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2

DESCRIPCIÓN

ARN pequeños en fase

Campo de la invención

Esta memoria descriptiva describe construcciones de ADN recombinante y ARN pequeños en fase útiles para 
regular la expresión de uno o más genes de interés. También se describen en esta memoria descriptiva células de 5
plantas transgénicas no naturales, plantas y semillas que contienen una construcción de ADN recombinante de la 
presente invención.

Antecedentes de la invención

Los procedimientos de supresión génica incluyen el uso de antisentido, co-supresión e interferencia de ARN. La 
supresión del gen antisentido en las plantas es descrita por Shewmaker et al. en las patentes de los Estados Unidos 10
5,107,065, 5453,566 y 5,759,829. La supresión 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 supresión de genes mediada por ARN ha sido 
descrita por, e. gramo., Redenbaugh et al. en "Evaluación 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: 581-15
590.

Se han descrito varias vías celulares implicadas en la supresión génica mediada por ARN, cada una distinguida por 
una vía característica y componentes específicos. Véanse, por ejemplo, las reseñas de Brodersen y Voinnet (2006), 
Trends Genetics, 22: 268-280, y Tomari y Zamore (2005) Genes & Dev., 19: 517-529. La vía de ARNip implica la 
división no escalonada de un ARN bicatenario a pequeños ARN interferentes ("ARNip"). La vía de microARN implica 20
microARN ("miARN"), ARN no proteicos que codifican generalmente entre aproximadamente 19 y aproximadamente 
25 nucleótidos (habitualmente aproximadamente 20 - 24 nucleótidos en plantas) que guían la escisión en trans de 
transcripciones diana, regulando negativamente la expresión de genes involucrados en varias vías de regulación y 
desarrollo; véase Ambros et al. (2003) ARN, 9: 277 - 279. Los miARN de plantas se han definido como un conjunto 
de características que incluyen un precursor de bucles-tallo emparejado que se procesa mediante DCL1 a un único 25
miARN específico de ~ 21 nucleótidos, expresión de un solo par de especies de miARN y miARN * del precursor de 
ARN bicatenario con salientes en 3' de dos nucleótidos y silenciamiento de objetivos específicos 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 vía de ARNip de acción trans ("ta-
ARN i"), los miARN sirven para guiar el procesamiento en fase de transcritos primarios de ARNip en un 30
procedimiento que requiere una ARN polimerasa dependiente de ARN para la producción de un precursor de ARN 
de doble cadena; los ARN i de acción trans se definen por la falta de estructura secundaria, un sitio objetivo de 
miARN que inicia la producción de ARN bicatenario, requisitos de DCL4 y una ARN polimerasa dependiente de ARN 
(RDR6) y producción de múltiples pequeñas fases perfectamente en fase de ~21 nt ARN con dúplex perfectamente 
coincidentes con salientes en 3'de 2 nucleótidos (véase Allen et al. (2005) Cell, 121: 207-221).35

La presente invención describe una nueva ruta para la supresión génica mediada por ARN, basada en un locus 
endógeno denominado "locus de ARN pequeño en fase", que transcribe a un transcrito de ARN formando una 
estructura replegada individual que se divide en fase in vivo en múltiples ARN bicatenarios pequeños (denominados 
"ARN pequeños en fase") capaces de suprimir un gen diana. A diferencia de los ARNip, un transcrito de ARN 
pequeño en fase se divide en fase. En contraste con los miARN, un transcrito pequeño de ARN en fase se escinde 40
mediante DCL4 o una ribonucleasa ortóloga tipo DCL4 (no DCL1) a múltiples ARN pequeños abundantes capaces 
de silenciar un gen diana. En contraste con la vía ta-ARNip, el locus de ARN pequeño 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 producción de ARN bicatenario. Las nuevas construcciones de ADN 
recombinante diseñadas en base a un locus de ARN pequeño en fase son útiles para la supresión de uno o múltiples 45
genes diana, sin el uso de miARN, taiARN o vectores de expresión diseñados para formar una estructura en 
horquilla para procesar a ARNip. Además, los sitios de reconocimiento correspondientes a un ARN pequeño en fase 
son útiles para la supresión de una secuencia diana en una célula o tejido en la que el ARN pequeño en fase 
apropiado se expresa endógenamente o como un transgén.

Sumario de la invención50

En un aspecto, la presente invención proporciona (1) una construcción de ADN recombinante para la supresión 
génica que comprende un promotor funcional en células vegetales, operativamente unido a ADN recombinante que 
codifica un transcrito de precursor de ARN pequeño en fase sintética y que comprende una secuencia de 
nucleótidos de una secuencia de molde de ARN pequeño en fase, en el que dicho promotor es heterólogo para 
dicho ADN recombinante, y en el que dicha secuencia de molde de ARN pequeño en fase comprende una secuencia 55
de nucleótidos 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 pequeño en fase sintético conserva la estructura secundaria del 
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transcrito de dicha secuencia de molde de ARN pequeño 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 5
doble cadena sustancialmente pero no perfectamente que incluye apareamientos erróneos,
en el que dicho ARN hibridado comprende al menos tres ARN bicatenarios pequeños  contiguos en fase,
en el que cada ARN bicatenario pequeño en fase comprende dos segmentos de ARN antiparalelo de 
aproximadamente 20 a aproximadamente 27 nucleótidos cada uno con al menos un apareamiento erróneo entre 
dichos segmentos por lo que dichos apareamientos erróneos se distribuyen a lo largo de dicho ARN hibridado, y10
en donde en dicho transcrito de precursor de ARN pequeño en fase sintético al menos uno de los segmentos de 
ARN se modifica para suprimir al menos un gen diana reemplazando nucleótidos de un segmento de ARN de al 
menos uno de dichos ARN de doble cadena pequeños en fase en dicho molde de ARN pequeño en fase secuencia 
con nucleótidos correspondientes a dicho al menos un gen diana,
en el que dicho al menos un gen diana se selecciona de múltiples segmentos no consecutivos de un gen diana, 15
alelos múltiples de un gen diana, o múltiples genes diana de una o más especies,
en el que al menos una de dichas dos cadenas antiparalelas de dicho ARN bicatenario pequeño en fase es
aproximadamente 95 % complementario a dicho al menos un gen diana, y
en donde dicho promotor es heterólogo a dicho ADN recombinante.

En un aspecto adicional, la presente invención proporciona (2) una célula vegetal transgénica que tiene en su 20
genoma la construcción de ADN recombinante como se define en (1) anteriormente. En un aspecto adicional, la 
presente invención proporciona (3) una célula vegetal transgénica que tiene en su genoma la construcción de ADN 
recombinante como se define en (1) anteriormente, en la que (i) dichos ARN de doble cadena pequeños en fase 
inhiben una función biológica esencial en un objetivo plaga y dicha célula de planta transgénica produce además una 
o más proteínas insecticidas Bt que son tóxicas para dicha plaga objetivo; o (ii) dichos ARN de cadena doble 25
pequeños en fase silencian un gen de patógeno vírico y dicha célula de planta transgénica expresa además 
transgénicamente la proteína de cubierta de dicho patógeno vírico. En un aspecto adicional, la presente invención
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 invención es (6) un procedimiento para suprimir al menos un gen diana en una planta o 30
de una plaga o patógeno de dicha planta que comprende (a) transcribir la construcción de ADN recombinante como 
se define en (1) anteriormente en dicha célula vegetal, o (b) proporcionar ARN de cadena doble pequeños en fase 
producidos a partir de dicha construcción de ADN recombinante como se define en (1) anterior a dicha planta. Otras 
realizaciones específicas de la invención se describen en la siguiente descripción detallada.

Breve descripción de los dibujos35

La figura 1 representa un ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en múltiples ARN bicatenarios pequeños  
("ARN pequeños en fase") como se describe en el Ejemplo 1.
La figura 2 representa un ejemplo de una secuencia de ADN genómico (SEQ ID NO. 9) incluyendo la secuencia 
de ADNc, secuencia intrónica y brazos replegados que transcriben a ARN hibridado como se describe en el 
Ejemplo 1.40
La figura 3 representa los resultados del silenciamiento génico en embriones de maíz usando una construcción 
de ADN recombinante que incluye ADN que transcribe a ARN que contiene un sitio de reconocimiento que 
corresponde a al menos un ARN pequeño en fase como se describe en el Ejemplo 2
La figura 4 representa los resultados del análisis de transferencia Northern de tejido de granos de maíz en 
desarrollo usando una única sonda de oligonucleótidos con secuencia complementaria a un ARN pequeño en 45
fase endógeno, como se describe en el Ejemplo 2
La figura 5 representa la estructura secundaria predicha de una secuencia de molde de ARN pequeño en fase 
(SEQ ID NO. 17) basado en un locus de ARN pequeño en fase endógena y de una construcción de supresión de 
genes modificada genéticamente (SEQ ID NO. 32) que está diseñado para suprimir genes diana múltiples, como 
se describe en el Ejemplo 3.50
La figura 6 representa la transcripción de ARN (SEQ ID NO. 34) que contiene ARN hibridado en una estructura 
replegada única predicha a partir de un locus de ARN pequeño en fase endógena (LOC_Os12g42380.1 | 
11982.m08017) que tiene la secuencia de SEQ ID NO. 33, como se describe en el Ejemplo 4. Este locus se
identificó a partir de granos maduros de arroz y plántulas, y contenía los ARN pequeños en fases enumerados en 
Tabla 4. La transcripción (SEQ ID NO. 34) incluye una secuencia de flanqueo en 5 ' (SEQ ID NO. 66) y 3’ 55
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 transcripción se indican en la parte superior 
de la figura; en la parte inferior de la figura, se muestra que la transcripción tiene un giro o bucle compacto de 
solo 3 nucleótidos.
La figura 7A representa la pequeña abundancia de ARN en transcripciones por un cuarto de millón de 60
secuencias ("tpq") a lo largo de aproximadamente 2 kilobases del locus de ARN pequeño 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 pequeña región de ARN y la fase de 21 nucleótidos de la 
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pequeña abundancia de ARN.
La figura 8 representa los resultados de los estudios que caracterizan adicionalmente el locus de ARN pequeño 
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 contenía los ARN pequeños en fase 
distribuidos entre dos regiones a lo largo de la transcripción. Figura 8B representa los dos exones (exones 2 y 3, 5
indicados por las regiones sombreadas) contenidos dentro de este locus y que forman una estructura larga, 
imperfecta y retrógrada que contiene ocho ARN pequeños en fase de 21 nucleótidos, separados por un intrón de 
~1, 2 kB. Figura 8C representa los resultados del análisis de transferencia Southern que confirma que la 
expresión del ARN pequeño en fase del locus de sARN en fase Os06g21900 se encuentra en el grano de arroz 
pero no en las plántulas de arroz o en otras especies de plantas probadas. Figura 8D representa los resultados 10
del análisis de transferencia Southern de los transformados Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) ecotipo y 
mutantes dcl1-7 y dcl4-1; la transferencia se analizó con sondas correspondientes a ARN pequeños en fase "P7" 
(SEQ ID NO. 6), y "P5" (SEQ ID NO. 4), un miARN canónico (miR173) y un ARN i que actúa en trans (ta-siR255). 
Estos resultados demuestran que el locus de ARN pequeño en fase Os06g21900 se procesó de manera eficiente 
en una planta de dicotiledóneas y requirió que DCL4, y no DCL1, se escindiera en fase.15
La figura 9 representa las estructuras de ARN hibridadas predichas a partir de transcripciones de un locus de 
ARN pequeño en fase que ocurre en la naturaleza y un locus de ARN pequeño en fase sintética, como se 
describe en el Ejemplo 7. Figura 9A representa la estructura replegada de la transcripción del locus endógeno 
de ARN pequeño en fase Os06g21900 (SEQ ID NO. 69); Figura 9B representa la estructura replegada del 
precursor de ARN pequeño en fase sintético codificado por SEQ ID NO. 77.20

Descripción detallada

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados tienen el mismo significado 
que entiende habitualmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece la presente invención. En general, 
la nomenclatura utilizada y los procedimientos de fabricación o de laboratorio descritos a continuación son bien 
conocidos y habitualmente empleados en la técnica. Se usan procedimientos convencionales para estos 25
procedimientos, tales como los provistos en la técnica y varias referencias generales. A menos que se indique lo 
contrario, se dan secuencias de ácidos nucleicos en el texto de esta memoria descriptiva, cuando se leen de 
izquierda a derecha, en la dirección de 5 'a 3'. Las secuencias de ácido nucleico pueden proporcionarse como ADN 
o como ARN, como se especifica; la divulgación 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 30
de la invención descritos por el plural de ese término. La nomenclatura utilizada y los procedimientos de laboratorio 
descritos a continuación 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 
tendrán 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.35

CONSTRUCCIÓN 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 construcción de ADN recombinante que codifica un transcrito que se 
pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión 
génica. Por "ARN hibridado" se entiende ARN que ha sufrido apareamiento de bases de Watson-Crick entre 40
cadenas de ARN que son sustancialmente complementarias, formando así ARN que está sustancialmente, pero 
preferentemente no completamente, emparejado por bases o hibridado entre cadenas; esto está en contraste con la 
producción 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 45
complementarias y están dispuestas antiparalelas entre sí, lo que permite que las dos cadenas individuales se 
emparejen por pares. el uno al otro; la formación 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 formación del ARN hibridado se produce por emparejamiento de bases 
intermoleculares. En un aspecto particularmente preferente, el ADN recombinante codifica un tránscrito de ARN que 50
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 erróneos; preferentemente, los apareamientos erróneos se distribuyen a 
lo largo de la longitud del ARN hibridado (tal como al menos un apareamiento erróneo dentro de un segmento dado 55
de 21 nucleótidos 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 pequeño 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 está en 60
contraste con trans-Producción de ARNip en donde el ARN bicatenario se forma mediante la acción de una ARN 
polimerasa dependiente de ARN que sintetiza una cadena complementaria usando la transcripción de ARN original 

E07837683
11-01-2018ES 2 655 700 T3

 



5

como molde. Preferentemente, los nucleótidos que forman el ARN hibridado son nucleótidos del transcrito de ARN 
original (la cadena "más") transcritos de la construcción de ADN recombinante, y no nucleótidos en una segunda 
molécula de ARN tal como una (la cadena "negativa") formada por la acción de una ARN polimerasa dependiente de
ARN en la transcripción de ARN original.

Por "dividido en fase" in vivo significa que el ARN hibridado se procesa enzimáticamente o se "corta" in vivo en 5
segmentos más cortos en los que el sitio de escisión no está distribuido aleatoriamente a lo largo del ARN hibridado. 
El ARN hibridado se procesa in vivo mediante una ribonucleasa en segmentos múltiples, más cortos, 
sustancialmente (pero preferentemente no perfectamente) bicatenarios, es decir, múltiples ARN pequeños 
sustancialmente de doble cadena, que están dispuestos de forma contigua, tal como se representa en la figura 1, la 
figura 6 y la figura 8B; esto está en contraste con los microARN canónicos, en los que hay una acumulación 10
sustancial de solo un único microARN maduro del transcrito precursor. El ribonucleótido escinde el ARN hibridado de 
forma no aleatoria, lo que da como resultado una distribución de frecuencia de los múltiples pequeños ARN 
bicatenarios que están en fase; esto está en contraste con la producción de ARNip convencional en donde el sitio de 
escisión no da como resultado una distribución de frecuencia en fase de ARNip. Preferentemente, la fase de esta 
distribución de frecuencia es de aproximadamente 21 nucleótidos, tal como se representa en la figura 7. Por lo tanto, 15
los múltiples ARN bicatenarios pequeños  producidos a partir de una construcción recombinante de la presente 
invención se denominan "ARN pequeños en fase". El término "ARN pequeños en fase" también se aplica a una 
única cadena del par de cadenas que forma un pequeño ARN bicatenario dado producido a partir de una 
construcción recombinante de la presente invención; en un aspecto preferente descrito en el presente documento, 
una hebra del par se acumula a un nivel mayor que el otro.20

En un aspecto preferente, el ARN hibridado se escinde en fase in vivo por una ribonucleasa que no sea una 
ribonucleasa DCL1. En una realización más preferente, el ARN hibridado se escinde en fase in vivo mediante DCL4 
o una ribonucleasa de tipo DCL4 (tal como un ortólogo DCL4 de cualquier planta de monocotiledóneas o 
dicotiledóneas, tales como plantas de interés comercial o agrícola, tales como plantas de cultivo (especialmente 
plantas de cultivo utilizadas para alimentación humana o animal), madera, árboles y plantas que producen fibra, 25
pulpa o celulosa, plantas vegetales, plantas frutales y plantas ornamentales, como las que se enumeran a 
continuación bajo el título "Fabricación y uso de células vegetales transgénicas y plantas transgénicas") en múltiples 
cadenas bicatenarias pequeñas ARN ("ARN pequeños en fase") para la supresión génica.

En un aspecto preferente, el ARN hibridado se escinde en fase in vivo a al menos tres pequeños ARN bicatenarios 
("ARN pequeño en fase"). Varias realizaciones abarcadas por la presente invención incluyen construcciones de ADN 30
recombinante que dan lugar a 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o incluso más ARN pequeños en fase, 
respectivamente.

