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DESCRIPCIÓN

ARNi para el control de hongos y oomicetos fitopatógenos mediante la inhibición de la expresión de genes CYP51

Campo de la invención

La presente invención se refiere al silenciamiento génico de genes CYP51 de un fitopatógeno del género Fusarium
mediado por ARN de doble cadena. Por consiguiente, la presente invención se refiere a moléculas de ARNdc para la 5
inhibición de la expresión de los genes CYP51 y el uso de tales moléculas de ARNdc inhibidoras para controlar 
hongos y/u oomicetos fitopatógenos; a secuencias de ADN que proporcionan un molde transcripcional para 
moléculas de ARNdc inhibidoras o ARN antisentido; y plantas transgénicas tolerantes a fitopatógenos que 
comprenden tales secuencias de ADN.

Antecedentes de la invención10

Las enfermedades de plantas causadas por hongos y oomicetos fitopatógenos son un riesgo serio en el cultivo de 
plantas. Las enfermedades de los cultivos de cereales tales como la fusariosis de la espiga y la podredumbre de la 
raíz causadas por los hongos fitopatógenos del género Fusarium ejercen mayor impacto económico y agronómico 
sobre la producción global de los cereales y la industria de los cereales. Los daños causados por los hongos y 
oomicetos fitopatógenos deterioran la calidad y la producción de los productos agrícolas hasta la pérdida total de los 15
cultivos y, por lo tanto, dan como resultado pérdidas económicas significativas. Además, se puede comprometer la 
seguridad de los alimentos por la contaminación de los productos agrícolas con micotoxinas, que se producen por 
hongos fitopatógenos durante la infestación de la planta y representan un a grave amenaza para la salud de los 
seres humanos y de los animales. El riesgo de pérdidas devastadoras debido a los hongos y oomicetos 
fitopatógenos es particularmente alto en monocultivos, que actualmente representan el procedimiento predominante 20
de producción de plantas de cultivos agrícolas.

En la actualidad, las principales estrategias en la gestión de hongos y oomicetos fitopatógenos incluyen la aplicación 
ampliamente usada de fungicidas, de estrategias de mejora de resistencia, control biológico e ingeniería genética. La 
última estrategia se basa en el uso de transgenes tales como quitinasa, defensinas, poligalacturonasa, y el uso de 
enzimas detoxificantes de micotoxina. Sin embargo, el uso de tales rasgos antifúngicos hasta ahora no ha 25
proporcionado soluciones prácticas convincentes en términos de eficacia y fiabilidad en la práctica agronómica.

Los fungicidas, tales como los IDM (inhibidores de desmetilación) sistémicos, son actualmente esenciales para el 
control de enfermedades de plantas tales como fusariosis para lograr el nivel de producción que se puede alcanzar 
con las modernas variedades de cultivo de alto rendimiento. Los fungicidas IDM, tales como tebuconazol, triadimefon 
y procloraz, inhiben la biosíntesis de ergosterol al unirse a la lanosterol C-14 α-desmetilasa del citocromo P450 30
(CYP51), lo que da como resultado la alteración de la integridad de la membrana fúngica (Yoshida: Lanosterol 14a-
demethylase. En: Schenkman, H., Grein, K. (Eds.), Cytochromes P450. Springer-Verlag, Berlín, 1993. páginas 627-
639). Sin embargo, la gran dependencia de los fungicidas IDM desde su descubrimiento a mediados de la década de 
1970 ha llevado a la aparición de muchas cepas de fitopatógenos resistentes a IDM durante los últimos años. Por 
estas razones, el control de enfermedades de plantas causado por hongos y oomicetos fitopatógenos continúa 35
siendo un reto.

Liu y col. (Fungal Genetics and Biology 2011, 48, 113-123) han documentado que los genes parálogos cyp51 en 
Fusarium graminearum median la sensibilidad diferencial a los inhibidores de la desmetilación del esterol.

