatta
cactgctagce
tttttggeea
cttttatata

gaaagcateg

ES 2 641642 T3

teocaatttat
ttaaacttgg
aaaattaatt
aaaaaaatat
cttagttata
gagattattc
attattgttg
cectetactt
ttaactattg
attttatcta
tcgtcaaata
gaaagaatag
tgtcaaactt
tecaccttttt
taatgaaaat
atttaattca
taacattaaa
taatttttag
tataaaataa

atgatatcga

tegtgatttt
atacccecgat
taaaattaga
aaattttttt
gcaagtgatc
atggttaata
gtbaatttttt
tggaggagta
attctttaaa
atttcacttt
aaaaaaaata
tatcaataat
tgatcteogtt
cattatttta
ttttttggtt

acacgttggt

caatttaaca
aattttagtt
aaaaaaatec

agaaaaacca

146

tctacaaatt
gacdcotgetat
gaaaaatttt
gaacatttta
tggtcaccgg

aataggtgag

tttecaaaact
tattgtggac
aaaaagaact
gattattccg
gtttcattge
cgtaatgtag
gtaacttgta
tactggtagt
gttgctttta
gttacccatg
aactcaatac
tttaaacatt

aaaaaagggg

gatggggtge

ccaacttcaa
agtagataat
gaaatttcat
ttttaatcta
gtttactcta
attattatag
atccctagga
tteccecatett
tataaaattg
attttgtatt
attccaattt
caagtagtac
atttgtacga
gacatgggat
caaacaaaaa
atttataggt
accaacctaa
atatttggga
acacacatta

ccaattatet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140

1200



tegtetectt
ccaacttteg
gcattgccag
attcaaaaaa
aatttggeet
attgttgaat
gggtttgtag
tatttggtte
atgtcaatta
ctgtgtttga
agaaaacagyg
gacggagaga
gcagetttac
aagacccgat
atcatataaa
aatgaatgec
ctaagttcat
cccccageaa
tcatattceca
cattttgatc
tgggttagtt
gacaatgcaa
tgtaactgtt
cacctagtaa
ccaacatcaqg
ggtgeatgaa
aaattttgaa
ttgaaatttyg
ctttgtagaa
tttetttgte

ttggcctaat

cgatattate
aaaccaatat
cttcttette
tcactaccac
tttetecaag
ttttcagggt
tattggattt
ttgtgatteca
actgttacat
atctcttget
ttaaagggaa
ggggtctttt
ttcacttaga
atttacocgga
agcaatatgg
tctactotta
gttttettea
taggttgaat
ttgtteocagtt
catgttatgg
tattttgete
aacattttca
gatgaatgtg
agaaattttt
taccegagte
aaacgegtga
ttgectaaaac
atccaaattyg
tectttcagge
ttaactctta

tctaatttee

ES 2 641642 T3

gaattcatta
tegeegtatt
tcectgeaatct
tcgecttteta
gtttatttte
ttaacggtat
ggcattgett
aggttattga
tacattgctt
tctctatgta
atctataage
tggagaagge
cactcttaag
ctttgtaaac
acttaaaceg
agcatgtcaa
actacaaatg
ggcatttagt
tagttgttag
ttgtctggga
taggaggggt
tacttggtac
taaaaatata
ctaacacgag
caagtaacat
ttgtagegag
gctatcagga
ttaaattatt
cgeattcteca
tgcagttcat

ttectaggttg

acaacattat
tttetctatt
tcggaatcac
aggtttcatt
tatcteotttt
aatatttgtg
ttaatttttg
tttgctgcat
tatggttttc
ctatttaatc
ttagtaaatt
agttttcata
tagaggtcat
aacttaaccce
attttgaacce
ctgtaatatg
aaattttatg
tcagttgatt
tagetgtaca
taaacggatt
tatgtcatat
gttgttgegt
ctacatgatc
aagttcaaaa
agggtgtecce
gatagtaggce
tettgttttt
gagactaatt
cagtgaaggc
tatctcttct

ctttggatgg

147

atcaaaaacc
caacaatecce
ccacttgcaa
cggttttact
ttaattggtt
ggtttttteg
agattgggtt
taaactgtat
atcatgctga
tgatacaaca
aacacttgaa
ttattgetea
aggtgttcag
gacttcaaaa
gaccttgace
aaatagaatt
acccaaataa
ttagcagacc
taatagacta
ggaattgtat
gtgcactetg
gttttgtgec
atatgctagt
catattecca
tttatgatag
gggagaggta
cttactttga
cctgttgate
tcaattaaac
actgatgaga

ttcaaatcat

aaccaaatta
tacaatggeg
ttttecttect
cccaagecta
aatcaattgg
agtacattct
ttttgggttt
ttatggaatg
ttagtgatta
agtacaacct
agaagctaat
gttctetagt
aatagatcca
tgaatttaca
ggttgateeg
ataatataaa
tgtgtgaata
acatctgeec
attaagttgt
aataaaagtt
ttggcaacce
cttcgtattt
aggtettett
ttaccattat
tataagaatt
caggatttga
tgttgetttt
ctgtegtgaa
aaggtgagtcec
aaaccactat

gcteccatecac

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24860

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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cttcgcacga
aatcttctec
ccggtettgt
ataacgagat
agagagaacyg
caattgaatt
tttgtggtct
ctgtgagata
acatgtcgtt
tteaccagec
gceatcactt
tggegageeyg
ttatatcaat
agataaagtt

aatcgaggta

<210> 230
<211> 595
<212> ADN

aaaatctggg
tgcagcatca
caagtatgta
gtctttagag
agataaatac
tgcattatgg
agacttgtgg
ttgatccgca
gcaatgcaac
actectegte
coaccetetea
cetttegtga
ttttgecattt
aagaaaggac

cgtatgttat

<213> Amaranthus palmeri

<400> 230

acaaaaagca
ttaaaacggt
ctteocacecct
ttatgttcaa
acttetatat
gcaaatgcaa
aaaatttccy
tagatggatt
tgaattgtga

ggattgattg

<210> 231
<211> 667
<212> ADN

caaattcaat
tcccoccacttt
ctctaatgge
gacacgaatt
ttgaaaaaca
cagtaaatat
atttacaatt
cttatttgtt
ttattctgat

aagttgeaat

<213> Amaranthus palmeri

<400> 231

ES 2 641642 T3

ctaccagcee
gtgtctgaag
acattcttta
acgtctgggy
taatatatat
tgaactacca
attctagaga
agcaggaagc
caccaccacc
ctgegttace
agagccctat
aggtaagtgt
tgtgaagctyg
aagtcatatg

tgctttaaac

aatatactct
cttctecgac
ggotgtttee
cgtttgtggy
tatgccaaaa
agttectgtt
aaattaatct
tattggtatt
tgtatgtcaa

aaggtgatgg

aagaaaagaa
aacgagtecte
ttttcattect
aacaagggaqg
gaatatttca
aagaatcgaa
cattgtagag
tattcctcaa
tgctgtageg
tgceoceccageqg
gtcaggcaca
ataccccttt
aaaataaatc
cattatcgag

ttcatgectt

ttaagtttgt
tctcacaatt
ttcaatatca
tttgtaagaa
acttcaaggt
tcageteatt
tgttttgtag
tgtttataaa

ggtttaggtt

cgtgatgetyg

148

gaacgatgag
cgaattecttg
tccacacact
aaatgagtct
taatccacat
tattttttaa
ttgcaattaa
ccacaaattc
tectgeccececag
cctgetgeca
ttctacegta
tttagtgttg
tttcattttc
gctatgaagt

aggceccgtgaa

ttatcttcta
atcttceocect
atggtggaaa
aatttcattt
ttaaagcaat
ctaggtaatt
gtaatgaatt
tttttgttta
gttattaata

attgttgtaa

cegtctagtg
agccaagttyg
cgcaatttgg
agaggttget
taaaaaaata
tactccatgt
aacaactgga
ctaatcctac
ctececegtete
cgtecagetaa
gtecagetec
tatttetgtyg
cataggttgg
tgatgaatga

gtt

attagttcgg
attcattttt
gattggaact
tagaactcat
ggaagtttet
ttattteteg
gcagaagaaa
tattagtttc
aatgtaaatt

atttt

31290

31890

3240

3300

3360

3420

3480

35490

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3953

60

120

180

240

300

360

420

480

540

595



caacaatgag
agaacaacca
agctttccte
ccacttette
aatcatecat
tectecgeeg
cttcegetac
tttcececgatt
aacgtgaagg
aagctcettac
ttttegetge

ctggtee

<210> 232
<211> 2415
<212> ADN

aatttagaat
ttgttaagcg
tcgcactaat
aaacccacea
ttacgetate
ccccctteoaa
tataactcaa
tagccctgaa
tgttaccgat
tegttetaat

tgaaggctac

<213> Amaranthus palmeri

<400> 232
atttggataa

gatttaatga
tttggatatg
aatgctettg
tctaagaatg
aattcaattt
atatttagaa
caagttgtat
ttaaagecta
tctaaaattt
ttttttatac
aaattatgaa
atgactatgt
gtgccccaaa
tcactttaac

tatgtttaaa

ctttttcctt
aagtggagga
aaagtggagy
gaaatgacca
aactatttag
taaccttaaa
aaattataat
catttatata
ggtgaaagat
tgaagcataa
ttgecgagac
aatttgatat
tttaacttat
acaaatggga
atcaaaattg

tactacttta

ES 2 641642 T3

ccatatcaat
cctccactat
tacctccatt
ttttectett
cctttgteca
atctcatcat
tcaccttcat
gaacccagaa
gtttttgctt
atcattagaa

goetegtgota

tgattcgaat
agtttcaatt
aagtttcaat
agagttcaag
aacttaaagt
tttataaatt
tcggcecttate
atcaaatata
atgttgtage
ccatatagtce
aacatttaaa
taataatctt
agattaaaaa
caacttagat
atcacttata

aattgaaatt

cttgatattc
cttctteoctt
tgcaaccttt
ttactaaace
attctettaa
cttettetea
ctctcaccga
aaggttgcga
accctggtgg
atgttettee

ctggacgegt

cggattattt
tttaaagttg
ttcgaatceat
gettettgtt
aattaaatta
atgaccttaa
agtctcatat
attatgagtg
atctttgtga
cetegaatte
cecttaatat
tgtattgaaa
aaaatacaaa
gaattggagy
ggttcaaatt

gatattttta

149

aagggtattt
ctcattctece
caagctttca
taacaaaate
acccacttet
atcacctaaa
tgataaaccec
tgttctegtt
agcatccatg

tegacatgaa

tggagtttgt

ttaatacagt
taggtgtaat
gtttgccagt
ataaaacatt
ttagttataa
aaagatcaag
tgagacggtc
tattcatgta
aagtcagect
attcaagttg
ttetaattaa
cgaatttaac
ttaagagtga
taatattagg
gaaactttta

aggtcaaaat

aagtaattaa
attctecgett
acaatggcgt
cctaatetge
tettetteaa
cctaaaccte
tcttottttyg
gaagctcttg
gaaatccatc
caaggtgggg

attgecactt

attatgaact
gttttctcat
tgattcaatg
tcaattttga
cttataaaaa
tattgaacgc
tcgtccaaga
ggtttcaact
ataacttggt
tecaatttac
tettaattaa
aagatctcac
taagtgaata
tagcaagtga
ctttaattga

tgaaaccttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

667

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



aagattataa
ttgtacecgat
catcctacac
actacagtct
taagccctcot
tttaagccaa
aacaatggtg
tcttcaaaaa
accaataaaa
gctgctgeag
atctctggta
gctgetttgt
atttatatta
ttgttcattt
catgtgaatt
ccaaatggtt
gtagagccat
atagtagcgt
tgtaatgtgt
atgaatgttg
gaagagggaa
acgaagaact
atctgaaaat
tcatgttttg
catctattgt