Cada pequeño ARN en fase es contiguo al siguiente; ejemplos de esta disposición se representan en la figura 1, la 
figura 6 y la figura 8B. Cada ARN pequeño en fase incluye dos segmentos de ARN antiparalelos, cada uno de los 
cuales contiene de aproximadamente 20 a aproximadamente 27 nucleótidos (por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 35
o 27 nucleótidos). 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 pequeño ARN bicatenario o ARN 
pequeño en fase incluye al menos un apareamiento erróneo. Una falta de coincidencia generalmente incluye uno o 
más nucleótidos emparejados sin base (en uno o ambos segmentos), formando un "bache" o "abultamiento" o "asa" 
dentro del ARN bicatenario apareado en bases. Cada pequeño escalonado puede incluir una o más bases 40
separadas que forman un saliente en uno o en ambos extremos; más preferentemente, el saliente es un alero de 2 
nucleótidos tal como se representa en la figura 1, la figura 6 y la figura 8B.

Cada ARN pequeño en fase preferentemente es capaz de suprimir un gen diana. En una realización, la supresión 
génica por los ARN pequeños en fase es de un gen diana; por ejemplo, cada ARN pequeño en fase suprime el 
mismo segmento de un solo gen diana o diferentes segmentos de un solo gen diana. En otra realización, la 45
supresión génica por los ARN pequeños en fase es de múltiples genes diana. Lo más preferente es que una de las 
dos hebras antiparalelas que compone cada ARN pequeño en fase sea sustancialmente complementaria, o casi 
perfectamente complementaria, o incluso perfectamente complementaria, para un gen o secuencia diana, como se 
describe a continuación bajo el título "Genes diana". ", que también proporciona una discusión detallada de los 
genes diana adecuados.50

La construcción de ADN recombinante puede incluir una secuencia de nucleótidos derivada de una secuencia de 
molde de ARN pequeño 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 nucleótidos contiguos en la secuencia de molde de ARN pequeño en fase se modifica para suprimir 
un gen diana (es decir, modificado para suprimir un gen distinto del objetivo nativo del ARN pequeño en fase nativo).55
En un aspecto preferente de esta memoria descriptiva, la construcción de ADN recombinante incluye una secuencia 
de nucleótidos derivada de una secuencia de molde de ARN pequeño 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 múltiples de aproximadamente 20 a aproximadamente 28 
(por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o 28) nucleótidos contiguos de modo que la transcripción se escinde en 60
fase in vivo a múltiples ARN pequeños de fase sintética que suprimen un gen diana.
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En otro aspecto preferente de esta memoria descriptiva, la construcción de ADN recombinante incluye al menos una 
secuencia de nucleótidos 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 5
CLARO EN FASE IN VIVO

Otro aspecto de esta memoria descriptiva proporciona una construcción 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 múltiples ARN bicatenarios 10
pequeños  ("ARN pequeños en fase") para la supresión génica. Esta construcción de ADN recombinante puede 
incluir un locus de ARN pequeño en fase que se produce de forma natural, tal como se describe en esta descripción, 
o puede incluir una secuencia sintética no natural. Más preferentemente, el ARN hibridado se escinde en fase 
mediante DCL4 o una ribonucleasa de tipo DCL4 (como un ortólogo DCL4 de cualquier planta de monocotiledóneas 
o dicotiledóneas, como las enumeradas a continuación bajo el título "Fabricación y uso de células vegetales 15
transgénicas y plantas transgénicas").

En aspectos preferentes de la construcción de ADN recombinante, cada uno de los segmentos de ARN consta de 
entre 20 y 27 nucleótidos. En un aspecto particularmente preferente, la primera y la segunda serie incluyen 
segmentos de ARN de 21 nucleótidos. Cada par de ARN pequeños que componen un pequeño ARN bicatenario 
dado ("ARN pequeño en fase") puede tener la misma longitud, o puede tener diferentes longitudes, como se ilustra 20
en la figura 8B y Tabla 4. En un aspecto preferente, el par de ARN pequeños que forman un pequeño ARN 
bicatenario dado ("ARN pequeño en fase") es un par de ARN pequeños de 21 nucleótidos. En un aspecto, los 
segmentos de ARN contiguos son todos del mismo tamaño. En un aspecto preferente, todos los segmentos de ARN 
consisten en 21 nucleótidos. En otro aspecto, los segmentos de ARN varían en tamaño; preferentemente tienen un 
tamaño tal que cuando la primera serie y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos se hibridan, los 25
segmentos individuales se alinean de una manera que permite la división en fase a los pequeños ARN de doble 
cadena pretendidos. En un aspecto preferente, la primera y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos 
contienen un número igual de segmentos de ARN que están dispuestos de manera que cuando la primera serie y la 
segunda serie de segmentos de ARN contiguos hibridan y forman un ARN dúplex (ARN hibridado), un ARN el 
segmento de un tamaño dado en la primera serie se hibrida con un segmento de ARN correspondiente en la 30
segunda serie de tamaño equivalente.

En un aspecto preferente de la construcción de ADN recombinante, las cadenas del ARN hibridado se localizan en 
una única molécula y la construcción además 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). 35
El espaciador incluye al menos aproximadamente 4 nucleótidos; 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 nucleótidos. En una realización, el espaciador es una secuencia de nucleótidos contigua 40
derivada del espaciador de un transcrito de un locus de ARN pequeño en fase que se produce de forma natural. 
Ejemplos de espaciadores son provistos por SEQ ID NO. 23 y SEQ ID NO. 68 así 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 está diseñado para transcribirse en ARN monocatenario o al menos parcialmente ARN 
bicatenario (tal como en una disposición de "bucle de tallo besante"), o a un ARN que asume una estructura 45
secundaria o de tres cadenas. configuración dimensional (por ejemplo, un gran bucle de la secuencia antisentido del 
gen diana o un aptámero) que confiere al transcrito una característica 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 estabilización 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 50
transcribe ARN que incluye un aptámero de ARN (por ejemplo, un aptámero que se une a un ligando específico de 
la célula) que permite la orientación específica de células o tejidos de los ARN pequeños en fase.

En muchos aspectos, la construcción 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 transcripción que es el ARN hibridado. En otros 55
aspectos de la construcción de ADN recombinante, las cadenas del ARN hibridado se localizan en moléculas 
separadas. Los aspectos preferentes incluyen una construcción de ADN recombinante que incluye al menos una 
secuencia de nucleótidos derivada de un transcrito de un locus de ARN pequeño 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 construcción de ADN recombinante que incluye al menos una 60
secuencia de nucleótidos 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 construcción de ADN recombinante que 
incluye al menos una secuencia de nucleótidos 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 están diseñadas para suprimir uno o más genes diana como se describe 5
a continuación bajo el título "Genes diana". La construcción está diseñada de modo que cada segmento de ARN de 
la primera serie se hibrida con un segmento de ARN de la segunda serie; la transcripción transcrita de la 
construcción se divide en fase en vivo, dando como resultado múltiples ARN bicatenarios pequeños ("ARN 
pequeños en fase") que corresponden a los segmentos de ARN hibridados emparejados. Preferentemente, cada uno 
de los ARN pequeños en fase contiene al menos un apareamiento erróneo. Un apareamiento erróneo generalmente 10
incluye uno o más nucleótidos 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 pequeño en fase incluye una o más bases desparejadas que forman un saliente en uno o en ambos extremos; 
más preferentemente, el saliente es un alero de 2 nucleótidos tal como se representa en la figura 1, la figura 6 y la 
figura 8B. En un aspecto preferente, al menos uno de los ARN pequeños en fase está diseñado para suprimir uno o 15
más genes diana; es decir, una de las dos hebras antiparalelas que conforman el ARN pequeño en fase es 
sustancialmente complementaria a un gen diana.

La primera y la segunda serie de segmentos de ARN contiguos están diseñadas para que cuando la primera serie y 
la segunda serie de segmentos de ARN contiguos se hibriden y formen un ARN dúplex (ARN hibridado), los 
pequeños ARN bicatenarios resultantes de la escisión en fase de la hibridación El ARN silencia el gen o genes 20
diana. Lo más preferentemente, la estructura secundaria del transcrito se mantiene de modo que sea 
sustancialmente similar a la de un locus de ARN pequeño 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 diseñar segmentos de ARN correspondientes a pequeños ARN en fase para silenciar 
un gen diana, útil para hacer una construcción de ADN recombinante, incluye los pasos: 25

(a) Seleccionar una secuencia diana única de al menos 18 nucleótidos específicos para el gen diana, e. gramo. 
mediante el uso de herramientas de alineación 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 maíz y de ADN genómico, para identificar ortólogos de transcritos diana y cualquier 
coincidencia potencial con genes no relacionados, evitando así el silenciamiento no intencionado de secuencias 30
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, 
puntuación de Reynolds (ver Reynolds et al. (2004) Nature Biotechnol., 22: 326-330), y la asimetría funcional 
caracterizada por una diferencia negativa en la energía libre ("ΔΔG") (ver Khvorova et al. (2003) Cell, 115: 209-35
216) Preferentemente se seleccionan 19-meros que tienen todas o la mayoría de las siguientes características: 
(1) una puntuación de Reynolds> 4, (2) un contenido de GC entre aproximadamente 40 % a aproximadamente 
60 %, (3) un ΔΔG negativo, (4) una adenosina terminal, (5) falta de una serie consecutiva de 4 o más del mismo 
nucleótido; (6) una ubicación cerca del extremo 3’ del gen diana; (7) diferencias mínimas del transcrito de 
precursor de ARNip en fase diseñado. Preferentemente, se seleccionan múltiples (3 o más) 19-meros para la 40
prueba.
(c) Determinar el complemento inverso de los 19-meros seleccionados para utilizar en la fabricación de ARN 
pequeños sintéticos en fase de 21 meros \; el nucleótido adicional en la posición 20 se adapta preferentemente
a la secuencia diana seleccionada, y el nucleótido en la posición 21 se elige preferentemente para desaparecer 
para evitar la propagación del silenciamiento en la transcripción diana;45
(d) Probar los ARN pequeños de fase sintética, por ejemplo, en un Mediado por Agrobacterium transitorio 
Nicotiana benthamiana ensayo de expresión de ARNip y represión diana; y
(e) Clonar los ARN pequeños más eficaces en fases en una construcción para la transformación estable del 
maíz (véanse las secciones bajo los encabezados "Fabricación y uso de construcciones de ADN recombinante" 
y "Fabricación y uso de células vegetales transgénicas y plantas transgénicas").50

La construcción de ADN recombinante se prepara mediante técnicas habitualmente utilizadas, tales como las 
descritas bajo el título "Fabricación y uso de construcciones de ADN recombinante" y se ilustra en los ejemplos de 
trabajo. La construcción de ADN recombinante es particularmente útil para preparar células de plantas transgénicas, 
plantas transgénicas y semillas transgénicas como se describe a continuación en "Células de plantas transgénicas y 
plantas transgénicas".55

UNA CONSTRUCCIÓN DE ADN RECOMBINANTE QUE INCLUYE UN SITIO DE RECONOCIMIENTO DE ARN 
PEQUEÑO EN FASE EXÓGENO

Otro aspecto incluye una construcción de ADN recombinante que incluye un promotor ligado operablemente al ADN 
que transcribe a ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exógeno reconocible por un ARN 
pequeño en fase expresado en una célula específica de un eucariota multicelular, y (b) diana ARN que se va a 60
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suprimir en la célula específica, en el que el ARN diana debe expresarse en células del eucariota multicelular 
distintas de la célula específica. El sitio de reconocimiento exógeno incluye una secuencia de ARN que es 
sustancialmente complementaria, o casi perfectamente complementaria, o incluso perfectamente complementaria, a 
un ARN pequeño en fase; el sitio de reconocimiento exógeno se hibrida con el ARN pequeño en fase, lo que 
conduce a la supresión o silenciamiento del ARN diana. El ARN pequeño en fase se puede transcribir a partir de un 5
locus de ARN pequeño en fase endógeno o endógeno, o a partir de un locus de ARN pequeño en fase sintético que 
se expresa transgénicamente. En diversos aspectos de la construcción de ADN recombinante, el al menos un sitio 
de reconocimiento exógeno se localiza dentro de al menos uno de: (a) la región 5 'no traducida del ARN diana; (b) la 
región 3’ no traducida del ARN diana; y (c) el ARN objetivo.

En otros aspectos, el sitio de reconocimiento exógeno es reconocido y silenciado por un ARN pequeño en fase que 10
tiene una secuencia de nucleótidos 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 exógeno es reconocido y silenciado por un ARN pequeño en 
fase que tiene una secuencia de nucleótidos 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 15
particularmente preferente, el sitio de reconocimiento exógeno es reconocido y silenciado por un ARN pequeño en 
fase que tiene una secuencia de nucleótidos 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. 

CÉLULAS VEGETALES TRANSGÉNICAS NO NATURALES Y PLANTAS TRANSGÉNICAS

Un aspecto adicional de la presente invención proporciona una célula vegetal transgénica no natural que tiene en su 20
genoma cualquiera de las construcciones de ADN recombinante de la presente invención. Por lo tanto, los 
inventores reivindican una célula de planta transgénica no natural que tiene en su genoma una construcción de ADN 
recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN hibridado que se escinde en fase in vivo en múltiples 
ARN bicatenarios pequeños  para la supresión génica. Los inventores también describen una célula de planta 
transgénica no natural que tiene en su genoma una construcción de ADN recombinante que incluye ADN que 25
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 múltiples ARN bicatenarios 
pequeños  ("ARN pequeños en fase") para la supresión génica. Los inventores describen además una célula vegetal 
transgénica no natural que tiene en su genoma una construcción de ADN recombinante, que incluye un promotor 30
unido operativamente a ADN que transcribe a ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exógeno 
reconocible por un ARN pequeño en fase expresado en una célula específica de un eucariota multicelular, y (b) ARN 
objetivo que se va a suprimir en la célula específica, en la que el ARN diana se va a expresar en células del 
eucariota multicelular distintas de la célula específica.

También se proporcionan una planta transgénica no natural que contiene la célula de planta transgénica no natural 35
de la presente invención, una planta transgénica no natural cultivada a partir de la célula de planta transgénica no 
natural de la presente invención, y una semilla transgénica no natural producida por la no -plantas transgénicas 
naturales La planta transgénica no natural de la presente invención 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 40
planta de progenie endogámica o híbrida) 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 
construcción de ADN recombinante de la presente invención. 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 continuación bajo el título "Fabricación y uso de células vegetales 45
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 agregación 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 50
hoja (por ejemplo, pecíolo y hoja), raíz, tallo (por ejemplo, tubérculo, rizoma, estolón, 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, óvulos).

La planta vegetal transgénica no natural o la planta transgénica no natural de la invención puede ser cualquier célula 
de planta o planta de interés adecuada. Ambas células vegetales transformadas transitoriamente y establemente se 55
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 además semilla transgénica no 
natural de tales plantas transgénicas, en donde la semilla también contiene preferentemente la construcción 
recombinante de la presente invención.60
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En algunas realizaciones de la presente invención, la planta no natural es una planta transgénica no natural, y todas 
las células (con la posible excepción de células haploides) y los tejidos de la planta contienen la construcción de 
ADN recombinante de la presente invención. 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 vástago no 5
transgénico y un portainjerto transgénico que incluye la célula de planta transgénica, en donde el vástago no 
transgénico y el portainjerto transgénico se injertan juntos. Tales aspectos son particularmente útiles 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, 10
cítricos, 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 tecnología de ADN recombinante. Tales modificaciones 15
artificiales de la secuencia genómica nativa incluyen inserciones, deleciones, sustituciones, cambios de marco, 
transposiciones, duplicaciones e inversiones. La modificación artificial de una secuencia genómica nativa se logra 
por cualquier medio, incluida la mutagénesis por sustancias químicas (tales como metanosulfonato, metanosulfonato 
de metilo, dietilsulfato), nitrosoguanidina y otros agentes alquilantes, análogos de base tales como 5-bromo-
desoxiuridina, agentes de interquelación tales como bromuro de etidio, agentes de reticulación tales como platino y 20
agentes oxidantes tales como ácido nitroso o especies de oxígeno reactivo) o mutagénesis mediante tratamientos 
físicos (tales como exposición a luz ultravioleta, isótopos radiactivos o radiación 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 maíz con un agente alquilante. La mutagénesis generalmente se lleva a cabo en una población, después 25
del cribado de esa población para permitir la selección de individuos que tienen la propiedad deseada. Estas plantas 
no naturales son útiles en formas similares a las descritas a continuación para plantas transgénicas; por ejemplo, 
pueden cultivarse para la producción de semillas u otras partes cosechables, o usarse para generar generaciones de 
progenie (incluyendo generaciones de híbridos).

Genes diana30

Los ARN pequeños en fase y las construcciones de ADN recombinante que codifican tales se pueden diseñar 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 endógeno de la célula 35
(por ejemplo, una célula de una planta o animal) en la que se transcribe la construcción de ADN recombinante, o 
puede ser nativa de una plaga o patógeno de la planta o animal en el que el ADN recombinante la construcción se 
transcribe. El gen diana puede ser un gen exógeno, como un transgén en una planta. Un gen diana puede ser un 
gen nativo destinado a la supresión, con o sin expresión concurrente de un transgén exógeno, por ejemplo, 
incluyendo un elemento de expresión génica en la construcción de ADN recombinante a partir de la cual se 40
transcriben los ARN pequeños en fase, o en un recombinante separado Constructo de ADN Por ejemplo, puede ser 
deseable reemplazar un gen nativo con un homólogo de transgén exógeno.