El ARN de interferencia, también conocido como "ARNi", ha surgido como una herramienta genética que aceleró la 
investigación en biotecnología de plantas. El ARNi es una parte integral conservada de los procesos de regulación 40
génica presentes en todos los eucariotas. Para el ARNi en plantas, se ha usado la expresión alternativa 
"silenciamiento génico postranscripcional" (SGPT). El SGPT comienza con el procesamiento o la escisión de un 
ARN de doble cadena precursor en ARN de interferencia (ARNip) de cadena simple o doble de aproximadamente 
20-25 ribonucleótidos de longitud, o micro ARN (ARNmi) (Hamilton & Baulcombe, Science 286:950-952. 1999) 
mediante una enzima de tipo RNasaIII llamada Dicer (Baulcombe, Nature 431:356-363. 2004). Los ARNip o ARNmi 45
se incorporan en un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, del inglés RNA-induced silencing complex) 
que reconoce moléculas de ARN mensajero (ARNm) complementarias y las degrada, lo que resulta en niveles 
sustancialmente reducidos de traducción de proteínas y la desactivación de manera eficaz del gen correspondiente.

La expresión de ARN de doble cadena in planta se ha descrito recientemente para inducir el silenciamiento génico 
inducido por la planta hospedadora (HIGS, del inglés host plant-induce gene silencing) en células fúngicas. En la 50
planta del tabaco, se documentó que el casete de interferencia del gen GUS (β-glucuronidasa) reduce de manera 
específica los niveles del tránscrito en una cepa de Fusarium verticillioides que expresa GUS durante la colonización 
de la planta (Tinoco y col., BMC Biol. 31(8):27. 2011). Nowara y col. (Plant Cell 22:3130-41. 2010) prepararon 
cebada que expresa un ARN de doble cadena dirigido al gen efector fúngico Avra10 y documentaron números 
reducidos de haustorios funcionales dentro de las células epidérmicas de las hojas. El silenciamiento transitorio de 55
Puccinia triticina (roya foliar) mediado por Agrobacterium tumefaciens de genes de patogenicidad proteína cinasa 1 
activada por mitógeno (PtMAPK1), ciclofilina (PtCYC1) y calcinoulina B (PtCNB) se describió que suprimía 
parcialmente el crecimiento de P. triticina, P. graminis y P. striiformis en trigo (Panwar y col., Plant J 73:521-32. 
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2013). Los cereales transgénicos que expresan construcciones de ARNi diseñadas para silenciar determinados 
genes críticos en patógenos que provocan enfermedades en cereales se describen en el documento WO 
2012/155112.

Fue un objeto de la presente invención proporcionar una estrategia basada en ARNi contra fitopatógenos fúngicos y 
de oomicetos, y en particular, proporcionar un procedimiento y medios para controlar tales fitopatógenos en la 5
práctica agronómica.

Sumario de la invención

Los inventores han descubierto que el ARNi dirigido a al menos un gen CYP51 de un hongo u oomiceto fitopatógeno 
es eficaz en el control de tales fitopatógenos. Por consiguiente, los productos de protección de la planta y las plantas 
transgénicas basadas en dicha nueva estrategia pueden ser útiles en la producción de plantas de cultivo.10

La presente invención proporciona una molécula de ARNdc capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A, del gen 
CYP51B y del gen CYP51C de un fitopatógeno del género Fusarium. La molécula de ARNdc de la invención 
comprende:

(i) una secuencia sentido que es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la secuencia 
codificante del gen CYP51A,15
(ii) una secuencia sentido que es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la secuencia 
codificante del gen CYP51B,
(iii) una secuencia sentido que es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la secuencia 
codificante del gen CYP51C, y
(iv) una secuencia antisentido que es sustancialmente complementaria a las secuencias sentido (i), (ii) y (iii),20

en la que la disposición de las secuencias en la molécula de ARNdc permite la hibridación de cada secuencia 
sentido con su secuencia antisentido sustancialmente complementaria.