<210> 233
<211> 3049
<212> ADN

ttgaaaattg
ctactettat
caaccccaaa
acaccaaccc
tctttcectt
caaacaacgc
teccaaactgg
ctcttaattt
aagagttggt
ctgagaaacc
ctgttcaatt
ctgaggtatt
catacteceat
gtttgttgaa
taatctgatt
atcattgaag
tttatgttat
tcgtgattct
aggtttatge
ttatttggag
agttattggg
tgacatagat
tttacccctce
tgatgcttaa

gaagt

<213> Amaranthus palmeri

<400> 233

ES 2 641642 T3

gcagaagaaa
ttecaatttga
aaattcaaca
actttctctt
ctcrctctet
caaattcaga
tcaattgcac
tggatcaaac
gggcaatcat
ttcatctgte
gocctgggtca
tatttctcaa
cttgttgtaa
ttggtagtgt
aaatccactt
gataagtttg
tgggggaaat

gatttgggtg

attatgttgg
acatttttte
agtaattaaa
gttgaaggct
tatatgcatc

gagggtgata

aacaaagaga
gacggtcteg
acaaagtcett
tgcccaccaa
taaaagcctg
gaaagaataa
catactttac
ttgagaattt
tcaattgtte
ccagaaattg
aagtctttat
ctgcgaaaac
ttgeattagt
tgagaatttg
cttatttatg
cctacttttg
tagaaagatt
tctttataga
atgecatgtcet
attcattttt
aggttgtgag
aatccttatc
tgtttttget

ttactgagat

150

aagaatataa
cccaagacta
ataatgattc
aactttggtt
aaaaatccac
tggctcaage
ccaaatcccea
ctecaaagtt
ccaagattceca
tgttacaacc
ccaatcgaat
aatctctatt
agatacttat
aatgtaatta
ttaagttgea
accctcccaa
tatttgtttt
tatgatatat
ggtgttattg
tacettttta
ttegatacac
actgcttgaa
aataaagtgt

aaatggaaat

gacacgcaaa
gatgttcggt
cctctaatet
tggtaagaac
ctaacttttt
tactaccatc
gttacccaaa
catgtcttta
agcttetgtt
catcaaagag
ccttctttta
tgatattgga
gttttgacct
tttgttttte
atgatgtttg
cttcgoggtyg
gcctttcgaa
gggttattca
ctgtaaatgg
attggaactg
tgcatcaaag
ttcaatatgt
ttttggacta

atcaaaataa

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2415



ES 2 641642 T3

caagcttcaa ttatcgtttt caaaataagt atttcaaagt ctataaagat attgtataag &80
ttttagttca aatttaataa gbtttttttt tttttttttt tttttttttg aaaatcecaaa 120

ttgaataagt taatarttaa attatgacat ataattatga catataattt gaccatgata 180

151



ttttacaatc
ataagtattt
agttttattyg
attttttata
tccaagttgt
tctaattaat
aaatctaaca
ttaagagtaa
tagtattagyg
gaaactttta
aggtcaaaat
agagaaagca
tctocgcoccecaa
ctettataat
accaaaactt
ctaaaaccca
ctcaagetac
aaacccagtt
caaagttcat
ttcaagctte
aacccatcaa
gaatccttct
gtgatgatat
atagtacagc
atggaaagga
cagctgeggt
tgagggagceg
attgttttet
ggggcaaggt
ctactccttt

cgtatgttga

taacttaatt
aaattgtata
actatttatt
taacttegtt
ccaatttact
gttaattaaa
agatcccaca
taagtgaata
tagcaagtga
ctttaattga
tgaaaacttt
tgtaagacac
gaccagatgt
gattocctet
tggtttggty
ccaacttttt
taccatcaac
acccaaatct
gtetttaace
tgttgctget
agagatctct
tttagctget
tctttatatg
caaaagggca
agagattcaa
tgecegttget
cceccattggg
tggcacaaat
caagctctet
gggtcttgga

aatgacaata

ES 2 641642 T3

ttgaacttat
gatatattgt
tggkgtttga
ctaaaatttt
ttttecatact
aattatgaaa
tgactatgtt
gtgtcccaaa
tcactttaac
tatgtttaaa
aagattataa
gcaaattgaa
tcagtcatcc
aatctactag
agaactaagce
cagccaagaa
aatggtgtcee
tcaaaaacte
aataaaagag
gcagctgaga
ggtactgtte
ttgtctgagyg
ttggacgete
gtcgtagagg
cttttecttg
ggaggaaatt
gatctggtag
tgecctectyg
ggatcggtta
gacgtggaga

aagttgatgg

tatttetaat
ataacattta
aattcatcca
gaagcataac
tgcecgaggea
atttgatatt
ttaacttata
acaaatagga
atcaaaattg
tactacttta
ttgaaaaatyg
ccagtetact
tacaccaacc
agtctacacce
ccetettettt
acaacgcgaa
atactggtca
ttaattttgg
ttggtgggea
aaccttcatce
aattgecctgg
gcacaacagt
tcagaactcet
gttgtggtgg
gtaatgcagg
caagttatgt
caggtctaaa
ttegggteaa
gtagccaata
ttgagatagt

aacgctttgg

152

attcaattat
gttcaaattt
tagaatgata
catatactce
acatttaaac
aataatcctt
gattaagaat
caacttggat
atcagttaca
aattgaaatt
cccagaagat
cttgtttecaa
ccaaaaaatt
aacccacttt
cecttetete
attcagagga
attgeaccat
atcaaacttg
atcatcaatt
tgtecccagaa
gtcaaagtct
ggtcgacaac
tggtttaaaa
tctgtttect
aacagcgatg
gettgatgga
gcaacttggt
tgctaaagga
tttaactgeca
tgataaattyg

agtatcegta

cgttctaaaa
aattattgat
gaataacacc
ctccaattca
ccttaatatt
gtattgaaac
aaaatacaaa
gaattggagg
ggttcaaatt
gatattctta
gaaaaaacag
tttgagacgy
caacaacaaa
ctotttgeoeoe
teottaaaage
agaataatgg
actttaccca
agaatttectce
gtteoccaaga
attgtgttac
ttatccaate
ttgctgtata
gtggaggatg
gttggtaaag
cgececattga
gtaccaagaa
tcagatgtag
ggcettecag
cttetecatgg
atttectgtac

gaacatagtg

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



atagttggga
atgttgaggg
ggactgtcac
ccttcacatt
gcaatttgac
tcatattgag
atggtttctt
tgaaattgct
tgattgggat
tettgagaag
acccagggat
gecagatgtt
cagagatgtg
actgagaaag
tgaaaagcta
ctetettget

aacctteceg

<210> 234
<211> 1113
<212> ADN

caggttctac
tgatgctteca
tgtcaagggt
gttetgetaa
cgcaaaaaaa
ttttggegte
ttgtctttat
gtgtagccta
cttatttgtc
atgggttgea
tcatcetggaa
getatgacte
gctagctgga
cttggggcaa
aaccccaccy
gectgtgeag

gactactttg

<213> Amaranthus palmeri

<400> 234

ES 2 641642 T3

attcgaggtg gtcagaaata

agtgctagct
tgtggaacaa
attctagagg
ttgcaaaatt
aacataaacce
gactagacac
cacctcatgt
cocctggattt
aggtcacctyg
agaaacatct
ttgecagttgt
gagtgaagga
cagttgagga
ccattgaaac
atgttecegt

atgttttaga

acttcctagce
gcagtttaca
accctttcaa
attetgetga
taatcaaata
tctctattat
tcagattttg
tgcatagggt
gacagagaat
gegtgetate
tgcettgtat
aaccgaacgyg
aggatctgat
ttatgacgat
cactatectt

aaagttegee

153

caaatctect
cggagccgec
ggtataatgt
ttetgggtay
tagaacatct
atgaaaaata
toccttgattg
ttegtatace
gatgtaaaat
agtgtaactg
gacgtcaaca
geagatggge
atgattgcca
tactgtgtga
caccgaatgg
gatcegggat

aagcattga

ggaaaggcat

gtcactggtyg

taacccttac
gataagcacg
cgagatgaga
caaacatcat
ggatcttatt
agacttttct
ttgccgaagt
ttactggace
tgaacaaaat
ccacegecat
tttgcacaga
tcactccgece
ccatggcatt

gcaccegtaa

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3049



10

tettaatttg
tgattcgtct
ttacaaatat
ttgtgttgaa
aatttgtett
attctaaatg
ggtatttagg
taaataagga
agtgtgaaac
caaataggtt

attgatatce

aaataaaaaa
cgegegaatt
ttatttatta
attttgagga
aaaagaggta
ctcttcttat
aatgatctog

tggtaataca

<210> 235
<211> 882
<212> ADN

tattttatta
ctatgcaagg
taacgaacga
taggagggag
ctatatatgt
ggaagaacat
taaaaaaatce
aagtggacat
ataatcatat
aaaattgaaa

tttaaggtta

aaaagaagac
gageeggecse
ttttattatt
gacgggctat
toctggtggag
tctcoctttecat
ttaaccttaa

acaatcette

<213> Amaranthus palmeri

<220>

<221> misc_feature
<222>(451)..(459)
<223>nesa,c,got

<400> 235

ES 2 641642 T3

ttaatctata
attttcatat
ataagtgcat
tatacattaa
ctaaaaaate
taagaaacgg
tatgccaaaa
ttaaaatgaa
ttaggtaaaa
ttttttatgt

aaattaatac

aggctattag
acttttagtt
ttattgtttt
tagtaaaatt
ccttaaatct
ctatttcctc
tetetetgaa

c¢tetttttea

agttaaaaca
caacttttca
taaaaagagt
gatgaatcta
ttgatcaaat
agggagtact
gtagaaagtg
tcggagggag
aaattatcaa
taattgatct

ctctaaaatt

taaaattatt
tcaatttgaa
aagctcaatyg
aatagttgga
gogcaattga
ctttgatcaa
actaccgata

ttt

154

tagtcaagtg
taatttttga
gcaaaaagca
acgagatctc
ttetetttee
tataagttaa
gacaattaga
catattaact
tttaacgtca
attgttcact

aaaattatta

aagtatgtaa
acagtctcaa
ggttggactt
atcttttttg
agtcctcaat
actacgccat

agattatcge

agatcttgtt
ttatacacaa
aatgggacac
acatggatat
aaaatagaat
gatagttggy
gtgactttac
ttattttcaa
aaattgatca
ttaaattgaa

aaggeccaga

ggttgataca
tcaagaccaa
gataaattat
atatactata
acacatcteg
gtctctctta

tgaatacata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780
€40
200
9260
1020
1080

1113



aaaaaaccgt
gtcataagtg
ttecatatttt
tcaaatttta
tctttctgac
tttttacctt
aaagatttta
tagaaaattt
ttetacceac
cttggttttt
aaaataaata
gtttttacte
gtttgttaaa
caaactaaat

tttaatetat

<210> 236
<211> 1083
<212> ADN

cttatttgta
agtggcatca
ttgtgattte
tttgttecee
tccactgaga
taatcccact
actttttact
ctataaataa
cattttttte
gtgtatatac
aaatagaata
aaacttttta
cccatatgta
aacaaattta

atcgaaaaaa

<213> Amaranthus palmeri

<400> 236
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gaaaataaaa
aacttgttct
taaatagaag
aaaaaaacat
agatcattge
ttttgttttt
tttttgtgta
ataaataaat
atcaattttt
caatcattta
aaaatgtaat
cccttgttaa
atctatatcg
ggaataaact

tgatagcgag

aactaaaaag
ataaaaaggg
aacatactca
gtetettett
tgaatacata
acccaccatt
tataacattc
nnnnnnnnnt
cttaaagatt
tttteactag
cactagatta
aaaaataatg
aaaaaattag
tttgagggtt

ctttgtatag

155

tagtatcaac
aagagtteet
tettecactt
acagatcteca
tggtcagttt
tttttcatct
attttttcaa
accttaatece
ttaacttttt
tgtaggttaa
acccatgaat
atataaataa
atagcgggtt
tattgaaaaa

at

ttttagacta
caacttgaga
ctettattea
tecaatettaa
tcatccettt
attttctctt
ttgggtaggt
cactttttgt
ttaacttttt
aaaatatcta
tatttcecctt
atttttgagg
ttgttgtgga

ataacccata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

882



egtcegaagta
ctgtgtttet
ggatgttgtg
tgggtttgag
gttggatcat
gtttactggg
tggattgaat
acctgtgtat
ggctggtgta
gaggaagaga
ccggaatttg
agagttgggy
acctattgga
ctagcaaatt
aatactcgct
acatattgcg
taatggcata
attaatgeote

aaa

<210> 237
<211>788
<212> ADN

gaagacgegyg
cctattcaat
cttcggtatg
gaaatgccgy
gctgtaggga
ttteatgagt
teageegtat
gggacaaaaa
cagcatttgg
agtgttcttg
aggaacagaqg
attttggtgg
gacaggtaaa
tgategeatt
acattcgcta
actaatgtgt
ctttcatcat