El gen diana puede incluir un único gen o parte de un solo gen que está destinado a la supresión, o puede incluir, 
por ejemplo, múltiples segmentos consecutivos de un gen diana, múltiples segmentos no consecutivos de un gen 
diana, múltiples alelos de un objetivo gen o múltiples genes diana de una o más especies. Un gen diana puede 45
incluir cualquier secuencia de cualquier especie (incluidos los no eucariotas tales como bacterias y virus, hongos, 
plantas, incluyendo monocotiledóneas y dicotiledóneas, tales como plantas de cultivo, plantas ornamentales y 
plantas no domesticadas o silvestres, invertebrados tales como artrópodos, anélidos, nematodos y moluscos, y 
vertebrados como anfibios, peces, aves, mamíferos domésticos o salvajes e incluso humanos.

En un aspecto, el gen diana es exógeno a la planta en la que se transcribe la construcción de ADN recombinante, 50
pero es endógeno a una plaga o agente patógeno (por ejemplo, virus, bacterias, hongos, oomicetos e invertebrados 
tales como insectos, nematodos y moluscos) de la planta. El gen diana puede incluir múltiples genes diana, o 
múltiples segmentos de uno o más genes. En un aspecto preferente, el gen o genes diana es un gen o genes de una 
plaga de invertebrados o patógeno de la planta. Estos aspectos son particularmente útiles para proporcionar plantas 
transgénicas que tienen resistencia a una o más plagas de plantas o patógenos, por ejemplo, resistencia a un 55
nematodo como nematodo del quiste de soja o nematodo agallador, a un insecto plaga o al menos a un virus 
patógeno, 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 60
transcripcionales no codificantes, regiones 3' no traducidas, terminadores e intrones. Los genes diana incluyen 
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genes que codifican microARN, pequeños ARN interferentes, componentes de ARN de ribosomas o ribozimas, ARN 
nucleolares pequeños y otros ARN no codificantes (véanse, por ejemplo, secuencias de ARN no codificantes 
suministradas públicamente 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 
específico de un gen diana incluye un sitio de reconocimiento de microARN (es decir, el sitio en una cadena de ARN 5
a la que un miARN maduro se une e induce la escisión). Otro ejemplo específico de un gen diana incluye una 
secuencia precursora de microARN nativa de una plaga o agente patógeno de la planta transgénica, es decir, la 
transcripción primaria que codifica un microARN, o los intermedios de ARN procesados a partir de esta transcripción 
primaria (por ejemplo, una pri limitada -miARN o un pre-miARN que puede exportarse desde el núcleo al 
citoplasma). Véase, por ejemplo, Lee et al. (2002) EMBO Journal, 21: 4663-4670; Reinhart et al. (2002) Genes & 10
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 transcripción y genes que codifican enzimas implicadas en la biosíntesis o catabolismo de moléculas de 
interés (como aminoácidos, ácidos grasos y otros lípidos, azúcares y otros carbohidratos, polímeros biológicos y 
metabolitos secundarios que incluyen alcaloides, terpenoides, policétidos, péptidos no ribosómicos y metabolitos 15
secundarios de origen biosintético mixto).

En muchos aspectos preferentes, el gen diana es un gen esencial de una plaga o agente patógeno de una planta. 
Los genes esenciales incluyen genes que son necesarios para el desarrollo de la plaga o el agente patógeno 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 20
incapacidad del organismo para reproducirse con éxito (por ejemplo, Esterilidad en un padre o madre letalidad para 
el cigoto, embrión o larva). Una descripción de los genes esenciales de nematodos se encuentra, e. Ginebra 
Kemphues, K. "Essential Genes" (24 de diciembre de 2005), WormBook, ed. La comunidad de investigación de C. 
elegans, WormBook, doi / 10.1895 / wormbook.1.57.1, disponible en línea en www.wormbook.org. Los ejemplos no 
limitantes de genes esenciales de nematodos incluyen proteína de esperma principal, ARN polimerasa II y quitina 25
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 descripción de 
los genes de los insectos está públicamente disponible en Drosophila base de datos del genoma (disponible en línea 
en flybase.bio.indiana.edu/). La mayoría de lo predicho Drosophila se ha analizado la función de los genes mediante 
una pantalla de interferencia de ARN basada en el cultivo celular, lo que ha permitido identificar 438 genes 30
esenciales; ver Boutros et al. (2004) Science, 303: 832-836 y material de apoyo disponible en línea en 
www.sciencemag.org/cgi/content/full/303/5659/832/DC1. Se proporciona una descripción de genes esenciales 
bacterianos y fúngicos en la Base de Datos de Genes Esenciales ("DEG", disponible en línea 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 35
insectos plaga. Los patógenos 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 Edición), Academic Press, San Diego, 1997, 635 pp.., para descripciones de hongos, 
bacterias, mollicutes (incluyendo micoplasmas y espiroplasmas), virus, nematodos, plantas superiores parasitarias y 40
protozoos flagelados, todos los cuales son plagas de plantas o patógenos de interés. Ver también la compilación 
continuamente actualizada de plagas y patógenos 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 
Normalización de Nombres Comunes para Enfermedades de Plantas de la Sociedad Americana de Fitopatología, 
1978-2005, disponible en línea en www.apsnet.org/online/common/top.asp.45

Los ejemplos de patógenos fúngicos de plantas de particular interés incluyen, e. g., los hongos que causan el oídio, 
el óxido, la mancha y el tizón de la hoja, la pudrición de la raíz, la pudrición de la corona, la podredumbre de la
cápsula de algodón, el cancro del tallo, el cancro de la ramita, el marchitamiento vascular, el carbón o el moho, 
incluso Fusarium spp., Phakospora spp., Rhizoctonia spp., Aspergilo spp., Gibberella spp., Pyricularia spp., y 
Alternaria spp.. Ejemplos específicos de hongos patógenos de plantas incluyen Phakospora pachirhizi (Roya asiática 50
de la soja), Puccinia sorghi (roya común del maíz), Puccinia polysora (roya del sur del maíz), Fusarium oxysporum y 
otra Fusarium spp., Alternaria spp., Penicillium spp., Rhizoctonia solani, Exserohilum turcicum (Tizón de la hoja del 
maíz del norte), Bipolaris maydis (Tizón de la hoja del maíz del sur), Ustilago maydis (tizón de maíz), 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, 55
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 patógenos de 
plantas incluyen patógenos previamente clasificados como hongos, pero clasificados más recientemente como 
oomicetos. Ejemplos específicos de patógenos de plantas oomicetos de particular interés incluyen miembros del 
género Pythium (p.ej., Pythium aphanidermatum) y Phytophthora (p.ej., Phytophthora infestans, Phytophthora sojae,) 60
y organismos que causan mildiú velloso (por ejemplo, Peronospora farinosa).

Los ejemplos de patógenos bacterianos incluyen los micoplasmas que causan la enfermedad de los amarillos y 
espiroplasmas tales como Spiroplasma kunkelii, que causa el truco del maíz, 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 patógenos de plantas virales de particular interés incluyen el virus del mosaico enano (MDMV), 
virus del mosaico de la caña de azúcar (SCMV, anteriormente MDMV cepa B), virus del mosaico del rayado del trigo 
(WSMV), virus enano clorótico del maíz (MCDV) BYDV), virus bunchy top del banano (BBTV), y los numerosos virus 5
enumerados en el Ejemplo 7 a continuación 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 raíz 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. 10
o Aphelenchoides spp., gusanos de la raíz del maíz, Lygus spp., pulgones e insectos chupadores de savia similares, 
como la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae), barrenadores del maíz, gusanos cortadores, gusanos, saltahojas, 
escarabajos japoneses, saltamontes y otros coleópteros, dípteros y lepidópteros plaga. Los ejemplos específicos de 
plagas de invertebrados incluyen plagas capaces de infestar los sistemas de raíces de las plantas de cultivo, e. g., 
gusano de la raíz del maíz del norte (Diabrotica barberi), gusano de la raíz del maíz del sur (Diabrotica 15
undecimpunctata), Gusano de la raíz del maíz occidental (Diabrotica virgifera), pulgón de la raíz del maíz (Anuraphis 
maidiradicis), gusano cortador negro (Agrotis ipsilon), gusano cortador vítreo (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 maíz (Sphenophorus maidis), timothy billbug (Sphenophorus zeae), bluebush billbug (Sphenophorus 20
parvulus), botiquín de maíz del sur (Sphenophorus callosus), larvas blancas (Phyllophaga spp.), gusano de semilla 
de maíz (Delia platura), colaspis de uva (Colaspis brunnea), escarabajo de semilla de maíz (Stenolophus lecontei) y 
escarabajo esbelto de semillas de maíz (Clivinia impressifrons), así como los nematodos parásitos 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 25
América del Sur y Central) incluyen áfidos, gusanos de la raíz del maíz, spodoptera, noctuideae, escarabajo de la 
papa, Lygus spp., cualquier hemíptero, homóptero o heteróptero, cualquier lepidóptero, cualquier coleóptero, 
nematodos, gusanos cortadores, gusanos de la espiga, gusanos del ejército, barrenadores, rodillos de hojas y otros. 
Las plagas de artrópodos específicamente descritas en el presente documento incluyen varias especies de gusanos 
cortadores, incluyendo el gusano cortador (Agrotis repleta), gusano cortador negro (Agrotis ipsilon), gusano cortador 30
(Anicla ignicans), gusano cortador granulado (Feltia subterranea), "gusano áspero"" (Agrotis malefida); Polilla de 
harina mediterránea (Anagasta kuehniella), escarabajo de grano de cuello cuadrado (Cathartus quadricollis), 
escarabajo pulga (Chaetocnema spp), polilla del arroz (Corcyra cephalonica), gusano de la raíz del maíz o "vaquita 
de San Antonio" (Diabotica speciosa), barrenador de la caña de azúcar (Diatraea saccharalis), barrenador del tallo 
menor (Elasmopalpus lignosellus), chinche marrón (Euschistus spp.), gusano del maíz (Helicoverpa zea), escarabajo 35
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), 
áfido de la hoja del maíz (Rhopalosiphum maidis), insecto marrón madriguera o "chinche subterránea" (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), 40
araña roja de dos manchas (Tetranychus urticae), escarabajo rojo de la harina (Triboleum castaneum), gusano de la 
hoja del algodón (Alabama argillacea), gorgojo de la cápsula (Anthonomus grandis), áfido de algodón (Aphis 
gossypii), mosca blanca de la batata (Bemisia tabaci), varias especies de trips (Frankliniella spp.), earworm de 
algodón (Helicoverpa zea), "oruga bolillera" (p.ej., Helicoverpa geletopoeon), oruga del tabaco (Heliothis virescens),
chinche (Nezara viridula), gusano de la cápsula rosado (Pectinophora gossypiella), gusano de la remolacha 45
(Spodoptera exigua), araña roja (Tetranychus spp.), trips de cebolla (Thrips tabaci), mosca blanca de invernadero 
(Trialeurodes vaporarium), oruga de frijol terciopelo (Anticarsia gemmatalis), escarabajo de maíz manchado o "astilo 
moteado" (Astylus atromaculatus), "oruga de la alfalfa" (Colias lesbia), "chinche marrón" 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 50
(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 raíz (familia Curculionidae), varios gusanos de alambre 
(familia Elateridae) y varias larvas blancas (familia Scarabaeidae). Las plagas de nematodos incluyen las plagas de 55
nematodos del maíz (Belonolaimus spp., Trichodorus spp., Longidorus spp., Dolichodorus spp., Anguina spp., 
Pratylenchus spp., Meloidogyne spp., Heterodera spp.), soja (Heterodera glycines, Meloidogyne spp., Belonolaimus
spp.), plátanos (Radopholus similis, Meloidogyne spp., Helicotylenchus spp.), caña de azúcar (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 (Bursaphelenchus60
spp.), tomates (Meloidogyne spp., Belonolaimus spp., Nacobbus spp.), uvas (Meloidogyne spp., Xiphinema spp., 
Tylenchulus spp., Criconemella spp.), limón y lima (Tylenchulus spp., Radopholus spp., Belonolaimus spp., 
Pratylenchus spp., Xiphinema spp.), cacao (Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis), piña (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 proteína principal del esperma, alfa 
tubulina, beta tubulina, ATPasa vacuolar, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, ARN polimerasa II, quitina 5
sintasa, citocromos, miARN, moléculas precursoras de miARN, promotores de miARN, así como otros genes como 
los descritos en US2006/0021087, WO2005/110068, y en la Tabla II de US2004/0098761. Los genes diana de los 
patógenos pueden incluir genes para factores de iniciación de la traducción viral, replicantes virales, miARN, 
moléculas precursoras de miARN, tubulina fúngica, ATPasa fúngica vacuolar, quitina sintasa fúngica, MAP quinasas 
fúngicas, fosfatasa fúngica Pac1 Tyr / Thr, enzimas implicadas en el transporte de nutrientes (por ejemplo, 10
transportadores de aminoácidos o transportadores de azúcar), enzimas implicadas en la biosíntesis de la pared 
celular fúngica, cutinasas, enzimas biosintéticas de melanina, poligalacturonasas, pectinasas, pectin liasas, 
celulasas, proteasas, genes que interactúan con genes de avirulencia de plantas y otros genes implicados en la 
invasión y replicación del patógeno en la planta infectada. Por lo tanto, un gen diana no necesita ser endógeno para 
la planta en la que se transcribe la construcción de ADN recombinante. Una construcción de ADN recombinante que 15
codifica ARN pequeños en fase puede transcribirse en una planta y usarse para suprimir un gen de un patógeno o 
plaga que puede infestar la planta.

Los ejemplos específicos de genes diana adecuados también incluyen genes catabólicos de aminoácidos (como el 
maíz LKR/SDH gen que codifica lisina-cetoglutarato reductasa (LKR) y saccharopina deshidrogenasa (SDH) y sus 
homólogos), genes de zeína de maíz, genes implicados en la síntesis de ácidos grasos (por ejemplo, desaturasas de 20
ácidos 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 biosíntesis de 
múltiples pasos, donde puede ser de interés regular el nivel de uno o más compuestos intermedios, tales como 
genes que codifican enzimas para la biosíntesis de polihidroxialcanoato (véase, por ejemplo, La patente de Estados 
Unidos No. 5,750,848); y genes que codifican proteínas de control del ciclo celular, tales como proteínas con 25
actividad similar a la inhibidora de la cinasa dependiente de ciclina (CDK) (véanse, por ejemplo, los genes descritos 
en el número de publicación de solicitud de patente internacional) WO 05007829A2) Los genes diana pueden incluir 
genes que codifican proteínas indeseables (por ejemplo, alérgenos o toxinas) o las enzimas para la biosíntesis 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 supresión de proteínas o toxinas alergénicas, 30
e. por ejemplo, un grano de maní, soja o trigo con alergenicidad disminuida. Los genes diana pueden incluir genes 
implicados en la maduración de la fruta, como la poligalacturonasa. Los genes diana pueden incluir genes en los que 
la expresión se limita preferentemente a una célula o tejido particular o estadio de desarrollo, o donde la expresión 
es preferentemente transitoria, es decir, cuando no se desea necesariamente la supresión constitutiva o general, o 
supresión que se disemina a través de muchos tejidos. Por lo tanto, otros ejemplos de genes diana adecuados 35
incluyen genes que codifican proteínas que, cuando se expresan en plantas transgénicas, hacen que las plantas 
transgénicas sean resistentes a plagas o patógenos (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 expresión es inducida por plagas o 
patógenos; 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).40

Los ARN pequeños en fase pueden diseñarse para suprimir más específicamente el gen diana, diseñando los ARN 
pequeños 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 construcción de ADN recombinante que codifica los ARN pequeños en fase o en organismos que pueden 
entrar en contacto con los ARN pequeños en fase. Una secuencia génica no diana puede incluir cualquier secuencia 45
de cualquier especie (incluidos los no eucariotas tales como bacterias y virus, hongos, plantas, incluyendo 
monocotiledóneas y dicotiledóneas, tales como plantas de cultivo, plantas ornamentales, y plantas no domesticadas 
o silvestres; invertebrados como artrópodos, anélidos, nemátodos y moluscos, y vertebrados como anfibios, peces, 
aves, mamíferos domésticos o salvajes, e incluso humanos).

En un aspecto, el gen diana es un gen endógeno a una especie dada, tal como una planta dada (tal como plantas 50
importantes comercialmente o agrícolamente, que incluyen monocotiledóneas y dicotiledóneas), 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 pequeños en fase se 
diseñan para suprimir un gen diana que es un gen endógeno a una sola especie (por ejemplo, gusano de la raíz del 
maíz occidental, Diabrotica virgifera virgifera LeConte) pero para no suprimir un gen no diana tal como genes de 55
especies relacionadas, incluso estrechamente relacionadas (por ejemplo, gusano de la raíz del maíz del Norte, 
Diabrotica barberi Smith y Lawrence, o gusano de la raíz del maíz del sur, Diabrotica undecimpunctata).

En otros aspectos (por ejemplo, cuando es deseable suprimir un gen diana en múltiples especies), puede ser 
deseable diseñar los ARN pequeños en fases para suprimir una secuencia genética diana común a las múltiples 
especies en las que se silenciará el gen diana.. Por lo tanto, un constructo de ADN recombinante que codifica ARN 60
pequeños en fases puede diseñarse para ser específico para un taxón (por ejemplo, específico de un género, familia 
o incluso un taxón más grande tal como un filum, por ejemplo, virus o artrópodos) pero no para otro taxa (por 
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ejemplo, plantas o vertebrados o mamíferos). En un ejemplo de este aspecto, una construcción de ADN 
recombinante que codifica ARN pequeños en fase se puede seleccionar de manera que se dirija a los hongos 
patógenos (por ejemplo, un Fusarium spp.) pero no se dirige a ninguna secuencia genética de hongos beneficiosos.