La presente invención proporciona adicionalmente una secuencia de ADN o una multitud de secuencias de ADN que 
proporcionan un molde transcripcional de al menos las secuencias antisentido de la molécula de ARNdc de la 
invención.25

La presente invención proporciona adicionalmente los procedimientos para la preparación de una planta transgénica 
que comprende la introducción de tal(es) secuencia(s) de ADN de la invención en la planta.

También se proporcionan plantas transgénicas que comprenden la(s) secuencia(s) de ADN de la invención así como 
los procedimientos para controlar un fitopatógeno fúngico y/o de oomiceto, en las que los procedimientos 
comprenden el cultivo de una planta transgénica de la invención permita la generación de ARN que comprende las 30
secuencias antisentido de las moléculas de ARNdc de la invención por la planta.

La presente invención proporciona adicionalmente composiciones para controlar un fitopatógeno fúngico y/o de 
oomiceto que comprende la molécula de ARNdc de la invención y un vehículo compatible con la planta así como 
procedimientos para controlar un fitopatógeno fúngico y/o de oomiceto, en la que una planta infestada por o en 
riesgo de ser infectada por dicho fitopatógeno y/o la proximidad de dicha planta está en contacto con tal composición 35
de la invención.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Morfología de macroconidias de Fusarium graminearum (Fg) cultivadas en cultivo axénico tras el 
tratamiento con CYP3RNA o tebuconazol. (a) Se suspendieron cien macroconidias de Fg en 100 µl de medio 
SNA líquido y se trataron con (i) 1,5 µg de ARNdc de CYP3RNA, (ii) 5 mg/l de tebuconazol y (iii) simulación (50x 40
de tampón de alineamiento) a temperatura ambiente. Las imágenes se tomaron 72 horas después del 
tratamiento. Las flechas apuntan al hinchamiento y redondeamiento de las puntas de las hifas. (b) Cuantificación 
de tránscritos fúngicos CYP51A, CYP51B y CYP51C mediante RT-PCR usando las mismas muestras tratadas 
con simulacro y CYP3RNA que en (a). Los datos se normalizaron a β-tubulina.

Figura 2: Inhibición del crecimiento de macroconidias de Fg mediante CYP3RNA. Se suspendieron cien 45
macroconidias de Fg en 100 µl de medio SNA líquido y se trataron con diferentes concentraciones de ARNdc de 
CYP3RNA en el intervalo de 75 pg a 1 µg de ARNdc. Las densidades de los cultivos de macroconidias de Fg se 
midieron al comienzo del tratamiento y a las 72 horas tras el tratamiento.

Figura 3: Síntomas de la infestación en hojas de Arabidopsis tras la inoculación con Fg. (a) Las hojas 
arrancadas de plantas de 5 semanas de edad se trataron con 5x104 macroconidias de Fg ml-1 y se evaluaron las 50
lesiones necróticas a los 3 días tras la inoculación (dti). (i) Col-0 ts, (ii) Col-0 de control con vector vacío (vv), (iii) 
Col-0 que expresa CYP3RNA (L8 Col-0-CYP3RNA), y (iv) Col-0 inoculada con simulacro (Tween en agua). (b) 
Cuantificación del área de la hoja infestada por Fg a 3 dti; los síntomas típicos de infestación se expresan como 
un porcentaje del área total de la hoja. Las barras representan los valores medios ± DT de tres experimentos 
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independientes, cada uno de los cuales usan 20 hojas recolectadas de 15 plantas diferentes de cada línea de 
planta transgénica, así como las plantas Col-0 ts y Col-0 vv. La reducción en los síntomas de infestación en hojas 
que expresan CYP3RNA en comparación con los controles Col-0 ts y Col-0 vv fue estadísticamente significativa 
(*** p<0,0001; prueba de la t de Student). (c)Hojas de Arabidopsis inoculadas con Fg a 5 dti. (i) La hoja de Col-0 
vv está muy infestada por Fg; (ii) Col-0 que expresa CYP3RNA no presenta síntomas de infestación, aunque los 5
micelios fúngicos son capaces de crecer en el agar que rodea a la hoja intacta y sin síntomas.