aaaattgtge

<213> Amaranthus palmeri

<400> 237
aaaaccaaaq

tagtaactta
atcaacaagg
gtgettggtyg
acgggtgagg
ctecatgagt
cgctaagcca

atttcttatt

gaaataagtt
aactgtgata
tgcatcttct
gggagcaate
ccaaagtgeg
agtcacegge
agtagccaat

tttactctct
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aagetgettt
tggaaaacqgyg
taagctacgg
aggaatcatc
atgtccctga
ttgcetgagtt
tggcaaacaa
ggaagageca
ctttgatgag
gtgggtttga
ctgctgatgt
ataaagatga
ttttaatett
ttgttgetta
cattttgttt
aactaaaaat
attaaatttt

attggattge

ataggtagga
ccceggattt
tttctaggga
ttaggatggg
ttaaaaagac
ggtacgagag
agcaacatgt

tttatctctt

taacatcage
tgtegtttta
aaatgaatgt
gtttagagga
gttggctcct
tacagctgaa
tgatgaaatg
aattcaaact
tgaagacata
gtttatgececy
attgagtgag
teagggeact
gettteaatt
tatgacttga
tgtgcactat
atagtcaagt
tataattttt

gtaaaaaagt

aaaattgtta
agcttaaaaa
gocccatttge
tgacetectyg
ttgtgttggt
geceggggtgt
gtggectgeg

ttaggcttta

156

gttteogeatg
tetgaggtte
ggggatgtgt
cttgattttg
gcaattgett
gatgttggga
gtgttgttte
tatttggage
ttttggactt
teogeegecte
gagcagatga
ttgetteaaa
gettttgett
tgatacttece
tcatcgttca
gggatcttgt

agattagtgt

gaaatgtage

ttgaagttaa
gagattgata
taagaactct
ggaagtttte
ctgtgggget
tacataaaca
gacagtcaca

gccatcaaca

gggetatteoe
atttatatgg
tttttctteco
gcattcgaag
atttgaagaa
cgagtgaaag
cgatgaatga
ataatgaagg
taagggagat
cgacttatta
aggagtgtga
tetteaceaa
gatggattga
tetgtttega
agcttatttt
ttgaatcgtc
agtttaagat

aagtattatg

tgtagtaaac
gactactcat
acagttaagc
ctgggtgege
tgtctacagt
gactcaaagg
aaaacacaca

ataaaacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080

1083

60
120
180
240
300
360
420

480



atgataaagce
tcagtttcac
ttaaacccaa
gtcattttgg
caaataaccc

atttcagt

<210> 238
<211> 2631
<212> ADN

aattcattta
ataccctett
aaatcaaaac
atatgcttgt

cacttcaatt

<213> Amaranthus palmeri

<400> 238

ES 2 641642 T3

ctgetaaatt
atcaatctat
ttttgattga
gctactcaat

tcatctattg

ccaacaattt ggtecetttt
atccaaaact atttcatttt
agaacaaact ttgggggttt
ccacatcaag atatgttett

gaagtgattt tttgggtcat

157

tectghtett
¢eaaactett
tggaaaatga

ttaggaaatt

tctgtgagaa

540
600
660
720
780

788



tggtacctac
ttgattctta
ggtgatcctt
aagyggtggta
ccacegecte
ttaccttaat
cctaaaccta
gcecattgcetg
tgctaatact
tatcgtggac
aaacacccga
acattgcaag
ttcgtttatt
tggctacaat
cgeataatgt
gttaatacca
agggggttta

gtccttggga
agatcaagga
ttgctaatct
gtecattttga

gggcatacat

cctgtttaca
tccatgtgtg
ctaagttgag
gtatcattge
gagacccgte
atacatgtat
agggccagac
ctaggtatct
agtatgttta
actttctaat
tggaccggtt
tagcctgctt
gttgtccaat
gttaactgat
ttgtttggat
attacaagtg
gattagtgte
tggagcccct
aagaaactgg
tatcacaaat
gtgaatcteg

aggtaggaat

ES 2 641642 T3

ttttcaattt
ttctatggga
tatgaaagcet
cggtacacte
cgtaatcacce
ttaattgata
tgttggatcc
tttgactctc
ccatcttttt
attgataagt
tctgttagga
cgtccgctct
gtcttgttaa
tcaggcactg
gttaggaatt
tgttettcaa
caatgtgaaa
gatacccaaqg
gtggttccte
cgtaaaaaat
aacttaaaaa

ttggtttttt

cccocttttt
attgacatta
gcatttggaa
aaaactatte
attactcatt
atgtcacatt
tttaggaaag
aaatcttaaa
atttttttag
cgctcaatgg
ccaaagcggt
cagtgagtat
acaccagttt
tgggagatgc
gcattgaaaa
cttetgeaat
ctagcaaatg
acagtattca
aaatcgtaaa
gaattatggt
gcgagtotte

actatttgag

158

tctctactac
attgttcagg
aggtctggac
aggaaaggaa
gctttecette
goctcatttg
ggctcattat
tatttctcat
gcttggeagt
tgaatacaat
tgtcatgact
cattctttcc
ggccttgtge
ctaagtttct
attgettttg
acdettgtteq
aacteccaage
aaccctctaa
aaatgaatac
cgattttgga
tagcagttet

ccttttgact

tcctacttta
tgtgtatgct
cttagagcaa
gaataatcct
accttgtatce
cagccgectt
gttacctacc
cttctectte
aaagtcaaac
ctcacttate
gtcectteat
ttcatttctt
tcgtgaatta
aaaacctctg
tgatgttgat
agtgagettg
getgggatag
gtagagtgag
agtgtcatga
ctatttttgg
tgttacageg

gttgtggeeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

15

gtaatatgga
gatcgcactt
t caggaggaa
aattggagtyg
tgttgattac
tetteectete
accttcceoct
tcactgtctt
gatttagcta
ataaatacca
caaaatttac
gttgcaatca
atttgttact
ttccttgecaa
tttecctgete
gcagtgtece
ctaaaaggat
teccattcoaa
ggtgacgtta
ggtcgagcac
ggcatattac

ggtatcaatce

<210> 239
<211> 23
<212> ADN

atagtctage
aactctcaga
agaaaattga
gagagatttg
aaaatttecte
cctttettte
tctgttettt
atgaacgaga
gatcatcttt
ataggtettg
accatggaga
gttttatggt
attacgtgaa
tttgctcttt
aggatgttgc
tttettatee
tegggeaatt
ctatatctea
aattttgatt
cacctggtag
aaaaggcaag

ctgacgacat

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 239

agtttacagg gagatgtaaa gtt

<210> 240
<211> 23
<212> ADN

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 240

agtttgcagg gagatgtgaa att

<210> 241
<211> 23
<212> ADN

ES 2 641642 T3

acttctgegt
taaaacctta
gggatttgtt
gaaggaagaa
caaaagtgga
cctettaaac
tttttctctc
attcttttct
ggttagctac
tcaagaagta
tatctgegga
ttgeettgea
gtttagtgtt
gaagtataaa
tgcagattet
caaagaagca
gecatcctege
atttttatga
gtactcgaca
gaccttgatc
tcatttatac

gettgettgt

23

23

gtgtacaact
agcactaaca
ggtatataga
ttttataggg
aagattttga
aaacaaggaa
caaaattctt
tcctaatact
tcaaaatatt
gttteocaatge
taagaactag
aatcaaactt
cgeecttcac
gtgctgagty
ctttctcaat
attagaccag
agecagggtyg
gtatttttet
ggaacaattt
ttgagctaca
aattatatct

ategatgeag

159

agtatttatt
ttttgttttg
ttcetttgtt
attagttcec
gtgaaaatgt
agttaatctt
atcctaacgt
gcttgtgttg
tacataaaat
tataagtttt
taactgtagce
tggatgttgt
attgtacttt
ctgagtgetg
tttactatcec
aatgettgat
tggaaacctt
ttetetgaat
atagttcatc
ttggaggtge
gttgtatccet

agtgaagatg

gtaattatgt
gttgaaggaa
tggataacaa
attacactta
tttttattte
atcattcegt
agtgttattg
cacagtcaat
acttgtagaa
aaccaateccot
agctgtaact
ttgecttaca
ggtttttgtt
agtgctgacc
accagtcgeca
cgatggagaa
gggtatatge
tattcaattt
tcttttecct
tacaaatgtt
caaataagtg

a

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2140

2220

2280

2340

2400

24410

2520

2580

2631
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<213> Ambrosia trifida
<400> 241
agtttacagg gggatgtaaa gtt 23

<210> 242

<211>23

<212> ADN

<213> Abutilon theophrasti

<400> 242
agtttgcagg gtgatgtaaa att 23

<210> 243

<211> 23

<212> ADN

<213> Xanthium strumarium

<400> 243
agtttgcagg gtgatgtgaa att 23

<210> 244

<211>23

<212> ADN

<213> Ipomoea hederacea

<400> 244
agtttacagg gggatgttaa gtt 23

<210> 245

<211>23

<212> ADN

<213> Chenopodium album

<400> 245
agtttacagg gtgatgtaaa att 23

<210> 246

<211> 23

<212> ADN

<213> Digitaria sanguinalis

<400> 246
agtttgcagg gtgatgtgaa att 23

<210> 247

<211> 23

<212> ADN

<213> Senna obtusifolia

<400> 247
agtttacagg gagatgtaaa att 23

<210> 248

<211> 23

<212> ADN

<213> Amaranthus rudis/tuberculatus

<400> 248
agtttacagg gtgatgtaaa att 23

<210> 249

<211>23

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 249
agtttacagg gtgatgtaaa att 23

<210> 250

160
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<211>23
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 250
agtttacagg gtgatgtaaa att 23

<210> 251

<211>54

<212> ADN

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 251
tcgatgtgaa catgaacaaa atgccagatg tcgctatgac attggctgtg gttg

<210> 252

<211>55

<212> ADN

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 252
tcgatgtgaa tatgaacaaa atgccagatg ttgctatgac attagctgtg gttge

<210> 253

<211> 55

<212> ADN

<213> Ambrosia trifida

<400> 253
tcgatgttaa catgaacaaa atgccagatg ttgccatgac gcttgcagtc gttge

<210> 254

<211>55

<212> ADN

<213> Abutilon theophrasti

<400> 254
ttgatgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgccatgac tctcgctgtt gttge

<210> 255

<211> 55

<212> ADN

<213> Xanthium strumarium

<400> 255
ttgatgtcaa catgaacaaa atgcctgatg tcgcaatgac tcttgetgtg gttge

<210> 256

<211>55

<212> ADN

<213> Ipomoea hederacea

<400> 256
ttgatgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgccatgac tcttgctgta gttge

<210> 257

<211>55

<212> ADN

<213> Chenopodium album

<400> 257
ttgatgtcaa catgaacaaa atgccagatg tcgcaatgac tcttgctgtt gttge

<210> 258

<211>55

<212> ADN

<213> Digitaria sanguinalis

<400> 258

161

54

55

55

55

55

55

55
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ttgacgtcaa catgaacaaa atgcctgatg tcgcaatgac tettgetgtg gttge 55

<210> 259

<211> 55

<212> ADN

<213> Senna obtusifolia

<400> 259
ttgatgtcaa catgaacaag atgccagatg ttgccatgac gcttgctgta gttgc

<210> 260

<211> 55

<212> ADN

<213> Amaranthus rudis/tuberculatus

<400> 260
tcgacgtcaa catgaataaa atgccagatg ttgctatgac tcttgcagtt gttge

<210> 261

<211>55

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 261
tcgacgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgctatgac tcttgcagtt gttgc

<210> 262

<211>55

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 262
tcgacgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgctatgac tcttgcagtt gttgc

<210> 263

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> misc_feature
<222>(2)..(2)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(5)..(5)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(32)..(32)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(35)..(35)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(41)..(41)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
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<222>(47)..(47)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(50)..(50)
<223>nesa,c,got

<400> 263
tngangtcaa catgaacaaa atgccagatg tngcnatgac ncttgcngtn gttgc

<210> 264

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 264
aacaugaaca aaaugccaga u 21

<210> 265

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 265
aucuggcauu uuguucaugu u 21

<210> 266

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 266
aacaugaaca aaaugccaga ug 22

<210> 267

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 267
caucuggcau uuuguucaug uu 22

<210> 268

<211> 24

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 268
caacaugaac aaaaugccag augu 24

<210> 269
<211> 24
<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 269
acaucuggca uuuuguucau guug 24

<210> 270

<211> 35

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 270
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcu 35

<210> 271

<211> 35

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 271
agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 35

<210> 272

<211> 45

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 272
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcuaugac ucuug 45

<210> 273

<211> 45

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 273
caagagucau agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 45

<210> 274

<211> 55

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 274
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcuaugac ucuugcaguu guugc

<210> 275

<211> 55

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Construccion sintética

<400> 275
gcaacaacug caagagucau agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga

