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DESCRIPCION
ARN pequefios en fase

Campo de la invencién

Esta memoria descriptiva describe construcciones de ADN recombinante y ARN pequefios en fase utiles para
regular la expresion de uno o mas genes de interés. También se describen en esta memoria descriptiva células de
plantas transgénicas no naturales, plantas y semillas que contienen una construcciéon de ADN recombinante de la
presente invencion.

Antecedentes de la invencion

Los procedimientos de supresion génica incluyen el uso de antisentido, co-supresion e interferencia de ARN. La
supresion del gen antisentido en las plantas es descrita por Shewmaker et al. en las patentes de los Estados Unidos
5,107,065, 5453,566 y 5,759,829. La supresion génica en bacterias que usa ADN que es complementario al ARNm
que codifica el gen que se va a suprimir se describe por Inouye et al. en las patentes de los Estados Unidos
5,190,931, 5,208,146 y 5,272,065. La interferencia de ARN o la supresion de genes mediada por ARN ha sido
descrita por, e. gramo., Redenbaugh et al. en "Evaluacion de seguridad de frutas y verduras genéticamente
modificadas", CRC Press, 1992; Chuang et al. (2000) PNAS, 97: 4985-4990; y Wesley et al. (2001) Plant J., 27: 581-
590.

Se han descrito varias vias celulares implicadas en la supresion génica mediada por ARN, cada una distinguida por
una via caracteristica y componentes especificos. Véanse, por ejemplo, las resefias de Brodersen y Voinnet (2006),
Trends Genetics, 22: 268-280, y Tomari y Zamore (2005) Genes & Dev., 19: 517-529. La via de ARNip implica la
divisiéon no escalonada de un ARN bicatenario a pequefios ARN interferentes ("ARNip"). La via de microARN implica
microARN ("miARN"), ARN no proteicos que codifican generalmente entre aproximadamente 19 y aproximadamente
25 nucleodtidos (habitualmente aproximadamente 20 - 24 nucleétidos en plantas) que guian la escision en trans de
transcripciones diana, regulando negativamente la expresion de genes involucrados en varias vias de regulacion y
desarrollo; véase Ambros et al. (2003) ARN, 9: 277 - 279. Los miARN de plantas se han definido como un conjunto
de caracteristicas que incluyen un precursor de bucles-tallo emparejado que se procesa mediante DCL1 a un Unico
miARN especifico de ~ 21 nucledtidos, expresion de un solo par de especies de miARN y miARN * del precursor de
ARN bicatenario con salientes en 3' de dos nucledtidos y silenciamiento de objetivos especificos en trans. Véase
Bartel (2004) Cell, 116: 281 - 297; Kim (2005) Nature Rev. Mol. Cell Biol., 6: 376 - 385; Jones-Rhoades et al. (2006)
Annu. Rev. Plant Biol., 57: 19 - 53; Ambros et al. (2003) ARN, 9: 277 - 279. En la via de ARNip de accién trans ("ta-
ARN i"), los miARN sirven para guiar el procesamiento en fase de transcritos primarios de ARNip en un
procedimiento que requiere una ARN polimerasa dependiente de ARN para la produccion de un precursor de ARN
de doble cadena; los ARN i de accion trans se definen por la falta de estructura secundaria, un sitio objetivo de
miARN que inicia la producciéon de ARN bicatenario, requisitos de DCL4 y una ARN polimerasa dependiente de ARN
(RDR®6) y produccién de multiples pequenas fases perfectamente en fase de ~21 nt ARN con duplex perfectamente
coincidentes con salientes en 3'de 2 nucledtidos (véase Allen et al. (2005) Cell, 121: 207-221).

La presente invencion describe una nueva ruta para la supresion génica mediada por ARN, basada en un locus
enddégeno denominado "locus de ARN pequefio en fase", que transcribe a un transcrito de ARN formando una
estructura replegada individual que se divide en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios (denominados
"ARN pequefios en fase") capaces de suprimir un gen diana. A diferencia de los ARNip, un transcrito de ARN
pequefio en fase se divide en fase. En contraste con los miARN, un transcrito pequefio de ARN en fase se escinde
mediante DCL4 o una ribonucleasa ortéloga tipo DCL4 (no DCL1) a multiples ARN pequefios abundantes capaces
de silenciar un gen diana. En contraste con la via ta-ARNip, el locus de ARN pequefio en fase transcribe a un
transcrito de ARN que forma ARN hibridado independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN y sin
un sitio diana de miARN que inicia la produccion de ARN bicatenario. Las nuevas construcciones de ADN
recombinante disefiadas en base a un locus de ARN pequefio en fase son Utiles para la supresién de uno o multiples
genes diana, sin el uso de miARN, taiARN o vectores de expresion disefiados para formar una estructura en
horquilla para procesar a ARNip. Ademas, los sitios de reconocimiento correspondientes a un ARN pequeio en fase
son utiles para la supresion de una secuencia diana en una célula o tejido en la que el ARN pequefio en fase
apropiado se expresa endégenamente o como un transgén.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la presente invenciéon proporciona (1) una construccion de ADN recombinante para la supresion
génica que comprende un promotor funcional en células vegetales, operativamente unido a ADN recombinante que
codifica un transcrito de precursor de ARN pequefio en fase sintética y que comprende una secuencia de
nucledtidos de una secuencia de molde de ARN pequefio en fase, en el que dicho promotor es heterélogo para
dicho ADN recombinante, y en el que dicha secuencia de molde de ARN pequefio en fase comprende una secuencia
de nucledtidos seleccionada de la SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 33, SEQ ID NO. 69, y
la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 34,

en el que dicho transcrito de precursor de ARN pequefio en fase sintético conserva la estructura secundaria del
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transcrito de dicha secuencia de molde de ARN pequefio en fase,

en el que dicha estructura secundaria comprende ARN hibridado que forma una estructura replegada que incluye
dos brazos monocatenarios antiparalelos,

donde un brazo es sustancial pero no perfectamente complementario con el otro brazo,

en el que el apareamiento de bases entre los dos brazos de la estructura replegada da como resultado un ARN de
doble cadena sustancialmente pero no perfectamente que incluye apareamientos erroneos,

en el que dicho ARN hibridado comprende al menos tres ARN bicatenarios pequefios contiguos en fase,

en el que cada ARN bicatenario pequefio en fase comprende dos segmentos de ARN antiparalelo de
aproximadamente 20 a aproximadamente 27 nucleétidos cada uno con al menos un apareamiento erréneo entre
dichos segmentos por lo que dichos apareamientos erréneos se distribuyen a lo largo de dicho ARN hibridado, y

en donde en dicho transcrito de precursor de ARN pequefio en fase sintético al menos uno de los segmentos de
ARN se madifica para suprimir al menos un gen diana reemplazando nucleétidos de un segmento de ARN de al
menos uno de dichos ARN de doble cadena pequefios en fase en dicho molde de ARN pequefio en fase secuencia
con nucleotidos correspondientes a dicho al menos un gen diana,

en el que dicho al menos un gen diana se selecciona de multiples segmentos no consecutivos de un gen diana,
alelos multiples de un gen diana, o multiples genes diana de una o mas especies,

en el que al menos una de dichas dos cadenas antiparalelas de dicho ARN bicatenario pequefio en fase es
aproximadamente 95 % complementario a dicho al menos un gen diana, y

en donde dicho promotor es heterdlogo a dicho ADN recombinante.

En un aspecto adicional, la presente invencidon proporciona (2) una célula vegetal transgénica que tiene en su
genoma la construccion de ADN recombinante como se define en (1) anteriormente. En un aspecto adicional, la
presente invencion proporciona (3) una célula vegetal transgénica que tiene en su genoma la construccion de ADN
recombinante como se define en (1) anteriormente, en la que (i) dichos ARN de doble cadena pequefios en fase
inhiben una funcidn biolégica esencial en un objetivo plaga y dicha célula de planta transgénica produce ademas una
0 mas proteinas insecticidas Bt que son toxicas para dicha plaga objetivo; o (ii) dichos ARN de cadena doble
pequefios en fase silencian un gen de patégeno virico y dicha célula de planta transgénica expresa ademas
transgénicamente la proteina de cubierta de dicho patdgeno virico. En un aspecto adicional, la presente invencion
proporciona (4) una planta transgénica que comprende la célula de planta transgénica no natural como se define en
(2) o (3) anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencion es (6) un procedimiento para suprimir al menos un gen diana en una planta o
de una plaga o patégeno de dicha planta que comprende (a) transcribir la construccién de ADN recombinante como
se define en (1) anteriormente en dicha célula vegetal, o (b) proporcionar ARN de cadena doble pequefios en fase
producidos a partir de dicha construccion de ADN recombinante como se define en (1) anterior a dicha planta. Otras
realizaciones especificas de la invencion se describen en la siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa un ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios
("ARN pequefios en fase") como se describe en el Ejemplo 1.

La figura 2 representa un ejemplo de una secuencia de ADN gendémico (SEQ ID NO. 9) incluyendo la secuencia
de ADNCc, secuencia intronica y brazos replegados que transcriben a ARN hibridado como se describe en el
Ejemplo 1.

La figura 3 representa los resultados del silenciamiento génico en embriones de maiz usando una construccion
de ADN recombinante que incluye ADN que transcribe a ARN que contiene un sitio de reconocimiento que
corresponde a al menos un ARN pequefio en fase como se describe en el Ejemplo 2

La figura 4 representa los resultados del analisis de transferencia Northern de tejido de granos de maiz en
desarrollo usando una unica sonda de oligonucleétidos con secuencia complementaria a un ARN pequefio en
fase enddgeno, como se describe en el Ejemplo 2

La figura 5 representa la estructura secundaria predicha de una secuencia de molde de ARN pequefio en fase
(SEQ ID NO. 17) basado en un locus de ARN pequefio en fase endégena y de una construcciéon de supresion de
genes modificada genéticamente (SEQ ID NO. 32) que esta disefiado para suprimir genes diana mdltiples, como
se describe en el Ejemplo 3.

La figura 6 representa la transcripcién de ARN (SEQ ID NO. 34) que contiene ARN hibridado en una estructura
replegada Unica predicha a partir de un locus de ARN pequefio en fase endégena (LOC_0s12g42380.1 |
11982.m08017) que tiene la secuencia de SEQ ID NO. 33, como se describe en el Ejemplo 4. Este locus se
identifico a partir de granos maduros de arroz y plantulas, y contenia los ARN pequefios en fases enumerados en
Tabla 4. La transcripcion (SEQ ID NO. 34) incluye una secuencia de flanqueo en 5 ' (SEQ ID NO. 66) y 3’
secuencia flanqueante (SEQ ID NO. 67), y una secuencia de espaciador (SEQ ID NO. 68), localizado entre los
brazos 5 'y 3' de la estructura replegada. Los extremos 5 'y 3' de la transcripcion se indican en la parte superior
de la figura; en la parte inferior de la figura, se muestra que la transcripcion tiene un giro o bucle compacto de
solo 3 nucleodtidos.

La figura 7A representa la pequefia abundancia de ARN en transcripciones por un cuarto de millén de
secuencias ("tpq") a lo largo de aproximadamente 2 kilobases del locus de ARN pequefio en fase que tiene la
secuencia de SEQ ID NO. 33, como se describe en el Ejemplo 4.

Figura 7B representa una vista ampliada de esta pequefia regidon de ARN y la fase de 21 nucleétidos de la
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pequefia abundancia de ARN.

La figura 8 representa los resultados de los estudios que caracterizan adicionalmente el locus de ARN pequefio
en fase Os06g21900, como se describe en el Ejemplo 5. Figura 8A representa el transcrito correspondiente a un
precursor clonado del locus de sARN en fase Os06g21900. Este precursor contenia los ARN pequefios en fase
distribuidos entre dos regiones a lo largo de la transcripcion. Figura 8B representa los dos exones (exones 2 y 3,
indicados por las regiones sombreadas) contenidos dentro de este locus y que forman una estructura larga,
imperfecta y retrégrada que contiene ocho ARN pequefios en fase de 21 nucleétidos, separados por un intrén de
~1, 2 kB. Figura 8C representa los resultados del analisis de transferencia Southern que confirma que la
expresion del ARN pequefio en fase del locus de sARN en fase Os06g21900 se encuentra en el grano de arroz
pero no en las plantulas de arroz o en otras especies de plantas probadas. Figura 8D representa los resultados
del analisis de transferencia Southern de los transformados Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) ecotipo y
mutantes dcl/1-7 y dcl4-1; la transferencia se analizé con sondas correspondientes a ARN pequerios en fase "P7"
(SEQID NO. 6), y "P5" (SEQ ID NO. 4), un miARN candnico (miR173) y un ARN i que actua en trans (ta-siR255).
Estos resultados demuestran que el locus de ARN pequefio en fase Os06g21900 se proceso de manera eficiente
en una planta de dicotiledoneas y requirio que DCL4, y no DCL1, se escindiera en fase.

La figura 9 representa las estructuras de ARN hibridadas predichas a partir de transcripciones de un locus de
ARN pequefio en fase que ocurre en la naturaleza y un locus de ARN pequefio en fase sintética, como se
describe en el Ejemplo 7. Figura 9A representa la estructura replegada de la transcripcion del locus endégeno
de ARN pequefio en fase Os06g21900 (SEQ ID NO. 69); Figura 9B representa la estructura replegada del
precursor de ARN pequefio en fase sintético codificado por SEQ ID NO. 77.

Descripcion detallada

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados tienen el mismo significado
que entiende habitualmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece la presente invencion. En general,
la nomenclatura utilizada y los procedimientos de fabricacién o de laboratorio descritos a continuacidon son bien
conocidos y habitualmente empleados en la técnica. Se usan procedimientos convencionales para estos
procedimientos, tales como los provistos en la técnica y varias referencias generales. A menos que se indique lo
contrario, se dan secuencias de acidos nucleicos en el texto de esta memoria descriptiva, cuando se leen de
izquierda a derecha, en la direccion de 5 'a 3'. Las secuencias de acido nucleico pueden proporcionarse como ADN
o como ARN, como se especifica; la divulgacion de uno necesariamente define al otro, como es conocido por un
experto en la técnica. Cuando se proporciona un término en singular, los inventores también contemplan aspectos
de la invencion descritos por el plural de ese término. La nomenclatura utilizada y los procedimientos de laboratorio
descritos a continuacion son los bien conocidos y habitualmente empleados en la técnica. Cuando existan
discrepancias en los términos y definiciones utilizados en las referencias, los términos utilizados en esta solicitud
tendran las definiciones dadas. Otros términos técnicos utilizados tienen su significado ordinario en la técnica que se
usan, como se ejemplifica en una variedad de diccionarios técnicos.

CONSTRUCCION DE ADN RECOMBINANTE QUE CODIFICA UN TRANSCRITO QUE SE PLIEGA EN ARN
HIBRIDADO QUE SE ESCINDE EN FASE IN VIVO

Esta memoria descriptiva proporciona una construccién de ADN recombinante que codifica un transcrito que se
pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion
génica. Por "ARN hibridado" se entiende ARN que ha sufrido apareamiento de bases de Watson-Crick entre
cadenas de ARN que son sustancialmente complementarias, formando asi ARN que esta sustancialmente, pero
preferentemente no completamente, emparejado por bases o hibridado entre cadenas; esto esta en contraste con la
produccion convencional de ARNip a partir de dos cadenas perfectas o casi perfectas emparejadas por bases que
forman ARN completamente bicatenario. En un aspecto preferente, el "ARN hibridado" incluye dos cadenas sencillas
de ARN que son parte de una sola molécula, en la que las dos cadenas individuales son sustancialmente
complementarias y estan dispuestas antiparalelas entre si, lo que permite que las dos cadenas individuales se
emparejen por pares. el uno al otro; la formacién del ARN hibridado se produce por emparejamiento de bases
intramoleculares. En un aspecto alternativo, "ARN hibridado" incluye dos cadenas sencillas de ARN que cada una
forma parte de una molécula separada; la formacion del ARN hibridado se produce por emparejamiento de bases
intermoleculares. En un aspecto particularmente preferente, el ADN recombinante codifica un transcrito de ARN que
forma una estructura replegada que incluye dos brazos monocatenarios antiparalelos, en el que un brazo es
sustancial pero no perfectamente complementario con el otro brazo y el apareamiento de bases entre los dos brazos
de la estructura replegada da como resultado ARN sustancialmente bicatenario sustancialmente pero no
perfectamente que incluye apareamientos erroneos; preferentemente, los apareamientos erréneos se distribuyen a
lo largo de la longitud del ARN hibridado (tal como al menos un apareamiento erroneo dentro de un segmento dado
de 21 nucledtidos contiguos), tal como se representa en la figura 1, la figura 6 y la figura 8B. Por tanto, en un
aspecto preferente de esta memoria descriptiva, el ARN hibridado incluye una estructura derivada de un transcrito
de un locus de ARN pequeiio en fase que se produce de forma natural, tal como una estructura seleccionada a partir
de las estructuras representadas en la figura 1, la figura 5, la figura 6, y la figura 8B.

El ARN hibridado se produce independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN; esto esta en
contraste con trans-Produccién de ARNip en donde el ARN bicatenario se forma mediante la accion de una ARN
polimerasa dependiente de ARN que sintetiza una cadena complementaria usando la transcripcion de ARN original
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como molde. Preferentemente, los nucleétidos que forman el ARN hibridado son nucledtidos del transcrito de ARN
original (la cadena "mas") transcritos de la construccion de ADN recombinante, y no nucleétidos en una segunda
molécula de ARN tal como una (la cadena "negativa") formada por la accién de una ARN polimerasa dependiente de
ARN en la transcripcion de ARN original.

Por "dividido en fase" in vivo significa que el ARN hibridado se procesa enzimaticamente o se "corta" in vivo en
segmentos mas cortos en los que el sitio de escision no esta distribuido aleatoriamente a lo largo del ARN hibridado.
El ARN hibridado se procesa in vivo mediante una ribonucleasa en segmentos mdultiples, mas cortos,
sustancialmente (pero preferentemente no perfectamente) bicatenarios, es decir, multiples ARN pequefios
sustancialmente de doble cadena, que estan dispuestos de forma contigua, tal como se representa en la figura 1, la
figura 6 y la figura 8B; esto estd en contraste con los microARN canodnicos, en los que hay una acumulacion
sustancial de solo un unico microARN maduro del transcrito precursor. El ribonucleétido escinde el ARN hibridado de
forma no aleatoria, lo que da como resultado una distribucién de frecuencia de los multiples pequefios ARN
bicatenarios que estan en fase; esto esta en contraste con la produccion de ARNip convencional en donde el sitio de
escision no da como resultado una distribucién de frecuencia en fase de ARNip. Preferentemente, la fase de esta
distribucion de frecuencia es de aproximadamente 21 nucleétidos, tal como se representa en la figura 7. Por lo tanto,
los multiples ARN bicatenarios pequenos producidos a partir de una construccién recombinante de la presente
invencion se denominan "ARN pequefios en fase". El término "ARN pequefios en fase" también se aplica a una
Unica cadena del par de cadenas que forma un pequefio ARN bicatenario dado producido a partir de una
construccién recombinante de la presente invencién; en un aspecto preferente descrito en el presente documento,
una hebra del par se acumula a un nivel mayor que el otro.

En un aspecto preferente, el ARN hibridado se escinde en fase in vivo por una ribonucleasa que no sea una
ribonucleasa DCL1. En una realizacion mas preferente, el ARN hibridado se escinde en fase in vivo mediante DCL4
o una ribonucleasa de tipo DCL4 (tal como un ortdlogo DCL4 de cualquier planta de monocotiledoneas o
dicotiledoneas, tales como plantas de interés comercial o agricola, tales como plantas de cultivo (especialmente
plantas de cultivo utilizadas para alimentacion humana o animal), madera, arboles y plantas que producen fibra,
pulpa o celulosa, plantas vegetales, plantas frutales y plantas ornamentales, como las que se enumeran a
continuacion bajo el titulo "Fabricacion y uso de células vegetales transgénicas y plantas transgénicas") en multiples
cadenas bicatenarias pequefias ARN ("ARN pequefios en fase") para la supresion génica.

En un aspecto preferente, el ARN hibridado se escinde en fase in vivo a al menos tres pequefios ARN bicatenarios
("ARN pequefio en fase"). Varias realizaciones abarcadas por la presente invencion incluyen construcciones de ADN
recombinante que dan lugar a 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o incluso mas ARN pequefios en fase,
respectivamente.

Cada pequefio ARN en fase es contiguo al siguiente; ejemplos de esta disposicion se representan en la figura 1, la
figura 6y la figura 8B. Cada ARN pequerio en fase incluye dos segmentos de ARN antiparalelos, cada uno de los
cuales contiene de aproximadamente 20 a aproximadamente 27 nucleétidos (por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26
0 27 nucleotidos). El emparejamiento de bases entre los dos segmentos de ARN antiparalelos es suficiente para que
formen un ARN sustancialmente bicatenario. En un aspecto preferente, cada pequefio ARN bicatenario o ARN
pequefio en fase incluye al menos un apareamiento erréneo. Una falta de coincidencia generalmente incluye uno o
mas nucledtidos emparejados sin base (en uno o ambos segmentos), formando un "bache" o "abultamiento” o "asa"
dentro del ARN bicatenario apareado en bases. Cada pequefio escalonado puede incluir una o mas bases
separadas que forman un saliente en uno o en ambos extremos; mas preferentemente, el saliente es un alero de 2
nucledtidos tal como se representa en la figura 1, la figura 6 y la figura 8B.

Cada ARN pequefio en fase preferentemente es capaz de suprimir un gen diana. En una realizacion, la supresion
génica por los ARN pequefios en fase es de un gen diana; por ejemplo, cada ARN pequefio en fase suprime el
mismo segmento de un solo gen diana o diferentes segmentos de un solo gen diana. En otra realizacion, la
supresion génica por los ARN pequefios en fase es de multiples genes diana. Lo mas preferente es que una de las
dos hebras antiparalelas que compone cada ARN pequefio en fase sea sustancialmente complementaria, o casi
perfectamente complementaria, o incluso perfectamente complementaria, para un gen o secuencia diana, como se

describe a continuacién bajo el titulo "Genes diana". ", que también proporciona una discusion detallada de los
genes diana adecuados.

La construccion de ADN recombinante puede incluir una secuencia de nucleétidos derivada de una secuencia de
molde de ARN pequefio en fase seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
17, SEQ ID NO. 33, la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 34, y SEQ ID NO. 69, en el que al menos un
segmento de 21 nucledtidos contiguos en la secuencia de molde de ARN pequefio en fase se modifica para suprimir
un gen diana (es decir, modificado para suprimir un gen distinto del objetivo nativo del ARN pequefio en fase nativo).
En un aspecto preferente de esta memoria descriptiva, la construccion de ADN recombinante incluye una secuencia
de nucledtidos derivada de una secuencia de molde de ARN pequefio en fase seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 33, la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO.
34, y SEQ ID NO. 69, en el que se modifican segmentos multiples de aproximadamente 20 a aproximadamente 28
(por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o 28) nucledtidos contiguos de modo que la transcripcion se escinde en
fase in vivo a multiples ARN pequeiios de fase sintética que suprimen un gen diana.
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En otro aspecto preferente de esta memoria descriptiva, la construccion de ADN recombinante incluye al menos una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 27,
la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 66, la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 67, y la secuencia
de ADN que codifica SEQ ID NO. 68. UN CONSTRUCTO DE ADN RECOMBINANTE QUE TRANSCRIBE A UNA
PRIMERA Y SEGUNDA SERIE DE SEGMENTOS DE ARN CONTIGUO QUE FORMULAN ARN HIBRIDO QUE SE
CLARO EN FASE IN VIVO

Otro aspecto de esta memoria descriptiva proporciona una construccion de ADN recombinante que incluye ADN que
transcribe a: (a) una primera serie de segmentos de ARN contiguos y (b) una segunda serie de segmentos de ARN
contiguos, en donde la primera serie de segmentos de ARN contiguos se hibridan in vivo a la segunda serie de
segmentos de ARN para formar ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios
pequefios ("ARN pequefios en fase") para la supresion génica. Esta construccion de ADN recombinante puede
incluir un locus de ARN pequefio en fase que se produce de forma natural, tal como se describe en esta descripcion,
0 puede incluir una secuencia sintética no natural. Mas preferentemente, el ARN hibridado se escinde en fase
mediante DCL4 o una ribonucleasa de tipo DCL4 (como un ortélogo DCL4 de cualquier planta de monocotiledéneas
o dicotileddneas, como las enumeradas a continuacion bajo el titulo "Fabricacion y uso de células vegetales
transgénicas y plantas transgénicas").

En aspectos preferentes de la construccion de ADN recombinante, cada uno de los segmentos de ARN consta de
entre 20 y 27 nucledtidos. En un aspecto particularmente preferente, la primera y la segunda serie incluyen
segmentos de ARN de 21 nucleétidos. Cada par de ARN pequefios que componen un pequefio ARN bicatenario
dado ("ARN pequefio en fase") puede tener la misma longitud, o puede tener diferentes longitudes, como se ilustra
en la figura 8B y Tabla 4. En un aspecto preferente, el par de ARN pequefios que forman un pequefio ARN
bicatenario dado ("ARN pequefio en fase") es un par de ARN pequefios de 21 nucledtidos. En un aspecto, los
segmentos de ARN contiguos son todos del mismo tamafo. En un aspecto preferente, todos los segmentos de ARN
consisten en 21 nucleodtidos. En otro aspecto, los segmentos de ARN varian en tamafio; preferentemente tienen un
tamano tal que cuando la primera serie y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos se hibridan, los
segmentos individuales se alinean de una manera que permite la division en fase a los pequefios ARN de doble
cadena pretendidos. En un aspecto preferente, la primera y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos
contienen un ndmero igual de segmentos de ARN que estan dispuestos de manera que cuando la primera serie y la
segunda serie de segmentos de ARN contiguos hibridan y forman un ARN duplex (ARN hibridado), un ARN el
segmento de un tamafo dado en la primera serie se hibrida con un segmento de ARN correspondiente en la
segunda serie de tamafo equivalente.

En un aspecto preferente de la construccion de ADN recombinante, las cadenas del ARN hibridado se localizan en
una unica molécula y la construccion ademas incluye ADN que transcribe a un espaciador que une la primera y la
segunda serie de segmentos de ARN contiguos. El espaciador generalmente incluye ADN que no se corresponde
con el gen diana (aunque en algunas realizaciones puede incluir una secuencia sentido o antisentido del gen diana).
El espaciador incluye al menos aproximadamente 4 nucledtidos; en diversas realizaciones, el espaciador contiene al
menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 30, al menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente
60, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 120, o al menos
aproximadamente 150 nucledtidos. En una realizacion, el espaciador es una secuencia de nucleétidos contigua
derivada del espaciador de un transcrito de un locus de ARN pequefio en fase que se produce de forma natural.
Ejemplos de espaciadores son provistos por SEQ ID NO. 23 y SEQ ID NO. 68 asi como espaciadores que tienen al
menos un 90 % de identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID NO. 23 y SEQ ID NO. 68.

En un aspecto, el espaciador esta disefiado para transcribirse en ARN monocatenario o al menos parcialmente ARN
bicatenario (tal como en una disposicion de "bucle de tallo besante"), o a un ARN que asume una estructura
secundaria o de tres cadenas. configuracion dimensional (por ejemplo, un gran bucle de la secuencia antisentido del
gen diana o un aptamero) que confiere al transcrito una caracteristica deseada adicional, tal como una mayor
estabilidad, vida media aumentada in vivo, o especificidad celular o tisular. En un ejemplo, el espaciador se
transcribe a un bucle de estabilizacién que une la primera y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos
(véase, por ejemplo, Di Giusto y King (2004) J. Biol. Chem., 279: 46483-46489) En otro ejemplo, el espaciador
transcribe ARN que incluye un aptamero de ARN (por ejemplo, un aptamero que se une a un ligando especifico de
la célula) que permite la orientacion especifica de células o tejidos de los ARN pequefios en fase.

En muchos aspectos, la construccion de ADN recombinante incluye adicionalmente ADN que codifica la secuencia
flanqueante 5 '(por ejemplo, SEQ ID NO. 18 y SEQ ID NO. 66) y / o 3’ secuencia de flanqueo (por ejemplo, SEQ ID
NO. 27 y SEQ ID NO. 67) que son adyacentes a la parte de la transcripcién que es el ARN hibridado. En otros
aspectos de la construcciéon de ADN recombinante, las cadenas del ARN hibridado se localizan en moléculas
separadas. Los aspectos preferentes incluyen una construccion de ADN recombinante que incluye al menos una
secuencia de nucleétidos derivada de un transcrito de un locus de ARN pequeiio en fase que se produce de forma
natural seleccionado del grupo que consiste en la secuencia flanqueante 5 ', la secuencia flanqueante 3' y la
secuencia espaciadora. Otros aspectos incluyen una construccion de ADN recombinante que incluye al menos una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 27,
la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 66, la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 67, y la secuencia
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de ADN que codifica SEQ ID NO. 68. Aspectos adicionales incluyen una construccion de ADN recombinante que
incluye al menos una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con
cualquiera de SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 27, la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 66, la
secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 67, y la secuencia de ADN que codifica SEQ ID NO. 68.

Las construcciones de ADN recombinante estan disefiadas para suprimir uno o mas genes diana como se describe
a continuacion bajo el titulo "Genes diana". La construccion esta disefiada de modo que cada segmento de ARN de
la primera serie se hibrida con un segmento de ARN de la segunda serie; la transcripcion transcrita de la
construccion se divide en fase en vivo, dando como resultado mudultiples ARN bicatenarios pequefios ("ARN
pequenfos en fase") que corresponden a los segmentos de ARN hibridados emparejados. Preferentemente, cada uno
de los ARN pequefios en fase contiene al menos un apareamiento erréneo. Un apareamiento erréneo generalmente
incluye uno o mas nucledtidos sin pares de bases (en uno o ambos segmentos), formando un "bache" o
"abultamiento” o "asa" dentro del ARN bicatenario emparejado por pares de base.. En un aspecto preferente, cada
ARN pequefio en fase incluye una o mas bases desparejadas que forman un saliente en uno o en ambos extremos;
mas preferentemente, el saliente es un alero de 2 nucleétidos tal como se representa en la figura 1, la figura 6y la
figura 8B. En un aspecto preferente, al menos uno de los ARN pequefios en fase esta disefiado para suprimir uno o
mas genes diana; es decir, una de las dos hebras antiparalelas que conforman el ARN pequefio en fase es
sustancialmente complementaria a un gen diana.

La primera y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos estan disefiadas para que cuando la primera serie y
la segunda serie de segmentos de ARN contiguos se hibriden y formen un ARN duplex (ARN hibridado), los
pequefios ARN bicatenarios resultantes de la escision en fase de la hibridacion El ARN silencia el gen o genes
diana. Lo mas preferentemente, la estructura secundaria del transcrito se mantiene de modo que sea
sustancialmente similar a la de un locus de ARN pequefio en fase que se produce de forma natural (por ejemplo,
como se representa en la figura 1, la figura 6 y la figura 8B).

Un procedimiento general para disefiar segmentos de ARN correspondientes a pequefios ARN en fase para silenciar
un gen diana, util para hacer una construccion de ADN recombinante, incluye los pasos:

(a) Seleccionar una secuencia diana Unica de al menos 18 nucleétidos especificos para el gen diana, e. gramo.
mediante el uso de herramientas de alineacién de secuencias como BLAST (consulte, por ejemplo, Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol., 215: 403-410; Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402), por ejemplo, de
bases de datos de ADNc de maiz y de ADN gendmico, para identificar ortélogos de transcritos diana y cualquier
coincidencia potencial con genes no relacionados, evitando asi el silenciamiento no intencionado de secuencias
no diana.