Figura 4: Abundancia de tránscritos del gen CYP51 y ARNip en hojas de Arabidopsis inoculadas con Fg. (a-c) 
Análisis específicos de gen de tránscritos CYP51 a 3 dti mediante qRT-PCR usando β-tubulina fúngica como el 
gen de referencia. (a) CYP51A, (b) CYP51B y (c) CYP51C. Se generó ADNc del ARN total aislado de hojas 
inoculadas con Fg recolectadas durante el ensayo de las hojas arrancadas. Las barras representan los valores 10
medios ± DT de tres colecciones de muestras independientes. La reducción en la expresión génica de CYP51 en 
las hojas de Col-0-CYP3RNA inoculadas con Fg en comparación con el control de vv fue estadísticamente 
significativa (**p<0,001, *** p<0,0001; prueba de la t de Student). (d). Detección de ARNip de bajo peso 
molecular complementario a los genes CYP51 en tejido foliar agrupado de plantas Arabidopsis no infestadas e 
infestadas por Fg a 3 dti. El análisis por transferencia de Northern que usa CYP3RNA marcado con 32P se siguió 15
mediante autorradiografía. No se detectó señal en las muestras de control de plantas Col-0 y Col-0-vv. El ARNr 
teñido con bromuro de etidio en el panel inferior sirvió como control de carga.

Figuras 5-9: Estrategia de combinación de fragmentos (apilado) en pGEM-T-CYP3 (Fig. 5) para generar 
CYP3RNA, una construcción diseñada a partir de secuencias parciales de CYP51A (SEQ ID NO:4), CYP51B 
(SEQ ID NO:5) y CYP51C (SEQ ID NO:6) para silenciar los tres genes CYP51. (Fig. 6) p7U10-RNAi, un vector 20
binario con promotores CaMV35S de repetición invertida. (Fig. 7) p7U10-CYP3RNAi, generado mediante 
sustitución del fragmento GUS en p7U10-RNAi por el fragmento CYP3RNA (CYP51B-CYP51A-CYP51C) usando 
las enzimas de restricción HindIII/XmaI. (Fig. 8) p7i-Ubi-RNAi2, un vector binario con promotores CaMV35S de 
repetición invertida. (Fig. 9) p7i-UBi-CYP3RNAi, generado mediante sustitución del fragmento GUS en p7i-Ubi-
RNAi2 por un fragmento CYP51ABC (CYP51A-CYP51B-CYP51C) usando las enzimas de restricción 25
Hindlll/Xmal.

Figura 10: Hojas de cebada transgénica que expresan CYP51ABC (L2-L9, L14, L42), de una planta de control 
de tipo silvestre (var. Golden Promise; GP) y de una planta de control transgénica que solo comprende el vector 
de transfección (vector vacío; vv) 7 días tras la inoculación (7 dti= con Fg tal como se describe en el ejemplo 4.

Figura 11: Abundancia de tránscritos del gen CYP51 en hojas de cebada inoculadas con Fg. (a-c) Análisis 30
específicos de gen de tránscritos CYP51 a 7 dti mediante qRT-PCR usando β-tubulina fúngica como el gen de 
referencia. (a) CYP51A, (b) CYP51B y (c) CYP51C. Se generó ADNc del ARN total aislado de hojas inoculadas 
con Fg recolectadas durante el ensayo de las hojas arrancadas.