<210> 276

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 276
taatacgact cactataggg ctttattgaa tttagctatg taatc 45

<210> 277

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 277
taatacgact cactataggg tttatcaacc aaatgtgcagc 41

<210> 278

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 278
taatacgact cactataggg ttgtctgtac ataattgtga gatttgtgg 49

<210> 279

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 279
ctgtgatcat catatgtatc a 21

<210> 280

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 280
ccttaactct ccagctagca a 21

<210> 281

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 281
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cagcccgcaa atgtttcatt c21

<210> 282

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 282
gccgtcaatg gecgceattge t 21

<210> 283

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 283
tccttcectc agaaagggea g 21

<210> 284

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 284
ttgcctcatg ctgctaatct g 21

<210> 285

<211>789

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 285
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cttatatgtg
cctaccgtct
caaagkttttt
tagecageatg
aaaggttect
agcaaaatet
taggatttgt
caaagatata
ccttcttget
cattcattac
aaaccaacga
ggaagaaatc
agttactgta
gagaccgat

<210> 286
<211> 799
<212> ADN

cttaagccta
ctaccatttt
gtttctaaga
aggcaaggga
cttttttege
ttgtgggtgt
gcatcagtgg
tcaggcactg
geccctttctg
atgettggtyg
geaattgtgg

caactattce

gctggaggac

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 286

ES 2 641642 T3

acgtgcaccc
cttctagttyg
acgcaaaatg
tacagacece
attectatett
gtaagaaaga
ccactgcaca
ttaaattgecce
agggaaggac
cgttgaaaac
aaggttgtgg
ttggaaatge

attcaagata

ggccccttaa
gtgaaaattt
agtgaaattt
taatcttaat
ctttggateca
ttecagttttg
gaagcccaac
tggttctaaa
tgttgttgac
acttggactt
tgggcagttt
aggaacagea

tgtacttgat
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ccccagcagt
ctaactttga
tttgcagcaa
tectatttte
aagaaaataa
agggtyggeaa
gagattgtgce
tccctttcea
aatttactga
catgtagaag
cetgteggeg
atgeggeoeat

ggagttccta

tttcaatcta
gaaaacaagc
tggcacagat
ctaaaaccca
cccaaaatte
agtcacettt
tgcaacccat
accgtattct
gtagtgatga
atgacaatga
agaagtctga
tgacggcage

ggatgagaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
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780
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cactgacgtt
ccccaaccce
aaatttctaa
aattttttge
ttaattecta
gatcaaagaa
ttttgagggt
ctaacgagat
ctaaatccct
ttgacaattt
gacttcatgt
agttteoctgt
cagcaatgcg
ttgatggagt

<210> 287
<211> 845
<212> ADN

ggattagagy
agcagttttc
ctttgagaaa
agcaatggcea
tttteocctaaa
aataacccaa
ggcaaagtca
tgtgctgcaa
ttccaatcgt
actgagtagt
agaagatgac
cggcaagaag
gccattgacyg

tcctaggat

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 287

ES 2 641642 T3

taggctcctt
aatctaccta
acaagccaaa
cagattagea
acccaaaagyg
aattcagcaa
ccttttagga
cctatcaaag
attctcecttce
gatgacatte
aatgaaaacc
tetgaggaag

gcagcagtta

atatgtgett
ccgtctctac
gttttgtttc
geatgaggea
ttectetttt
aatctttgty
tttgtgcatc
atatatcagg
ttgctgeect
attacatget
aacgageaat

aaatccaact

ctgtagctgg
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aagcctaacg
cattttctta
taagaacaca
agggatacaqg
ttegeattcet
gatgtgtaag
agtggccact
cactgttaaa
ttctgaggga
tggtgeattyg
cgtagaaggt
attecttgga

tggacattct

tgcagccgge
tagtagttga
aagggagtga
acccctaate
atctteatty
aaagattcag
gcacagaagc
ttacctggtt
aggactgttg
aaaacacttg
tgtggtagge
aatgeaggaa

agatatgtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

799
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aaattcttgg
gatgcctcaa
gttgaaggtt
aagatggggyg
aactcttctg
gttgccatga
gttgctagct
aagttgggtg
ttaaaagtaqg
geggettgtyg
cdcaactact
ttttgaaaaa
caagctttca
tgcttttctt

cagca

<210> 288
<211>21
<212> ADN

ttecgaggagg
gtgctagcta
gtggaacaag
cagaagttac
gaatgaaaca
ctcttgetgt
ggagagttaa
caacagttgt
cggaaattga
ctgatgttce
ttgacgttet
gagagacttt
actccttttc

ttgtccagaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 288

ccacatggtc cagtatctgc c

<210> 289
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 289

caagcaagga acccatccat t

<210> 290
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 290

ggccacacct gcatgcattg c

<210> 291
<211>21

ES 2 641642 T3

tcagaagtac
ctttttggcg
cagtttacag
atggacagag
tttgeggget
agttgcactt
ggaaactgag
agaagggcca
tacatatgat
agtcaceatt
ccagcagtat
gacaacaatg
atttgtcatg

gacatgtatg

21

21

21

aagtctecctg
ggtgcagctg

ggggatgtta

aacagtgtca
gttgacgtta
tttgctgata
cggatgattg
gactactgca
gatcacagaa
aaggacccceyg
tecaageatt
gtgtcatacc
tgatgatcat

gatactatta
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gaaaagcata
tcacaggtgg
agtttgetga
cggttaaagg
acatgaacaa
gtcctactge
ccatatgcac
taatcactcc
tggceatgge
gttgtacteg
aaacdcacttt
ggaagagaaa
tgtatttgtt

ctatatagtt

tgttgaagga
aactgtcact
ggtcctecgaa
acctcecaagg
aatgcecagat
cataagagat
agaacttagg
acctgaaaag
tttetetett
caaaacctte
ccattaagaa
agctttgatc
gaagttgagc

aaggtgaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 291
gtgttcacgg tagacaaatc c 21

<210> 292

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 292
tgcactgcac ttgacgcacg t 21

<210> 293

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 293
aactgatgca ttgcacttga c 21

<210> 294

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 294
caaatcagga aggtatgaga g 21

<210> 295

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 295
tgtcaaggtt ttgtttcctg g 21

<210> 296

<211> 543

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 296

170
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gcaatggctt
gctaacatgg
aagcaaaace
gtgtggccac
caggagcaat
gaattcgaga
gatggcagat
gtgttggetyg
ggatttgaca
tac

<210> 297
<211> 543
<212> ADN

cctcagttct
ttgeaccttt
ttgacatcac
caattaacat
tgctctecga
ctgagaaagyg
actggaccat
aggtgggaga

acgtgcgtca

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 297

acaatggctt
gctaacatgyg
aagcaaaacc
gtgtggecac
gtggagcaat
gaattecgaga
gacggcagat
gtgttggeeg
ggattcgaca
tac

<210> 298
<211> 486
<212> ADN

cctcagttet
ttgcaccttt
ttgacatcac
caattaacaa
tgottagega
ctgagegegyg
actggaccat
aggtggaaga

acgtgcgtca

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 298

ES 2 641642 T3

ttcctcagea
cacaggtctt
ttccattgee
gaagaagtat
aattgagtac
atttgtctac
gtggaageta
ggcgaagaag

agtgcagtge

ttoctcagea
cactggtctt
ttocattgeco
gaagaagtac
aattgagtac
atttgtctac
gtggaagttyg
ggcgaagaag

agtgcagtgc

gcagttgcceca
aagtctgctyg
agcaacggcyg
gagactctet
cttttgaaga
cgtgaacacc
cetatgtteg
gaatacccac

atcagtttca

gcagttgecca
aagtcagctg
agcaacggcyg
gagactcetet
ctettgaaaa
cgtgaacace
cctatgttcg
gcatacccac

atcagtttca

171

cccgeagcaa
cctecattece
gaagagtgca
cataccttcc
atggatgggt
acaagtcacce
gatgcactga
aggccetgggt

ttgccteocecaa

cccgcagcaa
cctttttcece
gaagagtgca
cataccettee
atggatgggt
acaagtcace
gatgcactga
aggcctggat

ttgcctacaa

tgttgctcaa
tgtttcaaga
atgcatgcag
cgatttgage
tcecttgettg
aggatactat
tgecacecaa
cogtatcatt

gococtgacgge

tgttgctcaa
tgtttcaagg
atgcatgcag
tgatetgage
tccttgettg
gggatactat
tgccacccaa

ccgtattatt

gccagaaggc

60
120
180
249
300
360
420
480
540

543

60
120
180
240
300
360
420
480
540

543
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20

caagccaaca
aggaaacaaa
caggtgtgge
agccaggagc
ttggaattcg
tacgatggca
caggtgttgy

attggatteg

tggttgeace
accttgacat
caccaattaa
aattgcttag
agactgageg
gatactggac
ctgaggtega

acaacgtceg

ES 2 641642 T3

cttcactgge
tacctecatt
catgaagaag
tgaagttgag
tggattcgtce
catgtggaag

ggaggcaaag

tcaagtygeaa

ctcaagtecyg
gectageaatg
tacgagacac
taccttttga
taccgtgaac
ttgceccatgt
aaggcettace

tgcatcagtt

cetectectt
gtggaagagt
tetecataccet
aaaatggatg
accacaactc
tocgggtgeac
cacaagectg

ttategecte

cectgttace
tecaatgeatg
tectgatttyg
ggttccttge
accaggatac
tgatgccact
ggttagaate

caagocagaa

ggctac

<210> 299
<211> 537
<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 299
ggctcagtta

atggtcgcac
aaccttgaca
cogocaatta
caattgetta
gagactgage
agatactgga
gctgaggtag
gacaacgtcc
<210> 300

<211>21
<212> ADN

tgtcctcage
ccttcactgg
ttacttccat
acaagaagaa
gogaaattga
atggattegt
cgatgtggaa
aggaggccaa

gtcaagtgca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 300

ggaggcaaaa tacgagcctc a

<210> 301
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 301

cactaatctt aataccaaac t

tgcegetgtt
cctcaaggcec
tgctagaaat
gtacgagaca
gtaccttttyg
ctacegtgaa
gttgccecaty
gaaggcttac

atgcatcagt

21

21

toccaccggeg
gcctecctect
ggtggaagag
cteteatace
aaaaatggat
caccaccact
ttecgggtgea
ccacaagcct

ttcatcgeoet

172

ccaatgctgt
tcoeggttte
tccaatgcat
ttectgattt
gggtteoecttyg
caccaggata
ccgatgccac

gggtcagaat

acaagcccga

tcaagccage
caggaaacaa
goaggtgtag
gagegtggag
cttggaatte
ctacgatgge
tcaggtcttg
cattggattc

aggctat

60
120
180
240
300
360
420
480

486

60
120
180
240
300
360
420
480

537
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<210> 302

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 302
tatgggtcat tagcataggc attat 25

<210> 303

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 303
tctcaagaat atcacgctcc c 21

<210> 304

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 304
cccttgggga cgetggeagg tcac 24

<210> 305

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 305
taatacgact cactataggg ggagagagct agatcttttg

<210> 306

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 306
taatacgact cactataggc acagtatttc ttcctccaac c

<210> 307

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 307
ttgctcatct taaatacatg t 21

<210> 308
<211> 24
<212> ADN

40

41
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 308
tcatcttaaa tacatgtttt gtca 24

<210> 309

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 309
ttatcttcag ggatacatta gc 22

<210> 310

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 310
aatactgctt gctcatctta aata 24

<210> 311

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 311
gacaattcca agttcagttt c 21

<210> 312

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 312
ccgttttaga tcaccataaa gaga 24

<210> 313

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 313
ttgtctggta atatcacaat c 21