(b) Analizar el gen diana para secuencias indeseables (por ejemplo, coincide con secuencias de especies no
objetivo, especialmente animales), y puntuar cada segmento potencial de 19 meros para el contenido de GC,
puntuacion de Reynolds (ver Reynolds et al. (2004) Nature Biotechnol., 22: 326-330), y la asimetria funcional
caracterizada por una diferencia negativa en la energia libre ("AAG") (ver Khvorova et al. (2003) Cell, 115: 209-
216) Preferentemente se seleccionan 19-meros que tienen todas o la mayoria de las siguientes caracteristicas:
(1) una puntuacién de Reynolds> 4, (2) un contenido de GC entre aproximadamente 40 % a aproximadamente
60 %, (3) un AAG negativo, (4) una adenosina terminal, (5) falta de una serie consecutiva de 4 o mas del mismo
nucleétido; (6) una ubicacion cerca del extremo 3’ del gen diana; (7) diferencias minimas del transcrito de
precursor de ARNip en fase disefiado. Preferentemente, se seleccionan multiples (3 o mas) 19-meros para la
prueba.

(c) Determinar el complemento inverso de los 19-meros seleccionados para utilizar en la fabricacion de ARN
pequenios sintéticos en fase de 21 meros \; el nucleétido adicional en la posicién 20 se adapta preferentemente
a la secuencia diana seleccionada, y el nucledétido en la posicion 21 se elige preferentemente para desaparecer
para evitar la propagacion del silenciamiento en la transcripcion diana;

(d) Probar los ARN pequefios de fase sintética, por ejemplo, en un Mediado por Agrobacterium transitorio
Nicotiana benthamiana ensayo de expresion de ARNip y represion diana; y

(e) Clonar los ARN pequefios mas eficaces en fases en una construccion para la transformacion estable del
maiz (véanse las secciones bajo los encabezados "Fabricacion y uso de construcciones de ADN recombinante”
y "Fabricacion y uso de células vegetales transgénicas y plantas transgénicas").

La construccién de ADN recombinante se prepara mediante técnicas habitualmente utilizadas, tales como las
descritas bajo el titulo "Fabricacion y uso de construcciones de ADN recombinante” y se ilustra en los ejemplos de
trabajo. La construccion de ADN recombinante es particularmente Util para preparar células de plantas transgénicas,
plantas transgénicas y semillas transgénicas como se describe a continuacion en "Células de plantas transgénicas y
plantas transgénicas".

UNA CQNSTRUCCION DE ADN RECOMBINANTE QUE INCLUYE UN SITIO DE RECONOCIMIENTO DE ARN
PEQUENO EN FASE EXOGENO

Otro aspecto incluye una construccion de ADN recombinante que incluye un promotor ligado operablemente al ADN
que transcribe a ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exdgeno reconocible por un ARN
pequefio en fase expresado en una célula especifica de un eucariota multicelular, y (b) diana ARN que se va a
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suprimir en la célula especifica, en el que el ARN diana debe expresarse en células del eucariota multicelular
distintas de la célula especifica. El sitio de reconocimiento exdgeno incluye una secuencia de ARN que es
sustancialmente complementaria, o casi perfectamente complementaria, o incluso perfectamente complementaria, a
un ARN pequefio en fase; el sitio de reconocimiento exdgeno se hibrida con el ARN pequefio en fase, lo que
conduce a la supresion o silenciamiento del ARN diana. EI ARN pequefio en fase se puede transcribir a partir de un
locus de ARN pequefio en fase enddgeno o enddgeno, o a partir de un locus de ARN pequefio en fase sintético que
se expresa transgénicamente. En diversos aspectos de la construccion de ADN recombinante, el al menos un sitio
de reconocimiento exdgeno se localiza dentro de al menos uno de: (a) la regién 5 'no traducida del ARN diana; (b) la
region 3’ no traducida del ARN diana; y (c) el ARN objetivo.

En otros aspectos, el sitio de reconocimiento exégeno es reconocido y silenciado por un ARN pequefio en fase que
tiene una secuencia de nucleodtidos seleccionada del grupo que consiste en de SEQ ID NOS. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 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, 61, 62, 63, 64, y 65.
En aspectos preferentes, el sitio de reconocimiento exdgeno es reconocido y silenciado por un ARN pequefio en
fase que tiene una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en de SEQ ID NOS. 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 49, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 60, 61, 62, 63, 64, y 65. En un aspecto
particularmente preferente, el sitio de reconocimiento exdgeno es reconocido y silenciado por un ARN pequefio en
fase que tiene una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en de SEQ ID NOS. 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 37, 38, 40, 41, 46, 61, 62, 63, 64, y 65.

CELULAS VEGETALES TRANSGENICAS NO NATURALES Y PLANTAS TRANSGENICAS

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona una célula vegetal transgénica no natural que tiene en su
genoma cualquiera de las construcciones de ADN recombinante de la presente invencién. Por lo tanto, los
inventores reivindican una célula de planta transgénica no natural que tiene en su genoma una construccion de ADN
recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples
ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica. Los inventores también describen una célula de planta
transgénica no natural que tiene en su genoma una construccion de ADN recombinante que incluye ADN que
transcribe a: (a) una primera serie de segmentos de ARN contiguos, y (b) una segunda serie de segmentos de ARN
contiguos, en donde primeras series de segmentos contiguos de ARN hibridan in vivo a la segunda serie de
segmentos de ARN para formar ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios
pequefos ("ARN pequefios en fase") para la supresion génica. Los inventores describen ademas una célula vegetal
transgénica no natural que tiene en su genoma una construccion de ADN recombinante, que incluye un promotor
unido operativamente a ADN que transcribe a ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exdgeno
reconocible por un ARN pequefio en fase expresado en una célula especifica de un eucariota multicelular, y (b) ARN
objetivo que se va a suprimir en la célula especifica, en la que el ARN diana se va a expresar en células del
eucariota multicelular distintas de la célula especifica.

También se proporcionan una planta transgénica no natural que contiene la célula de planta transgénica no natural
de la presente invencion, una planta transgénica no natural cultivada a partir de la célula de planta transgénica no
natural de la presente invencién, y una semilla transgénica no natural producida por la no -plantas transgénicas
naturales La planta transgénica no natural de la presente invencion incluye plantas de cualquier etapa de desarrollo,
e incluye una planta regenerada transgénica no natural preparada a partir de las células de plantas transgénicas no
naturales descritas en el presente documento, o una planta de progenie transgénica no natural (que puede ser una
planta de progenie endogamica o hibrida) de la planta regenerada, o semilla transgénica no natural de dicha planta
transgénica no natural. También se describe una semilla transgénica no natural que tiene en su genoma una
construccion de ADN recombinante de la presente invencion. Las células de plantas transgénicas no naturales, las
plantas transgénicas no naturales y las semillas transgénicas no naturales se preparan por procedimientos bien
conocidos en la técnica, como se describe a continuacion bajo el titulo "Fabricacion y uso de células vegetales
transgénicas y plantas transgénicas".

La célula vegetal transgénica no natural puede incluir una célula vegetal aislada (por ejemplo, células vegetales
individuales o células cultivadas en o sobre un medio de cultivo artificial), o puede incluir una célula vegetal en tejido
indiferenciado (por ejemplo, callos o cualquier agregacion de células vegetales) La célula de planta transgénica no
natural puede incluir una célula vegetal en al menos un tejido diferenciado seleccionado del grupo que consiste en
hoja (por ejemplo, peciolo y hoja), raiz, tallo (por ejemplo, tubérculo, rizoma, estolén, bulbo y cormo) tallo (por
ejemplo, xilema, floema), madera, semilla, fruta (por ejemplo, nuez, grano, frutos carnosos) y flor (por ejemplo,
estambre, filamento, antera, polen, carpelo, pistilo, ovario, 6vulos).

La planta vegetal transgénica no natural o la planta transgénica no natural de la invencién puede ser cualquier célula
de planta o planta de interés adecuada. Ambas células vegetales transformadas transitoriamente y establemente se
describen en el presente documento. Se prefieren particularmente plantas transgénicas transformadas de manera
estable. En muchas realizaciones preferentes, la planta transgénica no natural es una planta transgénica fértil a
partir de la cual se puede recoger la semilla, y la memoria descriptiva describe ademas semilla transgénica no
natural de tales plantas transgénicas, en donde la semilla también contiene preferentemente la construccion
recombinante de la presente invencion.
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En algunas realizaciones de la presente invencion, la planta no natural es una planta transgénica no natural, y todas
las células (con la posible excepcion de células haploides) y los tejidos de la planta contienen la construccion de
ADN recombinante de la presente invencién. En otras realizaciones, la planta no natural no es completamente
transgénica, pero incluye células o tejidos transgénicos no naturales y células o tejidos no transgénicos (por ejemplo,
tejido transgénico injertado en tejido no transgénico). En un aspecto particular, la planta incluye un vastago no
transgénico y un portainjerto transgénico que incluye la célula de planta transgénica, en donde el vastago no
transgénico y el portainjerto transgénico se injertan juntos. Tales aspectos son particularmente utiles cuando la
planta es una planta habitualmente cultivada vegetativamente como un injerto injertado en un portainjerto (en donde
el injerto y el portainjerto pueden ser de la misma especie o variedad o de diferentes especies o variedades);
ejemplos incluyen uvas (por ejemplo, uvas de vino y uvas de mesa), manzanas, peras, membrillo, aguacates,
citricos, frutas de hueso (por ejemplo, melocotones, ciruelas, nectarinas, albaricoques, cerezas), kiwis, rosas y otras
plantas de agricultura u ornamentales importancia.

También se describen en el presente documento plantas no naturales que no son transgénicas en el sentido de que
tienen ADN recombinante introducido en su genoma, pero son plantas no naturales que tienen un genoma que ha
sido modificado artificialmente por medios distintos a la tecnologia de ADN recombinante. Tales modificaciones
artificiales de la secuencia gendmica nativa incluyen inserciones, deleciones, sustituciones, cambios de marco,
transposiciones, duplicaciones e inversiones. La modificacion artificial de una secuencia gendmica nativa se logra
por cualquier medio, incluida la mutagénesis por sustancias quimicas (tales como metanosulfonato, metanosulfonato
de metilo, dietilsulfato), nitrosoguanidina y otros agentes alquilantes, analogos de base tales como 5-bromo-
desoxiuridina, agentes de interquelacion tales como bromuro de etidio, agentes de reticulacion tales como platino y
agentes oxidantes tales como acido nitroso o especies de oxigeno reactivo) o mutagénesis mediante tratamientos
fisicos (tales como exposicion a luz ultravioleta, is6topos radiactivos o radiacion ionizante). Tal mutagénesis puede
ser aleatoria o no aleatoria (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio). La mutagénesis se puede llevar a cabo con
plantas intactas, tejidos vegetales o células vegetales. Un ejemplo no limitante de mutagénesis es el tratamiento del
polen de maiz con un agente alquilante. La mutagénesis generalmente se lleva a cabo en una poblacion, después
del cribado de esa poblacion para permitir la seleccion de individuos que tienen la propiedad deseada. Estas plantas
no naturales son utiles en formas similares a las descritas a continuacion para plantas transgénicas; por ejemplo,
pueden cultivarse para la produccion de semillas u otras partes cosechables, o usarse para generar generaciones de
progenie (incluyendo generaciones de hibridos).

Genes diana

Los ARN pequefios en fase y las construcciones de ADN recombinante que codifican tales se pueden disefiar para
suprimir cualquier gen o genes diana. El gen diana puede ser una secuencia traducible (codificante), o puede ser
una secuencia no codificante (tal como una secuencia reguladora no codificante), o ambas, y puede incluir al menos
un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen diana eucariota, gen diana no eucariota, una secuencia de
ADN precursora de microARN y un promotor de microARN. El gen diana puede ser nativo o enddgeno de la célula
(por ejemplo, una célula de una planta o animal) en la que se transcribe la construccion de ADN recombinante, o
puede ser nativa de una plaga o patdgeno de la planta o animal en el que el ADN recombinante la construccion se
transcribe. El gen diana puede ser un gen exégeno, como un transgén en una planta. Un gen diana puede ser un
gen nativo destinado a la supresion, con o sin expresion concurrente de un transgén exogeno, por ejemplo,
incluyendo un elemento de expresion génica en la construccion de ADN recombinante a partir de la cual se
transcriben los ARN pequefios en fase, o en un recombinante separado Constructo de ADN Por ejemplo, puede ser
deseable reemplazar un gen nativo con un homadlogo de transgén exdgeno.

El gen diana puede incluir un Unico gen o parte de un solo gen que esta destinado a la supresion, o puede incluir,
por ejemplo, multiples segmentos consecutivos de un gen diana, multiples segmentos no consecutivos de un gen
diana, multiples alelos de un objetivo gen o multiples genes diana de una o mas especies. Un gen diana puede
incluir cualquier secuencia de cualquier especie (incluidos los no eucariotas tales como bacterias y virus, hongos,
plantas, incluyendo monocotiledéneas y dicotiledoneas, tales como plantas de cultivo, plantas ornamentales y
plantas no domesticadas o silvestres, invertebrados tales como artropodos, anélidos, nematodos y moluscos, y
vertebrados como anfibios, peces, aves, mamiferos domésticos o salvajes e incluso humanos.

En un aspecto, el gen diana es exdgeno a la planta en la que se transcribe la construccion de ADN recombinante,
pero es enddgeno a una plaga o agente patdgeno (por ejemplo, virus, bacterias, hongos, oomicetos e invertebrados
tales como insectos, nematodos y moluscos) de la planta. El gen diana puede incluir multiples genes diana, o
multiples segmentos de uno o mas genes. En un aspecto preferente, el gen o genes diana es un gen o genes de una
plaga de invertebrados o patégeno de la planta. Estos aspectos son particularmente Utiles para proporcionar plantas
transgénicas que tienen resistencia a una o mas plagas de plantas o patdgenos, por ejemplo, resistencia a un
nematodo como nematodo del quiste de soja o nematodo agallador, a un insecto plaga o al menos a un virus
patégeno, bacteria u hongo.

El gen diana puede ser una secuencia traducible (codificante), o puede ser una secuencia no codificante (tal como
una secuencia reguladora no codificante) o ambas. Los ejemplos de un gen diana incluyen una secuencia no
traducible (no codificante), tal como regiones 5 'no traducidas, promotores, potenciadores u otras regiones
transcripcionales no codificantes, regiones 3' no traducidas, terminadores e intrones. Los genes diana incluyen
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genes que codifican microARN, pequefios ARN interferentes, componentes de ARN de ribosomas o ribozimas, ARN
nucleolares pequefios y otros ARN no codificantes (véanse, por ejemplo, secuencias de ARN no codificantes
suministradas publicamente en rfam.wustl.edu; Erdmann et al. (2001) Nucleic Acids Res., 29: 189-193; Gottesman
(2005) Trends Genet., 21: 399-404; Griffiths-Jones et al. (2005) Nucleic Acids Res., 33: 121-124) Un ejemplo
especifico de un gen diana incluye un sitio de reconocimiento de microARN (es decir, el sitio en una cadena de ARN
a la que un miARN maduro se une e induce la escision). Otro ejemplo especifico de un gen diana incluye una
secuencia precursora de microARN nativa de una plaga o agente patdgeno de la planta transgénica, es decir, la
transcripcién primaria que codifica un microARN, o los intermedios de ARN procesados a partir de esta transcripcion
primaria (por ejemplo, una pri limitada -miARN o un pre-miARN que puede exportarse desde el nucleo al
citoplasma). Véase, por ejemplo, Lee et al. (2002) EMBO Journal, 21: 4663-4670; Reinhart et al. (2002) Genes &
Dev., 16: 161611626; Lund et al. (2004) Science, 303: 95-98; y Millar y Waterhouse (2005) Funct. Integr Genomics,
5: 129-135. Los genes diana también pueden incluir secuencias traducibles (codificadoras) para genes que codifican
factores de transcripcion y genes que codifican enzimas implicadas en la biosintesis o catabolismo de moléculas de
interés (como aminoacidos, acidos grasos y otros lipidos, azlcares y otros carbohidratos, polimeros biolégicos y
metabolitos secundarios que incluyen alcaloides, terpenoides, policétidos, péptidos no ribosémicos y metabolitos
secundarios de origen biosintético mixto).

En muchos aspectos preferentes, el gen diana es un gen esencial de una plaga o agente patégeno de una planta.
Los genes esenciales incluyen genes que son necesarios para el desarrollo de la plaga o el agente patégeno de un
adulto reproductivo fértil. Los genes esenciales incluyen genes que, cuando son silenciados o suprimidos, resultan
en la muerte del organismo (como adulto o en cualquier etapa de desarrollo, incluidos los gametos) o en la
incapacidad del organismo para reproducirse con éxito (por ejemplo, Esterilidad en un padre o madre letalidad para
el cigoto, embrion o larva). Una descripcion de los genes esenciales de nematodos se encuentra, e. Ginebra
Kemphues, K. "Essential Genes" (24 de diciembre de 2005), WormBook, ed. La comunidad de investigacion de C.
elegans, WormBook, doi / 10.1895 / wormbook.1.57.1, disponible en linea en www.wormbook.org. Los ejemplos no
limitantes de genes esenciales de nematodos incluyen proteina de esperma principal, ARN polimerasa Il y quitina
sintasa (véase, por ejemplo, US2004/0098761); genes esenciales de nematodos del quiste de soja adicionales se
proporcionan en La patente de Estados Unidos Application 11/360,355, filed 23 February 2006. Una descripcion de
los genes de los insectos esta publicamente disponible en Drosophila base de datos del genoma (disponible en linea
en flybase.bio.indiana.edu/). La mayoria de lo predicho Drosophila se ha analizado la funcion de los genes mediante
una pantalla de interferencia de ARN basada en el cultivo celular, lo que ha permitido identificar 438 genes
esenciales; ver Boutros et al. (2004) Science, 303: 832-836 y material de apoyo disponible en linea en
www.sciencemag.org/cgi/content/full/303/5659/832/DC1. Se proporciona una descripcion de genes esenciales
bacterianos y fungicos en la Base de Datos de Genes Esenciales ("DEG", disponible en linea en
tubic.tju.edu.cn/deg/); ver Zhang et al. (2004) Nucleic Acids Res., 32: D271-D272.

Los invertebrados de plagas de plantas incluyen nematodos de plagas, moluscos plaga (babosas y caracoles) e
insectos plaga. Los patégenos de interés de la planta incluyen hongos, oomicetos, bacterias (por ejemplo, La
bacteria que causa manchado de hojas, escopetazo, agalla y marchitez bacteriana), mollicutes y virus (por ejemplo,
Los virus que causan mosaicos, venas, manchas, manchas, o crecimiento anormal). Ver también G. N. Agrios,
"Plant Pathology" (Cuarta Edicion), Academic Press, San Diego, 1997, 635 pp.., para descripciones de hongos,
bacterias, mollicutes (incluyendo micoplasmas y espiroplasmas), virus, nematodos, plantas superiores parasitarias y
protozoos flagelados, todos los cuales son plagas de plantas o patdégenos de interés. Ver también la compilacion
continuamente actualizada de plagas y patégenos de plantas y las enfermedades causadas por tales en el "Nombres
comunes de las enfermedades de las plantas” de la American Phytopathological Society, compilado por el Comité de
Normalizacién de Nombres Comunes para Enfermedades de Plantas de la Sociedad Americana de Fitopatologia,
1978-2005, disponible en linea en www.apsnet.org/online/common/top.asp.

Los ejemplos de patdégenos fungicos de plantas de particular interés incluyen, e. g., los hongos que causan el oidio,
el 6xido, la mancha y el tizén de la hoja, la pudricién de la raiz, la pudricion de la corona, la podredumbre de la
capsula de algodon, el cancro del tallo, el cancro de la ramita, el marchitamiento vascular, el carbén o el moho,
incluso Fusarium spp., Phakospora spp., Rhizoctonia spp., Aspergilo spp., Gibberella spp., Pyricularia spp., y
Alternaria spp.. Ejemplos especificos de hongos patégenos de plantas incluyen Phakospora pachirhizi (Roya asiatica
de la soja), Puccinia sorghi (roya comun del maiz), Puccinia polysora (roya del sur del maiz), Fusarium oxysporumy
otra Fusarium spp., Alternaria spp., Penicillium spp., Rhizoctonia solani, Exserohilum turcicum (Tizon de la hoja del
maiz del norte), Bipolaris maydis (Tizén de la hoja del maiz del sur), Ustilago maydis (tizén de maiz), Fusarium
graminearum (Gibberella zeae), Fusarium verticilliodes (Gibberella moniliformis), F. proliferatum (G. fujikuroi var.
intermedia), F. subglutinans (G. subglutinans), Diplodia maydis, Sporisorium holci-sorghi, Colletotrichum graminicola,
Setosphaeria turcica, Aureobasidium zeae, Sclerotinia sclerotiorum, y las numerosas especies de hongos
proporcionadas en las tablas 4 y 5 de la patente de Estados Unidos 6,194,636. Los ejemplos de patégenos de
plantas incluyen patégenos previamente clasificados como hongos, pero clasificados mas recientemente como
oomicetos. Ejemplos especificos de patdgenos de plantas oomicetos de particular interés incluyen miembros del
género Pythium (p.ej., Pythium aphanidermatum) y Phytophthora (p.ej., Phytophthora infestans, Phytophthora sojae,)
y organismos que causan mildit velloso (por ejemplo, Peronospora farinosa).

Los ejemplos de patdégenos bacterianos incluyen los micoplasmas que causan la enfermedad de los amarillos y
espiroplasmas tales como Spiroplasma kunkelii, que causa el truco del maiz, eubacterias como Pseudomonas
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avenae, Pseudomonas andropogonis, Erwinia stewartii, Pseudomonas syringae pv. syringae, Xylella fastidiosa, y las
numerosas especies bacterianas enumeradas en la Tabla 3 de La patente de Estados Unidos 6,194,636.

Los ejemplos de patdgenos de plantas virales de particular interés incluyen el virus del mosaico enano (MDMV),
virus del mosaico de la cafa de azucar (SCMV, anteriormente MDMV cepa B), virus del mosaico del rayado del trigo
(WSMV), virus enano clorético del maiz (MCDV) BYDV), virus bunchy top del banano (BBTV), y los nhumerosos virus
enumerados en el Ejemplo 7 a continuacion y en la Tabla 2 de La patente de Estados Unidos 6,194,636.

Los ejemplos de plagas de invertebrados incluyen nematodos del quiste Heterodera spp. especialmente el nematodo
del quiste de soja Heterodera glycines, nematodos del nudo de la raiz Meloidogyne spp., nematodos de lanza
Hoplolaimus spp., especialistas en nematodos Tylenchorhynchus spp., nematodos espirales Helicotylenchus spp.,
nematodos lesionales Pratylenchus spp., nematodos de anillo Criconema spp., nematodos foliares Aphelenchus spp.
o Aphelenchoides spp., gusanos de la raiz del maiz, Lygus spp., pulgones e insectos chupadores de savia similares,
como la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae), barrenadores del maiz, gusanos cortadores, gusanos, saltahojas,
escarabajos japoneses, saltamontes y otros coledpteros, dipteros y lepiddpteros plaga. Los ejemplos especificos de
plagas de invertebrados incluyen plagas capaces de infestar los sistemas de raices de las plantas de cultivo, e. g.,
gusano de la raiz del maiz del norte (Diabrotica barberi), gusano de la raiz del maiz del sur (Diabrotica
undecimpunctata), Gusano de la raiz del maiz occidental (Diabrotica virgifera), pulgén de la raiz del maiz (Anuraphis
maidiradicis), gusano cortador negro (Agrotis ipsilon), gusano cortador vitreo (Crymodes devastador), gusano
cortador sucio (Feltia ducens), gusano cortador de arcilla (Agrotis gladiaria), gusano de alambre (Melanotus spp.,
Aeolus mellillus), gusano de alambre de trigo (Aeolus mancus), arena gusano de alambre (Horistonotus uhlerii),
billbug de maiz (Sphenophorus maidis), timothy billbug (Sphenophorus zeae), bluebush billbug (Sphenophorus
parvulus), botiquin de maiz del sur (Sphenophorus callosus), larvas blancas (Phyllophaga spp.), gusano de semilla
de maiz (Delia platura), colaspis de uva (Colaspis brunnea), escarabajo de semilla de maiz (Stenolophus lecontei) y
escarabajo esbelto de semillas de maiz (Clivinia impressifrons), asi como los nematodos parasitos enumerados en la
Tabla 6 de La patente de Estados Unidos 6,194,636.

Las plagas de invertebrados de particular interés, especialmente en las regiones del hemisferio sur (incluyendo
América del Sur y Central) incluyen afidos, gusanos de la raiz del maiz, spodoptera, noctuideae, escarabajo de la
papa, Lygus spp., cualquier hemiptero, homoéptero o heterdptero, cualquier lepidoptero, cualquier coledptero,
nematodos, gusanos cortadores, gusanos de la espiga, gusanos del ejército, barrenadores, rodillos de hojas y otros.
Las plagas de artropodos especificamente descritas en el presente documento incluyen varias especies de gusanos
cortadores, incluyendo el gusano cortador (Agrotis repleta), gusano cortador negro (Agrotis ipsilon), gusano cortador
(Anicla ignicans), gusano cortador granulado (Felfia subterranea), "gusano aspero™ (Agrotis malefida); Polilla de
harina mediterranea (Anagasta kuehniella), escarabajo de grano de cuello cuadrado (Cathartus quadricollis),
escarabajo pulga (Chaetocnema spp), polilla del arroz (Corcyra cephalonica), gusano de la raiz del maiz o "vaquita
de San Antonio" (Diabotica speciosa), barrenador de la cafia de azUcar (Diatraea saccharalis), barrenador del tallo
menor (Elasmopalpus lignosellus), chinche marréon (Euschistus spp.), gusano del maiz (Helicoverpa zea), escarabajo
de grano plano (Laemophloeus minutus), polilla looper de hierba (Mocis latipes), escarabajo de grano serrado
(Oryzaephilus surinamensis), polilla de la comida (Pyralis farinalis), Polilla india de la harina (Plodia interpunctella),
afido de la hoja del maiz (Rhopalosiphum maidis), insecto marrén madriguera o "chinche subterranea” (Scaptocoris
castanea)), greenbug (Schizaphis graminum), gorgojo del grano (Sitophilus zeamais), Polilla del grano Angoumois
(Sitotroga cerealella), gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), escarabajo de Cadelle (Tenebroides mauritanicus),
arafia roja de dos manchas (Tetranychus urticae), escarabajo rojo de la harina (Triboleum castaneum), gusano de la
hoja del algodon (Alabama argillacea), gorgojo de la capsula (Anthonomus grandis), afido de algodoén (Aphis
gossypii), mosca blanca de la batata (Bemisia tabaci), varias especies de trips (Frankliniella spp.), earworm de
algodén (Helicoverpa zea), "oruga bolillera” (p.ej., Helicoverpa geletopoeon), oruga del tabaco (Heliothis virescens),
chinche (Nezara viridula), gusano de la capsula rosado (Pectinophora gossypiella), gusano de la remolacha
(Spodoptera exigua), arafa roja (Tetranychus spp.), trips de cebolla (Thrips tabaci), mosca blanca de invernadero
(Trialeurodes vaporarium), oruga de frijol terciopelo (Anticarsia gemmatalis), escarabajo de maiz manchado o "astilo
moteado" (Astylus atromaculatus), "oruga de la alfalfa” (Colias lesbia), "chinche marrén" o "chinche de los cuernos”
(Dichelops furcatus), "alquiche chico” (Edessa miditabunda), escarabajos ampollas (Epicauta spp.), "barrenador del
brote" (Epinotia aporema), "oruga verde del yuyo colorado” (Loxostege bifidalis), nematodos del rootknot
(Meloidogyne spp.), "oruga cuarteadora" (Mocis repanda), chinche verde del sur (Nezara viridula), "chinche de la
alfalfa" (Piezodorus guildinii), trébol verde (Plathypena scabra), looper de soja (Pseudoplusia includesns), polilla
Looper "isoca medidora del girasol" (Rachiplusia nu), woolybear amarillo (Spilosoma virginica), gusano soldado
yellowstriped (Spodoptera ornithogalli), varios gorgojos de la raiz (familia Curculionidae), varios gusanos de alambre
(familia Elateridae) y varias larvas blancas (familia Scarabaeidae). Las plagas de nematodos incluyen las plagas de
nematodos del maiz (Belonolaimus spp., Trichodorus spp., Longidorus spp., Dolichodorus spp., Anguina spp.,
Pratylenchus spp., Meloidogyne spp., Heterodera spp.), soja (Heterodera glycines, Meloidogyne spp., Belonolaimus
spp.), platanos (Radopholus similis, Meloidogyne spp., Helicotylenchus spp.), cafia de azUcar (Heterodera sacchari,
Pratylenchus spp., Meloidogyne spp.), naranjas (Tylenchulus spp., Radopholus spp., Belonolaimus spp.,
Pratylenchus spp., Xiphinema spp.), café (Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.), palma de coco (Bursaphelenchus
spp.), tomates (Meloidogyne spp., Belonolaimus spp., Nacobbus spp.), uvas (Meloidogyne spp., Xiphinema spp.,
Tylenchulus spp., Criconemella spp.), limén y lima (Tylenchulus spp., Radopholus spp., Belonolaimus spp.,
Pratylenchus spp., Xiphinema spp.), cacao (Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis), pifia (Meloidogyne spp.,
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Pratylenchus spp., Rotylenchulus reniformis), papaya (Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis), pomelo
(Tylenchulus spp., Radopholus spp. Belonolaimus spp., Pratylenchus spp., Xiphinema spp., y habas (Meloidogyne
spp.).

Los genes diana de las plagas pueden incluir genes de invertebrados para la proteina principal del esperma, alfa
tubulina, beta tubulina, ATPasa vacuolar, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, ARN polimerasa Il, quitina
sintasa, citocromos, miARN, moléculas precursoras de miARN, promotores de miARN, asi como otros genes como
los descritos en US2006/0021087, WO2005/110068, y en la Tabla Il de US2004/0098761. Los genes diana de los
patégenos pueden incluir genes para factores de iniciacion de la traduccion viral, replicantes virales, miARN,
moléculas precursoras de miARN, tubulina fungica, ATPasa fungica vacuolar, quitina sintasa fungica, MAP quinasas
fungicas, fosfatasa fungica Pac1 Tyr / Thr, enzimas implicadas en el transporte de nutrientes (por ejemplo,
transportadores de aminoacidos o transportadores de azucar), enzimas implicadas en la biosintesis de la pared
celular fungica, cutinasas, enzimas biosintéticas de melanina, poligalacturonasas, pectinasas, pectin liasas,
celulasas, proteasas, genes que interactian con genes de avirulencia de plantas y otros genes implicados en la
invasion y replicacion del patdgeno en la planta infectada. Por lo tanto, un gen diana no necesita ser endégeno para
la planta en la que se transcribe la construccion de ADN recombinante. Una construccién de ADN recombinante que
codifica ARN pequefios en fase puede transcribirse en una planta y usarse para suprimir un gen de un patégeno o
plaga que puede infestar la planta.