Figura 12: Inhibición de crecimiento fúngico pulverizando hojas de cebada con ARNdc de CYP3RNA. Las hojas 
arrancadas de cebada se pulverizaron recubriendo el área (A) o de manera sistémica (B) con ARNdc de 35
CYP3RNA ("ARN"), solo con tampón TE ("control" o ARNdc-GFP ("GFP"), respectivamente. 48 h después de la 
pulverización, las hojas se inocularon gota a gota con Fg. 6 días tras la infección, se registraron los síntomas de 
la infección (A, B) y se midió la cantidad relativa de ADN genómico de β-tubulina fúngica en hojas pulverizadas 
recubriendo la zona (C) o pulverizadas de forma sistémica (D), respectivamente, usando la PCR cuantitativa 
(qPCR). Los gráficos C y D muestran la cantidad relativa de ADN genómico de β-tubulina fúngica normalizada a 40
la cantidad de ADN genómico de ubiquitina de la planta.

Descripción detallada de la invención

1) Definiciones

La expresión "fitopatógeno fúngico o de oomiceto", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un hongo 
u oomiceto que es parásito en una planta hospedadora.45

Los hongos fitopatógenos incluyen hongos del filo Ascomycota y Basidiomycota. La etapa de reproducción asexual 
(anamorfo) de tal hongo se puede conocer con un nombre diferente al de su etapa de reproducción sexual 
(teleomorfo). Por ejemplo, Fusarium graminearum se refiere al anamorfo y Gibberella zeae al teleomorfo de la misma 
especie fúngica. Para el fin de la presente invención, los nombres de Ascomycota y Basidiomycota usados en el 
presente documento pretenden referirse a las especies fúngicas per se en lugar de a una etapa de reproducción 50
particular de las mismas.

Los genes CYP51 son genes que codifican una esterol 14α-desmetilasa del citocromo P450 (CYP51) y homólogos 
de la misma. Un fitopatógeno fúngico o de oomiceto puede tener más de un gen CYP51. Los diferentes genes 
CYP51 se pueden agrupar en clados mediante análisis filogenético molecular tal como se describe, por ejemplo, por 
Becher y col. (BMS Genomics 12: 52. 2011). Se han identificado tres clados de CYP51 para hongos del subfilo 55
Pezizomycotina: CYP51A, CYP51B y CYP51C (citado anteriormente). Los genes CYP51, las proteínas CYP51 y las 
correspondientes secuencias codificantes de los hongos y oomicetos fitopatógenos se conocen en la materia y se 
pueden identificar mediante búsquedas de homología, por ejemplo, basándose en FGSG_04092.3, FGSG_01000.3 
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y FGSG_11024.3, mediante análisis de secuencia tal como se describe, por ejemplo, por Becher y col. (BMS 
Genomics 12: 52. 2011; véase la sección de bioinformática), y a partir de las bases de datos tales como la base de 
datos del citocromo P450 fúngico (http://p450.riceblast.snu.ac.kr).

La expresión "molécula de ARNdc", tal como se usa en el presente documento para designar una materia objeto de 
la invención, se refiere a una molécula que comprende una, dos o más hebras de polirribonucleótidos capaces de 5
formar al menos una región de ARN de doble cadena. De ese modo, la expresión "moléculas de ARNdc de la 
invención" incluye moléculas, en las que solo parte del ARN, por ejemplo, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al 
menos el 90 % o todo el ARN está presente como ARN de cadena doble. Por ejemplo, la expresión "molécula de 
ARNdc" incluye moléculas que consisten en uno, dos o más hebras de polirribonucleótidos. También se incluyen en 
la expresión moléculas que además comprenden grupos químicos adicionales, por ejemplo, grupos que estabilizan 10
las regiones de ARN de cadena doble tal como se describe en el presente documento.

Se asume que el efecto de las moléculas de ARNdc de la invención se debe al ARN de interferencia. Los términos 
"ARNi" y "ARN de interferencia", usados en el presente documento, se refieren a un proceso de silenciamiento 
génico postranscripcional específico de la secuencia mediado por ARN de doble cadena. En el proceso del ARNi, se 
transforma un ARN de doble cadena en fragmentos relativamente pequeños, típicamente de 20-25 nucleótidos de 15
longitud, que llegan a ser parte del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) que se une a y escinde el 
ARNm complementario y, por lo tanto, evita que se use el ARNm como un molde para la traducción.