En otro ejemplo de este aspecto, los ARN pequeños en fase para el silenciamiento de genes en la raíz de la raíz del 
maíz pueden seleccionarse para ser específicos de todos los miembros del género. Diabrotica. En un ejemplo más 5
de este aspecto, tal Diabrotica-se pueden seleccionar ARN pequeños en fases con objetivos para no apuntar a 
ninguna secuencia genética de los coleópteros 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 tamaño de los ARN pequeños en fase que se espera que sean producidos por la acción de una 10
ribonucleasa (preferentemente DCL4 o un ortólogo DCL4) en el ARN hibridado, y la importancia relativa de disminuir 
el potencial de ARN pequeños en fase para suprimir -target genes. En un ejemplo, donde se espera que los ARN 
pequeños en fase tengan un tamaño de 21 pares de bases, una realización 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 nucleótidos coincide con 15
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 
nucleótidos contiguos de un gen no diana secuencia. En otra realización, 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 nucleótidos coincide con menos de 19 (por ejemplo, menos de 19, o menos de 18, o menos de 17, o 
menos de 16) de 19 nucleótidos contiguos de una secuencia de gen no diana.20

En algunos aspectos, puede ser deseable diseñar ARN pequeños en fases para silenciar un gen diana para incluir 
regiones predichas para no generar polipéptidos indeseables, por ejemplo, rastreando la construcción de ADN 
recombinante que codifica los ARN pequeños en fase o cada componente ARN en fases pequeñas para secuencias 
que puede codificar polipéptidos indeseables conocidos o homólogos cercanos de estos. Los polipéptidos 
indeseables incluyen polipéptidos homólogos a polipéptidos y polipéptidos alergénicos conocidos homólogos a 25
toxinas polipeptídicas conocidas. Se encuentran disponibles secuencias públicamente disponibles que codifican 
dichos péptidos potencialmente alergénicos indeseables, por ejemplo, la base de datos de alergenos del Programa 
de Investigación y Recursos para Alérgenos Alimenticios (FARRP) (disponible en allergenonline.com) o la Base de 
Datos de Información Biotecnológica 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 30
ejemplo, aquellas secuencias polipeptídicas anotadas como toxinas conocidas o como alérgenos potenciales o 
conocidos y contenidas en bases de datos públicamente 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 peptídicas potencialmente alergénicas indeseables incluyen glicinina de soja, oleosina y aglutinina de 
maní, gluteninas de trigo, caseína, lactoalbúmina y lactoglobulina de leche bovina, y tropomiosina de varios mariscos 35
(allergenonline.com). Ejemplos de péptidos indeseables potencialmente tóxicos incluyen toxina tetánica tetA de 
Clostridium tetani, toxinas diarreicas de Staphylococcus aureus, y venenos tales como conotoxinas de Conus spp. y 
neurotoxinas de artrópodos y reptiles (www.ncbi.nih.gov/Entrez).

En un ejemplo, la construcción de ADN recombinante que codifica los ARN pequeños en fases o cada ARN pequeño 
en fase componente se criba para eliminar aquellas secuencias transcribibles que codifican polipéptidos con 40
homología perfecta con un alérgeno o toxina conocido sobre 8 aminoácidos contiguos, o con al menos 35 % de 
identidad sobre al menos 80 aminoácidos; 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 45
potencial con homología perfecta con un alérgeno o toxina conocido en más de 8 aminoácidos contiguos (o al 
menos aproximadamente 35 % de identidad en al menos aproximadamente 80 aminoácidos), se identifica, las 
secuencias de ácido nucleico correspondientes al golpe pueden evitarse, eliminarse o modificarse cuando se 
seleccionan las secuencias que se usarán en un ARN para silenciar un gen diana. En un aspecto, la construcción de 
ADN recombinante que codifica los ARN pequeños en fases o cada uno de los componentes del ARN pequeño en 50
fase se diseña de modo que no se incluyen posibles marcos de lectura abiertos que comiencen con AUG (ATG en el 
ADN correspondiente).

La evitación, eliminación o modificación 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 55
uniendo secuencias "limpias" en secuencias quiméricas nuevas para usar en la construcción de ADN recombinante 
que codifica los ARN pequeños 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 erróneos cercanos al centro de un sitio complementario de miARN tienen efectos 60
más fuertes sobre el silenciamiento génico del miARN que los apareamientos erróneos más 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 posición de un par de bases desajustadas como la identidad de los nucleótidos que forman el 
apareamiento erróneo influyen en la capacidad de un ARNip dado para silenciar un gen diana, y que las 
discordancias adenina-citosina, además 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 pequeño en fase no necesita siempre una 5
complementariedad de secuencia del 100 % con el gen diana deseado, pero generalmente tendría 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 pequeño de ARN o ARN en fase) está diseñada preferentemente para tener 
una complementariedad sustancial con el objetivo pretendido (por ejemplo, un ARN mensajero objetivo o ARN no 10
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 pequeño en fase que consiste en dos cadenas de 21 nucleótidos, una de las dos cadenas 
de 21 nucleótidos es sustancial pero no perfectamente complementaria a 21 nucleótidos contiguos de un ARN diana; 
preferentemente el nucleótido en la posición 21 está desapareado con la posición correspondiente en el ARN diana 15
para evitar la transitividad.

Un experto en la técnica sería capaz de juzgar la importancia otorgada al cribado de regiones que se predice que 
serán más altamente específicas para el gen diana o que se predice que no generarán polipéptidos indeseables, en 
relación 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 20
deseable que los ARN pequeños en fase sean activos en varias especies, y por lo tanto un experto en la técnica 
puede determinar que es más importante incluir en el constructo de ADN recombinante que codifica las regiones de 
ARN pequeños en fase específicas para los diversos especies de interés, pero menos importantes para seleccionar 
regiones que se predice que tendrán una mayor eficacia de silenciamiento génico o para regiones que se predice 
que generan polipéptidos indeseables.25

Combinaciones de pequeños ARN en fase con composiciones plaguicidas

Los ARN pequeños en fase y las construcciones de ADN recombinante que codifican tales ARN pequeños en fase 
son útiles para controlar plagas y patógenos de plantas, y por lo tanto la presente invención reivindica además 
procedimientos de control de plagas y patógenos de plantas en los que se proporciona un ARN pequeño en fase a al 
menos una célula de la planta a proteger contra la plaga o el patógeno. El ARN pequeño en fase generalmente es 30
proporcionado por in vivo transcripción de una construcción de ADN recombinante de la presente invención en una 
célula de la planta.

Los procedimientos para controlar las plagas y los patógenos de la planta con un ARN pequeño en fase pueden 
usarse en combinación con otros procedimientos o composiciones para controlar las plagas y los patógenos de las 
plantas. Por lo tanto, la presente invención también proporciona combinaciones de procedimientos y combinaciones 35
de composiciones para controlar plagas y patógenos de plantas. En una realización preferente, los procedimientos a 
combinar operan por diferentes mecanismos para proporcionar protección a la planta contra la plaga o el patógeno. 
Por ejemplo, las plagas de invertebrados pueden controlarse proporcionando un elemento de supresión génica 
alternativo (tal como un ARNm modificado por ingeniería genética o un ARNip diseñado mediante un transcrito de 
ARN bicatenario convencional expresado transgénicamente en la planta) diseñado para silenciar un gen de la plaga 40
de invertebrados; véase, por ejemplo, las diversas construcciones de ADN recombinante y los procedimientos para 
la supresión génica divulgados en US2006/0200878.

Un ejemplo es un procedimiento para controlar plagas de insectos de plantas, que incluye proporcionar al menos un 
ARN pequeño en fase diseñado para silenciar un gen de plaga de insectos y un agente insecticida (por ejemplo, un 
bacilo turingiensico o proteína insecticida "Bt") a la cual la plaga de insectos es susceptible. Cuando se proporcionan 45
proteínas Bt en la dieta de plagas de insectos (por ejemplo, mediante aplicación tópica a la planta o mediante 
expresión transgénica en la planta) se exhibe un modo de acción para controlar la plaga de insectos que es 
dramáticamente diferente del modo de acción del procedimientos y composiciones que usan ARN pequeños en fase. 
En aspectos preferentes, la combinación da como resultado sinergias que no se conocían previamente en la técnica 
para controlar la infestación de insectos. Las plantas transgénicas que producen una o más moléculas pequeñas de 50
ARN en fase que inhiben alguna función biológica esencial en una plaga diana junto con una o más proteínas 
insecticidas Bt que son tóxicas para la plaga objetivo proporcionan sinergias sorprendentes. Una sinergia es la 
reducción en el nivel de expresión requerido para el (los) ARN (s) pequeño (s) en fase o la (s) proteína (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 55
ARN pequeño en fase diseñado para silenciar un gen de patógeno vírico y una composición para inducir resistencia 
mediada por proteína de cubierta viral a la planta (por ejemplo, mediante expresión transgénica del virus proteína de 
la cubierta en una célula vegetal). En aspectos preferentes, la combinación 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 
patógenos.60
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Fabricación y uso de construcciones de ADN recombinante

Las construcciones de ADN recombinante de la presente invención se preparan mediante cualquier procedimiento
adecuado para la aplicación pretendida, teniendo en cuenta, por ejemplo, el tipo de expresión deseada y la 
conveniencia de uso en la planta en la que se va a transcribir la construcción. 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 5
ejemplo, manuales y manuales de laboratorio, que incluyen Sambrook y Russell, "Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual" (tercera edición), Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, 2001. Un ejemplo de tecnología útil para 
construir constructos de ADN y vectores para la transformación se describe en el documento US2004 / 0115642. Las 
construcciones de ADN también pueden construirse utilizando la tecnología de clonación GATEWAY ™ (disponible 
en Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), que utiliza la reacción de clonación LR recombinasa específica de 10
sitio de la Integrasa /att sistema de construcción del vector del bacteriófago lambda, en lugar de endonucleasas de 
restricción y ligasas. La reacción de clonación 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 tecnología 
de clonación GATEWAY ™, que también es suministrado por Invitrogen, proporciona instrucciones concisas para la 
clonación de rutina de cualquier ADN deseado en un vector que comprende elementos de expresión de planta 15
operables. Otro procedimiento alternativo de fabricación de vectores emplea la clonación 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.20

En ciertas realizaciones, la secuencia de ADN de la construcción de ADN recombinante incluye una secuencia que 
se ha optimizado con codones para la planta en la que se va a expresar la construcción de ADN recombinante. Por 
ejemplo, una construcción de ADN recombinante para expresar en una planta puede tener todas o partes de su 
secuencia (por ejemplo, el primer elemento de supresión génica o el elemento de expresión génica) optimizado para 
codones para la expresión en una planta por procedimientos conocidos en la técnica. Ver, e. gramo., La patente de 25
Estados Unidos 5,500,365, para una descripción de la optimización de codones para plantas; ver también De Amicis 
y Marchetti (2000) Nucleic Acid Res., 28: 3339-3346.

Fabricación y uso de células vegetales transgénicas y plantas transgénicas

Cuando una construcción de ADN recombinante de la presente invención se usa para producir una célula de planta 
transgénica no natural, una planta transgénica no natural o una semilla transgénica no natural, la transformación 30
puede incluir cualquiera de los procedimientos y composiciones bien conocidos y demostrados. Los procedimientos 
adecuados para la transformación de plantas incluyen virtualmente cualquier procedimiento mediante el cual el ADN 
se puede introducir en una célula, por ejemplo, mediante la administración directa de ADN (p. Ej. Mediante 
transformación de protoplastos mediada por PEG, mediante electroporación, agitación con fibras de carburo de 
silicio y aceleración de partículas recubiertas de ADN), por Agrobacteriumtransformación mediada por vectores 35
virales u otros vectores etc. Un procedimiento preferente de transformación 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 (maíz), 
5,538,880 (maíz), 6,153,812 (wheat), 6,160,208 (maíz), 6,288,312 (arroz) y 6,399,861 (maíz), y 6,403,865 (maíz).

Otro procedimiento preferente de transformación de plantas es Agrobacteriumtransformación mediada En una 
realización preferente, la célula de planta transgénica no natural de la presente invención se obtiene mediante 40
transformación por medio de Agrobacterium que contiene un sistema de plásmido Ti binario, en el que 
Agrobacterium porta un primer plásmido Ti y un segundo plásmido quimérico que contiene al menos un borde de 
ADN-T de un plásmido Ti de tipo salvaje, un promotor funcional en la célula de planta transformada y unida 
operativamente a una construcción de supresión génica de la invención. 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 45
Hoekema et al., (1983) Nature, 303: 179. En un sistema binario de este tipo, el plásmido más pequeño, 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 transformación mediada de plantas, especialmente plantas de 
cultivo, incluye, por ejemplo, procedimientos divulgados en Las patentes de Estados Unidos 5,004,863, 5,159,135, 50
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 (maíz); 5,463,174 y 5,750,871 (Brassica, incluyendo colza y rape), y en 
US2004/0244075 (maíz), US2004/0087030 (cotton) y US2005/0005321 (soja). Procedimientos adicionales para 
transformación mediada por Agrobacterium se divulgan en el documento WO9506722 (maíz). Se han informado 
procedimientos similares para muchas especies de plantas, tanto dicotiledóneas como monocotiledóneas, que 55
incluyen, entre otros, maní (Cheng et al. (1996) Plant Cell Rep., 15: 653); espárragos (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 / Tecnología, 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 60
también una descripción de vectores, procedimientos de transformación, y producción de transformadas en plantas 

E07837683
11-01-2018ES 2 655 700 T3

 



16

de Arabidopsis thaliana en las que los factores de transcripción 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 transformación 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), 5
plásmidos, cósmidos, YAC (cromosomas artificiales de levadura), BAC (cromosomas artificiales bacterianos) o 
cualquier otro vector de clonación adecuado, cuando se usa con un protocolo de transformación apropiado, e. por 
ejemplo, infección bacteriana (por ejemplo, con Agrobacterium como se describió anteriormente), constructos 
cromosómicos artificiales bacterianos binarios, administración directa de ADN (por ejemplo, mediante transformación 
mediada por PEG, captación de ADN mediada por desecación / inhibición, electroporación, agitación con fibras de 10
carburo de silicio y bombardeo de microproyectiles). Sería claro para un experto en la técnica que se pueden usar y 
modificar diversas metodologías de transformación para la producción de plantas transgénicas estables de cualquier 
número de especies de plantas de interés.

Los procedimientos de transformación para proporcionar células de plantas transgénicas no naturales y plantas 
transgénicas no naturales que contienen ADN recombinante integrado de forma estable se practican 15
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 meristemáticas, callo, embriones inmaduros o partes de 
embriones, y células gaméticas como microsporas, polen, esperma y óvulos. Cualquier célula a partir de la cual se 
puede regenerar una planta fértil se contempla como una célula receptora útil para la práctica de la invención. Los 20
callos se pueden iniciar a partir de diversas fuentes de tejidos, incluidos embriones inmaduros o partes de 
embriones, meristemas apicales de plántulas, microsporas y similares. Esas células que son capaces de proliferar 
como callo pueden servir como células receptoras para la transformación genética. Se describen procedimientos y 
materiales de transformación prácticos para preparar plantas transgénicas de la presente invención (por ejemplo, 
diversos medios y células diana receptoras, transformación de embriones inmaduros y posterior regeneración de 25
plantas transgénicas fértiles), por ejemplo, en patentes de los Estados Unidos. 6,194,636 y 6,232,526 y 
US2004/0216189.

En la práctica de transformación general, el ADN se introduce en solo un pequeño porcentaje de células diana en 
cualquier experimento de transformación. Los genes marcadores generalmente se usan para proporcionar un 
sistema eficiente para la identificación de aquellas células que se transforman establemente al recibir e integrar una 30
construcción de ADN transgénico en sus genomas. Los genes marcadores preferentes proporcionan marcadores 
selectivos que confieren resistencia a un agente selectivo, tal como un antibiótico o herbicida. Cualquiera de los 
antibióticos o herbicidas a los que una célula vegetal puede ser resistente puede ser un agente útil para la selección. 
Las células potencialmente transformadas se exponen al agente selectivo. En la población de células supervivientes 
se encontrarán aquellas células en las que, generalmente, el gen que confiere resistencia se integra y expresa a 35
niveles suficientes para permitir la supervivencia celular. Las células pueden analizarse más para confirmar la 
integración estable del ADN recombinante. Los genes marcadores selectivos habitualmente usados incluyen 
aquellos que confieren resistencia a antibióticos tales como kanamicina o paromomicina (nptII), higromicina B (aph 
IV) y gentamicina (aac3 y aacC4) o resistencia a herbicidas como el glufosinato (bar o palmadita), glifosato (EPSPS) 
y dicamba. Ejemplos de genes marcadores selectivos útiles y agentes de selección se ilustran en Las patentes de 40
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 
útiles incluyen, por ejemplo, un gen que expresa una proteína que produce un color detectable al actuar sobre un 45
sustrato cromogénico (por ejemplo, beta-glucuronidasa (GUS) (uidA) o luciferasa (luc)) o que sí mismo es 
detectable, como la proteína verde fluorescente (GFP) (gfp) o una molécula inmunogénica. Los expertos en la 
materia reconocerán que muchos otros marcadores o informadores útiles están disponibles para su uso.