Los ejemplos especificos de genes diana adecuados también incluyen genes catabdlicos de aminoacidos (como el
maiz LKR/SDH gen que codifica lisina-cetoglutarato reductasa (LKR) y saccharopina deshidrogenasa (SDH) y sus
homologos), genes de zeina de maiz, genes implicados en la sintesis de acidos grasos (por ejemplo, desaturasas de
acidos grasos microsomales de plantas y tioesterasas acil-ACP de plantas, tales como las descritas en La patente
de Estados Unidos Numbers 6,426,448, 6,372,965 y 6,872,872), genes implicados en rutas de biosintesis de
multiples pasos, donde puede ser de interés regular el nivel de uno o mas compuestos intermedios, tales como
genes que codifican enzimas para la biosintesis de polihidroxialcanoato (véase, por ejemplo, La patente de Estados
Unidos No. 5,750,848); y genes que codifican proteinas de control del ciclo celular, tales como proteinas con
actividad similar a la inhibidora de la cinasa dependiente de ciclina (CDK) (véanse, por ejemplo, los genes descritos
en el nimero de publicacion de solicitud de patente internacional) WO 05007829A2) Los genes diana pueden incluir
genes que codifican proteinas indeseables (por ejemplo, alérgenos o toxinas) o las enzimas para la biosintesis de
compuestos indeseables (por ejemplo, componentes de sabor u olor indeseables). Por lo tanto, un aspecto es una
planta o tejido transgénico de dicha planta que se mejora mediante la supresion de proteinas o toxinas alergénicas,
e. por ejemplo, un grano de mani, soja o trigo con alergenicidad disminuida. Los genes diana pueden incluir genes
implicados en la maduracion de la fruta, como la poligalacturonasa. Los genes diana pueden incluir genes en los que
la expresion se limita preferentemente a una célula o tejido particular o estadio de desarrollo, o donde la expresion
es preferentemente transitoria, es decir, cuando no se desea necesariamente la supresion constitutiva o general, o
supresion que se disemina a través de muchos tejidos. Por lo tanto, otros ejemplos de genes diana adecuados
incluyen genes que codifican proteinas que, cuando se expresan en plantas transgénicas, hacen que las plantas
transgénicas sean resistentes a plagas o patdgenos (véanse, por ejemplo, los genes de la colesterol oxidasa como
se describe en La patente de Estados Unidos No. 5,763,245); genes donde la expresion es inducida por plagas o
patégenos; y genes que pueden inducir o restaurar la fertilidad (véase, por ejemplo, los genes barstar / barnasa
descritos en La patente de Estados Unidos No. 6,759,575).

Los ARN pequefios en fase pueden disefiarse para suprimir mas especificamente el gen diana, disefiando los ARN
pequerios en fase para incluir regiones sustancialmente no idénticas a una secuencia génica no diana. Los genes no
diana pueden incluir cualquier gen que no esté destinado a ser silenciado o suprimido, ya sea en una planta que
contiene la construccion de ADN recombinante que codifica los ARN pequefios en fase o en organismos que pueden
entrar en contacto con los ARN pequefios en fase. Una secuencia génica no diana puede incluir cualquier secuencia
de cualquier especie (incluidos los no eucariotas tales como bacterias y virus, hongos, plantas, incluyendo
monocotiledoneas y dicotiledoneas, tales como plantas de cultivo, plantas ornamentales, y plantas no domesticadas
o silvestres; invertebrados como artrépodos, anélidos, nematodos y moluscos, y vertebrados como anfibios, peces,
aves, mamiferos domésticos o salvajes, e incluso humanos).

En un aspecto, el gen diana es un gen enddgeno a una especie dada, tal como una planta dada (tal como plantas
importantes comercialmente o agricolamente, que incluyen monocotiledéneas y dicotiledoneas), y el gen no diana
puede ser, p. g., un gen de una especie no objetivo, como otra especie de planta o un gen de un virus, hongo,
bacteria, invertebrado o vertebrado, incluso un ser humano. Un ejemplo es cuando los ARN pequefios en fase se
disefian para suprimir un gen diana que es un gen enddégeno a una sola especie (por ejemplo, gusano de la raiz del
maiz occidental, Diabrotica virgifera virgifera LeConte) pero para no suprimir un gen no diana tal como genes de
especies relacionadas, incluso estrechamente relacionadas (por ejemplo, gusano de la raiz del maiz del Norte,
Diabrotica barberi Smith y Lawrence, o gusano de la raiz del maiz del sur, Diabrotica undecimpunctata).

En otros aspectos (por ejemplo, cuando es deseable suprimir un gen diana en multiples especies), puede ser
deseable disefar los ARN pequefios en fases para suprimir una secuencia genética diana comun a las multiples
especies en las que se silenciara el gen diana.. Por lo tanto, un constructo de ADN recombinante que codifica ARN
pequerios en fases puede disefiarse para ser especifico para un taxén (por ejemplo, especifico de un género, familia
0 incluso un taxé6n mas grande tal como un filum, por ejemplo, virus o artrépodos) pero no para otro taxa (por
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ejemplo, plantas o vertebrados o mamiferos). En un ejemplo de este aspecto, una construccion de ADN
recombinante que codifica ARN pequefios en fase se puede seleccionar de manera que se dirija a los hongos
patégenos (por ejemplo, un Fusarium spp.) pero no se dirige a ninguna secuencia genética de hongos beneficiosos.

En otro ejemplo de este aspecto, los ARN pequefios en fase para el silenciamiento de genes en la raiz de la raiz del
maiz pueden seleccionarse para ser especificos de todos los miembros del género. Diabrotica. En un ejemplo mas
de este aspecto, tal Diabrotica-se pueden seleccionar ARN pequefios en fases con objetivos para no apuntar a
ninguna secuencia genética de los coledpteros beneficiosos (por ejemplo, escarabajos coccinélidos depredadores,
habitualmente conocidos como mariquitas o mariquitas) u otras especies de insectos beneficiosos.

El grado requerido de especificidad de un ARN para silenciar un gen diana depende de varios factores. Los factores
pueden incluir el tamafo de los ARN pequefios en fase que se espera que sean producidos por la accién de una
ribonucleasa (preferentemente DCL4 o un ortélogo DCL4) en el ARN hibridado, y la importancia relativa de disminuir
el potencial de ARN pequeiios en fase para suprimir -target genes. En un ejemplo, donde se espera que los ARN
pequefios en fase tengan un tamario de 21 pares de bases, una realizacion particularmente preferente incluye ARN
para silenciar un gen diana que codifica regiones sustancialmente no idénticas a una secuencia génica no diana,
tales como regiones dentro de las cuales cada fragmento contiguo que incluye al menos 21 nucleétidos coincide con
menos de 21 (por ejemplo, menos de 21, o menos de 20, o menos de 19, o menos de 18, o menos de 17) de 21
nucledtidos contiguos de un gen no diana secuencia. En otra realizacion, las regiones sustancialmente no idénticas
a una secuencia génica no diana incluyen regiones dentro de las cuales cada fragmento contiguo que incluye al
menos 19 nucledtidos coincide con menos de 19 (por ejemplo, menos de 19, o menos de 18, o menos de 17, o
menos de 16) de 19 nucledtidos contiguos de una secuencia de gen no diana.

En algunos aspectos, puede ser deseable disefiar ARN pequefios en fases para silenciar un gen diana para incluir
regiones predichas para no generar polipéptidos indeseables, por ejemplo, rastreando la construccion de ADN
recombinante que codifica los ARN pequefios en fase o cada componente ARN en fases pequefias para secuencias
que puede codificar polipéptidos indeseables conocidos o homdlogos cercanos de estos. Los polipéptidos
indeseables incluyen polipéptidos homélogos a polipéptidos y polipéptidos alergénicos conocidos homdlogos a
toxinas polipeptidicas conocidas. Se encuentran disponibles secuencias publicamente disponibles que codifican
dichos péptidos potencialmente alergénicos indeseables, por ejemplo, la base de datos de alergenos del Programa
de Investigacion y Recursos para Alérgenos Alimenticios (FARRP) (disponible en allergenonline.com) o la Base de
Datos de Informacién Biotecnolégica para Alimentos (disponible en www.iit.edu /~sgendel/fa.htm) (ver también, por
ejemplo, Gendel (1998) Adv. Comida Nutr. Res., 42: 63-92) Las secuencias indeseables también pueden incluir, por
ejemplo, aquellas secuencias polipeptidicas anotadas como toxinas conocidas o como alérgenos potenciales o
conocidos y contenidas en bases de datos publicamente disponibles tales como GenBank, EMBL, SwissProt y otras,
que se pueden buscar mediante el sistema Entrez (www.ncbi.nl.nih.gov / Entrez). Los ejemplos no limitantes de
secuencias peptidicas potencialmente alergénicas indeseables incluyen glicinina de soja, oleosina y aglutinina de
mani, gluteninas de trigo, caseina, lactoalbumina y lactoglobulina de leche bovina, y tropomiosina de varios mariscos
(allergenonline.com). Ejemplos de péptidos indeseables potencialmente toxicos incluyen toxina tetanica tetA de
Clostridium tetani, toxinas diarreicas de Staphylococcus aureus, y venenos tales como conotoxinas de Conus spp. y
neurotoxinas de artropodos y reptiles (www.ncbi.nih.gov/Entrez).

En un ejemplo, la construccion de ADN recombinante que codifica los ARN pequefios en fases o cada ARN pequefio
en fase componente se criba para eliminar aquellas secuencias transcribibles que codifican polipéptidos con
homologia perfecta con un alérgeno o toxina conocido sobre 8 aminoacidos contiguos, o con al menos 35 % de
identidad sobre al menos 80 aminoacidos; tales pantallas se pueden realizar en cualquiera y todos los marcos de
lectura posibles en ambas direcciones, en posibles marcos de lectura abierta que comiencen con AUG (ATG en el
ADN correspondiente) o en todos los marcos de lectura posibles, independientemente de si comienzan con un AUG
(o ATG) o no. Cuando se realiza un "golpe" o coincidencia, es decir, cuando una secuencia codifica un polipéptido
potencial con homologia perfecta con un alérgeno o toxina conocido en mas de 8 aminoacidos contiguos (o al
menos aproximadamente 35 % de identidad en al menos aproximadamente 80 aminoacidos), se identifica, las
secuencias de acido nucleico correspondientes al golpe pueden evitarse, eliminarse o modificarse cuando se
seleccionan las secuencias que se usaran en un ARN para silenciar un gen diana. En un aspecto, la construccion de
ADN recombinante que codifica los ARN pequerfios en fases o cada uno de los componentes del ARN pequefio en
fase se disefia de modo que no se incluyen posibles marcos de lectura abiertos que comiencen con AUG (ATG en el
ADN correspondiente).

La evitacion, eliminacion o modificacion de una secuencia no deseada se puede lograr mediante cualquiera de una
serie de procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. En algunos casos, el resultado puede ser
secuencias nuevas que se cree que no existen de forma natural. Por ejemplo, se puede evitar ciertas secuencias
uniendo secuencias "limpias" en secuencias quiméricas nuevas para usar en la construccion de ADN recombinante
que codifica los ARN pequerios en fase.

Los solicitantes reconocen que en algunos silenciamientos génicos mediados por dsARN, es posible que las
secuencias dsARN imperfectamente coincidentes sean efectivas en el silenciamiento génico. Por ejemplo, se ha
demostrado que los apareamientos erréneos cercanos al centro de un sitio complementario de miARN tienen efectos
mas fuertes sobre el silenciamiento génico del miARN que los apareamientos erréneos mas ubicados distalmente.
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Véase, por ejemplo, la figura 4 en Mallory et al. (2004) EMBO J., 23: 3356-3364. En otro ejemplo, se ha informado
que, tanto la posicion de un par de bases desajustadas como la identidad de los nucleétidos que forman el
apareamiento erroneo influyen en la capacidad de un ARNip dado para silenciar un gen diana, y que las
discordancias adenina-citosina, ademas de el par base bamboleo G: U, fueron bien tolerados (ver Du et al. (2005)
Nucleic Acids Res., 33: 1671-1677) Por lo tanto, cada ARN pequefio en fase no necesita siempre una
complementariedad de secuencia del 100 % con el gen diana deseado, pero generalmente tendria una
complementariedad sustancial con el gen diana deseado, tal como aproximadamente 95 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 85 % o aproximadamente 80 % de complementariedad con el gen diana deseado. Una cadena
del ARN hibridado (o cada segmento pequefio de ARN o ARN en fase) esta disefiada preferentemente para tener
una complementariedad sustancial con el objetivo pretendido (por ejemplo, un ARN mensajero objetivo o ARN no
codificante objetivo), tal como aproximadamente el 95 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 85 %, o
aproximadamente 80 % de complementariedad con el objetivo deseado. En un ejemplo no limitante, en el caso de
un componente de ARN pequefio en fase que consiste en dos cadenas de 21 nucledtidos, una de las dos cadenas
de 21 nucledtidos es sustancial pero no perfectamente complementaria a 21 nucleétidos contiguos de un ARN diana;
preferentemente el nucledtido en la posicion 21 esta desapareado con la posicion correspondiente en el ARN diana
para evitar la transitividad.

Un experto en la técnica seria capaz de juzgar la importancia otorgada al cribado de regiones que se predice que
seran mas altamente especificas para el gen diana o que se predice que no generaran polipéptidos indeseables, en
relacion con la importancia otorgada a otros criterios, tales como el porcentaje de identidad de secuencia con el gen
diana deseado o la eficacia de silenciamiento génico predicho de una secuencia dada. Por ejemplo, puede ser
deseable que los ARN pequefios en fase sean activos en varias especies, y por lo tanto un experto en la técnica
puede determinar que es mas importante incluir en el constructo de ADN recombinante que codifica las regiones de
ARN pequefos en fase especificas para los diversos especies de interés, pero menos importantes para seleccionar
regiones que se predice que tendran una mayor eficacia de silenciamiento génico o para regiones que se predice
que generan polipéptidos indeseables.

Combinaciones de pequeiios ARN en fase con composiciones plaguicidas

Los ARN pequefios en fase y las construcciones de ADN recombinante que codifican tales ARN pequefios en fase
son utiles para controlar plagas y patégenos de plantas, y por lo tanto la presente invencion reivindica ademas
procedimientos de control de plagas y patdgenos de plantas en los que se proporciona un ARN pequefio en fase a al
menos una célula de la planta a proteger contra la plaga o el patégeno. EI ARN pequefio en fase generalmente es
proporcionado por in vivo transcripcion de una construccién de ADN recombinante de la presente invencién en una
célula de la planta.

Los procedimientos para controlar las plagas y los patdgenos de la planta con un ARN pequefio en fase pueden
usarse en combinacién con otros procedimientos o composiciones para controlar las plagas y los patdogenos de las
plantas. Por lo tanto, la presente invencion también proporciona combinaciones de procedimientos y combinaciones
de composiciones para controlar plagas y patégenos de plantas. En una realizacion preferente, los procedimientos a
combinar operan por diferentes mecanismos para proporcionar proteccion a la planta contra la plaga o el patdégeno.
Por ejemplo, las plagas de invertebrados pueden controlarse proporcionando un elemento de supresion génica
alternativo (tal como un ARNm modificado por ingenieria genética o un ARNip disefiado mediante un transcrito de
ARN bicatenario convencional expresado transgénicamente en la planta) disefiado para silenciar un gen de la plaga
de invertebrados; véase, por ejemplo, las diversas construcciones de ADN recombinante y los procedimientos para
la supresion génica divulgados en US2006/0200878.

Un ejemplo es un procedimiento para controlar plagas de insectos de plantas, que incluye proporcionar al menos un
ARN pequefio en fase disefiado para silenciar un gen de plaga de insectos y un agente insecticida (por ejemplo, un
bacilo turingiensico o proteina insecticida "Bt") a la cual la plaga de insectos es susceptible. Cuando se proporcionan
proteinas Bt en la dieta de plagas de insectos (por ejemplo, mediante aplicacion topica a la planta o mediante
expresion transgénica en la planta) se exhibe un modo de accidon para controlar la plaga de insectos que es
dramaticamente diferente del modo de accién del procedimientos y composiciones que usan ARN pequefios en fase.
En aspectos preferentes, la combinacion da como resultado sinergias que no se conocian previamente en la técnica
para controlar la infestacion de insectos. Las plantas transgénicas que producen una o mas moléculas pequefas de
ARN en fase que inhiben alguna funcion bioldgica esencial en una plaga diana junto con una o mas proteinas
insecticidas Bt que son toxicas para la plaga objetivo proporcionan sinergias sorprendentes. Una sinergia es la
reduccion en el nivel de expresion requerido para el (los) ARN (s) pequefio (s) en fase o la (s) proteina (s) insecticida
(s) Bt. Cuando se combinan juntos, se requiere una dosis efectiva menor de cada agente de control de plagas.

Otro ejemplo es un procedimiento para controlar plagas virales de plantas, que incluye proporcionar al menos un
ARN pequefio en fase disefiado para silenciar un gen de patégeno virico y una composicion para inducir resistencia
mediada por proteina de cubierta viral a la planta (por ejemplo, mediante expresion transgénica del virus proteina de
la cubierta en una célula vegetal). En aspectos preferentes, la combinacion da como resultado una sinergia entre los
dos componentes protectores, de modo que se consigue una dosis eficaz inferior de cada agente de control de
patégenos.
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Fabricacién y uso de construcciones de ADN recombinante

Las construcciones de ADN recombinante de la presente invencion se preparan mediante cualquier procedimiento
adecuado para la aplicacion pretendida, teniendo en cuenta, por ejemplo, el tipo de expresion deseada y la
conveniencia de uso en la planta en la que se va a transcribir la construccién. Los procedimientos generales para
fabricar y usar constructos de ADN y vectores son bien conocidos en la técnica y se describen en detalle en, por
ejemplo, manuales y manuales de laboratorio, que incluyen Sambrook y Russell, "Molecular Cloning: A Laboratory
Manual" (tercera edicion), Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, 2001. Un ejemplo de tecnologia util para
construir constructos de ADN y vectores para la transformacion se describe en el documento US2004 / 0115642. Las
construcciones de ADN también pueden construirse utilizando la tecnologia de clonacién GATEWAY ™ (disponible
en Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), que utiliza la reaccién de clonaciéon LR recombinasa especifica de
sitio de la Integrasa /att sistema de construccion del vector del bacteriéfago lambda, en lugar de endonucleasas de
restriccion y ligasas. La reaccion de clonacion de LR se describe en Las patentes de Estados Unidos 5,888,732 y
6,277,608, y en US2001/283529, US2001/282319 y US2002/0007051. El Manual de instrucciones de la tecnologia
de clonacion GATEWAY ™ que también es suministrado por Invitrogen, proporciona instrucciones concisas para la
clonacién de rutina de cualquier ADN deseado en un vector que comprende elementos de expresion de planta
operables. Otro procedimiento alternativo de fabricacion de vectores emplea la clonacién independiente de la
ligadura como se describe por Aslandis et al. (1990) Nucleic Acids Res., 18: 6069-6074 y Rashtchian et al. (1992)
Biochem., 206: 91-97, donde un fragmento de ADN con extremos 5 'y 3' monocatenarios se hibrida con extremos de
cadena sencilla 5'y 3' complementarios de al menos otro fragmento de ADN para producir un vector deseado que
luego puede ligarse y amplificarse en vivo.

En ciertas realizaciones, la secuencia de ADN de la construccion de ADN recombinante incluye una secuencia que
se ha optimizado con codones para la planta en la que se va a expresar la construccién de ADN recombinante. Por
ejemplo, una construccion de ADN recombinante para expresar en una planta puede tener todas o partes de su
secuencia (por ejemplo, el primer elemento de supresion génica o el elemento de expresion génica) optimizado para
codones para la expresion en una planta por procedimientos conocidos en la técnica. Ver, e. gramo., La patente de
Estados Unidos 5,500,365, para una descripcion de la optimizacién de codones para plantas; ver también De Amicis
y Marchetti (2000) Nucleic Acid Res., 28: 3339-3346.

Fabricacién y uso de células vegetales transgénicas y plantas transgénicas

Cuando una construccién de ADN recombinante de la presente invencion se usa para producir una célula de planta
transgénica no natural, una planta transgénica no natural o una semilla transgénica no natural, la transformacion
puede incluir cualquiera de los procedimientos y composiciones bien conocidos y demostrados. Los procedimientos
adecuados para la transformacion de plantas incluyen virtualmente cualquier procedimiento mediante el cual el ADN
se puede introducir en una célula, por ejemplo, mediante la administracion directa de ADN (p. Ej. Mediante
transformacion de protoplastos mediada por PEG, mediante electroporacion, agitacion con fibras de carburo de
silicio y aceleracion de particulas recubiertas de ADN), por Agrobacteriumtransformacion mediada por vectores
virales u otros vectores etc. Un procedimiento preferente de transformacion de plantas es el bombardeo de
microproyectiles, por ejemplo, como se ilustra en las patentes de Estados Unidos 5,015,580 (soja), 5,550,318 (maiz),
5,538,880 (maiz), 6,153,812 (wheat), 6,160,208 (maiz), 6,288,312 (arroz) y 6,399,861 (maiz), y 6,403,865 (maiz).

Otro procedimiento preferente de transformacion de plantas es Agrobacteriumtransformacion mediada En una
realizacion preferente, la célula de planta transgénica no natural de la presente invenciéon se obtiene mediante
transformacion por medio de Agrobacterium que contiene un sistema de plasmido Ti binario, en el que
Agrobacterium porta un primer plasmido Ti y un segundo plasmido quimérico que contiene al menos un borde de
ADN-T de un plasmido Ti de tipo salvaje, un promotor funcional en la célula de planta transformada y unida
operativamente a una construccion de supresion génica de la invencion. Véase, por ejemplo, el sistema binario
descrito en La patente de Estados Unidos 5,159,135. Ver también De Framond (1983) Biotechnology, 1: 262-269; y
Hoekema et al., (1983) Nature, 303: 179. En un sistema binario de este tipo, el plasmido mas pequefio, que contiene
el borde o las fronteras del ADN-T, puede construirse y manipularse convenientemente en un huésped alternativo
adecuado, tal como E. coli, y luego transferido a Agrobacterium.

Procedimientos detallados para Agrobacteriumla transformacion mediada de plantas, especialmente plantas de
cultivo, incluye, por ejemplo, procedimientos divulgados en Las patentes de Estados Unidos 5,004,863, 5,159,135,
5,518,908, 5,846,797 y 6,624,344 (cotton); 5,416,011, 5,569,834, 5,824,877, 5,914,451 6,384,306 y 7,002,058 (soja);
5,591,616 5,981,846 y 7,060,876 (maiz); 5,463,174 y 5,750,871 (Brassica, incluyendo colza y rape), y en
US2004/0244075 (maiz), US2004/0087030 (cotton) y US2005/0005321 (soja). Procedimientos adicionales para
transformacion mediada por Agrobacterium se divulgan en el documento WO9506722 (maiz). Se han informado
procedimientos similares para muchas especies de plantas, tanto dicotiledéneas como monocotiledéneas, que
incluyen, entre otros, mani (Cheng et al. (1996) Plant Cell Rep., 15: 653); esparragos (Bytebier et al. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84: 5345); cebada (Wan y Lemaux (1994) Plant Physiol., 104: 37); arroz (Toriyama et al.
(1988) Bio / Tecnologia, 6:10; Zhang et al. (1988) Plant Cell Rep., 7: 379; trigo (Vasil et al. (1992) Bio / Technology,
10: 667; Becker et al. (1994) Plant J., 5: 299), alfalfa (Masoud et al. (1996) Transgen. Res., 5: 313); Brassicas
(Radke et al. (1992) Plant Cell Rep., 11: 499-505); y tomate (Sun et al. (2006) Plant Cell Physiol., 47: 426-431) Ver
también una descripcion de vectores, procedimientos de transformacion, y produccion de transformadas en plantas
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de Arabidopsis thaliana en las que los factores de transcripcion son expresados constitutivamente por un promotor
de CaMV35S, en el documento US2003/0167537. Las células de plantas transgénicas no naturales y las plantas
transgénicas también se pueden obtener por transformacion con otros vectores, tales como vectores virales (por
ejemplo, virus etch poty del tabaco (TEV), virus del mosaico de la raya de cebada (BSMV) y los virus mencionados
en Edwardson y Christie, "The Potyvirus Group: Monograph No. 16, 1991, Agric. Exp. Station, Univ. Of Florida),
plasmidos, césmidos, YAC (cromosomas artificiales de levadura), BAC (cromosomas artificiales bacterianos) o
cualquier otro vector de clonacién adecuado, cuando se usa con un protocolo de transformacién apropiado, e. por
ejemplo, infeccidon bacteriana (por ejemplo, con Agrobacterium como se describid anteriormente), constructos
cromosomicos artificiales bacterianos binarios, administracion directa de ADN (por ejemplo, mediante transformacion
mediada por PEG, captacion de ADN mediada por desecacion / inhibicion, electroporacion, agitacion con fibras de
carburo de silicio y bombardeo de microproyectiles). Seria claro para un experto en la técnica que se pueden usar y
modificar diversas metodologias de transformacioén para la produccion de plantas transgénicas estables de cualquier
numero de especies de plantas de interés.

Los procedimientos de transformacion para proporcionar células de plantas transgénicas no naturales y plantas
transgénicas no naturales que contienen ADN recombinante integrado de forma estable se practican
preferentemente en cultivo tisular en medios y en un ambiente controlado. "Medios" se refiere a las numerosas
mezclas de nutrientes que se usan para desarrollar células in vitro, es decir, fuera del organismo vivo intacto. Los
objetivos de las células receptoras incluyen células meristematicas, callo, embriones inmaduros o partes de
embriones, y células gaméticas como microsporas, polen, esperma y 6vulos. Cualquier célula a partir de la cual se
puede regenerar una planta fértil se contempla como una célula receptora util para la practica de la invencion. Los
callos se pueden iniciar a partir de diversas fuentes de tejidos, incluidos embriones inmaduros o partes de
embriones, meristemas apicales de plantulas, microsporas y similares. Esas células que son capaces de proliferar
como callo pueden servir como células receptoras para la transformacion genética. Se describen procedimientos y
materiales de transformacién practicos para preparar plantas transgénicas de la presente invencion (por ejemplo,
diversos medios y células diana receptoras, transformacion de embriones inmaduros y posterior regeneracion de
plantas transgénicas fértiles), por ejemplo, en patentes de los Estados Unidos. 6,194,636 y 6,232,526 y
US2004/0216189.

En la practica de transformacion general, el ADN se introduce en solo un pequefio porcentaje de células diana en
cualquier experimento de transformacion. Los genes marcadores generalmente se usan para proporcionar un
sistema eficiente para la identificacion de aquellas células que se transforman establemente al recibir e integrar una
construccion de ADN transgénico en sus genomas. Los genes marcadores preferentes proporcionan marcadores
selectivos que confieren resistencia a un agente selectivo, tal como un antibiético o herbicida. Cualquiera de los
antibioticos o herbicidas a los que una célula vegetal puede ser resistente puede ser un agente Util para la seleccion.
Las células potencialmente transformadas se exponen al agente selectivo. En la poblacion de células supervivientes
se encontraran aquellas células en las que, generalmente, el gen que confiere resistencia se integra y expresa a
niveles suficientes para permitir la supervivencia celular. Las células pueden analizarse mas para confirmar la
integracion estable del ADN recombinante. Los genes marcadores selectivos habitualmente usados incluyen
aquellos que confieren resistencia a antibiéticos tales como kanamicina o paromomicina (nptll), higromicina B (aph
1V) y gentamicina (aac3 y aacC4) o resistencia a herbicidas como el glufosinato (bar o palmadita), glifosato (EPSPS)
y dicamba. Ejemplos de genes marcadores selectivos Utiles y agentes de seleccion se ilustran en Las patentes de
Estados Unidos 5,550,318, 5,633,435, 5,780,706 y 6,118,047. Un gen de resistencia a herbicida particularmente
preferente es una glifosato acetil transferasa, descrita como SEQ ID NO. 68 en el documento US2007/0079393.
También se pueden emplear marcadores o indicadores seleccionables, tales como marcadores que proporcionan la
capacidad de identificar visualmente los transformantes. Los ejemplos no limitantes de marcadores seleccionables
utiles incluyen, por ejemplo, un gen que expresa una proteina que produce un color detectable al actuar sobre un
sustrato cromogénico (por ejemplo, beta-glucuronidasa (GUS) (uidA) o luciferasa (luc)) o que si mismo es
detectable, como la proteina verde fluorescente (GFP) (gfp) o una molécula inmunogénica. Los expertos en la
materia reconoceran que muchos otros marcadores o informadores Utiles estan disponibles para su uso.

La deteccién o medicién de la transcripcion de la construccion de ADN recombinante en la célula de planta
transgénica no natural de la invencion se puede lograr mediante cualquier procedimiento adecuado, incluyendo
procedimientos de deteccion de proteinas (por ejemplo, transferencias Western, ELISA y otros procedimientos
inmunoquimicos), mediciones de actividad enzimatica, o procedimientos de detecciéon de acidos nucleicos (por
ejemplo, Southern blots, Northern blots, PCR, RT-PCR, hibridacién fluorescente in situ). Dichos procedimientos son
bien conocidos por los expertos en la materia como se evidencia por los numerosos manuales disponibles; véase,
por ejemplo, Joseph Sambrook y David W. Russell, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (tercera edicion), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY, 2001; Frederick M. Ausubel y otros (editores) "Short Protocols in Molecular
Biology" (quinta edicion), John Wiley and Sons, 2002; John M. Walker (editor) "Protein Protocols Handbook"
(segunda edicion), Humana Press, 2002; y Leandro Pefia (editor) "Plantas transgénicas: procedimientos y
protocolos", Humana Press, 2004.

Otros procedimientos adecuados para detectar o medir la transcripcién de la construccion de ADN recombinante en
la célula de planta transgénica no natural de la invencion incluyen la medicion de cualquier otro rasgo que sea una
indicacion directa o indirecta de supresion del gen diana en la célula vegetal transgénica en la que la construccion de
ADN recombinante se transcribe, con relaciéon a una en la que el ADN recombinante no se transcribe, e. g., rasgos
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morfolégicos macroscopicos 0 microscopicos, tasas de crecimiento, rendimiento, tasas reproductivas o de
reclutamiento, resistencia a plagas o patdgenos o resistencia al estrés biotico o abiotico (por ejemplo, estrés hidrico,
estrés salino, estrés por nutrientes, calor o frio). Dichos procedimientos pueden usar mediciones directas de un
rasgo fenotipico o ensayos proxy (por ejemplo, en plantas, estos ensayos incluyen ensayos de partes de plantas
tales como ensayos de hojas o raices para determinar la tolerancia al estrés abidtico). Los procedimientos incluyen
medidas directas de resistencia a la plaga de invertebrados (por ejemplo, dafio a tejidos de plantas) o ensayos
indirectos (por ejemplo, ensayos de rendimiento de plantas, o bioensayos tales como el gusano de la raiz del maiz
occidental (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) bioensayo larval descrito en WO2005/110068 y US2006/0021087,
o el bioensayo de nematodos del quiste de soja descrito por Steeves et al. (2006) Funct. Plant Biol., 33: 991-999,
donde se miden quistes por planta, quistes por raiz de gramo, huevos por planta, huevos por raiz de gramo y huevos
por quiste.

Las construcciones de ADN recombinante de la invencién pueden apilarse con otro ADN recombinante para impartir
rasgos adicionales (por ejemplo, en el caso de plantas transformadas, rasgos que incluyen resistencia a herbicidas,
resistencia a plagas, tolerancia a la germinacion en frio, tolerancia al déficit de agua y similares) por ejemplo, al
expresar o suprimir otros genes. Las construcciones para la disminucién y el aumento coordinados de la expresion
génica se describen en el documento US2004/0126845.