La expresión "interferencia antisentido" también se refiere a un proceso de silenciamiento génico postranscripcional 
específico de la secuencia. En la interferencia antisentido, un ARN monocatenario antisentido (ARNmc antisentido) 
que es sustancialmene complementario a al menos una parte de un gen diana provoca la inhibición de la expresión 20
del gen diana. Se asume que en este proceso, se forma ARN de cadena doble que se forma mediante la hibridación 
del ARNmc antisentido que hibrida con el ARNm complementario e inhibe la expresión del gen diana usando el 
mecanismo del ARNi.

La expresión "al menos parte de", cuando se usa con referencia a una secuencia, por ejemplo, con referencia a la 
secuencia codificante de un gen CYP51, se refiere a al menos 20 nucleótidos contiguos de dicha secuencia. Por 25
ejemplo, "al menos parte de" se refiere a al menos 25, al menos 50, al menos 100, al menos 150 y preferentemente 
al menos 200 nucleótidos contiguos de la secuencia.

Un "alto grado de identidad", tal como se usa en el presente documento para definir el grado de identidad de 
secuencia de una secuencia sentido para al menos parte de la secuencia codificante de un gen CYP51 o una 
cualquiera de las SEQ ID NO: 1-6 y 8-13, se refiere a una identidad de al menos el 70 %, tal como, por ejemplo, al 30
menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90 % y preferentemente se refiere a al menos el 95 
% o al menos el 98 % y lo más preferentemente se refiere a al menos el 99 % o el 100 %.

Con relación a la identidad de secuencia entre las secuencias de ARN y de ADN, se considera un uracilo en una 
secuencia de ARN "idéntico" a una timina en una secuencia de ADN. Los procedimientos y las herramientas tales 
como programas informáticos para calcular la identidad de secuencia son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, 35
el grado de identidad entre las secuencias de nucleótidos se puede determinar usando una herramienta de 
búsqueda de alineación local básica (BLAST, del inglés Basic Local Alignment Search Tool) tal como BLAST de 
búsqueda de similitud (alineamiento con huecos) disponible en la página web del Broad Institute 
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_graminearum/Blast.html?sp=Sblastn).

Una "secuencia antisentido" tal como se comprende por las moléculas de ARNdc de la presente invención es una 40
secuencia de ARN que es sustancialmente complementaria a la correspondiente secuencia sentido.

Los polinucleótidos "complementarios" son aquellos de emparejar sus bases de acuerdo con las reglas de 
complementariedad de Watson y Crick. Específicamente, se formarán pares de bases entre purinas y pirimidinas 
que incluyen el emparejamiento de guanina con citosina (G:C) y el emparejamiento de adenina bien con timina (A:T) 
en el caso del ADN o bien el emparejamiento de adenina con uracilo (A:U) en el caso del ARN. Se entiende que dos 45
polinucleótidos pueden hibridar entre sí incluso si no son completamente complementarios entre sí, siempre que 
cada una tenga al menos una región que es sustancialmente complementaria con la otra.

La expresión "sustancialmente complementaria", tal como se usa en el presente documento, por ejemplo, para 
caracterizar las secuencias antisentido de la molécula de ARNdc de la invención, significa que dos secuencias de 
nucleótidos son complementarias en al menos el 80 % de sus nucleótidos. Preferentemente, las dos secuencias de 50
nucleótidos son complementarias en al menos el 85 %, al menos el 90 %, más preferentemente al menos un 95 %, 
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, y lo más preferentemente al menos el 99 % de los 
nucleótidos hasta su longitud completa. Como alternativa, "sustancialmente complementaria" se puede referir a dos 
secuencias de ácido nucleico que pueden hibridar en condiciones rigurosas.

