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DESCRIPCIÓN

Moléculas de polinucleótido para regulación génica en plantas

Campo de la invención

En el presente documento se divulgan moléculas de polinucleótido para regular genes en plantas y procedimientos 
para producir y usar dichas moléculas.5

Antecedentes

La incapacidad de los herbicidas para controlar malas hierbas resistentes es un problema, especialmente cuando 
dichas malas hierbas están 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 acción. Se ha comunicado la resistencia resultante de la selección de múltiples copias de genes 10
que producen proteínas 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 proteínas 
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 15
resistente al glifosato; véase Ge y col (2010) Pest Management Sci., 66:576-576. Se ha comunicado resistencia 
resultante de la expresión de enzimas que metabolizan herbicidas hasta una forma química 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 acumulación de ácido aminometilfosfónico en especies de plantas tratadas 
con glifosato.20

Sumario de la invención

La invención proporciona un procedimiento para regular la expresión de un gen diana endógeno en una planta en 
crecimiento que comprende: aplicar tópicamente sobre la superficie de dicha planta en crecimiento:

(a) al menos un polinucleótido de ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una secuencia que es al menos 
esencialmente idéntica a o esencialmente complementaria a, 18 o más nucleótidos contiguos de dicho gen diana 25
o una secuencia de nucleótidos 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 polinucleótido de ARNbc permee directamente el interior de dicha planta en crecimiento, mediante lo 
cual dicho al menos un polinucleótido de ARNbc induce la supresión de dicho gen diana endógeno en dicha 
planta en crecimiento30

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

En un aspecto adicional de la invención, una planta que comprende ARNbc exógeno para suprimir un gen 
endógeno, en la que dicho ARNbc exógeno no se transcribe a partir del ADN integrado en un cromosoma de dicha 
planta y en la que dicho gen endógeno se suprime por la aplicación tópica de un polinucleótido 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 35
proteína que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.

En una realización adicional, la presente invención proporciona una composición que comprende:

(a) una solución de uno o más polinucleótidos de ARNbc no transcribibles que comprenden una secuencia 
esencialmente idéntica o complementaria a una secuencia de un gen endógeno de una planta o a la secuencia 
de ARN transcrito a partir de dicho gen endógeno; en la que dichos polinucleótidos de ARNbc son capaces de 40
hibridar en condiciones fisiológicas en células de dicha planta con dicho ARN transcrito a partir de dicho gen 
endógeno para efectuar el silenciamiento de dicho gen endógeno; y
(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de dichos uno o más polinucleótidos de ARNbc 
del exterior de dicha célula vegetal al interior de dicha célula vegetal

en el que el gen diana codifica una proteína que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.45

Se considera que las composiciones y los procedimientos de la presente invención funcionan a través de una o más 
de las diversas vías celulares naturales implicadas en la supresión 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 supresión génica 50
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 más largo se procesa por una ribonucleasa de la familia de RNasa III (Dicer o ribonucleasa 
similar a Dicer) en uno o más ARN bicatenarios más cortos, incorporándose una hebra de estos al complejo de 
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silenciamiento inducido por ARN ("RISC"). Por ejemplo, la vía de ARNpi implica la escisión de un intermedio de ARN 
bicatenario más largo en ARN pequeños de interferencia ("ARNpi"). Se cree que el tamaño de los ARNpi oscila entre 
aproximadamente 19 y aproximadamente 25 pares de bases, pero en las plantas, las clases más 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, "oligonucleótido" significa una molécula de polinucleótido 5
que tiene una longitud de 18-25 nucleótidos, similar al tamaño de moléculas pequeñas de ARN procesadas en los 
mecanismos de silenciamiento génico.

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 representa la SEQ ID NO: 1, una secuencia de nucleótido que codifica EPSPS de almizcle.
10) La figura 2 presenta la SEQ ID NO: 3 que es una secuencia de nucleótido de un gen de Pol III sintetizado.10
11) La figura 3 ilustra la morbilidad de las plantas de almizcle tratadas con un ARNbc. La figura 3A presenta a 
las plantas 7 días después del tratamiento con glifosato. La figura 3B presenta plantas tratadas con tensioactivo 
que se trataron con la solución de ARNbc largo seguida de tratamiento con glifosato tras 72 horas. La figura 3C
presenta plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con la solución de ARNbc corto seguido de 
tratamiento con glifosato tras 72 horas.15
12) La figura 4 representa el blanqueamiento de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con una 
composición de ARNbc.
13) La figura 5 presenta la SEQ ID NO: 2 que es una secuencia de nucleótidos de una fitoeno desaturasa de 
Nicotiana benthamiana.
14) La figura 6 ilustra oligonucleótidos de ADNss antisentido marcados en 5’ con Alexa Fluor 488 (SEQ ID NO: 20
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 oligonucleótidos de ADNss antisentido para EPSPS como se describe en el ejemplo 9. Las barras 
representan experimentos duplicados para cada uno de los tratamientos n.º 1 - n.º 4 (indicados por los números 
dentro de los círculos y en referencia a la tabla 2) y para los controles (hojas permeadas con oligonucleótidos de 25
ADNss antisentido para una proteína de grano de cebada, SEQ ID NO: 14, tratadas con o sin glifosato).
16) La figura 8 ilustra los resultados de la proteína EPSPS medido en hojas de almizcle resistentes al glifosato 
tratadas por vía tópica con oligonucleótidos de ADNss antisentido para EPSPS como se describe en el ejemplo 
9; los tratamientos se indican por los números dentro de los círculos y por referencia a la tabla 2.
17) La figura 9 ilustra los resultados de la acumulación de shikimato medida en hojas de almizcle resistentes al 30
glifosato tratadas con oligonucleótidos de ADNss antisentido para EPSPS en dos experimentos como se 
describe en el ejemplo 9; los tratamientos se indican por los números dentro de los círculos y por referencia a la 
tabla 2.
18) La figura 10 ilustra la secuencia de nucleótidos de una fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ 
ID NO: 2).35
19) La figura 11 ilustra esquemáticamente la ubicación de las secuencias de los oligonucleótidos y los 
polinucleótidos ensayados (véase la tabla 3) en relación 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 vía 
tópica con tampón ("Control"), un polinucleótido 200-mero de ARNbc con una secuencia de ARN correspondiente 40
al segmento que consiste en los nucleótidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO: 2 ("ARNbc de 200 nt") y una 
combinación de oligonucleótidos y polinucleótidos 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 análisis de 
transferencia de Northern de ARN aislado de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con tampón (control), el
polinucleótido de 200-mero de ARNbc y los oligonucleótidos de ADNss. También se muestra ARN aislado de 45
plantas que se han sometido a estrés manteniéndolas a 4 grados centígrados y en la oscuridad durante una 
noche antes del tratamiento con los polinucleótidos 200-meros de ARNbc.
21) La figura 13 ilustra el blanqueamiento de las hojas apicales de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas 
por vía tópica por duplicado con varias combinaciones de polinucleótidos u oligonucleótidos (los números se 
refieren a los tratamientos listados en la tabla 4) como se describe en el ejemplo 10. No se muestran las plantas 50
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 vía tópica con los polinucleótidos 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 tópico con ADNss antisentido 21-mero de PDS (SEQ ID NO:34, "PDS antisentido de 21 nt") o con 55
oligonucleótidos 22-meros antisentido de PDS sin un promotor de T7 (SEQ ID NO: 22 y 23) ("antisentido de 
PDS"). Se observó un blanqueamiento de las hojas apicales escaso o nulo después del tratamiento tópico con 
solo tampón 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 60
benthamiana que muestran aproximadamente un 71% de identidad (1252/1762) como se describe en el ejemplo 
11.
25) La figura 17 ilustra el blanqueamiento de hojas apicales observado en plantas de almizcle tratadas por vía 
tópica con ARNbc de PDS de palma de 678 pb o 198 pb pero no en plantas de almizcle tratadas por vía tópica 
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con un ARNbc de 260 pares de bases de gen de gusano de la raíz del maíz 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 vía tópica en primer lugar con una solución de tensioactivo con un oligonucleótido 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 5
Nicotiana benthamiana tratadas por vía tópica con un oligonucleótido de ADNss de PDS para inducir el 
silenciamiento sistémico de la fitoeno desaturasa, con o sin condicionamiento con una solución de tensioactivo, 
como se describe en el ejemplo 12.
27) La figura 19 ilustra los resultados de ensayos en diferentes líneas 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 10
tomaron fotografías a los 7 días después del tratamiento con glifosato (experimentos 1 - 6) o a los 9 días 
después del tratamiento con glifosato (experimentos 7 - 9).
28) La figura 20 ilustra la ubicación de dos ARN pequeños identificados como abundantes en plantas de 
almizcle tratadas con ARNbc de EPSPS y que se muestran como nucleótidos 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 15
ejemplo 14. La secuencia de EPSPS también muestra la ubicación de las cuatro moléculas de ARNbc de 
EPSPS con un tamaño de nucleótidos "corto" (texto subrayado sin cursiva) y los tres polinucleótidos 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 
ARNbc en una de tres cantidades de aplicación, seguido de herbicida, como se describe en el ejemplo 17. La 20
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 días y a los 
30 días 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 transfección, como se describe en el ejemplo 18.25
31) La figura 23 ilustra los resultados de tratar plantas de almizcle resistentes al glifosato con ARNbc de EPSPS 
o híbridos 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 polinucleótidos de ADNss de EPSPS, como se describe en el ejemplo 20. La fotografía superior se tomó a los 
8 días después de rociar el herbicida y el diagrama (de barras) inferior presenta los resultados como una lesión 30
por glifosato (GI) puntuada 8 días después de rociar el herbicida.
33) La figura 25A ilustra doce polinucleótidos 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 tamaño de nucleótidos "corto" descritas en el ejemplo 1 y en la figura 135
están 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 diseñados a partir de estos segmentos solapantes o as cuatro 
moléculas de ARNbc "cortas" o tampón.
34) La figura 26 ilustra los resultados del tratamiento de plantas de almizcle resistentes al glifosato con glifosato 40
seguido de rociado con Silwet L-77 al 1% seguido de aplicación de ARNbc de EPSPS en tampón que contiene 
sulfato de amonio al 2%, como se describe en el ejemplo 22. Las plantas de control no tratadas ("UT") se 
trataron únicamente con el pulverizador de Silwet L-77 al 1% pero no con herbicida o ARNbc. Las plantas fueron 
fotografiadas y puntuadas a los 16 días después del tratamiento.
35) La figura 27 ilustra los resultados de tratar una población de campo de almizcle resistente a glifosato con 45
alto número de copias con una composición que contiene una cantidad 20X o 100X de polinucleótidos de ARNbc 
de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida o con una composición 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 50
nanomol de ADNss por planta a los (de arriba hacia abajo) 37, 46 y 60 días 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 días después del tratamiento tópico con polinucleótidos, como se describe en el ejemplo
24. La figura 29B ilustra el silenciamiento sistémico evidenciado por blanqueamiento observado a los 4 días 55
después del tratamiento tópico 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 polinucleótidos 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 60
polinucleótidos de PDS (panel inferior).
39) La figura 31 ilustra el potenciamiento de la actividad herbicida del glifosato en almizcle con bajo número de 
copias de los polinucleótidos de EPSPS por polinucleótidos de TIF y que los polinucleótidos de TIF tienen 
actividad herbicida por sí mismos, como se describe en el ejemplo 26. Los polinucleótidos 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 65
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 nucleótidos 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 número de 
copias de los polinucleótidos de EPSPS por polinucleótidos de TIF y que los polinucleótidos de TIF tienen 
actividad herbicida por sí mismos, como se describe en el ejemplo 26. Los polinucleótidos de EPSPS "1, 3, 4" se 5
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 nucleótidos 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 10
de herbicidas no polinucleotídicos y polinucleótidos, 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 esquemática los promotores del locus 1 y del locus 2 de PDS de Nicotiana 
benthamiana y las regiones diana de mezclas de polinucleótidos, como se describe en el ejemplo 30.15
44) La figura 36 ilustra el efecto en la altura de la planta en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con un 
polinucleótido antisentido de PDS (figura 36A), polinucleótidos antisentido de EPSPS (figura 36B) o 
polinucleótidos antisentido de RuBisCO (figura 36C), como se describe en el ejemplo 33.
45) La figura 37 ilustra el efecto en plantas monocotiledóneas de Zea mays (Gaspe) por tratamiento tópico con 
polinucleótidos de ARNbc ("oligo de ADN de EPSPS") que se dirige al gen endógeno de EPSPS o solo con 20
tampón 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 25
describe en el ejemplo 35. "fb 4X WM" significa "seguido de tratamiento con glifosato (3360 g de equivalente de 
ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®)".

Descripción detallada de la invención

48)A menos que se indique de otro modo, las secuencias de ácido nucleico en el texto de la presente memoria 
descriptiva se proporcionan, cuando se leen de izquierda a derecha, en la dirección 5' a 3'. Las secuencias de ácido 30
nucleico pueden proporcionarse como ADN o como ARN, según se especifique; la divulgación 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 invención descritos por la forma plural de ese término. 
Por polinucleótidos "no transcribibles" se entiende que los polinucleótidos no comprenden una unidad de 
transcripción de polimerasa II completa. Tal como se usa en el presente documento, "solución" se refiere a mezclas 35
homogéneas y a mezclas no homogéneas, tales como suspensiones, coloides, micelas y emulsiones.

Polinucleótidos

49)Tal como se usa en el presente documento, "polinucleótido" se refiere a una molécula de ácido nucleico que 
contiene múltiples oligonucleótidos y se refiere generalmente tanto a "oligonucleótidos" (una molécula de 
polinucleótido de 18-25 nucleótidos de longitud) y a polinucleótidos de 26 o más nucleótidos. Las realizaciones de la 40
presente invención incluyen composiciones que incluyen oligonucleótidos que tienen una longitud de 18-25 
nucleótidos (por ejemplo, 18-meros, 19-meros, 20-meros, 21-meros, 22-meros, 23-meros, 24-meros o 25-meros) o 
polinucleótidos de longitud media que tienen una longitud de 26 o más nucleótidos (por ejemplo, polinucleótidos 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, 45
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 50
aproximadamente 300 nucleótidos) o polinucleótidos largos que tienen una longitud mayor de aproximadamente 300 
nucleótidos (por ejemplo, polinucleótidos de entre aproximadamente 300 a aproximadamente 400 nucleótidos, entre 
aproximadamente 400 y aproximadamente 500 nucleótidos, entre aproximadamente 500 y aproximadamente 600 
nucleótidos, entre aproximadamente 600 y aproximadamente 700 nucleótidos, entre aproximadamente 700 y 
aproximadamente 800 nucleótidos, entre aproximadamente 800 y aproximadamente 900 nucleótidos, entre 55
aproximadamente 900 y aproximadamente 1000 nucleótidos, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 500 
nucleótidos, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 600 nucleótidos, entre aproximadamente 300 y 
aproximadamente 700 nucleótidos, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 800 nucleótidos, entre 
aproximadamente 300 y aproximadamente 900 nucleótidos o de aproximadamente 1000 nucleótidos de longitud o 
incluso mayores de 1000 nucleótidos de longitud, por ejemplo, de hasta la longitud completa del gen diana que 60
incluye porciones codificantes o no codificantes o tanto codificantes como no codificantes del gen diana). En los 
casos donde un polinucleótido es bicatenario, su longitud puede definirse de manera similar en pares de bases.
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50)Las composiciones de polinucleótidos usadas en las diversas realizaciones de la presente invención incluyen 
composiciones que incluyen oligonucleótidos o polinucleótidos o una mezcla de ambos, incluyendo ARNbc. En 
algunas realizaciones, los polinucleótidos incluyen nucleótidos no canónicos, tales como inosina, tiouridina o 
seudouridina. En algunas realizaciones, el polinucleótido incluye nucleótidos modificados químicamente. Los 
ejemplos de oligonucleótidos o polinucleótidos modificados químicamente se conocen bien en la técnica; véase, por 5
ejemplo, Verma y Eckstein (1998) Annu. Rev. Biochem., 67:99-134. Por ejemplo, puede modificarse completa o 
parcialmente el armazón de fosfodiéster de origen natural de un oligonucleótido o polinucleótido con modificaciones 
de enlace internucleótido de fosforotioato, fosforoditioato o metilfosfonato, pueden usarse bases de nucleósido 
modificadas o azúcares modificados en la síntesis de oligonucleótidos o polinucleótidos y pueden marcarse los 
oligonucleótidos o polinucleótidos con un resto fluorescente (por ejemplo, fluoresceína o rodamina) u otro marcador 10
(por ejemplo, biotina).

51)Los polinucleótidos son ARN bicatenario. En algunas realizaciones, estos polinucleótidos incluyen nucleótidos 
modificados químicamente o nucleótidos no canónicos. En las realizaciones del procedimiento, los polinucleótidos 
incluyen ARN bicatenario formado por hibridación intramolecular o ARN bicatenario formado por hibridación 
intermolecular. En determinadas otras realizaciones, los polinucleótidos incluyen además un promotor, generalmente 15
un promotor funcional en una planta, por ejemplo, un promotor de pol II, un promotor de pol III, un promotor de pol IV 
o un promotor de pol V.

52)En algunas realizaciones, las composiciones de polinucleótidos se formulan con contraiones u otras moléculas 
que se sabe que se asocian con moléculas de ácido nucleico, por ejemplo, iones de tetraalquilamonio, iones de 
trialquilamonio, iones sulfonio, iones de litio y poliaminas, tales como espermina, esperimidina o putrescina. En 20
algunas realizaciones, las composiciones de polinucleótidos se formulan con un herbicida no polinucleotídico (por 
ejemplo, los herbicidas químicos divulgados en el presente documento en la sección titulada "Proteínas de tolerancia 
a los herbicidas") o con un agente de transferencia o un agente potenciador de la permeabilidad (véase la sección 
titulada "Agentes y tratamientos potenciadores de la permeabilidad").

53)Los polinucleótidos se diseñan para inducir la supresión de un gen endógeno en una planta y se diseñan para 25
que tengan una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a la secuencia (que puede ser 
secuencia codificante o secuencia no codificante) de un gen endógeno de una planta o a la secuencia de ARN 
transcrita a partir de un gen endógeno de una planta. Por "esencialmente idéntica" o "esencialmente 
complementaria" se entiende que los polinucleótidos (o al menos una hebra de un polinucleótido bicatenario) se 
diseñan para que hibriden en condiciones fisiológicas en células de la planta con el gen endógeno o con ARN 30
transcrito a partir del gen endógeno para efectuar la regulación o la supresión del gen endógeno.

54)Los polinucleótidos monocatenarios pueden tener una complementariedad de secuencia que no es 
necesariamente del 100% pero que es al menos suficiente para permitir la hibridación a ARN transcrito a partir del 
gen diana para formar un dúplex en condiciones fisiológicas en una célula vegetal para permitir la escisión por un 
mecanismo de silenciamiento génico. Por lo tanto, en algunas realizaciones el segmento se diseña para que sea 35
esencialmente idéntico a o esencialmente complementario a, una secuencia de 18 o más nucleótidos 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 o 99% de identidad de secuencia cuando se compara con la secuencia de 18 o más 
nucleótidos contiguos en el gen diana o en el ARN transcrito a partir del gen diana; por "esencialmente 40
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 o 99% de complementariedad de 
secuencia cuando se compara con la secuencia de 18 o más nucleótidos contiguos en el gen diana o en el ARN 
transcrito a partir del gen diana. En algunas realizaciones de la presente invención, las moléculas de polinucleótido 
se diseñan para que tengan una identidad o complementariedad de secuencia del 100% con un alelo de un gen 45
diana dado (por ejemplo, la secuencia codificante o no codificante para una proteína de tolerancia a los herbicidas, 
una proteína inactivante de herbicidas, un gen de respuesta al estrés o un gen esencial); en otras realizaciones, las 
moléculas de polinucleótido se diseñan para que tengan una identidad o complementariedad de secuencia del 100% 
con múltiples alelos de un gen diana dado.

55)En un aspecto de la invención, los polinucleótidos son genes de ARN polimerasa III modificados, por ejemplo,50
genes que transcriben la partícula de ARN de reconocimiento de la señal 7SL o ARN de espliceasoma de U6 (genes 
de Pol III) o polinucleótidos que contienen una secuencia promotora de Pol III funcional. En una realización, los 
polinucleótidos son genes de Pol III modificados que contienen ADN sentido y antisentido correspondiente al ARN 
del gen diana identificado para la regulación que reemplazan la secuencia de ADN transcrita originariamente por el 
gen de Pol III.55

56)Los polinucleótidos útiles en la presente invención efectúan la regulación o la modulación (por ejemplo, 
supresión) de la expresión génica durante un periodo durante la vida de la planta tratada de al menos 1 semana o 
más y típicamente de un modo sistémico. Por ejemplo, a los pocos días de tratar una hoja de planta con una 
composición de polinucleótido de la presente invención, pueden detectarse ARNpi primarios y transitorios en otras 
hojas laterales a y por encima de la hoja tratada y en el tejido apical.60
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57)Se conocen bien en la técnica procedimientos para producir polinucleótidos. La preparación comercial de 
oligonucleótidos proporciona normalmente 2 desoxirribonucleótidos en el extremo 3' de la hebra sentido. Pueden 
sintetizarse moléculas de polinucleótido 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 5
de casetes de expresión en células bacterianas que tienen actividad enzimática de RNasa III regulada o deficiente. 
También pueden ensamblarse moléculas de polinucleótido largas a partir de múltiples fragmentos de ARN o ADN. 
En algunas realizaciones, se emplean parámetros de diseño tales como la puntuación de Reynolds y las reglas de 
Tuschl, conocidos en la técnica, para seleccionar secuencias de polinucleótido eficaces en el silenciamiento génico. 
En algunas realizaciones, se emplea diseño aleatorio o selección empírica de secuencias de polinucleótidos para 10
seleccionar secuencias de polinucleótido eficaces para el silenciamiento génico. En algunas realizaciones, se 
explora la secuencia de un polinucleótido contra el ADN genómico de la planta prevista para minimizar el 
silenciamiento no intencionado de otros genes.

58)Las composiciones de polinucleótido de la presente invención son útiles en composiciones, tales como 
soluciones de moléculas de polinucleótido, a bajas concentraciones, solas o en combinación con otros componentes 15
(por ejemplo, tensioactivos, sales y herbicidas no polinucleotídicos) ya sea en la misma solución o en soluciones 
aplicadas por separadas. Aunque no hay un límite superior acerca de las concentraciones y dosis de las moléculas 
de polinucleótido que pueden ser útiles en los procedimientos de la presente invención, se perseguirán por motivos 
de eficacia concentraciones y dosificaciones eficaces menores. Las concentraciones pueden ajustarse teniendo en 
consideración el volumen de pulverizador aplicado a las hojas de plantas. En una realización, un tratamiento útil para 20
plantas herbáceas usando moléculas de oligonucleótido 25-meros es de aproximadamente 1 nanomol de moléculas 
de oligonucleótido por planta, por ejemplo, de aproximadamente 0,05 a 1 nanomol por planta. Otras realizaciones 
para plantas herbáceas incluyen intervalos útiles 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 polinucleótidos por planta. Las plantas muy grandes, árboles o viñas pueden necesitar cantidades 25
correspondientemente mayores de polinucleótidos. Cuando se usan moléculas de ARNbc largas que pueden 
procesarse en múltiples oligonucleótidos, pueden usarse concentraciones menores. En los ejemplos más adelante 
para ilustrar las realizaciones de la invención, cuando se aplica el factor 1X a moléculas de oligonucleótido, este se 
usa de manera arbitraria para indicar un tratamiento de 0,8 nanomoles de moléculas de polinucleótido por planta; 
10X, 8 nanomoles de moléculas de polinucleótido por planta; y 100X, 80 nanomoles de moléculas de polinucleótido 30
por planta, Por ejemplo, en el ejemplo 23, se trató a las plantas con una solución 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 regulación sistémica de genes en una célula vegetal como alternativa 
a la presente invención. Más específicamente, pueden usarse las composiciones y los procedimientos para inducir la 35
regulación sistémica (por ejemplo, supresión o silenciamiento sistémico) de un gen diana en una planta mediante 
aplicación tópica a la planta de una molécula de polinucleótido con un segmento en una secuencia de nucleótidos 
esencialmente idéntica a o esencialmente complementaria a, una secuencia de 18 o más nucleótidos contiguos en el 
gen diana o en el ARN transcrito a partir del gen diana, mediante lo cual la composición permea al interior de la 
planta e induce la regulación sistémica del gen diana por la acción de ARN monocatenario que hibrida con el ARN 40
transcrito, por ejemplo, ARN mensajero. La molécula de polinucleótido puede ser una o más moléculas de 
polinucleótido con un solo segmento de este tipo, múltiples segmentos de este tipo, múltiples 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 invención pueden comprender agentes de transferencia o 45
agentes potenciadores de la permeabilidad y tratamientos para condicionar la superficie del tejido vegetal, por 
ejemplo, hojas, tallos, raíces, flores o frutos, a la permeación por parte de las moléculas de polinucleótido al interior 
de las células vegetales. La transferencia de polinucleótidos al interior de células vegetales puede estar facilitada por 
la aplicación previa o contemporánea de un agente de trasferencia de polinucleótidos al tejido vegetal. En algunas 
realizaciones, el agente de transferencia se aplica después de la aplicación de la composición de polinucleótido. El 50
agente de trasferencia de polinucleótidos habilita una vía para los polinucleótidos a través de las barreras de cera de 
la cutícula, 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 composición 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 oligonucleótidos o polinucleótidos. Dichos agentes para facilitar la transferencia de la composición al interior de 55
una célula vegetal incluyen un agente químico o un agente físico o combinaciones de los mismos. Los agentes 
químicos para el condicionamiento incluyen (a) tensioactivos, (b) disolventes orgánicos o soluciones acuosas o 
mezclas de disolventes orgánicos, (c) agentes oxidantes, (e) ácidos, (f) bases, (g) aceites, (h) enzimas o 
combinaciones de los mismos. Las realizaciones del procedimiento pueden incluir opcionalmente una etapa de 
incubación, una etapa de neutralización (por ejemplo, para neutralizar un ácido, base o agente oxidante o para 60
inactivar una enzima), una etapa de enjuagado o combinaciones de las mismas. Las realizaciones de agentes o 
tratamientos para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos 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 permeación por polinucleótidos incluyen contraiones u otras moléculas que se sabe que 
se asocian con moléculas de ácido nucleico, por ejemplo, iones inorgánicos de amonio, iones de alquilamonio, iones 
de litio, poliaminas, tales como espermina, espermidina o putrescina y otros cationes. Los disolventes orgánicos 
útiles para condicionar una planta a la permeación por polinucleótido incluyen DMSO, DMF, piridina, N-pirrolidina, 5
hexametilfosforamida, acetonitrilo, dioxano, polipropilenglicol, otros disolventes miscibles en agua o que disolverán 
fosfonucleótidos 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 ejemplo, aceites de origen vegetal, 
aceites de cultivos (tales como aquellas listadas en el 9th Compendium of Herbicide Adjuvants, disponible 
públicamente en línea en www.herbicide.adjuvants.com), por ejemplo, aceites parafínicos, ésteres de ácidos grasos 10
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 permeación por polinucleótidos se aplican a la planta 
mediante cualquier procedimiento conveniente, por ejemplo, rociando o recubriendo con un polvo, emulsión, 
suspensión o solución; de manera similar, las moléculas de polinucleótido se aplican a la planta mediante cualquier 15
procedimiento conveniente, por ejemplo, rociando o enjuagando con una solución, emulsión o suspensión.