Las semillas de plantas fértiles transgénicas se pueden cosechar y usar para cultivar generaciones de progenie,
incluidas las generaciones hibridas, de plantas transgénicas no naturales de la presente invencion que incluyen la
construccion de ADN recombinante en su genoma. Por lo tanto, ademas de la transformacion directa de una planta
con una construccién de ADN recombinante de la presente invencion, se pueden preparar plantas transgénicas no
naturales de la invencién cruzando una primera planta que tiene el ADN recombinante con una segunda planta que
carece de la construccion. Por ejemplo, el ADN recombinante puede introducirse en una linea de planta que es
susceptible de transformacion para producir una planta transgénica, que puede cruzarse con una segunda linea de
planta para introgresar el ADN recombinante en la progenie resultante. Una planta transgénica de la invencion
puede cruzarse con una linea de planta que tiene otro ADN recombinante que confiere uno o mas rasgos
adicionales (tales como resistencia a herbicidas, resistencia a plagas o enfermedades, resistencia al estrés
ambiental, contenido de nutrientes modificado y mejora del rendimiento) para producir plantas de progenie que
tienen ADN recombinante que confiere tanto el comportamiento de expresion de secuencia objetivo deseado como
el (los) rasgo (s) adicional (es).

Tipicamente, en dicha reproduccion para combinar rasgos, la planta transgénica que dona el rasgo adicional es una
linea masculina y la planta transgénica que tiene los rasgos base es la linea femenina. La progenie de esta
segregacion cruzada tal que algunas de las plantas llevaran el ADN para ambos rasgos parentales y algunas
llevaran ADN para un rasgo parental; tales plantas pueden identificarse por marcadores asociados con ADN
recombinante parental. Las plantas progenie que llevan ADN para ambos rasgos parentales se pueden cruzar de
nuevo en la linea parental femenina multiples veces, e. por ejemplo, generalmente de 6 a 8 generaciones, para
producir una planta de progenie con sustancialmente el mismo genotipo que una linea parental transgénica original,
pero para el ADN recombinante de la otra linea parental transgénica.

Otro aspecto mas es una planta transgénica no natural cultivada a partir de la semilla transgénica no natural descrita
en el presente documento. La presente invencion contempla plantas transgénicas cultivadas directamente a partir de
semillas transgénicas que contienen el ADN recombinante asi como generaciones de plantas de progenie,
incluyendo lineas de plantas endogamicas o hibridas, hechas cruzando una planta transgénica cultivada
directamente de semilla transgénica a una segunda planta no cultivada del mismo transgénico semilla.

El cruce puede incluir, por ejemplo, los siguientes pasos: (a) plantar semillas de la primera planta parental (por
ejemplo, no transgénicas o transgénicas) y una segunda planta parental que es transgénica de acuerdo con la
invencion; (b) cultivar las semillas de la primera y la segunda plantas parentales en plantas que lleven flores; (c)
polinizar una flor del primer progenitor con polen del segundo progenitor; y (d) cosechar las semillas producidas en la
planta parental portadora de la flor fertilizada.

A menudo es deseable introgresar el ADN recombinante en variedades de elite, mi. gramo., por retrocruzamiento,
para transferir un rasgo deseable especifico de una fuente a una endogamica u otra planta que carece de ese rasgo.
Esto se puede lograr, por ejemplo, al cruzar primero una endogamia superior ("A") (progenitor recurrente) con una
endocriada donante ("B") (progenitor no recurrente), que porta el / los gen (es) apropiado (s) para el rasgo en
cuestion, por ejemplo, una construccion preparada de acuerdo con la presente invencion. La progenie de este cruce
primero se selecciona en la progenie resultante para el rasgo deseado que se transferira desde el padre "B" no
recurrente, y luego la progenie seleccionada se acopla de nuevo al padre "A" superior recurrente. Después de cinco
0 mas generaciones de retrocruzamiento con seleccion para el rasgo deseado, la progenie es hemicigotica para los
loci que controlan la caracteristica que se transfiere, pero son como el progenitor superior para la mayoria o para
casi todos los otros genes. La ultima generacion de retrocruzamiento seria autofecundada para proporcionar una
progenie que sea de reproduccién pura para el (los) gen (es) que se esta (n) transfiriendo. yo. mi.,, uno o mas
eventos de transformacion.
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A través de una serie de manipulaciones de reproduccién, una construccion de ADN seleccionada puede moverse
de una linea a una linea completamente diferente sin la necesidad de una manipulacién recombinante adicional. De
este modo, se pueden producir plantas endogamicas que son verdaderas crias para uno o mas constructos de ADN.
Al cruzar diferentes plantas endogamicas, se puede producir una gran cantidad de hibridos diferentes con diferentes
combinaciones de construcciones de ADN. De esta manera, se pueden producir plantas que tienen las propiedades
agrondémicas deseables frecuentemente asociadas con hibridos ("vigor hibrido"), asi como las caracteristicas
deseables impartidas por uno o mas constructos de ADN.

Los marcadores genéticos pueden usarse para ayudar en la introgresion de uno o mas constructos de ADN de la
invencion de un fondo genético a otro. La seleccion asistida por marcador ofrece ventajas en relacion con la mejora
convencional, ya que se puede utilizar para evitar errores causados por variaciones fenotipicas. Ademas, los
marcadores genéticos pueden proporcionar datos con respecto al grado relativo de germoplasma de élite en la
progenie individual de una cruza particular. Por ejemplo, cuando una planta con un rasgo deseado que de otro modo
tiene un fondo genético no agrondmicamente deseable se cruza con un padre de élite, los marcadores genéticos
pueden usarse para seleccionar una progenie que no solo posea el rasgo de interés, sino que también tenga un
tamafio relativamente grande. proporcion del germoplasma deseado De esta forma, se minimiza el nimero de
generaciones requeridas para intrigar uno o mas rasgos en un fondo genético particular. La utilidad de la seleccion
asistida por marcador en la cria de plantas transgénicas no naturales de la presente invencion, asi como los tipos de
marcadores moleculares Utiles, tales como SSR y SNP, se discuten en los documentos WO 02/062129,
US2002/0133852, US2003/0049616 y US2003/0005491.

En ciertas células de plantas transgénicas no naturales y plantas transgénicas no naturales de la invencion, puede
ser deseable expresar simultaneamente (o suprimir) un gen de interés mientras también se regula la expresion de un
gen diana. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la planta transgénica contiene ADN recombinante que incluye una
unidad de transcripcion transgénica para expresar al menos un gen de interés y un elemento de supresiéon génica
para suprimir un gen diana.

Por lo tanto, como se describe en el presente documento, las células de plantas transgénicas no naturales o plantas
transgénicas no naturales se pueden obtener mediante el uso de cualquier procedimiento de transformacion
transitorio o estable, integrativo o no integrativo conocido en la técnica o divulgado actualmente. Las construcciones
de ADN recombinante pueden transcribirse en cualquier célula o tejido vegetal o en una planta completa de
cualquier etapa de desarrollo. Las plantas transgénicas pueden derivarse de cualquier planta de monocotiledéneas o
dicotiledoneas, como plantas de interés comercial o agricola, como plantas de cultivo (especialmente plantas
cultivadas utilizadas para alimentacion humana o animal), madera, fibra, pulpa o celulosa. produciendo arboles y
plantas, plantas vegetales, plantas frutales y plantas ornamentales. Los ejemplos no limitantes de plantas de interés
incluyen plantas de cultivo de granos (tales como trigo, avena, cebada, maiz, centeno, triticale, arroz, mijo, sorgo,
quinoa, amaranto y alforfén); plantas de cultivo de forraje (tales como hierbas forrajeras y dicotiledéneas de forraje
incluyendo alfalfa, veza, trébol y similares); plantas de semillas oleaginosas (como algodén, cartamo, girasol, soja,
colza, colza, lino, mani y palma de aceite); nueces de arbol (tales como nuez, anacardo, avellana, nuez, almendra,
macadamia, y similares); cafia de azucar, coco, palma datilera, aceituna, remolacha azucarera, té y café; arboles y
plantas que producen madera, fibra, pulpa o celulosa (por ejemplo, algodon, lino, yute, ramio, sisal, kenaf,
switchgrass y bambu); plantas de cultivos de hortalizas, tales como legumbres (por ejemplo, frijoles, guisantes,
lentejas, alfalfa, mani), lechuga, esparrago, alcachofa, apio, zanahoria, rabano, mandioca, batata, fiame, cacao,
café, té, las brasicas (para ejemplo, coles, col rizada, mostaza y otras brassicas de hoja, brocoli, coliflor, coles de
Bruselas, nabo, colirrdbano), cucurbitdceas comestibles (por ejemplo, pepinos, melones, calabazas de verano,
calabazas de invierno), alliums comestibles (por ejemplo, cebollas, ajo, puerros, chalotes, cebollinos), miembros
comestibles de las solanaceas (por ejemplo, tomates, berenjenas, patatas, pimientos, mollejas) y miembros
comestibles de las Chenopodiaceae (por ejemplo, remolacha, acelga, espinaca, quinoa, amaranto); plantas frutales
tales como manzana, pera, citricos (por ejemplo, naranja, lima, limén, pomelo y otros), frutas de hueso (por ejemplo,
albaricoque, melocotoén, ciruela, nectarina), platano, pifia, uva, kiwi, papaya, aguacate, higo, mango y bayas; y
plantas ornamentales que incluyen plantas con flores ornamentales, arboles y arbustos ornamentales, cubiertas
ornamentales y hierbas ornamentales. Las plantas dicotiledéneas preferentes incluyen canola, broécoli, col,
zanahoria, coliflor, repollo chino, pepino, frijoles secos, berenjena, hinojo, alubias, calabazas, lechugas, melones,
okra, guisantes, pimientos, calabaza, rabanos, espinacas, calabaza, sandia, algodén, papa, quinoa, amaranto, trigo
sarraceno, cartamo, soja, remolacha azucarera y girasol. Las monocotiledéneas preferentes incluyen trigo, avena,
cebada, maiz (incluido maiz dulce y otras variedades), centeno, triticale, arroz, hierbas ornamentales y forrajeras,
sorgo, mijo, cebollas, puerros y cafia de azlcar, mas preferentemente maiz, trigo y arroz.

El objetivo final en la transformacion de plantas es producir plantas que sean Utiles para el hombre. A este respecto,
las plantas transgénicas no naturales de la invencion se pueden usar virtualmente para cualquier proposito que se
considere valioso para el productor o el consumidor. Por ejemplo, uno puede desear cosechar la planta transgénica
en si, o cosechar semillas transgénicas de la planta transgénica para propdsitos de plantacion, o se pueden hacer
productos a partir de la planta transgénica o sus semillas tales como aceite, almidon, etanol u otros productos de
fermentacion, animales piensos o alimentos para humanos, productos farmacéuticos y diversos productos
industriales. Por ejemplo, el maiz se usa ampliamente en las industrias de alimentos y piensos, asi como en
aplicaciones industriales. Se puede encontrar un analisis mas detallado de los usos del maiz, por ejemplo, en Las
patentes de Estados Unidos 6,194,636, 6,207,879, 6,232,526, 6,426,446, 6,429,357, 6,433,252, 6,437,216 y
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6,583,338, WO 95/06128 y WO 02/057471. Por lo tanto, también se describen productos basicos producidos a partir
de una planta, planta o semilla de plantas transgénicas no naturales de la presente invencion, incluyendo hojas,
raices, brotes, tubérculos, tallos, frutos, semillas u otras partes de una planta, harinas, aceites, extractos, productos
de fermentacion o digestion, granos triturados o enteros o semillas de una planta, o cualquier producto alimenticio o
no alimenticio que incluye tales productos basicos producidos a partir de una planta, planta o semilla de una planta
transgénica de la presente invencion. La deteccion de una o mas de las secuencias de acido nucleico de las
construcciones de ADN recombinante de la presente invencién en uno o mas productos basicos o productos basicos
contemplados en el presente documento es de facto evidencia de que el producto basico o producto basico contiene
o deriva de una célula, planta o semilla de una planta transgénica de la presente invencion.

En realizaciones preferentes, la planta transgénica no natural preparada a partir de la célula de planta transgénica
no natural de la presente invencion, i. e., una planta transgénica que tiene en su genoma una construccion de ADN
recombinante de la presente invencion tiene al menos un rasgo alterado adicional, en relacion con una planta que
carece de la construccion de ADN recombinante, seleccionada del grupo de rasgos que consisten en: (a) estrés
abiodtico mejorado tolerancia; (b) tolerancia mejorada al estrés bidtico; (c) composicion del metabolito primario
modificado; (d) composicion de metabolitos secundarios modificada; (e) oligoelemento modificado, carotenoide o
composicion vitaminica; (f) rendimiento mejorado; (g) una mejor capacidad para usar nitrégeno u otros nutrientes; (h)
caracteristicas agronémicas modificadas; (i) crecimiento modificado o caracteristicas reproductivas; y (j) mejor
calidad de cosecha, almacenamiento o procesamiento.

En realizaciones particularmente preferentes, la planta transgénica no natural se caracteriza por: tolerancia mejorada
al estrés abidtico (por ejemplo, tolerancia al déficit hidrico o sequia, calor, frio, niveles de sal o nutrientes no 6ptimos,
niveles de luz no éptimos) o de estrés bidtico (por ejemplo, hacinamiento, alelopatia o heridas); mediante una
composicion de metabolito primario modificado (por ejemplo, acido graso, aceite, aminoacido, proteina, azucar o
carbohidrato); una composicion de metabolito secundario modificado (por ejemplo, alcaloides, terpenoides,
policétidos, péptidos no ribosémicos y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto); un elemento traza
modificado (por ejemplo, hierro, zinc), carotenoide (por ejemplo, beta-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina u otros
carotenoides y xantofilas) o composicion de vitaminas (por ejemplo, tocoferoles); rendimiento mejorado (por ejemplo,
rendimiento mejorado en condiciones sin estrés o rendimiento mejorado bajo estrés bidtico o abidtico); capacidad
mejorada para usar nitrégeno u otros nutrientes; caracteristicas agronémicas modificadas (por ejemplo, maduracion
tardia, senescencia retrasada, madurez anterior o posterior, tolerancia mejorada a la sombra, resistencia mejorada
al alojamiento de raices o tallos, resistencia mejorada al tallo verde de los tallos, respuesta modificada al
fotoperiodo); crecimiento modificado o caracteristicas reproductivas (por ejemplo, enanismo intencional, esterilidad
masculina intencional, util, por ejemplo, en procedimientos de hibridacion mejorados, tasa de crecimiento vegetativo
mejorada, germinacion mejorada, fertilidad mejorada de machos o hembras); una mejor calidad de cosecha,
almacenamiento o procesamiento (por ejemplo, mejor resistencia a las plagas durante el almacenamiento, mayor
resistencia a la rotura, mejor atractivo para los consumidores); o cualquier combinacién de estos rasgos.

En un aspecto preferente descrito en la presente memoria, la semilla transgénica no natural, o la semilla producida
por la planta transgénica no natural, tiene una composicion de metabolito primario modificado (por ejemplo, acidos
grasos, aceite, aminoacidos, proteinas, azucar o carbohidratos), un metabolitos secundarios (por ejemplo,
alcaloides, terpenoides, policétidos, péptidos no ribosémicos y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto),
un elemento traza modificado (por ejemplo, hierro, zinc, azufre), fosfato organico (por ejemplo, acido fitico),
carotenoide (por ejemplo, beta-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina u otros carotenoides y xantofilas), o la
composicion de vitaminas (por ejemplo, tocoferoles), una cosecha mejorada, almacenamiento o calidad de
procesamiento, o una combinacion de estos. Por ejemplo, puede ser deseable modificar el aminoacido (por ejemplo,
lisina, metionina, triptéfano o proteina total), aceite (por ejemplo, composicion de acidos grasos o aceite total),
carbohidratos (por ejemplo, azicares simples o almidones), oligoelemento, carotenoides o contenido vitaminico de
semillas de plantas de cultivo (por ejemplo, canola, algodén, cartamo, soja, remolacha azucarera, girasol, trigo, maiz
o arroz), preferentemente en combinacién con una cosecha mejorada, almacenamiento o calidad de procesamiento,
y por lo tanto proporcionar semillas mejoradas para su uso en alimentos para animales o humanos. En otro ejemplo,
puede ser deseable modificar la cantidad o calidad de polisacaridos (por ejemplo, almidén, celulosa o hemicelulosa)
en tejidos vegetales para uso en alimentos para animales o alimentos para humanos o para la fermentacion o
produccion de biocombustibles. En otro caso, puede ser deseable cambiar los niveles de componentes nativos de la
planta o semilla transgénica de una planta transgénica, por ejemplo, para disminuir los niveles de proteinas con
bajos niveles de lisina, metionina o triptéfano, o para aumentar los niveles de un aminoacido o acido graso deseado,
o para disminuir los niveles de una proteina alergénica o glicoproteina (por ejemplo, alérgenos de mani incluyendo
ara h 1, alérgenos de trigo incluyendo gliadinas y gluteninas, alérgenos de soja como alérgeno P34, globulinas,
glicininas y conglicininas) o de un metabolito téxico (por ejemplo, glucésidos cianogénicos en la yuca, alcaloides de
la solanacea en los miembros de las solanaceas). Las realizaciones de los siguientes Ejemplos que no caen dentro
del alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.
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Ejemplos
Ejemplo 1

Este ejemplo describe el ADN que codifica un transcrito que se pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in
vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica. Mas especificamente, este ejemplo
proporciona secuencias de acidos nucleicos, obtenidas a partir de plantas de cultivo de monocotiledéneas, que son
Utiles para hacer una unica molécula de ADN recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN
hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica,
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN.

Varias bibliotecas de ARN se clonaron a partir de arroz maduro (Oryza sativa) grano y de varios maices (Zea mays)
tejidos mediante secuenciacion de alto rendimiento (Margulies et al. (2005) Nature, 437: 376-380) Entre las
secuencias mas abundantes clonadas de grano de arroz maduro y raiz de maiz, 32 DAP (dias después de las
polinizaciones) y 39 granos DAP fueron siete ARN de 21 mer (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 3, SEQID
NO. 4, SEQID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y SEQ ID NO. 7), listado en Tabla 1.

Tabla 1
SEQID Numero de Secuencia de ADN Especie / Tejido*
NO. clon
1 141121 ATGCAAGTGATGTA grano de arroz, raiz de maiz, grano de maiz 32DAP
GCGCCcCC y 39DAP
2 297263 ATATAGGAGTCACTC | grano de arroz, grano de maiz 32 DAP
AGGAAA
3 1196700 TCTTTGCCCTCTTTA | grano de arroz, grano de maiz 32DAP
GTGCTT
4 880479 TATGGATGGGCACC | grano de arroz, grano de maiz 32 DAP
ATCTTCA
5 1275002 TGGCCACCAACAAC | grano de arroz, grano de maiz 32DAP
ATCAGCA
6 1379342 TGCCCCACCAAGAG grano de arroz, raiz de maiz, hoja de maiz, grano
AACGCCG de maiz 32DAP y 39DAP
7 544819 TGCCTGAGGAACAC grano de arroz, raiz de maiz, grano de maiz 32DAP
CACCAGG y 39DAP
* DAP, dias después de la polinizaciéon

Estos siete ARN de 21 unidades, cuando se alinearon con el genoma del arroz en el locus Os6g21900, se
localizaron en dos regiones adyacentes que contenian siete y seis ARNip de 21 nt alineados de extremo a extremo,
respectivamente, y formando una estructura replegada unica representada en la figura 1. No hay ARNip de este gen
estaban presentes en otras bibliotecas, y solo un nimero muy pequefio se secuenciaron a partir de la region de
bucle putativo entre los brazos de la estructura replegada. Los resultados de secuenciacion adicionales indicaron
que esta estructura replegada contenia al menos otros tres ARN potenciales de 21 meros (en fase con y distal a los
primeros siete 21-mers y bucle), aunque se predijo que los ARN pequeiios resultarian de in vivo la escision de estos
ARN bicatenarios pequerios en fases adicionales se clon6 solo a bajas abundancias.

Aunque se identificaron muchas variantes de ARN pequefios, solo una Unica fase Unica de 21 nucleétidos (21 nt) de
la cadena positiva fue respaldada por la informacion de secuencia (Tabla 2) La "plenitud de fase" indica cuantas
fases de 21 nt estan ocupadas por ARN pequefios secuenciados en ambas cadenas; por ejemplo, una plenitud de
0.5 para la trama 7.0 con una longitud de fase de 8 indica que las ocho tramas de 21 nt estan ocupadas en la
cadena positiva, pero ninguna esta ocupada en la cadena negativa hipotética. La "unicidad de fase" representa un
puntaje de probabilidad para ARN pequefos en fases, que tiene en cuenta la ocupacion de fase y la abundancia de
ARN pequefios en cada fase. El marco 16.1 y el marco 7.0 representan cada lado de la estructura replegada
(representada en la figura 1, con los primeros siete pequefios ARN en fase mostrados) y sus abundantes ARN
pequefios en fase; la fase es muy compatible (unicidad> 0,97) para esta estructura, mientras que todas las demas
fases potenciales de ARN pequefio no se soportaron suficientemente por los datos de secuencia (unicidad <0,005).
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Tabla 2
Marco | Inicio (nimero de fase) Longitud Fase de | Unicidad Abundancia de | Copias
de fase plenitud de fase ARN pequeiio promedio

16,1 5099(1), 5120(2), 5141(3), | 8 0,43 0,9963 344, 89484, | 15271
5162(4), 5183(5), 5204(6), 3393, 3121,
5246(8) 10455, 71, 31

7,0 3620(1), 3641(2), 3662(3), | 8 0,5 0,9717 67, 6875, 1289, | 2510
3683(4), 3704(5), 3725(6), 3, 151, 7, 67,
3746(7), 3767(8) 11619

19,0 3611(1), -3630(2), - 3651(3), | 8 0,62 0,0049 27,1,1,589,1,8, | 10
3653(3), - 3693(5), -3714(6), 6,2,1,1
- 3735(7), 3737(7), -
3756(8), 3758(8)

16,0 3629(1), 3650(2), 3671(3), - | 5 0,5 0,0013 1,5,2,2,2 2
3711(5), 3713(5)

4,0 3638(1), 3680(3), 3722(5), - | 7 0,35 0,0011 17,1,2,2,1 5
3741(6), 3764(7)

18,0 -5120(1), 5122(1),-5141(2), | 4 0,62 0,001 1,15,1,73,17 21
5164(3), 5185(4)

6,0 3640(1), 3661(2), 3682(3), | 7 0,42 0,0008 931,122 3
3724(5), 3745(6), 3766(7)

15,0 5140(1), 5161(2), 5182(3), | 4 0,5 0,0007 1,71,4,4 20
5203(4)

14,0 3669(1), 3711(3), 3753(5) 5 0,3 0,0006 1,6,1 3

11,0 5199(1), 5220(2), 5262(4) 4 0,37 0,0004 1,3,1 2

20,0 3654(1), 3675(2),- 3736(5), | 7 0,28 0,0003 2,2,1,2 2
3780(7)

3,0 3637(1), 3658(2), 3700(4), | 6 0,41 0,0003 2,1,2,1,1 1
3721(5), - 3740(6)

La secuencia genémica y los precursores putativos para la estructura replegada de Oryza sativa se da en las SEQ
ID NO. 8, SEQID NO. 9, SEQ ID NO. 10, y SEQ ID NO. 11. Una secuencia de ADN genémico (SEQ ID NO. 9) Se
predijo que incluiria la secuencia de ADNc, la secuencia intronica y los brazos replegados como se muestra en la
figura 2, y varias versiones empalmadas alternativamente de esta transcripcién se encontraron en las bases de
datos de ADNc. Una abundante transcripcion empalmada alternativamente (SEQ ID NO. 10) indica la eliminacion de
la mitad de la estructura replegada, probablemente evitando la produccion de ARN pequefio. Una etiqueta de
secuencia expresada (SEQ ID NO. 11) se identific6 como la representacion de la secuencia complementaria a SEQ
ID NO. 10. Una caja CANATA candnica (indicada por los nucledtidos en caja en la figura 2) se encuentra 34 bases
aguas arriba del sitio de inicio de transcripcion predicho en SEQ ID NO. 8, evidencia de que este es el De buena fe
5' fin de la transcripcion De este modo, una estructura replegada Unica se transcribe desde un promotor y forma,
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN, el ARN hibridado que se escinde en fase in vivo
en multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica. Alternativamente, dos (o mas) variantes de corte
y empalme transcritas del mismo promotor, cada una contiene uno de cada uno de los brazos de la estructura
replegada, y se unen en trans, independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN, para formar el
ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN pequefios de doble cadena.

La evidencia recolectada apoya este locus como un nuevo tipo de elemento regulatorio (supresion) mediado por
ARN. diferente a trans-activos ARNip, todos los multiples pequefios ARN bicatenarios se derivan de la transcripcion
de ARN original o mas cadena del precursor, independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN y
sin un sitio diana de miARN que inicia la producciéon de ARN bicatenario. A diferencia de los microARN, el locus esta
escindido in vivo a multiples ARN pequefios en fase abundante, y (como se describe a continuacién en el Ejemplo
5), este procedimiento requiere DCL4 (o un ortélogo DCL4) y no DCL1. Por lo tanto, los inventores denominan este
locus novedoso como un locus de "ARN pequerio en fase".
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La expresion de este locus de ARN pequefio en fase particular parece estar restringida principalmente al grano
maduro tanto en maiz como en arroz, lo que indica una funcién enddégena relacionada con la represion de los genes
implicados en la maduracién o mantenimiento del estado embriogénico en el grano maduro. Se predijeron objetivos
putativos para cada uno de los siete ARN pequerios en fases (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQID
NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y SEQ ID NO. 7), siguiendo las pautas de prediccion objetivo descritas en
Allen et al. (2005) Cell, 121: 207-221. Ejemplos no limitantes de estos objetivos, que incluyen miembros de la familia
de transportadores de potasio de alta afinidad HAK2, se proporcionan en Tabla 3; los loci de maiz correspondientes
de la base de datos publica, Maize Assembled Genomic Island (disponible en linea en
magi.plantgenomics.iastate.edu, ver Fu et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 102: 12282-12287)
también se proporcionan.

Tabla 3
SEQID | Numero Secuencia de Gen diana (arroz) Locus de maiz Valor E
NO. de clon ADN *
3 1196700 | TCTTTGCCCTCT | Dominio de proteina quinasa | MAGI4 89402 3,00E-24

TTAGTGCTT 0s01g12300

MAGI4_122217 7,00E-19

MAGI4_104144 1,00E-17

MAGI4_99444 1,00E-14

MAGI4_39748 2,00E-14

MAGI4_22926 3,00E-14
Cadena pesada de miosina| MAGI4 70672 0
0s12g17310

MAGI4_141564 0

5 1275002 | TGGCCACCAAC | Transportador de tipo ABC-2 | MAGI4 27534 2,00E-22
AACATCAGCA | 0s09g29660

Transportador de potasio 7 MAGI4_99444 0
0s01g70940

Proteina de absorcion de potasio | MAGI4 99444 3,00E-68
0s09g27580

Proteina del canal de cloruro | MAGI4 25450 e-127
0s08g38980

* disponible publicamente en magi,plantgenomics,iastate,edu

Ejemplo 2

Este ejemplo describe una construccion de ADN recombinante que incluye un promotor ligado operablemente a ADN
que transcribe ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exégeno reconocible por un ARN pequefio
en fase expresado en una célula especifica de un eucariota multicelular, y (b) diana ARN que se va a suprimir en la
célula especifica, en el que el ARN diana debe expresarse en células del eucariota multicelular distintas de la célula
especifica. Mas especificamente, este ejemplo describe una construccion de ADN recombinante que incluye ADN
que transcribe ARN que contiene un sitio de reconocimiento exégeno que corresponde a al menos un ARN pequefio
en fase derivado de un locus de ARN pequefio en fase enddgeno.

Las construcciones de ADN recombinante se disefiaron para incluir un elemento de expresion génica para la
expresion de un gen de interés (en este ejemplo no limitante, el gen indicador, beta-glucuronidasa, "GUS"), y un sitio
de reconocimiento (sitio diana) correspondiente a al menos un ARN pequefio en fase de la presente invencion (por
ejemplo, uno o mas de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQID NO. 6, y
SEQ ID NO. 7 como se describe en el Ejemplo 1). Se pueden disefiar construcciones de ADN recombinante
similares, en las que se incluye un sitio de reconocimiento (sitio diana) correspondiente a al menos un ARN pequefio
en fase de la presente invencion para regular la expresion de un elemento de expresion génica para la expresion de
un gen de interés (que puede ser secuencia traducible o codificante o secuencia no codificadora, incluida la
secuencia reguladora), e. g., los descritos bajo el encabezado "Genes diana", o alternativamente para regular la
expresion de un elemento de supresion génica (por ejemplo, sentido, antisentido, combinaciones de sentido y
antisentido, repeticiones en tdndem de sentido o de antisentido)., microARN, ARNip y cualquier otra construccion
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disefiada para reducir la expresion de un gen diana).

Una construccion de control (pMON94320) con un promotor 35S que dirige la expresion de GUS y un terminador
Hsp17 incluye la secuencia parcial SEQ ID NO. 12, con un sitio de insercion (indicado en letra negrita en la figura
3B) localizado entre la secuencia de codificacion GUS y el terminador Hsp17. Se disefiaron tres constructos
adicionales basados en esta construccion de control, conteniendo cada uno al menos un sitio de reconocimiento
correspondiente a un ARN pequefio en fase de la presente invencion. La primera construccion (pMON100574)
incluyd la secuencia parcial SEQ ID NO. 13, que contenia uno de los ARN pequefios en fase de 21 meros (SEQ ID
NO. 6) descrito en el Ejemplo 1, incorporado en la orientacion de sentido en el sitio de insercion (Figura 3C). La
segunda construccion (pPMON100575) incluy6 la secuencia parcial SEQ ID NO. 14, que contenia uno de los ARN
pequefios en fase de 21 meros (SEQ ID NO. 6) descrito en el Ejemplo 1, incorporado en la orientaciéon antisentido
(es decir, como un sitio de reconocimiento correspondiente a SEQ ID NO. 6 en la orientacion de sentido) en el sitio
de insercion (Figura 3D). La tercera construccion (p)MON100576) incluy6 la secuencia parcial SEQ ID NO. 15, que
contenia dos de los ARN pequefios en fase de 21 meros (SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6) descrito en el Ejemplo 1,
ambos incorporados en la orientacion antisentido (es decir, como sitios de reconocimiento correspondientes a SEQ
ID NO. 5y SEQ ID NO. 6 en la orientacion de sentido) en el sitio de insercion (Figura 3E).

El tejido de maiz de los granos en desarrollo se analizé por transferencia Northern usando una sola sonda con la
secuencia CGGCGTTCTCTTGGTGGGGCA (SEQ ID NO. 16, yo. e., la secuencia antisentido de SEQ ID NO. 6). Los
resultados, representados en la figura 4, indico la transcripcion del locus de ARN pequefio en fase de maiz
enddgeno, especialmente en embriones en desarrollo y en menor medida en endospermas en desarrollo,
corroborando aun mas los resultados de clonacion dados en Tabla 1.