<210> 314

<211> 2937

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 314

174



atggtgagga
actggcggac
ccatatcaaa
tccgaagetg
ttceagcaac
agcaaattac
gtcaaagcca
acaatttctc
aagctgtacc
ctatacactg
gatgaggatg
gctgeeccogtg
cetecaagagg

tgtcctgtgg

agaggagaac
agggtcgtgg
ctgcaatgac
gttcctcatce
ttgctttgea
taaggtttece
atcacttett
cagaggtgtc
aagaatctca
cagggcccct
ggeetggtgyg
ctgatettea
cgettcaagt

gtcgttcttt

ES 2 641642 T3

tgagttacct
ccagcatcca
tactcagcca
tcagccacct
acaagaagcyg
cctgegteca
cgcagagctyg
atcacgtggc
tcttgggaag
tccatttgtt
tgetagaaqgg
tecacttggga
tetggatatt

ctattcccgt

ggttetggty
cagcagctgc
ataccttatg
gagcaggcayg
gctacaacge
gggaagggga
cctgacaaag
gtcaaccgtg
agacttccag
caaaaagact
gaaagggaat
atgtttttag
gttetgegtg

gatttagggc

175

agagctctgg
accaagctac
caagaccaac
ctctacaagt
aagcagttce
gcaatggtat
acttgcacca
ctgtcatggc
catatgatgg
tcaaaataac
ttaaagttgt
aagggaaaca
agttgecaac

gaaagcaacc

gtctcaagaa
ctcccagact
tgaaacatcc
gacacaacag
acctgcatca
gagatgecata
gtatgatgtc
gcaactggtg
aaggaaaagt
tcttattgat
gatcaaattqg
ggctgatgea
atectaggttt

attgggtgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ggtttagaaa
ctgaacatcg
acacagette
ataaaaaaag
aagtaccgca
gaaaatggta
cagcatacte
atggaagtct
attactgcac
gagaccgtac
attagtgaca
catgataacg
aagaaaatgg
gtgcaagata
ggcatgaatt
gaaagagtat
gagcettgatt
aagcgcattt
tttaagatga
gggagaaaca
cctaccatca
tccattgeeg
gtttetgete
coetgttaagg
gctactggac
ttttatcaag
ccaaattatc
tttgccaata
actgttgtag
gcoggeatac
ttcacageeg

acgcgtteeg

gttggegtgg
atatgtettce
tgaaccgaga
ctetgagagg
tttogggttt
cagtgaaatec
agtggcettg
gcaagattgt
ttectgaaagt
atcataatge
agttggcaca
gtocgagaaaa
taaatggagg
gtgttgeotea
tcaatccaaa
tgaaaactcg
tgetagttgt
gtgagactga
gcaaacagta
ctgtgottgt
tttttggtge
cggtggttge
aagceccatag
ggacagttgc
aaaagcccca
tgcttctgtt
agcccccagt
accaccgtga
attcaaagat
agggtacgag
atgcgctgea

tctecategt

ES 2 641642 T3

gttctatcaa
cactgceatte
tgtgccatct
tgtgaaggtyg
aacatctcaa
tgtaattgag
tctacaagtt
gygagggacaa
gacctgccag
ctatgetaat
agttgagget
ggactgeetg
gacggtgaac
tgggttttge
tecotgttotg
atttcatgat
catcttgeca
actaggagtc
tctagccaat
tgatgcaata
agatgtcacc
ttctcaagat
gcaagagcett
tggtggaatyg
gagaataatt
cgaacttgat
cacatttgtt
cagaaatgca
atgccacecg
ccgtccaget
gtectttgace

tcececectgea

agecattogec
attgagccac
agaccactgt
gaggttacte
gcaacaagag
tattttcgag
ggaaatcage
aggtactcaa
cgtccccaaqg
gacccatatg
cgtattttge
ccacaagttg
aattggatct
tctgagettg
ccaccttega
gctatgacta
gacaataatg
gtctcacagt
gtagcgctga
tegaggegaa
caccctcoace
tggcctgaga
attcaggatce
attaaggact
ttctataggg
gecgatcogea
gtggttcaga
gttgacagga
acagagtttg
cactaccatg
aacaacctect

tattatgecac
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ccacacaaat
tgocagteat
ctgatgctgg
ategtggaaa
agttgacctt
aaacatatgg
agagacctaa
agegettgaa
ggagggageqg
ccaaggagtt
cteceaccteg
gccaatggaa
gcataaactt
cacaaatgtg
gtgoacgooe
agttgcaget
gatctottta
getgtttgac
aaatcaatgt
ttectottgt
ctggggagga
ttacaaagta
tgtacacgac
tacttatatc
atggtgttag
aagcatgtge
aacgacatca
gogggaacat
atttctatet
ttctatggga
gctatacata

atttggcage

gggcttatea
tgattttgtyg
ccgtgtaaaqg
tatgeggagyg
coctgttgat
gtttgtaatt
ttacttgeoca
tgagagacaqg
tgatattett
tggtattaag
gcttaaatat
tatgatgaat
ctctcgeaat
ccagatatet
tgatcaggte
gcatgggaga
tggtgatctg
aaaacatgta
gaaggtggga
cagogacegyg
ctetageocca
tgctggtcta
taggcaagat
cttocogaaga
tgaaggacaa
gtectttggag
cacaaggectt
tatacctggt
ttgtagceat
cgagaacaaa
tgcaaggtge

ttteccgtget

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%20

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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cgattttata tggagoccgga gacatctgac ggtggttcag taacaagtgg ggetgotggt 2820
ggcagagggy gtggtgcagg agctgctgga aggaacaccc gagccccaag tgctggtget 2880
gctgttagac ctcttoectge getcaaggat aatgtgaaga gggttatgtt ctactge 2937

<210> 315

<211> 3274

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 315

177



cacetatcac
ttegtgtttt
ggtgcggaag
tggaggggca
aggcggagga
agectecacgt
acagggcagg

catggggage

acatcagcct
tcagccacct
gocagaagca
actceggeca
tgecegagtta
cteteggggt
tcttgggaag
cccttttgtt
tgctaggagg
tecacttgggyg
getggatatt
ctattcaccet
cttctatcaa
cacggcttte
tatctcttet
tgtaaaggtyg

gacgteteaa

tetetttete
agggeacegt
aagaggactg
cgaggtggty
agaggctggy
ggtggaatgg
ggaactcaac
cgtggggeac
gtaccatatg
gaaccaacga
gctgcaaccc
ggaaagggta
cctgacaaag
gtcaaceggy
aggcttccag
caaaaggatt
gaaagagagt
atgttettac
gtgectacgtyg
catttaggac
agtattcgtc
attgagccac
agaccactgt
ggggtcacte

gcaacaagag
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tetetacaaa
ggtggttggt
atgttcctgg
cccaacgoce
cacctcagca
ccectcaaca
agtatcaacyg
ggccaccagt
gaagaccatc
cacagcaagt
aagcaataca
gtactggtat
atctgcacca
cagteatgga
cctatgacgg
ttaaaatcac
ttaaagttgt
aagggagaca
agttgccaac
gaagacaace
ctacacagat
tgccgattat
ctgatgctga
atcgtggaaa

agttgacttt

catategtge
atccaggegy
tggtgctgag
atcacagcag
tggaggacat
atcectatggt
aggtggagga
accegagetyg
agaaacatac
gactcagcaa
accagcatcg
tagatgcata
gtatgatgtt
geagetggtyg
aagaaaaagt
tctaattgat
gatcaagctg
ggctgatgea
atctaggtat
actgggtgaa
gggattatcc
tgacttegtg
cocgegttaag
tatgeggagyg

teetgtegat
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cgtttetete
ceggttttgag
agttttgagt
cagcaacatc
ggtggccgty
ggacctectg
caaceccage
caccaagcaa
tcagaggctyg
ttccagcaac
agcaagtcga
gttaaggeca
tecaattacte
aagctttata
ctatacacag
gatgatgatg
gcggetegty
cogoaagaaqg
tgtectgtgg
ggtttagaga
ctgaatattg
agccagcttc
ataaagaagg
aagtatecgea

gaaaggggta

teggeetete
ttattaccat
cccatgaaac
agcatcagca
gtogtggggy
aatactacca
gecgtggtgyg
cecagactee
gttcctegtce
ttgttgtgca
tgaggtttcc
atcacttett
ctgaggtege
gagaatceca
cagggcccct
gacctggtgg
ctgatcttca
cactteaggt
gecgetettt
getggegtgyg
atatgtcttc
tgaatcggga
cactgagagg
tttetggett

cgatgaaage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



tgttgtggaa
tcttcaagtt
agagggacag
gacctgccaa
ttatgectgat
agttgaggcet
agactgtctg
aacagtgaac
tggattttgt
tectgtteta
atttcacgat
gatattacca
acttggaatt
tttagctaat
tgatgcgectce
agatgtcace
ttcteaagat
gecaagagett
tggtggcaty
gagaattata
tgaacttgat
tacgtttgtt
cagaaatgca
atgcoccacect
ccgeccaget
gtctttgact
tccaccageca
gacatctgat
tatgggaagyg

caaggagaat

<210> 316

tattttcggg
ggaaatacgc
agatactcaa
cgtcecteoaag
gaccdcatatg
cgegttttge
ccacaagtgg
aactggatct
tccgagettg
ccaccagtga
getatgacaa
gacaataacg
gtctcacaat
gtatccctga
tctagacgaa
catcecceoace
tggcctgaaa
atacaagatc
ataaaggaat
ttctacagag
gcaatccgea
gtggtecaga
gttgategga
actgaatttg
cattatcatg
aacaatcttt
tattatgcac
aatggatcag
ageacgegag

gttaagaggg
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aaacctatgg
agaggccaaa
agcegettgaa
agagagaacqg
cgaaggagtt
ctgeaccettyg
gccagtggaa

gtgtaaactt

cacaaatgtg
gtgctegece
agttgecagce
getetettta
gctgecttgac
agataaatgt
ttcceccttgt
ctggggagga
ttacaaagta
tgtacaagac
tacttatttc
atggtgttag
aggcatgtgc
aacggcatca
gtgggaacat
atttetatet
ttctgtggga
gctatacata
atttggcagc
tcacaagege
caccaggtge

ttatgtttta

ttttgtcatt
ttacttgecca
tgagaggcag
tgatattett
tggtattaag
gcttaaatac
tatgatgaat
ttctcgcaat
catgatatcc
tgatcaagtt
aaatgggaga
tggtgatcta
aaaacatgta
gaaggttgga
cagogaccgce
ttetageceg
tgetggtttg
ttggcaagat
cttccgtcega
tgaaggacaa
atctttagaa
tactaggttg
tttgectggt
ctgtagecat
tgagaacaat
tgctaggtgt
tttccgtget
agetgettea
tggtgetget

ttgt
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cggcataccc
atggaagtat
ataacagcac
cagactgtte
atcagtgagg
catgatacag
aagaaaatgg
gtgcaagaca
ggaatgaact
gagagagtet
gagctagate
aaacggattt
tttaagatga
ggaagaaata
ccaactatca
tcaattgetyg
gtttetgete
ccagttagag
gcaactggac
ttttaccaag
cccaactatc
tttgecaata
accgttgtag
gecggeatac
tttactgetg
actcgttctg
cggttttaca
aacagaggag

gtaaggecce

agtggeccttg
gtaagattgt
ttctaaaagt
atcacaatge
agcttgetea
gtegagagaa
ttaatggagg
cagttgcacg
tcaatcccaa
tgaaaacteg
ttttgattgt
gtgaaactga
gcaagcagta
ctgtgctggt
tttttggtge
eggtggttge
aagegeatag
gacctgtgac
agaagccgca
ttcttetttt
agcccccggt
accaccacga
attcaaagat
agggtactag
acgccctgea
tctceccattgt
tggagccaga
gtttaggage

ttectgetet

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3274
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<211> 3907
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 316