62) Los ejemplos de tensioactivos útiles incluyen sales de sodio o litio de ácidos grasos (tales como sebo o aminas 
de sebo o fosfolípidos) y tensioactivos de organosilicona. Otros tensioactivos útiles incluyen tensioactivos de 
organosilicona que incluyen tensioactivos de organosilicona no iónicos, por ejemplo, tensioactivos de etoxilato de 
trisiloxano o un copolímero de silicona y poliéter, tal como un copolímero de heptametil trisiloxano modificado con 20
óxido de polialquileno y metiléter de aliloxipolipropilenglicol (disponible comercialmente como tensioactivo Silwet® L-
77, que tiene el número CAS 27306-78-1 y el número 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, 25
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 polinucleótido al interior de células vegetales a partir de una aplicación tópica sobre la superficie.

63) Los agentes físicos adecuados pueden incluir (a) abrasivos, tales como carborundo, corundo, arena, calcita, 30
pumita, granate y similares, (b) nanopartículas, tales como nanotubos de carbono o (c) una fuerza física. 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 física 
pueden incluir calentamiento, enfriamiento, la aplicación de presión positiva o tratamiento con ultrasonidos. Las 
realizaciones del procedimiento pueden incluir opcionalmente una etapa de incubación, una etapa de neutralización 35
(por ejemplo, para neutralizar un ácido, base o agente oxidante o para inactivar una enzima), una etapa de 
enjuagado o combinaciones de las mismas. Los procedimientos de la invención pueden incluir además la aplicación 
de otros agentes que tendrán un efecto mejorado debido al silenciamiento de determinados genes. Por ejemplo, 
cuando se diseña un polinucleótido para regular genes que proporcionan resistencia a los herbicidas, la posterior 
aplicación del herbicida puede tener un efecto dramático en la eficacia herbicida.40

64) Los agentes para condicionar una planta en el laboratorio a la permeación por polinucleótidos incluyen, por 
ejemplo, la aplicación de un agente químico, tratamiento enzimático, calentamiento o enfriamiento, tratamiento con 
presión positiva o negativa o tratamiento con ultrasonidos. Los agentes para condicionar plantas en el campo 
incluyen agentes químicos, tales como tensioactivos y sales.

Genes diana y genes esenciales45

65)Las composiciones y procedimientos de la invención son útiles para modular la expresión de un gen diana 
endógeno o transgénico en una célula vegetal. En diversas realizaciones, un gen diana incluye secuencia codificante 
(codificante de proteína o traducible), secuencia no codificante (no traducible) o secuencia tanto codificante como no 
codificante. Las composiciones de la invención pueden incluir polinucleótidos y oligonucleótidos diseñados para 
dirigirse a múltiples genes o múltiples segmentos de uno o más genes. El gen diana puede incluir múltiples 50
segmentos consecutivos de un gen diana, múltiples segmentos no consecutivos de un gen diana, múltiples alelos de 
un gen diana o múltiples genes diana de una o más especies. Los ejemplos de genes diana incluyen genes 
vegetales endógenos y transgenes expresados en células vegetales. Otros ejemplos de genes diana incluyen genes 
endógenos de patógenos víricos de plantas o genes endógenos de plagas de invertebrados de plantas.

66)Los genes diana pueden incluir genes que codifican proteínas de tolerancia a los herbicidas, secuencias no 55
codificantes que incluyen ARN reguladores y genes esenciales, que son genes necesarios para mantener la vida 
celular o para soportar la reproducción de un organismo. Las realizaciones de genes esenciales incluyen genes 
implicados en la replicación del ADN o ARN, transcripción génica, regulación génica mediada por ARN, síntesis de 
proteínas, producción de energía y división 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 60
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versión DEG 5.4 lista 777 genes esenciales para Arabidopsis thaliana. Los ejemplos de genes esenciales incluyen 
factor iniciador de la traducción (TIF) y ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO). Los genes diana 
pueden incluir genes que codifican factores de transcripción y genes que codifican enzimas implicadas en la 
biosíntesis o el catabolismo de moléculas en plantas tales como, pero sin limitación, aminoácidos, ácidos grasos y 
otros lípidos, azúcares y otros carbohidratos, polímeros biológicos y metabolitos secundarios, incluyendo alcaloides, 5
terpenoides, policétidos, péptidos no ribosómicos y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto.

Composiciones y procedimientos

67)Pueden proporcionarse moléculas de ARN monocatenario como alternativa a la presente invención directamente 
en la célula vegetal en forma de ARN o proporcionarse indirectamente, por ejemplo, en los casos donde una 
molécula de polinucleótido en la composición de tratamiento provoca en las células de una planta la producción del 10
ARN monocatenario que es capaz de hibridar con el transcrito del gen diana. En muchas realizaciones, las 
composiciones de moléculas de polinucleótidos incluyen además uno o más agentes potenciadores de la 
permeabilidad para facilitar la transferencia de las moléculas de polinucleótido en una célula vegetal, tales como 
agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos. En aspectos de la invención, los 
procedimientos incluyen una o más aplicaciones de la composición de polinucleótido y una o más aplicaciones de un 15
agente potenciador de la permeabilidad para el condicionamiento de una planta a la permeación por polinucleótidos. 
cuando el agente para el condicionamiento a la permeación es un tensioactivo de organosilicona, las realizaciones 
de las moléculas de polinucleótido son oligonucleótidos de ARN bicatenarios, polinucleótidos de ARN bicatenarios o 
mezclas de los mismos.

68)Además se divulga un procedimiento para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que 20
incluye (a) el condicionamiento de una planta a la permeación por polinucleótidos y (b) la aplicación tópica de 
moléculas de polinucleótido a la planta, donde las moléculas de polinucleótidos incluyen al menos un segmento de 
18 o más nucleótidos contiguos clonado a partir de o identificado de otro modo a partir del gen diana en orientación 
con sentido o antisentido, mediante el cual las moléculas de polinucleótido permean el interior de la planta e inducen 
el silenciamiento sistémico del gen diana. El condicionamiento y la aplicación del pueden efectuarse por separado o 25
en una sola etapa. Cuando el condicionamiento y la aplicación del polinucleótido se efectúan en etapas separadas, 
el condicionamiento puede preceder o ir a continuación de la aplicación del polinucleótido por unos minutos, horas o 
días. En algunas realizaciones, pueden efectuarse más de una etapa de condicionamiento o más de una aplicación 
de molécula de polinucleótido 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 proteínas), (b) no codificantes o 30
(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 actúan en trans, ARNpi antisentido naturales y otros ARN pequeños con 
función reguladora) o ARN codificantes que tienen función estructural o enzimática (por ejemplo, ribozimas, ARN 
ribosómicos, ARN-t, aptámeros y riboiterruptores).35

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 endógeno de la planta, (b) un gen endógeno de un patógeno vírico de la planta, 
(c) un gen endógeno de una plaga de invertebrados de la planta, (d) un gen endógeno 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 endógeno es endógeno para una planta, el gen diana (a) es un gen endógeno de la 40
planta que es esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta, (b) codifica una proteína 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 
aplicación de un agente químico, abrasión, lesión, tratamiento enzimático, calentamiento o enfriamiento, tratamiento 
con presión positiva o negativa, tratamiento con ultrasonidos o combinaciones de los mismos. En algunas 45
realizaciones, el condicionamiento incluye la aplicación de un tensioactivo, tal como tensioactivos de organosilicona, 
por ejemplo, un copolímero de silicona y poliéter, tal como un copolímero de heptametil trisiloxano modificado con 
óxido de polialquileno y metiléter de aliloxipolipropilenglicol (disponible comercialmente como tensioactivo Silwet® L-
77). En las realizaciones del procedimiento, el condicionamiento incluye la aplicación de (a) un tensioactivo, (b) un 
disolvente orgánico o una solución acuosa o una mezcla acuosa de un disolvente orgánico, (c) un polipropilenglicol o 50
una solución acuosa o una mezcla acuosa de polipropilenglicol, (d) nanopartículas, (e) un agente oxidante, (f) un 
ácido o una base o (g) un aceite o una combinación de los mismos. Las realizaciones del procedimiento pueden 
incluir opcionalmente una etapa de incubación, una etapa de neutralización (por ejemplo, para neutralizar un ácido, 
base o agente oxidante o para inactivar una enzima), una etapa de enjuagado o combinaciones de las mismas.

70)Además, se desvelan composiciones tópicas para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una 55
planta que incluyen (a) un agente para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos y (b) moléculas de 
polinucleótido con al menos un segmento de 18 o más nucleótidos contiguos esencialmente idénticos o 
complementarios a la secuencia de nucleótidos del gen diana en orientación 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 endógeno en una planta y como 60
composiciones herbicidas para los procedimientos divulgados de control de las malas hierbas y el control de plantas
a voluntad. Otro aspecto de la invención proporciona una planta que incluye ARNbc exógeno para suprimir un gen 
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endógeno, en el que el ARN exógeno no se transcribe a partir de ADN integrado en un cromosoma de la planta y en 
el que el gen endógeno se suprime mediante la aplicación tópica de un polinucleótido a la planta. Como alternativa, 
el ARN puede diseñarse para suprimir un gen endógeno de la plana en respuesta a una plaga o patógeno 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, clonación o proceso de injerto (es decir, una planta no cultivada a partir 5
de una semilla). Dicha planta es una planta de cultivo en hilera, un frutal, una hortaliza, un árbol o una planta 
ornamental. Por ejemplo, en las realizaciones de la invención desvelada en el presente documento, la planta es una 
planta de cultivo en hileras (por ejemplo, maíz, soja, algodón, colza, remolacha azucarera, alfalfa, caña de azúcar, 
arroz y trigo) o es una hortaliza (por ejemplo, tomate, pimiento dulce, pimiento picante, melón, sandía, pepino, 
berenjena, coliflor, brécol, lechuga, espinaca, cebolla, guisantes, zanahorias, maíz dulce, col china, puerro, hinojo, 10
calabaza, calabaza alargada o calabaza ornamental, rábano, coles de Bruselas, tomatillo, frijoles de jardín, frijoles 
secos u ocra) o es una planta culinaria (por ejemplo, albahaca, perejil, café o té) o es un fruto (por ejemplo, 
manzana, pera, cereza, melocotón, ciruela, melocotón, banana, plátano, uva de mesa, uva de vino, cítricos, 
aguacate, mango o bayas) o es un árbol cultivado para uso ornamental o comercial (por ejemplo, un frutal o un árbol 
que dé frutos secos o es una planta ornamental (por ejemplo, una planta o arbusto de flor ornamental o hierba de 15
césped). Las realizaciones de una planta producida a partir de un esqueje, clonación o proceso de injerto (es decir, 
una planta no cultivada a partir de una semilla) incluyen árboles frutales y plantas que incluyen cítricos, manzanas, 
aguacates, tomates, berenjena, pepino, melones, sandías y uvas, así como diversas plantas ornamentales.

Procedimientos para investigar la genética inversa

71)Adicionalmente, se divulga un procedimiento para investigar la genética inversa mediante la regulación o 20
modulación de un gen diana endógeno en una planta; dicho procedimiento incluye la aplicación sobre el tejido de 
una planta en crecimiento de una composición para proporcionar (directa o indirectamente) el ARN monocatenario 
de la presente invención para la regulación sistémica de genes en una célula vegetal. En las realizaciones de dicho 
procedimiento, se usa como diana de un polinucleótido de la invención el ARN mensajero que codifica una proteína 
o el gen de ARN regulador, efectuando la modulación del gen durante un periodo de al menos 1 semana durante la 25
vida de la planta, por ejemplo, para identificar rasgos que puedan conferirse por la aplicación tópica de 
polinucleótidos. El procedimiento puede incluir etapas adicionales, por ejemplo, la exposición de la planta a una serie 
de compuestos para identificar interacciones herbicidas o exponer la planta a estrés abiótico (por ejemplo, estrés por 
déficit hídrico, estrés por déficit de nutrientes, estrés por calor, estrés por frío, estrés por salinidad) o a tratamientos 
bióticos (por ejemplo, exposición a una plaga de insectos o nematodos o a un patógeno vírico, fúngico o bacteriano o 30
exposición a un compuesto químico o un tratamiento biológico) para identificar respuestas de la planta al estrés o el
tratamiento. En otro aspecto de la invención, 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 endógenos o exógenos, tales como el ácido salicílico o las harpinas, deficiencias de 
moléculas que proporcionan un nutriente para las plantas, tal como nitrógeno, fósforo, potasio, azufre, calcio, 35
magnesio, hierro y zinc) para identificar interacciones con dichos compuestos. Los ejemplos de plantas útiles en 
dichas exploraciones incluyen Amaranthus palmeri y Nicotiana benthamiana.

Procedimientos para el silenciamiento de transgenes

72)En otro aspecto más de la invención, 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 medición 40
independiente de eventos de la contribución de un transgén al rendimiento de una planta o su efecto en un rasgo. El 
conferir un efecto de control negativo puede requerir múltiples tratamientos sucesivos con las moléculas de 
polinucleótido de la presente invención durante el ciclo de vida de una planta.

Aplicaciones específicas

73)En un aspecto relacionado, las composiciones y procedimientos de la invención también son útiles para silenciar 45
de manera transitoria uno o más 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 abiótico o biótico o al cambio en la 
demanda comercial durante la estación de crecimiento o en el ambiente de después de la cosecha. Por ejemplo, las 
composiciones y procedimientos de la invención son útiles para suprimir de manera transitoria un gen biosintético o 
catabólico para producir una planta o producto de planta con un fenotipo deseado, tal como una composición 50
nutricional deseada de un producto de planta de cultivo, por ejemplo, suprimiendo un gen de FAD2 para obtener un 
perfil de ácidos 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 más fácilmente digeribles. De forma análoga, las 
composiciones y procedimientos de la invención son útiles para suprimir transitoriamente una molécula reguladora 
de ARN, tal como un microARN (miARN) o un señuelo de miARN endógeno, tal como un miARN endógeno, 55
precursor de miARN o señuelo de miARN, tal como se desvela en la Publicación de Solicitud de Patente de los 
Estados Unidos 2009/0070898. Las realizaciones de la invención son útiles para suprimir un gen endógeno de la 
planta implicado en la respuesta a una plaga o patógeno, proporcionando de este modo el control de plagas o 
enfermedades de la planta. Los polinucleótidos, composiciones y procedimientos de suministro desvelados en el 
presente documento son útiles además para suprimir un gen diana endógeno de una plaga de invertebrados de una 60
planta, por ejemplo, plagas de lepidópteros o coleópteros 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 tópico para plantas de cultivo, hortalizas o árboles 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 
polinucleótidos, composiciones y procedimientos de suministro desvelados en el presente documento son útiles 
además para proporcionar control sobre un patógeno vírico, por ejemplo, mediante el uso de un pulverizador tópico 5
antivírico para plantas de cultivo, hortalizas o árboles frutales con moléculas de ADN o ARn que se dirigen a un gen 
vírico.

Composiciones y procedimientos herbicidas

74)Adicionalmente, se desvela una composición herbicida líquida que comprende moléculas de polinucleótidos como 
agente letal para plantas que proporciona al menos una especie de ARN monocatenario que puede hibridar en 10
condiciones fisiológicas en una célula vegetal con ARN transcrito a partir de genes endógenos en la célula vegetal. 
En algunas realizaciones, el gen diana codifica una proteína que proporciona tolerancia a un herbicida o codifica un 
gen para mantener el crecimiento o la vida de la planta. Las composiciones herbicidas líquidas pueden incluir 
además agentes potenciadores de la permeabilidad, herbicidas no nucleotídicos o combinaciones de los mismos y 
pueden usarse en un tratamiento en múltiples etapas con el herbicida no nucleotídico y/o los agentes potenciadores 15
de la permeabilidad aplicados por separado. Una realización de la composición herbicida líquida es un líquido que 
incluye un tensioactivo de organosilicona como agente potenciador de la permeabilidad y oligonucleótidos o 
polinucleótidos como agentes letales para plantas que proporcionan a las células de la planta ARN monocatenario 
capaz de hibridar en condiciones fisiológicas 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 realización, una composición herbicida líquida 20
eficaz contra plantas resistentes al glifosato incluye un tensioactivo de organosilicona, tal como el tensioactivo 
Silwet® L-77 y moléculas de polinucleótido para proporcionar ARN monocatenario capaz de hibridar en condiciones 
fisiológicas en las células vegetales con el transcrito de ARN de un gen de EPSPS endógeno o transgénico que 
codifica una proteína EPSPS que proporciona tolerancia al glifosato. Cuando se diseña la molécula de polinucleótido 
para que hibride en condiciones fisiológicas en una célula vegetal con ARNm que codifica un ARN codificante o no 25
codificante de proteínas que es esencial para mantener el crecimiento o la vida y para efectuar el silenciamiento 
génico y la reducción de la proteína esencial, la molécula de polinucleótido puede funcionar como un agente letal 
para plantas, es decir, un herbicida de nucleótidos. Estas composiciones herbicidas que incluyen moléculas de 
polinucleótido pueden adaptarse como recubrimiento tópico sobre las hojas de una planta en crecimiento o para la 
aplicación sobre las raíces o tallos cortados, por ejemplo, de plantas de cultivo hidropónico o en macetas.30

75)Además, se desvela una composición adaptada para recubrir tópicamente 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 oligonucleótidos o polinucleótidos que proporcionan (directa o indirectamente) ARN 
monocatenario que puede hibridar en condiciones fisiológicas en una célula vegetal con ARN transcrito a partir de un 
gen endógeno de la planta en la célula. En una realización, el gen de planta endógeno es un gen de planta 35
endógeno que codifica una proteína que proporciona tolerancia herbicida a herbicidas tales como glifosato, dicamba 
o sulfonilurea. Los ejemplos de dichas proteínas que proporcionan tolerancia a los herbicidas se divulgan más 
adelante en la sección "proteínas de tolerancia a los herbicidas".

76)Además, 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 40
voluntarias una composición que proporciona a o que permite la producción en, células de las plantas voluntarias 
una molécula de ARN monocatenario que es capaz de hibridar en condiciones fisiológicas en las células de las 
plantas voluntarias con ARN que se transcribe a partir de un gen endógeno en las células, en los que el gen 
endógeno (i) es un gen esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta voluntaria, (ii) codifica una 
proteína que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta voluntaria o (iii) se transcribe en un agente 45
regulador de ARN (por ejemplo, promotores, también precursores de miARN, miARN, ARNpi que actúan en trans y 
otros ARN no codificantes que tienen función reguladora, tales como aptámeros y riboiterruptores). La composición 
que proporciona a o que permite la producción en, células de las plantas voluntarias una molécula de ARN 
monocatenario que es capaz de hibridar en condiciones fisiológicas en las células de las plantas voluntarias con 
ARN que se transcribe a partir de un gen endógeno en las células incluye al menos una molécula de polinucleótido 50
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 III modificado que 
se transcribe en una molécula de ARN, (g) una molécula de ADN bicatenario, (h) una molécula de ADN bicatenario 55
que incluye un gen de Pol III modificado que se transcribe en una molécula de ARN e (i) una molécula híbrida de 
ARN/ADN bicatenaria; En las realizaciones para silenciar o suprimir un gen endógeno de una planta voluntaria que 
codifica una proteína 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 proteína proporciona resistencia. 
Las composiciones y procedimientos de la invención son útiles para controlar malas hierbas tolerantes a los 60
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 maíz, soja, 
algodón, colza, remolacha azucarera, alfalfa, caña de azúcar, arroz, trigo, así 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, ambrosía gigante, ambrosía común, sorgo de Alepo, amor 
del hortelano, centeno, grama sanguina, achicoria, yute chino, alfalfa, maíz, soja, colza, algodón, remolacha 
azucarera, caña de azúcar, arroz o trigo. En algunas de dichas realizaciones, el gen endógeno codifica una proteína 
que proporciona tolerancia a los herbicidas; los ejemplos de dichas proteínas se desvelan en el presente documento 5
en la sección "Proteínas de tolerancia a los herbicidas". En otras realizaciones similares, el ARN monocatenario 
suprime de manera selectiva un gen en una especie de planta específica, pero no en otras, para permitir el control 
selectivo de esa especie de planta. En otras realizaciones similares más, una molécula de ARN monocatenario no 
selectiva suprime un gen común en múltiples especies de plantas, permitiendo un mayor control a lo largo de un 
grupo o taxón de plantas. En realizaciones más específicas, el procedimiento incluye además aplicar a la mala 10
hierba o a la planta voluntaria una cantidad de herbicida no nucleotídico (por ejemplo, glifosato, dicamba, glufosinato 
o sulfonilurea) para el cual la proteína diana de una molécula de ARN proporciona resistencia, permitiendo modos de 
acción duales mediante la reducción de la protección de la proteína diana por la acción de la molécula de ARN y la 
inhibición de la función de la proteína que se produce por la acción del herbicida no nucleotídico; el herbicida puede 
aplicarse en una etapa separada (anterior o posterior) de, o junto con, la composición de nucleótido. La aplicación de 15
una composición de polinucleótido de manera concurrente con o seguida de, la aplicación de un herbicida no 
nucleotídico 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).