La detección o medición de la transcripción de la construcción de ADN recombinante en la célula de planta 
transgénica no natural de la invención se puede lograr mediante cualquier procedimiento adecuado, incluyendo 50
procedimientos de detección de proteínas (por ejemplo, transferencias Western, ELISA y otros procedimientos 
inmunoquímicos), mediciones de actividad enzimática, o procedimientos de detección de ácidos nucleicos (por 
ejemplo, Southern blots, Northern blots, PCR, RT-PCR, hibridación 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 edición), Cold 55
Spring Harbor Laboratory Press, NY, 2001; Frederick M. Ausubel y otros (editores) "Short Protocols in Molecular 
Biology" (quinta edición), John Wiley and Sons, 2002; John M. Walker (editor) "Protein Protocols Handbook" 
(segunda edición), Humana Press, 2002; y Leandro Peña (editor) "Plantas transgénicas: procedimientos y 
protocolos", Humana Press, 2004.

Otros procedimientos adecuados para detectar o medir la transcripción de la construcción de ADN recombinante en 60
la célula de planta transgénica no natural de la invención incluyen la medición de cualquier otro rasgo que sea una 
indicación directa o indirecta de supresión del gen diana en la célula vegetal transgénica en la que la construcción de 
ADN recombinante se transcribe, con relación a una en la que el ADN recombinante no se transcribe, e. g., rasgos 

E07837683
11-01-2018ES 2 655 700 T3

 



17

morfológicos macroscópicos o microscópicos, tasas de crecimiento, rendimiento, tasas reproductivas o de 
reclutamiento, resistencia a plagas o patógenos o resistencia al estrés biótico o abiótico (por ejemplo, estrés hídrico, 
estrés salino, estrés por nutrientes, calor o frío). Dichos procedimientos pueden usar mediciones directas de un 
rasgo fenotípico o ensayos proxy (por ejemplo, en plantas, estos ensayos incluyen ensayos de partes de plantas
tales como ensayos de hojas o raíces para determinar la tolerancia al estrés abiótico). Los procedimientos incluyen 5
medidas directas de resistencia a la plaga de invertebrados (por ejemplo, daño a tejidos de plantas) o ensayos 
indirectos (por ejemplo, ensayos de rendimiento de plantas, o bioensayos tales como el gusano de la raíz del maíz 
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 raíz de gramo, huevos por planta, huevos por raíz de gramo y huevos 10
por quiste.

Las construcciones de ADN recombinante de la invención 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 germinación en frío, tolerancia al déficit de agua y similares) por ejemplo, al 
expresar o suprimir otros genes. Las construcciones para la disminución y el aumento coordinados de la expresión 15
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 híbridas, de plantas transgénicas no naturales de la presente invención que incluyen la 
construcción de ADN recombinante en su genoma. Por lo tanto, además de la transformación directa de una planta 
con una construcción de ADN recombinante de la presente invención, se pueden preparar plantas transgénicas no 20
naturales de la invención cruzando una primera planta que tiene el ADN recombinante con una segunda planta que 
carece de la construcción. Por ejemplo, el ADN recombinante puede introducirse en una línea de planta que es 
susceptible de transformación para producir una planta transgénica, que puede cruzarse con una segunda línea de 
planta para introgresar el ADN recombinante en la progenie resultante. Una planta transgénica de la invención 
puede cruzarse con una línea de planta que tiene otro ADN recombinante que confiere uno o más rasgos 25
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 expresión de secuencia objetivo deseado como 
el (los) rasgo (s) adicional (es).

Típicamente, en dicha reproducción para combinar rasgos, la planta transgénica que dona el rasgo adicional es una 30
línea masculina y la planta transgénica que tiene los rasgos base es la línea femenina. La progenie de esta 
segregación cruzada tal que algunas de las plantas llevarán el ADN para ambos rasgos parentales y algunas 
llevarán 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 línea parental femenina múltiples veces, e. por ejemplo, generalmente de 6 a 8 generaciones, para 35
producir una planta de progenie con sustancialmente el mismo genotipo que una línea parental transgénica original, 
pero para el ADN recombinante de la otra línea parental transgénica.

Otro aspecto más es una planta transgénica no natural cultivada a partir de la semilla transgénica no natural descrita 
en el presente documento. La presente invención contempla plantas transgénicas cultivadas directamente a partir de 
semillas transgénicas que contienen el ADN recombinante así como generaciones de plantas de progenie, 40
incluyendo líneas de plantas endogámicas o híbridas, 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 
invención; (b) cultivar las semillas de la primera y la segunda plantas parentales en plantas que lleven flores; (c) 45
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 específico de una fuente a una endogámica 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 50
endocriada donante ("B") (progenitor no recurrente), que porta el / los gen (es) apropiado (s) para el rasgo en 
cuestión, por ejemplo, una construcción preparada de acuerdo con la presente invención. La progenie de este cruce 
primero se selecciona en la progenie resultante para el rasgo deseado que se transferirá desde el padre "B" no 
recurrente, y luego la progenie seleccionada se acopla de nuevo al padre "A" superior recurrente. Después de cinco 
o más generaciones de retrocruzamiento con selección para el rasgo deseado, la progenie es hemicigótica para los 55
loci que controlan la característica que se transfiere, pero son como el progenitor superior para la mayoría o para 
casi todos los otros genes. La última generación de retrocruzamiento sería autofecundada para proporcionar una 
progenie que sea de reproducción pura para el (los) gen (es) que se está (n) transfiriendo. yo. mi., uno o más 
eventos de transformación.

60
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A través de una serie de manipulaciones de reproducción, una construcción de ADN seleccionada puede moverse 
de una línea a una línea completamente diferente sin la necesidad de una manipulación recombinante adicional. De 
este modo, se pueden producir plantas endogámicas que son verdaderas crías para uno o más constructos de ADN. 
Al cruzar diferentes plantas endogámicas, se puede producir una gran cantidad de híbridos diferentes con diferentes 
combinaciones de construcciones de ADN. De esta manera, se pueden producir plantas que tienen las propiedades 5
agronómicas deseables frecuentemente asociadas con híbridos ("vigor híbrido"), así como las características 
deseables impartidas por uno o más constructos de ADN.

Los marcadores genéticos pueden usarse para ayudar en la introgresión de uno o más constructos de ADN de la 
invención de un fondo genético a otro. La selección asistida por marcador ofrece ventajas en relación con la mejora 
convencional, ya que se puede utilizar para evitar errores causados por variaciones fenotípicas. Además, los 10
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 agronómicamente 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 
tamaño relativamente grande. proporción del germoplasma deseado De esta forma, se minimiza el número de 15
generaciones requeridas para intrigar uno o más rasgos en un fondo genético particular. La utilidad de la selección 
asistida por marcador en la cría de plantas transgénicas no naturales de la presente invención, así como los tipos de 
marcadores moleculares útiles, 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 invención, puede 20
ser deseable expresar simultáneamente (o suprimir) un gen de interés mientras también se regula la expresión de un 
gen diana. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la planta transgénica contiene ADN recombinante que incluye una 
unidad de transcripción transgénica para expresar al menos un gen de interés y un elemento de supresión 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 25
transgénicas no naturales se pueden obtener mediante el uso de cualquier procedimiento de transformación 
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 monocotiledóneas o 
dicotiledóneas, como plantas de interés comercial o agrícola, como plantas de cultivo (especialmente plantas 30
cultivadas utilizadas para alimentación humana o animal), madera, fibra, pulpa o celulosa. produciendo árboles 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, maíz, centeno, triticale, arroz, mijo, sorgo, 
quinoa, amaranto y alforfón); plantas de cultivo de forraje (tales como hierbas forrajeras y dicotiledóneas de forraje 
incluyendo alfalfa, veza, trébol y similares); plantas de semillas oleaginosas (como algodón, cártamo, girasol, soja, 35
colza, colza, lino, maní y palma de aceite); nueces de árbol (tales como nuez, anacardo, avellana, nuez, almendra, 
macadamia, y similares); caña de azúcar, coco, palma datilera, aceituna, remolacha azucarera, té y café; árboles y 
plantas que producen madera, fibra, pulpa o celulosa (por ejemplo, algodón, lino, yute, ramio, sisal, kenaf, 
switchgrass y bambú); plantas de cultivos de hortalizas, tales como legumbres (por ejemplo, frijoles, guisantes, 
lentejas, alfalfa, maní), lechuga, espárrago, alcachofa, apio, zanahoria, rábano, mandioca, batata, ñame, cacao, 40
café, té, las brasicas (para ejemplo, coles, col rizada, mostaza y otras brassicas de hoja, brócoli, coliflor, coles de 
Bruselas, nabo, colirrábano), cucurbitáceas comestibles (por ejemplo, pepinos, melones, calabazas de verano, 
calabazas de invierno), alliums comestibles (por ejemplo, cebollas, ajo, puerros, chalotes, cebollinos), miembros 
comestibles de las solanáceas (por ejemplo, tomates, berenjenas, patatas, pimientos, mollejas) y miembros 
comestibles de las Chenopodiaceae (por ejemplo, remolacha, acelga, espinaca, quinoa, amaranto); plantas frutales 45
tales como manzana, pera, cítricos (por ejemplo, naranja, lima, limón, pomelo y otros), frutas de hueso (por ejemplo, 
albaricoque, melocotón, ciruela, nectarina), plátano, piña, uva, kiwi, papaya, aguacate, higo, mango y bayas; y 
plantas ornamentales que incluyen plantas con flores ornamentales, árboles y arbustos ornamentales, cubiertas 
ornamentales y hierbas ornamentales. Las plantas dicotiledóneas preferentes incluyen canola, brócoli, col, 
zanahoria, coliflor, repollo chino, pepino, frijoles secos, berenjena, hinojo, alubias, calabazas, lechugas, melones, 50
okra, guisantes, pimientos, calabaza, rábanos, espinacas, calabaza, sandía, algodón, papa, quinoa, amaranto, trigo 
sarraceno, cártamo, soja, remolacha azucarera y girasol. Las monocotiledóneas preferentes incluyen trigo, avena, 
cebada, maíz (incluido maíz dulce y otras variedades), centeno, triticale, arroz, hierbas ornamentales y forrajeras, 
sorgo, mijo, cebollas, puerros y caña de azúcar, más preferentemente maíz, trigo y arroz.

El objetivo final en la transformación de plantas es producir plantas que sean útiles para el hombre. A este respecto, 55
las plantas transgénicas no naturales de la invención se pueden usar virtualmente para cualquier propósito que se 
considere valioso para el productor o el consumidor. Por ejemplo, uno puede desear cosechar la planta transgénica 
en sí, o cosechar semillas transgénicas de la planta transgénica para propósitos de plantación, o se pueden hacer 
productos a partir de la planta transgénica o sus semillas tales como aceite, almidón, etanol u otros productos de 
fermentación, animales piensos o alimentos para humanos, productos farmacéuticos y diversos productos 60
industriales. Por ejemplo, el maíz se usa ampliamente en las industrias de alimentos y piensos, así como en 
aplicaciones industriales. Se puede encontrar un análisis más detallado de los usos del maíz, 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 básicos producidos a partir 
de una planta, planta o semilla de plantas transgénicas no naturales de la presente invención, incluyendo hojas, 
raíces, brotes, tubérculos, tallos, frutos, semillas u otras partes de una planta, harinas, aceites, extractos, productos 
de fermentación o digestión, granos triturados o enteros o semillas de una planta, o cualquier producto alimenticio o 
no alimenticio que incluye tales productos básicos producidos a partir de una planta, planta o semilla de una planta 5
transgénica de la presente invención. La detección de una o más de las secuencias de ácido nucleico de las 
construcciones de ADN recombinante de la presente invención en uno o más productos básicos o productos básicos 
contemplados en el presente documento es de facto evidencia de que el producto básico o producto básico contiene 
o deriva de una célula, planta o semilla de una planta transgénica de la presente invención.

En realizaciones preferentes, la planta transgénica no natural preparada a partir de la célula de planta transgénica 10
no natural de la presente invención, i. e., una planta transgénica que tiene en su genoma una construcción de ADN 
recombinante de la presente invención tiene al menos un rasgo alterado adicional, en relación con una planta que 
carece de la construcción de ADN recombinante, seleccionada del grupo de rasgos que consisten en: (a) estrés 
abiótico mejorado tolerancia; (b) tolerancia mejorada al estrés biótico; (c) composición del metabolito primario 
modificado; (d) composición de metabolitos secundarios modificada; (e) oligoelemento modificado, carotenoide o 15
composición vitamínica; (f) rendimiento mejorado; (g) una mejor capacidad para usar nitrógeno u otros nutrientes; (h) 
características agronómicas modificadas; (i) crecimiento modificado o características 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 abiótico (por ejemplo, tolerancia al déficit hídrico o sequía, calor, frío, niveles de sal o nutrientes no óptimos,20
niveles de luz no óptimos) o de estrés biótico (por ejemplo, hacinamiento, alelopatía o heridas); mediante una 
composición de metabolito primario modificado (por ejemplo, ácido graso, aceite, aminoácido, proteína, azúcar o 
carbohidrato); una composición de metabolito secundario modificado (por ejemplo, alcaloides, terpenoides, 
policétidos, péptidos no ribosómicos y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto); un elemento traza 
modificado (por ejemplo, hierro, zinc), carotenoide (por ejemplo, beta-caroteno, licopeno, luteína, zeaxantina u otros 25
carotenoides y xantofilas) o composición de vitaminas (por ejemplo, tocoferoles); rendimiento mejorado (por ejemplo, 
rendimiento mejorado en condiciones sin estrés o rendimiento mejorado bajo estrés biótico o abiótico); capacidad 
mejorada para usar nitrógeno u otros nutrientes; características agronómicas modificadas (por ejemplo, maduración 
tardía, senescencia retrasada, madurez anterior o posterior, tolerancia mejorada a la sombra, resistencia mejorada 
al alojamiento de raíces o tallos, resistencia mejorada al tallo verde de los tallos, respuesta modificada al 30
fotoperíodo); crecimiento modificado o características reproductivas (por ejemplo, enanismo intencional, esterilidad 
masculina intencional, útil, por ejemplo, en procedimientos de hibridación mejorados, tasa de crecimiento vegetativo 
mejorada, germinación 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 combinación de estos rasgos.35

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 composición de metabolito primario modificado (por ejemplo, ácidos 
grasos, aceite, aminoácidos, proteínas, azúcar o carbohidratos), un metabolitos secundarios (por ejemplo, 
alcaloides, terpenoides, policétidos, péptidos no ribosómicos y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto), 
un elemento traza modificado (por ejemplo, hierro, zinc, azufre), fosfato orgánico (por ejemplo, ácido fítico),40
carotenoide (por ejemplo, beta-caroteno, licopeno, luteína, zeaxantina u otros carotenoides y xantofilas), o la 
composición de vitaminas (por ejemplo, tocoferoles), una cosecha mejorada, almacenamiento o calidad de 
procesamiento, o una combinación de estos. Por ejemplo, puede ser deseable modificar el aminoácido (por ejemplo, 
lisina, metionina, triptófano o proteína total), aceite (por ejemplo, composición de ácidos grasos o aceite total), 
carbohidratos (por ejemplo, azúcares simples o almidones), oligoelemento, carotenoides o contenido vitamínico de 45
semillas de plantas de cultivo (por ejemplo, canola, algodón, cártamo, soja, remolacha azucarera, girasol, trigo, maíz 
o arroz), preferentemente en combinación 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 polisacáridos (por ejemplo, almidón, celulosa o hemicelulosa) 
en tejidos vegetales para uso en alimentos para animales o alimentos para humanos o para la fermentación o 50
producción 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 proteínas con 
bajos niveles de lisina, metionina o triptófano, o para aumentar los niveles de un aminoácido o ácido graso deseado, 
o para disminuir los niveles de una proteína alergénica o glicoproteína (por ejemplo, alérgenos de maní incluyendo 
ara h 1, alérgenos de trigo incluyendo gliadinas y gluteninas, alérgenos de soja como alérgeno P34, globulinas, 55
glicininas y conglicininas) o de un metabolito tóxico (por ejemplo, glucósidos cianogénicos en la yuca, alcaloides de 
la solanácea en los miembros de las solanáceas). 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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión génica. Más específicamente, este ejemplo 
proporciona secuencias de ácidos nucleicos, obtenidas a partir de plantas de cultivo de monocotiledóneas, que son 5
útiles para hacer una única molécula de ADN recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN 
hibridado que se escinde en fase in vivo en múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión 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 maíces (Zea mays) 
tejidos mediante secuenciación de alto rendimiento (Margulies et al. (2005) Nature, 437: 376-380) Entre las 10
secuencias más abundantes clonadas de grano de arroz maduro y raíz de maíz, 32 DAP (días después de las 
polinizaciones) y 39 granos DAP fueron siete ARN de 21 mer (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID 
NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y SEQ ID NO. 7), listado en Tabla 1.

Tabla 1

SEQ ID 
NO.