180



acctacttcc
cacegetgea
toteteteag
tocteccega
aaccaaccca
tcggcaatgg
gcgeocgocgy
cageccatca
cggatcctee
ctgtetcact
atctcacgat
ttgtatacgg
gaaaattgga
gtetettett
aagggttgat
gtttttaaca
caaaaaaagyg
tttttaatct
cactacatgc
aaaagagctg
gtgecagetet
getgetggtyg
tagtatgaaa
tacgtgcttg
ttgaagcagc
gtcaatggaa
ttettetgta
gatctgaatt

caatgaagta

ccctegecce
gegegtegty
ttgteaggte
ccecgtgeag
ctctccccaa
cggcecatgge
cggcggeage
aggagatcte
tgetegeage
getacctaaa
cagatgcacc
attaatattg
tgttcceccta
ggtgtttggt
cttatgecat
aactttgtea
taacctcgct
ttgatcaggg
tocggggectt
tagttgttgyg
tettggggaa
gaaatgcaac
ccecatgggta
atggagtacc
ttggtgcaga
teggaggget
aatggtacaa
tgatgctaca

atacttggca
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tctcatggtce
tegegggggt
ctaggeteac
gtggcagtee
cccegegege
gaccaaggcc
ggcggcggcy
cggcaccegte
cetgtocgag
tgttttgect
gcatgtcgca
ataaatcggt
tcggectgta
gaacaacctt
cgtcatgata
gaaaactage
actaacataa
gacaacagtg
gaggactctt
ctgtggtgga
tgetggaact
gtatgtttce
tgtctagtgg
aagaatgagy
tgttgattgt
acctggtgge
ctattgtega
ccacaaaata

tgtgtttatc

tectecteogege
tggtggcagy
ctecacegget
agtccacgec
ccaggccgcec
gccgcgggea
gtgcaggegg
aagcotgeoogg
gtgagegatt
gtegaatace
tgcctagete
accgcaaaag
ctcggectact
atgaaatttg
aacagtggag
atcattaact
caaaatactt
gttgataacc
ggtctctctg
aagtteccaqg
gcaatgegge
tetetttete
cttatggtgt
gagagaccca
ttccttggea
aaggttaget
gettttgeat
tectacaaat

aaattaattt
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ccagatctgce
cagcgagage
cocageocoge
accaaccgeg
cgccctacca
ccgtgtoget
gtgccgagga
ggtecaagte
ttggtgettyg
atggattete
tctctaattt
ctaggtgtaa
cgttocttgtg
ggcgcaaaga
cacggacgat
tettaatgac
gttgcttatt
tgttgaacag
tcgaagcgga
ttgaggatte
cattgacage
tetacaatac
attggttttt
ttggcgactt
ctgactgccc
actaagggce
ttgtaaggaa
ggtecatceoct

ccatcttety

tactagacgg
ttgeegttec
ttectatttet
aggcgaacea
accatcggcg
ggacctcgce
gatcgtgctg
getttocaac
ctgegetgee
ggtgtaatec
gtctagtagt
ataaacacta
atggcatgct
actegeecte
ccetttacgtt
gatttcacaa
aattatatgt
tgaggatgtc
caaagctgce
taaagaggaa
agetgttact
ttgctggagt
gaacttcagt
ggttgtcgga
acctgttcgt
acatgttaca
agcattgatt
aactagcaaa

gggcattgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



tgttttctag
ctacaggtca
gotoctttgyg
tacgtcgaaa
agctgggaca
tcactacttt
aatagatgca
tgtaaattat
aatagccagt
ttataagaga
taggaaaaga
ctattgettt
actgaaatca
caatcaacag
tettggetgg
gtttgcaggt
agcattgtte
taggtgaatt
tttgctgagg
gttactggce
atgaacaaga
ccgacagcca
actacttgac
agaccgagag
atgtcteacyg
atcctcggtt
tactgcatca
cacaggatgqg
gaccctgggt
aagaattaat
gaggaaatac

taacgttagt

tctaatagca
agctgtetgg
ctottgggga
tgacattgag
gattctacat
gatgccaatg
ctgtagaaaa
tttaccagtc
taattatcce
atctaggtag
cacttgattt
agaaggatat
gtttcataag
gtcccctaaa
tgotgraatt
aaagatttct
tcagagtcac
catgtaacecg
tactggagat
cacogeggga
tgooctgatgt
tcagagacgg
aagactaaaa
gatggttgeg
tegtotttoo
gctgtctgtg
tcacgcogcec
ccatggectt
gcacccggaa
aaagogtgeg
atttcttttg

tgtttgtagc
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tttgttttta
ctocatecage
tgtggagatt
attgatggag
taagggaggt
tttcagtttt
aaaatcattg
ggaatatagt
attatacaga
ctggactogt
tttttttetg
atctatgteg
ttegttagtg
aatgcctatg
actggaggga
tggctggtgce
taaataacat
tttecttaca
gatgggagcg
gocatttggy
cgccatgact
taaaacattc
actattgget
atccggacgg
atageteget
ttttccacag
ggagaagctg
ctcccttgee
gaccttececec
atactaccac
ttetgttttt

aagtttctat

gcattaatta
agtcagtact
gaaatcattyg
cgttttggtg
caaaaataca
cagttttcca
cagggaaaaa
cagtctattg
ggacaaccat
agcetgettgg
tggocccteta
ttatgeaaca
gttcecctaaa
ttgaaggtga
ctgtgactgt
tacaataact
tatecatetge
aatttgctga
aaggttacat
aggaaacacc
cttgetgtgyg
tcagecectac
cgttggeagt
agctaaccaa
gceetettage
ctgggagcat
aacgtgacgg
gecectgtgeeg
gactacttcg
gcagettgat
tetetttecac

tteggatctt
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gctettacaa
tgagtgeoett
ataaattaat
tgaaagcaga
agtaagctct
aacagtcgca
ctagtactga
gagtcaagag
gtatactatt
catggatacce
tgatgtgtga
tgettocott
cgaaaccttg
tgecetcaage
ggaaggttgt
gcttttgtet
aaatgtcaaa
aaccteagygg
ggaccgagac
tcaaggegat
ttgooctott
aaccatgcct
ggettectygg
ggtaaggcta
ggcttgoctg
ctgttgagga
cgatcgacac
aggtcccegt
atgtgctgag
tgaagtgata
gggattaagt

aagtttgtgc

ttgttatgtt
gctgatgget
ctccattcce
gcattetgat
gtaatgtatt
tcaatatttg
gtattttgac
cgtgaaccga
gaaacttggt
ttettatett
acctgettet
agccatttgt
tttttctttg
gcaagctatt
ggcaccacca
ttttggtttc
tagacatact
tgatgtgaag
tagegtaact
tgatgtcaac
tgcogatgge
cttctacatc
agagtaaagg
catacttcac
cggtegetee
agggeccggac
gtacgacgac
gaccatccgy
cactttegtc
ggcettgtget
tttgagtctg

actgtaagcc

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

28940

3000

3060

3129

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660
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aaatttcatt tcaagagtgg ttcgttggaa taataagaat aataaattac gtttcagtgg
ctgtcaagcc tgectgcectacg ttttaggaga tggcattaga cattcatcat caacaacaat
aaaacctttt agcctcaaac aataatagtg aagttatttit ttagtcctaa acaagttgca
ttaggatata gttaaaacac aaaagaaget aaagttaggg tttagacatg tggatattgt
tttecat

<210> 317

<211> 2149

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 317

183

3720

3780

3840

3900

3907



acctacttcc
caccgctgeoa
tctectectcag
tocteccega
aaccaaceda
toggeaatgg
gcgecgocgy
cagcccatca
cggatcctce
agtgaggatg
gacaaagetg
tctaaagagg
gcagctgtta
agggagagac
tgtttccttg
ggcaaggtca
gotectttgg
tacgtegaaa
agctgggaca
gttgaaggtyg
actgtgacty
gtactggaga

coaccgegyy

ccctecgecce
gegegtegtg
ttgtcaggte
ccecgtgcag
ctoteoceocaa
cggecatgge
cggcggeage
aggagatctc
tgctcgecge
tecactacat
ccaaaagage
aagtgcaget
ctgctgectgg
ccattggcga
gcactgactg
agetgtetgg
ctettgggga
tgacattgag
gattctacat
atgcctcaag
tggaaggttg
tgatgggage

agecatttgg
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tctcatggtc
tcgcggggagt
ctaggctcac
gtggcagtee
cocegegege
gaccaaggee
ggoggegygcey
cggecaccgte
cctgtecgag
gcteggggee
tgtagttgtt
cttettgggyg
tggaaatgca
cttggttgtc
cccacctgtt
ctecatecage
tgtggagatt
attgatggag
taagggaggt
cgcaagctat
tggcaccacc
gaaggttaca

gaggaaacac

tctctegege
tggtggcagg
ctcaccggct
agtecacgee
ccaggecgec
gcegegggea
gtgcaggcgyg
aagctgecgg
gggacaacag
ttgaggacte
ggctgtggty
aatgetggaa
acttacgtge
ggattgaagec
cgtgtcaatg
agtcagtact
gaaatcattg
cgttttggtg
caaaaataca
ttecttggetg
agtttgcagg
tggacegaga

ctecaaggaga
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ccagatctgc
cagcgagagc
cccagcccge
accaacegeg
cgecctacea
cegtgteget
gtgccgagga
ggtccaagtce
tggttgataa
ttggtetete
gaaagttece
ctgeaatgeg
ttgatggagt
agcttggtge
gaatcggagy
tgagtgectt
ataaattaat
tgaaagcaga
agtcccctaa
gtgctgcaat

gtgatgtgaa

c¢tagegtaac

ttgatgtcaa

tactagacgg
ttgccgtteo
ttctatttct
aggcgaacea
accatcggeg
ggacectegeo
gatcgtgctg
gctttccaac
cctgttgaac
tgtcgaageg
agttgaggat
goecattgaca
accaagaatg
agatgttgat
gctacctggt
gctgatgget
cteocattece
geattetgat
aaatgcctat
tactggaggg
gtttgctgag
tgttactgge

catgaacaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



10

15

atgcctgatyg
atcagagacg
gagctaacca
ccggagaagc
ttcteccttg
aagaccttcc
cgatactace
tgttetgttt
gcaagtttet
ggttcgttay
cgttttagga
acaataatag
acaaaagaag

<210> 318
<211> 240
<212> ADN

tecgeeatgac
tggcttectyg
agctgggagce
tgaacgtgac
ccgectgtge
ccgactactt
acgcagettg
tttetettte
attteggatce
aataataaga
gatggcatta
tgaagttatt

ctaaagttaqg

<213> Zea mays

<400> 318
tacttgagtg

attgataaat
ggtgtgaaag

tacaagtcecc

<210> 319
<211> 297
<212> ADN

ccttgctgat
taatctcecat
cagagcattc

ctaaaaatgc

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 319
gctgtatcat

gacaagagta
ttgggttecet
atttccaagc

atgacccagt

<210> 320
<211> 269
<212> ADN

atcttettet
taaacaagtg
ataaactgta
tcagtttctt

aacccatgtg

<213> Nicotiana benthamiana
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tettgetgtg
gagagtaaag
atctgttgag
ggcgatcgac
cgaggtccec
cgatgtgctg
attgaagtga
acgggattaa
ttaagtttgt
ataataaatt
gacattcatc
ttttagtcct

ggtttagaca

ggctgctcect
tcegtacgte
tgatagctgg

ctatgttgaa

ttagaacact
catctatgaa
tttacattat

caacttaaat

ggagatggga

gttgecctet
gagaccgaga
gaagggccgyg
acgtacgacg
gtgaccatcc
agcactttcg
taggettgtyg
gttttgagte
gcactgtaag
acgtttcagt
atcaacaaca
aaacaagttg

tgtggatatt

ttggctcttg
gaaatgacat
gacagattct

ggtgatgect

aataaattaa
gatttgaggt
tgttatttge
gaaggtagca

gcaaagtggt
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ttgecgatgg
ggatggttge
actactgeat
accacaggat
gggaccctgg
tcaagaatta
ctgaggaaat
tgtaacgtta
ccaaatttea
ggctgtcaag
ataaaacctt
cattaggata

gttttecat

gggatgtgga
tgagattgat
acattaaggg

caagcgcaaq

acttegagat
tgtccaaaaa
aactataaaa
cttgaatttc

caaactttag

ccegacagec
gatceggacyg
catcacgceg
ggccatggec
gtgcacccgg
ataaagcgtg
acatttettt
gttgtttgta
tttcaagagt
cctgctgeta
ttagcctcaa

tagttaaaac

gattgaaatc
ggagogtttt
aggtcaaaaa

ctatttcttg

aatgatttct
agtgacaatt
attttagatt
atcagcctct

aaggaat

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2149

60

120

130

240

60

120

180

240

297



<400> 320

gtatgaactt
ttaaataatt
ttaaaattat

gaaagaacta

gcaaagtggt

tcagaatatt
tctttattta
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ataccggatc
aatttatttt
caattaccac
tggatectcea

aaggaatga

aatatattat gctgaaatat ttttcggact
tatacaaaaa taactaaatt tcaattactt

ttatacatecc tgctattttg aatttcacec

atgaccecagt aacecaagtg ggagatgtgt
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de regulacion de la expresion de un gen diana enddgeno en una planta en crecimiento que
comprende: aplicar tépicamente sobre la superficie de dicha planta en crecimiento:

(a) al menos un polinucleétido de ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una secuencia que es esencialmente
idéntica a o esencialmente complementaria a, 18 o mas nucledtidos contiguos de dicho gen diana o una
secuencia de nucleotidos de un ARN transcrito a partir de dicho gen diana; y

(b) una cantidad eficaz de un agente de transferencia, en el que dicho agente de transferencia permite que dicho
al menos un polinucleétido de ARNbc permee directamente el interior de dicha planta en crecimiento, mediante lo
cual dicho al menos un polinucledtido de ARNbc induce la supresion de dicho gen diana enddgeno en dicha
planta en crecimiento

en el que el gen diana codifica una proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho gen diana expresa una proteina que proporciona
resistencia a los herbicidas para un herbicida no polinucleotidico,

(@) en el que dicho gen diana codifica una proteina seleccionada entre el grupo que consiste en 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetohidroxiacido sintasa, una acetolactato sintasa (ALS),
una acetil coenzima-A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una
protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-aminobenzoato
sintasa, una glutamina sintasa (GS), una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato
(DHP) sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation-s-transferasa (GST), una proteina D1 del
fotosistema Il, una monooxigenasa, un citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina, una RUBISCO,
un factor de iniciacion de la traduccion, una fitoeno desaturasa y una ADN bicatenario adenosina tripolifosfatasa
(ddATP); y

(b) en el que dicho procedimiento comprende ademas aplicar dicho herbicida no polinucleotidico a dicha planta
en crecimiento; mediante lo cual dicho al menos un polinucleétido de ARNbc potencia la actividad de dicho
herbicida no polinucleotidico en dicha planta en crecimiento.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que

(a) se regula la expresion de dicho gen diana en células vegetales distintas de aquellas recubiertas por via
tépica; o

(b) en el que dicho gen diana enddgeno se regula sistémicamente en al menos un érgano de planta; o

(c) al menos un polinucledtido de ARNbc se dirige a diferentes segmentos del gen diana o a diferentes genes
diana; o

(d) dicho agente de transferencia comprende un tensioactivo de organosilicona; o

(e) dichas plantas estan creciendo en campo abierto; o

(f) dichas plantas estan creciendo en un invernadero; o

(g9) dichas plantas también se rocian con un herbicida no polinucleotidico.