Proteínas de tolerancia a los herbicidas20

77)Las plantas naturales (no transgénicas) y transgénicas que muestran tolerancia (resistencia) a los herbicidas 
normalmente tienen un gen que codifica una proteína que es responsable de la tolerancia a los herbicidas, por 
ejemplo, un transgén que proporciona la tolerancia, un gen endógeno mutado que proporciona la tolerancia o 
múltiples copias de un gen endógeno 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 expresión del gen que codifica la proteína 25
que confiere tolerancia a los herbicidas. Los ejemplos de una proteína 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 ácido 2,2-dicloropropiónico deshalogenasa, una acetohidroxiácido sintasa, una 
acetolactato sintasa, una haloarilnitrilasa, una acetil-coenzima A carboxilasa, una dihidropteroato sintasa, una fitoeno 30
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 ácidos nucleicos que codifican proteínas que confieren tolerancia a los herbicidas incluyen 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasas (EPSPS; véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos número 
5.627.061, 5.633.435 RE39247, 6.040.497 y 5.094.945 y las Publicaciones de Solicitud Internacional PCT 35
WO04074443 y WO04009761), glifosato oxidorreductasa (GOX, Patente de los Estados Unidos número 5.463.175), 
glifosato descarboxilasa (Publicación de Solicitud Internacional PCT WO05003362, Patente de los Estados Unidos 
número 7.405.347 y Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2004/0177399), glifosato-N-acetil 
transferasa (GAT; Patente de los Estados Unidos número 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 40
Estados Unidos número 7.105.724); fosfinotricin acetiltransferasa (pat o bar) que confiere tolerancia a la 
fosfinotricina o el glufosinato (Patente de los Estados Unidos número 5.646.024); ácido 2,2-dicloropropiónico 
deshalogenasa, que confiere tolerancia al ácido 2,2-dicloropropiónico (Dalapon) (Publicación de Solicitud 
Internacional PCT WO9927116); acetohidroxiácido sintasa o acetolactato sintasa que confieren tolerancia a 
inhibidores de ac etolactato sintasa, tales como sulfonilurea, imidazolinona, triazolopirimidina, pirimidiloxibenzoatos y 45
ftalida (Patente de los Estados Unidos número 6.225.105); haloarilnitrilasa (Bxn) para conferir tolerancia al bromoxinil 
(Patente de los Estados Unidos número 4.810.648); acetil-coenzima A carboxilasa modificada para conferir 
tolerancia a la ciclohexanodiona (setoxidim) y ariloxifenoxipropionato (haloxifop) (Patente de los Estados Unidos n.º 
6.414.222); dihidropteroato sintasa (sul I) para conferir tolerancia a herbicidas de sulfonamida (Patente de los 
Estados Unidos número 5.719.046); polipéptido de fotosistema II de 32 kDa (psbA) para conferir tolerancia a 50
herbicidas de triazina (Hirschberg y col., 1983, Science, 222:1346-1349); antranilato sintasa para conferir tolerancia 
al 5-metiltriptófano (Patente de los Estados Unidos número 4.581.847); ácido dihidrodipicolínico sintasa (dap A) para 
conferir tolerancia a la aminoetil cisteína (Publicación de la Solicitud Internacional PCT WO8911789); fitoeno 
desaturasa (crtI) para conferir tolerancia a los herbicidas de piridazinona, tales como norflurazon (Patente de Japón 
JP06343473); hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, una ácido 4-hidroxifenilacético oxidasa y una 4-hidroxifenilacético 1-55
hidrolasa (Patente de los Estados Unidos número 7.304.209) para conferir tolerancia a herbicidas de 
ciclopropilisoxazol, tales como isoxaflutol (Patentes de los Estados Unidos número 6.268.549); protoporfirinógeno 
oxidasa I modificada (protox) para conferir tolerancia a inhibidores de protoporfirinógeno oxidasa (Patente de los 
Estados Unidos número 5939602); arilalcanoato dioxigenasa (AAD-1) para conferir tolerancia a un herbicida que 
contiene un resto de ariloxialcanoato (documento WO05107437); una serina hidroximetiltransferasa (Publicación de 60
Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2008/0155716), una glutamina sintasa tolerante al glufosinato 
(Publicación 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 triclopir), 
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ariloxifenoxipropionatos (AOPP), inhibidores de acetilcoenzima A carboxilasa (ACCasa) (tales como haloxifop, 
quizalofop y diclofop) e inhibidores de fenoxiacetato protoporfirinógeno oxidasa IX 5-sustituidos (tales como 
piraflufen y flumiclorac).

79)Los aspectos de la presente invención proporcionan polinucleótidos y procedimientos que proporcionan directa o 
indirectamente a una célula vegetal ARNbc que hibridan con el ARN que codifica dichas proteínas de tolerancia a los 5
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 degeneración de secuencia del ADN que codifica las proteínas de tolerancia a los herbicidas, es posible 
diseñar un polinucleótido para su uso en la presente invención que sea eficaz específicamente en una planta 
concreta. Debido a la conservación de dominios del ADN entre una multitud de plantas, es posible diseñar un 
polinucleótido para su uso en la presente invención que sea eficaz entre una serie de plantas.10

80)En una realización, el polinucleótido se encuentra mezclado con el herbicida correspondiente para potenciar la 
actividad del herbicida proporcionando una actividad herbicida mejorada. En una realización, el polinucleótido se 
utiliza por separado del herbicida pero en combinación con una aplicación del herbicida como tratamiento previo o 
posterior. En algunas realizaciones, el tensioactivo de organosilicona se combina ventajosamente con el herbicida y 
el polinucleótido o se combina con uno o el otro cuando se aplican las composiciones de manera secuencial. Puede 15
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 solución de muestra a una velocidad determinada (por 
ejemplo, 140 l/ha) a una presión de 0,25 MPa. En el campo, la solución de tratamiento puede aplicarse con un 
pulverizador de mochila presurizado con CO2 calibrado para suministrar la cantidad adecuada de la composición con 
una boquilla de pulverizador de ventilador plana 11015 con un conjunto de boquilla única personalizado (para 20
minimizar las pérdidas) con una presión de pulverizado de 0,25 MPa; el pulverizador de boquilla única proporciona 
una hilera de pulverizado eficaz de 60 cm por encima de la cubierta de plantas en crecimiento de 7,6 a 30,5 cm (3 a 
12 pulgadas).

Ejemplo 1

82) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleótido de la presente invención para controlar malas 25
hierbas resistentes a los herbicidas. Se identificaron genotipos de almizcle resistente al glifosato al tener múltiples 
copias, por ejemplo, de 4 a más 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 diseñaron cuatro moléculas de ARNbc 
"cortas" con un tamaño de oligonucleótido con una hebra antisentido que es capaz de hibridar con el ARNm 30
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 nucleótidos subrayados en 
la figura 1. Los cuatro ARNbc cortos diseñados se adquirieron de Integrated DNA Technologies (IDT); los ARNbc 
tenían dos salientes de nucleótidos en el extremo 3' de la hebra sentido y tenían dos desoxinucleótidos en los 
nucleótidos terminales en el extremo 3' de la hebra sentido.35

84)En referencia a la SEQ ID NO: 1 y la figura 1, se diseñaron tres polinucleótidos 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) según se indica por los nucleótidos 
en negrita en la figura 1. Los tres ARNbc largos diseñados se produjeron usando un kit para iARN Ambion 
MEGAscript®, n.º de cat. 1626.40

85)Los clones vegetativos de almizcle resistente al glifosato con 16 copias del gen endógeno 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 centímetros cuadrados (3,5 pulgadas cuadradas) con mezcla de tierra de siembra SunGro® Redi que 
contenía 3,5 kg/metro cúbico de fertilizador Osmocote® 14-14-14 en un invernadero con un fotoperiodo de 14 horas 
y una temperatura diurna de 30 grados centígrados y una temperatura nocturna de 20 grados centígrados; las 45
plantas se regaron con agua desionizada según fuese necesario.

86)Se preparó una solución de tensioactivo de pretratamiento para inmersión de las hojas diluyendo tensioactivo de 
organosilicona de la marca Silwet L-77 con agua destilada al 0,1 % (v/v). Se preparó un pretratamiento de solución 
de carborundo al 5% (p/v) mezclando 2 g de carborundo (400 granos) en 40 ml de agua destilada. Se preparó una 
solución de tampón de tratamiento con fosfato sódico 10 mM y tensioactivo de organosilicona Silwet L-77 al 0,01 % 50
(v/v) en agua DEPC (Omega Bio-Tek) y se ajustó el pH a 6,8. Se preparó una solución de ARNbc corto con 
cantidades equimolares de cada uno de los cuatro ARNbc cortos (identificados anteriormente) en solución de 
tampón de tratamiento a una concentración de 0,005 nanomoles de cada ARNbc corto por microlitro. Se preparó una 
solución de ARNbc largo con cantidades equimolares de cada uno de los tres ARNbc largos en tampón de 
tratamiento a una concentración de 0,0006 nanomoles de cada uno de los ARNbc largos por microlitro. Se preparó 55
una solución 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 pretrató a clones vegetativos de almizcle resistente al glifosato con 16 copias del gen endógeno que codifica 

E11753916
25-09-2017ES 2 641 642 T3

 



14

EPSPS con solución de carborundo o solución de tensioactivo para condicionar las hojas a la transferencia o 
permeación de ARNbc. Para el pretratamiento con solución de carborundo, la abrasión foliar se efectuó frotando 
suavemente 0,5 ml de la solución de carborundo sobre la superficie superior de una hoja, enjuagando con agua y 
secando. Para el pretratamiento con solución de tensioactivo, se empaparon cuatro hojas maduras completamente 
expandidas de la fuente en la solución de tensioactivo y se dejaron secar. Después del pretratamiento de las hojas 5
con solución de carborundo o solución de tensioactivo, se trataron las hojas condicionadas con solución de tampón 
(como control) o 40 microlitros de una solución de ARNbc (aplicando 10 microlitros de solución de ARNbc en cada 
una de las 4 horas por planta). El tratamiento con la solución de ARNbc corto aplicó aproximadamente 0,8 
nanomoles de moléculas de ARNbc corto (0,2 nanomoles de cada ARNbc corto) a cada planta tratada. El 
tratamiento con la solución de ARNbc largo aplicó aproximadamente 0,072 nanomoles de moléculas de ARNbc largo 10
(0,024 nanomoles de cada ARNbc largo) a cada planta tratada. El tratamiento con la solución de ARNbc mixto 
(largo/corto) aplicó 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 roció a todas las 
plantas con una solución herbicida de glifosato (1682 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la 
marca Roundup® WeatherMAX®) de manera inmediata, 48 o 72 horas después del tratamiento con el ARNbc y se 15
evaluó al menos 7 días 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 días después del tratamiento con 
glifosato.

89)Dos de las cuatro plantas de control tratadas con abrasivo de carborundo (sin tratamiento con molécula de 20
ARNbc) fueron eliminadas por el tratamiento con glifosato.

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

91)Seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron únicamente con la solución mixta de ARNbc (corto/largo) y 
sin glifosato, sobrevivieron. Cinco de las seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con las soluciones 25
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 
aplicación de la solución 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 
aplicación de la solución mixta de ARNbc (corto/largo) fueron eliminadas.30

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

Ejemplo 235

95)Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleótido de la presente invención 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 habían pretratado con la solución de tensioactivo usada en el ejemplo 1. Las plantas de control se trataron 
solo con tampón seguido de pretratamiento con la solución de tensioactivo. 48 horas después del tratamiento con 40
ARNbc, se trató a las plantas con solución herbicida de glifosato (53 g de equivalente de ácido por hectárea de 
herbicida glifosato de la marca Roundup® WeatherMAX®). Se observó 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 composición de polinucleótido y herbicida en comparación con las plantas de control tratadas con 
tampón y herbicida. Las plantas tratadas con la composición de polinucleótido y herbicida sobrevivieron con un 45
retraso en el crecimiento grave; las plantas de control tratadas con tampón y herbicida sobrevivieron y se 
recuperaron completamente. Se obtuvieron resultados similares con otras malas hierbas sensibles al glifosato, es 
decir, bledo, almizcle de raíz roja, ambrosía gigante, achicoria, tabaco y diente de león sensibles al herbicida 
glifosato.

Ejemplo 350

96) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas de polinucleótido de la presente invención para controlar malas 
hierbas en cultivos transgénicos resistentes al glifosato. Se tratan plantas transgénicas de alfalfa, colza, maíz, 
algodón, arroz, soja, caña de azúcar, remolacha azucarera y trigo que tienen ADN recombinante para expresar una 
EPSPS bacteriana (véase la Patente de los Estados Unidos RE39.247 para una descripción de los genes EPSPS de 
"clase II" resistentes al glifosato) con (a) la solución de tensioactivo usada en el ejemplo 1, (b) la solución mixta de 55
ARNbc (corto/largo) preparada en el ejemplo 1, y (c) solución de herbicida glifosato (1682 g de equivalente de ácido 
por hectárea de Roundup® WeatherMAX®) 48 horas después del tratamiento con ARNbc. Después de 30 días, 
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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 polinucleótido de la invención como agentes herbicidas. Se 
diseñaron dos moléculas de polinucleótido de ARNbc para dirigirse a segmentos solapantes del ARNm que codifica 5
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 solución de tensioactivo 
preparada como en el ejemplo 1 y después se trataron con una de las dos soluciones de ARNbc aplicando 10
aproximadamente 0,6 micromoles de ARNbc por planta. En el día 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 días después del tratamiento con ARNbc, la mitad de las plantas tratadas parecían estar 
muertas y la otra mitad de las plantas tenía la mayor parte de los tejidos por encima del suelo blanqueados. El 
análisis de transferencia de Northern indicó la presencia de ARNpi correspondientes a los ARNbc usados en el 15
tratamiento.

Ejemplo 5

98)Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas de polinucleótido de la invención como agentes 
herbicidas. Se diseñaron moléculas de oligonucleótidos de ARNbc para que se dirigieran al ARN que codifica 
EPSPS para cada una de las siguientes plantas: ambrosía (Ambrosia artemisiifolia), ambrosía gigante (Ambrosia 20
trifida), sorgo de Alepo (Sorghum halepense), mata negra (Conzya bonariensis), hierba verde (Digitaria insularis),
pasto verde (Urochloa panicoides), euphorbia (Euphorbia heterophylla), armilán (Echinochloa colona), cenizo 
(Chenopodium album), almorejo (Setaria viridis), mijo (Setaria italic), pasto dentado (Echinochloa crus-galli), grama 
sanguina (Digitaria sanguinalis), bardana común (Xanthium strumarium), hierba negra (Alopecurus myosuroides),
avena silvestre (Avena fatua), senna de china (Senna obtusifolia), gloria de la mañana (Ipomoea sp.), correhuela 25
(Convolvulus arvensis), zahína (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 30
spinosis), (Amaranthus rubra), (Amaranthus lividus), amaranto mediterráneo (Amaranthus graecizans), amaranto 
duro (Amaranthus chlorostachys), amaranto de Powell (Amaranthus powellii), breo (Amaranthus blitoides), Kochia 
(Kochia scoparia), abrepuño amarillo (Centaurea solstitialis) y yute chino (Abutilon theophrasti). Las hojas de las 
plantas se pretrataron con solución 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 días, las plantas tratadas 35
estaban muertas, muriéndose o con retraso en el crecimiento.

Ejemplo 6

99)Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas de polinucleótido de la invención como agentes 
herbicidas. Se diseñaron moléculas de oligonucleótidos 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 40
plantas se pretrataron con solución 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 días, 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 polinucleótido de la invención como agentes 45
herbicidas. Se repitió el procedimiento del ejemplo 4 para proporcionar oligonucleótidos de ARNbc cortos que están 
diseñados para dirigirse al ARN que codifica cada una de las siguientes proteínas 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, proteína D1, un factor de 
iniciación de la traducción (TIF), una ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) y una ATPasa 50
dependiente de ADN (ddATPasa). Se trataron las hojas de plantas de almizcle separadas resistentes al glifosato con 
la solución de tensioactivo preparada como en el ejemplo 1 y por separado, con cada una de las moléculas de 
oligonucleótido de ARNbc del mismo modo que en el ejemplo 1 con un tratamiento de 1 nanomol de ARNbc por 
planta. Después de 30 días, las plantas tratadas estaban muertas, muriéndose o con retraso en el crecimiento.

Ejemplo 855

101)Este ejemplo ilustra la utilidad de emplear un gen de Pol III sintético en las composiciones y procedimientos de 
la presente invención. En referencia a la SEQ ID NO: 3 y la figura 2, se creó un gen de Pol III 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 
nucleótido de "G" (en negrita y subrayado), ADN antisentido (en cursiva) correspondiente aun ADN bacteriano que 
codifica una proteína EPSPS véase la Patente de los Estados Unidos RE39.247) que confiere resistencia al 
herbicida glifosato cuando se expresa en plantas de maíz transgénicas, un elemento "AAGATTAGCACGG" (SEQ ID 5
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 minúsculas) y un elemento terminador "TTTTTT" (SEQ ID NO: 7, 
en negrita y subrayado). Se rociaron una solución de tensioactivo de organosilicona de la marca Silwet L-77 al 0,1 % 
en peso y una solución de múltiples copias de la molécula de ADNbc sobre las hojas de cuatro plantas voluntarias 
de maíz resistentes al glifosato que crecían en un campo de plantas de soja resistentes al glifosato, seguido 7 días 10
después de tratamiento con herbicida glifosato de la marca Roundup WeatherMAX®. 15 días después, las plantas 
de maíz estaban muertas y las plantas de soja estaban florecientes; las plantas de maíz resistentes al glifosato de 
control tratadas únicamente con tensioactivo y herbicida glifosato estaban florecientes.

Ejemplo 9

102)Este ejemplo ilustra un aspecto de la invención. En este ejemplo, se aplicaron moléculas de polinucleótido sobre 15
y se permearon en tejido vegetal, induciendo de este modo una regulación sistémica, es decir, silenciamiento, de un 
gen diana (un EPSPS endógeno). Más específicamente, una composición que incluía oligonucleótidos de ADN 
monocatenario (ADNss) suprimió la expresión de un EPSPS endógeno en almizcle (Amaranthus palmeri) tolerante al 
glifosato.

103)Los oligonucleótidos de ADNss antisentido se diseñaron usando el programa informático IDT SciTools 20
(disponible en idtdna.com/Scitools/Applications/Anti-sense/Anti-sense.aspx). Los oligonucleótidos incluían cuatro 
oligonucleótidos de ADNss antisentido para EPSPS de Amaranthus palmeri (SEQ ID NO: 8, 9, 10 y 11), dos 
oligonucleótidos de ADNss modificados químicamente (modificados con fosforotioato) antisentido para EPSPS de 
Amaranthus palmeri (SEQ ID NO: 12 y 13), un oligonucleótido de ADNss antisentido para un gen de control, proteína 
de semilla de la cebada (Hordeum vulgare), GenBank ID X97636 (SEQ ID NO: 14) y un oligonucleótido de ADNss 25
modificado químicamente (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: Oligonucleótidos de ADNss antisentido

Nombre SEQ ID 
NO:

Secuencia (5’ a 3’) Nota

Antisentido_PO1 8

Antisentido_PO2 9

Antisentido_PO3 10

Antisentido_PO4 11

Antisentido_PS1
12

modificación de fosforotioato de los tres 
nucleótidos 5'-terminales y los tres 
nucleótidos 3'-terminales

Antisentido_PS2 13 modificación de fosforotioato de los tres 
nucleótidos 5'-terminales y los tres 
nucleótidos 3'-terminales

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

Antisentido_PO1_488 15 Marcado en 5' con Alexa Fluor 488

104)La captación del oligonucleótido se demostró con los oligonucleótidos de ADNss marcados fluorescentemente 
(SEQ ID NO: 15), lo que confirma que los oligonucleótidos de ADNss permearon el tejido foliar. Se colocaron los 30
peciolos de hojas desprendidas de almizcle resistente al glifosato en solución de sacarosa 200 mM con 
oligonucleótidos de ADNss marcados fluorescentemente (SEQ ID NO: 15). Se tomaron imágenes de las hojas 
mediante el dispositivo de obtención de imágenes Bio-Rad PharosFX equipado con un láser de 488 nm desde las 4 
h hasta las 48 h después de la captación a través del peciolo. Las hojas incubadas solo con sacarosa 200 mM 
sirvieron como control. Se observó una ligera captación vascular dependiente del tiempo de los oligonucleótidos de 35
ADNss marcados fluorescentemente (véase la figura 6). Los oligonucleótidos 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 observó que se acumulaban en el borde de la hoja a las 24 h y las 48 h, lo que sugiere un efecto de transpiración.

105)Se demostró la supresión de EPSPS con hojas desprendidas de almizcle resistente al glifosato usando la 
técnica de captación del peciolo. Se colocaron peciolos de hojas de almizcle resistentes al glifosato en solución de 
sacarosa 200 mM con oligonucleótidos 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 5
de glifosato. El ARNm de EPSPS, la proteína EPSPS y los niveles de shikimato se midieron después de 48 h de 
incubación. Para evaluar los efectos de los oligonucleótidos antisentido de ADNss en el ARNm de EPSPS, se aisló 
el ARN total de la hoja y se llevó a cabo una RT-PCR en tiempo real cuantitativa para comparar los niveles de ARNm 
de EPSPS. Para evaluar los efectos de los oligonucleótidos antisentido de ADNss en la proteína EPSPS, se aisló la 
proteína soluble total de la hoja, se separó mediante SDS-PAGE y se midieron los niveles de proteína EPSPS 10
mediante transferencia de Western usando anticuerpos contra EPSPS_TIPA de maíz. Los efectos de los 
oligonucleótidos antisentido de ADNss en la acumulación de shikimato como indicación de la supresión de EPSPS 
se evaluaron en dos experimentos: en el experimento 1, las hojas tratadas con oligonucleótido se incubaron con 50 
microgramos/ml de glifosato durante 48 h adicionales mediante captación 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 15
glifosato); en el experimento 2, se llevaron a cabo ensayos de disco foliar en las hojas tratadas con oligonucleótido y 
se midieron los niveles de shikimato mediante HPLC (los controles en este caso fueron hojas que no se habían 
tratado con oligonucleótidos pero que se habían incubado con 50 microgramos/ml de glifosato).

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

Tratamiento ADNss antisentido Concentración final

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

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

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

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

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

n.º 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 expresión de ARNm de EPSPS, los niveles de proteína EPSPS y los niveles de shikimato 20
se muestran en las figuras 7, 8 y 9, respectivamente. Estos resultados demuestran que el tratamiento con los 
oligonucleótidos 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 proteína (EPSPS) codificada por el gen diana en el 
tejido vegetal. En este experimento concreto, los tratamientos n.º 1 y n.º 6 parecieron ser más eficaces para suprimir 
los niveles de ARNm y de proteína EPSPS y para aumentar la eficacia del glifosato, evidenciada por el aumento de 25
la acumulación de shikimato. Estos resultados también indican que se mejoró la eficacia del glifosato suprimiendo el 
ARNm y la proteína EPSPS en el almizcle resistente al glifosato.

Ejemplo 10

107)Este ejemplo ilustra un aspecto de la invención. En este ejemplo, se trató a plantas en crecimiento con una 
composición aplicada por vía tópica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que 30
incluye (a) un agente para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos y (b) polinucleótidos que 
incluyen al menos una hebra de polinucleótido que incluye al menos un segmento de 18 o más nucleótidos contiguos 
del gen diana en orientación con sentido o antisentido. Más específicamente, se trataron plantas de tabaco 
(Nicotiana benthamiana) con (a) una solución de tensioactivo aplicada por vía tópica para condicionar la planta a la 
permeación por polinucleótidos y (b) una composición que incluye oligonucleótidos o polinucleótidos de ADN 35
aplicados por vía tópica que tienen al menos una hebra que incluye al menos un segmento de 18 o más nucleótidos 
contiguos del gen diana en orientación con sentido o antisentido, mediante lo cual se logró la regulación o supresión 
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 usó el segmento consistente en los nucleótidos 421 - 1120 de la SEQ ID NO: 2 (texto subrayado en la 40
figura 10) para diseñar un polinucleótido de ARNbc 700-mero ("700-mero de PDS") y se usó el segmento 
consistente en los nucleótidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO: 2 (texto subrayado en negrita en la figura 10) para 
diseñar un polinucleótido de ARNbc 200-mero ("200-mero de PDS"). Las secuencias de otros polinucleótidos u 
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oligonucleótidos usados en los tratamientos se listan en la tabla 3. La figura 11 ilustra esquemáticamente la 
ubicación de las secuencias de estos oligonucleótidos y los polinucleótidos en relación con la secuencia de fitoeno 
sintasa (SEQ ID NO: 2). Las secuencias no vegetales obtenidas del gusano de la raíz del maíz ("CRW"), SEQ ID 
NO: 27, 28, 29 y 30 se usaron como controles no homólogos. Algunos de los polinucleótidos incluían una secuencia 
promotora de T7 (indicada por texto en minúsculas en la tabla 3) que es un promotor reconocido por una ARN 5
polimerasa de bacteriófago T7.
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109)Se usó 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 solución 
recientemente preparada de Silwet L-77 al 0,1 % con ddH2O. Se empaparon dos hojas completamente extendidas 
por planta (un cotiledón, una hoja auténtica) en la solución de Silwet L-77 durante unos pocos segundos y se dejaron 
secar durante 15-30 minutos antes de la aplicación de la composición de polinucleótido. La concentración final para 5
cada oligonucleótido o polinucleótido fue de 25 microM (en Silwet L-77 al 0,01 %, tampón de fosfato de sodio 5 mM, 
pH 6,8) a menos que se indique de otro modo. Se aplicaron 20 microlitros de la solución a la superficie superior de 
cada una de las dos hojas pretratadas para proporcionar un total de 40 microlitros (1 nmol de oligonucleótido o 
polinucleótido) por cada planta. Se observó blanqueamiento de las hojas 3 días después del tratamiento.

110)La figura 12A ilustra los resultados de un ensayo donde se aplicaron por separado en plantas de tabaco un 10
polinucleótido ARNbc 200-mero con una secuencia de ARN correspondiente al segmento "200-mero de PDS" 
(nucleótidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO: 2) y una combinación de oligonucleótidos y polinucleótidos de ADN 
monocatenario (SEQ ID NO: 16, 17, 20, 21, 24, 25 y 26). El polinucleótido de ARNbc 200-mero se aplicó a una 
concentración de 0,6 microM. Se observó blanqueamiento de las hojas apicales después del tratamiento tópico con 
los polinucleótidos y oligonucleótidos, indicando una regulación o supresión sistémica del gen diana de fitoeno 15
desaturasa.