Los embriones zigoticos de maiz (21-22 dias después de la polinizacién) se transformaron con los constructos de
ADN recombinante mediante bombardeo de particulas, usando aproximadamente 0,5 microgramos de ADN
administrados con una inyeccion de una pistola de particulas de helio. El tejido bombardeado se incub6 durante 24 o
48 horas en una camara oscura de crecimiento a una temperatura de 26 grados Celsius. Los embriones se tifieron
en solucion de acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucuronico (24 horas a 37 grados Celsius) seguido de la
limpieza del tejido tefiido en etanol al 70 %. La expresion del gen de interés (GUS) codificado por el elemento de
expresion génica se indicé por el nivel de tincion en los embriones; Se predijo que la expresion de GUS seria
silenciada por el locus de ARN pequefio en fase enddégena de maiz. Como se predijo, la expresion de GUS se
silencié en los embriones transformados con las construcciones (PMON100575 y pMON100576) que contenian al
menos un sitio de reconocimiento correspondiente a un ARN pequefio en fase de la presente invencion. (Figura 3A).
El silenciamiento observado en los embriones transformados con pMON100574 se debié presumiblemente a la
transcripcion endogena antisentido presente en baja abundancia como se observé en las bibliotecas de ARN de
arroz clonado (ver Tabla 2 para abundancias de ARN pequefios clonados).

Los sitios de reconocimiento correspondientes a ARN pequefios en fase son utiles para regular la expresion de un
transgén en una construccion que incluye al menos un sitio de reconocimiento de este tipo. Por lo tanto, esta
memoria descriptiva proporciona una construccion de ADN recombinante que incluye un promotor unido
operativamente al ADN que transcribe a ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exdgeno
reconocible por un ARN pequefio en fase expresado en una célula especifica de un eucariota multicelular, y) el ARN
objetivo se suprime en la célula especifica, en el que el ARN diana debe expresarse en células del eucariota
multicelular distintas de la célula especifica. La memoria descriptiva incluye una construcciéon de ADN recombinante
que incluye un transgén y al menos un sitio de reconocimiento que corresponde a uno o mas ARN pequefios en fase
de la presente invencion, utiles para la expresion de ese transgén en tejidos distintos de aquellos en los que se
expresan los ARN pequerios en fase, y supresion del transgén en los tejidos donde se expresan los ARN pequefios
en fase. Por ejemplo, SEQ ID NO. 6 se ha demostrado que se expresa en el grano de arroz (Ejemplo 1) y en el
grano de maiz (este ejemplo); una construccion que contiene un transgén (por ejemplo, un gen de tolerancia a
herbicidas tal como 5-enolpiruvililshikimato-3-fosfato sintasa) y al menos un sitio de reconocimiento correspondiente
a SEQ ID NO. 6 es util para la supresion del transgén en al menos arroz o maiz.

Ejemplo 3

Este ejemplo describe una construccion de ADN recombinante que incluye ADN que transcribe a: (a) una primera
serie de segmentos de ARN contiguos, y (b) una segunda serie de segmentos de ARN contiguos, en donde la
primera serie de segmentos de ARN contiguos hibrida in vivo a la segunda serie de segmentos de ARN para formar
ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios ("ARN pequefios en fase")
para la supresion génica. Preferentemente, el ARN hibridado se produce independientemente de una ARN
polimerasa dependiente de ARN. La construcciéon de ADN recombinante de la presente invencién puede incluir un
locus de ARN pequefio en fase sintética (Que puede transcribirse en un transcrito mas larga o mas corta que la
transcrita a partir de un locus de ARN pequefio en fase de origen natural), disefiado para escindirse in vivo y en fase
en cualquier nimero de ARN pequerios en fases para la supresion de uno o mas genes diana.

Este ejemplo proporciona un aspecto de una construccion de ADN recombinante que incluye secuencias de acido
nucleico derivadas de plantas de cultivo de monocotiledéneas, que transcribe a un ARN que contiene una estructura
replegada individual escindible in vivo y en fase a multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica,
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independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. Se descubrié que un locus pequefio de ARN en
fases de monocotileddneas tiene la estructura replegada Unica representada en la figura 1 (ver Ejemplo 1). Este
locus incluye al menos siete ARN de 21 meros (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQID NO. 4, SEQ
ID NO. 5, SEQID NO. 6, y SEQ ID NO. 7), cada uno de los cuales puede disefiarse para suprimir la expresion de un
gen diana o de multiples genes diana en trans. En este ejemplo, un constructo de ADN recombinante basado en
este locus se disefio para transcribir un solo transcrito que incluye una estructura replegada imperfecta para suprimir
multiples genes enddégenos en el maiz: (1) el ARN mensajero que codifica el LKR regién del gen de la lisina
cetoglutarato reductasa / saccharopina deshidrogenasa, LKRISDH, y (2) el ARN mensajero que codifica el
dominante De cera gen, que codifica una enzima para la sintesis de almidén; un fenotipo mutante "ceroso" (sin
almidon) caracterizado por amilosa disminuida y amilopectina incrementada (almidén ramificado) se ve tipicamente
en plantas homocigotas para el alelo recesivo natural (wx / wx) y es util como marcador visual de herencia en
crianza de maiz.

La secuencia de ADN recombinante se disefié en base a una secuencia de inicio de 939 nucledtidos (SEQ ID NO.
17), que incluia, en orden: (1) una secuencia lider 5' (SEQ ID NO. 18); (2) el brazo 5 'de la estructura replegada, que
incluye una primera serie de segmentos de ARN contiguos, i. e., siete 21-contiguos (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2,
SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEC ID N°: 22, y SEQ ID NO. 7) en el orden indicado (5 'a 3'); (3)
secuencia espaciadora (SEQ ID NO. 23) formar un bucle que une los brazos 5 'y 3' de la estructura replegada; (4) el
brazo 3’ de la estructura replegada, que incluye una segunda serie de segmentos de ARN contiguos, i. e., siete 21-
contiguos (SEQ ID NO. 24, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 25, y SEQID
NO. 26) en el orden indicado (5 'a 3'); y (5) una region 3’ no traducida y terminador (SEQ ID NO. 27)

Esta secuencia de inicio (SEQ ID NO. 17) es util como un molde de ARN pequefio en fase en la que se basa una
construccion de supresion génica; uno o mas de los 21-contiguos (o los segmentos de ARN contiguos en la
transcripcion de ARN correspondiente) que forman la estructura replegada pueden modificarse o modificarse para
silenciar un gen diana, como se describié anteriormente bajo el titulo "Un transcrito de constructo de ADN
recombinante” a una primera y una segunda serie de segmentos contiguos de ARN que forman ARN hibridado que
se escinde en fase en vivo". En esta realizacion no limitante, los 21-meros disefiados para silenciar uno o mas genes
diana se seleccionan preferentemente de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQID NO. 4, SEQ ID NO.
5, SEQ ID NO. 6, y SEQ ID NO. 7. Preferentemente, una secuencia espaciadora (tal como SEQ ID NO. 23)
formando un bucle que une los brazos 5'y 3' de la estructura replegada se mantiene en la construccion de supresion
génica modificada genéticamente.

En un ejemplo especifico, se seleccionaron secuencias de 21 mer seleccionadas (ARN pequefios en fase sintética)
para apuntar a LKR (SEQ ID NO. 28, y SEQ ID NO. 29) o ceroso (SEQ ID NO. 30, y SEQ ID NO. 31),
respectivamente. Estos se clonan en posiciones de fase expresadas de la secuencia molde para producir la
construccion de supresion génica que tiene la secuencia
aatcttattctacatatttctatcttatatagaacaactagcatagctctcgttgeccagecaggttgeccagecaggttgectggtgcacaatga
gagctggctagggcggactcattetgetgttggtgcccaacgatgcetagetgetactcatactagtgaagectgecatggttctgagaaattttt
ggatactccgcetgegtagatatgeactaaaagettgtatgtttcgetgactacatactatggatatcacctgtttgacaagagaaggattacata
ccacgatgaagatgaattggaacatg ATGCAAGTGATGTAGCGCCCCATATAGGAGTCACTCAGGA
AAGCGCaGCTCGCCAccGAGATGcGCCcAAGATGCAGGTGCATGCTGAcgctaTTGGeGG
CCtCGCATAGATCcCTTGATaTCACTTTGTgGATGCAGAaAGCGGTGceccacggegacgecaa
aaaatgcaaagttggccaacacatagctcactgcatcgtcaagtagagetgettaatcactgagggtatatacatttagttcgecttcttcageg
ttgccatggacaCCGCTcTCTGCATCaACAAAGTGACATCAAGLGATCTATGCGtGGCCaCCA
AcaacaTCAGCATaCACCTGCATCTTtGGCaCATCTCctTGGCGAGCesGCGCHTCCGTA
GTGATTCCTATACGGGGTGCTACTTCACTTGGATCAtgttacaatttatcttcatcgtgatatatgctccttetg

ttctcacataggtgatatcttaaaatgtatgaggcatatatactttctacctaatattataaagtatatgcctctatatagatcaaataaagcagaaa

agtcattgttattaccaatcgtgtacttttgttctaaacatctcaactagtttaaagtatttgtctctcttga (SEQ ID NO. 32);

los brazos 5 'y 3' de la estructura replegada estan indicados por texto subrayado, los 21-mers disefiados se
muestran en negrita, y los nucledtidos desiguales intencionalmente se indican con letra minuscula. Se modifico
también la secuencia adicional en cada brazo replegada para preservar la estructura secundaria original (incluida la
ubicacion de las bases desajustadas) de la secuencia de molde (SEQ ID NO. 17). Figura 5 representa la estructura
secundaria predicha del ARN transcrito, respectivamente, a partir de la secuencia de molde (SEQ ID NO. 17) y a
partir de la construccion de supresion genética generada (SEQ ID NO. 32). La expresion de la construccion de
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supresion génica modificada esta dirigida por un promotor especifico de endosperma apropiado, tal como una zeina
de maiz o un promotor B32 (nucledtidos 848 a 1259 del nimero de acceso de GenBank X70153, véase también
Hartings et al. (1990) Plant Mol. Biol., 14: 1031-1040) Se disefian construcciones de ARN pequefios en fase sintética
adicionales de una manera similar para silenciar genes diana multiples, tales como combinaciones de genes
enddgenos (por ejemplo, LKR / SDH, GLABRA1, DWARF4 y CLAVATA) o transgenes (por ejemplo, genes
informadores tales como GUS o GFP), o marcadores seleccionables tales como un gen que imparte tolerancia a
antibidticos o herbicidas).

Ejemplo 4

Este ejemplo describe un transcrito de ARN que se pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en
multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica, en donde el ARN hibridado se produce
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. Mas especificamente, este ejemplo proporciona
secuencias de acidos nucleicos, obtenidas de plantas de monocotiledéneas, que son Uutiles para hacer una
construccion de ADN recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN hibridado que se escinde en
fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresidon génica, independientemente de una ARN
polimerasa dependiente de ARN.

Siguiendo los procedimientos descritos en detalle en el Ejemplo 1, se identificé un segundo locus de "ARN pequefio
en fase" a partir del arroz (Oryza sativa) bibliotecas maduras de ARN de grano y plantula. Este locus,
LOC_0s12g42380.1 | 11982.m08017, tenia la secuencia de ADN

GATTCTCCCCTGCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCAATCGGGCGAAGCCGLeCTCGeeG e
GTCGCGGCGGCGGCGGCGAGGGCGAGCTCCTGCGAGAGATCCTCCGCCGCCTCATGCCTCG
CGCGCGCGCTCCCGCTCCCGCTCTCGCCTGCAGTATTTGTTCCATTGCCGCGCACCACTTTCC
GGTGGGCGGCGGGCAATGCTAGGGGTTAAGAGACCTTCTCTCCCCGAGATGGAGGCGCCGG
GCGGCGCGGCGGGGGACGCGGAGGAGGAAGTTGATGCCCGGATCCGCTGGGTTCCATGGTG
GCTGCTATGGAATGGTGGAATTGCTTGGATGGCCACGAAGGGGATCGACGCCAATTGTTTGG
CGACCTCTACGATAGAATCGCGTCGAGTCGGGGTGTTCTTTCCTGTTATTACTAGAAGTAGTT
GAATTTCGTGATTGAACACACAAGGAAGCTTGATATCGCGTCGGGGGTGTTCTTTCCTGTTA
TTACTAGATGTAGTTGGGTTTCGTGATTGAACACCTAAGGAAAGGAAGCTTGATAAATGGAA
GATAGTCCAGCAAGTTTTGAAGATGATAGAAAATTTGAGCGCGTCGTAGTAACTGTCGTCCA
CGATCACGTCCAGTGTTGTTCATGGCATGGGGGATGGAGTCAGGATCCTTGAGGCGTCTGCT
CCTGTTGCACTGCTTCATGCCTTTCCTGCCTTCTAGGATGCTTAAGATGGTTGCGAAGTCAGG
TGCTTGGGAGTTCATGAAGCGGTCATAATCAATTTCGCTCTCTGTAGTACTTTCTCTGGTGTC
TTCCCCGTTGCTTCCTTTTGGAAGAAAAGCGTCCTTTAGAATCTCTTGAGAGAGTGCACTTTC
TCCCTCTCCTGCCATCAGTAGTGCCTTTATTTTCGCTTGGTTTCCGCATCATCAGGTGGCACTT
ATAGAAATTATTTTATGGAGGAAAAAGCATTGTATGGCATGATAGAAATATCCTTATGGATA
AAACTAGGACACTTGCAAGTGTTCAATGGGAGTCACCTTACCTTTTTTGCCTACCTGTCTGCA
TTTCATGAATGGGATTCCTTCTCCTGCGCCGGTGCTGTCTTCTCAAATGGGAAATGGAGGCA
AGCATCTGCCCTGTTCCATGGTGGCAGCCATGGAATGATGGGATTTCTTTGATGGTCATAAA
GGAGATCAAAACCAACGGTTGGCAATCTCTGCAGGGATGATGAACCAGGCTTGTAATATCT
GTTGCTGATTTCTTTGGAAGACATAACGGCAAGCTTCATGGGGCACGATGGATTTCAGATGG
TTGCTTCAGCCATGTCTCAAGATTCAGTTGATGGACCTCAAGTTTCTGGGTGCAGTGCCACG
AGTCTTGGTCAGCCCAAGAGTAAGCGCAGGACTGGTGACAAGGCAAGAGGGGAGAAGAAG
GCACTCAAAGTTAAGATTAACCTTGCCAGCCCGGCCAAAAAAATTAAGAAAAGTAGCAAAA
AGAAGGGCAAAAAGGGCACTGTTGCTGGCAGGATAGGGAGAAAATGCACTCTCTCAAGAGA
TTCTAAAGGGCGCTTTCTTCCAAGAGAGAGTAAGGGGGGAGACATCGGAGGAAATGCTACA
GAGAGTGAAGTTGATTATGACCGCTTCATGAACTTTCAGGCACCTGACTTCGCTACCATCTT
AAGTATTTTGAAAGGCTGGAAAGGCATGAAGCAATGTAACAAGATCAGGCGCCTCAAGGAT
CCTGACTTCGTCCCTCTCATGAACGTCATGAGCAACACTGGATATGTGACCGAGGATGATGG
TCACTATGATGTGCTGAAAGTCTTGATGCATGCAGATGGCTGGTCTGCATAGTGATTCAAGC
TCTCAAATCAAAACATTCAGGCCTATGGCCTTGTTGCTAGAACAGTGGTTTCTTCTTTCACCT
TTAAAACTTGATGGACTTTGTTCCATTTATCTTAGAAATTTTGTTGCCCTTGAGTCCGGTGGA
TATGTACTGGAGTATGCTATACTGGGTGATTTAATGGTGATAATGTTAAATCTTGATACTAGT
TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (SEQ ID NO. 33), y un puntaje de unicidad de fase de 0,959, altamente
favorable al transcrito de ARN predicho que tiene la secuencia
AGUCCAGCAAGUUUUGAAGAUGAUAGAAAAUUUGAGCGCGUCGUAGUAACUGUCGUCCA
CGAUCACGUCCAGUGUUGUUCAUGGCAUGGGGGAUGGAGUCAGGAUCCUUGAGGCGUCU
GCUCCUGUUGCACUGCUUCAUGCCUUUCCUGCCUUCUAGGAUGCUUAAGAUGGUUGCGAA
GUCAGGUGCUUGGGAGUUCAUGAAGCGGUCAUAAUCAAUUUCGCUCUCUGUAGUACUUU
CUCUGGUGUCUUCCCCGUUGCUUCCUUUUGGAAGAAAAGCGUCCUUUAGAAUCUCUUGAG
AGAGUGCACUUUCUCCCUCUCCUGCCAUCAGUAGUGCCUUUAUUUUCGCUUGGUUUCCGG
CAAAAAGGGCACUGUUGCUGGGAGGAUAGGGAGAAAAUGCACUCUCUCAAGAGAUUCUA
AAGGGCGCUUUCUUCCAAGAGAGAGUAAGGGGGGAGACAUCGGAGGAAAUGCUACAGAG
AGUGAAGUUGAUUAUGACCGCUUCAUGAACUUUCAGGCACCUGACUUCGCUACCAUCUUA
AGUAUUUUGAAAGGCUGGAAAGGCAUGAAGCAAUGUAACAGAUCAGGCGCCUCAAGGAU
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CCUGACUUCGUCCCUCUCAUGAACGUCAUGAGCAACACUGGAUAUGUGACCGAGGAUGAU
GGUCACUAUGAUGUGCUGAAA (SEQ ID NO. 34) y que contiene la secuencia y la estructura replegada unica
como se muestra en la figura 6. Figura 7A representa la abundancia de ARNip en transcripciones por un cuarto de
millén de secuencias ("tpg") a lo largo de toda la secuencia (alrededor de 2 kilobases)y la figura 7B representa una
vista ampliada de la regién de ARNip y la fase de 21 nucleétidos de la pequefia abundancia de ARN de este locus.

Al igual que con el locus de ARN pequefio en fases descrito en el Ejemplo 1, el locus teniendo SEQ ID NO. 33 fue
predicho para transcribir a ARN (SEQ ID NO. 34) formando ARN hibridado independientemente de una ARN
polimerasa dependiente de ARN y ser escindible in vivo en fase en multiples ARN pequefios de doble cadena. A
diferencia de los ARNip de accién trans, todos los multiples ARN bicatenarios pequenos derivan del transcrito de
ARN original o mas del precursor, independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN vy sin un sitio
objetivo de miARN que inicia la produccion de ARN de doble cadena.. A diferencia de los microARN, el locus esta
escindido in vivo a multiples ARN pequefios en fase abundante, y (como se describe a continuacién en el Ejemplo
5), este procedimiento requiere DCL4 o un ortélogo DCL4 y no DCLA1.

Datos sobre los ARN pequeiios en fase de este locus (SEQ ID NO. 33) se proporcionan en Tabla 4. La mayoria de
estos ARN pequefios en fase se clonaron a partir de las bibliotecas de ARN de arroz pequefio, y varios también se
identificaron en el maiz (Zea mays) Librerias de ARN preparadas a partir de granos (32 dias después de la
polinizacién y 39 dias después de la polinizacién) y raiz (etapa V9), lo que indica que existe un locus de ARN
pequefio en fase similar en el maiz. La transcripcion (SEQ ID NO. 34) predicho a partir de este locus (SEQ ID NO.
33) también incluye la secuencia de flanqueo 5'
AGUCCAGCAAGUUUUGAAGAUGAUAGAAAAUUUGAGCGCGUCGUAGUAACUGUC GUCCACGA (SEQ ID NO.
66) y 3’ secuencia flanqueante GAGGAUGAUGGUCACUAUGAUGUGCUGAAA (SEQ ID NO. 67) asi como una
secuencia de espaciador UUUAUUUUCGCUUGGUUUCCGGCAAAAAGGG (SEQ ID NO. 68) localizado entre los
brazos 5 'y 3' de la estructura replegada, que incluye un giro de 3 nucledtidos. Figura 6 representa la posicion
relativa de cada pequefio ARN a lo largo de los brazos 5'y 3' de la estructura de ARN hibridado (replegada) (SEQ ID
NO. 34) pronosticado desde el lugar del arroz (SEQ ID NO. 33). La mayoria, pero no todos, de estos ARN pequefios
son 21-mers. El pequefio ARN predicho para ser codificado por SEQ ID NO. 59 contiene 27 nucledtidos, que
incluyen un gran bulto de 8 nucleétidos desapareados; se predice que la modificacion de esta secuencia para que
este pequefio ARN esté mas cerca de dos vueltas helicoidales (aproximadamente 21 nucleétidos) da como resultado
el procesamiento de este pequefio ARN.
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Ejemplo 5

Este ejemplo describe el ADN que codifica un transcrito que se pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in
vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios ("ARN pequefios en fase") para la supresion génica, en donde el ARN
hibridado se produce independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. El locus de sARN de fase
0S06g21900 (descrito en el Ejemplo 1 y con la estructura parcial representada en la figura 1) es procesado in vivo a
ARN pequerios de multiples fases; todos los multiples pequefios ARN bicatenarios se derivan de la cadena positiva
del precursor, que los distingue de frans-actuando ARNip. Y, a diferencia de los microARN, el locus contiene
multiples ARN pequefios en fases abundantes. Este ejemplo proporciona una caracterizaciéon adicional de un locus
de ARN pequefio en fase como claramente distinto de los microARN canonicos y frans-activos ARNip.

El locus de sARN en fases Os06g21900, localizado en el cromosoma 6 de arroz, se caracterizd adicionalmente. Un
precursor de 898 nucleétidos que se maped a este locus se secuencio a partir del clon de biblioteca LIB4833-001-
R1-N1-G10 y se encontré que tenia la secuencia de ADN

AATCTTATTCTACATATTTCTATCTTATATAGAACAACTAGCATAGCTCTCGTTGCCCAGCC
AGGTTGCCCAGCCAGGTTGCCTGGTGCACAATGAGAGCTGGCTAGGGCGGACTCATTCTG
CTGTTGGTGCCCAACGATGCTAGCTGCTACTCATACTAGTGAAGCCTGCCATGGTTCTGAG
AAATTTTTGGATACTCCGCTGCGTAGATATGCACTAAAAGCTTGTATGTTTCGCTGACTAC
ATACTATGGATATCACCTGTTTGACAAGAGAAGGATTACATACCACGATGAAGATGAATT
GGAACATGATGCAAGTGATGTAGCGCCCCATATAGGAGTCACTCAGGAAAGCACAGAAGA
GGGAGAAGATGTAGACGGTGCCCATCCACATGCTGACGCTATTGGCGGCCTCGGCGTTCTC
CTGGTGGAGCACCTGCCTGAGGAACACCACCAGGCCCACGGCGACGCCAAAAAATGCAAA
GTTGGCCAACACATAGCTCACTGCATCGTCAAGTAGAGCTGCTTAATCACTGAGGTATATA
CATTTAGTTCGCCTTCTTCAGCGTTGCCATGGACCTGGTGATGTTCTTCCGGCGGGTGCCCC
ACCAAGAGAACGCCGTGGCCACCAACAACATCAGCATATGGATGGGCACCATCTTCATCT
TTGCCCTCTTTAGTGCTTTCCGTAGTGATTCCTATACGGGGTGCTACTTCACTTGGATCATG
TTACAATTTATCTTCATCGTGATATATGCTCCTTCTGTTCTCACATAGGTGATATCTTAAAA
TGTATGAGGCATATATACTTTCTACCTAATATTATAAAGTATATGCCTCTATATAGATCAA
ATAAAGCAGAAAAGTCATTGTTATTACAAAAAAAAAAAAAAAAAA (SEQ ID NO. 69);

la transcripcion correspondiente contenia los ARN pequefios en fase (ver Ejemplo 1) distribuido entre dos regiones
a lo largo de la transcripcion (Figura 8A). Este locus contiene dos exones (exones 2 y 3, indicados por las regiones
sombreadas) que forman una estructura larga, imperfecta y plegada que contiene ocho ARN de doble cadena
pequefios de 21 nucledtidos, separados por un intron de ~1.2 kB (Figura 8B). No se encontraron ARN pequefios
que coincidieran con el Exén 1, ni ninguna secuencia diana de miARN que pudiera iniciar un frans-se identifica la
fase de ARN i activa (ver Allen et al. (2005) Cell, 121: 207-221; Vaucheret (2005) Sci. STKE, 2005, e43; y Yoshikawa
et al. (2005) Genes Dev., 19: 2164-2175) El analisis de transferencia de gel de ARN del ARN pequefio en fase mas
abundante confirmé que la expresion era especifica del grano de arroz (Figura 8C). Ninguno de los dos pequefios
ARN en fase mas abundantes ("P7", SEQ ID NO. 6, y "P4", SEQ ID NO. 3) fue detectado en plantulas de arroz o en
otras especies de plantas probadas.

Los ARN pequefios en fase forman una nueva clase de ARN pequefios reguladores que difieren de los microARN
canonicos (MiARN) y frans-actuando ARNip. Los ARN pequefios en fase descritos en el presente documento son en
cierta medida una reminiscencia de miR163 en Arabidopsis en el que se secuenciaron dos fases de ARNip con un
solo ARN pequefio (miR163 en si mismo) acumulandose significativamente; ver Allen et al. (2004) Nat. Genet., 36:
1282-1290; y Kurihara y Watanabe (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A, 101: 12753-12758. Sin embargo, los ARN
pequenios en fase difieren claramente de miR163 en que se procesan multiples ARN pequeiios en fase abundante y
pueden aislarse a partir de un solo transcrito. El locus de ARN pequefios en fase es una estructura replegada
imperfecta, extendida, unica (por ejemplo, los loci representados en la figura 1, la figura 6, o Figura 8B), y por lo
tanto también es claramente diferente de la trans-actuando sici loci identificados en Arabidopsis, que requieren una
ARN polimerasa dependiente de ARN (RDRG6) para generar el ARN bicatenario a partir del cual se procesan los
ARNip en fase.

La estructura replegada extendida del locus de ARN pequefio en fase Os06g21900 sugiere que este precursor no se
procesa a través de la via canénica de miARN. La naturaleza gradual de los ARN en fases pequefias indica ademas
que son el resultado del procesamiento por DCL4 o un ortélogo DCL4 en lugar de por DCL1. Para confirmar
adicionalmente que los ARN pequefios en fase descritos en el presente documento son Unicos y distintos de los
microARN candnicos (miARN) y trans-activo ARNip, la longitud completa de ADNc Os06g21900 phased small locus
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ARN se transformé en Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) ecotipo y mutantes dcll-7 (un knock-out de DCL1) y
dcl4-1 (un knock-out DCL4). Se extrajo el ARN y se analizaron las transferencias usando sondas correspondientes a
ARN pequefios en fase "P7". (SEQ ID NO. 6), y "P5" (SEQ ID NO. 4), un miARN canénico (miR173) y un trans-activo
ARNip (ta-siR255) (Figura 8D).

Los ARN pequerios de 21 nucleétidos en fase se expresaron en gran medida en eventos de transformacion de Col-0
y dcl1-7, pero en el dcl4-1 mutante, sSARN en fase de 21 nucledtidos estaban ausentes, observandose solo
pequefios ARN débiles de 24 nucledtidos (similar a lo que se observo para ta-siR255). Estos datos son consistentes
con la funcién de DCL4 en el procesamiento de ARN pequerios en fase, pero, a diferencia de trans- ARNip que
actuan, no se requirié un sitio de iniciacion de miARN en el caso de los loci de ARN pequefios en fase descritos en
el presente documento. Estos datos también demostraron que el locus de ARN pequefio en fase de una planta de
cultivo de monocotiledéneas se procesé de manera eficiente en una planta dicotiledénea. Por lo tanto, los sSARN en
fase se procesan a través de vias distintas de las de los microARN canénicos (miARN) y trans-activos ARNip. Como
se describe en otros ejemplos descritos en el presente documento, el locus de ARN pequefio en fase es util como
molde para disefiar una construccion de ADN recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN
hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios para la supresidon génica, o
alternativamente como un molde para disefiar una construccion de ADN recombinante que incluye ADN que
transcribe: (a) una primera serie de segmentos de ARN contiguos, y (b) una segunda serie de segmentos de ARN
contiguos, donde la primera serie de segmentos contiguos de ARN hibrida in vivo a la segunda serie de segmentos
de ARN para formar ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios ("ARN
pequefos en fase") para la supresién génica.

Ejemplo 6

Este ejemplo describe una construccion de ADN recombinante que incluye ADN que transcribe a: (a) una primera
serie de segmentos de ARN contiguos, y (b) una segunda serie de segmentos de ARN contiguos, en donde la
primera serie de segmentos de ARN contiguos hibrida in vivo a la segunda serie de segmentos de ARN para formar
ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios ("ARN pequefios en fase")
para la supresion génica.

Este ejemplo proporciona un aspecto de una construccion de ADN recombinante que incluye secuencias de acido
nucleico derivadas de plantas de cultivo de monocotiledéneas, que transcribe a un ARN que contiene una estructura
replegada individual escindible in vivo y en fase a mltiples ARN bicatenarios pequefios para la supresion génica,
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. Este ejemplo es una construccion de ADN
recombinante disefiada para suprimir multiples genes diana. El locus de ARN pequefio en fase Os06g21900 (ver
Ejemplo 1) se modificd para suprimir tres genes diana de la siguiente manera: nucleétidos de los ARN pequefios en
fase con los identificadores 1196700 (SEQ ID NO. 3), 1379342 (SEQ ID NO. 6), y 544819 (SEQ ID NO. 7) fueron
reemplazados, respectivamente, con nucleétidos correspondientes a un segmento de los genes GL1, IDAy LFY de
Arabidopsis thaliana. La secuencia resultante fue

GGTACCAATCTTATTCTACATATTTCTATCTTATATAGAACAACTAGCATAGCTCTCGTTGC
CCAGCCAGGTTGCCCAGCCAGGTTGCCTGGTGCACAATGAGAGCTGGCTAGGGCGGACTC
ATTCTGCTGTTGGTGCCCAACGATGCTAGCTGCTACTCATACTAGTGAAGCCTGCCATGGT
TCTGAGAAATTTTTGGATACTCCGCTGCGTAGATATGCACTAAAAGCTTGTATGTTTCGCT
GACTACATACTATGGATATCACCTGTTTGACAAGAGAAGGATTACATACCACGATGAAGA
TGAATTGGAACATGATGCAAGTGATGTAGCGCCCCATATAGGAGTCACTCAGGACTCCAC
GGTCATTGTGTATCATGTAGACGGTGCCCATCCACATGCTGACGCTATTGGCGGCCTTGGT
CCTTCATAGAGACCCAACCTAACAGTGAACGTACTGTCGCCCCACGGCGACGCCAAAAAA
TGCAAAGTTGGCCAACACATAGCTCACTGCATCGTCAAGTAGAGCTGCTTAATCACTGAGG
TATATACATTTAGTTCGCCTTCTTCAGCGTTGCCATGGAGCGACAGAACGTTCACGGTTAG
GTTGTGTCTCTTTGAAGGACCATGGCCACCAACAACATCAGCATATGGATGGGCACCATCT

TCATGATGAACAATGACGGTGGAGTCCGTAGTGATTCCTATACGGGGTGCTACTTCACTTG
GATCATGTTACAATTTATCTTCATCGTGATATATGCTCCTTCTGTTCTCACATAGGTGATAT

CTTAAAATGTATGAGGCATATATACTTTCTACCTAATATTATAAAGTATATGCCTCTATATA
GATCAAATAAAGCAGAAAAGTCATTGTTATTACGTTAAC (SEQ ID NO. 70).