4. Una planta que comprende ARNbc exdgeno para suprimir un gen endogeno, en la que dicho ARNbc exdgeno no
se transcribe a partir del ADN integrado en un cromosoma de dicha planta y en la que dicho gen enddgeno se
suprime por la aplicacion topica de un polinucleétido de ARNbc a dicha planta después de que dicha planta haya
emergido a partir de una semilla, en la que el gen diana codifica una proteina que proporciona resistencia a los
herbicidas a la planta en crecimiento.

5. Una composicién que comprende:

(a) una soluciéon de uno o mas polinucledtidos de ARNbc no transcribibles que comprenden una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de un gen endégeno de una planta o a
la secuencia de ARN transcrito a partir de dicho gen enddgeno; en la que dichos polinucledtidos de ARNbc son
capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de dicha planta con dicho ARN transcrito a partir de
dicho gen enddgeno para efectuar el silenciamiento de dicho gen enddégeno; y

(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de dichos uno o mas polinucleétidos de ARNbc
del exterior de dicha célula vegetal al interior de dicha célula vegetal

en el que el gen diana codifica una proteina que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.
6. La composicion de la reivindicacion 5, en la que la composicién es una composicion herbicida liquida.
7. La composicion de la reivindicacion 5 o 6, en la que

(a) dicho agente de transferencia comprende un tensioactivo y una sal; o
(b) dicho agente de transferencia es un tensioactivo de organosilicona; o
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(c) dicho agente de transferencia es un copolimero de silicona y poliéter; o

(d) dicho agente de transferencia es un copolimero de heptametil siloxano modificado con 6xido de polialquileno
y metiléter de aliloxi-polipropilenglicol (disponible como tensioactivo Silwet® L-77); o

(e) la composicion comprende ademas una molécula herbicida no polinucleotidica; o

(f) dicho gen diana codifica una proteina que proporciona tolerancia a herbicidas seleccionada entre el grupo que
consiste en 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetohidroxiacido sintasa o una acetolactato
sintasa (ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa
(PDS), una protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-
aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una
dihidropteroato (DHP) sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutatiéon-s-transferasa (GST), una
proteina D1 del fotosistema Il, una monooxigenasa, un citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina,
una RUBISCO, un factor de iniciacion de la traduccion, una fitoeno desaturasa y una ADN bicatenario adenosina
tripolifosfatasa (ddATP).
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Figura 1

ATGGCTCAAGCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAAAA
CCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCAT
GTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGCAATCATCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCT
GCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGRAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTA

CTGTTCAATTGCCTGGGTCARAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGG
CACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTCAGAACT
CTTGCGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAAAAGGGCAGTCGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGT
TTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCG
CCCATTGACAGCTGCGGTTGCCGTTGCTGCGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGGTTCAGATGTAGATTGTT
TTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTCAATGCTARAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAAGGTCAA

GCTCTCTGGATCGGTTAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGA
GACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATGTTCGAAATGACAATAAAGTTGA
TGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCA
GAAATACAAATCTCCTGGAAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTAGCC
GGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACTGTICACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAGGGTGATG
TAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGT

TACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGARAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATGAACAAA
ATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTIGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAG
ATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAAAGCT
TGGGGCAACAGTTGACGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAAARGCTAAACCCCACC
GCCATTGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCCATGGCATTCTCTCTTGCTGCCTGTGCAGATGTTC
CCGTCACTATCCTTGATCCGGGCATGCACCCGTARAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAARA
GTTCGCCARAGCATTGA

SEQ ID NO:1
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Figura 2

GGCCCATAGGCCTTTTTCTAAAATAGGCCCATTTAAGCTATTAACAATCTTCAAAAGTACCACATCG
CTTAGGTAANGANAGCAGCTGAGTTTATATATGGTTAGAGACGAAGTAGTGATTGCGACGAGCGACG
TCTCGCCCTCATCGCARATCCACGCCATTGAGCTTGAGGCCATTGGCGACGGCCGAGAGGCGGTCGCT
TAAGATTAGCATGICCTTGACGCGGAGTTCTTCCAGACCGTTCATCACGGTCGCCCCTTCCGCGARAG
GCGGCGGCGACAGCGAGAATCGGATATTCGTCGATCATCGAAGGCGCGCGGTCTTCCGGCACCGTGA
CGCATAAAcacggtgccggaagaccgegegacttaogatgatcgacgaatatecgattctegetgteg
ccgccgceccttcecgecggaaggggcgaccgtgatgaacggtctggaagaactccgecgtcaaggaaagcga
ccgcctcectecgoccgtecgeccaatggectcaagetecaatgocgtggattgecgatgagggcgagacgtcyg
ctcgbcgTTTTTTTTGGCAAAAA

SEQ TD NO:3
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Figura 3
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Figura 4
Antes del tratamiento 3 dias después del tratamiento 9 dias después del tratamiento

con ARNbc con ARNbc con ARNbc

Control

ARNbc de 200 nt

ARNbc de 700 nt
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Figura §

ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGGTCTTCCTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTT TGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTGG
TAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGACA
AARGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTCATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACAGTTA
ACTATTTGGAGGCCGGCGTTATTATCATCATCGTTITCGTACTTCCTCACGCCCARCTAARCCATTGGA
GATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTITTCTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGTCAC
ARACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATG
GAGATTGGTACGACGACTGGGTTGCACATATTICTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAACCTGTTTGG
AGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGCGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATGCCTAACAAG
CCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAACGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGAATTTTGGCCA
TACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGARAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGC
AATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAAAG
CAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGCTGTTCATTGCCATGTCAAAGGCACTTAACTTCATAA
ACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCT TTGAACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGG
TTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAACATATT
GAGTCRAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAARAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAA
GTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATGCTTITTGTGTTTGCCACTCC
AGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAAGTTGGAG
AAGCTAGTGGGAGTITCCTGTGATARATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAACACATCTG
ATRAATCTCCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCACTGTCTACGCTCGACATCTCTCTTACATGTAAGGA
ATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGATAAATCGT
AGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGCAACTAGCGAAGCTTITTCCCTGATGAAATTTCGG
CAGATCAGAGCAAAGCAAARATATTGAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAAC
TGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGT
GACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGCAAGGTGCTGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCAC
AAGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGT
AGTTAGCATAGTGAACTAA

SEQ ID NO:2
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Figura 6
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Figura 7

Expresion de ARNn de EPSPS
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Figura 8
tratamientos controles
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Figura 9
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Figura 10

>gi| 93117609 |gb|DQ469932.1| ARNm de fitoeno desaturasa

de Nicotiana benthamiana, cds completo

ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGT CCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGGTCTTCCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCARAAGGAATTTGTTATGTTTTGG
TAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGACA
AAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACAGTTA
ACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCARCTAAACCATTGGA
GATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGTCAC
AAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATG
GAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAACCTGTTTGG
AGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGCGAACATTCAATGATATTTGCGATGCCTAACAAG
CCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGAATTTTGGCCA
TACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGC
AATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGAGARAG
CAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGCACTTAACTTCATAA
ACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTIGATTGCTTT GAACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGG
TTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAACATATT
GAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAA
GTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATGCTITTGTGTTTGCCACTCC
AGTGGATATCITGAAGCTTICTTTTGCCTGAAGACTGGARAGAGATCCCATATTTCCAAAAGTTGGAG
AAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATARATGTCCATATATGGTTTGACAGRAAAACTCAAGAACACATCTG
ATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTCGTTACATGTAAGGA
ATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGATAAATCGT
AGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGAAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGG
CAGATCAGAGCAAAGCRAARAATATTGAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAAC
TGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGT
GACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCAC
ARGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGT
AGTTAGCATAGTGAACTAA

SEQ ID NO:2
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Figura 11

700 nt

44-mero

40-mero
sentido sentido
SEQID NO:16 SEQID NO:17 i
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SEQID
NOs:20,21
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Figura 12
Oligos de ADNss
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16

10 20
Almizcle T----- CAA-----—- TTTCATCT----—-- ATTGGA------- AGTGAT

Benthamiana ATGCCCCAAATCGGACTTIGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAA
10 20 30 40 50

30 40 50
Almizcle TT ————————— TTTGG-------- GTCATTCTGTGAGAAATTTCAGTG——

.....

Benthamiana TTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGAGGTC TTCGTTGGGAACTGAAAGTCAA

60 70 80 90
60
Almizele —-—————————————————- TTAGTAAAGTTT ———————————————— AT
Benthamiana GATGTTTGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTGGTAGTAGCGACTCCAT
100 110 120 130 140
70 80 90
Almizcle GGAGCA-AAGCAAAGAAATGGGC-———- ACTGCC--——----————————

Benthamiana GGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGA
150 160 170 180 130

) 100 110 120 130
Almizele o CTTTAAAGGTTGTTTGTATAGATTATCCTAGGCCA

Benthamiana CAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCA
200 210 220 230 240

] 140 150 160 170 180
Almizele GAGCTTGAAAGTACATCCAATTTCTTGGAAGCCGCCTACTTATCTTCTAC

...............

Benthamiana GAGCTAGACAATACAGTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCAIC
250 260 270 280 280

) 190 200 210 220 230
Almizcle TTTTCGGAATTCGCCTCGTCCTCAGAAGCCATTAGAAGTTGTAATTGCTG

.................

Benthamiana GTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCATTGGAGATTGTTATTGCTG
300 310 320 330 340

240 250 260 270 280
Almizcle GAGCAGGTTTGGCTGGTCTATCCACGGCAAAGTATTTAGCTGATGCAGGT

....................
....................

Benthamiana GTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGT

350 360 370 380 390
290 300 310 320 330
Almizecle CACARAACCCATATTGTTGGAAGCACGAGATGTTTTAGGAGGAARAGGTTGC

..........................
..........................

Benthamiana CACAAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGC
400 410 420 430 440

204
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Figura 16 (continuacion)

340 350 360 370 380
Almizcle AGCGTGGAAGGATGAGGATGGTGACTGGTATGAGACTGGGCTACATATAT SEQ ID NO:37

.............................
-----------------------------

Benthamiana TGCATGGAAAGATGATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATAT SEQ ID NO:38
450 460 470 480 490

390 400 410 420 430
Almizcle TCTTTGGGGCATATCCAAATGTCCAAAATCTATTTGGAGAACTTGGTATA

Benthamiana TCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGGATT

500 510 520 530 540
_ 440 450 160 470 180
Almizcle AATGACCGACTGCAATGGAAGGAGCACTCTATGATTTTTGCAATGCCCAG
Benthamiana GATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATGCCTAA
550 560 570 580 590
_ 430 500 510 520 530
Almizcle CAAGCCCGGTGAATTCAGTCGCTTTGATTTTCCCGARATCCTGCCTGCAC

------------------------------

Benthamiana CAAGCCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGC
600 610 620 630 640

540 550 560 570 580
Almizcle CATTAAATGGCATATGGGCAATCCTAAGAAATAATGAAAEGCTAACCTGG

..................