111 ) La figura 12B ilustra los resultados del análisis de transferencia de Northern de ARN aislado de plantas de
Nicotiana benthamiana tratadas con tampón (control), el polinucleótido de 200-mero de ARNbc y los oligonucleótidos 
de ADNss. También se muestra ARN aislado de plantas que se han sometido a estrés manteniéndolas a 4 grados 
centígrados y en la oscuridad durante una noche antes del tratamiento con los polinucleótidos 200-meros de ARNbc.20

112)La figura 13 ilustra los fenotipos observados en el día 12 después del tratamiento en otro ensayo del efecto de 
doce combinaciones de polinucleótidos u oligonucleótidos (véase la tabla 4). La tabla 4 también lista observaciones 
de blanqueamiento visible de las plantas en el día 5 después del tratamiento y los resultados de las mediciones de 
clorofila tomadas en los días 7 y 12 después del tratamiento. Las mediciones de clorofila son una indicación de la 
supresión del gen diana, fitoeno desaturasa y las mediciones se tomaron en 6 puntos de la zona apical, centrándose 25
en hojas visiblemente blanqueadas o (en plantas sin blanqueamiento visible) en hojas en ubicaciones equivalentes 
en las plantas; un menor valor de la medición de clorofila indica supresión de la fitoeno desaturasa. Estos resultados 
muestran que las combinaciones de oligonucleótidos y polinucleótidos 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 
efectuó una regulación sistémica (supresión) del gen diana en un grado menor. El polinucleótido de ARNbc 200-30
mero también fue eficaz para regular de manera sistémica (suprimir) el gen diana en las partes tratadas. Los 
oligonucleótidos de un gen no homólogo (gusano de la raíz del maíz) (tratamientos 5 y 6) no suprimieron al gen 
diana de fitoeno desaturasa. Estos resultados demuestran que los oligonucleótidos y polinucleótidos 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 oligonucleótidos sentido con el promotor de T7 35
(tratamiento 1) efectuaron una supresión sistémica débil del gen de fitoeno desaturasa, mientras que los 
oligonucleótidos sentido sin el promotor de T7 (tratamiento 7) no suprimieron el gen de fitoeno desaturasa. En este 
ejemplo concreto, los oligonucleótidos antisentido con el promotor de T7 (tratamiento 2) así como los 
oligonucleótidos antisentido con el promotor de T7 (tratamiento 8) proporcionaron un fuerte blanqueamiento, lo que 
indica una fuerte regulación sistémica del gen diana de fitoeno desaturasa.40

Tabla 4

Tratamiento Descripción SEQ ID NO: Comentario Blanqueamiento 
(día 5)

Clorofila (día 
7)

Clorofila (día 
12)

1
Oligos 1 y 2 16, 17

Oligos con 
sentido con 

promotor de T7

débil 18,6 17,5

2
Oligo 3 20, 21

Oligos 
antisentido con 
promotor de T7

fuerte 12,7 1,6

3

Oligos 1, 2 y 3 16, 17, 20, 21
Oligos sentido y 
antisentido con 
promotor de T7

fuerte 11,5 2,6
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(continuación)
Tratamiento Descripción SEQ ID NO: Comentario

Blanqueamiento 
(día 5)

Clorofila (día 
7)

Clorofila (día 
12)

4

Oligos 1, 2, 3, 
4, 5 y 6

16, 17, 20, 21, 
24, 25, 26

Oligos sentido y 
antisentido con 
promotor de T7, 

más oligos 
antisentido sin 
promotor de T7

fuerte 15,1 2,5

5
mezcla de oligo 
de CRW con 
promotor de T7

27, 28 Oligos sentido y 
antisentido con 
promotor de T7

aún no 30,8 37,3

6
mezcla de oligo 
de CRW sin 
promotor de T7

29, 30
Oligos sentido y 
antisentido sin 
promotor de T7

aún no 34,2 38,2

7
Oligos 1 y 2 sin 
promotor de T7

18, 19
Oligos con 
sentido sin 

promotor de T7

aún no 32,0 41,1

8
Oligo 3 sin 
promotor de T7

22, 23
Oligos 

antisentido sin
promotor de T7

fuerte 11,3 3,2

9
Oligos 1, 2 y 3 
sin promotor de 
T7 y oligos 4, 5, 
y 6

18, 19, 22, 23, 
24, 25, 26

Oligos sentido y 
antisentido sin 
promotor de T7

aún no 30,2 34,4

10

polinucleótido 
de ARNbc 200-
mero

Secuencia de 
ARN 
correspondiente 
al segmento 
"200-mero de 
PDS" que 
consiste en los 
nucleótidos 914-
1113 de la SEQ 
ID NO: 2

Polinucleótido de 
ARNbc sentido y 

antisentido

fuerte 11,3 4,0

11

1/10o de la 
mezcla de 
oligonucleótidos 
del experimento 
4

16, 17, 20, 21, 
24, 25, 26

Oligos sentido y 
antisentido con 
promotor de T7, 

más oligos 
antisentido sin 
promotor de T7

fuerte 11,4 4,5

12

1/100o de la 
mezcla de 
oligonucleótidos 
del experimento 
4

16, 17, 20, 21, 
24, 25, 26

Oligos sentido y 
antisentido con 
promotor de T7, 

más oligos 
antisentido sin 
promotor de T7

aún no 31,0 38,0

13 Control (ninguno) Solo tampón aún no 31,2 38,4
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113)La tabla 5 muestra seis polinucleótidos: un segmento 40-mero ("ADNss sentido 40-mero de PDS", SEQ ID NO: 
31) que consiste en los 40 nucleótidos más próximos al extremo 5’ del "700-mero de PDS" (nucleótidos 1081 - 1120 
de la SEQ ID NO: 2) y cuatro polinucleótidos de ADN monocatenarios antisentido y un polinucleótido de ADN 
monocatenario sentido sintetizados basándose en la secuencia del "ADNss sentido 40-mero de PDS" (SEQ ID NO: 
31). La figura 14 ilustra los resultados del tratamiento tópico de plantas de tabaco con los polinucleótidos y 5
oligonucleótidos. Se observó un fuerte blanqueamiento de las hojas apicales, lo que indica la regulación o supresión 
sistémica del gen diana de fitoeno desaturasa, después del tratamiento tópico con el ADNss antisentido 21-mero de 
PDS y el ADNss antisentido 33-mero de PDS, así como después del tratamiento tópico con el polinucleótido de 
ARNbc 700-mero amplificado por la PCR y purificado en columna ("ARNbc 700-mero de PDS"), oligonucleótidos 22-
meros antisentido de PDS ensayados previamente con o sin un promotor de T7 (SEQ ID NO: 20 y 21) ("antisentido 10
T7 de PDS") u oligonucleótidos 22-meros antisentido de PDS ensayados previamente sin un promotor de T7 (SEQ 
ID NO: 22 y 23) ("PDS antisentido"). Se observó un blanqueamiento de las hojas apicales escaso o nulo después del 
tratamiento con solo tampón ("Tampón") o después del tratamiento tópico con polinucleótido de ARNbc 700-mero 
desnaturalizado por calor (5 minutos a 95 grados centígrados, 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.15

Tabla 5

Descripción Secuencia SEQ ID NO:

ADNss sentido 40-mero de 
PDS

31

ADNss antisentido 15-mero de 
PDS

32

ADNss antisentido 18-mero de 
PDS

33

ADNss antisentido 21-mero de 
PDS

34

ADNss antisentido 33-mero de 
PDS

35

ADNss sentido 21-mero de 
PDS

36

114)Se muestran los resultados de otro ensayo en la figura 15, se observó un fuerte blanqueamiento de las hojas 
apicales, lo que indica la regulación o supresión sistémica del gen diana de fitoeno desaturasa, después del 
tratamiento tópico con el ADNss antisentido 21-mero de PDS (SEQ ID NO: 34, "PDS antisentido de 21 nt") o con 
oligonucleótidos 22-meros antisentido de PDS sin un promotor de T7 (SEQ ID NO: 22 y 23) ("antisentido de PDS"). 20
Se observó un blanqueamiento de las hojas apicales escaso o nulo después del tratamiento tópico con solo tampón 
("control: tampón") o después del tratamiento tópico 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 composición aplicada por vía tópica para 25
inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que incluye (a) un agente para condicionar una 
planta a la permeación por polinucleótidos y (b) polinucleótidos que incluyen al menos una hebra de polinucleótido 
que incluye al menos un segmento de 18 o más nucleótidos contiguos del gen diana en orientación con sentido o 
antisentido. Más específicamente, este ejemplo demuestra la especificidad por la diana (especificidad de secuencia) 
de los polinucleótidos.30

116)La fitoeno desaturasa (PDS) del almizcle tiene la secuencia
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Se sintetizaron un polinucleótido de ARNbc de 678 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con 
el ARN codificado por los nucleótidos en las posiciones 317 - 994 (mostrados como texto subrayado) en la SEQ ID 
NO: 37 y un polinucleótido de ARNbc de 198 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con el 
ARN codificado por los nucleótidos en las posiciones 797 - 994 (mostrados como texto en cursiva y subrayado) en la 5
SEQ ID NO: 37.

117)La fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana tiene la secuencia
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Se sintetizaron un polinucleótido de ARNbc de 685 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con 
el ARN codificado por los nucleótidos en las posiciones 421 - 1105 (mostrados como texto subrayado) en la SEQ ID 
NO: 38 y un polinucleótido de ARNbc de 192 pares de bases con una hebra antisentido capaz de hibridar con el 
ARN codificado por los nucleótidos en las posiciones 914 - 1105 (mostrados como texto en cursiva y subrayado) en 5
la SEQ ID NO: 38.

118)Se llevó 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 trató a plantas de almizcle que tenían 16 copias de EPSPS y de 12,7 a 20,3 cm (5 - 8 pulgadas) de altura 10
con solución de Silwet L-77 al 0,1 % recientemente preparada con ddH2O. Se empaparon cuatro hojas 
completamente extendidas por planta en la solución de Silwet L-77 durante unos pocos segundos y se dejaron secar 
durante de 30 minutos a 1 hora antes de la aplicación de la composición de polinucleótido. Se prepararon soluciones 
de polinucleótidos 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 benthamiana15
de 192 pb (polinucleótido 0,6 micromolar en Silwet L-77 al 0,01%, tampón de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,8). Se 
aplicaron 10 microlitros de solución de polinucleótido (o de tampón 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 cámara de crecimiento y se observó blanqueamiento de las hojas 3 días después del 
tratamiento. Las plantas tratadas por vía tópica con ARNbc de PDS de almizcle de 678 pb o ARNbc de PDS de 20
almizcle de 198 pb, mostraron blanqueamiento de las hojas (lo que indica silenciamiento de la fitoeno desaturasa 
endógena) pero las plantas de almizcle tratadas por vía tópica 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 polinucleótidos y los procedimientos de la invención 
son útiles para el control selectivo de una especie o taxón dado que tenga una secuencia de gen diana específica, 25
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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 tópicamente 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 5
endógena) pero las plantas de almizcle tratadas tópicamente 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 raíz del maíz Diabrotica virgifera) no dio 
como resultado un fenotipo de blanqueamiento, lo que indica ausencia de silenciamiento de la fitoeno desaturasa 
endógena (figura 17). Esta especificidad de secuencia demuestra que las composiciones de polinucleótidos y los 
procedimientos de la invención son útiles para el control selectivo de una especie o taxón dado.10

Ejemplo 12

121)Este ejemplo describe el uso de una composición aplicada por vía tópica que incluye al menos una hebra de 
polinucleótido que incluye al menos un segmento de 18 o más nucleótidos contiguos de un gen diana en orientación 
antisentido o sentido para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta. Más específicamente, 
este ejemplo demuestra el uso de un solo tratamiento con un oligonucleótido de fitoeno desaturasa (PDS) para 15
inducir el silenciamiento sistémico en diferentes órganos 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 cotiledón, una hoja auténtica) sumergiéndolas en solución 
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 oligonucleótido 22-mero de ADN 20
monocatenario (ADNss) con la secuencia GGCAGTACAATTAAAGGAGATG (SEQ ID NO: 39), correspondiente a los 
nucleótidos en las posiciones 1099 - 1120 de la fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO: 2) en 
forma de una solución 25 micromolar en Silwet L-77 al 0,01 % en tampón 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 oligonucleótido) por 
planta. Las plantas de control se trataron con la solución de Silwet sin el oligonucleótido de ADN. Se observó el 25
blanqueamiento de las plantas 3 días después del tratamiento. Las hojas apicales, los tallos y las flores de las 
plantas tratadas con el oligonucleótido de ADNss mostraron blanqueamiento, lo que indica silenciamiento sistémico 
de PDS (figura 18A).

123)Se dejó 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 30
idénticos (aproximadamente 11 mg por cada 100 semillas) y la morfología de las semillas tenía una apariencia 
similar entre las plantas tratadas con ADNss y las de control. Se observó una reducción de la cantidad de semilla 
producida por cada fruto y una reducción en la tasa de germinación (germinaron 4 de 100 semillas) en las semillas 
de las plantas tratadas con ADNss, en comparación con la cantidad de semilla por fruto y la tasa de germinación 
(germinaron 95 de 100 semillas) de las semillas de las plantas de control.35

124)En un ensayo separado usando un procedimiento similar, se condicionaron plantas de tabaco por inmersión 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 solución 25 micromolar en Silwet L-77 al 0,01 % en 
tampón 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 oligonucleótido) por planta. Otras plantas no se condicionaron con un tratamiento de 40
tensioactivo, sino que se trataron únicamente con 1 nanomol de 22-mero de ADNss de PDS (SEQ ID NO: 39) 
aplicado mediante infiltración con una jeringa sin aguja (mostrado en la figura 18B) o mediante aplicación manual de 
gotas a la superficie de la hoja (no mostrado en la figura 18B) y como una solución 25 micromolar en Silwet L-77 al 
0,01% en tampón de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8 o como una solución 25 micromolar en tampón de fosfato 
de sodio 5 milimolar, pH 6,8 (sin tensioactivo). Las plantas de control negativo se trataron con la solución de tampón 45
de Silwet sin el oligonucleótido de ADN. Los resultados se presentan en la figura 18B. Todas las plantas tratadas 
únicamente con la aplicación directa del ADNss de PDS (sin condicionamiento con tratamiento de tensioactivo Silwet 
L-77), ya se aplicase por infiltración o por aplicación manual de gotas, mostraron blanqueamiento de las hojas 
apicales, tallos y flores, lo que indica un silenciamiento sistémico de PDS.

Ejemplo 1350

125)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por vía tópica para inducir silenciamiento 
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos. Más 
específicamente, este ejemplo describe el uso de polinucleótidos de la invención para controlar almizcle resistente a 
herbicidas.

126) Las plantas de almizcle que tienen números de copia pequeños (menos de 30) de 5-enolpiruvilshikimato-3-55
fosfato sintasa (EPSPS) son susceptibles al tratamiento con ARNbc diseñado para silenciar a EPSPS seguido del 
tratamiento con glifosato (para más detalles véase el ejemplo 1). Sin embargo, las plantas de almizcle que tienen 
elevados números de copias de EPSPS (es decir, 30 o más copias de EPSPS) son resistentes al tratamiento con 

E11753916
25-09-2017ES 2 641 642 T3

 



26

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 número de copias resistente al glifosato usando tratamientos 
similares a los descritos en el ejemplo 1 pero en los que se aumentó 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 usó una formulación registrada de 
glifosato ("herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®") combinada con un tensioactivo de amina de sebo, se 5
mejoró 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 líneas de almizcle con alto número 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 vehículo de suministro de 
ARNbc, el agente de permeabilización o condicionamiento y el orden de las etapas se variaron. Los resultados se 10
ilustran en la figura 19. El tratamiento con glifosato "4X" (es decir, tratamiento con 3360 g equivalentes de ácido por 
hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® es cuatro veces la tasa de aplicación estándar de 840 
g de equivalente de ácido por hectárea) solo no eliminó 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 vehículo acuoso de 15
suministro de ARNbc que comprendía tensioactivo de amina de sebo al 0,1% y glicerol al 10% (experimento 2) se 
mejoró la eficacia de una dosis de factor 10 de ARNbc seguida de una aplicación de glifosato 4X. También se 
observó una eficacia mejorada de una dosis de factor 10 de ARNbc seguido de aplicación de glifosato cuando se 
incluyó sulfato de amonio en un vehículo de suministro de ARNbc sin un tensioactivo de amina de sebo (experimento 
8).20

129)En otra serie de experimentos (4 - 6, tabla 6), la aplicación del tensioactivo Silwet L-77 antes de aplicar el 
ARNbc en un vehículo de suministro que contenía sulfato de amonio fue eficaz, mientras que la combinación del 
tensioactivo Silwet L-77 con el ARNbc en el vehículo de suministro de ARNbc que contenía sulfato de amonio no fue 
eficaz. La aplicación 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.25

Tabla 6

Línea de 
almizcle

Número 
de copias 
de EPSPS

Número de 
experimento Etapa 1

Etapa 2 Etapa 3*

Concentración 
relativa de 
ARNbc de 

EPSPS

Vehículo de 
suministro de 

ARNbc

R31 35

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

Silwet L-77 al 
1%

WeatherMAX 4x 
(48 h)

2 10X

sulfato de amonio al 
2% + tensioactivo de 
amina de sebo al 
0,1% + glicerol al 10%

Silwet L-77 al 
1%

WeatherMAX 4x 
(48 h)

3 Solo tampón 
(control)

sulfato de amonio al 
2% + tensioactivo de 
amina de sebo al 
0,1% + glicerol al 10%

Silwet L-77 al 
1%

WeatherMAX 4x 
(48 h)

R34 57

4 10X Silwet L-77 al 
1% + sulfato de 
amonio al 2%

WeatherMAX 4x 
(48 h)

5 Silwet L-77 al 1% 10X
sulfato de 
amonio al 2%

WeatherMAX 4x 
(48 h)
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(continuación)
Línea de 
almizcle

Número 
de copias 
de EPSPS

Número de 
experimento Etapa 1

Etapa 2 Etapa 3*

Concentración 
relativa de 
ARNbc de 

EPSPS

Vehículo de 
suministro de 

ARNbc

6 Silwet L-77 al 1 % Solo tampón (control)
sulfato de 
amonio al 2%

WeatherMAX 4x 
(48 h)

Línea de 
almizcle

Número 
de copias 
de EPSPS

Número de 
experimento Etapa 1

Etapa 2 Etapa 3*

Concentración 
relativa de 
ARNbc de 

EPSPS

Vehículo de 
suministro de 

ARNbc

R28 87 7 10X sulfato de amonio al 
2% + tensioactivo de 
amina de sebo al 
0,1% + glicerol al 10%

Silwet L-77 al 
1%

WeatherMAX 4x 
(72 h)

Línea de 
almizcle

Número 
de copias 
de EPSPS

Número de 
experimento Etapa 1 Etapa 2

Etapa 3*

Concentración 
relativa de ARNbc de 

EPSPS

Vehículo de 
suministro de 

ARNbc

R28 87

8 Silwet L-77 al 1 % 10X
sulfato de 
amonio al 2%

WeatherMAX 4x 
(72 h)

9 Silwet L-77 al 1% Solo tampón (control)
sulfato de 
amonio al 2%

WeatherMAX 4x 
(72 h)

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

Ejemplo 14

130)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por vía tópica para inducir silenciamiento 
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos.

131)Se observó que dos ARN pequeños identificados mediante secuenciación de ARN pequeño eran abundantes y 5
únicos para las plantas de almizcle que se habían tratado con cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de 
tamaño de oligonucleótido, como se describe en el ejemplo 1. Estos dos ARN pequeños se mapearon, 
respectivamente, a las posiciones de nucleótidos 743 - 764 y 566 - 585 del EPSPS de longitud completa que tiene la 
secuencia mostrada en la figura 20 (SEQ ID NO: 40). Se diseñaron dos moléculas de ARNbc "cortas" con un 
tamaño de oligonucleótido de 25 nucleótidos con una hebra antisentido que es capaz de hibridar con el ARNm 10
transcrito del gen de EPSPS del almizcle en las posiciones de nucleótido 743 - 767 (ARNbc corto-5) y 564 - 588 
(ARNbc corto-6), indicadas por los nucleótidos 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 tamaño de oligonucleótido (texto 
subrayado sin cursivas) y los tres polinucleótidos de ARN bicatenario "largos" (texto en negrita, como se describe en 
el ejemplo 1).15

132)La aplicación de una mezcla de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" con tamaño de 
oligonucleótido (descritas en el ejemplo 1) seguida de la aplicación del procedimiento de tratamiento descrito en el 
ejemplo 1 dio como resultado la eliminación 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 eliminación 
de 0 de 4 plantas de almizcle. La adición de uno de los dos o de ambos ARNbc corto-5 y ARNbc corto-6 a la mezcla 20
de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS corto de tamaño de oligonucleótido (descritas en el ejemplo 1) dio 
como resultado la eliminación de 4 de 4 plantas de almizcle, es decir, no se observó un efecto antagónico del ARNbc 
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corto-5 y el ARNbc corto-6.

Ejemplo 15

133)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por vía tópica para inducir silenciamiento 
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos. Más 
específicamente, este ejemplo describe el uso de ácido salicílico y polinucleótidos.5

134)El ácido salicílico (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 tenían 49 o 63 copias de EPSPS 
con SA 15 milimolar. Se aplicó manualmente una solución de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de 
tamaño de oligonucleótido (descritas en el ejemplo 1) 1, 5 o 24 horas después del tratamiento con SA, seguido 72 
horas después de rociado con glifosato (1682 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca 10
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 días después del tratamiento con glifosato.

Ejemplo 16

135)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por vía tópica para inducir silenciamiento 15
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos. Más 
específicamente, este ejemplo describe variaciones en el orden y la pauta de aplicación de los polinucleótidos y la 
solución de tensioactivo.

136)Estos ensayos se llevaron a cabo en plantas de almizcle con altos números de copias (56, 63 o 100 copias) de 
EPSPS, usando un control que incluía las siguientes etapas: (1) aplicación del ARNbc (una solución de las cuatro 20
moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 1) en una solución 
que contenía tensioactivo de amina de sebo y glicerol; (2) aplicación de tensioactivo de silicona SIlwet L-77 al 1%; y 
(3) aplicación de glifosato (1682 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® 
WeatherMAX®). Se evaluó el espaciado en el tiempo de la aplicación de los polinucleótidos y la aplicación de Silwet, 
aplicándose la pulverización de Silwet a los 30 minutos, 1 hora o 2 horas después de la aplicación de la solución de 25
ARNbc. En este conjunto de ensayos, los tres tiempos diferentes de la aplicación de la solución de Silwet produjeron 
resultados similares, es decir, retraso en el crecimiento de la mayoría de las plantas con alto número de copias que 
se trataron con la solución de ARNbc, en comparación con las plantas con alto número de copias que se trataron 
con una solución de control que contenía únicamente tensioactivo de amina de sebo y glicerol.

Ejemplo 1730

137)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por vía tópica para inducir silenciamiento 
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos. Más 
específicamente, este ejemplo describe la aplicación de polinucleótidos de la invención mediante rociado de bajo 
volumen y el uso de un tensioactivo de silicona y sulfato de amonio.

138)Se aplicó una solución de ARNbc (una solución de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cotas" de 35
tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 1) en una solución que contenía sulfato de amonio al 2% 
mediante rociado de bajo volumen a almizcle que tenía 16 copias de EPSPS, seguido de rociado con glifosato (1682 
g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®), dando como resultado 
la eliminación de las plantas de almizcle.

139)Se trataron seis plantas de almizcle por tratamiento con un procedimiento en tres etapas usando pulverización 40
de bajo volumen: (1) rociado con Silwet L-77 al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de una solución de ARNbc que 
contenía cantidades iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamaño de oligonucleótido 
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 
o 3,2 nanomoles por planta); y (3) rociando glifosato (1682 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la 
marca Roundup® WeatherMAX®) a una tasa de 159 litros/acre. Nueve días después de la pulverización del 45
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) tenían retraso en el 
crecimiento

(figura 21A).

140)Se llevaron a cabo varios ensayos en almizcle resistente al glifosato cultivado de semillas recogidas del campo. 50
Las plantas se trataron con diversos protocolos descritos a continuación, tratándose algunas plantas por vía tópica 
con una solución de ARNbc y tratándose a las plantas de control con el tampón (vehículo de ARNbc); la aplicación 
fue por pulverizado de bajo volumen. A menos que se indique otra cosa, la solución de ARNbc contenía cantidades 
iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 
1 en tampón a una dosis "4X" (3,2 nanomoles por planta); el tampón consistía en fosfato de sodio 10 milimolar y 55
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 ácido por hectárea de 
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Los resultados se proporcionan en la 
tabla 7.

141)Ensayos 1 y 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 ubicación agrícola con matas de almizcle resistentes al glifosato 5
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 solución 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 comparó los tratamientos aplicados en diferentes estadios del desarrollo y se usaron 
plántulas cultivadas a partir de semillas de almizcle de un sitio en Macon County, GA y seleccionadas respecto de su 10
resistencia al glifosato. El tampón incluía sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo doce plántulas 
pequeñas (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 solución de ARNbc; y (3) rociado de glifosato. Este tratamiento proporcionó un mejor 
control (eliminó más plantas) en las plántulas pequeñas en comparación con las plántulas más grandes. El 
tratamiento con ARNbc eliminó o retrasó el crecimiento de más plantas resistentes al glifosato del logrado con el 15
tratamiento con tampón y herbicida, aunque a los 16 días después del tratamiento, no se habían 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 tampón incluía sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo once plántulas 
pequeñas (estadio de 3 hojas) por tratamiento: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de la 20
solución 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 usó plantas de almizcle cultivadas a partir de semillas en suelo de la granja "Ivy2". El 
tampón incluía sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo dieciocho plántulas pequeñas (estadio de 3 
hojas) por tratamiento: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) aplicando de 2 mililitros de la solución de ARNbc, 25
manualmente o por rociado; y (3) rociando glifosato. En este ensayo, el procedimiento de aplicación (deposición 
manual o rociado) proporcionó resultados similares.