Esta secuencia se sintetizd, se subclond en un vector binario de dicotiledénea (pMON97890) que incluia un
marcador seleccionable de resistencia al glifosato, y se transformé en Arabidopsis thaliana usando una técnica de
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inmersion floral como se describe por Clough y Bent (1998), Plant J., 16: 735-743. Los eventos resultantes se
seleccionan usando glifosato, y las plantas seleccionadas se criban para los fenotipos esperados, i. e., pérdida de
tricomas por supresion de GL1 (Marks y Feldmann (1989) Plant Cell, 1: 1043-1050), prevencion de la abscision de
pétalos mediante supresion de IDA (Butenko et al. (2003) Plant Cell, 15: 2296-2307), y la conversidon de flor en hoja
por supresion de LFY (Schwab et al. (2006) Plant Cell, 18: 1121-1133).

Ejemplo 7

Este ejemplo describe una construccion de ADN recombinante que incluye ADN que transcribe a: (a) una primera
serie de segmentos de ARN contiguos, y (b) una segunda serie de segmentos de ARN contiguos, en donde la
primera serie de segmentos de ARN contiguos hibrida in vivo a la segunda serie de segmentos de ARN para formar
ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en multiples ARN bicatenarios pequefios ("ARN pequefios en fase")
para la supresion génica. Mas especificamente, este ejemplo describe una construccion de ADN recombinante que
transcribe al ARN escindido in vivo en fase en ARN pequefios en fase para la supresiéon génica de multiples virus en
las plantas.

Los ARN pequerios en fase se disefiaron para dirigirse a regiones altamente homologas de geminivirus, tospovirus y
un potexvirus de importancia econémica que infectan al tomate. Estos virus incluyen el virus del rizado de la hoja
amarilla del tomate (aislado de la Republica Dominicana), el virus de Nueva Delhi del rizado de la hoja del tomate, el
virus del rizado de la hoja del tomate, el virus de la vena amarilla de Pepper huasteco, el mosaico del pimiento
dorado, Pepino virus del mosaico, virus del marchitamiento manchado del tomate, virus de la necrosis del brote del
mani, y Pimiento virus de la clorosis. Las regiones homologas permiten un conjunto limitado de ARN pequerfios en
fase para controlar muchos virus; adicionalmente, se predice que estas regiones conservadas tienen menos
probabilidades de desarrollar resistencia debido a cambios en la base que impedirian o evitarian la supresiéon por
ARN pequefios en fase. La puntuaciéon de Reynolds, la asimetria funcional y las propiedades de los miARN se
tuvieron en cuenta al seleccionar las secuencias diana para la supresion. Se utilizan ARN pequefios de fases
multiples para mejorar el silenciamiento y prevenir la resistencia.

En este ejemplo, las secuencias de nucleétidos para suprimir multiples dianas virales se usaron para reemplazar las
secuencias nativas (es decir, segmentos de cada uno de los 21 nucledtidos contiguos) de los abundantes ARN
pequefios en fase derivados de una secuencia de armazon (el ADNc de Os06g21900, SEQ ID NO. 69), con
nucledtidos adicionales cambiados cuando sea necesario para preservar la estructura secundaria como se
encuentra en la transcripcion del precursor nativo. Los segmentos de reemplazo de 21 nucleétidos incluyeron dos
secuencias para  suprimir  geminivirus, TGGTACAACGTCATTGATGAC (SEQ ID NO. 71) y
TGGACCTTACATGGCCCTTCA (SEQ ID NO. 72), wuna secuencia para suprimir potexvirus,
TAATTGTGCAGCTCATCACCC (SEQ ID NO. 73), y tres secuencias para suprimir tospovirus (una para cada
segmento de estos virus tripartitos), TAGATGGGAAATATAGATATC (SEQ ID NO. 74, dirigirse al segmento M de
tospovirus), TGCTTATATGTATGTTCTGTA (SEQ ID NO. 75, dirigirse al segmento L de tospovirus) y
TCAAGAGTCTTTGAAAGAAAG (SEQ ID NO. 76, dirigirse al segmento S de tospovirus). Los segmentos de
reemplazo se incorporaron a una secuencia de ADN que codifica un precursor de ARN pequefio en fase sintético (es
decir, un transcrito de ARN que se escindid). in vivo en fase en ARN pequefios en fase para la supresion génica de
multiples virus en plantas),
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AATCTTATTCTACATATTTCTATCTTATATAGAACAACTAGCATAGCTCTCGTTGCC
CAGCCAGGTTGCCCAGCCAGGTTGCCTGGTGCACAATGAGAGCTGGCTAGGGCGG
ACTCATTCTGCTGTTGGTGCCCAACGATGCTAGCTGCTACTCATACTAGTGAAGCC
TGCCATGGTTCTGAGAAATTTTTGGATACTCCGCTGCGTAGATATGCACTAAAAGC
TTGTATGTTTCGCTGACTACATACTATGGATATCACCTGTTTGACAAGAGAAGGAT
TACATACCACGATGAAGATGAATTGGAACATGTGGACCTTACATGGCCCTTCAA
TATAGGAGTCACTCAGGAgtcatCcGtgacGttAtAccAgacAtcCatatttCecatcCActtTctCtt
agagacCcttgTgGGtGaTgagtTGeacaGttaCCTGCTTATATGTATGTTCTGTACCCACG
GCGACGCCAAAAAATGCAAAGTTGGCCAACACATAGCTCACTGCATCGTCAAGTA
GAGCTGCTTAATCACTGAGGTATATACATTTAGTTCGCCTTCTTCAGCGTTGCCATG
GAtacaGaaAatacaTatCaGCGGGTAATTGTGCAGCTCATCACCCTCAAGAGTCTTT
GAAAGAAAGTAGATGGGAAATATAGATATCTGGTACAACGTCATTGATGACT
CCGTAGTGATTCCTATACtGaagGgcecacgtAaggtGeaCATGTTACAATTTATCTTCATC
GTGATATATGCTCCTTCTGTTCTCACATAGGTGATATCTTAAAATGTATGAGGCAT
ATATACTTTCTACCTAATATTATAAAGTATATGCCTCTATATAGATCAAATAAAGC
AGAAAAGTCATTGTTATTAC (SEQ ID NO. 77),

donde el texto subrayado indica la ubicacion de los segmentos de 21 nucleétidos de reemplazo (ARN pequefios en
fases) para suprimir virus, el texto en negrita indica nucledtidos en la estructura replegada v la fuente en mintsculas
indica que los nucledtidos cambiaron para preservar la estructura secundaria como se encontré en la transcrito
precursor nativa. Figura 9A representa la estructura replegada de la transcripcion del locus endégeno de ARN

pequefio en fase Os06g21900 (SEQ ID NO. 69); Figura 9B representa la estructura replegada del precursor de ARN
pequeiio en fase sintético codificado por SEQ ID NO. 77.

Ejemplo 8

Este ejemplo describe la identificacion de los objetivos de un ARN que se escinde in vivo en fase en ARN pequerios
en fase para la supresion de genes. Mas especificamente, este ejemplo describe la identificacion de dianas de ARN
pequefios en fase producidos a partir de un locus de ARN pequefio en fase nativo.

Putativos genes diana regulados por los ARN pequefios en fase (ver Tabla 4) producido a partir del locus SEQ ID
NO. 33 fueron pronosticados a partir de las bases de datos de ADNc de la planta usando el algoritmo miRSite.
miRSite predice objetivos de miARN por comparacion de similitud de secuencia entre el miARN de entrada y el
conjunto de datos de ADNc diana. Los pares miARN: diana (o analogamente, los pequefios pares de ARN: objetivo)
se puntuaron segun las reglas establecidas a partir de objetivos de miARN validados experimentalmente (Allen et al.
(2005) Cell, 121: 207-221) Brevemente, los pares erréneos y las brechas de nucleétido tnico se puntuaron como 1,
los pares G: U como 0,5, los puntajes para los pares erroneos de las bases 2 a 13 se duplicaron, y se sumaron a lo
largo de la longitud del objetivo. Los objetivos previstos se clasificaron de acuerdo con sus puntajes de penalizacion,
con puntajes menores de 4,5 considerados como objetivos putativos. En el caso de miARN conservados o ARN
pequefio en fase, se dieron preferencia a los objetivos presentes en genes y ubicaciones ortélogas. Tabla 5
proporciona ejemplos no limitantes de genes diana (y el sitio de reconocimiento identificado en el transcrito de ARN
del gen diana) que se predice que sera regulado por ARN regulados en fases pequerios del locus que tiene SEQ ID
NO. 33; la alineacion del ARN pequefio en fase y el sitio de reconocimiento también se representa.
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La técnica conocida como amplificacion rapida mediada por ARN ligasa de los extremos 5 'de ADNc ("5' RLM-
RACE") se usa para validar experimentalmente los objetivos predichos en las plantas (por ejemplo, arroz y maiz);
véase, por ejemplo, Kasschau et al. (2003) Dev. Cell, 4: 205-216 y Llave et al. (2002) Science, 297: 2053-2056. Este
enfoque se basa en la unién de una molécula adaptadora de ARN al extremo 5 'del sitio de escision y depende del
fosfato 5' que dejan las enzimas ARNasa lll, incluida Ago1. Los productos de PCR resultantes se secuencian y el
numero relativo de clones que se alinean con el sitio de escision del miIARN (o ARN pequefio en fase) entre los
nucledtidos 10 y 11 en relacion con miARN (o ARN pequefio en fase) proporcionan una estimacién de miARN (o
ARN pequefo en fase) actividad. Los resultados de 5 'RLM-RACE ensayos se utilizan para confirmar la division de
un objetivo previsto por cualquiera de los pequefios ARN en fase.

La identificacion y validacion de genes enddgenos regulados por ARN pequefios en fase a partir de un locus de ARN
pequerio en fase expresado de forma nativa es util, por ejemplo, para eliminar o modificar un sitio de reconocimiento
de ARN pequefio en fase en un gen endégeno para desacoplar la expresion de ese gen de la regulacion por el ARN
pequefio en fase que regula de forma nativa la expresion del gen. Por ejemplo, puede aumentarse el nimero de
pares erroneos que implican bases en las posiciones 2 a 13 (en un sitio de reconocimiento de ARN pequerio en fase
que tiene 21 nucleodtidos contiguos) para evitar el reconocimiento y la escision por el ARN pequefio en fase.

Todos los materiales y procedimientos divulgados y reivindicados en el presente documento pueden prepararse y
usarse sin excesiva experimentaciéon como se indica en la descripcion anterior.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Allen, Edwards
Guo, Liang

Heisel, Sara E.
Ivashuta, Sergey |.
Zhang, Yuaniji I.

<120> ARN pequefio en fase
<130> 38-21(54702)B

<150> 60/841.608
<151> 31-08-2006

<160> 97

<210> 1

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 1
augcaaguga uguagcgccc ¢ 21

<210> 2

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 2
auauaggagu cacucaggaa a 21

<210> 3

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 3
ucuuugcccu cuuuagugeu u 21

<210> 4

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

35



10

15

20

25

30

35

<400> 4

uauggauggg caccaucuuc a 21

<210>5

<211>21

<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 5

uggccaccaa caacaucagc a 21

<210>6

<211>21

<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 6

ugccccacca agagaacgcec g 21

<210>7

<211> 21

<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 7

ugccugagga acaccaccca g 21

<210> 8

<211> 5521
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 8

‘aaaatttcta

gttcgagtag

ttatctagtg

tcgtatgecac

accgectatat
atcttatata
cctggtgeac
ctagctgcta
ctgcgtagat
taaagtatta
atcatttagc
agacctttgy
attcaactgc
tacggtgatt
attgatctac

gctagatcecco

ccatctcact
cgacaacacc
tgcacgcatt
gcataaggta
aaagcgacgc
gaacaactag
aatgagagct
ctcatactay
atgcactaaa
ccratcrace
acgcataaac
gtatctttet
attcatgtcec
tttcagcatg
ctaggggaga

attgtttcetc

ES 2 655700 T3

tttgtaataa

ggctctataa

-gogceLtLtccac

catgggtaat
ctctéattgc
catagctcte
ggctagageyg
tgaagcetge
agcttgtatg
taccttceca
aagtcacaaa
cactttttat
aaatctetect
catataagtt
taggaatcaa

ctbttttaaat

taccataaat
aagttgttcc
gtatttccac
aacatgttct
gacaccacca
gttgccéagc
gactcattct
catggttctg
tttcgetgac
tagtttetat
ttattaagta
gtotttbttta
agaatgatcg
cctcttegtt
gcaaattgtt.

aatgecattt

36

getttgocat
ctttccacgt
gtatttccat

tggaagtggt

atcttactct

caggttgccce
gctgteggtg
agaaattttf
tacatactat
atattactte
aaattctkbbe
acctcaaéag
cttggrceet
cttegttiet
caccgteeca

cacgaggtac

atgtaaaacc
acttataage

taaccttatc

ccttacctac -

acatdtttct
agccaggtty
cccaacgatg
ggatactceg
ggtgagatcc
agaﬁgacgag
aagttectge
tcacatgtac
gtrrtegetac
cctttcaagg
tgecactatat

cattgctktta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960



gaaaaaaaat
ggtgtcttet
ccagggacaa
gataggttaa
tatattatga
ttacaccaaa
tgttegattt
.ccaatctcac
'cacgttcﬁta
gaatttaacé
~ctagctagac
gctcgatgcé
gcacggcegag
accecocgeegt
tcaccatgct
tctteaccee
cectoccgacyge
:gcéggcgcc
gcagégcgat
tggtcggcct
cgcoggegac
cggtgtccat
agtagacgat
cctgegtcac
cggtcgeegt
cjccacggat
cgatgtgceg
ngcaggth
cggcggcjgc
-ecaggacgga
éggcctgctt
tcgecaccga
acaccgegac
accceggegy

tgccaaaaca

ggtcagtaac
ataagatata
tttgbtttca
aaaatataaa
tgacaaatac
acttcagect
ggagaggatt
ttcttgagga
agtaaaggcyg
gccatttcat
tatatatatg
cttgaacaac
ggtgatgaag

coccteoocgeey

ggcgtagtte

‘ctecggcgac

gcccatcace
ggatcggogg
cacgaggcec
cgeegecgey
gtcgaacace
ggccgcegeck
gctgcagatc
cgtgcacagt

cgeogoctty

cgeegagecc .

cttgeggtac
gaccegygegy
ggtggagacc
gttgtagaag
gcgecocgeoge
cggetggtac
gccacgeegyg
ctecaccage

cacaagaaat
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gagattttaa
ccaggtaaat
cctagetgeg
acaaattggt
ctcttgteeca
aaacagaaac
gagggattece
tcaatecgaac
gagtacaaac
gataattata
tggééatcct
cgcgecgaaca
gagcggtega

gteegoeogeceo

cccagcgaga

tgcacgttga
gegtactgeyg
cggcggtgga
gegeecatge
ggcaccaggé
gacatggacyg
tgctccacga
cagatgggca
ctccacéggt
tcaagaaacc
tcgccatoga
gcggcgacga
tagcgeggeg
cagaagccggd
agggagccga
tcgocoggagt
ccgeegttec
gacggecgecg
aagaaccacg

taaacttgte

tatctagect

atagtaccat

tacacaccca

agcatagatt
accaggctca
atgéctggtt
gCaécactaa
atcacattaa
gtctgtegaa
tatatatafa
gtggéctgga
cgatgaacac
ggtagcegeg
gcgaggcegac
tggacgccat
agaactc&ag
gegectgeca
cctcgacgac
gcttgagctc
cgtagtggga
cggecggege
acaaggacga
ccatgctcac
tcttggegtt
tgagctggteo
ccrtocgtggay
acacctggge
tgccgaggag

cgacocaccg

egttgagega

cggegtegte
cgaacgecge
cgcactgect
acaacagcga

Ecatgcatea

37

gtettttata
agaattrtcet
ttttatccac
ttcttraaag
aattattact
atacatgcca
aggtgtgtaa
aagaaaaaac
gageaccaat
tatatatata
gctgatcccco
gacgaggtec

gtcgagctcg

gecgetgatg

gcacagcgag
ctgcecceacy
cagcacgcte
cgccgoggcy
goccgacgecyg
gaaggcgagc
gtrgaacagqg
catctgggtyg
cacgcactitg
cccgtcecgtgg
gergrgggcey
gtggtcgecyg
gatgcgggty
asagagcgcyg
gccectgteoco
gaggtagaag
gaactggtcg
catgtagatg
gageoogoeqg
caggagcatce

actgctgaca

agatatacca
aacggttcaa
gcgcttctta
agacgtaaaa
ctaaactgtt
ggagattgct
taaatcccct
atgtttggtg
gcaaacaact
aaagatgtat
tc;acctccg
acggcggaca
gccaggatcec
gcegotcacca
ctccocecagge
tacacgaaca
atggcgcgge
accatgeega
cgegggttet
gtggcgagca

cecaggatgt

aactecacgy

goctoctcca
tagtcctcect
agettgocga
ggcggcggea
égcgggttgc
agcgcgagcy
tcgaagaaca
aggcagaaga
gogecgaacg
gacaggtaga
ccgtegocoge
aaccectgea

ctcttaacet

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



tataataact
géacatatgc
gtegttatat
atatcacctg
tgcaagtgat
-ﬁétagacggt
geacctgeet
acacatagct
ttaatctctt
acactggtta
tatccataag
aaaaaaatta
gtattgtata
gtaaatcaaa
taaattttta
gettocctgyg
ggaattgcat
agtagttgag
- agactaaaaa
acaaacagaa
éqcaagﬁagc
£ccaaaatgt
aaatttaagt
tgtatatata
tatﬁtaaaaa
atétgatgtt
gaaatacctc
taéatgtttt
cagegttgee
'ggccéccaac
tttcegtage
catcgtgata
atatactttc

aaagtcactyg

ttaaacttat

tctgtttttt

tttatactac
tttgacaaga
gtagegecec
gcccatccac
gaggaacacc
cactgcétc§
ttggatcaaa
Qtttatctét
aaacactaga
aaccacatte
aaatdataga
cactattaac
ccaagaagta
aaatgttogy
ggagagcatg
gaaaaaggtyg

tttctagagtt

caaatgattc

aatctaaagg

‘ttgacgccgt

aattattaat
tagttttata
agccaacgge

tttaggtttt

'gccataccgg

ttattttatt
atggacctgg
aacatcagca

gattcctata

tatgctcett.

tacctaatat

ttattaccaa
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aattcagttt

acataattaa

tgctgagttt

géaggattac

atataggagt
atgctgacgc
accﬁggccca
tcaagtagag
ccactatata
actatatatc
aaaaactaac
accatatecac

ttgttocteca

cacgaaaaaa

gtgccaﬁtgt

tctgatcttc

atcccacaga.

tcacaactca
tttattcteg

tgaagtgtca

‘acatcatctt

tgacttttta
tettttecta
tatttcataa
gtcaaaca tt
gtocctectect
agatatcaaa
tttaaacttt
tgatgttett

tatdgatggg

cggggtgcta,

ctgttctecac
tataaagtat

tcgtgtacet

tactatttte

gattgtttaa

‘atectgatat

ataccacgat

cactcaggaa
tattggegge
cggcgacgee
ctﬁcttaaté
tgeccccatt
ttaaaagcac
caattgagag
atcpgtttgc
cattatatty
aagagagagt
catcttecct
agtgtgcaca
ttcaacatct

cttaccacte

gtttgattaa

cctatcatat
ggggaggtac
aaatatgttt
tcattegact

aagtrrtega

taaggaagga

tgaagaggta

ctaattgeat

gctaggtata:

ccggeygggtg
cacecatctte
ctteacttgyg
ataggtgata
atgecetctat

ttgttctaaa

38

agtcgtctga
aatgttgaca
ctgactgcat

gaagatgaat

agcacagaag

ctcggegtte

‘aaaaaatgca

éctgaggtaa

trtgcattgea
agtcatcctt

aaaaatatgg

aaggcacggt

gtataaatac
tgggatgaga
cttgaagtct
aafgactcat
tcbattggcﬁ
tactagaaag
tkcgecgaca

tcaattataa

.t;aattggta

gaccgtttét

tattgttaaa

_ataagacgaa

gggagtataé'
tatgecttet
aatttqacaa‘
tacatttagt
ceccaccaag
atctttgece
atcatgttac
tcttaaaaty:
atagaatcaa

catctcaact

aatcaaaatt
cagtatttat
atttttcagg
tggaacatga

agdgagaaga

tecctggtgga

aagttggcca
aataaatatt
gtgttgttca
attccecattc
gagaagagaa
cctatgacta
tggactatta
ttgtggggat
tcagttctgy
tgtatatcat
ttﬁaaaaaaa
taataaggat
aataataagt
tattcaacgt
cttoctocat
cttaﬁtcaaa
tatactttta
cggtcaaaca
tataaaaaga
taccatttta
atcatattta
tcgceottett
agaacgccegt
tctttagtge
aatttatctt
tatgaggcat
ataaagcaga

agtttaaagt

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320 -
4380 -
4440
4500
4560
4620
4580
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
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<210>9
<211>2

atttgtcect
tttgatcgee
aaatagttag
aacﬁattaég
tetetgeaga
gatcégtaag
atéééagtaa

a

454

<212> ADN
<213> Oryza sativa

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2454)
<223>NesA, T,GoC

<220>

<221> incierto
<222> (1)..(2454)
<223> incierto en todas las n localizaciones

<400> 9

cttgagcaat
cgaactttkeg
ttaaggttcc
gggtaaaaaa
tqccacggtg

gaaatgtttg

gattataaaa
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gggtttaaac
acacaataga
aatcattcaa
aaacagatat
tcgggaacct
atctgcktage

ttataagttt

aatcttatte
ccaggttgee
tgetgtrggt
gagaaatttt
ctacatacta
cacctecggce
ggcggacagc
caggatccac
gctecaccatce
ccecaggete
cacgaacacc
ggcgeggecyd
ca;gccgagc
cgggttcttg
dgcgagcacy
caggatgtcyg
ctccacggag

ctooreccace

tacatattte
cagccaggtt
gcccaacgat
tggatactce
tgcﬁagacta
tegatgcect
acggcgaggyg
ccecgecgtec
acéatgctgg
ttcéccccct
Eccgacgcgc
ceggegeegy
agcgégatca
gtcagcctcg
ccggégacgt
gtgtccatgg
tagacgatgc

cgcgecacceg

tatcttatat
gcctggtgca
getagetgct
getgegtaga
tatatatgtg
tgaacaaccyg
tgatgaagga
ctcecgeeggt
cgtagttece
ccggegactg
ccatcaccgc
atcggeggeg
cgaggcccgc
ccgeegeggy
cgaacaccga
cecgegeettyg
tgcagateca

tgcacagtct

ctctccacgg
aacacagatyg
atgctggaaa
acgbtcttac
tcaatacgaa
cttagtttkc

gctacaatat

‘agaacaacta
caatgagagc
actcatacta
tatgcactaa
gtcatcctgt
cgcgaacacyg

gcggtcgagg

ccgeocgooge

cagcgagatg
cacgttgaag
gtactgcgge
geggtggacc
gcccatgcgo
caécaggacg
catggacgcyg
ctccacgaac
gatgggcacc

ccacgggtee

39

atgggagaga acctetacta 5160
atactgaagg tatgaaaggt 522d
gtacatttac ttctatt;té 5280
tectgatctca éatgccatga 5340.
tatatatata aaaaagaaaa 5400
atattattaa attttagaaa 546Q
ttatgtctga acétagtéta'BSZO
5521
geatagetct cgttgeccag 60
tggctagggc ggactcattc 120
gtgaagcctg ccatggttcet 180
aagettgtat gtttcgetga 240
ggactggagc tgatcccctc 300
atgaacacga cgaggtccac 360
tggccgcégt cgagetegge 420
gaggcgacgc cgetgatgge 430
gacgceatge acagcgaget 540
aactccagcet gccccacgté '600
gocctgocaca écacgctcat 660
tecgacgaccy ccgeggegac 720
ttgagctege cgacgccgcg 780
.tagtgggaga dggcgagcgt 840
gccggcgcgt tgaacaggece 900
aaggacgaca tctgggtgaa 960
atgetcacca cgeacttgge 1020
ttggecgttece Cgtcgﬁggta 1080



10

gtactocteg
cttgccgacg
cggeggeacy
cgggttgcceg
cgecgagegeyg
gaagaacacc
gcagaagaag
gecgaacgtc
caggtagaac
gtegeegeac
ccccacgatyg
actcaggaaa
attggcggec
ggcgacgceca
catctttect
agtgtgcaca
ttcaacaéct

gatgttctte

atggatgggce

ggggtgctéc
tgttctcaca
ataaagtaté
cgtgtécttt
<210> 10
<211> 684

<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 10

aatcttattc
ccaggttécc
tgotgttggt
gagaaatttt
ctacatacta
aattggaaca

aacatcagca

gtcgeegtcg
ccacggatcg
atgtgeceget
gcaggtcgga
gcggcggcgyg
aégacggagt
gcectgettge
gccaccgacg
accgcogacge
ccocggogget
aagatgaatt
gcacagaaga
tcggcgttct

aaaaatgcaa

‘cttgaagtct

aatgaétcat
tccattggeca
cggcgggtgce
accatckttca
Etcacttgga
taggtgatat
tgectctata

tgttctaaac

tacatattrc
cagccaggtt
gcccaacgat
tggatactcc
tggatatcac
tgatgttctt

tatggatggg

ES 2 655700 T3

cegecttgte
ccgagoocte

ggggttagto.

.cccggcggta

tggagaccca

tgtagaagag

gccgccgcté
gctggtacee
cacgcoggga
ccaccaccea
ggaacatgat
gggagaagat
cctggtggag
&gttggccaa
tcagttctgg
tgtatatcatc
tﬁttagaaat
cccaccaaga
tcttﬁgccct
tcatgttaca
cﬁtaaaatgt
tdgaatcaaa

atctcaacta

tatcttatat
géctggtgca
gctagctgct
gectgcgtaga
ctgtttgaca
ccggecgggtg

caccatectte

aagaaacctyg
gccategacc
ngggacgaac
gcgeggegtg
gaagccgygcg
ggagccgacyg
gcecggagtcg
gecogttcecy
cggegoogog
caaccacgac
gcaagtgatyg
gtagacgygtyg
cacctgcctg
cacatagctc
gctteccctgg
ggaattgcat
acctcgeccat
gaacgocgtg
ctttagtgct
atttétcttc
atgaggcata
taaagcagaa

gtttaaagta

agaacaacta
caatgagagc
actcatacta
tatgcactaa
agagaaggat
ccccaccaag

atettitgecc

40

agctggtegc
tcgtagagat
acctgggcga
ccgaggagaa
acccaccgge
ttgagcgaga
gcgtcgtcga
aacgccgeca
cactgcctga
aacagcgaca
tagcgccocca
cccatocaca
aggaacacca
acaagaagta
aaatgttggg
ggagagcatg
accggagaca
goccaccaaca
ttccgtagtj
atcgtgatat
tatactttct
aagtcattgt

tttgtetcte

gratagctet
tggctaggge
agtgaagecctg
aagcttgtat
tacataccac
agaacgecgt

tcettagtge

tgtgggcgag

Qgtcgccggg

tgcgggtgag

agagcgcgag

ccctgtéctc

ggtagaagayg

actggtcggc.
tgtagatgga
gcoogocgeco
ggagéatcaa
tataggagtc
tgctgacgct
ccaggecccac
gtgccattgt
tctgatctﬁc
atéccacaga
Lcaaactggt
acatcagcat
attcctatac
atgctccoie
écctaatatt
tattaccaat

ttga

cgttgcccag
ggactcatteo
ccatggtict
gtittcgctga
gatgaagatg
ggccaccaac

cctcocgtagt

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

1980

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2454

60
120
1380
240
joo
le0
420
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40

gattcctata

tatgctcctt

tacctaatat

tattaccaat

ttgaacaaaa

cggggtgeta
ctgttetcac
tataaagtat
cgtgtacttt’

ddaaadaaaa

ES 2 655700 T3

cttcacttgyg
ataggtgata
atgcctectat
tgttctaaac

aaaa

atcatgttac
tcttaaaatg
ataga tcaaa

atctcaacta

aatttatctt
tatgaggcat
taaagcagaa

gtttaaagta

<210> 11

<211> 564

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(564)
<223>NesA, T,GoC

<220>

<221> incierto

<222> (1)..(564)

<223> incierto en todas las n localizaciones

<400> 11

aatcttatctc
ccaggkbtgec
tgctgetggt
gagaaatttt
ctacatacta
aattggaacﬁ

aagagggaga

ctctectggt

geaaagntygg

gatatccatt

tacatatttc
cagccaggtt
geccaacgat
tggatactce
tggatatcac
tgatgcaagt
agatgtagad
ggageacety
ccaacacata

tannntggnc

tatc;tatat
gectggtgea
gctagectget
gctgcgtaga
ctgtttgaca
gatgtagcgc
ggtgecccate
cctgaggaac
gctcactgea

ttet

agaacaacta
caatgégagc
aétcatacta
tatgcactaa
agagaaggét

cccatatagg

cacatgétga

accaccaggc

tcgncaagna

gcatagcetet

Eggctagggc
gtgaagectyg
aagcrrgtat
tacataccac
égtcactcég
cgctattggc
ccacggcgac

gagctgcnta

<210> 12

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 12
atcgtcggct acagcctcgg gaattetctg catgegtttg gacgtatgct cattcag

<210> 13
<211>78

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 13

41

57

catcegtgata
atatactttc
aagtcategt

tttgtctcto

cgttgeccag
ggactcaktte
ccatggttct
gtttegotga
gatgaagatg
gaaagcacag
ggccteggeg

gccaaaaaat

atcactgagg'

480
540
600
660
684

60

120

180
240
300
360
420
480
540
564
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atggtcggct acagecctecgyg _gaattctgcc ccaccaagag aacgoegktct gcatgcgttt
ggacgtatge. tcattcag

<210> 14

<211>78

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 14

.atcgtcggct acagocotogyg gaattoocgge ghttctocttygg tggggeatct gcétgcgttt
gQacgtat_gc tcattcag .