Benthamiana CATTAAATGGAATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGG
650 660 670 680 690

590 600 610 620 630
Almizecle CCAGAAAAAATCAAGTTTGCCATTGGCTTGTTGCCTGCTATGGCAGGCGG

...............

Benthamiana CCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGCAATGCTTGGAGG

700 710 720 730 740
640 650 660 670 680
Almizecle ACAGTCATATGTTGAAGCACAAGATGGTTTGAGTGTCCAAGAGTGGATGA
Benthamiana GCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGA
750 760 770 780 790
_ 690 700 710 720 730
Almizecle GAAAACAAGGAGTACCCGATCGTGTAACTGATGATGTGTTTATTGCCATG

........................

Benthamiana GAAAGCAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATG
800 810 820 830 840

_ 740 750 760 770 780
Almizcle TCAAAGGCACTGAACTTCATAAATCCCGATGAACTTTCAATGCAGTGCAT SEQ ID NO:37

......................................

Benthamiana TCAAAGGCACTTAACTTCATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCAT SEQ ID NO:38
850 860 870 880 830
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Figura 16 (continuacion)

790 800 810 820 830
Almizcle CTTGATTGCTCTGAACCGATTCCTGCAGGAGAAACATGGTTCTAAGATGG SEQ ID NO:37

...............................

Benthamiana TTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGGTTCAAAAATGG SEQ ID NO:38
900 910 920 930 940

840 850 860 870 880
Almizcle CCTTCCTAGACGGAAACCCTCCAGAGAGGCTGTGCATGCCTATTGTTAAA

..........................

Benthamiana CCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAA

950 960 970 980 990
890 900 910 920 930
Almizcle CACATCGAGTCACTAGGTGGTGAAGTTAAACTTAACTCTCGTATACAAAA
Benthamiana CATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAA
1000 1010 1020 1030 1040
940 950 960 970 980
Almizecle GATTCAGTTGGACCAGAGTGGAAGCGTGAAGAGTTTTTTGCTAAATAACG

----------------

Benthamiana GATCGAGCTGAATGAGGATGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATG

1050 1060 1070 1080 1090
990 1000 1010 1020 1030
Almizcle GGAGGGAAATACGAGGAGATGCCTATGTTTTTGCCACCCCAGTTGACATC

......................

Benthamiana GCAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCACTCCAGTGGATATC

1100 1110 1120 1130 1140
1040 1050 1060 1070 1080
Almizcle TTGAAGCTGTTACTACCTGATACTTGGAAGGAAATCTCATACTTCAAARA

..................

Benthamiana TTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAA

1150 1160 1170 1180 1190
1090 1100 1110 1120 1130
Almizcle ACTTGAGAAATTAGTGGGCGTTCCTGTGATTAATGTTCACATATGGTTTG

......................................

Benthamiana GTTGGAGAAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTG

1200 1210 1220 1230 1240
1140 1150 1160 1170 1180
Almizecle ACAGAAAATTAAAGAATACATATGACCATCTACTCTTCAGCAGGAGTCCT

........................

Benthamiana ACAGAAAACTGAAGAACACATCTGATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCG

1250 1260 1270 1280 1290
1190 1200 1210 1220 1230
Almizecle CTTTTGAGTGTCTATGCTGATATGTCGGAGACATGCAAGGAATATAAGGA SEQ ID NO:37

.............................
-----------------------------

Benthamiana TTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACATGTARGGAATATTACAR SEQ ID NO:38
1300 1310 1320 1330 1340
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Figura 16 (continuacion)

1240 1250 1260 1270 1280
Almizele TCCAAATAGATCCATGC‘I‘GGAATTGGTTTTTGCACCCGCGGAGGAATGGA

.....................

Benthamiana CCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGA

1350 1360 1370 1380 1390
1290 1300 1310 1320 1330
Almizcle TTTCACGAAGCGACACTGATATTATAGRGGCAACAATGAAAGAGCTTGCC

-------------

Benthamiana TAAATCGTAGTGACTCAGAAAETATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCG

1400 1410 1420 1430 1440
. 1340 1350 1360 1370 1380
Almizcle AAGCTTTTCCCGGATGAAATCGCTGCCGATGGAAGCAAGGCCAAGATCCT

Benthamiana AAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATT

1450 1460 1470 1480 1490
) 1390 1400 1410 1420 1430
Almizele C‘AAATATCATGTCGTCAAAACTCC.AAGGTCGGTTTATAAGACTGTACCGG

.....................................
-------------------------------------

Benthamiana GAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTGCCAG

1500 1510 1520 1530 1540
1440 1450 1460 1470 1480
Almizcle ATTGTGAACCTTGTCGGCCGCTGCAAAGATCACCAATAGAGGGTTTCTAT

......................................

Benthamiana GTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTAT

1550 1560 1570 1580 1590
] 14%0 1500 1510 1520 1530
Almizcle TTAGCTGGTGATTACACAAAACAAAAATATTTGGCTTCTATGGAAGGTGC

........................................

Benthamiana TTAGCTGGTGACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGC

1600 1610 1620 1630 1640
_ 1540 1550 1560 1570 1580
Almizele TG'I'CTTATCTGGGAAGCTTTGTGCACAGGCTATCGTACAGGATTATGA— -

.......................................

Benthamiana TGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCACAAGCTATTGTACAGGATTACGAGT
1650 1660 1670 1680 1690

1590 1600 1610
Almizcle ----TCT--GCTG-----—-~- AGTTCTCG- -AGCACAAAGAGAA-TTGGC

Benthamlana TACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGTAGTTAGC
1700 1710 1720 1730 1740

Almizcle G-—————————- SEQ ID NO:37

Benthamiana ATAGTGAACTAA SEQ ID NO:38
1750 1760
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Figura 17

Tampén ARNbc de 260 ntde DV42  ARNbc de 200 ntde PDS ~ ARNbc de 700 nt de PDS
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Figura 18

Condicionamiento Sin condicionamiento Sin condicionamiento Tampon
de Silwetal 0,1 % de Silwet; de Silwet;

seguido de infiltrado 1 nanomol infiltrado 1 nanomol

1 nanomol de ADNss de ADNss de PDS + de ADNss de PDS

de PDS + Silwet al 0,01 % Silwet al 0,01 % (sin Silwet)

B
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Figura 19

Exp.n.°3 Exp.n.°2 Exp.n°1

R31 (35 copias de EPSPS)

Exp.n°6 Exp. n.°5 Exp.n°4

R28 (87 copias de EPSPS)
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Figura 20

ATGGCTCAAGCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCARAAA
CCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCAT
GTCTTTAACCAATAARAGAGTTGGTGGGCAATCATCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCT
GCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTA
CTGTTCAATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGG
CACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATCTTGGACGCTCTCAGAACT
CTTGGTTTAAAAGTGCGAGGATGATAGTACAGCCAAAAGGGCAGT CGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGT
TTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCG
CCCATTGACAGCTGCGGTTGCCGTITGC TGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGGTTCAGATGTAGATTGTT
TTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAAGGTCAA
GCTCTCTGGATCCGTTAGTAGCCAATATTTANCTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGA
GACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATSTTCAAATGACAATAAAGTTGA
TGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCA
GAAATACAAATCTCCTGGAAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTAGCC
GGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACTGTCACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAGGGTGATG
TAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGT
TACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATGAACAAA
ATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAG
ATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAAAGCT
TGGGCCAACAGTTGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCECCTGAAAAGCTAAACCCCACC
GCCATTGAAACTTATCACGATCACCGAATGGCCATGGCATTCTCTCTTGCGCTGCCTGTGCAGATGTTC
CCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGCACCCGTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATCTTTTAGAAAA
GTTCGCCAAGCATTGA

SEQ ID NO:40
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Figura 21

Contro ARNbc 4X Control ARNbc 4X

R ‘_
3

NN
)
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Figura 22

Reactivos de transfeccion de la prueba cinco
(ARNbc el 18 de junio; WM 4X el 21 de junio; puntuados en 7-DAT)

S

SR

W

Almizcle con 35 copias de EPSPS; ARNbc 10X
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Figura 23

AR LA s

% de Gl

tampon ARN/ADN ARNbc
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Figura 24

Bl | e ARibclomusioen  Eeped

iep

WM 2X ADNss 10X ARNbc 1X
_seguido de WM 2X seguido de WM 2X

(Almizcle con 16 copias de EPSPS)
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Figura 25

5’ UTR ADNCc de EPSPS 3’ UTR

- 4 ARNbc2 largo = partes de n.°4,5y 6

__7 8 ARNbc3 largo = partes de n.° 8y n.° 9
o 9 10
I
e ]

m— ~250 pb

A

oo 25811 36812 14710 123 456 789
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Figura 26

ekl ElpedyEiepas@hc dth el

WM 2X WM 2X
Ut WM 2X seguido de ARN uTt WM 2X seguido de ARN

"2 h biw WMy ARN ' "~ 24hbwWMy ARN
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Figura 27

de

la

Mezc
y glifosato aplicado en una

ARNbc, Silwet L-77,

etapa

sola

ARNbc 100X

X

ARNbc 20

+Silwet
+Glifosato

+ Silwet

+Glifosato
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Figura 28

PDS 1nmaol
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Figura 29

Tampoén PDS (2nmol) PDS (4 nmol)r

4 DAT
12 DAT
A
Tampon ~ HL290 HL289  HL288 HL287 Mezcla: HL286-290
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Figura 30

ARNbc de PDS

Control ARNbc de PDS
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Figura 31

Altura de plantas (pulgadas)

Altura de planta de almizcle
con bajo nimero de copias (pulgadas)

SO S

~ Glifosato ~ Sin glifosato

9’0 e

Lo
o
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Figura 32

Altura de planta de almizcle
con alto numero de copias (pulgadas)

<
o

Sin glifosato

Glifosato

B,

s

— A,

R,
— I,

 Q 9 < 9 o o
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(sepebind) sejueid ap einyy
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Figura 33

225 -
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Figura 34
810 820 830 840 850 860
PDS-2  GTATGAARCTTTCAGAATATTATACCGGATCAATATATTATGCT--GAAATATT--TTICG
I e I e B e I B N R N
PDS-1_ GCTGTATCATATCTTCTTCTTTAGAACACTAATAAATTARACTTCGAGATAATGATTTCT
330 340 350 360 370 380
870 880 890 900 910
PDS-2  GAC----- TTTAARATAATTTCTT-TATTTARATTTATTTTTATACAAAARATAACTARATT
1] e e I e (N
PDS-1 GACAAGAGTATAAARCAAGTGCATCTATGAAGATTTGAGGTTGTCCAAAAARGTGACAATT
390 400 410 420 430 440
820 930 940 850 960 970
PDS-2  TCAATTACTTTTAAA----ATTATGATTATTTTTCAATTACCACT-TATACATCCTGC--
I RN 11 L O e I O
PDS-1_ TTGGGTTCCTATAAACTGTATTTACATTATTGTT-ATTTGCAACTATAAARATTTTAGAT
450 460 470 480 490
980 990 1000 1010
PDS-2_  TATTTTGRAT-—-—————— TTCACCCGARA-GAAC-TACTACTATACGTGGATC——-CTC
FErrr T e e O I e I O O B e N e R R 1]
PDS-1 TATTTCCAAGCTCAGTTTCTTCAACTTAAATGAAGGTAGCACTTGAATTTCATCAGCCTC
500 510 520 530 540 550
1020 1030 1040 1050 1060 1070
PDS-2  BATGACCCAGTAACCCRAGTGGGAGATGTGTGCARAGTGGTCARATCTTAGAAGGRATGA
Frrrrrrerreerrer reerrerrer o rrrrrrrerrerrr rrrrrr e
PDS-1_ TATGACCCAGTRACCCATGTGGGAGATGGGAGCARAGTGGTCARACTTTAGAAGGAAT
560 570 580 590 600 610

Secuencia promotora de PDS-1  (SEQ ID NO:319)

y
Secuencia promotora de PDS-2 (SEQ ID NO:320)
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Figura 35

\f%_.

Promotor 2 de PDS e S
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Figura 36

B Control
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Figura 37

Tampén (control)

Oligo de ADN de EPSPS
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Figura 38
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Figura 39

AMS al 2% SPMD 1 mM SPMD 10 mM SPM 1 mM SPM10 mM AMS al 2 %
sequido de WM 4X  sequido de WN 4X  seguido de WM 4X  seguido de WM 4X seguido de WM 4X  seguido de W 4X

57-

copias

36-

copias

copias

Comparacion de espermina (SPM), espermidina (SPMD), sulfato de amonio (AMS)
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