145)Ensayo 7: Este ensayo usó plántulas de almizcle en estadio de 3 a 4 hojas cultivadas de semillas de F3 
seleccionadas respecto de su resistencia al glifosato y más resistentes al glifosato que las plantas en los ensayos 1 -
6. El tampón incluía sulfato de amonio al 2%. Se trataron del siguiente modo dieciocho plantas por tratamiento: (1) 30
rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) rociado de 2 mililitros de la solución de ARNbc; y (3) rociado de glifosato.

Tabla 7

Número de 
ensayo

Plantas 
eliminadas/plantas 

totales

Comentarios

tratadas 
con 

ARNbc

control

1 2/10 0/10
supervivientes tratados con ARNbc con retraso en el crecimiento en 

comparación con los controles (figura 21B)

2
7/18 4/18 supervivientes tratados con ARNbc con retraso en el crecimiento a los 8 

y 30 días después del tratamiento, en comparación con los controles

3 (plántulas 
grandes)

5/12 3/12 supervivientes tratados con ARNbc/sulfato de amonio con más retraso 
en el crecimiento después del tratamiento, en comparación con los 

controles
3 (plántulas 
pequeñas)

9/12 6/12

4 7/11 2/11 supervivientes tratados con ARNbc/sulfato de amonio con más retraso 
en el crecimiento después del tratamiento, en comparación con los 

controles5 8/12 3/12
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(continuación)
Número de 

ensayo
Plantas 

eliminadas/plantas 
totales

Comentarios

tratadas 
con 

ARNbc

control

6 (deposición 
manual)

14/18 --

6 (pulverizado) 13/18 9/18

7 8/18 2/18

Ejemplo 18

146)Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por vía tópica para inducir silenciamiento 
sistémico incluyendo el uso de agentes para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos.

147)En estos ensayos, la solución de ARNbc contenía cantidades iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de 5
EPSPS "cortas" de tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 1 en tampón a una dosis "10X" (8 nanomoles 
por planta) en una solución que contenía tensioactivo de amina de sebo al 0,2% y sulfato de amonio al 2% 
(identificado en la figura 22 como "amina de sebo/AMS") o uno de los siguientes reactivos de transfección: (a) una 
poliamina (JetPRIME™, Polyplus-transfection SA, Illkirch, Francia), (b) una nanopartícula magnética (SilenceMag, 
OZ Biosciences, Marsella, Francia), (c) un péptido (Nanopartícula N-TER™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), (d) un 10
lípido (siPORT™ NeoFX™, Ambion, Foster City, CA) o (e) un lípido/polímero catiónico (TransIT®, Mirus Bio, 
Madison, WI). Las plantas se trataron del siguiente modo: (1) aplicando manualmente solución de ARNbc; (2) 
pulverizando Silwet L-77 al 1%; y (3) rociando glifosato aplicado a 840 g equivalentes de ácido por hectárea de 
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa 159 litros/acre. Cuando se usó este protocolo con 
ARNbc en la solución de tensioactivo de amina de sebo/sulfato de amonio eliminó al almizcle resistente al glifosato 15
que tenía 35 copias de EPSPS. Los resultados se ilustran en la figura 22. El retraso en el crecimiento o la muerte de 
las plantas se observó para plantas tratadas con ARNbc en soluciones que contenían poliamina (JetPRIME™), 
péptido (Nanopartícula N-TER™), polímero/lípido catiónico (TransIT®) o tensioactivo de amina de sebo/sulfato de 
amonio.

Ejemplo 1920

148)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucleótidos aplicadas 
tópicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Más específicamente, este ejemplo describe el uso 
de diferentes tipos de polinucleótidos 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 25
nucleótidos subrayados en la figura 1) se adquirieron de Integrated DNA Technologies. Los ADNss sentido y los 
ARNss antisentido se hibridaron calentando cantidades equimolares de mezclas de ADNss y ARNss a 95 grados 
centígrados durante 5 minutos y enfriando lentamente durante 1,5 - 2 horas a temperatura ambiente para dar los 
híbridos de ADN/ARN.

150)En los ensayos que usaron este procedimiento se usaron plantas de almizcle resistentes al glifosato con 16 30
copias: (1) rociado de Silwet L-77 al 1%; (2) aplicación 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 híbridos de ADN/ARN 
de EPSPS de almizcle; y (3) rociando con glifosato aplicado a 840 g de equivalentes de ácido por hectárea de 
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre.

151)Los resultados se ilustran en la figura 23. Siete días después de rociar el herbicida, 4 de las 6 plantas tratadas 35
con ARNbc estaban muertas y las 2 restantes estaban muriendo, mientras que las plantas rociadas con el híbrido de 
ADN/ARN presentaban retraso en el crecimiento (lesión por glifosato) en comparación con el control.

Ejemplo 20

152)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucleótidos aplicadas 
tópicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Más específicamente, este ejemplo describe el uso 40
de diferentes tipos de polinucleótidos para inducir silenciamiento sistémico.

153)Se usaron seis plantas de almizcle resistentes al glifosato que tenían 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 polinucleótidos de ADNss (descritos en el ejemplo 19) y 
solo tampón como control, a plantas separadas de manera manual en tampón que contenía sulfato de amonio al 2%, 
seguido 48 horas después de rociado con glifosato aplicado a 840 g de equivalente de ácido por hectárea de 
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. La figura 24 representa los 5
resultados. Ambos tratamientos con polinucleótidos proporcionaron un mejor control del almizcle en comparación 
con plantas tratadas únicamente con tampón 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 días después de rociar WM o 10 
días después del tratamiento con ARNbc.10

Ejemplo 21

154)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucleótidos aplicadas 
tópicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Más específicamente, este ejemplo describe la 
selección de una secuencia de polinucleótido para inducir silenciamiento sistémico en una planta.

155)Se diseñaron doce ARNbc de aproximadamente 250 pb cada uno y que tenían una hebra del ARNbc 15
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

Número de 
segmento de 
tiling (véase 

la figura 25A)

Secuencia
SEQ 
ID 

NO.

1 41

2 42

3 43

4 44

5 45

20
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(continuación)

Número de 
segmento de 
tiling (véase 

la figura 25A)

Secuencia
SEQ 
ID 

NO.

6 46

7 47

8 48

9 49

10 50

11 51

12 52

156) Las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS con un tamaño de nucleótidos "corto" descritas en el ejemplo 1 y 
en la figura 1 están ubicadas en los segmentos solapados 2, 3, 4 y 8, respectivamente y se muestran como barras 
en color gris claro entre esos segmentos. Los polinucleótidos se sintetizaron usando transcripción in vitro usando un 
vector pBR322 con los polinucleótidos de EPSPS insertado en los sitios de clonación EcoRI y BamHI; el ADN 5
plasmídico se aisló con kits Qiagen Maxi prep y se digirió con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI. La solución 
de ADN digerido se usó en el tratamiento de las plantas sin purificación adicional.

157)Se trataron plantas de almizcle resistente al glifosato que tenían 16 copias de EPSPS del modo siguiente: 
rociando con Silwet L-77 al 1%; (2) aplicando manualmente una solución de ARNbc (que contenía polinucleótidos 
seleccionados entre los doce segmentos solapantes o las cuatro moléculas de ARNbc "cortas" descritas en el 10
ejemplo 1 a una tasa de 0,01 nanomol de ADN/planta) o tampón como control; y (3) 48 horas después, rociando con 
glifosato aplicado a 840 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® 
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a una tasa de 159 litros/acre. Se observó durante 11 días la altura de las plantas por encima del suelo después del 
tratamiento con herbicida; a las plantas que estaban muertas o muriéndose se les asignó una altura de cero. Los 
resultados se presentan en las figuras 25B y 25C. Las combinaciones de polinucleótidos de ARNbc que muestran la 
mayor eficacia en este ensayo incluyeron las cuatro moléculas de ARNbc "cortas" descritas en el ejemplo 1, la 
combinación de los segmentos solapados 2, 5, 8 y 11 y la combinación de los segmentos solapados 7, 8 y 9.5

Ejemplo 22

158)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucleótidos aplicadas 
tópicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Más específicamente, este ejemplo describe la 
aplicación tópica de polinucleótidos después de la aplicación de herbicida a una planta.

159)En un ensayo, las plantas de almizcle resistentes al glifosato que tenían 16 copias de EPSPS se rociaron con 10
glifosato aplicado a 840 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® 
a una tasa de 159 litros/acre. Dos o 24 horas después de la aplicación 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 
aplicación manual de 0,8 nanomoles ("1X") por planta de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS "cortas" de 
tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 1 en tampón que contenía sulfato de amonio al 2% o tampón que 15
contenía sulfato de amonio al 2%. En este ensayo, las plantas de control no tratadas ("UT") se trataron únicamente 
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 aplicación de Silwet al 1% dio como resultado una mejora del 60% en la actividad del glifosato 
cuando se aplicó 2 horas después de rociar el herbicida y del 20% cuando se aplicó 24 horas después de rociar el 
herbicida. En este ensayo, la aplicación de Silwet al 1% seguida de ARNbc de EPSPS dio como resultado una 20
mejora de al menos el 80% en la actividad del glifosato cuando se aplicó 2 horas después de rociar el herbicida y del 
20% cuando se aplicó 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 ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® 
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Tres días después del tratamiento con herbicida, 9 de 40 plantas 25
fueron eliminadas y 3 presentaban un grave retraso del crecimiento. Las plantas supervivientes se rociaron con 
Silwet L-77 al 1%, seguido de aplicación tópica manual de 8 nanomoles ("10X") por planta de las cuatro moléculas 
de ARNbc de EPSPS "cortas" de tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 1 o tampón como control. Tres 
días después, 3 plantas más en el grupo tratado con ARNbc estaban muertas y 2 plantas más en el grupo tratado 
con tampón estaban muertas. En este punto (6 días después del tratamiento original con herbicida y 3 días después 30
del tratamiento con Silwet/ARNbc o tampón), se roció a la mitad de las plantas supervivientes en cada grupo con una 
segunda aplicación de glifosato (aplicada a la misma dosis que en la primera aplicación). Dos semanas después de 
este segundo tratamiento con herbicida, las demás plantas tratadas con ARNbc mostraron un 80% de lesión y las 
demás plantas tratadas con tampón mostraron un 40% de lesión.

Ejemplo 2335

161)Este ejemplo ilustra procedimientos que usan composiciones que incluyen polinucleótidos aplicadas 
tópicamente para inducir silenciamiento sistémico en una planta. Más específicamente, este ejemplo describe una 
aplicación tópica en una sola etapa de una sola composición que incluye polinucleótidos, tensioactivo y herbicida 
para controlar malas hierbas resistentes a los herbicidas.

162)Este ensayo se llevó a cabo en una población de campo de plantas de almizcle resistentes al glifosato que se 40
sabía que tenían altos números de copias de EPSPS (se ha comunicado que las plantas de este sitio de estudio 
tienen de 5 a más de 160 copias de EPSPS por Gaines y col. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 107:1029-1034). 
Los polinucleótidos usados en este ensayo eran una mezcla equimolar de las cuatro moléculas de ARNbc de 
EPSPS "cortas" de tamaño de oligonucleótido descritas en el ejemplo 1.

163)Se roció a plantas de 10 a 15 cm (cuatro a seis pulgadas) de altura en un área de tratamiento de 30 x 152 cm (1 45
pie x 5 pies) en un solo tratamiento con 264 microgramos ("100X") o 52,8 microgramos ("20X") de los ARNbc de 
EPSPS en una solución que también contenía tensioactivo Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% y glifosato 
(aplicado a 1682 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una 
tasa de 159 litros/acre). Por comparación, se roció a otras plantas en áreas de 30 x 152 cm (1 pie x 5 pies) con 
glifosato (en una solución que también contenía tensioactivo Silwet L-77 al 1 % y sulfato de amonio al 2%) aplicada a 50
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 ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre) 
en una solución que también contenía 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 composición que contenía los 55
polinucleótidos 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 ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® 

E11753916
25-09-2017ES 2 641 642 T3

 



34

WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre (es decir, a 8 veces la tasa de aplicación normal de aproximadamente 
840 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 
litros/acre). El tratamiento en una etapa usando una composición que contenía los polinucleótidos 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 5
a 13440 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 
159 litros/acre (es decir, a 16 veces la tasa de aplicación normal de aproximadamente 840 g de equivalente de ácido 
por hectárea 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 regulación sistémica de un gen diana en una planta de 10
hortaliza mediante aplicación tópica a la hortaliza de una molécula de polinucleótido que incluye un segmento con 
una secuencia de nucleótido esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a, una secuencia de 18 o más 
nucleótidos 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 regulación sistémica del gen diana. En este ejemplo, se trató a 
plantas de hortalizas en crecimiento con una composición aplicada por vía tópica para inducir el silenciamiento 15
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 permeación por polinucleótidos y (b) polinucleótidos que incluyen al menos una hebra de 
polinucleótido que incluye al menos un segmento de 18 o más nucleótidos contiguos del gen diana en orientación 
con sentido o antisentido. Más específicamente, este ejemplo demuestra el uso de polinucleótidos aplicados por vía 
tópica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen de fitoeno desaturasa (PDS) en una planta de cultivo de 20
hortalizas, es decir, lechuga (Lactuca sativa).

166)PDS de lechuga tiene la secuencia
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Se sintetizaron polinucleótidos de ADN monocatenarios de 21 - 45 nucleótidos de longitud con las siguientes 
secuencias: taatacgactcactatagggtttggagcttacccaaATGtac ("HL286", orientación sentido, SEQ ID NO: 54), 
taatacgactcactatagggaggccacgtcagcatttcattgttc ("HL287", orientación antisentido, SEQ ID NO: 55), 
ccattcaATGgtgcaggtaaaac ("HL288", orientación antisentido, SEQ ID NO: 56), catagaATGctccttccactg ("HL289", 5
orientación antisentido, SEQ ID NO: 57) y caaataaattttgtacatttgggtaagctccaa ("HL290", orientación antisentido, SEQ 
ID NO: 58). Se elaboró una solución de ADNss con una mezcla a partes iguales de los cinco polinucleótidos en 
Silwet L-77 al 0,01% en tampón de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.

167)En los ensayos se usó lechuga de la variedad LS49 ("Green Tower". Se sumergieron dos hojas completamente 
expandidas de cada planta en una solución recién preparada de Silwet L-77 al 0,1% durante unos pocos segundos. 10
Se dejaron secar las hojas durante 15-30 minutos. Después, se trató cada planta aplicando 20 microlitros de 
solución de ADNss 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 vía tópica 
con polinucleótidos 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 días después del 15
tratamiento.

Tabla 9

Estadio del desarrollo
Cantidad de cada ADNss aplicado 

(nanomoles/planta)

Observación más 
temprana de 

blanqueamiento

4 semanas después de la germinación, 
las plantas tienen 2 hojas 

completamente extendidas
1

3 semanas después del 
tratamiento

5 semanas después de la germinación, 
las plantas tienen 4 hojas 

completamente extendidas

4 4 días después del 
tratamiento

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 días después del tratamiento 
tópico con polinucleótidos.20

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 polinucleótido 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 polinucleótido aplicados por planta) y las plantas de control 
negativo se trataron solo con tampón. La figura 29B ilustra el silenciamiento sistémico evidenciado por 25
blanqueamiento observado a el día 4 después del tratamiento tópico con los ADNss antisentido.

Ejemplo 25

170)Este ejemplo ilustra un aspecto de la invención. En este ejemplo, se trató a plantas en crecimiento con una 
composición aplicada por vía tópica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que 
incluye (a) un agente para condicionar una planta a la permeación por polinucleótidos y (b) polinucleótidos que 30
incluyen al menos una hebra de polinucleótido que incluye al menos un segmento de 18 o más nucleótidos contiguos 
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del gen diana en orientación con sentido o antisentido. Más específicamente, este ejemplo demuestra el uso de 
polinucleótidos aplicados por vía tópica 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

5

172)Un polinucleótido de ARNbc de 201 nucleótidos con una hebra antisentido capaz de hibridar con el ARN 
codificado por la secuencia
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que corresponde a los nucleótidos en las posiciones 1724 - 1923 del ARNm transcrito a partir de la secuencia del 
gen PDS de tomate (SEQ ID NO: 59) se sintetizó mediante RT PCR usando cebadores oligonucleotídicos con las 
secuencias TAATACGACTCACTATAGGGTCGCAGCGACTCAGAAATTATTG (SEQ ID NO: 61, cebador con 
sentido) y TAATACGACTCACTATAGGGGTAAAGGCCGACAGGGTTCACAACC (SEQ ID NO: 62, cebador 5
antisentido). Se preparó una solución de ARNbc 2,5 micromolar con el polinucleótido de ARNbc de 201 nucleótidos 
(SEQ ID NO: 60) en Silwet L-77 al 0,01% en tampón de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.

173)Se trataron plántulas de tomate de tres semanas de edad del modo siguiente. Se sumergieron dos hojas 
completamente expandidas en una solución 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 trató cada planta aplicando 20 microlitros de 10
solución 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 tampón. Las plantas se mantuvieron en una cámara de crecimiento para su 
observación. La figura 30 ilustra el silenciamiento sistémico del gen diana PDS evidenciado por el blanqueamiento 
de las plantas tratadas con ARNbc 30 días después del tratamiento tópico. Las plantas tratadas con ARNbc 
presentaron un retraso del crecimiento grave, en comparación con las plantas de control.15

Ejemplo 26

174) Este ejemplo ilustra una mejora de las composiciones herbicidas adaptadas para recubrimiento tópico sobre la 
superficie exterior de una planta en crecimiento, donde el agente letal para la planta incluye polinucleótidos que 
tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a secuencias de uno o más genes vegetales o 
secuencia de ADN transcrito a partir de los genes vegetales. Los polinucleótidos efectúan un silenciamiento 20
sistémico del en vegetal en los órganos o tejidos vegetales distintos de aquellos que recibieron la aplicación tópica 
de polinucleótido. Más específicamente, este ejemplo ilustra una composición 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 polinucleótidos que tienen una secuencia que se dirige al gen de 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), un factor de iniciación de la transcripción (TIF) y ATPasa 25
dependiente de ADN (ddATPasa) en almizcle.

175)La composición herbicida incluye al menos uno de los siguientes polinucleótidos 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)30
(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 (SEQ ID NO: 68)
(4) nDsNA5: hebra con sentido AAUGCCAGAUGUUGCUAUGAC (SEQ ID NO: 69) y hebra antisentido 35
GUCAUAGCAACAUCUGGCAUU (SEQ ID NO: 70)

176)Una mezcla de múltiples polinucleótidos es ventajosa para prevenir la selección de resistencia en las plantas 
tratadas. En una realización, la composición herbicida incluye una mezcla de los cuatro polinucleótidos de ARNbc 
anteriores que tienen las SEQ ID NO: 63-70. En otra realización, la composición herbicida incluye polinucleótidos de 
ADN monocatenario con secuencias de desoxirribonucleótidos correspondientes a una o más de las secuencias de 40
ARNbc de las SEQ ID NO: 63-70. En otra realización, la composición herbicida incluye híbridos de ADN/ARN con 
secuencias de nucleótidos correspondientes a una o más de las secuencias de ARNbc de las SEQ ID NO: 63-70. En 
otra realización, la composición herbicida incluye polinucleótidos de ARNbc donde los hidroxilos 2' están metilados 
para su estabilidad.

177)La composición herbicida incluye un tensioactivo, tal como Silwet L-77 (u otros tensioactivos eficaces, tales 45
como aquellos proporcionados en el ejemplo 36). Opcionalmente, la composición herbicida puede incluir uno o más 
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 polinucleótido al interior 
de la planta, potenciando la eficacia de los polinucleótidos o potenciando la actividad herbicida del herbicida no 
polinucleotídico.50

178)Opcionalmente, la composición herbicida incluye polinucleótidos diseñados para regular múltiples genes en la 
planta. En una realización, la composición herbicida incluye polinucleótidos 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 regulación del segundo gen proporciona una potenciación sistémica de la actividad 

E11753916
25-09-2017ES 2 641 642 T3

 



38

herbicida de la composición.

179)En una realización, la composición herbicida incluye polinucleótidos 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 endógeno así como polinucleótidos que tienen secuencia 
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen del factor de iniciación de la traducción (TIF) 5
endógeno del almizcle o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen de TIF endógeno. El factor de iniciación de 
la traducción (TIF) es una proteína de cloroplastos codificada en el núcleo que es esencial para iniciar la síntesis de 
proteínas y se expresa por toda la planta. Arabidopsis thaliana tiene un ortólogo denominado AT1G17220.1 (descrito 
en la base de datos disponible al público The Arabidopsis Information Resource que se encuentra en línea 
enwww.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G17220) y con el número de referencia de 10
GenBank asignad GI:186478573, que se ha identificado como una proteína ubicada en cloroplastos con similitud con 
el factor de iniciación de la traducción 2; véase también Miura y col. (2007) Plant Cell, 19:1313-1328 para una 
descripción de este gen. Las secuencias de TIF se identificaron a partir de almizcle (Amaranthus palmeri); se 
identificó que un gen de TIF tenía la secuencia de la SEQ ID NO: 71. Los ejemplos de polinucleótidos para la 
supresión de este gen de TIF en Amaranthus palmeri se listan en la tabla 10.15
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Tabla 10

Polinucleótido
Posición en 
la secuencia 

de TIF

Secuencia SEQ ID 
NO.

TIF de almizcle Secuencia 
completa de 
la SEQ ID 
NO: 71

71
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(continuación)

Polinucleótido Posición en 
la secuencia 
de TIF

Secuencia SEQ ID 
NO.

ADN de 200 pb 341-541 72

ARNbc de 160 pb 342-501 Sentido: 73

Antisentido: 74

ADN antisentido 
TIF_AS1

555-576 75

ADN antisentido 
TIF_AS2

342-363 76

ADN antisentido 
TIF_AS3

412-433 77

ADN antisentido 
TIF_AS4

488-509 78

ADN antisentido 
TIF_AS5

368-389 79
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(continuación)

Polinucleótido Posición en 
la secuencia 
de TIF

Secuencia SEQ ID 
NO.

ADN antisentido 
TIF_AS6

790-811
80

ADN antisentido 
TIF_AS7

1052-1073
81

ADN antisentido 
TIF_AS8

1655-1676
82

180)En una realización, la composición herbicida incluye una mezcla de al menos dos de los polinucleótidos de 
ARNbc de EPSPS anteriores que tienen las SEQ ID NO: 63-70 y también al menos un polinucleótido que tiene una 
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen de factor de iniciación de la traducción 
(TIF) endógeno de almizcle o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen de TIF endógeno, tales como 
aquellas proporcionadas en la tabla 10. En una realización específica, la composición herbicida incluye una mezcla 5
de los cuatro polinucleótidos de ARNbc de EPSPS anteriores que tienen las SEQ ID NO: 63-70 y un polinucleótido 
de ARNbc bicatenario de TIF de 160 pares de bases que tiene la secuencia con sentido de

y la secuencia antisentido de

10

181)En algunas realizaciones, los polinucleótidos se diseñan para regular múltiples 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 polinucleótidos diseñados para suprimir un factor de iniciación de la 
traducción (TIF) y una 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) seguido de tratamiento con el herbicida no 
polinucleotídico glifosato.15

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

Tabla 12

Número de protocolo 
(descripción)

Protocolo

1 (1-etapas manual) 1. Aplicar mezcla de polinucleótidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en 
tampón de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solución de control de tampón de Silwet 
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampón 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 
ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un 
pulverizador normal (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre)

2 (1-etapa 
pulverizador)

1. Pulverizar mezcla de polinucleótidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en 
tampón de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solución de control de tampón de Silwet 
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampón 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 
ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un 
pulverizador normal (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre)

3 (2-etapas manual) 1. Pulverizar Silwet al 1% como 1a etapa mediante un pulverizador normal o un 
pulverizador Milli;
2. Aplicar mezcla de polinucleótidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en 
tampón de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solución de control de tampón de Silwet 
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampón 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 
ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un 
pulverizador normal (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre)

4 (2-etapa 
pulverizador)

1. Pulverizar Silwet al 1% como 1a etapa mediante un pulverizador normal o un 
pulverizador Milli;
2. Pulverizar mezcla de polinucleótidos de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en 
tampón de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solución de control de tampón de Silwet 
L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en tampón 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 
ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante un 
pulverizador normal (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre)

5 (mezcla de tanque) Pulverizar mezcla de polinucleótidos de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2% en 
tampón de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 que contiene glifosato a 1682 g de 
equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® (o 
solución de tampón de control de Silwet L-77 al 1%, sulfato de amonio al 2% en tampón de 
fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 que contiene glifosato a 1682 g de equivalente de 
ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) mediante 
pulverizador Milli.

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

Tabla 135

Polinucleótidos 
aplicados en 
combinación

SEQ ID 
NO.