El término "hibridación", tal como se usa en el presente documento, incluye cualquier proceso mediante el cual una 55
cadena de polinucleótidos se une con una cadena complementaria mediante emparejamiento de bases. (Coombs: 
Dictionary of Biotechnology, Stockton Press, Nueva York, 1994). La hibridación y la fuerza de hibridación (es decir, la 
fuerza de asociación entre las dos cadenas complementarias) están influenciadas por factores tales como el grado 

E14736841
27-06-2018ES 2 675 362 T3

 



6

de complementariedad entre las cadenas, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la temperatura de fusión de 
la doble cadena formada y la proporción de G:C en las cadenas. La temperatura de fusión (Tf) es la temperatura a la 
cual un grupo de polinucleótidos de cadena doble llega a estar semidisociada en cadenas simples. La Tf se puede 
calcular usando ecuaciones bien conocidas en la materia. Se da una estimación del valor de la Tf de un 
polinucleótido en una solución acuosa de NaCl 1 M mediante la ecuación: Tf=81,5+0,41(% G+C) (véase, por 5
ejemplo, Anderson y Young: Quantitative Filter Hybridization, en Nucleic Acid Hybridization, 1985). Las condiciones 
rigurosas son conocidas por los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, 
John Wiley y Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6, 1989). En particular, la expresión "condiciones rigurosas", tal como se usa en el 
presente documento, se refiere a una hibridación con ácido nucleico unido a un filtro en 6x de cloruro de sodio/citrato 
de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C seguido por uno o más lavados en 0,2x de SSC/SDS (dodecilsulfato de 10
sodio) al 0,1 % a aproximadamente 50-65 °C.

El término "expresión", tal como se usa en el presente documento con respecto a una secuencia génica, se refiere a 
la traducción de la secuencia codificante a un polipéptido. La inhibición de la expresión génica puede llegar a ser 
detectable a nivel de ARNm, a nivel del polipéptido o ambos. Los procedimientos para evaluar cambios a nivel de 
ARNm o a nivel de proteína de un gen son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, el cambio a nivel de ARNm de 15
un gen se puede evaluar mediante una PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) o análisis por transferencia de 
Northern.

El "control" de un hongo u oomiceto fitopatógeno, tal como se usa en el presente documento, incluye medidas de 
prevención de la infestación de una planta por dicho patógeno así como medidas para combatir o curar la infestación 
de una planta por el patógeno. El término "combatir" se refiere a la reducción de la infestación por el patógeno. El 20
término "curar" se refiere a la erradicación de la infestación por el patógeno.

Un vehículo "fitocompatible", tal como se usa en el presente documento, es un compuesto o una mezcla de 
compuestos que, en condiciones de su uso, no genera una actividad fitotóxica inaceptable para la planta tratada.

El término "planta" se usa en el presente documento para designar una planta completa en cualquier etapa de 
desarrollo, así como una parte o derivado de la misma, y por lo tanto, incluye, por ejemplo, una célula vegetal, un 25
grupo de células vegetales, un tejido vegetal (por ejemplo, un tejido meristemático, tejido calloso), un órgano vegetal 
(por ejemplo, tallo, hojas, raíz, óvulo, estambre), una forma reproductiva o una parte reproductiva de una planta (por 
ejemplo, una semilla, tubérculo, esqueje, gametofito, esporofito, polen, microspora, embrión). Una célula vegetal o 
un grupo de células vegetales puede estar aislado (por ejemplo, en un cultivo en suspensión) o comprendido en un 
tejido vegetal, en un órgano vegetal o planta completa de cualquier etapa del desarrollo.30

Una planta "transgénica" es una planta completa o una parte de la misma que se ha alterado usando la tecnología 
del ADN recombinante para que contenga una secuencia de ácido nucleico que de otro modo no estaría presente en 
dicha planta o que se habría expresado en un grado considerablemente menor. El término "planta transgénica" 
también incluye la progenie transgénica de una planta transgénica. una planta transgénica de la presente invención 
puede ser resultado de un cruzamiento de una planta transgénica de la invención con una planta no transgénica o 35
con otra planta transgénica de la invención o con una planta transgénica que tiene un transgen diferente. En 
particular, el término "planta transgénica" también comprende el cultivo de verdaderas plantas transgénicas que se 
obtienen mediante etapas repetidas de endogamia.