Número de 
clon

Secuencia de ADN Especie / Tejido*

1 141121 grano de arroz, raíz de maíz, grano de maíz 32DAP
y 39DAP

2 297263 grano de arroz, grano de maíz 32 DAP

3 1196700 grano de arroz, grano de maíz 32DAP

4 880479 grano de arroz, grano de maíz 32 DAP

5 1275002 grano de arroz, grano de maíz 32DAP

6 1379342 grano de arroz, raíz de maíz, hoja de maíz, grano 
de maíz 32DAP y 39DAP

7 544819 grano de arroz, raíz de maíz, grano de maíz 32DAP 
y 39DAP

* DAP, días después de la polinización

15

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 contenían siete y seis ARNip de 21 nt alineados de extremo a extremo, 
respectivamente, y formando una estructura replegada única representada en la figura 1. No hay ARNip de este gen 
estaban presentes en otras bibliotecas, y solo un número muy pequeño se secuenciaron a partir de la región de 
bucle putativo entre los brazos de la estructura replegada. Los resultados de secuenciación adicionales indicaron 20
que esta estructura replegada contenía 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 pequeños resultarían de in vivo la escisión de estos 
ARN bicatenarios pequeños en fases adicionales se clonó solo a bajas abundancias.

Aunque se identificaron muchas variantes de ARN pequeños, solo una única fase única de 21 nucleótidos (21 nt) de 
la cadena positiva fue respaldada por la información de secuencia (Tabla 2) La "plenitud de fase" indica cuántas 25
fases de 21 nt están ocupadas por ARN pequeños 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 están ocupadas en la 
cadena positiva, pero ninguna está ocupada en la cadena negativa hipotética. La "unicidad de fase" representa un 
puntaje de probabilidad para ARN pequeños en fases, que tiene en cuenta la ocupación de fase y la abundancia de 
ARN pequeños en cada fase. El marco 16.1 y el marco 7.0 representan cada lado de la estructura replegada 30
(representada en la figura 1, con los primeros siete pequeños ARN en fase mostrados) y sus abundantes ARN 
pequeños en fase; la fase es muy compatible (unicidad> 0,97) para esta estructura, mientras que todas las demás 
fases potenciales de ARN pequeño no se soportaron suficientemente por los datos de secuencia (unicidad <0,005). 
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Tabla 2

Marco Inicio (número de fase) Longitud 
de fase

Fase de 
plenitud

Unicidad 
de fase

Abundancia de 
ARN pequeño

Copias 
promedio

16,1 5099(1), 5120(2), 5141(3), 
5162(4), 5183(5), 5204(6), 
5246(8)

8 0,43 0,9963 344, 89484, 
3393, 3121, 
10455, 71, 31

15271

7,0 3620(1), 3641(2), 3662(3), 
3683(4), 3704(5), 3725(6), 
3746(7), 3767(8)

8 0,5 0,9717 67, 6875, 1289, 
3, 151, 7, 67, 
11619

2510

19,0 3611(1), -3630(2), - 3651(3), 
3653(3), - 3693(5), -3714(6), 
- 3735(7), 3737(7), -
3756(8), 3758(8)

8 0,62 0,0049 27, 1, 1, 59, 1, 3, 
6, 2, 1, 1

10

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

5 0,5 0,0013 1, 5, 2, 2, 2 2

4,0 3638(1), 3680(3), 3722(5), -
3741(6), 3764(7)

7 0,35 0,0011 17, 1, 2, 2, 1 5

18,0 -5120(1), 5122(1),-5141(2), 
5164(3), 5185(4)

4 0,62 0,001 1, 15, 1, 73, 17 21

6,0 3640(1), 3661(2), 3682(3), 
3724(5), 3745(6), 3766(7)

7 0,42 0,0008 9, 3, 1, 1, 2, 2 3

15,0 5140(1), 5161(2), 5182(3), 
5203(4)

4 0,5 0,0007 1, 71, 4, 4 20

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), 
3780(7)

7 0,28 0,0003 2, 2, 1, 2 2

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

6 0,41 0,0003 2, 1, 2, 1, 1 1

La secuencia genómica y los precursores putativos para la estructura replegada de Oryza sativa se da en las SEQ 
ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, y SEQ ID NO. 11. Una secuencia de ADN genómico (SEQ ID NO. 9) Se 
predijo que incluiría la secuencia de ADNc, la secuencia intrónica y los brazos replegados como se muestra en la 5
figura 2, y varias versiones empalmadas alternativamente de esta transcripción se encontraron en las bases de 
datos de ADNc. Una abundante transcripción empalmada alternativamente (SEQ ID NO. 10) indica la eliminación de 
la mitad de la estructura replegada, probablemente evitando la producción de ARN pequeño. Una etiqueta de 
secuencia expresada (SEQ ID NO. 11) se identificó como la representación de la secuencia complementaria a SEQ 
ID NO. 10. Una caja CANATA canónica (indicada por los nucleótidos en caja en la figura 2) se encuentra 34 bases 10
aguas arriba del sitio de inicio de transcripción predicho en SEQ ID NO. 8, evidencia de que este es el De buena fe
5' fin de la transcripción De este modo, una estructura replegada única 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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión génica. Alternativamente, dos (o más) variantes de corte 
y empalme transcritas del mismo promotor, cada una contiene uno de cada uno de los brazos de la estructura 15
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 múltiples ARN pequeños de doble cadena.

La evidencia recolectada apoya este locus como un nuevo tipo de elemento regulatorio (supresión) mediado por 
ARN. diferente a trans-activos ARNip, todos los múltiples pequeños ARN bicatenarios se derivan de la transcripción 
de ARN original o más cadena del precursor, independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN y 20
sin un sitio diana de miARN que inicia la producción de ARN bicatenario. A diferencia de los microARN, el locus está 
escindido in vivo a múltiples ARN pequeños en fase abundante, y (como se describe a continuación en el Ejemplo
5), este procedimiento requiere DCL4 (o un ortólogo DCL4) y no DCL1. Por lo tanto, los inventores denominan este 
locus novedoso como un locus de "ARN pequeño en fase".
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La expresión de este locus de ARN pequeño en fase particular parece estar restringida principalmente al grano 
maduro tanto en maíz como en arroz, lo que indica una función endógena relacionada con la represión de los genes 
implicados en la maduración o mantenimiento del estado embriogénico en el grano maduro. Se predijeron objetivos 
putativos para cada uno de los siete ARN pequeños en fases (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID 
NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y SEQ ID NO. 7), siguiendo las pautas de predicción objetivo descritas en 5
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 maíz correspondientes 
de la base de datos pública, Maize Assembled Genomic Island (disponible en línea en 
magi.plantgenomics.iastate.edu, ver Fu et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 102: 12282-12287) 
también se proporcionan. 10

Tabla 3

SEQ ID 
NO.

Número 
de clon

Secuencia de 
ADN

Gen diana (arroz) Locus de maíz 
*

Valor E

3 1196700 Dominio de proteína quinasa 
Os01g12300 

MAGI4_89402 3,00E-24

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
Os12g17310 

MAGI4_70672 0

MAGI4_141564 0

5 1275002 Transportador de tipo ABC-2
Os09g29660

MAGI4_27534 2,00E-22

Transportador de potasio 7 
Os01g70940

MAGI4_99444 0

Proteína de absorción de potasio
Os09g27580 

MAGI4_99444 3,00E-68

Proteína del canal de cloruro
Os08g38980

MAGI4_25450 e-127

* disponible públicamente en magi,plantgenomics,iastate,edu

Ejemplo 2

Este ejemplo describe una construcción de ADN recombinante que incluye un promotor ligado operablemente a ADN 
que transcribe ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exógeno reconocible por un ARN pequeño 15
en fase expresado en una célula específica de un eucariota multicelular, y (b) diana ARN que se va a suprimir en la 
célula específica, en el que el ARN diana debe expresarse en células del eucariota multicelular distintas de la célula 
específica. Más específicamente, este ejemplo describe una construcción de ADN recombinante que incluye ADN 
que transcribe ARN que contiene un sitio de reconocimiento exógeno que corresponde a al menos un ARN pequeño 
en fase derivado de un locus de ARN pequeño en fase endógeno.20

Las construcciones de ADN recombinante se diseñaron para incluir un elemento de expresión génica para la 
expresión 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 pequeño en fase de la presente invención (por 
ejemplo, uno o más de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y 
SEQ ID NO. 7 como se describe en el Ejemplo 1). Se pueden diseñar construcciones de ADN recombinante 25
similares, en las que se incluye un sitio de reconocimiento (sitio diana) correspondiente a al menos un ARN pequeño 
en fase de la presente invención para regular la expresión de un elemento de expresión génica para la expresión 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 
expresión de un elemento de supresión génica (por ejemplo, sentido, antisentido, combinaciones de sentido y 30
antisentido, repeticiones en tándem de sentido o de antisentido)., microARN, ARNip y cualquier otra construcción 

E07837683
11-01-2018ES 2 655 700 T3

 



23

diseñada para reducir la expresión de un gen diana).

Una construcción de control (pMON94320) con un promotor 35S que dirige la expresión de GUS y un terminador 
Hsp17 incluye la secuencia parcial SEQ ID NO. 12, con un sitio de inserción (indicado en letra negrita en la figura 
3B) localizado entre la secuencia de codificación GUS y el terminador Hsp17. Se diseñaron tres constructos 
adicionales basados en esta construcción de control, conteniendo cada uno al menos un sitio de reconocimiento 5
correspondiente a un ARN pequeño en fase de la presente invención. La primera construcción (pMON100574) 
incluyó la secuencia parcial SEQ ID NO. 13, que contenía uno de los ARN pequeños en fase de 21 meros (SEQ ID 
NO. 6) descrito en el Ejemplo 1, incorporado en la orientación de sentido en el sitio de inserción (Figura 3C). La 
segunda construcción (pMON100575) incluyó la secuencia parcial SEQ ID NO. 14, que contenía uno de los ARN 
pequeños en fase de 21 meros (SEQ ID NO. 6) descrito en el Ejemplo 1, incorporado en la orientación antisentido 10
(es decir, como un sitio de reconocimiento correspondiente a SEQ ID NO. 6 en la orientación de sentido) en el sitio 
de inserción (Figura 3D). La tercera construcción (pMON100576) incluyó la secuencia parcial SEQ ID NO. 15, que 
contenía dos de los ARN pequeños en fase de 21 meros (SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6) descrito en el Ejemplo 1,
ambos incorporados en la orientación antisentido (es decir, como sitios de reconocimiento correspondientes a SEQ 
ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6 en la orientación de sentido) en el sitio de inserción (Figura 3E).15

El tejido de maíz de los granos en desarrollo se analizó 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, indicó la transcripción del locus de ARN pequeño en fase de maíz 
endógeno, especialmente en embriones en desarrollo y en menor medida en endospermas en desarrollo, 
corroborando aún más los resultados de clonación dados en Tabla 1.20

Los embriones zigóticos de maíz (21-22 días después de la polinización) se transformaron con los constructos de 
ADN recombinante mediante bombardeo de partículas, usando aproximadamente 0,5 microgramos de ADN 
administrados con una inyección de una pistola de partículas de helio. El tejido bombardeado se incubó durante 24 o 
48 horas en una cámara oscura de crecimiento a una temperatura de 26 grados Celsius. Los embriones se tiñeron 
en solución de ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurónico (24 horas a 37 grados Celsius) seguido de la 25
limpieza del tejido teñido en etanol al 70 %. La expresión del gen de interés (GUS) codificado por el elemento de 
expresión génica se indicó por el nivel de tinción en los embriones; Se predijo que la expresión de GUS sería 
silenciada por el locus de ARN pequeño en fase endógena de maíz. Como se predijo, la expresión de GUS se 
silenció en los embriones transformados con las construcciones (pMON100575 y pMON100576) que contenían al 
menos un sitio de reconocimiento correspondiente a un ARN pequeño en fase de la presente invención. (Figura 3A).30
El silenciamiento observado en los embriones transformados con pMON100574 se debió presumiblemente a la 
transcripción endógena antisentido presente en baja abundancia como se observó en las bibliotecas de ARN de 
arroz clonado (ver Tabla 2 para abundancias de ARN pequeños clonados).

Los sitios de reconocimiento correspondientes a ARN pequeños en fase son útiles para regular la expresión de un 
transgén en una construcción que incluye al menos un sitio de reconocimiento de este tipo. Por lo tanto, esta 35
memoria descriptiva proporciona una construcción de ADN recombinante que incluye un promotor unido 
operativamente al ADN que transcribe a ARN que incluye: (a) al menos un sitio de reconocimiento exógeno 
reconocible por un ARN pequeño en fase expresado en una célula específica de un eucariota multicelular, y) el ARN 
objetivo se suprime en la célula específica, en el que el ARN diana debe expresarse en células del eucariota 
multicelular distintas de la célula específica. La memoria descriptiva incluye una construcción de ADN recombinante 40
que incluye un transgén y al menos un sitio de reconocimiento que corresponde a uno o más ARN pequeños en fase 
de la presente invención, útiles para la expresión de ese transgén en tejidos distintos de aquellos en los que se 
expresan los ARN pequeños en fase, y supresión del transgén en los tejidos donde se expresan los ARN pequeños 
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 maíz (este ejemplo); una construcción que contiene un transgén (por ejemplo, un gen de tolerancia a 45
herbicidas tal como 5-enolpiruvililshikimato-3-fosfato sintasa) y al menos un sitio de reconocimiento correspondiente 
a SEQ ID NO. 6 es útil para la supresión del transgén en al menos arroz o maíz.

Ejemplo 3

Este ejemplo describe una construcción 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 50
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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  ("ARN pequeños en fase") 
para la supresión génica. Preferentemente, el ARN hibridado se produce independientemente de una ARN 
polimerasa dependiente de ARN. La construcción de ADN recombinante de la presente invención puede incluir un 
locus de ARN pequeño en fase sintética (que puede transcribirse en un transcrito más larga o más corta que la 55
transcrita a partir de un locus de ARN pequeño en fase de origen natural), diseñado para escindirse in vivo y en fase 
en cualquier número de ARN pequeños en fases para la supresión de uno o más genes diana.

Este ejemplo proporciona un aspecto de una construcción de ADN recombinante que incluye secuencias de ácido 
nucleico derivadas de plantas de cultivo de monocotiledóneas, que transcribe a un ARN que contiene una estructura 
replegada individual escindible in vivo y en fase a múltiples ARN bicatenarios pequeños para la supresión génica, 60
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independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. Se descubrió que un locus pequeño de ARN en 
fases de monocotiledóneas tiene la estructura replegada única 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, SEQ ID NO. 4, SEQ 
ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y SEQ ID NO. 7), cada uno de los cuales puede diseñarse para suprimir la expresión de un 
gen diana o de múltiples genes diana en trans. En este ejemplo, un constructo de ADN recombinante basado en 5
este locus se diseñó para transcribir un solo transcrito que incluye una estructura replegada imperfecta para suprimir 
múltiples genes endógenos en el maíz: (1) el ARN mensajero que codifica el LKR región del gen de la lisina 
cetoglutarato reductasa / saccharopina deshidrogenasa, LKRlSDH, y (2) el ARN mensajero que codifica el 
dominante De cera gen, que codifica una enzima para la síntesis de almidón; un fenotipo mutante "ceroso" (sin 
almidón) caracterizado por amilosa disminuida y amilopectina incrementada (almidón ramificado) se ve típicamente 10
en plantas homocigotas para el alelo recesivo natural (wx / wx) y es útil como marcador visual de herencia en 
crianza de maíz.