<210> 15

<211>99

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 15

atcgtegget acageoctogg gaattetget gatgttgttg gtggccacgyg cgttctcttg:

gtggggcatce tgcatgegtt tggacgtatg ctcaticag

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 16

cggcgttctc ttggtggggc a 21
<210> 17

<211>939

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 17

42

60
78

&0
78

60
99
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15

20

25

30

aatcttatte
ccaggttgcec

tgctgttggt

gagaaatttt

.ctacatacta

aattggaaca

aagagggaga

_ttectectggt

gcaaagttgg
gtatatacat
Qggtgcbcca
tcttecatelt
cttggatcat
tgatatctta
tcﬁatataga

taaacatcte

tacatatttc
cagccaggtt
gcccaacgat
tggatactcc
tggatatcac
tgaigcaagt
agatgtagac
géagcacctg
ccaacacata
ttagttcgece
ccaagagaac
tgcectettt
gttacaattt
aaatgtatga
tcaaataaag

aactagttta

<210> 18

<211> 312

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 18

aatcttatte tacatattte

ccaggttgec
tgoctgtbggt

gagaaatkett

cagecaggtt
gcccaacgat

tggatactecc

ctacatacta tggatatcac

aattggaaca tg

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 19
gcacagaaga gggagaagat g 21

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 655700 T3

tatcttatat
gé¢tggtgca
gctagctget
gctgcgtaéa
ctgtttgaca
gatgtagcgce
ggtgéccatq
cctgaggaaé
gctcactgca
ttcttcégcg
gccgtggeca
agtgetttce
atctteateg
ggcatatata
cagaaaagtc

aagtatttgt

tatctcatat -
goectggtgea
gctagetgot
gotgcgtaga

ctgtttgaca

agaacaacta
caatgagagc

actcatacta

tatgcactaa

agagaaggat
cccatatagyg
cacatgctga
accaccaggce
tcgbcaagta
tcgccatgga
ccaacaacat
gtagtgattc
tgatatatgc
ctttectaccet
attgttatta

ctctettga:

agaacaacta
caatgagagc
actcatécta
tatgcactaa

agagaaggat

43

gcatagetct
tggctagggce
gtgaageccty
aagcttgtat
tacataccac
aQ;cactcag
cgctattggc
ccacggoegac
gagctgctta
cctggtgatg
cagca&atgg
ctatacgggyg
tcecttctatt
aatattataa

ccaatcgtgt

gcatagctct
tggctagggce
gtgaagcctyg
aagcttgtat

tacataccac

cgttgececceag
ggactcatte
ccatggttet
gtttcgetga
gatgaagatg
gaéﬁgcacag
QQCCtCQgCQ
geccaaaaaat

atcactgagg

.ttcttecegge

atgggcacca
tgctacttca
ctcacatagyg

agtatatgece

‘actrtLgete

cgttgecccag
ggactcattec
ccétggttct
gtttegctyga

gatgaagatg

60
120
180
240
300
36ﬁ
420
480
540
600
660
720
780
840
900
939

60
120
180
240
300
312
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<220>
<223> construccion sintética

<400> 20
tagacggtgc ccatccacat g 21

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 21
ctgacgctat tggcggcctc g 21

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 22
gcgttctect ggtggagcac ¢ 21

<210> 23

<211>123

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 23

cccacggoga cgccaaaaaa tgcaaagttg gcocaacacat agctcactge atcgtcaagt

agagctgctlt aatcactgag ggtatataca tttagttcge ctteocttcage gttgecatgg

acc

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 24
tggtgatgtt cttccggegg g 21

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 25
tccgtagtga ttcctatacg g 21

€0

120
123
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<210> 26
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 26

ggtgctactt cacttggatc a 21

<210> 27
<211> 210
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 27

tgttacaatt
aaaatgtatg

atcaaataaa

tatctteate
aggcatatat

gcagaaaagt

ES 2 655700 T3

gtgatatatg
actttcrcacc

cattgttatt

ctecttetgt totcacatag gtgatatctt
taatattata aagtatatgc ctctatataqg

accaatcgtg tacttttgtt <ctaaacatct

caactagttt aaagtatttg tctctcttga

<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 28
tgacatcaag tgatctatgc g 21

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 29
tacacctgca tctttggcac a 21

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 30
tctecttgge gageggcegea t 21

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

45

60
120
180
210
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15

20

25

<220>

<223> construccion sintética

<400> 31

ttgtggatgc agaaagcggt g

<210> 32
<211> 939
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 32

aatcttatte

ccaggttgee

tgctgtbggt
gagaaatttt
ctacatacta
aattggaaca
ctcgecacceyg
agatcccteg

gecaaagkttgg

gtatatacat
aagtgacatc
ggcacatcte

cttggatcat

tgatatctta.

tctatataga

taaacatctc

<210> 33

<211> 2072
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 33

tacatattte

cagccaggtt
gcccaacgat
fggatéctcc
that&tcac
tgatgcaagt
agatgecgcece
atatcacttt

ccaacacata

ttagttcgéc
aagtgatcta
cttggcgage
gttacaattt
aéatgtatga

tcaaataaag

aactagttta

ES 2 655700 T3

21

tatcttatat
goctggtgea
gctagetger
goctgegtaga
ctgtttgaca
gatgtagcge
aagatgcagg
gtggatgcag

gctcactgca

ttcttcagcg:
tgcegtggeca
ggcgcttﬁéc-
atcttecateg
ggéatatéta
cqgaadagtc

aagtatttgt

agaacaacta-

caatgagagce
actcatacta
tatgcéctaa
agagaaggat
cccatatagy
tgcatgctga
aaagcggtge

tcgtcaagta

ttgecatgga
ccaacaacat
gtagtgaﬁtc
tgatatatge
ctttctacct
attgttatta

cteotettga

46

gcatagetet
tggctaggge
gtgaagcctyg
aagcttgtat
tacétaccac
agtcactcag
cgctattgge
ccacggcgéc

gagctgetta

‘caccgetete

cagcatacac
ctatécgggg
tccttctgtf
aatattatasa

ccaatcgtgt

cgttgececag
ggactcattc
ccatggttct
gtttcgetga
gatgaagatg
gaaagcgcag
ggcctcogeat
gccaaaaaat

atcactgagg

tgcatcaaca

ctgeatcttt.

tgctacttca
ctcacatagg
agtatatgee

acttttgtte

60
129
189
240
300
360
420
480
540

600

660

720
780
2840
S00

939



gattcteocecc.
ccgtcgcggc
tegegegego
ctttecggtg
gcgeegggeyg
ccatggtggc
aattg;ttgg
actagaagta
:tgttctttcc
aagcttgata
tegtagtaac
aggatccttg
gctrtaagatg
getetcegta
ctttagaatc
Ettcgettgg
gcattgtatg
aatgggagtc
tcctgcgceccg
Qgtggcagcc
gttggcaatce
gaagacataa
tctcaagatt
cccaagagta
aagattaacc
aagggeacty
cgctttette
gttgattatg
ttgaaaggct
ttcgtccctc.
tatgatgtygce
téaaatcaaa
tttaaaactt
tggatatgta

tactagttea

tgcgoegecg
ggcggcggcy
gcteecegeke
gocyggcgygyc
gcgcggcggyg
tgctatggaa
cgacctctac
gttgaatttce
tgttattacet
aatggaagat
tthgtccac
aggcgtctge
gttgcgaagt
gtactttekbe
tcttgagaga
cctceogeatce
gcatgataga
accttacctt
gtgctgtceg

atggaatgat

cctgcaggga:

cggcaagctt
cagttgatyg
agcgcaggac
tkgccagcecoco
ttgcfggcag
caagagagag
accgéttcat
ggéaaggcat
tcatgaacgt
tgaaagtcﬁt

acatteagge

gatggackttt.

ctggagtatg

aaadaaaaaaa

ES 2 655700 T3

cecgeegeoge
agggcgaget
ccgctctcgc
aatgctaggg
ggacgéggag
tggtggaatt
gatagaatcg
g;gattgaac
agatgtagtt
agtccagcaa
gatcacgtee
tcctgttgea
Caggtgctté
tggtgtetee
gtgcacttte
atcaggtggc
aatatcctta
ttttgectac
ctcaaatggg
gggatttett
tgatgaacca
catggggcac
acctcaagtt
tggtgacaag
géccaaaaaa
gatagggaga
‘taagggggga
gaactttcag
gaagcaatgt
catgagcaaé
gatgcatgea
ctatggcctt
gttccattta
ctatactggg

aaaaaaaaaa

cgcecctcaatc
cctgcgagag
ctgcagtatt

gitaagagac

gaggaagttyg

gettggatgy
cgtcgagtcg
acacaaggaa
gggtttcgtyg

gttttgaaga

agtgrtgttc

ctgcttcatyg

‘ggagrLtcatg

cecogbtgett
tcccicteet
acttatagaa
tggataaaac
ctgtctgecat
aaatggaggc
tgatggﬁcat
ggcétgtaat
gatggatttc
tctgggtgca

gcaagagggg

attaagaaaa
aaatgcactc
gacatcggag
gcacctgact
aacaagatca
actggatatg
gatggctggt
gttgctagaa
tcttagaaat
tgatttaaty

aa

gygcgaageo
atccteogen
tgttccattyg
cttcocbctoce
atgcoecggat
ccacgaaggd
gggtgttctt
gcttgatate
attgaacacc
tgatagaaaa
atggcatggg
cctttcctgc
aagcggrcat
ccttttggaa
gccatcagta
attatcttat
taggacactt
ttcatgaatg
aagcatctge
aaaggagatc
atctgttget
agatggttge
gtgccacgag
agaagaaggc
gtagcaaaaa
tctcaagaga
gada;gctac
tcgetaccat
ggcgcetcaa

tgaccgagga

ctgcatagty

cagtggttte
tttgttgcce

gtgataatgt

gccctecgeeyg

gcoctcatgeo

cocgegoacca
cgagatggag
ccgcﬁgggtt
gateogacgec
tcctgttat:e
gecgtcggggg
taaggaaagg
tttgagcegeg
ggatggagtc
ctrctaggat
aatcaatttc
gaaaagcgte
gtgcctttat
ggaggaaaaa
gcaaétgttc
ggattectte
cctgttcecat
aaaaccaacq
gatttettty
tccagceatg
tcttggtcag
actcaaagtt
gaagggcaaa
ttctaaaggy
agagagtgaa
cttaagtatt
ggatcctgac
tgatggtcac
-attcaagetce
ttcttteace
ttgagtccgy

taaatcttga

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1240

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040 .

2072

<210> 34

<211> 675

<212> ARN

<213> Oryza sativa

47
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<400> 34

aguccagcaa
gaucacgucc
uccuguugca
caggugbuug
uggugucuuc
gugcacunle
aaagggcacﬁ
gogouuucuu
éguugauuau
uuugaaagge

uacgucccuc

guuuugaaga
aguguuguuc
cugcuucaug

ggaguucaug

ccoguugcuu

uCCCucuccu
guugcuggca
ccaagagaga

gatcgcuuca

uggaaaggca

ucaugaacgu

uvaugauguge ugaaa

<210> 35
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 35
ucacguccag uguuguucau g

<210> 36
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 36
gcauggggga uggagucagg a

<210> 37
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 37
uccuugaggc gucugeuccu g

<210> 38
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 38
uugcacugcu ucaugccuuu ¢

<210> 39
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 39
cugccuucua ggaugcuuaa g

<210> 40
<211>21

21

21

ES 2 655700 T3

ugauvagaaaa
auggcauggg
cocuuuccuge
aagcggucau
cocuuuuggaa
gcéaucagua
ggauagggag
guaagyggggyg
ugaacuuuca
ugaagcaaug

caugagcaac

21

21

21

uuugagegey
ggauggaguc
cuucuaggau
aaucaaunic
gaaaageguc
gugccuuuau
aaaaugcadcu
agacaucgga
ggcaccugac
uaacagauca

acuggauaug

48

ucguaguaac
aggauccuug
gcuuaagaug
goucucugua
cuuuagaéuc
uuucgcuugg
cucucaagag
ggaaaugcua
.uucgcuaccé
ggcgccucaa

ugaccgagga

ugucguccac
aggegucugc
guugcgaagu
guacuuucuc
ucuugagaga
uuuccggcaa
auucuaéagg
cagagaguga
ucuuaaguau
ggauccugac

ugauggucac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
675
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65

<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 40
augguugcga agucaggugc u

<210> 41

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 41
ugggaguuca ugaagcgguc a

<210> 42

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 42
uaaucaauuu cgcucucugu a

<210> 43

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 43
guacuuucucuggugucuucc 21

<210> 44

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 44
ccguugcuuc cuuuuggaag a

<210> 45

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 45
aaagcguccu uuagaaucuc u

<210> 46

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 46
ugagagagug cacuuucucc ¢

<210> 47

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 47
ucuccugcca ucaguagugc ¢

<210> 48

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

ES 2 655700 T3

21

21

21

21

21
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<400> 48
cacuguugcu ggcaggauag g

<210> 49

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 49
gagaaaaugc acucucucaa g

<210> 50

<211> 20

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 50
agauucuaaa gggcgcuuuc

<210> 51

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 51
uuccaagaga gaguaagggg g

<210> 52

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 52
gagacaucgg aggaaaugcu a

<210> 53

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 53
cagagaguga aguugauuau g

<210> 54

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 54
accgecuucau gaacuuucag g

<210> 55

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 55
caccugacuu cgcuaccauc u

<210> 56

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 56
uaaguauuuu gaaaggcugg a

ES 2 655700 T3
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<210> 57

<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 57
aaggcaugaa gcaauguaac a

<210> 58

<211> 20

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 58
gaucaggcgc cucaaggauc

<210> 59

<211> 27

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 59

ES 2 655700 T3

21

20

cugacuucgu cccucucaug aacguca 27

<210> 60

<211> 23

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 60

ugagcaacac uggauaugug acc

<210> 61

<211> 21

<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 61
uccuugaggc gucugeuccu g

<210> 62

<211> 21

<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 62
uugcacugcu ucaugccuuu ¢

<210> 63

<211> 21

<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 63
ugggaguuca ugaagcgguc a

<210> 64

<211> 21

<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 64
ugagagagug cacuuucucc ¢

<210> 65
<211>21

23

21

21

21

21

51
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<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 65
caccugacuu cgcuaccauc u

<210> 66

<211> 62

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 66

ES 2 655700 T3

21

aguccagecaa guuuugaaga ugauagaaaa uuugagogey ucguaguaac ugucguccac

ga

<210> 67

<211> 30

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 67
gaggaugaug gucacuauga ugugcugaaa

<210> 68
<211> 31

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 68
uuuauuuucg cuugguuucc ggcaaaaagg g

<210> 69

<211> 898

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 69

30

31

aatcttatte
ccaégttgcc
tgetgttggt
gagaaatttt
ctacatcacta
éattggaacé
aagagggaga
ttctecctggt
gcaaagttgg
tatatacaﬁt
ggtgccccac
cttcatettt
ttggatcatg
gatatcttaa

ctatatagat

tgcatatttc
cageccaggtt
gcccaacgat
tggatactcc
tggatatcac
tgatgcaagt
agatgtagac
ggagcacctg
ccaacacata
tagttcgect
caagagaacyg
gcocretita
ttécaattta
aatgtatgag

caaataaagc

tatcttatat
gcctgétgca
gctagctget
gctgcgtaga
ctgtttgaca
gatgtagcgc
ggtgcceate
cctgaggaaé
gctcactéca
tctﬁcagcgt
ccgtggecac
gtgettteey
tottcatogt
gcatatatac

agaaaagtca

agaacaacta
caatgagagc
actcataéta
tatgcaétaa
agagaaggat
cccatatagg
cacatgctga

accaccagge

‘tocgtcaagta

tgccatggac
caacaacatc
tagtgéttcc
gatatatger
tttctaccta

ttgttattac

52

gcatagectct
tggétagggc
gtgaagcctg
aagcttgtat
tacataccac
agtcactcag
cgctattgge
ccacggogac
gagctgctta
ctggtgatét
agcatatgga
tatacggggt
cecttetgtte
atattataaa

aAdadaaaaaaa

cgttgcceag
ggactcattc
ccatggttét
gtttcgetga
gatgaagatg
gaaagcacag
ggcctoeggeyg
gccaaaaaat
atcactgagg
tcccooggey

tgggcaccat

gctacttcac

tcacacaggt
gtatatgeccte

adaaaaaa

&0
62

60
120
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240
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360
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898
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<210>70

<211> 892

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 70

ggtaccaatc
Qcccagccag
tcattctget
ggttctgaga
cgctgactac
aagatgaatt
ccacggtcat
ttggtccttc

aaaaatgcaa

’ ctgaggtata

cggttaggtt

’ Cl':lC_CEltCttC

cttcacttgy

ataggtgata

ttattctaca
gttgccecage
gttggtgccb
aatttttgga
atactatgga
ggaacatgat
tgtgtatcat
atagagaccc
agttggccaa
tacatttagt
gtgtctette
atgatﬁaaca
atcatgttac

tcttaaaatyg

atgcctectat atagatcaaa

<210> 71

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 71
tggtacaacg tcattgatga c

<210>72

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 72
tggaccttac atggcccttc a 21

<210>73

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 655700 T3

tatttctatc
caggtﬁgcct
aacgatgcta
tactccgctg

tatcacctgt

"gcaagtgatg

gtagacggtg
aacctaacag
cagatagctc
tcgccttcﬁt
gaaggaccat
atgacggtgg
aatttatctt
tatgaggcat

taaagcagaa

21

ttatatagaa
ggtgcacaat
gctgctacte
cgtagatatg
ttgacaagag
tagcgeccecca
cccatccaca
tgaacgtéct
actgcategt
cagogttgoeo
ggccaccaac
agtécgtagt
catcgtgata
atatactttc

aagrcatctgt

53

caactagcat
gagagctggc
atactagtga
gactaaaagc
aaggattacé
tataggagtc
tgetgacget
glLocgoccocac
caagtagagc
atggagcgac
aacatcagca

gattcctata

‘tatgetectt

tacctaatat

tattacgrta

agctctogtt
tagggcggac
agectgecat
citgtatgttt
taccacgatg
actcaggact
attggcggcc
ggcgacgoca
tgcocttaatea
agaacgttca
tatgéatggg
cggggtgcta
ctgttetcac
tataaagtat

ac

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

8492
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<223> construccion sintética

<400> 73
taattgtgca gctcatcacc ¢ 21

<210> 74

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética.

<400> 74
tagatgggaa atatagatat c 21

<210>75

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 75
tgcttatatg tatgttctgt a 21

<210> 76

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 76
tcaagagtct ttgaaagaaa g 21

<210> 77

<211> 880

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 77
aatcttattc tacatattte tatcttatat agaacaacta
ccaggtitgec cagcocagygtt geooctggtgca caatgagagc

tgectgttggt gcecaacgat gcoctagctgct actcatacta

gagaaatttt tggatactce gotgcogtaga tatgeactaa

54

gcatagctce
tggctagggce
gtgaagcecetg

aagcttgtatc

cgtegocccag
ggactcattc
cecatggtiect

gtttcgetga

60
120
180
240
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15

ctacatacta
éattggaaca
_tgacgttata
atgagttgéa
geaaagttgg
tatatacétt
ggtaattgtyg
atatctggta
ggtgcacatyg
.gatatcttaa

ctatatagatc

<210> 78
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 78

ﬁggatatcac
tgtggaccett
ccagacatcc
cagttaéctg
ccaacacata
tagttegeet
cagctcatea
caacgtcatt
ttacaattta
aatgtatgag

caaataaagc,

gugagaaagu gcccucucuc a

<210> 79

<211> 2040
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 79
ccacgegtece
ceccecctegte
gctcacyggcce
qgagcctgtc
caggcggeac
agatctggtg
_acgeggggeg
gcggcgctac
| gccegogogt
gtgetgeget
gcocgteectgg
gacaccggee
gactgcctcg

cggrgeggeg

goccaaaagtyg
gcgeotogege
égégggcctc
tctocctecgg
cegctocogta
gcygtgatggt
gcgtcgoogyg
ggcgcaggtg
tocetgetygge
acgtcggeocg
gecetocgeogg
tccgoocoget
ccaacgggcg

tgccgeggtt

‘cectcaagayg

ES 2 655700 T3

ctgtttgaca
acatggécct
atatttecca
cttatatgta
gctcactgca

tettcagegt

gatgactdcg
tcttcategt
gcatatatac

agaaaagtca

21

aactgtgaac

cgcgecgege
gJgaagcacaa
ggattctatc
ctgctgctga
gagcecggge
éccggggagc
geggtggycy
crtcocgocagog
gggaggtCQc
bgagccgtgc
ctacaatagce
gaacgacact

tgcggeeege

agagaaggat
tcaatatagy
tecactttct
tgttctgtac
tcgtcaagta

tgccatggat

‘tetttgaaag

tagtgattec
gatatatget
tttctaccta,

ttgttattac

cggacgatcc
ctegoecteca
-ccaccacgcg
gccggcetggt
tttggtgaac
agtaaceggg
cegogogect
cceccoggget
ctecgtgetet
goceottacgoog
gaﬁgtgttcg
tccgggtgce
gggtacctca

accgegetgg

55

tacataccac
agtcactcag
cttagagacc
ceagggegac
gagctgetta
acagqaaaata
aaagtagatg
tatactgaag
ccttetgtte

atattataaa

aggcatccag
ccagctacgc
tccacgccga
ctcagcggeog
gcgggcagec
gocggeatgto
ctcctgeege
cgtcgacgct
cectgogeoget
cogoegggect
acggcgeetyg
cgttegectga
agtggcggtg

agecggetgeg

gatgaagatg
gagtcatécg
cttgtgggtg
gccaaaéaat
atcactgagg
catatcageyg
ggaaatatag
ggccacgtaa
tcacataggt

gratatgect

ctaaccgett
cgtcacgega
agccacgady
ccacttggag
gcgggatggg
gcgogtatey
gaccgettte
ggagcgcgog
ctacctctac
cgtcggggac
ggtgceccgac
gocgogggttt
gaagccgege

cgggaagcgyg

ago
360
420
480
540
600
660
720
780
840
880

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

840
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15

gtggtgttceyg
atggceggcey
acgatacgceco
tccgbgttce
actibtgagygc
attttcaaca
caggctggac
gagacctggg
cgcacatatg
cagccttcat
gttgfaacca
cgaagtgatg

tggeEgtectto

aatggttggc,

gcatcgtgat
cagctgcagce
gactcgtata

attagaaggc

ttgttaaaaa

gagaaagtgc

<210> 80
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 80

tgggggattc

tggatgaccce

acctggeggt

tcgtgcagga

ttgacaggat
ctgggcattg
gttctcttaa
cctcatgggt
agécatcgca
cagaggccaa
acatgaaagt

cacatgttgg

ctggagtccc.

gaaacatggc

atttgacatt

tgctaggtag

cacggtgaag

cttggrattc

tegagtttgt

cctctbctcaa

gggcgaaggu gaacucucuc a

<210> 81

<211> 2523
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 81

cggacgcegty
tgcttacgtg
caaagttcgc
ggtgtttcta
cacatatcag

agaactaccc

gggcgtgegt

cccagtectg

cctgaactgt

gcgttcacaa
caaggtgaag

ttcagttact

ES 2 655700 T3

catgagccoge
caggacggtc
caggttegeg
gcatcctgec
ggataatttc
gtggacaccyg
aﬁtaggtaca
.acaaaaaaga
ttggggggat
aggaaatgat
tcctatcaca
cacttggagt
tgatgcttgg
gggctgaatt
accaggtata
ttcactggac
catgctacat
grctetatctg
attgtaacct

ttggattgat

21

ggtctectte
cttcgtocectt
tcatcatggt
caccttgecga
taataagggc

acagecctteg

tcgeagtggyg
ttcgaggﬁga
tctcacéécc
ccgcggcatg
agccggaaat
accaaattgt
tccattgatg
gttgatttcaa
acaagccaaa
aagagtgaat
gtactaaatQ
tatcgtccéa

aacgaactcg

ttttggcagc'

ctagagaatt
ttctacattc
gcaactagag
crcaacctac

gtatgtacaa

aaaaaaaaada

ctctegtgge
cgccggegac
ggaaggctgg
gtcattctac
gaaggtgaac

atactgtogo

56

agceccticat
acgggaacga
tcaccgtgga
.Cccccaagag
gggtcaattc
ttgatacggg
ctggtrtcag
accgaaéaca
aggtgtgtga
ttggggctat
taaé&tﬁaat

ctatacttga

Cgttttcgta

acaatctace
aacatacgtc
ttttctictt
ﬁtgtatgtag
taacggttca
acatttactt

ddaaaaaaaa

gacgaccgag
ggccacgacc
gtatteterg
ttgccaggta
tetecteactte

cccagagatyg

atgcatgctc,

gatcaccaag
actettcogyg
ggtcaaatcc
ggaégtactg
ttgetatett
gatggcactyg
tgtattettt
ggtaécagag
acttgctgaﬁ
gggatcgttt
ttgecagccac
ccttttgaca
cgcacctatt
cgggacaagy
tttgattttt
ttggtaaggg
ttrtatratg
gatacattgt

daadaadadaaad

cggccgtoge
cgagtcatcagyg
ctrtgttagt
gttatatgca
ccattgagac

gggttaagaa

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040

60
120.
180
240
300
360



gagtgetgaa
tttccgtgta
taatgtgdag
caatcttcct
teccagteggt
téaégtcttg
aatggéagtg
tgaagttgtc
tgataaagte
gaaagagaag
atcacggtgg
gaactctttg
agtgaggagg
tdaggagctc
gaagctygcte
‘cattttettt
gatgatagtc
gaggacttta
cttecetgge
tagtactgga
ctceogtgeca
cectgttega
catacttggt
ttctagtatt
tttgectgatt
ggaggactgg
gttcctttac
cgctattcete
taccgttgge
tgattgaaga
attgcatett
gtctgagact
gtcacactte

attatccccat

aactrtaggcg
aatgtcaacy
ctcetecaage
gtgaggagge
tatattccag
gtccataagt
atctcagaga
ccétgcagcg
gatectygtga
attaccttca

gatgcatace

atggtaatce

gacttgactc
tetggttgga
tgtgtcatga
gcogeatttg
tttcatatgt
aaaggaacgt
attgtcttca
gcccttcccé
cttaccctet
accaatcaga
getggaacte
tggcttggaa
gtggtgtgtg
aggtggtggt
tctatcaact
técattggat
ttoetgasgt
tecagggttg
gaaggecetet
gctgtacctt
getacageat

ggtgccatbt

ES 2 655700 T3

agetretgat
aatctctéta
agcgtageca
tcacagagca
aéggéacttc
atgaaggagy
ctgaﬁaaaga
tgaagcgtga
actgeectgt
cﬁtatéaggt
tgaagatgga
tatcecetgge

ggtatgagga

agcttgttgt.

ttggcgatygy

gcttoatgte

tacttggaat

ccgagggatg
ttgtecectcac
tctcacﬁttt
caggtggrtt
taccaagaga
taccttttgy
ggctctatta
ctgaggtatce
ggaaagcttt
acttggtgtt
actecttegt
cgttototte
tctttacaca
cacagagcag
gtaatgaata
tttgttgacc

tgttgtctgt

gaactatacyg ttcttatggt ataatctaca

aaaaaaatca gttcagaagt caccttettt

tat

gggtgatcaa
tctgtgtact
tgatctatac
gaatggaata
tgatgtctac
cgaagtaaag
ggccaattct
ﬁcctgaatcc
ggagttggaa
tgaattcgta
gggttcgaag
tggcattgta
gttggataag
tggagatgtc
ggttcagatt
tcétgcatcg
tatgtetgag
gaggtctgtce
tgtgttaaac
ctttggeoctt
ctttggcaca
aatccectacy
aacactctte
cgtgreecygge
agttgttett
cctegettcet
tgatctcaga
tgtcteoett
tgtecactac

aaatcacctg

tgctgtttgt

gtatatﬁtca
tgccaatact
ttcttecege
tgtgeaaaat

cgtgaatgtt

57

atagataatt
acaaccccac
caggtgaaca
accatccagt
atcatcaate
gtagttggyga
ggatatgaga
atattgaagc
aaatctcaat
aacagtgata
attcactggt
tttgtcatat

gaggoeccaayg

ttcagagaac

ttgggtatgg
agaggaatgt
tatgctgetyg
tcctggtcaa
ttcatgcotgt
ttgteettgt
agggctgage
aagaagtact
atcgagctcet
ttecectecteg
acctacatge
ggaacagtgg
agcttgageg
gccattatge
crectteteat
tgagctcaaa
aafgtagctt
gcagatgtgt
gtaggaaaag
aagattgget
gtttcccatc

ttgattcccp

ctcegtaceyg -

ttgacgaggc
tgattcttga
ggacaggéta
acctgaaatt
ctggggaagg
ttgtgggatt
ﬁtaatatgta
tggttaggga
ccaggtggec
tttcaattat
tcttgcgtac
ctcagatgaa
caacctcacc
caattgttac
tgttgacagg
tcaggctctg
ctgettgttt
ggacaagaaa
ggttCttht
caatagaatt
cattgétctt
tcttcattet
tegetgettet
atctectgege
ccetttatgt
ggccagtttc
tagegactgg
cagtcaagat
tgatatgacc
attaccgaga
tttgaagttt
tettgogttt
tgcagctgga
Caadaaaaad

gaggctactt

420
480
540
600
660
720
780
840
Sa0
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1820

1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2523
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<210> 82
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 82

gccagaaggu gcacugucuc a

<210> 83

<211> 530

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 83

gcagatgata
Qttggccttg
gatggtgace
téacgftatc
gatgaacaac
ccaggggcte
ttcagetacy
cgagatcaac

acaggaacgec

<210> 84

<211> 20

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 84

gacacgacta
cagacgtetce
accggaggca
attgegacte
tgtcaaatgce
ctegatcgag
tteccgatga
cttatggagy

cagaaggtgc

ggaaggccua agcagugcaa

<210> 85

<211> 2229
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 85
atggcttcaa

accctectceat

tcaagaatcg

cagtatggtg

cgceeagoco

gggcggtcét
tgtcccecett
gacagcgatt
tgaaattgat

atgggatttc

ES 2 655700 T3

21

aagattacat

agattttcat
cgaatttgaa
ccggtcgcat
ttgttctcga
tcatctegtt
cogrtgaaga
agctcacact

actgtctcaa

20

cagaagaagyg
étctaccttc
tcctgagceaa
aaagggavgat

tctacctget

tcaagegectg
cgaagtttca
ggacgacata
actcgatcety
cgaagccgac
cttgocgcaa
arccatgege
caagggagtg

cacgctttte

aagtatcttt
caacatggaa
agctetgggy
ctactagcec

tatggaattg

58

agcattgtge
aagcactiga
atgcgtagat
atggagaaga
aaacttectgt
gaaagacaaa
cgtcacctca

acacagtact

tcgaaactte

tggatcatgt
gatctggktte
attecaaaty
tcggtaatgg

gaaggaagga

cgacaagaga
aagcccegegt
acgaaaacgt
aggttgccaa
ctcgggattt
tccttetcecta
agaacgeeta

acgctttcgt

taacgcacct
tgaggatgaa
ggagcaaggy

gcttetgeyg

‘atttgggttyg

60
129
180
240
300
360
420
480
530

60
120
180
240
300
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cctatgugtg
caacctaagt
aaggaggcat
aaageccaaag
ttctgggega
gctgalttggg
tactggttag
aaacttgctg
gcagatatct
ttactt;cag

atgaaagaag

. ttgcaagata

aaacaaacag

tcaaatgatg

- atgagcagac

gaccactact
atgattcaag

gaacgrggtc

ttggatctct

accgtatcty

gatgaagttyg

aggagaaaac.

aaagagaaag
aaggctgﬁtg
gaagaactga
ctggetgtac
gtcaacaaag
gaggaagcta

gatgaagaag

ttagasaagg

agggatcttg
gatacaatag

cctecectyga

ctagacattt
tggatattga
ccccaéaaga
ctaagceaggt
ggcttctggg
ctgcaaagct
ggacaaagct
gtggaaagaa
tcaggetggt
tgttectcaa
aggdagcgtt
ctgcaaaaga
ccgaagatct

aaatcttgaa

-cacg&ﬁtggt

tgaggttcat

.ctgagggtgt

acctaggttt
cacttaatca
ggaéaatgaa
rggatacager
tggaattect
dagaaaaage
aagaagatct
gagaagcaaa
tggcatccygc
agattgaact
agaaagctta
aaaaggtcte
agattgatga
atggcaaggt

gaaaggaagg

<210> 86

<211> 22

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 86
gaaauucaug gaagcagugc ag