Protocolo Cantidad aplicada de 
cada polinucleótido 

(g/acre)

Polinucleótido 
total aplicado 

(g/acre)

Número 
de copias 

de 
EPSPS*

Resultados**

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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(continuación)

Polinucleótidos 
aplicados en 
combinación

SEQ ID 
NO.

Protocolo Cantidad aplicada de 
cada polinucleótido 

(g/acre)

Polinucleótido 
total aplicado 

(g/acre)

Número 
de copias 

de 
EPSPS*

Resultados**

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 
crecimiento (27 
DAT)

IDT [3] 87,88 0,29

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

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 
retraso en el 
crecimiento (31 
DAT)

IDT [2] 85,86 1,4

IDT [3] 87,88 1,4

IDT [4] 89,90 1,4

IDT [1] 83,84, 1 2,9 12 112, 36 0% control (11 
DAT); 35% con 
retraso en el 
crecimiento (31 
DAT)

IDT [2] 85,86 2,9

IDT [3] 87,88 2,9

IDT [4] 89,90 2,9

IDT [1] 83,84, 1 5,8 23 112, 36 51% con retraso 
en el crecimiento 
(11 DAT); 100% 
con retraso en el 
crecimiento (31 
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 1,2 33, 54 9% con retraso 
en el crecimiento 
(6 DAT)IDT [2] 85,86 0,29

IDT [3] 87,88 0,29

E11753916
25-09-2017ES 2 641 642 T3

 



47

(continuación)

Polinucleótidos 
aplicados en 
combinación

SEQ ID 
NO.

Protocolo Cantidad aplicada de 
cada polinucleótido 

(g/acre)

Polinucleótido 
total aplicado 

(g/acre)

Número 
de copias 

de 
EPSPS*

Resultados**

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

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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(continuación)

Polinucleótidos 
aplicados en 
combinación

SEQ ID 
NO.

Protocolo Cantidad aplicada de 
cada polinucleótido 

(g/acre)

Polinucleótido 
total aplicado 

(g/acre)

Número 
de copias 

de 
EPSPS*

Resultados**

IDT [5] 91,92
1

0,29 0,29 33, 54, 55 71% con retraso 
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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(continuación)

Polinucleótidos 
aplicados en 
combinación

SEQ ID 
NO.

Protocolo Cantidad aplicada de 
cada polinucleótido 

(g/acre)

Polinucleótido 
total aplicado 

(g/acre)

Número 
de copias 

de 
EPSPS*

Resultados**

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

IDT [3] 87,88 29

IDT [2] 85,86 3 29 87 16 48% con retraso 
en el crecimiento 
(14 DAT)IDT [3] 87,88 29

IDT [4] 89,90 29

IDT [1] 83,84, 3 29 87 16 25% con retraso 
en el crecimiento 
(14 DAT)IDT [2] 85,86 29

IDT [4] 89,90 29

IDT [1] 83,84, 3 29 58 16 44% con retraso 
en el crecimiento 
(14 DAT)IDT [4] 89,90 29

IDT [3] 87,88 3 29 58 16 41% con retraso 
en el crecimiento 
(14 DAT)IDT [4] 89,90 29

IDT [2] 85,86 3 29 58 16 40% con retraso 
en el crecimiento 
(14 DAT)IDT [4] 89,90 29

IDT [1] 83,84 3 29 29
16

51% con retraso 
en el crecimiento 
(13 DAT)
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(continuación)

Polinucleótidos 
aplicados en 
combinación

SEQ ID 
NO.

Protocolo Cantidad aplicada de 
cada polinucleótido 

(g/acre)

Polinucleótido 
total aplicado 

(g/acre)

Número 
de copias 

de 
EPSPS*

Resultados**

IDT [2] 85,86 3 29 29
16

0% control (13 
DAT)

IDT [3] 87,88 3 29 29
16

51% con retraso 
en el crecimiento 
(13 DAT)

IDT [4] 89,90 3 29 29
16

51% con retraso 
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 más de un número de copias, las plantas tratadas tuvieron una mezcla de número de 
copias
**DAT = días después del tratamiento; "0% control" significa que no se observó 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 polinucleótido de ARN 25-mero bicatenario para la supresión del gen TIF en Amaranthus 
palmeri se listan en la tabla 14.

Tabla 14

Nombre Secuencia SEQ ID NO:

TIF_dsRNA1
antisentido: 5'-UUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAU-3'

115

sentido: 5'-AUUCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAA-3' 116

TIF_dsRNA2
antisentido: 5'-UAUCUGCUUGUAAGUUCGCCGUUUC-3'

117

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 polinucleótidos de ARNbc 25-meros de TIF se ensayaron en almizcle resistente al glifosato tanto con alto 
número de copias (112) como con bajo número de copias (16) de EPSPS.5
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187)Las plantas con alto número 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 polinucleótido se formularon en tampón de fosfato de 
sodio 10 milimolar (pH 6,8) que contenía sulfato de amonio al 2% y Silwet L-77 al 1%. Treinta minutos después del 5
tratamiento con polinucleótido, las plantas se rociaron con glifosato (1682 g de equivalente de ácido por hectárea de 
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) o no.

188)Las plantas con bajo número 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 25-10
mero de TIF individual a 5,8 gramos/acre; las soluciones de polinucleótido se formularon en tampón de fosfato de 
sodio 10 milimolar (pH 6,8) que contenía sulfato de amonio al 2% y Silwet L-77 al 1%. Treinta minutos después del 
tratamiento con polinucleótido, las plantas se rociaron con glifosato (1682 g de equivalente de ácido por hectárea de 
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) o no.

189)Los resultados se ilustran en las figuras 31 y 32 y demuestran que los polinucleótidos de TIF potencian la 15
actividad de los polinucleótidos de EPSPS y que los polinucleótidos de TIF tienen actividad herbicida por si mismos.

Ejemplo 27

190)Los aspectos de la invención incluyen composiciones de polinucleótidos y procedimientos de uso para potenciar 
la actividad de un herbicida no polinucleotídico en una planta. Por ejemplo, se aplica una composición de 
polinucleótido diseñada para regular un gen diana herbicida o un gen de desactivación de herbicida o un gen de 20
respuesta al estrés o una combinación de dicho genes diana, a una mala hierba o a una planta voluntaria, de 
manera concurrente con o seguida o precedida de la aplicación de un herbicida no polinucleotídico (típicamente un 
herbicida químico convencional), dando como resultado la potenciación de la actividad del herbicida no 
polinucleotídico. La combinación de una composición de polinucleótido con un herbicida no polinucleotídico (por 
ejemplo, un herbicida químico convencional) proporciona un efecto sinérgico, es decir, El efecto herbicida de la 25
combinación es mayor que la suma del efecto herbicida de la composición de polinucleótido y el efecto herbicida del 
herbicida no polinucleotídico.

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

Tabla 1530

Ejemplos de herbicida Gen diana (gen diana del herbicida)

glifosato 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)

Lactofen, flumioxazina, etc protoporfirinógeno 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 proteína D1 del fotosistema II (PSII)

Dinitroanilina, pendimetalina tubulina

Diclobenil, isoxaben celulosa sintasa

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

Gen diana (gen de desactivación del herbicida)

Acetoclor, metolaclor glutatión-s-transferasa (GST)

Muchos, incluyendo 
herbicidas SU

Monooxigenasa, incluyendo citocromos P450 (véase, por ejemplo, un citocromo P450 para 
conferir resistencia a inhibidores de HPPD, benzotiadiazinonas, sulfonilureas y otras clases de 
herbicidas, descritos en la Publicación 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 compartimentalización y secuestro celular (por ejemplo, transportadores ABC)

Ejemplo 28

193)Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulación sistémica de un gen diana endógeno en una 
planta en crecimiento que incluye recubrir por vía tópica sobre las hojas de la planta en crecimiento polinucleótidos 
que tienen una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a, una secuencia de 18 o más 5
nucleótidos contiguos en el gen diana endógeno o en el ARN mensajero transcrito a partir del gen diana endógeno, 
mediante el cual los polinucleótidos permean el interior de la planta en crecimiento e inducen la regulación sistémica 
del gen diana endógeno.

194)Se diseñaron polnucleótidos 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), 10
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 aplicó una solución que 
contiene una mezcla de 8 polinucleótidos de ADNss antisentido en sulfato de amonio al 2% en tampón de fosfato de 
sodio 10 milimolar, pH 6,8, a una tasa de 2,32 g/acre después de la aplicación de pulverización de Silwet L-77 al 
0,5% (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre). Los polinucleótidos ensayados y las observaciones de fenotipo 15
resultantes se listan en la tabla 17.

Tabla 17

Gen Nombre Tamaño 
(nt)

Secuencia SEQ ID 
NO:

Fenotipo

EPSPS (Véanse las secuencias proporcionadas en los 
ejemplos de trabajo 1, 9, 13, 14, 21, 26)

El ARNbc tópico 
seguido de 
glifosato eliminó 
al almizcle 
resistente al 
glifosato (hasta 
60 copias de 
EPSPS) en 7-10 
días

PDS PDS sentido 185 123 El ARNbc tópico 
provocó 
blanqueamiento 
y un fenotipo de 
retraso en el 
crecimiento y es 
sistémico.
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(continuación)

Gen Nombre Tamaño 
(nt)

Secuencia SEQ ID 
NO:

Fenotipo

PDS antisentido 185 124

PPO PPO_OLIGO1 21 125 Los ADN 
antisentido 
tópicos causaron 
retraso en el 
crecimiento de la 
planta.

PPO_OLIGO2 21 126

PPO_OLIGO3 21 127

PPO_OLIGO4 21 128

PPO_OLIGO5 21 129

PPO_OLIGO6 21 130

PPO_OLIGO7 21 131

PPO_OLIGO8 21 132

PAL PAL_OLIGO1 21 133 Los ADN 
antisentido 
tópicos causaron 
retraso en el 
crecimiento de la 
planta.

PAL_OLIGO2 21 134

PAL_OLIGO3 21 135

PAL_OLIGO4 21 136

PAL_OLIGO5 21 137

PAL_OLIGO6 21 138

PAL_OLIGO7 21 139

PAL_OLIGO8 21 140

HPPD HPPD_OLIGO1 21 141 Los ADN 
antisentido 
tópicos causaron 
retraso en el 
crecimiento de la 
planta.

HPPD_OLIGO2 21 142

HPPD_OLIGO3 21 143

HPPD_OLIGO4 21 144

HPPD_OLIGO5 21 145

HPPD_OLIGO6 21 146
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(continuación)

Gen Nombre Tamaño 
(nt)

Secuencia SEQ ID 
NO:

Fenotipo

HPPD_OLIGO7 21 147

HPPD_OLIGO8 21 148

ACCasa ACCA_OLIGO1 20 149 Los ADN 
antisentido 
tópicos causaron 
retraso en el 
crecimiento de la 
planta.

ACCA_OLIGO2 21 150

ACCA_OLIGO3 21 151

ACCA_OLIGO4 21 152

ACCA_OLIGO5 21 153

ACCA_OLIGO6 21 154

ACCA_OLIGO7 21 155

ACCA-OLIGO8 21 156

ALS ALS-OLIGO1 22 157 Sin fenotipo 
significativo

ALS-OLIGO2 22 158

ALS-OLIGO3 22 159

ALS-OLIGO4 22 160

ALS-OLIGO5 22 161

ALS-OLIGO6 22 162

ALS-OLIGO7 22 163

ALS-OLIGO8 22 164

GS 
(glutamina 
sintasa)

GS_OLIGO1 21 165 Sin fenotipo 
significativo

GS_OLIGO2 21 166

GS_OLIGO3 21 167

GS_OLIGO4 21 168

GS_OLIGO5 21 169

GS_OLIGO6 21 170

GS_OLIGO7 21 171

GS_OLIGO8 21 172

195)Se investigó la actividad herbicida de los polinucleótidos de ADNss que se dirigen a las enzimas 4-
hidroxifenilpiruvato (HPPD) y protoporfirinógeno oxidasa (PPO) y un factor de iniciación de la transcripción (TIF) y su 
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efecto en la actividad herbicida cuando se usan en combinación con los herbicidas mesotriona, formesafen y 
atrazina en el almizcle. Los polinucleótidos usados en este experimento fueron 8 oligonucleótidos de ADNss 
antisentido de HPPD (SEQ ID NO: 141-148), 8 oligonucleótidos antisentido de PPO (SEQ ID NO: 125-132) y 8 
oligonucleótidos 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 centímetros 5
cuadrados (4 pulgadas cuadradas) con mezcla para siembra Sun Gro® Redi-Earth que contenía 3,5 kg/metro cúbico 
de fertilizante Osmocote® 14-14-14 en un invernadero con un fotoperiodo de 14 h y una temperatura diurna de 30 
grados centígrados y una temperatura nocturna de 20 grados centígrados. Las plantas se regaron por la parte 
inferior según fuese necesario.

197)Las plantas de 10 a 15 cm de altura se pretrataron manualmente con 40 microlitros (se trataron 4 hojas 10
completamente maduras con 10 microlitros de solución por hoja en cada planta) de una solución de tampón-
tensioactivo (como control, Silwet L-77 al 0,5% y sulfato de amonio al 2%) o una mezcla de tampón-tensioactivo-
ADNss de los oligonucleótidos 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 tampón-
tensioactivo y las plantas tratadas con tampón-tensioactivo-ADNss se trataron usando un pulverizador de campo 15
equipado con una boquilla 9501E y calibrada para suministrar 93 litros de solución por hectárea con un inhibidor de 
HPPD, mesotriona (479,3 g de principio activo por litro, 4 libras de principio activo por galón) o con un inhibidor de 
PPO, fomesafen (239,6 g de principio activo por litro, 2 libras de principio activo por galón) o con un inhibidor del 
fotosistema II, atrazina (principio activo al 90%) tal como se indica en la tabla 18. Se añadió concentrado de aceite 
de cultivo (COC) al 1% a todos los tratamientos herbicidas. Se usó una tasa baja de cada herbicida (mesotriona: 13 20
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 oligonucleótidos.

Tabla 18

Número de 
tratamiento Pretratamiento Principio activo

Tasa (gramos por hectárea de principio 
activo)

0 Tampón-tensioactivo --

1 Sin tratar Mesotriona 13

2 Tampón-tensioactivo Mesotriona 13

3
Tampón-tensioactivo-ADNss-
HPPD

4
Tampón-tensioactivo-ADNss-
HPPD Mesotriona 13

5 Sin tratar Fomesafen 16

6 Tampón-tensioactivo Fomesafen 16

7
Tampón-tensioactivo-ADNss-
PPO

8
Tampón-tensioactivo-ADNss-
PPO Fomesafen 16

9 Sin tratar Atrazina 170

10
Tampón-tensioactivo-ADNss-
TIF

11
Tampón-tensioactivo-ADNss-
TIF Atrazina 170

198)La altura de las plantas se determinó a los cuatro días después del tratamiento con herbicida. Los datos se 25
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 solución de tampón-tensioactivo, ADNss y 
herbicida) se presentan en la tabla 19 y la figura 33. Las plantas tratadas con oligonucleótidos de ADNss antisentido 
de HPPD, oligonucleótidos de ADNss antisentido de PPO y oligonucleótidos de ADNss antisentido de TIF mostraron 
retraso en el crecimiento, midiendo 125, 153 y 115 mm, respectivamente, mientras que las plantas tratadas con 30
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tampón-tensioactivo (control) midieron 185 mm (figura 33). El tratamiento con oligonucleótidos de ADNss antisentido 
de HPPD, oligonucleótidos de ADNss antisentido de PPO y oligonucleótidos de ADNss antisentido de TIF causaron 
respectivamente un 32%, 18% y 38% de reducción del crecimiento en relación con el control de tampón-tensioactivo.

199)No se observaron diferencias importantes en la altura de las plantas entre las plantas tratadas con tampón-
tensioactivo seguido de herbicida y las plantas tratadas solo con herbicida. Las plantas tratadas con oligonucleótidos 5
de ADNss antisentido de HPPD seguidos de mesotriona mostraron la mayor reducción en la altura de las plantas, 
midiendo 100 mm, una reducción del 46% en comparación con las plantas tratadas con tampón-tensioactivo. Las 
plantas tratadas con oligonucleótidos de ADNss antisentido de PPO seguido de fomesafen midieron 126 mm, una 
reducción del 32% en comparación con las plantas tratadas con tampón-tensioactivo. Las plantas tratadas con 
oligonucleótidos de ADNss antisentido de TIF seguido de antrazina midieron 121 mm, una reducción del 34% en 10
comparación con las plantas tratadas con tampón-tensioactivo.

Tabla 19

Número de 
tratamiento Pretratamiento

Principio 
activo

Tasa (gramos por hectárea de 
principio activo)

Alturas de 
plantas (mm)

Error 
estándar

0 Tampón -- -- 185 15

1 Sin tratar Mesotriona 13 180 18

2 Tampón Mesotriona 13 179 18

3 ADNss-HPPD 125 19

4 ADNss-HPPD Mesotriona 13 100 7

5 Sin tratar Fomesafen 23 158 12

6 Tampón Fomesafen 23 139 10

7 ADNss-PPO 153 20

8 ADNss-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 polinucleótidos de ARN bicatenario diseñadas para diferentes 
genes esenciales para determinar el efecto de la secuencia ensayada en el fenotipo observable. Para cada gen 15
esencial, se aplicó una solución del polinucleótido de ARNbc en sulfato de amonio al 2% en tampón de fosfato de 
sodio 10 milimolar, pH 6,8, a almizcle a una tasa de 240 picomoles por planta seguido de la aplicación de 
pulverización de Silwet L-77 al 0,5% (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre). Los polinucleótidos ensayados y las 
observaciones de fenotipo resultantes se listan en la tabla 20.

20
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Ejemplo 30

201)Este ejemplo ilustra polinucleótidos que están diseñados para dirigirse a una región de baja homología de 
secuencia particular y son útiles, por ejemplo, para seleccionar un alelo específico de un gen diana o un gen de una 
especie específica. Los polinucleótidos diseñados para dirigirse a secuencia no codificante son útiles para regular 
ARN no codificantes que están implicados en la regulación génica, por ejemplo, la regulación de ARN no 5
codificantes que se procesan en ARNpi en una vía 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 múltiples sitios de inicio de la transcripción, la secuencia promotora 
usada en este alineamiento es aquella con el sitio de inicio de la transcripción más próximo al extremo 5'. Se 
observó que los genes PDS1 y PDS2 de Nicotiana benthamiana tenían baja homología de secuencia en la región 10
promotora pero alta homología de secuencia en la región codificante.

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

Tabla 21

Mezcla Polinucleótido diana del 
promotor

Secuencia
SEQ ID 

NO.

posición/dir

2 HL419 motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

189 590-567

2 HL420 motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

190 567-590

2 HL421 motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

191 557-536

2 HL422 motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

192 517-497

2 HL423 motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

193 448-427

3 HL424
motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

194 403-438

3 HL425
motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

195 357-337

3 HL426
motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

196 287-264

3 HL427
motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

197 240-183

3 HL428 motivo diana 
de promotor 1 
de PDS

198 86-66

15
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(continuación)

Mezcla Polinucleótido diana del 
promotor

Secuencia
SEQ ID 

NO.

posición/dir

5 HL429 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

199 1313-1336

5 HL430 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

200 1336-1313

5 HL431 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

201 1291-1270

5 HL432 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

202 1256-1236

5 HL433
motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

203 1205-1182

6 HL434 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

204 1156-1135

6 HL435 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

205 1105-1085

6 HL436 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

206 1056-1033

6 HL437 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

207 1016-995

6 HL438 motivo diana 
de promotor 2 
de PDS

208 889-869

1
HL439 Promotor 1 de 

PDS
209

1
HL440 Promotor 1 de 

PDS
210

1
HL441 Promotor 1 de 

PDS
211

Antisentido

1
HL442 Promotor 1 de 

PDS
212

Antisentido

1
HL443 Promotor 1 de 

PDS
213 Antisentido
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(continuación)

Mezcla Polinucleótido diana del 
promotor

Secuencia
SEQ ID 

NO.

posición/dir

1
HL444 Promotor 1 de 

PDS
214 Sentido

1
HL445 Promotor 1 de 

PDS
215 Sentido

1
HL446 Promotor 1 de 

PDS
216

Sentido

4 HL447 Promotor 2 de 
PDS

217 Sentido

4 HL448 Promotor 2 de 
PDS

218
Antisentido

4 HL449 Promotor 2 de 
PDS

219 Antisentido

4 HL450 Promotor 2 de 
PDS

220
Antisentido

4 HL451 Promotor 2 de 
PDS

221
Antisentido

4 HL452 Promotor 2 de 
PDS

222
Sentido

4 HL453 Promotor 2 de 
PDS

223 Sentido

4 HL454 Promotor 2 de 
PDS

224 Sentido

203)Se ensayaron seis combinaciones de polinucleótidos diferentes (1 nanomol/planta de cada polinucleótido 
aplicado) según 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 
polinucleótidos 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 solución de Silwet L-77 al 0,1 % recientemente preparado 5
con ddH2O durante unos pocos segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 
20 microlitros de solución de polinucleótidos a cada una de las dos hojas pretratadas. Las plantas de control positivo 
se trataron de manera similar con un oligonucleótido de ADN que se dirigía a un segmento conservado de la región 
codificante de PDS1 y PDS2; las plantas de control negativas se trataron de manera similar con un oligonucleótido 
de ADN diseñado para silenciar la proteína fluorescente verde (GFP). Las seis combinaciones de polinucleótidos 10
diseñadas para dirigirse a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2 indujeron silenciamiento sistémico en las 
plantas tratadas evidenciado por blanqueamiento. El tratamiento con polinucleótidos de ARNbc o ADNbc de 
aproximadamente 200 pb y que se dirigían a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2 también indujeron 
silenciamiento sistémico en las plantas tratadas, según se evidencia por blanqueamiento.

204)Las siguientes secuencias genómicas adicionales (incluyendo la secuencia promotora y la intrónica y exónica 15
transcrita) listadas en la tabla 22 se identificaron para genes de Amaranthus palmeri para su uso en el diseño de 
polinucleótidos para aplicación tópica:
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Tabla 22
Nombre del 

gen
Secuencia SEQ ID NO.

ACC1 225

ACC3 226

ACC4 227

ACC5 228
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

ACC6 229
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

ALS1 230

ALS2 231
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

EPSPS1 232
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

EPSPS2 233
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

GS3 234

GS5 235
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

HPPD 236

PDS 237
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(continuación)

Nombre del 
gen

Secuencia
SEQ ID 

NO.

PPOX 238

Ejemplo 31

205)Este ejemplo ilustra una secuencia de polinucleótido que regula la expresión génica en más de una especie de 
plantas. Se identificaron dos regiones altamente conservadas en secuencias de EPSPS y mostradas como 
secuencias de "Región 1" y de "Región 2" en la tabla 23.
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Tabla 23

Especie/gen o secuencia 
consenso

Región 1
SEQ ID 

NO:

Región 2
SEQ ID 

NO:

Euphorbia_heterophyll 
a_1Contig1

239 251

Euphorbia_heterophyll 
a_2Contig1

240 252

Ambrosia_trifida_1Co 
ntig1

241 253

velvetleaf_1Contig1 242 254

Xanthium_strumarium_2C
ontig1

243 255

Ipomoea_hederacea_1 
Contig1

244 256

Chenopodium_album_1C
ontig 1

245 257

Digitaria_sanguinalis_1Co
ntig 1

246 258

Senna_obtusifolia_1C 
ontig3

247 259

bledo_EPSPS 248 260

almizcle_EPSPS 249 261

palmer_1Contig1 250 262

206)La tabla 24 lista secuencias de polinucleótidos de ARNbc 21-, 22-, 24-, 35-, 45- y 55-meros diseñados 
basándose en la secuencia consenso de EPSPS para la región 2, 
TNGANGTcAAcATGAAcAAaATGCCaGATGTNGCNATGACNcTtGCNGTNGTTGC (SEQ ID NO: 263).

5
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Tabla 24

Nombre Secuencia
SEQ ID 

NO:

ARNbc 21-mero 
consenso

Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAU 264

Antisentido: AUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU 265

ARNbc 22-mero 
consenso

Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAUG 266

Antisentido: CAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU 267

ARNbc 24-mero 
consenso

Sentido: CAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGU 268

Antisentido: ACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUG 269

ARNbc 35-mero 
consenso

Sentido: UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCU 270

Antisentido: AGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUGACGUCGA 271

ARNbc 45-mero 
consenso

Sentido: UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCUAUGACUCUUG 272

Antisentido: 273

ARNbc 55-mero 
consenso

Sentido:

274

Antisentido:

275

207)Los polinucleótidos de ARNbc consenso de EPSPS se sintetizaron mediante transcripción in vitro y se aplicaron 
por vía tópica 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 5
trataron con los tres ARNbc consenso individuales más cortos (21-, 22-, 24-meros). Después del tratamiento con 
polinucleótidos, las plantas resistentes al glifosato se trataron con glifosato (1682 g de equivalente de ácido por 
hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) y las plantas no resistentes al glifosato se trataron con 
glifosato (105 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®). A los 7 
días después del tratamiento, se observó que los seis polinucleótidos de ARNbc consenso de región 2 de EPSPS 10
controlaban el 100% (eliminó las plantas) de almizcle resistente al glifosato; las plantas de control de almizcle 
tratadas solo con glifosato no fueron eliminadas. A los 7 días después del tratamiento, se observó que los tres 
polinucleótidos de ARNbc consenso de región 2 de EPSPS más 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 proporcionó un control de 15
aproximadamente el 40% (combinando plantas eliminadas y lesionadas); y una mezcla de los tres polinucleótidos de 
ARNbc consenso más cortos (21-, 22-, 24-meros) proporcionaron aproximadamente el mismo control que solo 
glifosato. Los polinucleótidos de ARNbc consenso de región 2 de EPSPS no provocaron un efecto observable en las 
otras especies de malas hierbas (achicoria, grama sanguina, enredadera, cenizo, euphorbia) ensayadas.