La secuencia de ADN recombinante se diseñó en base a una secuencia de inicio de 939 nucleótidos (SEQ ID NO. 
17), que incluía, en orden: (1) una secuencia líder 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, 15
SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEC ID Nº: 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 SEQ ID 
NO. 26) en el orden indicado (5 'a 3'); y (5) una región 3’ no traducida y terminador (SEQ ID NO. 27)20

Esta secuencia de inicio (SEQ ID NO. 17) es útil como un molde de ARN pequeño en fase en la que se basa una 
construcción de supresión génica; uno o más de los 21-contiguos (o los segmentos de ARN contiguos en la 
transcripción de ARN correspondiente) que forman la estructura replegada pueden modificarse o modificarse para 
silenciar un gen diana, como se describió anteriormente bajo el título "Un transcrito de constructo de ADN 
recombinante" a una primera y una segunda serie de segmentos contiguos de ARN que forman ARN hibridado que 25
se escinde en fase en vivo". En esta realización no limitante, los 21-meros diseñados para silenciar uno o más genes 
diana se seleccionan preferentemente de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID 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 construcción de supresión 
génica modificada genéticamente.30

En un ejemplo específico, se seleccionaron secuencias de 21 mer seleccionadas (ARN pequeños 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 
construcción de supresión génica que tiene la secuencia 

35

los brazos 5 'y 3' de la estructura replegada están indicados por texto subrayado, los 21-mers diseñados se 
muestran en negrita, y los nucleótidos desiguales intencionalmente se indican con letra minúscula. Se modificó 
también la secuencia adicional en cada brazo replegada para preservar la estructura secundaria original (incluida la 
ubicación 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 40
partir de la construcción de supresión genética generada (SEQ ID NO. 32). La expresión de la construcción de 

E07837683
11-01-2018ES 2 655 700 T3

 



25

supresión génica modificada está dirigida por un promotor específico de endosperma apropiado, tal como una zeína 
de maíz o un promotor B32 (nucleótidos 848 a 1259 del número de acceso de GenBank X70153, véase también 
Hartings et al. (1990) Plant Mol. Biol., 14: 1031-1040) Se diseñan construcciones de ARN pequeños en fase sintética 
adicionales de una manera similar para silenciar genes diana múltiples, tales como combinaciones de genes 
endógenos (por ejemplo, LKR / SDH, GLABRA1, DWARF4 y CLAVATA) o transgenes (por ejemplo, genes 5
informadores tales como GUS o GFP), o marcadores seleccionables tales como un gen que imparte tolerancia a 
antibióticos 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 
múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión génica, en donde el ARN hibridado se produce 10
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. Más específicamente, este ejemplo proporciona 
secuencias de ácidos nucleicos, obtenidas de plantas de monocotiledóneas, que son útiles para hacer una 
construcción de ADN recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN hibridado que se escinde en 
fase in vivo en múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión génica, independientemente de una ARN 
polimerasa dependiente de ARN.15

Siguiendo los procedimientos descritos en detalle en el Ejemplo 1, se identificó un segundo locus de "ARN pequeño 
en fase" a partir del arroz (Oryza sativa) bibliotecas maduras de ARN de grano y plántula. Este locus, 
LOC_Os12g42380.1 | 11982.m08017, tenía la secuencia de ADN

GATTCTCCCCTGCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCAATCGGGCGAAGCCGCCCTCGCCGCC 
GTCGCGGCGGCGGCGGCGAGGGCGAGCTCCTGCGAGAGATCCTCCGCCGCCTCATGCCTCG 20
CGCGCGCGCTCCCGCTCCCGCTCTCGCCTGCAGTATTTGTTCCATTGCCGCGCACCACTTTCC 
GGTGGGCGGCGGGCAATGCTAGGGGTTAAGAGACCTTCTCTCCCCGAGATGGAGGCGCCGG 
GCGGCGCGGCGGGGGACGCGGAGGAGGAAGTTGATGCCCGGATCCGCTGGGTTCCATGGTG 
GCTGCTATGGAATGGTGGAATTGCTTGGATGGCCACGAAGGGGATCGACGCCAATTGTTTGG 
CGACCTCTACGATAGAATCGCGTCGAGTCGGGGTGTTCTTTCCTGTTATTACTAGAAGTAGTT 25
GAATTTCGTGATTGAACACACAAGGAAGCTTGATATCGCGTCGGGGGTGTTCTTTCCTGTTA 
TTACTAGATGTAGTTGGGTTTCGTGATTGAACACCTAAGGAAAGGAAGCTTGATAAATGGAA 
GATAGTCCAGCAAGTTTTGAAGATGATAGAAAATTTGAGCGCGTCGTAGTAACTGTCGTCCA 
CGATCACGTCCAGTGTTGTTCATGGCATGGGGGATGGAGTCAGGATCCTTGAGGCGTCTGCT 
CCTGTTGCACTGCTTCATGCCTTTCCTGCCTTCTAGGATGCTTAAGATGGTTGCGAAGTCAGG 30
TGCTTGGGAGTTCATGAAGCGGTCATAATCAATTTCGCTCTCTGTAGTACTTTCTCTGGTGTC 
TTCCCCGTTGCTTCCTTTTGGAAGAAAAGCGTCCTTTAGAATCTCTTGAGAGAGTGCACTTTC 
TCCCTCTCCTGCCATCAGTAGTGCCTTTATTTTCGCTTGGTTTCCGCATCATCAGGTGGCACTT 
ATAGAAATTATTTTATGGAGGAAAAAGCATTGTATGGCATGATAGAAATATCCTTATGGATA 
AAACTAGGACACTTGCAAGTGTTCAATGGGAGTCACCTTACCTTTTTTGCCTACCTGTCTGCA 35
TTTCATGAATGGGATTCCTTCTCCTGCGCCGGTGCTGTCTTCTCAAATGGGAAATGGAGGCA 
AGCATCTGCCCTGTTCCATGGTGGCAGCCATGGAATGATGGGATTTCTTTGATGGTCATAAA 
GGAGATCAAAACCAACGGTTGGCAATCTCTGCAGGGATGATGAACCAGGCTTGTAATATCT 
GTTGCTGATTTCTTTGGAAGACATAACGGCAAGCTTCATGGGGCACGATGGATTTCAGATGG 
TTGCTTCAGCCATGTCTCAAGATTCAGTTGATGGACCTCAAGTTTCTGGGTGCAGTGCCACG 40
AGTCTTGGTCAGCCCAAGAGTAAGCGCAGGACTGGTGACAAGGCAAGAGGGGAGAAGAAG 
GCACTCAAAGTTAAGATTAACCTTGCCAGCCCGGCCAAAAAAATTAAGAAAAGTAGCAAAA 
AGAAGGGCAAAAAGGGCACTGTTGCTGGCAGGATAGGGAGAAAATGCACTCTCTCAAGAGA 
TTCTAAAGGGCGCTTTCTTCCAAGAGAGAGTAAGGGGGGAGACATCGGAGGAAATGCTACA 
GAGAGTGAAGTTGATTATGACCGCTTCATGAACTTTCAGGCACCTGACTTCGCTACCATCTT 45
AAGTATTTTGAAAGGCTGGAAAGGCATGAAGCAATGTAACAAGATCAGGCGCCTCAAGGAT 
CCTGACTTCGTCCCTCTCATGAACGTCATGAGCAACACTGGATATGTGACCGAGGATGATGG 
TCACTATGATGTGCTGAAAGTCTTGATGCATGCAGATGGCTGGTCTGCATAGTGATTCAAGC 
TCTCAAATCAAAACATTCAGGCCTATGGCCTTGTTGCTAGAACAGTGGTTTCTTCTTTCACCT 
TTAAAACTTGATGGACTTTGTTCCATTTATCTTAGAAATTTTGTTGCCCTTGAGTCCGGTGGA 50
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 55
GCUCCUGUUGCACUGCUUCAUGCCUUUCCUGCCUUCUAGGAUGCUUAAGAUGGUUGCGAA 
GUCAGGUGCUUGGGAGUUCAUGAAGCGGUCAUAAUCAAUUUCGCUCUCUGUAGUACUUU 
CUCUGGUGUCUUCCCCGUUGCUUCCUUUUGGAAGAAAAGCGUCCUUUAGAAUCUCUUGAG 
AGAGUGCACUUUCUCCCUCUCCUGCCAUCAGUAGUGCCUUUAUUUUCGCUUGGUUUCCGG 
CAAAAAGGGCACUGUUGCUGGGAGGAUAGGGAGAAAAUGCACUCUCUCAAGAGAUUCUA 60
AAGGGCGCUUUCUUCCAAGAGAGAGUAAGGGGGGAGACAUCGGAGGAAAUGCUACAGAG 
AGUGAAGUUGAUUAUGACCGCUUCAUGAACUUUCAGGCACCUGACUUCGCUACCAUCUUA 
AGUAUUUUGAAAGGCUGGAAAGGCAUGAAGCAAUGUAACAGAUCAGGCGCCUCAAGGAU 
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CCUGACUUCGUCCCUCUCAUGAACGUCAUGAGCAACACUGGAUAUGUGACCGAGGAUGAU 
GGUCACUAUGAUGUGCUGAAA (SEQ ID NO. 34) y que contiene la secuencia y la estructura replegada única 
como se muestra en la figura 6. Figura 7A representa la abundancia de ARNip en transcripciones por un cuarto de 
millón de secuencias ("tpq") a lo largo de toda la secuencia (alrededor de 2 kilobases)y la figura 7B representa una 
vista ampliada de la región de ARNip y la fase de 21 nucleótidos de la pequeña abundancia de ARN de este locus.5

Al igual que con el locus de ARN pequeño 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 múltiples ARN pequeños de doble cadena. A 
diferencia de los ARNip de acción trans, todos los múltiples ARN bicatenarios pequeños  derivan del transcrito de 
ARN original o más del precursor, independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN y sin un sitio 10
objetivo de miARN que inicia la producción de ARN de doble cadena.. A diferencia de los microARN, el locus está 
escindido in vivo a múltiples ARN pequeños en fase abundante, y (como se describe a continuación en el Ejemplo 
5), este procedimiento requiere DCL4 o un ortólogo DCL4 y no DCL1.

Datos sobre los ARN pequeños en fase de este locus (SEQ ID NO. 33) se proporcionan en Tabla 4. La mayoría de 
estos ARN pequeños en fase se clonaron a partir de las bibliotecas de ARN de arroz pequeño, y varios también se 15
identificaron en el maíz (Zea mays) Librerías de ARN preparadas a partir de granos (32 días después de la 
polinización y 39 días después de la polinización) y raíz (etapa V9), lo que indica que existe un locus de ARN 
pequeño en fase similar en el maíz. La transcripción (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. 20
66) y 3’ secuencia flanqueante GAGGAUGAUGGUCACUAUGAUGUGCUGAAA (SEQ ID NO. 67) así 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 nucleótidos. Figura 6 representa la posición 
relativa de cada pequeño 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 mayoría, pero no todos, de estos ARN pequeños 25
son 21-mers. El pequeño ARN predicho para ser codificado por SEQ ID NO. 59 contiene 27 nucleótidos, que 
incluyen un gran bulto de 8 nucleótidos desapareados; se predice que la modificación de esta secuencia para que 
este pequeño ARN esté más cerca de dos vueltas helicoidales (aproximadamente 21 nucleótidos) da como resultado 
el procesamiento de este pequeño ARN.

30
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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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  ("ARN pequeños en fase") para la supresión génica, en donde el ARN 
hibridado se produce independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. El locus de sARN de fase 
OS06g21900 (descrito en el Ejemplo 1 y con la estructura parcial representada en la figura 1) es procesado in vivo a 5
ARN pequeños de múltiples fases; todos los múltiples pequeños ARN bicatenarios se derivan de la cadena positiva 
del precursor, que los distingue de trans-actuando ARNip. Y, a diferencia de los microARN, el locus contiene 
múltiples ARN pequeños en fases abundantes. Este ejemplo proporciona una caracterización adicional de un locus 
de ARN pequeño en fase como claramente distinto de los microARN canónicos y trans-activos ARNip.

El locus de sARN en fases Os06g21900, localizado en el cromosoma 6 de arroz, se caracterizó adicionalmente. Un 10
precursor de 898 nucleótidos que se mapeó a este locus se secuenció a partir del clon de biblioteca LIB4833-001-
R1-N1-G10 y se encontró que tenía la secuencia de ADN 

la transcripción correspondiente contenía los ARN pequeños en fase (ver Ejemplo 1) distribuido entre dos regiones 
a lo largo de la transcripción (Figura 8A). Este locus contiene dos exones (exones 2 y 3, indicados por las regiones 15
sombreadas) que forman una estructura larga, imperfecta y plegada que contiene ocho ARN de doble cadena 
pequeños de 21 nucleótidos, separados por un intrón de ~1.2 kB (Figura 8B). No se encontraron ARN pequeños 
que coincidieran con el Exón 1, ni ninguna secuencia diana de miARN que pudiera iniciar un trans-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 análisis de transferencia de gel de ARN del ARN pequeño en fase más 20
abundante confirmó que la expresión era específica del grano de arroz (Figura 8C). Ninguno de los dos pequeños 
ARN en fase más abundantes ("P7", SEQ ID NO. 6, y "P4", SEQ ID NO. 3) fue detectado en plántulas de arroz o en 
otras especies de plantas probadas.

Los ARN pequeños en fase forman una nueva clase de ARN pequeños reguladores que difieren de los microARN 
canónicos (miARN) y trans-actuando ARNip. Los ARN pequeños en fase descritos en el presente documento son en 25
cierta medida una reminiscencia de miR163 en Arabidopsis en el que se secuenciaron dos fases de ARNip con un 
solo ARN pequeño (miR163 en sí mismo) acumulándose 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 
pequeños en fase difieren claramente de miR163 en que se procesan múltiples ARN pequeños en fase abundante y 
pueden aislarse a partir de un solo transcrito. El locus de ARN pequeños en fase es una estructura replegada30
imperfecta, extendida, única (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 (RDR6) para generar el ARN bicatenario a partir del cual se procesan los 
ARNip en fase.

La estructura replegada extendida del locus de ARN pequeño en fase Os06g21900 sugiere que este precursor no se 35
procesa a través de la vía canónica de miARN. La naturaleza gradual de los ARN en fases pequeñas indica además 
que son el resultado del procesamiento por DCL4 o un ortólogo DCL4 en lugar de por DCL1. Para confirmar 
adicionalmente que los ARN pequeños en fase descritos en el presente documento son únicos y distintos de los 
microARN canónicos (miARN) y trans-activo ARNip, la longitud completa de ADNc Os06g21900 phased small locus 
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ARN se transformó 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 pequeños en fase "P7". (SEQ ID NO. 6), y "P5" (SEQ ID NO. 4), un miARN canónico (miR173) y un trans-activo 
ARNip (ta-siR255) (Figura 8D).

Los ARN pequeños de 21 nucleótidos en fase se expresaron en gran medida en eventos de transformación de Col-0 5
y dcl1-7, pero en el dcl4-1 mutante, sARN en fase de 21 nucleótidos estaban ausentes, observándose sólo 
pequeños ARN débiles de 24 nucleótidos (similar a lo que se observó para ta-siR255). Estos datos son consistentes 
con la función de DCL4 en el procesamiento de ARN pequeños en fase, pero, a diferencia de trans- ARNip que 
actúan, no se requirió un sitio de iniciación de miARN en el caso de los loci de ARN pequeños en fase descritos en 
el presente documento. Estos datos también demostraron que el locus de ARN pequeño en fase de una planta de 10
cultivo de monocotiledóneas se procesó de manera eficiente en una planta dicotiledónea. Por lo tanto, los sARN en 
fase se procesan a través de vías distintas de las de los microARN canónicos (miARN) y trans-activos ARNip. Como 
se describe en otros ejemplos descritos en el presente documento, el locus de ARN pequeño en fase es útil como 
molde para diseñar una construcción de ADN recombinante que codifica un transcrito que se pliega en ARN 
hibridado que se escinde en fase in vivo en múltiples ARN bicatenarios pequeños  para la supresión génica, o 15
alternativamente como un molde para diseñar una construcción 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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  ("ARN 
pequeños en fase") para la supresión génica.20

Ejemplo 6

Este ejemplo describe una construcción 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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  ("ARN pequeños en fase") 25
para la supresión génica.

Este ejemplo proporciona un aspecto de una construcción de ADN recombinante que incluye secuencias de ácido 
nucleico derivadas de plantas de cultivo de monocotiledóneas, que transcribe a un ARN que contiene una estructura 
replegada individual escindible in vivo y en fase a múltiples ARN bicatenarios pequeños para la supresión génica, 
independientemente de una ARN polimerasa dependiente de ARN. Este ejemplo es una construcción de ADN 30
recombinante diseñada para suprimir múltiples genes diana. El locus de ARN pequeño en fase Os06g21900 (ver 
Ejemplo 1) se modificó para suprimir tres genes diana de la siguiente manera: nucleótidos de los ARN pequeños 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 nucleótidos correspondientes a un segmento de los genes GL1, IDA y LFY de 
Arabidopsis thaliana. La secuencia resultante fue 35

Esta secuencia se sintetizó, se subclonó en un vector binario de dicotiledónea (pMON97890) que incluía un 
marcador seleccionable de resistencia al glifosato, y se transformó en Arabidopsis thaliana usando una técnica de 
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inmersión 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 supresión de GL1 (Marks y Feldmann (1989) Plant Cell, 1: 1043-1050), prevención de la abscisión de 
pétalos mediante supresión de IDA (Butenko et al. (2003) Plant Cell, 15: 2296-2307), y la conversión de flor en hoja 
por supresión de LFY (Schwab et al. (2006) Plant Cell, 18: 1121-1133).5

Ejemplo 7

Este ejemplo describe una construcción 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 múltiples ARN bicatenarios pequeños  ("ARN pequeños en fase") 10
para la supresión génica. Más específicamente, este ejemplo describe una construcción de ADN recombinante que 
transcribe al ARN escindido in vivo en fase en ARN pequeños en fase para la supresión génica de múltiples virus en 
las plantas.

Los ARN pequeños en fase se diseñaron para dirigirse a regiones altamente homólogas de geminivirus, tospovirus y 
un potexvirus de importancia económica que infectan al tomate. Estos virus incluyen el virus del rizado de la hoja 15
amarilla del tomate (aislado de la República 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 
maní, y Pimiento virus de la clorosis. Las regiones homólogas permiten un conjunto limitado de ARN pequeños en 
fase para controlar muchos virus; adicionalmente, se predice que estas regiones conservadas tienen menos 20
probabilidades de desarrollar resistencia debido a cambios en la base que impedirían o evitarían la supresión por 
ARN pequeños en fase. La puntuación de Reynolds, la asimetría funcional y las propiedades de los miARN se 
tuvieron en cuenta al seleccionar las secuencias diana para la supresión. Se utilizan ARN pequeños de fases 
múltiples para mejorar el silenciamiento y prevenir la resistencia.