ES 2 655700 T3

gctgcagtoea
agatgaacag.
atgtgatcag
acaagaétct
tcattggtect
‘gaagcactgg
actctgggca
cctttcaaga
acctettgcot
-gttatttcca
gaaaaggaaa
aatggcaaag
tgatgaattt
cttcgcgaég
aaacatgtgc
gcttegcaaa
tgagtctcte
gctgtcaéca
tgctgtgecca
goctgaggag
tgggaccgta
tgagatgcag
gaaacaagag
ggctttgaag
acagcacgat
atcgtetgtt
gtataactet
catggetgct
atcggogety
cgtggatgcé
gactectgay

cgtccaagag

22

gtccgeacag
agtgaégatc
gctgtggaag
gtaaaggetg
gctectcegag
éaggatgaat
gatgtgaggé
agagagagaé

gtgtteateca

aatatgecttc

ctgaaagraa
gaagttcaaa
ttgaacaagg
ctgtttaatg
aaatatatgg
aaactgcéag
tctgaagagg
gaagaaatgce
tc&tctcttc
gctgttgtag
ttgeccatetg

gaagaactta

aaagaagaaa

gaaatgactg
aaggaaaage
agcaaggagc
atgcttgaaa
agagaagagt
attgagaaygg
caaattggaa
gaggtagegt

cttgtcageca

59

cctcaactge
agaaacagaa
gectaageayg
gccaatcaat
ctgttgette
ttgtgtcaac
tttcgtcaay
aacaactgac
ttgtteccatct
cctecaactte
gaatggagta
catcacgtag
ttaggagagg
atgagctgac
gtattcgacce
acattaagaa
aactteggca
gecaacagcet
tcatacttte
caaccttate
aagatteggt
tcaaggagga
aggccaaact
gtectactge
tctgtaattt
gtcaagagtt
aggagégtac
cggacaaggc
ttgatgectat
accgatggcea
cagcagcage

acctecrtetaa

aacagetggg
caaéaggaaa
téqaaaagct
tgtacgaaaa
gatgagcaga
gctgcagecat
attactggtyg

ccgtacaaca

c&tggagttc.

ccaagacaay
tgeccaagttt
tggagaaata
tgaacatgtc
tttggataac
ttteggtact
tgacgataag
agcctgtcgt
ccgagattgg
aagagctttt
ttctctacca
ttetgagagy
agagaagaagyg
caaagaacca
tagggaagaa
tagtcgageca
cctcagcct;
agaaggtgéa_
tgctgaggtt
gctccagéaa
aattcttgat
ttatctgaag

agacaaaggt

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
lé6g0
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2229
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15

20

<210> 87

<211> 1521

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 87

atggccgecet

éggthctcc

gocogoegeoy

'cggcccccga

ccggagatog

cgcatogtca

tggatgaatg

ttgattggtyg

aaadataéga
gttgaaaaat
ctcecctaca
tcagtaactg
ﬁgcattaact
atggagtgtyg
tacattaagg
atéaatataa
gacaaatcag
aataaggatt
gaagtgttgc
gtccoctgetca
gatttéttga
tatgcggaga

tatgetccaa

.cttggagatg

gtgccactga

aaggttaaag

cetettoctt
ccgécggeca
cctecteocee
gcctgeagte
agcggtgggc
aggagctccg
ccaagggacax
aaattcatgg
cagaaaaacc
cgttggetea
acaacatcat
cagagatgéa
cttatggcacr
aacctaaaat
gcaacataag
aagattcaga
aggtcaatag
acactacaat
tgaaagagtyg
ctggaktaccy
agaagggaaa

aaggtgatgc

atactggttg

aaggtgatgt
acccagatat

atgcagtgta

<210> 88

<211> 20

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 88
ggaaggccug aagcaugcaa

<210> 89

<211> 1980
<212> ADN

<213> Oryza sativa

ES 2 655700 T3

cctegeogec
cgcgcgatcc
egcctcteet

cacgetgtygg

ggccaageca:

caagcgacgc
tgtaaaattt
aagcagtgca
ctatggtgca
titttcagaag
gggtctgtatc
aagcaatggt
aaéggctgat
cgttgttgat
ggagaaagca
Etcctataac
getgtgggeg
gettgecagty
ggagtqgagc
ccagaaggac
Qatgcctcct
tgcéaaagcé
gatooctagy
cgaggaggtt
gactgacgct

a

20

ggocgeegee
catggctcca
cgcggccaca
cegetgggee
ggcaaccgeoc
cgccaccgeco
ctgccaaagy
gccgagactt
cttcttaact

étgaaagagt

"acgaacctag

atcgttecectg

tttttcggga
tggaacacygt
ttetctgect
cacctgattt

cteccaaatgt

ctcgfgaaac

ggaaatgcat_

ttgctggaca

tcaaccagct

tatgagctga

cotgggatga
gaaattttcg

ttgtcaaggg

60

tgatccgect
ccecctgecct

geggggyggag

acccgggeac

tccgecacgt
aggecctoga
atcacgctgt
acttcaacaa
gctacacacg
tgggttttge
ggcagcatga
aéaatttcag
tggéaaacac
atgctgtegt
taaagaaagc
cetegtatgyg
cgaactgcaa
ttaatgagat
ttgacttecca
aggctgaggc
gggcaattgt
caaagaatgc
ttgagatgat
ttgatctgct

ctegaatgag

cggctgegge
cattcgagcc
gaagccgygcg
gctcctggty
cgagetegag
ggtcﬁétgaa
tqacctggat
ccﬁgccagat
ggaacrtcctg
gttttccaca
aéaggttcct
ctacagaata

ccttgaagag

ggcaagcaac

agaagcaaasa
acatctgggg
taggcatatt
tgaagaagct
agttccaaat
acttctggat
ggcagetgge
éctatgtgta
acttaagtat
gaaagttgct

agaagaaaag

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1521
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<400> 89

cgtgcctttt
. atcaagtktcc

ctecoccactece,

cgaccacgct
ggctcocety
cttccggtéc
gogaggaage
tgttgetatt
- tgtccaagga
ttcagtcaag

' tttegaaget

tgaccaaact'

gcaagcéqca
acccacacca
gctéaaagat
agaatcagga
caagaaacgt
tcttaacatt
tgatctgttt
tgtcacagaa
cgcaaatggg
tattagcatc
ggttgaactg
gaaggtggaa
aatcatcttyg
geeatgtcee
catttggcaa
tttcectctga
aatgttaggt
tacaaaggga
caagttgctg
ctecctgttte

ctactatgag

<210> 90
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

ccgtcgteee

acaaactcge

éat;tgctct

ttcgctgccg

aattecggget

aactgaétcc

actcaagagg

atgaagacta.

gaagggccaa
gttgtgtgca
aaaggaaggc
ggctgctact
gcéagtccté
gaatcaagca
cctcgaﬁggc
tctgacattt
gatgagatga

caggtgacac

gaatctgaac.

gcactetete
cattctaaty
gagaajagga
aaggaagtca
ctcﬁtctcaa
taggatctac
atgagcagca
tcgtcacgca
ggggagettt
tggettgctt
ttettttrtt
tacaggttct
atgeotLttter

atttgaagac

ES 2 655700 T3

attcgecagy
atctcat&tg
ccteogecgee
ctotocgaca

cgccaaatac

ggcaccacct.

ttaaggtacg
_agacgagtag
actgggttet
aactaaagca
ctgéagcatg
actgtatgte
tacccaaatc
aagagaacag
catttcagta
étggéaaaag
tcatggagat
agtccagcaa
gagagattca
atgataaacc
gctatggtga
aggtagaagt
ttgagggaaa
agatcaggga
ctgtgatact
gagggggtcce
tgccaaacac
gcataatgtt
tectecttet
cagttgctag
cagatttcag
LLtgttaagt

tatggcattg

dgggaacggc
cbtcgactecc
acctgegecy
ggcgacggay
cctecaaceyg
gtgcggcctg
gtatttatag
_gagcftacag
tgttgetgge
gttgttagac
caégctgcat
agggcrogeca
agttgaatcc
cggtgttatyg
ctctaacagﬁ
agaggtcata
gcaaactcag
tctgcagtct
gcatctaagg
tttgcaagct
tggttgtgtt
agagagggtyg
ggactttgtg
gttgcaggaa
ttttagaaga

cgcettecagty

aaagggcatcl

accgaggact
tcagagcacyg
ccgeagetee
tetgegtecy
teatggcact
atttggetga

aagtetggga

ggggttttge

gdgaagcagce
ccagatctct
aatggtggag
tcactt#cac
tggatatcct
tctggctcete
cagaagctaa
attgctgatc
caattggatg
aagattatcg
gégcattggc
gatgatgctg
gagatgctca
cttcagagét
.aagetctcag
ttgaatctaa

aagattgcag

gtcgéaaqca
ceettetiee
gagcagtccg

agtcgcagte

tecgtecggga .

tggaagagga
agaaactggﬁ
gaggtaacca
ttageacget
‘aaaataatac

acecggetecag

tggaagtcaa

ttgtcaagat

cacctgatcyg

cctgtgttte

gacagcacct
ttaagaactc
ctgccaatcg
cagatcattyg .
égccagatgc
acctgcattg
agaaagaggt
acaaggaaca
cacaagtgcece
gcataatgtc

aaggtcttgy

catgctagga tctttgtgga atgcttctot

aggttgattt
tcaatateta
gcctcaggta
gagacacaga
gatctttgga

cececttttttg

61

gtttoctttct
geecttggtt
actcaattga
agtectgtact
atgttaggtc

tgaaaaaaaa

tggttgtcat
gctcaaagtt
acttecatact
g;gcctctgc.
catgacatctt

aaaaadaada

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
786,
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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15

20

25

<400> 90
uggcugcuac auggacuccc g

<210> 91

<211> 1125
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 91

atggccggag
caccacctgc
tacatggact
aacggcgacyg
gtcatogtog
ccgécggcgt
ggétftagca
accatcaggt
gacttcgegy
tccaaécacg
tacgtccoteg
gccaccgeey
gaggcgccgyg
ggcggagcég

gctcagecacce

" gaagacaage

gagcagcace

aacctecacg

acacgacgaa
tccacatega
ccogeecttr
tcgccgacge
cocgtoaagge
ttgtgcatac
agtatgccga

gcgacgtiogg

cggtggtgec

gcgocogacgt
cggcgeggee
cggeccgecge
tgttctccge
acgacggaca
tgctegtoge
tacgcaggca
attgccgagyg

cocgccatggg

ES 2 655700 T3

21

gcccacggag
cggctacteco
caccgtggga
ctoccgegtac

cectgocaag

cacagagceca’

gagggagttg
cgtctcracyg
gcogtoogac
cacgttccag
goccggtotte

gtegteogteg

'tctgctécgc

agcggcagga
ggcggacagg
catcgaagce
cctcaaggay

aagcgatgga

tcagccateg
cacaccaagg
ggccatctat
atggcegtct
Ltcagctgt
ttcgtgttea
atggagggct
gagecteoccgeg
ctgcaccggco
gtcagcggeg
agggcggage
gacteggagg
ttcgtgtaca
ggaggategt
tacgacctga
écctccgccg
gegrgettgg

tttgagcatt

tcgggageac
accgectocce

ggcgcatcgg

acccttecat

tcttcaacgyg
gcaggaaggygd
cgatcgtgga
cggaggacag
acctcggega
aggcegttoceg
tgttcaggcgc
cgatcecgegt
cogacgogrt

attcggagga

agaggctgaa .

cctecatget
tgttecteag

tatccaggay

gtgatcvaagy agctaatatc caaacttgtt ccacgttgty attag

<210> 92
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 92
aggccuuuuc augaacuccc a

<210> 93

<211> 578

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 93

21

62

ggtgaccggyg
caatggctgc
atactacccc
égacgagaac
cgagcccacyg
gatcgggtat
cgacaagttec
gccgccgtcyg
ccttctggac
cgcgecaccgg
catgagggag
ggacgacatg
gccggocgccce

ggccgccatg

gctgekctac
cgcgttggtt
ctegocggec

ctgeecccggt

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

1020

1080

1125
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15

tggcgeggac
gaccctcgéa
tacgeegatg
acggcggcgy
gaatacgtga
gggcgagatt
gtctcactygyg
acctggctga

cacctatgtg

ctaagaaagg

<210> 94
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 94

tcatggggaa
gacgggtgat
ctéacgéacc
cgygagctga
aggagactag
catgctatﬁa.
écagtctcat
catggagcca -
agattcctga

aatggtétac

ggcgeucgec uucgcaacca u

<210> 95

<211> 1188
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 95

atgaggcaca
goococaacct
atccecacge
tactggetge
aggecatceg

ctegocctteg

agcagaagac
ccagcgttca
tgecegetgga
cggagtgggt
acgtctteet

caaccatcaa

ES 2 655700 T3

cggtgacgeg
égaqgtcgcc
tcctcctﬁct
gtcttctgtc
gcagctgaat
tggggaagaé
taﬁgagépga
tatgacagac
atcaacaatt

cagcattagg

21

ccoctooCcLge
ccgcgaaggce
gacggggage
ceteectgyy
cgccagetoe

ccggaccace

cctcctgécp
cﬁtatﬁéatc
aktctccttac
agcacgetec
cctagecoggce

cggctgegge

cgggtggeac

ctctagecagy
cecgattttgt

ggcecttg

acagtgcaca
ggcagégccg
ccgeecgttec
ctcgaggcecy
cccaégtccg

raccegeoegt

63

tgttttcctt
tgcttgapég
aéacgcgggg
tcgaggtgcg
gatcacctta
aagagcaécc
cattctegty
céttttcatg

gctatggeeg

cgatactage
écatgéaca:
cgetooggea
tgcacacgeg
gcaccacctg

cecggogacge

tcatggegee

tcccgeccca
acgctcgecc

cggactcacc

ccatccgecga

ctcacaaaag
gaggg999gy
aactcceccaag

cgaatgcteyg

tagcecgatyg
ggcdgagctc
atacggeggce
ctbegagocg
getcaaggeg

ccacceogcte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
578

60
120
180
240
300
360
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15

cgccatcgeg gcccgoacga

gagggcggeg goggagacgt

cgcecogggga cgtgetogec

ccetacteoec teetgeegga

tgceoggateyg tgtécgtctg

accatgagca acatggtgaa

geggeggegyg cgccatcgat

gctgggecgce agtggaacca

aaggtcctet tcctccggt'_.a

ckcgecocgagt tcocctgeggtg

gecatcegeeg acctatgcag

gtgaccgacc tggeggtgaa

agcaaccaca tgtcgecgga

cgaggctceg ggttcacctt

<210> 96
<211> 21

<212> ARN

<213> Oryza sativa

<400> 96
ggcccaugac uuugcaacca ¢

<210> 97

<211> 1197
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 97

ES 2 655700 T3

ctgcgtcaag

ggacgtgttc

‘gecctecegt

gcgecatcacyg
ccgggacccee
gggtgtcaéa
cgaécaggtg
cgtcegcgag
cgaggagatg
cccgttcace
cétcgaccga

gaaggagagcs

'gatggegteg

tgocgecget

21

ttcttegagt
Qccgcccﬁcc
cgcegegege
teggoggcgy
aaggabgcgt
acgaccacgg
ttcgacqtgt

tactgggagg

ctgcgcgage

gccggcegagg

ctcaggaacy

Ttetteegga

‘cggetggaca

geccggegact

64

ccaccttege
cgtcgccgeg
ggttgetege
cggacgacgg
tegtetoeat
acgaacacca
tctgcgacgy
agagccggag
cggcgcegcaa
tggcggocgyg
tgcaggcgaa
gaggggtggce
gggtegtcga

cegaatga

catctccgge

cgcggttget

cactcacatc

.egactoecggt -

gtggctgtte
CCCQQCQQCQ
geggageatc
géggccggag
cgtggagagyg
ggtggtgggc
caagaccgyg
cggcgactgy

ggacgcgoty

1420
480
540 -
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1188



atggcégcgg
gcggcggcegyg
ctcaccatcg
grggccacca
gcggagatcg
tacgacggac.
atcatcacgg
ctcbtcgecg
cacctgtaca
cocgocteggat

gacctctacg

gcgotctgga
gcggaatgga
ttgaaggtcg
catgctcttg
cctatgtcag
gagecgegatce
caagaactca
Jgcaaaggaaa

tgcggtttyg

ccgtegtect
cgoctgoooct
agacctcggt:
cggcgcgega
cggeoggacec
aggaggccgt
ccEaccgcga
agctcatggyg
agaaggacgc
geggeckecge

gocgacggoge

agctgeccegt
gggcatcgaa
atggtatgga
aaaatggacc
atccagggag
caattgaaag
aggacatgga
gtccaatgee

agtcatttgg

ES 2 655700 T3

cctocogeege
gaccacgago
cccctacaag
getegeocace
gctgtacaag
cgcggbggge
ccactgcgc&
cogoogogge
caacttctac
gttcgogcag

cgccaaccadg

cgtgctegte

aagccccgca

tgttettgea |

gattattctt
cacttaccgc
ggttaggaag

‘gaaagaaata

cgatccatct

tgtggacadgg

ctgcgoggcg
gtccggggtyg
tcccacaﬁcg
tcctoocgeyg
gcgaégctga

atggaggcgg

‘tacctocgcec

ggygtgctcca
ggcggeccatg
aggtacagga

gggcagctgt

tgcgagaaca
tactacaaac
gtcaaacaaé
gagatggéca
accagagatyg
ctactactgg
aggaagcaag
gagctcttta

aaggtggtga

65

tcacggeggc
tctoccgatte
tggacccgcc
acatgtecge
tcocgeggett
ccaccacceg
geggoggcga
gggggaaagg
gcatcgtggg
aggaggccgcoc

tcgaggcgcet

accactatgg
gceggogacta
cttgtaaatt
cctacagata
aaattgcagg
cccatgactt
tcgacactgd

caaatgtata

gaaétgtact

gcoceoocggegao

gacggagcocyg

ccogogegag -

catgcgoccge
ctgccacctc
cgcogacgcec
cctogocgec
cgggtegatg
cgegcaggtyg
cgteacgtte

caacatggcg

gatggggacg
tgLgccagga
tgccaégcaa
ccacgjacac
cataagacag
tgcaaccaca
catcgegaaa
tgttaatgac

tccctag

60
120
180
240
300
360
420
480

- 540

600
660

720
780
840
200
960
1020
1050
1140
1197
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion de ADN recombinante para la supresion génica que comprende un promotor funcional en
células vegetales, operativamente unido a ADN recombinante que codifica un transcrito precursor de ARN pequefio
en fase sintético y que comprende una secuencia de nucledtidos de una secuencia molde de ARN pequefio en fase,
en la que dicho promotor es heterélogo de dicho ADN recombinante y en la que dicha secuencia de molde de ARN
pequefo en fase comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de la SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID
NO. 17, SEQ ID NO. 33, SEQ ID NO. 69, y la secuencia de ADN que codifica la SEQ ID NO. 34,

en la que dicho transcrito precursor de ARN pequefio en fase sintético preserva la estructura secundaria del
transcrito de dicha secuencia molde de ARN pequeiio en fase, en la que dicha estructura secundaria comprende
ARN hibridado que forma una estructura plegada que incluye dos brazos antiparalelos de cadena sencilla,

en la que un brazo es sustancial, pero no perfectamente, complementario con el otro brazo,

en la que el emparejamiento de bases entre los dos brazos de la estructura replegada da como resultado un ARN de
doble cadena sustancialmente pero no perfectamente que incluye apareamientos erréneos, en el que dicho ARN
hibridado comprende al menos tres ARN bicatenarios pequefios en fase contiguos,

en la que cada ARN bicatenario pequefio en fase comprende dos segmentos de ARN antiparalelo de
aproximadamente 20 a aproximadamente 27 nucleétidos, cada uno con al menos un apareamiento erréneo entre
dichos segmentos por lo que dichos apareamientos erréneos se distribuyen a lo largo de dicho ARN hibridado, y

en la que en dicho transcrito de precursor de ARN pequefio en fase sintético, al menos uno de los segmentos de
ARN se modifica para suprimir al menos un gen diana reemplazando los nucleétidos de un segmento de ARN de al
menos uno de dichos ARN de doble cadena pequefios en fase en dicha secuencia de molde de ARN pequefio en
fase por nucleétidos correspondientes a dicho al menos un gen diana,

en la que dicho al menos un gen diana se selecciona de entre multiples segmentos no consecutivos de un gen
diana, multiples alelos de un gen diana o multiples genes diana de una o mas especies,

en la que al menos una de dichas dos cadenas antiparalelas de dicho ARN bicatenario pequefio en fase es
aproximadamente un 95 % complementaria de dicho al menos un gen diana, y en la que dicho promotor es
heterdlogo de dicho ADN recombinante.

2. La construccion de ADN recombinante de la reivindicacion 1, en la que dicho ARN hibridado se produce
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN.

3. La construccion de ADN recombinante de la reivindicacién 1, en la que dicho ARN hibridado es escindible en fase
in vivo mediante DCL4 o un ortélogo de DCL4 en dichos al menos tres ARN bicatenarios pequefios en fase
contiguos.

4. La construccién de ADN recombinante de la reivindicacion 1, en la que dichos al menos tres ARN bicatenarios
pequefos en fase contiguos suprimen multiples genes diana.

5. Una célula vegetal transgénica que tiene en su genoma la construccién de ADN recombinante de la reivindicacion
1.

6. Una célula vegetal transgénica que tiene en su genoma la construccion de ADN recombinante de la reivindicacion
1, enla que

(i) dichos ARN bicatenarios pequefios en fase inhiben una funcién bioldgica esencial en una plaga diana y dicha
célula vegetal transgénica produce adicionalmente una o mas proteinas insecticidas Bt que son tdxicas para
dicha plaga diana; o

(ii) dichos ARN bicatenarios pequefios en fase silencian un gen de patégeno virico y dicha célula vegetal
transgénica expresa ademas transgénicamente la proteina de la cubierta de dicho patégeno viral.

7. Una planta transgénica que comprende la célula vegetal transgénica no natural de la reivindicacion 5 o 6.

8. Un procedimiento para suprimir al menos un gen diana en una planta o de una plaga o patégeno de dicha planta
que comprende (a) transcribir la construccion de ADN recombinante de la reivindicacion 1 en dicha célula vegetal, o
(b) proporcionar ARN bicatenarios pequefios en fase producidos a partir de dicha construccion de ADN
recombinante de la reivindicacién 1 a dicha planta.
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aaaattictaccatctcacttitgtaataataccataaatgctttgccatatgtaaaaccgticgagtagecgacaacaccggttctataaaagtigttccectt
tccacgtacttataagcttatctagtgtgcacgceattcectttccacgtatttccacgtatttceattaacctiatettgtgtgcacgeataaggtacatgggta
ataacatgttctiggaagtggtccttacctacaccgdlatataadgegacgectetcatigegacaccaccAATCTTATTCTACATATTTC
TATCTTATATAGAACAACTAGCATAGCTCTCGTTGCCCAGCCAGGTTGCCCAGCCAGGTTGCCTGG
TGCACAATGAGAGCTGGCTAGGGCGGACTCATTCTGCTGTTGGTGCCCAACGATGCTAGCTGCTA
CTCATACTAGTGAAGCCTGCCATGGTTCTGAGAAATTTTTGGATACTCCGCTGCGTAGATATGCAC
TAAAAGCTTGTATGTTTCGCTGACTACATACTATGgtgagatcctaaagtattacctatttatttaccttittatagtitctatatatt
acttcagatgacgagatcatitagcacgcataaacaagtcacaaattattaagtaaaatictitcaagtttttgcagacctttgggtatctitctcactttitat
gtcttttitaacctcaaaagtcacatgtacattcaactgceattcatgtccaaatctttctagaatgattgcttggtetttgtttegttactacggtgatttitcagea
tgcatataagttccicttegttcticgtitctectitcaaggattgatctatctaggggagataggaatcaagcaaattgticaccgtcccatgeactatatget
agatcccattgttttitctitttaaataatgecatttcacgaggtaccattgetitagaaaaaaaatggtcagtaacgagatttiaatatctagectgtcttttat
aagatataccaggtgtctictataagatataccaggtaaatatagtaccatagaatttictaacggttcaaccagggacaattigttticacctagetgegt
acacacccattttatccacgcegcticttaaataggttaaaaaatataaaacaaattggtagcatagatttictttaaagagacgtaaaatatattatgatg
acaaatacctcttgtccaaccaggcetcaaattattactctaaacigttttacaccaaaacttcagectaaacagaaacatgectggttatacatgecag
gagattgcttgttcggtitggagaggatigagggattccgecaccactaaaggtgtgtaataaatccectecaatctcacttcttgaggatcaatcgaaca
tcacattaaaagaaaaaacatgtttggtgcacgttcttaaataaaggcggagtacaaacgtctgtcgaacagcaccaatgcaaacaactgaatita
acagccatttcatgataattatatatatatatatatatatataaaagatgtatctagctagactatatatatgtggtcatcctgtggactggagcetgateccct
ccacctecggetegatgecctigaacaacegegegaacacgatgaacacgacgaggtccacggeggacagecacggegagggtgatgaagga
gcggtcgaggtggecgeggtcgagetcggecaggatccacccecgecgteectcegecggtecgecgecgegaggegacgeegetgatggeget
caccatcaccatgetggegtagttccccagegagatggacgcecatgecacagegagetceccaggetcttcacceectccggegactgeacgtiga
agaactccagctgecccacgtacacgaacacctccgacgegoccatcacegegtactgcggegectgecacageacgeicatggegeggecac
cggcgecggatcggeggeggeggtggacctcgacgaccgecgeggegaccatgeccgageagegegatcacgaggeccgegeccatgegett
gagctegeegacgeegegegggttctiggtcagectegecgecgegggeaccaggacgtagtgggagaaggegagcegtggegageacgecgg
cgacgtcgaacaccgacatggacgeggecggegegtigaacaggcccaggatgteggtgtecatggecgegecttgetccacgaacaaggacg
acatctgggtgaactccacggagtagacgatgetgcagatccagatgggeaccatgeteaccacgeactiggectectecacctgegteaccegtge
acagtctccacgggttctiggegttceegtegtggtagtectectcggtegeegtegeegectigtcaagaaacctgagetggtegetgtgggegagcett
gccgacgecacggatcgeegagecctegecatcgaccetegtggaggtggtcgececgggeggeggeacgatgtgeegetigeggtacgeggegac
gaacacctgggegatgegggtgagegagttgecggcaggteggacceggeggtagegegacgtgccgaggagaaagagegegagegcgag
cgcggeggeggeggtggagacccagaagecggegacccaccggeccectgtectcgaagaacaccaggacggagtigtagaagagggagec
gacgttgagcgagaggtagaagaggcagaagaaggcctgetigegeegecgetecgecggggteggeategtcgaactggtcggegecgaacgt
cgccaccgacggetggtaccegeegticccgaacgecgecatgtagatggacaggtagaacaccgegacgccacgcecgggacggcgecgeg
cactgectgagecegecgecgtegecgeaceecggeggetccaccagecaagaaccacgacaacagegacaggagceatcaaccectgeatge
caaaacacacaagaaattaaacttgtctcatgcatcaactgctgacactcttaaccttataataactttaaacttataattcagtitigetatittcagtcgtc
tgaaatcaaaattgcacatatgcictgttttttacataattaagattgtttaaaatgttgacacagtatttatgtigttatatittatactactgctgagtitatectg
atatctgactgcatatttticagGATATCACCTGTTTGACAAGAGAAGGATTACATACCACGATGAAGATGAATT
GGAACATGATgcaagtgatgtagcgcccecatataggagtcactcaggaaagcacagaagagggagaagatgtagacggtgeccateca
calgctgacgctattggeggectcggeattetcetgatggageacetgectgaggaacaccaccaggeccacggcgacgccaaaaaatgcaaag
ttggccaacacatagctcactgcatcgtcaagtagagetgcttaatcactgaggtaaaataaatattttaatttctittggatcaaaccactatatatgece
ccatttigcattgcagtgttgttcaacactggttagtttatcictactatatatcttaaaagcacagtcatccttattcecattctatccataagaaacactaga
aaaaactaaccaaligagagaaaaatatgggagaagagaaaaaaaaattaaaccacaticaccatatcacatccgtttgcaaggcacggtecta
tgactagtattgtataaaatgatagattgtictccacattatatiggtataaatactggactatiagtaaatcaaacactattaaccacgaaaaaaaaga
gagagttgggatgagattgtggggattaaatttitaccaagaagtagtgccattgtcatctttcctettgaagticticagtictgggettcectggaaatgttg
ggtctgatcticagtgtgcacaaatgactcattgtatatcatggaattgcatggagagcatgatcccacagattcaacatcttccattggetittaaaaaa
aagtagttgaggaaaaaggtgtcacaactcacttaccactctactagaaagtaataaggatagactaaaaattttagagtttttattcttggtitgattaat
tcgccgacaaataataagtacaaacagaacaaatgattctgaagtgttacctatcatattcaattataataticaacgtaacaagtagcaatctaaag
gacatcatcttggggaggtacttaattggtacticctccaticcaaaatgtitgacgecgttgactttitaaaatatgtttgaccgtttgtcttaticaaaaaattt
aagtaattattaattcttttcctatcatttgatttattgttaaatatacttttatgtatatatatagttttatatatticataaaagtitttgaataagacgaacggtcaa
acatatttaaaaaagccaacggegtcaaacatitaaggaaggagggagtataatataaaaagaatatgatgttittaggtittgtecteticttgaagag
gtatatgccticttaccattttagaaatacctcgecataccggagatatcaaactaatigcataatttcacaaatcatatttataaatgttttttattttatttitaa
actitgctaggtatatacatttagttcgecttcticagegttgecatggacctggtgat GTTCTTCCGGCGGGTGCCCCACCAAGAG
AACGCCGTGGCCACCAACAACATCAGCATATGGATGGGCACCATCTTCATCTTITGCCCTCTTTAGT
GCTTTCCGTAGTGATTCCTATACCGGGGTGCTACTTCACTTGGATCATGTTACAATTTATCTTCATCG
TGATATATGCTCCTTCTGTTCTCACATAGGTGATATCTTAAAATGTATGAGGCATATATACTTTCTAC
CTAATATTATAAAGTATATGCCTCTATATAGAATCAAATAAAGCAGAAAAGTCATTGTTATTACCAA
TCGTGTACTTTTGTTCTAAACATCTCAACTAGTTTAAAGTATTTGTCTCTCTTGAgcaatgggtitaaaccictc
cacggatgggagagaacctctactatttgattgticcaactittgacacaatagaaacacagatgatactgaaggtatgaaaggtaaatagttagttaa
ggticcaatcattcaaatgctggaaagtacatttacttctattttaaactattaaggggtaaaaaaaaacagatatacgctcttactctgatctcaaatgee
atgatctctgcagatcccacggtgtcgggaaccttcaatacgaatatatatataaaaaagaaaagatcagtaaggaaatgtitgatctgctagectta
gttttcatattattaaattttagaaaatacaagtaagattataaaattataagtttgctacaatatttatgtctgaacatagtataa
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pMON84320 pMON100574 pMON100575 pMON100576

pMOND4320(control GUS)

ATCGTCGGCTACAGCCTCGGGERATT CTCTGCATGCGT TTGGRACGTATGCTCATTCAG

pPMONL100574(sense ID1379342)
CTACAGCCTCGGGART TCTGCCOCACCARGAGALCCOCCTCTGCATGCGTTT

pMONI10057 (antisense IDI379342)
CTACAGCCTCGGEART TCCGGCGI TCTC TTGETGEEGCATCTGCATGCETTT

PMONI10057% (antisense IDI 379342+ [D1275002)
CI‘ACAGCCT COGEAATT CTCCTGATCT TETTGETGECCACGS CETTCTCT TGETCGEGCA TCI‘GCATGCG‘I'I'I‘

69



ES 2 655700 T3

FIGURA 4

Endospermo de maiz en desarrollo (DAP)
10 DAF son el grano entero

10 21 27 33 NA 10 15 21 27 33 39

Embrién de maiz en desarrolio (DAP)

21 27 33 44 21 27 33 39 44
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secuencia flanqueante en 3* (SEQ ID NO. 66)
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