Ejemplo 3220

208)Este ejemplo ilustra el uso de un tratamiento tópico con polinucleótidos 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 dañados, un rasgo valioso para frutos y hortalizas donde la 
resistencia al ennegrecimiento es un rasgo deseable.

209)Se diseñaron oligonucleótidos de ADN antisentido con las secuencias mostradas en la tabla 25 para dirigirse a 25
tres genes de polifenol oxidasa (PPO1, PPO2 y PPO3) de lechuga; el texto subrayado indica secuencia de T7 que 
se incluyó en los polinucleótidos 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 más tiempo y tienen ~60% de su tamaño 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 polinucleótidos antisentido de polifenol oxidasa en una solución 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 pequeñas gotas; cada planta se trató con 6,7 5
nanomoles de cada uno de los tres polinucleótidos HH07, HH09 y HH11 (para un total de 20 nanomoles por planta). 
Se trataron plantas de control con un polinucleótido HH02-05 no relacionado (antisentido para fitoeno desaturasa) o 
con tampón (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 tópico de polinucleótido, las hojas de lechuga "no 
tratadas" (es decir, no aquellas tratadas con los polinucleótidos tópicos) se cortaron de la cabeza de lechuga bajo el 10
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 fotografías cada 24 horas. Se tomaron 
muestras de las plantas restantes y se congelaron para el análisis de ARN pequeño y ARNm.

212)Las plantas tratadas con los polinucleótidos antisentido de polifenol oxidasa HH07, HH09 y HH11 mostraron una 
reducción significa en el ennegrecimiento de la costilla central después del tratamiento con jasmonato de metilo. Las 15
plantas tratadas con HH02-05 (antisentido para fitoeno desaturasa) como control mostraron una pequeña reducción 
en el ennegrecimiento de la costilla central en comparación con el control tratado con tampón.

Ejemplo 33

213)Este ejemplo ilustra una composición herbicida adaptada para recubrimiento tópico sobre la superficie exterior 
de una planta en crecimiento que comprende tensioactivo y al menos un agente letal para plantas, la mejora en la 20
que el agente letal para plantas incluye polinucleótidos 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 polinucleótidos la supresión sistémica del gen vegetal. Más específicamente, este ejemplo ilustra una 
composición herbicida adaptada para recubrimiento tópico 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 25
incluye polinucleótidos que efectúan la supresión 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 polinucleótidos aplicados tópicamente para suprimir un gen muy altamente 
expresado (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa) en una planta.

214)Se diseñó un polinucleótido antisentido con la secuencia CATCTCCTTTAATTGTACTGC (SEQ ID NO: 34) para 30
el gen endógeno de fitoeno desaturasa (PDS) de Nicotiana benthamiana, que tiene los fragmentos de secuencia de 
ADNc
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Se diseñaron polinucleótidos 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 5
TTGCCTCATGCTGCTAATCTG (SEQ ID NO: 284) para el gen endógeno de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa 
(EPSPS) de Nicotiana benthamiana, basándose en la secuencia de ADNc de EPSPS de Nicotiana benthamiana
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y

Se diseñaron polinucleótidos antisentido con las secuencias CCACATGGTCCAGTATCTGCC (AK195, RBCS_1-2-3-5
4, SEQ ID
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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 5
de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) endógeno de Nicotiana benthamiana, basándose en fragmentos de 
secuencia de ADNc de cadena 2A pequeños de RuBisCO cloroplástica de Nicotiana benthamiana

10

y
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215)Se trataron plantas de Nicotiana benthamiana usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 12. Se 
prepararon soluciones de polinucleótidos (o polinucleótidos 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 solución de Silwet L-77 al 0,1 % recientemente preparado con ddH2O durante unos 5
pocos segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros de solución 
de polinucleótidos a cada una de las dos hojas pretratadas. Para PDS, cada una de las 5 plantas recibieron 25 
nanomoles del polinucleótido antisentido de PDS (SEQ ID NO: 34); para EPSPS, cada una de las 5 plantas 
recibieron 50 nanomoles de cada polinucleótido antisentido de EPSPS (SEQ ID NO: 279-284); y para RuBisCO, 
cada una de las 5 plantas recibieron 50 nanomoles de cada polinucleótido antisentido de RuBisCO (SEQ ID NO: 10
288-295). Se trataron plantas de control emparejadas con tampón (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 días (PDS y 
EPSPS) o 10 días (RuBisCO) después del tratamiento, se muestran en las figuras 36A - 36B. Las plantas tratadas 
con el polinucleótido antisentido de PDS mostraron un retraso grave del crecimiento (figura 36A) y blanqueamiento. 
Las plantas tratadas con los polinucleótidos antisentido de EPSPS mostraron retraso grave del crecimiento (figura 15
36B) y daño grave en el meristemo y los tejidos del tallo. Las plantas tratadas con los polinucleótidos antisentido de 
RuBisCO mostraron un retraso grave del crecimiento (Figura 36C) y tejidos apicales malformados.

216)Se diseñó un segundo conjunto de experimentos para investigar los efectos de silenciar un componente de la 
vía de silenciamiento de iARN endógena en una planta. Las proteínas argonauta (AGO) son componentes del 
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) que se une a ARN pequeños en el proceso de silenciamiento 20
de iARN. Podría esperarse que la supresión de argonauta reduzca el efecto fenotípico observado causado por un 
proceso de silenciamiento de iARN. Se diseñaron polinucleótidos 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), 25
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 30
(HL522, SEQ ID NO: 312), TTGTCTGGTAATATCACAATC (HL523, SEQ ID NO: 313) para el gen de Argonauta-1 
endógeno de Nicotiana benthamiana, basándose en dos secuencias parciales de ADNc AGO1-2 de Nicotiana 
benthamiana,
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y
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217)Se trataron plantas de Nicotiana benthamiana usando un procedimiento similar al descrito en el ejemplo 12. Se 
prepararon soluciones de polinucleótidos (o polinucleótidos 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 solución de Silwet L-77 al 0,1% recientemente preparado con ddH2O durante unos 5
pocos segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros de solución 
de polinucleótidos a cada una de las dos hojas pretratadas. Para PDS, cada una de las 5 plantas recibieron 25 
nanomoles del polinucleótido antisentido de PDS (SEQ ID NO: 34); para AGO1, cada una de las 5 plantas recibieron 
50 nanomoles de cada uno de los 14 polinucleótidos antisentido de AGO1 (SEQ ID NO: 300-313); para los 
tratamientos combinados de PDS y AGO, cada una de las 5 plantas recibió 25 nanomoles del polinucleótido 10
antisentido de PDS (SEQ ID NO: 34) y 50 nanomoles de cada uno de los 14 polinucleótidos antisentido de AGO1 
(SEQ ID NOS: 300-313) aplicados en hojas separadas. Se trataron plantas de control emparejadas con tampón 
(Silwet L-77 al 0,01% y 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 polinucleótidos antisentido de AGO1 y las plantas tratadas solo con 
tampón. Las plantas tratadas con el polinucleótido antisentido de PDS mostraron blanqueamiento sistémico. Las 15
plantas tratadas con el polinucleótido antisentido de PDS y por separado con los polinucleótidos antisentido de 
AGO1 no mostraron blanqueamiento sistémico, lo que indica que la supresión de AGO1 bloqueó la diseminación 
sistémica de la señal de silenciamiento.

Ejemplo 34

218)Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulación sistémica de un gen diana endógeno en una 20
planta en crecimiento que comprende recubrir por vía tópica sobre las hojas de dicha planta en crecimiento 
polinucleótidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a, una secuencia 
de 18 o más nucleótidos contiguos en dicho gen diana endógeno o en el ARN mensajero transcrito a partir de dicho 
gen diana endógeno, mediante el cual dichos polinucleótidos permean el interior de dicha planta en crecimiento e 
inducen la regulación sistémica de dicho gen diana endógeno. Más específicamente, este ejemplo ilustra el uso de 25
una composición que comprende tensioactivo y polinucleótidos para inducir al menos de manera transitoria la 
regulación sistémica del gen de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) endógeno de Zea mays.
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219)Se identificó una secuencia genómica del gen de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) endógeno de 
Zea mays como
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con una región 5' no traducida ubicada en las posiciones de nucleótidos 1 - 306 y una región 3' no traducida 
ubicadas en las posiciones de nucleótidos 3490 - 3907. Se identificó una secuencia de ADN de EPSPS como

Se diseñó un polinucleótido de ARN bicatenario de 240 pares de bases con una hebra correspondiente a la 5
secuencia de ADN
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que corresponde a un segmento de 240 nucleótidos ubicado en las posiciones de nucleótidos 937 - 1176 de la 
secuencia de ADNc de EPSPS.

220)Se germinaron semillas de Zea mays (Gaspe) sobre papel de germinación. Las plántulas se transfirieron a 
macetas de 10,1 cm (4 pulgadas) y se cultivaron las plantas en una cámara de crecimiento. Se trataron tópicamente 5
plantas de 17 días de edad con polinucleótidos y se usaron tres plantas como controles. Se marcaron dos hojas 
inferiores de cada planta y después se pretrataron sumergiéndolas en una solución de SIlwet L-77 al 0,1%. 
Aproximadamente 30 minutos después del pretratamiento con tensioactivo, se aplicaron 20 microlitros de solución 
de tratamiento a la parte superior de cada una de las dos hojas pretratadas. La solución de tratamiento consistió en 
una mezcla de 100 microlitros de solución de tampón 2X, 90 microlitros de agua, 10 microlitros de una solución de 10
4,6 microgramos/microlitro del ARNbc de EPSPS (correspondiendo una hebra a la SEQ ID NO: 318); la solución de 
tampón 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 días después del 
tratamiento, dos de las tres plantas tratadas con polinucleótido presentaron retraso en el crecimiento con hojas 
apicales dañadas o muertas (similar al fenotipo observado en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con15
polinucleótido de EPSPS), mientras que las tres plantas de control tuvieron un crecimiento y una morfología 
normales (figura 37).

Ejemplo 35

221)Se investigó la eficacia de diferentes sustancias (incluyendo sales, un agente quelante, un humectante y 
poliaminas) como agentes de trasferencia de polinucleótidos o como potenciadores de un agente de trasferencia de 20
polinucleótidos conocido. Previamente, se había demostrado que el sulfato de amonio potencia la permeabilidad de 
las plantas a los polinucleótidos (véase, por ejemplo, el ejemplo 13). La tabla 26 lista el efecto en la actividad 
herbicida (presentado como porcentaje de control/eliminación 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 polinucleótidos (ARN) 
aplicados tópicamente en plantas de almizcle resistentes al glifosato. En este experimento concreto, se observó que 25
el ácido etilendiaminatetraacético (EDTA) al 0,004% actúa de manera similar al sulfato de amonio al 2% en la 
solución de rociado, potenciando la eficacia de los polinucleótidos y potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 26

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

Sin adición 0 7,5

+ 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/eliminación de malas 
hierbas y de la altura de las plantas) de varias sales que incluyen sales inorgánicas (cloruro de sodio, sulfato de 30
sodio, sulfato de amonio, cloruro de amonio) y sales orgánicas (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 polinucleótidos (ARN) aplicados tópicamente sobre plantas de almizcle 
resistentes al glifosato. En este experimento concreto, se observó que el cloruro de amonio y el bromuro de 
tetrabutilfosfonio actuaban de manera similar al sulfato de amonio en la solución de pulverizado, potenciando la 35
eficacia de los polinucleótidos y potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 27

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

Sin adición 0 16,0

+ cloruro sódico al 2% 15 15,0

+ sulfato sódico al 2% 7 17,0
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(continuación)
Tratamiento Control de almizcle (%) Altura de almizcle (cm)

+ sulfato de amonio al 2% 54 9,3

+ cloruro amónico 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/eliminación de malas hierbas y como altura de las plantas) de polinucleótidos (ARN) aplicados por vía tópica 
sobre plantas de almizcle resistentes al glifosato. Se observó que la glicerina potenciaba la eficacia de los 
polinucleótidos, potenciando la actividad herbicida del glifosato.5

Tabla 28

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

Sin adición 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/eliminación de malas hierbas y como altura de las plantas) de polinucleótidos (ARN) aplicados 
por vía tópica sobre plantas de almizcle resistentes al glifosato. Una mezcla de polinucleótidos 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 10
Silwet L-77 al 0,5%, sulfato de amonio al 2% en tampón de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 con vehículo 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 proporción de 55:45) y 1682 g de equivalente de ácido por hectárea 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 15
contenían 16 copias de EPSPS. La altura de las plantas se puntuó a los 21 días después del tratamiento con 
glifosato. Los resultados (presentados como porcentaje de control/eliminación 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 comparación con la sal de potasio.

Tabla 2920

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

Sin adición 0 16

K+ glifosato 23 12,3

K+ glifosato + polinucleótidos de EPSPS 32 10,8

IPA+ glifosato 9 14,5

IPA+ glifosato + polinucleótidos de EPSPS 66 5,5

MEA+ glifosato 9 14,5

MEA+ glifosato + polinucleótidos de EPSPS 66 5,5

225)Se investigó 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 polinucleótidos (ARN) aplicados por 
vía tópica en plantas de almizcle resistentes al glifosato. Se prepararon soluciones de polinucleótidos usando una 
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mezcla de cantidades iguales de las cuatro moléculas de ARNbc "cortas" de tamaño de oligonucleótido descritas en 
el ejemplo 1, que tienen una hebra antisentido diseñada 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 nucleótidos subrayados en la 
figura 1; los ARNbc tenían dos salientes de oligonucleótidos en el extremo 3' de la hebra antisentido y tenían dos 5
desoxinucleótidos en los nucleótidos terminales en el extremo 3' de la hebra con sentido. Las soluciones de 
polinucleótido de ARNbc se prepararon con espermina o espermidina 1 o 10 milimolar o sulfato de amonio al 2%, en 
un tampón de fosfato de sodio 10 milimolar (pH 6,8). Las soluciones de control (sin polinucleótidos) se prepararon 
con espermina o espermidina 1 o 10 milimolar o sulfato de amonio al 2%, en un tampón 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 10
previamente con Silwet L-77 al 1%. Las soluciones de polinucleótidos de ARNbc (11,6 gramos/acre) o las soluciones 
de tampón se aplicaron en forma de gotas sobre cuatro hojas inferiores completamente extendidas de almizcle 
resistente al glifosato mediante pipeteado. Dos días después del tratamiento con polinucleótido, se rociaron las 
plantas con glifosato (3360 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® 
WeatherMAX®). Se tomaron fotografías de las plantas a los 14 días después del tratamiento con glifosato; los 15
resultados se muestran en la figura 39. El tratamiento con ARNbc y espermina 10 milimolar seguido de tratamiento 
con glifosato eliminó al almizcle resistente al glifosato con 33 copias de EPSPS y lesionó y retardó gravemente el 
crecimiento del almizcle resistente al glifosato con 36 copias de EPSPS. El tratamiento solo con espermidina 10 mM 
retardó 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%.20

Ejemplo 36

226)Se ensayó la eficacia de diferentes tensioactivos como agentes de trasferencia de polinucleótidos en soluciones 
pulverizadas de polinucleótidos 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 día del rociado. Una mezcla de polinucleótidos de EPSPS (IDT [1] (SEQ ID NO: 83-84), Se añadieron IDT [3] 25
(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 polinucleótidos totales a cada planta, dependiendo del 
experimento; normalmente se aplicaron 23 microgramos en total de polinucleótidos por planta. Las plantas tratadas 30
se colocaron en un ambiente de invernadero durante 14/10 horas a 26,7/21,1 grados centígrados o 29,4/21,1 grados 
centígrados y una pauta de luz complementaria. Después de 2 a 3 días, las plantas se pulverizaron con glifosato 
("Wmax 2X" o 1682 g de equivalente de ácido por hectárea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) 
mediante un pulverizador normal (93,53 litros/hectárea, 10 galones/acre) y se devolvieron al invernadero. La 
cantidad de control (lesión visual) en relación a los tratamientos sin rociado, la altura de las plantas y las fotos del 35
almizcle se recogieron a diferentes intervalos de tiempo durante hasta 21 días después del tratamiento con glifosato. 
Se registró el peso fresco del material vegetativo por encima del suelo en el último punto de tiempo. Se asignó a 
cada tratamiento una puntuación de lesión general de planta de entre 0 y 3 basándose en el análisis 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 40
cualquier lesión observada causada por el tratamiento solo con glifosato; los resultados se muestran en la tabla 30.

227)También se investigaron las propiedades físicas de los diferentes tensioactivos y se listan en la tabla 30. Se 
prepararon setenta mililitros de solución de tensioactivo (tensioactivo al 0,5% en solución acuosa que contiene 
sulfato de amonio al 2%, tampón (fosfato potásico 20 milimolar, pH 6,8), con o sin un polinucleótido de EPSPS (IDT 
[2] (SEQ ID NO: 85-86), 0,09 miligramos/militro) añadido, en el mismo día de la medición. La tensión superficial 45
dinámica se midió a temperatura ambiental de la sala (22 a 23 grados centígrados) en un tensiómetro Kruss BP100 
usando el procedimiento de máxima presión de la burbuja, representando la tensión superficial frente a la edad de la 
superficie. Se ajustó el instrumento para detectar automáticamente la superficie y sumergir el capilar hasta una 
profundidad de 10 mm. Se registraron las mediciones de tensión superficial para tres edades de superficies 
(aproximadamente 20, 500 y 1250 ms). La tensión superficial en dinas por cm se comunicó en el intervalo de 1250 50
ms como aproximación a la tensión superficial estática y el cambio entre 20 y 500 ms se comunicó como una 
estimación de la tensión superficial dinámica. Los valores de equilibrio hidrófilo-lipófilo para los tensioactivos se 
obtuvieron de referencias de tensioactivos y de la información del producto.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sammons, Robert D.
Ivashuta, Sergey I.
Liu, Hong Wang, Dafu Feng, Paul C.C.
Kouranov, Andrei Y.5
Andersen, Scott E.

<120> MOLÉCULAS DE POLINUCLEÓTIDO PARA REGULACIÓN GÉNICA EN PLANTAS

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

<140> nulo
<141> 08-03-201110

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

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

<150> 61/381.55615
<151> 10-09-2010

<160> 320

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 155720
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 1
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<210> 2
<211> 1761
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 2
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<210> 3
<211> 559
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 3

<210> 4
<211> 1010
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 4 tcccacatcg 1015

<210> 5
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 5
aagattagca cgg 13

<210> 6
<211> 1125
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 630
acgcataaaa t 11

<210> 7
<211> 6
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 7
tttttt 6

<210> 85
<211> 20
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 8
accctccacg actgcccttt 2010

<210> 9
<211> 19
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 915
gtttccttca ctctccagc 19

<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri20

<400> 10
gtagcttgag ccattattgt 20

<210> 11
<211> 20
<212> ADN25
<213> Amaranthus palmeri

<400> 11
gttgatggta gtagcttgag 20

<210> 12
<211> 2030
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 12
accctccacg actgcccttt 20

<210> 1335
<211> 19
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 13
gtttccttca ctctccagc 1940

<210> 14
<211> 18
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare

<400> 1445
aagcggttga gcactgaa 18

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri50

<400> 15
accctccacg actgcccttt 20
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<210> 16
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 16
taatacgact cactataggg caagagatgt cctaggtggg 40

<210> 17
<211> 4410
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 1715
taatacgact cactatagga cagatttctt caggagaaac atgg 44

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 18
gcaagagatg tcctaggtgg g 21

<210> 1925
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 19
acagatttct tcaggagaaa catgg 25

<210> 20
<211> 41
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 20
taatacgact cactataggc atctccttta attgtactgc c 4140

<210> 21
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 21
taatacgact cactataggt ttaattgtac tgccattatt c 41

<210> 22
<211> 2250
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 22
catctccttt aattgtactg cc 225

<210> 23
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 23
tttaattgta ctgccattat tc 22

<210> 24
<211> 2515
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 2420
cacttccatc ctcattcagc tcgat 25

<210> 25
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 25
acacctcatc tgtcacccta tcag 24

<210> 2630
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 26
cagtctcgta ccaatctcca tcat 24

<210> 27
<211> 41
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 27
taatacgact cactataggg atccatgata tcgtgaacat c 4145

<210> 28
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
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<223> Construcción sintética

<400> 28
taatacgact cactataggg gcaaagaaaa atgcgtcg 38

<210> 29
<211> 215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 2910
atccatgata tcgtgaacat c 21

<210> 30
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 30
gcaaagaaaa atgcgtcg 18

<210> 3120
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética25

<400> 31
tgttttatac tgaataatgg cagtacaatt aaaggagatg 40

<210> 32
<211> 15
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 32
catctccttt aattg 1535

<210> 33
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Construcción sintética

<400> 33
catctccttt aattgtac 18

<210> 34
<211> 2145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 3450
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catctccttt aattgtactg c 21

<210> 35
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 35
catctccttt aattgtactg ccattattca gta 33

<210> 3610
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 36
gcagtacaat taaaggagat g 21

<210> 37
<211> 1614
<212> ADN20
<213> Amaranthus palmeri

<400> 37
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<210> 38
<211> 1761
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 38
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<210> 39
<211> 22
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana

<400> 395
ggcagtacaa ttaaaggaga tg 22

<210> 40
<211> 1557
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri10

<400> 40
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<210> 41
<211> 250
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<220>
<221>misc_feature
<222>(27) .. (27)
<223>n es a, c, g o t
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<400> 41

<210> 42
<211> 244
<212> ADN5
<213> Amaranthus palmeri

<400> 42

<210> 43
<211> 25010
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 43

<210> 4415
<211> 250
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 44

20

<210> 45
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<211> 250
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 45

5

<210> 46
<211> 250
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 4610

<210> 47
<211> 250
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri15

<400> 47

<210> 48
<211> 250
<212> ADN20
<213> Amaranthus palmeri

<400> 48
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<210> 49
<211> 250
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 49

<210> 50
<211> 257
<212> ADN10
<213> Amaranthus palmeri

<400> 50

<210> 51
<211> 27315
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 51

<210> 5220
<211> 301
<212> ADN
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<213> Amaranthus palmeri

<400> 52

<210> 53
<211> 17105
<212> ADN
<213> Lactuca sativa

<400> 53
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<210> 54
<211> 42
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 54
taatacgact cactataggg tttggagctt acccaaatgt ac 425

<210> 55
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 55
taatacgact cactataggg aggccacgtc agcatttcat tgttc45

<210> 56
<211> 2315
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 5620
ccattcaatg gtgcaggtaa aac 23

<210> 57
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 57
catagaatgc tccttccact g21

<210> 5830
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 58
caaataaatt ttgtacattt gggtaagctc caa 33

<210> 59
<211> 2349
<212> ADN40
<213> Solanum lycopersicum

<400> 59
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<210> 60
<211> 200
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 60

<210> 6110
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<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 61
taatacgact cactataggg tcgcagcgac tcagaaatta ttg 43

<210> 62
<211> 45
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 62
taatacgact cactataggg gtaaaggccg acagggttca caacc 4515

<210> 63
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 63
cuaccaucaa caaugguguc c 21

<210> 64
<211> 2125
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 6430
ggacaccauu guugauggua g 21

<210> 65
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 65
gucgacaacu ugcuguauag u 21

<210> 6640
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética45

<400> 66
acuauacagc aaguugucga c 21

<210> 67
<211> 21
<212> ARN50
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 67
ggucaccugg acagagaaua g 21

<210> 685
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética10

<400> 68
cuauucucug uccaggugac c 21

<210> 69
<211> 21
<212> ARN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 69
aaugccagau guugcuauga c 2120

<210> 70
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Construcción sintética

<400> 70
gucauagcaa caucuggcau u 21

<210> 71
<211> 282730
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 71
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<210> 72
<211> 200
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 72

<210> 7310
<211> 160
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 73
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<210> 74
<211> 160
<212> ARN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 74

<210> 7510
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 75
atttctccaa acgctcttcg ca 22

<210> 76
<211> 22
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 76
atccaatttc ccattactcg aa 2225

<210> 77
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Construcción sintética

<400> 77
gtttctaatc tctcggcctt tt 22

<210> 78
<211> 2135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

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

<210> 79
<211> 21
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 79
taaccttctt cctctcctct a 2110

<210> 80
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Construcción sintética

<400> 80
gtccttccca tcagctctgg a21

<210> 81
<211> 2020
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 8125
cgtagcagca ccaggaatag 20

<210> 82
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 82
cagcagctac aactataata g 21

<210> 8335
<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética40

<400> 83
cuaccaucaa caaugguguc cauac25

<210> 84
<211> 27
<212> ARN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 84
guauggacac cauuguugau gguagua 2750
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<210> 85
<211> 23
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 85
aguugguggg caaucaucaa uug 23