En este ejemplo, las secuencias de nucleótidos para suprimir múltiples dianas virales se usaron para reemplazar las 25
secuencias nativas (es decir, segmentos de cada uno de los 21 nucleótidos contiguos) de los abundantes ARN 
pequeños en fase derivados de una secuencia de armazón (el ADNc de Os06g21900, SEQ ID NO. 69), con 
nucleótidos adicionales cambiados cuando sea necesario para preservar la estructura secundaria como se 
encuentra en la transcripción del precursor nativo. Los segmentos de reemplazo de 21 nucleótidos incluyeron dos 
secuencias para suprimir geminivirus, TGGTACAACGTCATTGATGAC (SEQ ID NO. 71) y 30
TGGACCTTACATGGCCCTTCA (SEQ ID NO. 72), una 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 35
reemplazo se incorporaron a una secuencia de ADN que codifica un precursor de ARN pequeño en fase sintético (es 
decir, un transcrito de ARN que se escindió). in vivo en fase en ARN pequeños en fase para la supresión génica de 
múltiples virus en plantas), 
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donde el texto subrayado indica la ubicación de los segmentos de 21 nucleótidos de reemplazo (ARN pequeños en 
fases) para suprimir virus, el texto en negrita indica nucleótidos en la estructura replegada y la fuente en minúsculas 
indica que los nucleótidos cambiaron para preservar la estructura secundaria como se encontró en la transcrito 
precursor nativa. Figura 9A representa la estructura replegada de la transcripción del locus endógeno de ARN5
pequeño en fase Os06g21900 (SEQ ID NO. 69); Figura 9B representa la estructura replegada del precursor de ARN 
pequeño en fase sintético codificado por SEQ ID NO. 77.

Ejemplo 8

Este ejemplo describe la identificación de los objetivos de un ARN que se escinde in vivo en fase en ARN pequeños 
en fase para la supresión de genes. Más específicamente, este ejemplo describe la identificación de dianas de ARN 10
pequeños en fase producidos a partir de un locus de ARN pequeño en fase nativo.

Putativos genes diana regulados por los ARN pequeños 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 comparación de similitud de secuencia entre el miARN de entrada y el 
conjunto de datos de ADNc diana. Los pares miARN: diana (o análogamente, los pequeños pares de ARN: objetivo) 15
se puntuaron según las reglas establecidas a partir de objetivos de miARN validados experimentalmente (Allen et al. 
(2005) Cell, 121: 207-221) Brevemente, los pares erróneos y las brechas de nucleótido único se puntuaron como 1, 
los pares G: U como 0,5, los puntajes para los pares erróneos 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 penalización, 
con puntajes menores de 4,5 considerados como objetivos putativos. En el caso de miARN conservados o ARN 20
pequeño en fase, se dieron preferencia a los objetivos presentes en genes y ubicaciones ortólogas. 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 será regulado por ARN regulados en fases pequeños del locus que tiene SEQ ID 
NO. 33; la alineación del ARN pequeño en fase y el sitio de reconocimiento también se representa. 

25
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La técnica conocida como amplificación rápida 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 maíz); 
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 unión de una molécula adaptadora de ARN al extremo 5 'del sitio de escisión y depende del 
fosfato 5' que dejan las enzimas ARNasa III, incluida Ago1. Los productos de PCR resultantes se secuencian y el 5
número relativo de clones que se alinean con el sitio de escisión del miARN (o ARN pequeño en fase) entre los 
nucleótidos 10 y 11 en relación con miARN (o ARN pequeño en fase) proporcionan una estimación de miARN (o 
ARN pequeño en fase) actividad. Los resultados de 5 'RLM-RACE ensayos se utilizan para confirmar la división de 
un objetivo previsto por cualquiera de los pequeños ARN en fase.

La identificación y validación de genes endógenos regulados por ARN pequeños en fase a partir de un locus de ARN 10
pequeño en fase expresado de forma nativa es útil, por ejemplo, para eliminar o modificar un sitio de reconocimiento 
de ARN pequeño en fase en un gen endógeno para desacoplar la expresión de ese gen de la regulación por el ARN 
pequeño en fase que regula de forma nativa la expresión del gen. Por ejemplo, puede aumentarse el número de 
pares erróneos que implican bases en las posiciones 2 a 13 (en un sitio de reconocimiento de ARN pequeño en fase 
que tiene 21 nucleótidos contiguos) para evitar el reconocimiento y la escisión por el ARN pequeño en fase.15

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

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Allen, Edwards20
Guo, Liang
Heisel, Sara E.
Ivashuta, Sergey I.
Zhang, Yuanji I.

25
<120> ARN pequeño en fase

<130> 38-21(54702)B

<150> 60/841.60830
<151> 31-08-2006

<160> 97

<210> 135
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 140
augcaaguga uguagcgccc c 21

<210> 2
<211> 21
<212> ARN45
<213> Oryza sativa

<400> 2
auauaggagu cacucaggaa a 21

50
<210> 3
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

55
<400> 3
ucuuugcccu cuuuagugcu u 21

<210> 4
<211> 2160
<212> ARN
<213> Oryza sativa
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<400> 4
uauggauggg caccaucuuc a 21

<210> 5
<211> 215
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 5
uggccaccaa caacaucagc a 2110

<210> 6
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa15

<400> 6
ugccccacca agagaacgcc g 21

<210> 720
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 725
ugccugagga acaccaccca g 21

<210> 8
<211> 5521
<212> ADN30
<213> Oryza sativa

<400> 8

35
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<210> 9
<211> 2454
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2454)10
<223> N es A, T, G o C

<220>
<221> incierto
<222> (1)..(2454)15
<223> incierto en todas las n localizaciones

<400> 9

20
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<210> 10
<211> 684
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<400> 10

10
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<210> 11
<211> 564
<212> ADN5
<213> Oryza sativa

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(564)10
<223> N es A, T, G o C

<220>
<221> incierto
<222> (1)..(564)15
<223> incierto en todas las n localizaciones

<400> 11

20

<210> 12
<211> 57
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> construcción sintética

<400> 1230
atcgtcggct acagcctcgg gaattctctg catgcgtttg gacgtatgct cattcag 57

<210> 13
<211> 78
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

40
<400> 13
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<210> 14
<211> 78
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<400> 14

<210> 1515
<211> 99
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> construcción sintética

<400> 15

25

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> construcción sintética

<400> 1635
cggcgttctc ttggtggggc a 21

<210> 17
<211> 939
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

45
<400> 17
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<210> 18
<211> 312
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<400> 18

<210> 1915
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> construcción sintética

<400> 19
gcacagaaga gggagaagat g 21

25
<210> 20
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
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<220>
<223> construcción sintética

<400> 20
tagacggtgc ccatccacat g 215

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

<220>
<223> construcción sintética

<400> 2115
ctgacgctat tggcggcctc g 21

<210> 22
<211> 21
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

25
<400> 22
gcgttctcct ggtggagcac c 21

<210> 23
<211> 12330
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética35

<400> 23

40
<210> 24
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> construcción sintética

<400> 24
tggtgatgtt cttccggcgg g 2150

<210> 25
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial55

<220>
<223> construcción sintética

<400> 2560
tccgtagtga ttcctatacg g 21
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<210> 26
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> construcción sintética

<400> 26
ggtgctactt cacttggatc a 2110

<210> 27
<211> 210
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> construcción sintética

<400> 2720

<210> 28
<211> 2125
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética30

<400> 28
tgacatcaag tgatctatgc g 21

<210> 2935
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> construcción sintética

<400> 29
tacacctgca tctttggcac a 21

45
<210> 30
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

50
<220>
<223> construcción sintética

<400> 30
tctccttggc gagcggcgca t 2155

<210> 31
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial60
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<220>
<223> construcción sintética

<400> 31
ttgtggatgc agaaagcggt g 215

<210> 32
<211> 939
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> construcción sintética

<400> 3215

<210> 33
<211> 207220
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 33
25
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<210> 34
<211> 6755
<212> ARN
<213> Oryza sativa
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<400> 34

<210> 355
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 3510
ucacguccag uguuguucau g 21

<210> 36
<211> 21
<212> ARN15
<213> Oryza sativa

<400> 36
gcauggggga uggagucagg a 21

20
<210> 37
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

25
<400> 37
uccuugaggc gucugcuccu g 21

<210> 38
<211> 2130
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 38
uugcacugcu ucaugccuuu c 2135

<210> 39
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa40

<400> 39
cugccuucua ggaugcuuaa g 21

<210> 4045
<211> 21
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<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 40
augguugcga agucaggugc u 215

<210> 41
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa10

<400> 41
ugggaguuca ugaagcgguc a 21

<210> 4215
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 4220
uaaucaauuu cgcucucugu a 21

<210> 43
<211> 21
<212> ARN25
<213> Oryza sativa

<400> 43
guacuuucucuggugucuucc 21

30
<210> 44
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

35
<400> 44
ccguugcuuc cuuuuggaag a 21

<210> 45
<211> 2140
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 45
aaagcguccu uuagaaucuc u 2145

<210> 46
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa50

<400> 46
ugagagagug cacuuucucc c 21

<210> 4755
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 4760
ucuccugcca ucaguagugc c 21

<210> 48
<211> 21
<212> ARN65
<213> Oryza sativa
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<400> 48
cacuguugcu ggcaggauag g 21

<210> 49
<211> 215
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 49
gagaaaaugc acucucucaa g 2110

<210> 50
<211> 20
<212> ARN
<213> Oryza sativa15

<400> 50
agauucuaaa gggcgcuuuc 20

<210> 5120
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 5125
uuccaagaga gaguaagggg g 21

<210> 52
<211> 21
<212> ARN30
<213> Oryza sativa

<400> 52
gagacaucgg aggaaaugcu a 21

35
<210> 53
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

40
<400> 53
cagagaguga aguugauuau g 21

<210> 54
<211> 2145
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 54
accgcuucau gaacuuucag g 2150

<210> 55
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa55

<400> 55
caccugacuu cgcuaccauc u 21

<210> 5660
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 5665
uaaguauuuu gaaaggcugg a 21
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<210> 57
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

5
<400> 57
aaggcaugaa gcaauguaac a 21

<210> 58
<211> 2010
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 58
gaucaggcgc cucaaggauc 2015

<210> 59
<211> 27
<212> ARN
<213> Oryza sativa20

<400> 59
cugacuucgu cccucucaug aacguca 27

<210> 6025
<211> 23
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 6030
ugagcaacac uggauaugug acc 23

<210> 61
<211> 21
<212> ARN35
<213> Zea mays

<400> 61
uccuugaggc gucugcuccu g 21

40
<210> 62
<211> 21
<212> ARN
<213> Zea mays

45
<400> 62
uugcacugcu ucaugccuuu c 21

<210> 63
<211> 2150
<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 63
ugggaguuca ugaagcgguc a 2155

<210> 64
<211> 21
<212> ARN
<213> Zea mays60

<400> 64
ugagagagug cacuuucucc c 21

<210> 6565
<211> 21
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<212> ARN
<213> Zea mays

<400> 65
caccugacuu cgcuaccauc u 215

<210> 66
<211> 62
<212> ARN
<213> Oryza sativa10

<400> 66

15
<210> 67
<211> 30
<212> ARN
<213> Oryza sativa

20
<400> 67
gaggaugaug gucacuauga ugugcugaaa 30

<210> 68
<211> 3125
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 68
uuuauuuucg cuugguuucc ggcaaaaagg g 3130

<210> 69
<211> 898
<212> ADN
<213> Oryza sativa35

<400> 69
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<210> 70
<211> 892
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> construcción sintética

<400> 7010

<210> 71
<211> 2115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética20

<400> 71
tggtacaacg tcattgatga c 21

<210> 7225
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> construcción sintética

<400> 72
tggaccttac atggcccttc a 21

35
<210> 73
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
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<223> construcción sintética

<400> 73
taattgtgca gctcatcacc c 21

5
<210> 74
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> construcción sintética.

<400> 74
tagatgggaa atatagatat c 2115

<210> 75
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> construcción sintética

<400> 7525
tgcttatatg tatgttctgt a 21

<210> 76
<211> 21
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

35
<400> 76
tcaagagtct ttgaaagaaa g 21

<210> 77
<211> 88040
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética45

<400> 77
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<210> 78
<211> 21
<212> ARN5
<213> Oryza sativa

<400> 78
gugagaaagu gcccucucuc a 21

10
<210> 79
<211> 2040
<212> ADN
<213> Oryza sativa

15
<400> 79
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<210> 80
<211> 21
<212> ARN5
<213> Oryza sativa

<400> 80
gggcgaaggu gaacucucuc a 21

10
<210> 81
<211> 2523
<212> ADN
<213> Oryza sativa

15
<400> 81
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<210> 82
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

5
<400> 82
gccagaaggu gcacugucuc a 21

<210> 83
<211> 53010
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 83
15

<210> 84
<211> 20
<212> ARN20
<213> Oryza sativa

<400> 84
ggaaggccua agcagugcaa 20

25
<210> 85
<211> 2229
<212> ADN
<213> Oryza sativa

30
<400> 85

E07837683
11-01-2018ES 2 655 700 T3

 



59

<210> 86
<211> 22
<212> ARN5
<213> Oryza sativa

<400> 86
gaaauucaug gaagcagugc ag 22

10
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<210> 87
<211> 1521
<212> ADN
<213> Oryza sativa

5
<400> 87

<210> 8810
<211> 20
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 8815
ggaaggccug aagcaugcaa 20

<210> 89
<211> 1980
<212> ADN20
<213> Oryza sativa
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<400> 89

5
<210> 90
<211> 21
<212> ARN
<213> Oryza sativa

10
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<400> 90
uggcugcuac auggacuccc g 21

<210> 91
<211> 11255
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 91
10

<210> 92
<211> 2115
<212> ARN
<213> Oryza sativa

<400> 92
aggccuuuuc augaacuccc a 2120

<210> 93
<211> 578
<212> ADN
<213> Oryza sativa25

<400> 93
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<210> 94
<211> 21
<212> ARN5
<213> Oryza sativa

<400> 94
ggcgcucgcc uucgcaacca u 21

10
<210> 95
<211> 1188
<212> ADN
<213> Oryza sativa

15
<400> 95
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<210> 96
<211> 21
<212> ARN5
<213> Oryza sativa

<400> 96
ggcccaugac uuugcaacca c 21

10
<210> 97
<211> 1197
<212> ADN
<213> Oryza sativa

15
<400> 97
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REIVINDICACIONES

1. Una construcción de ADN recombinante para la supresión génica que comprende un promotor funcional en 
células vegetales, operativamente unido a ADN recombinante que codifica un transcrito precursor de ARN pequeño
en fase sintético y que comprende una secuencia de nucleótidos de una secuencia molde de ARN pequeño en fase, 
en la que dicho promotor es heterólogo de dicho ADN recombinante y en la que dicha secuencia de molde de ARN 5
pequeño en fase comprende una secuencia de nucleótidos 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 pequeño en fase sintético preserva la estructura secundaria del 
transcrito de dicha secuencia molde de ARN pequeño en fase, en la que dicha estructura secundaria comprende 
ARN hibridado que forma una estructura plegada que incluye dos brazos antiparalelos de cadena sencilla,10
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 erróneos, en el que dicho ARN 
hibridado comprende al menos tres ARN bicatenarios pequeños  en fase contiguos,
en la que cada ARN bicatenario pequeño en fase comprende dos segmentos de ARN antiparalelo de 15
aproximadamente 20 a aproximadamente 27 nucleótidos, cada uno con al menos un apareamiento erróneo entre 
dichos segmentos por lo que dichos apareamientos erróneos se distribuyen a lo largo de dicho ARN hibridado, y
en la que en dicho transcrito de precursor de ARN pequeño en fase sintético, al menos uno de los segmentos de 
ARN se modifica para suprimir al menos un gen diana reemplazando los nucleótidos de un segmento de ARN de al 
menos uno de dichos ARN de doble cadena pequeños en fase en dicha secuencia de molde de ARN pequeño en 20
fase por nucleótidos correspondientes a dicho al menos un gen diana,
en la que dicho al menos un gen diana se selecciona de entre múltiples segmentos no consecutivos de un gen 
diana, múltiples alelos de un gen diana o múltiples genes diana de una o más especies,
en la que al menos una de dichas dos cadenas antiparalelas de dicho ARN bicatenario pequeño en fase es 
aproximadamente un 95 % complementaria de dicho al menos un gen diana, y en la que dicho promotor es 25
heterólogo de dicho ADN recombinante.

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

3. La construcción de ADN recombinante de la reivindicación 1, en la que dicho ARN hibridado es escindible en fase 
in vivo mediante DCL4 o un ortólogo de DCL4 en dichos al menos tres ARN bicatenarios pequeños en fase 30
contiguos.

4. La construcción de ADN recombinante de la reivindicación 1, en la que dichos al menos tres ARN bicatenarios 
pequeños en fase contiguos suprimen múltiples genes diana.

5. Una célula vegetal transgénica que tiene en su genoma la construcción de ADN recombinante de la reivindicación 
1.35

6. Una célula vegetal transgénica que tiene en su genoma la construcción de ADN recombinante de la reivindicación 
1, en la que 

(i) dichos ARN bicatenarios pequeños en fase inhiben una función biológica esencial en una plaga diana y dicha 
célula vegetal transgénica produce adicionalmente una o más proteínas insecticidas Bt que son tóxicas para 
dicha plaga diana; o40
(ii) dichos ARN bicatenarios pequeños en fase silencian un gen de patógeno vírico y dicha célula vegetal
transgénica expresa además transgénicamente la proteína de la cubierta de dicho patógeno viral.

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

8. Un procedimiento para suprimir al menos un gen diana en una planta o de una plaga o patógeno de dicha planta 
que comprende (a) transcribir la construcción de ADN recombinante de la reivindicación 1 en dicha célula vegetal, o 45
(b) proporcionar ARN bicatenarios pequeños en fase producidos a partir de dicha construcción de ADN 
recombinante de la reivindicación 1 a dicha planta.
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