<210> 86
<211> 2710
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 8615
aacaauugau gauugcccac caacucu 27

<210> 87
<211> 24
<212> ARN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 87
ggucgacaac uugcuguaua guga 24

<210> 8825
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 88
aucacuauac agcaaguugu cgaccuc 27

<210> 89
<211> 24
<212> ARN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 89
ugcaagguca ccuggacaga gaaa 2440

<210> 90
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 90
uauucucugu ccaggugacc uugcaac 27

<210> 91
<211> 2150
<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 91
aacaugaaca aaaugccaga u 215

<210> 92
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 92
aucuggcauu uuguucaugu u 21

<210> 93
<211> 2715
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 9320
guauggacac cauuguugau gguagua 27

<210> 94
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 94
uacuaccauc aacaauggug uccauac 27

<210> 9530
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 95
aauaauugau gauugcccac caacucu 27

<210> 96
<211> 27
<212> ARN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 96
agaguuggug ggcaaucauc aauuauu 2745

<210> 97
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>50
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<223> Construcción sintética

<400> 97
aucacuauac agcaaguugu cgaccac 27

<210> 98
<211> 275
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 9810
guggucgaca acuugcugua uagugau 27

<210> 99
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 99
uauucucugu ccaggugacc uugcaac 27

<210> 10020
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética25

<400> 100
guugcaaggu caccuggaca gagaaua 27

<210> 101
<211> 29
<212> ARN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 101
gguauggaca ccauuguuga ugguaguac 2935

<210> 102
<211> 29
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Construcción sintética

<400> 102
gcuaccauca acaauggugu ccauaccac 29

<210> 103
<211> 2945
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 10350
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gaagaauuga ugauugccca ccaacucac 29

<210> 104
<211> 29
<212> ARN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 104
gaguuggugg gcaaucauca auuauucac 29

<210> 10510
<211> 27
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 105
gaucacuaua cagcaaguug ucgacac 27

<210> 106
<211> 27
<212> ARN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 106
gucgacaacu ugcuguauag ugaucac 2725

<210> 107
<211> 29
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Construcción sintética

<400> 107
guauucucug uccaggugac cuugcacac 29

<210> 108
<211> 2935
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 10840
gugcaagguc accuggacag agaauacac 29

<210> 109
<211> 58
<212> ARN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 109
guauggacac cauuguugau gguaguagaa auacuaccau caacaauggu guccauac 58

<210> 11050
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<211> 58
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 110
aauaauugau gauugcccac caacucugaa aagaguuggu gggcaaucau caauuauu 58

<210> 111
<211> 58
<212> ARN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 111
aucacuauac agcaaguugu cgaccacgaa aguggucgac aacuugcugu auagugau 5815

<210> 112
<211> 58
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 112
uauucucugu ccaggugacc uugcaacgaa aguugcaagg ucaccuggac agagaaua 58

<210> 113
<211> 16825
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 11330

<210> 114
<211> 168
<212> ARN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 114

<210> 11540
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<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 115
uuuucuaaua ccucauccaa ugaau 25

<210> 116
<211> 25
<212> ARN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 116
auucauugga ugagguauua gaaaa 2515

<210> 117
<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 117
uaucugcuug uaaguucgcc guuuc 25

<210> 118
<211> 2525
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 11830
gaaacggcga acuuacaagc agaua 25

<210> 119
<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 119
ggagacgguu uauuuacauu ugugc 25

<210> 12040
<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética45

<400> 120
gcacaaaugu aaauaaaccg ucucc 25

<210> 121
<211> 25
<212> ARN50
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 121
uauuuacagg uuuaccauug guuga 25

<210> 1225
<211> 25
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética10

<400> 122
ucaaccaaug guaaaccugu aaaua 25

<210> 123
<211> 185
<212> ARN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 123

20

<210> 124
<211> 185
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Construcción sintética

<400> 124

<210> 125
<211> 2230
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 12535
gtgatattac ctccaacacg at 22

<210> 126
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 126
atagtaagca caggatcgga g 21

<210> 1275
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética10

<400> 127
ctttcaatcc actgtcaacc g21

<210> 128
<211> 22
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 128
atcaagcgtt cgaagacctc at 2220

<210> 129
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Construcción sintética

<400> 129
cagcaatggc ggtaggtaac a 21

<210> 130
<211> 2130
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 13035
gcaattgccc gaatcctttt a 21

<210> 131
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 131
tagctcaata tcaaggtcct a 21

<210> 13245
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética50
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<400> 132
tcataagcac cctctataca c 21

<210> 133
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 133
ttcttaacct cgtcgagatg 2010

<210> 134
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Construcción sintética

<400> 134
atacccgagt atccttgcaa a 21

<210> 135
<211> 2120
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 13525
tagggcccac ggccttggag t 21

<210> 136
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 136
agcggatata acctcagcta g 21

<210> 13735
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética40

<400> 137
cttcgtggcc caacgaatga c 21

<210> 138
<211> 21
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 138
caagctcggg tccctgcttg c 2150
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<210> 139
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 139
ggaaggtaga tgacatgagt t 21

<210> 140
<211> 2110
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 14015
gatggcatag ttaccactgt c 21

<210> 141
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 141
tccgtagctt acataccgaa g 21

<210> 14225
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 142
tccaagtgaa taggagaaac a 21

<210> 143
<211> 21
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 143
agcagcttct gcgtcttcta c 2140

<210> 144
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 144
acagcacgca cgccaagacc g 21

<210> 145
<211> 2150
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 145
cgatgtaagg aatttggtaa a 215

<210> 146
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 146
cgaggggatt gcagcagaag a 21

<210> 147
<211> 2115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 14720
gtaggagaat acggtgaagt a 21

<210> 148
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 148
gaccccaaga aaatcgtctg c 21

<210> 14930
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 149
gtcttacaag ggttctcaa 19

<210> 150
<211> 21
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 150
atctatgttc acctccctgt g 2145

<210> 151
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
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<223> Construcción sintética

<400> 151
ataaaccatt agctttcccg g 21

<210> 152
<211> 215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 15210
tttattggaa caagcggagt t 21

<210> 153
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 153
tatagcacca cttcccgata g 21

<210> 15420
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética25

<400> 154
gcaccacgag gatcacaaga a 21

<210> 155
<211> 21
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 155
ccacccgaga aacctctcca a 2135

<210> 156
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Construcción sintética

<400> 156
cagtcttgac gagtgattcc t 21

<210> 157
<211> 2245
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 15750
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gttcttcagg gctaaatcgg ga 22

<210> 158
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 158
gttcaagagc ttcaacgaga ac 22

<210> 15910
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 159
atacaaactc caacgcgtcc ag 22

<210> 160
<211> 22
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 160
ctcttggaaa gcatcagtac ca 2225

<210> 161
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Construcción sintética

<400> 161
ctagaaagat acccacccaa tt 22

<210> 162
<211> 2235
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 16240
actagaattc aaacacccac cc 22

<210> 163
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 163
tttctgctca ttcaactcct cc 22

<210> 16450
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 164
tatgtatgtg cccggttagc tt 22

<210> 165
<211> 21
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 165
tcatatccaa gccagatcct c 2115

<210> 166
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 166
tgcatcacac atcaccaaga t 21

<210> 167
<211> 2125
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 16730
gtactcctgt tcaatgccat a 21

<210> 168
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 168
attgatacca gcatagagac a 21

<210> 16940
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética45

<400> 169
agcaattctc tctagaatgt a21

<210> 170
<211> 21
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 170
catcattcct catcgactta g 21

<210> 1715
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética10

<400> 171
ctctcgttgc cctctccata a 21

<210> 172
<211> 21
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 172
caacgcccca ggagaaagtt c 2120

<210> 173
<211> 195
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Construcción sintética

<400> 173

<210> 174
<211> 19530
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 17435

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

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 175

5

<210> 176
<211> 183
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 176

<210> 177
<211> 14315
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 17720

<210> 178
<211> 143
<212> ARN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 178
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<210> 179
<211> 159
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 179

<210> 180
<211> 15910
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 18015

<210> 181
<211> 159
<212> ARN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 181

<210> 18225
<211> 159
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 182

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

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 183

<210> 184
<211> 150
<212> ARN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 184

15

<210> 185
<211> 155
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 185

<210> 186
<211> 15525
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 18630

<210> 187
<211> 159
<212> ARN
<213> Secuencia artificial35
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 187

<210> 1885
<211> 159
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética10

<400> 188

<210> 189
<211> 24
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 189
tcccatctcc cacatgggtt actg 2420

<210> 190
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Construcción sintética

<400> 190
cagtaaccca tgtgggagat ggga 24

<210> 191
<211> 2230
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 19135
ggctgatgaa attcaagtgc ta 22

<210> 192
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

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

<210> 193
<211> 22
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 193
gaacccaaaa ttgtcacttt tt 2210

<210> 194
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Construcción sintética

<400> 194
atgcacttgt ttatactctt gtca 24

<210> 195
<211> 2120
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 19525
atttattagt gttctaaaga a 21

<210> 196
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 196
tgtagtagct tataagatta gctt 24

<210> 19735
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética40

<400> 197
gttgtccctt ttatgggtct tt 22

<210> 198
<211> 21
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 198
cccgtgcaat ttctgggaag c 2150
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<210> 199
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 199
attagttttt tatacacgaa agat 24

<210> 200
<211> 2410
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 20015
atctttcgtg tataaaaaac taat 24

<210> 201
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 201
ttggtggttt ggccacttcc gt 22

<210> 20225
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 202
tttgtttgct atttagctgg a 21

<210> 203
<211> 24
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 203
caatttgcag caactcgcac tgga 2440

<210> 204
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 204
tcccaccatt ggctattccg ac 22

<210> 205
<211> 2150
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 205
ctgtctctct ttttaatttc t 215

<210> 206
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 206
ccactttgca cacatctccc act 24

<210> 207
<211> 2215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 20720
gaggatccac gtatagtagt ag 22

<210> 208
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 208
tttaaataaa gaaattattt a 21

<210> 20930
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 209
taatacgact cactataggg cttgagttta taacgaagct 40

<210> 210
<211> 39
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 210
taatacgact cactataggg cttctaattt tcaaggacg 3945

<210> 211
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
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<223> Construcción sintética

<400> 211
agcttctaat tttcaaggac gata 24

<210> 212
<211> 255
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 21210
gtcatgtgac tccactttga ttttg 25

<210> 213
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 213
ctcaattccg ataaatttaa gaaat 25

<210> 21420
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética25

<400> 214
cgaagctatt ggaccgacct aatttc 26

<210> 215
<211> 26
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 215
ggaattgagg gcttcccaga aattgc 2635

<210> 216
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Construcción sintética

<400> 216
atgacttttt gattggtgaa actaa 25

<210> 217
<211> 4545
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 21750
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taatacgact cactataggt ggaactccaa cacacaaaaa atttc 45

<210> 218
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 218
taatacgact cactataggt tgaaaaataa tcataatttt a 41

<210> 21910
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 219
gcataatata ttgatccggt at 22

<210> 220
<211> 24
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 220
ctgaaagttc atacataggt actc 2425

<210> 221
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Construcción sintética

<400> 221
ggtactccaa ttttcagtat at 22

<210> 222
<211> 2435
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 22240
ctgaaaattg gagtacctat gtat 24

<210> 223
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 223
atgtatgaac tttcagaata ttatacc 27

<210> 22450
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 224
taccggatca atatattatg ct 22

<210> 225
<211> 647
<212> ADN10
<213> Amaranthus palmeri

<400> 225

<210> 226
<211> 73815
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 226
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<210> 227
<211> 880
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 227
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<210> 228
<211> 453
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 228

<210> 229
<211> 3953
<212> ADN10
<213> Amaranthus palmeri

<400> 229
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<210> 230
<211> 595
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 230

<210> 231
<211> 667
<212> ADN10
<213> Amaranthus palmeri

<400> 231
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<210> 232
<211> 2415
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 232
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<210> 233
<211> 3049
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 233
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<210> 234
<211> 1113
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 234
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<210> 235
<211> 882
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<220>
<221> misc_feature
<222>(451)..(459)
<223>n es a, c, g o t

<400> 23510
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<210> 236
<211> 1083
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 236
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<210> 237
<211> 788
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 237
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<210> 238
<211> 2631
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri5

<400> 238
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<210> 239
<211> 23
<212> ADN
<213> Euphorbia heterophylla5

<400> 239
agtttacagg gagatgtaaa gtt 23

<210> 240
<211> 23
<212> ADN10
<213> Euphorbia heterophylla

<400> 240
agtttgcagg gagatgtgaa att 23

<210> 241
<211> 2315
<212> ADN
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<213> Ambrosia trifida
<400> 241
agtttacagg gggatgtaaa gtt 23

<210> 242
<211> 235
<212> ADN
<213> Abutilon theophrasti

<400> 242
agtttgcagg gtgatgtaaa att 23

<210> 24310
<211> 23
<212> ADN
<213> Xanthium strumarium

<400> 243
agtttgcagg gtgatgtgaa att 2315

<210> 244
<211> 23
<212> ADN
<213> Ipomoea hederacea

<400> 24420
agtttacagg gggatgttaa gtt 23

<210> 245
<211> 23
<212> ADN
<213> Chenopodium album25

<400> 245
agtttacagg gtgatgtaaa att 23

<210> 246
<211> 23
<212> ADN30
<213> Digitaria sanguinalis

<400> 246
agtttgcagg gtgatgtgaa att 23

<210> 247
<211> 2335
<212> ADN
<213> Senna obtusifolia

<400> 247
agtttacagg gagatgtaaa att 23

<210> 24840
<211> 23
<212> ADN
<213> Amaranthus rudis/tuberculatus

<400> 248
agtttacagg gtgatgtaaa att 2345

<210> 249
<211> 23
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 24950
agtttacagg gtgatgtaaa att 23

<210> 250
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<211> 23
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 250
agtttacagg gtgatgtaaa att 235

<210> 251
<211> 54
<212> ADN
<213> Euphorbia heterophylla

<400> 25110
tcgatgtgaa catgaacaaa atgccagatg tcgctatgac attggctgtg gttg 54

<210> 252
<211> 55
<212> ADN
<213> Euphorbia heterophylla15

<400> 252
tcgatgtgaa tatgaacaaa atgccagatg ttgctatgac attagctgtg gttgc 55

<210> 253
<211> 55
<212> ADN20
<213> Ambrosia trifida

<400> 253
tcgatgttaa catgaacaaa atgccagatg ttgccatgac gcttgcagtc gttgc 55

<210> 254
<211> 5525
<212> ADN
<213> Abutilon theophrasti

<400> 254
ttgatgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgccatgac tctcgctgtt gttgc 55

<210> 25530
<211> 55
<212> ADN
<213> Xanthium strumarium

<400> 255
ttgatgtcaa catgaacaaa atgcctgatg tcgcaatgac tcttgctgtg gttgc 5535

<210> 256
<211> 55
<212> ADN
<213> Ipomoea hederacea

<400> 25640
ttgatgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgccatgac tcttgctgta gttgc 55

<210> 257
<211> 55
<212> ADN
<213> Chenopodium album45

<400> 257
ttgatgtcaa catgaacaaa atgccagatg tcgcaatgac tcttgctgtt gttgc 55

<210> 258
<211> 55
<212> ADN50
<213> Digitaria sanguinalis

<400> 258
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ttgacgtcaa catgaacaaa atgcctgatg tcgcaatgac tcttgctgtg gttgc 55

<210> 259
<211> 55
<212> ADN
<213> Senna obtusifolia5

<400> 259
ttgatgtcaa catgaacaag atgccagatg ttgccatgac gcttgctgta gttgc 55

<210> 260
<211> 55
<212> ADN10
<213> Amaranthus rudis/tuberculatus

<400> 260
tcgacgtcaa catgaataaa atgccagatg ttgctatgac tcttgcagtt gttgc 55

<210> 261
<211> 5515
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 261
tcgacgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgctatgac tcttgcagtt gttgc 55

<210> 26220
<211> 55
<212> ADN
<213> Amaranthus palmeri

<400> 262
tcgacgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgctatgac tcttgcagtt gttgc 5525

<210> 263
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Construcción sintética

<220>
<221> misc_feature
<222>(2)..(2)
<223>n es a, c, g o t35

<220>
<221> misc_feature
<222>(5)..(5)
<223>n es a, c, g o t

<220>40
<221> misc_feature
<222>(32)..(32)
<223>n es a, c, g o t

<220>
<221> misc_feature45
<222>(35)..(35)
<223>n es a, c, g o t

<220>
<221> misc_feature
<222>(41)..(41)50
<223>n es a, c, g o t

<220>
<221> misc_feature
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<222>(47)..(47)
<223>n es a, c, g o t

<220>
<221> misc_feature
<222>(50)..(50)5
<223>n es a, c, g o t

<400> 263
tngangtcaa catgaacaaa atgccagatg tngcnatgac ncttgcngtn gttgc 55

<210> 264
<211> 2110
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 26415
aacaugaaca aaaugccaga u 21

<210> 265
<211> 21
<212> ARN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 265
aucuggcauu uuguucaugu u 21

<210> 26625
<211> 22
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 266
aacaugaaca aaaugccaga ug 22

<210> 267
<211> 22
<212> ARN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 267
caucuggcau uuuguucaug uu 2240

<210> 268
<211> 24
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 268
caacaugaac aaaaugccag augu 24

<210> 269
<211> 2450
<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 269
acaucuggca uuuuguucau guug 245

<210> 270
<211> 35
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 270
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcu 35

<210> 271
<211> 3515
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 27120
agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 35

<210> 272
<211> 45
<212> ARN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 272
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcuaugac ucuug 45

<210> 27330
<211> 45
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 273
caagagucau agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 45

<210> 274
<211> 55
<212> ARN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 274
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcuaugac ucuugcaguu guugc 5545

<210> 275
<211> 55
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>50
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<223> Construcción sintética

<400> 275
gcaacaacug caagagucau agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 55

<210> 276
<211> 455
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 27610
taatacgact cactataggg ctttattgaa tttagctatg taatc 45

<210> 277
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 277
taatacgact cactataggg tttatcaacc aaatgtgcag c 41

<210> 27820
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética25

<400> 278
taatacgact cactataggg ttgtctgtac ataattgtga gatttgtgg 49

<210> 279
<211> 21
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 279
ctgtgatcat catatgtatc a 2135

<210> 280
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Construcción sintética

<400> 280
ccttaactct ccagctagca a 21

<210> 281
<211> 2145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 28150
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cagcccgcaa atgtttcatt c21

<210> 282
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 282
gccgtcaatg gccgcattgc t 21

<210> 28310
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 283
tccttccctc agaaagggca g 21

<210> 284
<211> 21
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 284
ttgcctcatg ctgctaatct g 2125

<210> 285
<211> 789
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana

<400> 28530
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<210> 286
<211> 799
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 286
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<210> 287
<211> 845
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 287
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<210> 288
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 288
ccacatggtc cagtatctgc c 21

<210> 28910
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética15

<400> 289
caagcaagga acccatccat t 21

<210> 290
<211> 21
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 290
ggccacacct gcatgcattg c 2125

<210> 291
<211> 21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 2915
gtgttcacgg tagacaaatc c 21

<210> 292
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 292
tgcactgcac ttgacgcacg t 21

<210> 29315
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética20

<400> 293
aactgatgca ttgcacttga c 21

<210> 294
<211> 21
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 294
caaatcagga aggtatgaga g 2130

<210> 295
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Construcción sintética

<400> 295
tgtcaaggtt ttgtttcctg g 21

<210> 296
<211> 54340
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana

<400> 296
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<210> 297
<211> 543
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 297

<210> 298
<211> 486
<212> ADN10
<213> Nicotiana benthamiana

<400> 298
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<210> 299
<211> 537
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 299

<210> 300
<211> 21
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 300
ggaggcaaaa tacgagcctc a 2115

<210> 301
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 301
cactaatctt aataccaaac t 21
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<210> 302
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 302
tatgggtcat tagcataggc attat 25

<210> 303
<211> 2110
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 30315
tctcaagaat atcacgctcc c 21

<210> 304
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 304
cccttgggga cgctggcagg tcac 24

<210> 30525
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética30

<400> 305
taatacgact cactataggg ggagagagct agatcttttg 40

<210> 306
<211> 41
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 306
taatacgact cactataggc acagtatttc ttcctccaac c 4140

<210> 307
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 307
ttgctcatct taaatacatg t 21

<210> 308
<211> 2450
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 308
tcatcttaaa tacatgtttt gtca 245

<210> 309
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Construcción sintética

<400> 309
ttatcttcag ggatacatta gc 22

<210> 310
<211> 2415
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 31020
aatactgctt gctcatctta aata 24

<210> 311
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 311
gacaattcca agttcagttt c 21

<210> 31230
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 312
ccgttttaga tcaccataaa gaga 24

<210> 313
<211> 21
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 313
ttgtctggta atatcacaat c 2145

<210> 314
<211> 2937
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana

<400> 31450
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<210> 315
<211> 3274
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana5

<400> 315

ES 2 641 642 T3

 



178

ES 2 641 642 T3

 



179

<210> 316
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<211> 3907
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 316
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<210> 317
<211> 2149
<212> ADN
<213> Zea mays5

<400> 317
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<210> 318
<211> 240
<212> ADN
<213> Zea mays5
<400> 318

<210> 319
<211> 297
<212> ADN10
<213> Nicotiana benthamiana

<400> 319

<210> 320
<211> 26915
<212> ADN
<213> Nicotiana benthamiana
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<400> 320
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de regulación de la expresión de un gen diana endógeno en una planta en crecimiento que 
comprende: aplicar tópicamente sobre la superficie de dicha planta en crecimiento:

(a) al menos un polinucleótido de ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una secuencia que es esencialmente 5
idéntica a o esencialmente complementaria a, 18 o más nucleótidos contiguos de dicho gen diana o una 
secuencia de nucleótidos 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 polinucleótido de ARNbc permee directamente el interior de dicha planta en crecimiento, mediante lo 
cual dicho al menos un polinucleótido de ARNbc induce la supresión de dicho gen diana endógeno en dicha 10
planta en crecimiento

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

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

(a) en el que dicho gen diana codifica una proteína seleccionada entre el grupo que consiste en 5-15
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetohidroxiácido 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 glutatión-s-transferasa (GST), una proteína D1 del 20
fotosistema II, una monooxigenasa, un citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina, una RUBISCO, 
un factor de iniciación de la traducción, una fitoeno desaturasa y una ADN bicatenario adenosina tripolifosfatasa 
(ddATP); y
(b) en el que dicho procedimiento comprende además aplicar dicho herbicida no polinucleotídico a dicha planta 
en crecimiento; mediante lo cual dicho al menos un polinucleótido de ARNbc potencia la actividad de dicho 25
herbicida no polinucleotídico en dicha planta en crecimiento.

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

(a) se regula la expresión de dicho gen diana en células vegetales distintas de aquellas recubiertas por vía 
tópica; o
(b) en el que dicho gen diana endógeno se regula sistémicamente en al menos un órgano de planta; o30
(c) al menos un polinucleótido 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 están creciendo en campo abierto; o
(f) dichas plantas están creciendo en un invernadero; o35
(g) dichas plantas también se rocían con un herbicida no polinucleotídico.

4. Una planta que comprende ARNbc exógeno para suprimir un gen endógeno, en la que dicho ARNbc exógeno no 
se transcribe a partir del ADN integrado en un cromosoma de dicha planta y en la que dicho gen endógeno se 
suprime por la aplicación tópica de un polinucleótido 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 proteína que proporciona resistencia a los 40
herbicidas a la planta en crecimiento.

5. Una composición que comprende:

(a) una solución de uno o más polinucleótidos de ARNbc no transcribibles que comprenden una secuencia 
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de un gen endógeno de una planta o a 
la secuencia de ARN transcrito a partir de dicho gen endógeno; en la que dichos polinucleótidos de ARNbc son 45
capaces de hibridar en condiciones fisiológicas en células de dicha planta con dicho ARN transcrito a partir de 
dicho gen endógeno para efectuar el silenciamiento de dicho gen endógeno; y
(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de dichos uno o más polinucleótidos de ARNbc 
del exterior de dicha célula vegetal al interior de dicha célula vegetal

en el que el gen diana codifica una proteína que proporciona resistencia a los herbicidas a la planta en crecimiento.50

6. La composición de la reivindicación 5, en la que la composición es una composición herbicida líquida.

7. La composición de la reivindicación 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 copolímero de silicona y poliéter; o
(d) dicho agente de transferencia es un copolímero de heptametil siloxano modificado con óxido de polialquileno 
y metiléter de aliloxi-polipropilenglicol (disponible como tensioactivo Silwet® L-77); o
(e) la composición comprende además una molécula herbicida no polinucleotídica; o
(f) dicho gen diana codifica una proteína que proporciona tolerancia a herbicidas seleccionada entre el grupo que 5
consiste en 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetohidroxiácido 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 glutatión-s-transferasa (GST), una 10
proteína D1 del fotosistema II, una monooxigenasa, un citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina, 
una RUBISCO, un factor de iniciación de la traducción, una fitoeno desaturasa y una ADN bicatenario adenosina 
tripolifosfatasa (ddATP).
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