Un "molde transcripcional" de una secuencia de ARN es una secuencia de ADN que puede servir como un molde 
para la generación del ARN mediante transcripción de enzimas con una ARN polimerasa.40

El término "promotor", cuando se usa en el presente documento en el ámbito de la(s) secuencia(s) de ácido nucleico 
de la invención, se refiere al singular así como al plural, salvo que se indique explícitamente lo contrario. Un 
"promotor", tal como se usa en el presente documento, es una secuencia de ADN que, cuando se une a una 
secuencia de ADN de interés, es capaz de controlar la transcripción de dicha secuencia de ADN en ARN. Un 
promotor se localiza típicamente en 5' (por ejemplo, aguas arriba) de la secuencia de ADN de interés cuya 45
transcripción a ARNm controla (por ejemplo, próximo al sitio de comienzo de la transcripción), y proporciona un sitio 
para la unión específica mediante ARN polimerasa y otros factores de transcripción para la iniciación de la 
transcripción. Un promotor puede ser un promotor constitutivo o un promotor regulado.

Un "promotor regulado" es un promotor que dirige la transcripción de manera no constitutiva pero de forma temporal 
y/o espacialmente restringida. Un promotor es regulado si la cantidad de ARN producida bajo el control del promotor 50
activado es al menos el 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 200 % o 300 % superior a la cantidad de 
ARN producida en partes de la planta o en períodos de tiempo, en los que el promotor no está activado. Los 
promotores regulados incluyen promotores inducibles, promotores específicos de tejidos y promotores específicos 
del desarrollo. Los promotores específicos de tejido o específicos del desarrollo facilitan la transcripción de una 
secuencia de interés en tejidos específicos, órganos o tipos celulares, o en diferentes etapas específicas del 55
desarrollo mientras que dejan al resto del organismo sin modificar. En el caso de las plantas, tales promotores 
pueden influir de manera específica en la expresión de genes en las raíces, inflorescencia, espigas de cereales, 
frutos o semillas, o durante la etapa vegetativa, de florecimiento o de establecimiento de la semilla. Los promotores 
inducibles facilitan la transcripción de una secuencia de interés en presencia o ausencia de compuestos químicos 
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particulares (por ejemplo, un alcohol, tetraciclina, un esteroide o un metal) o dependiendo de las condiciones físicas 
particulares (por ejemplo, la presencia o ausencia de luz, bajas o altas temperaturas).

La expresión "tolerante para fitopatógenos" se usa en el presente documento para designar una planta transgénica 
de la invención capaz de reducir o prevenir el crecimiento y/o la propagación del fitopatógeno. La tolerancia al 
fitopatógeno puede ser transitoria, es decir, está presente durante un período de tiempo limitado, por ejemplo, 5
debido a una expresión transitoria del ARNmc antisentido de la invención o la molécula de ARNdc descrita en el 
presente documento. Una planta que es "tolerante" a un fitopatógeno está infestada con menor gravedad y/o menor 
frecuencia por el fitopatógeno. La gravedad de la infestación del hongo u oomiceto se puede determinar basándose 
en los síntomas de la enfermedad observados después de que la planta se haya inoculado con o sea atacada por el 
fitopatógeno. Los síntomas de la enfermedad dependen de la naturaleza (especie, variedad) del fitopatógeno y de la 10
planta. Los síntomas de infestaciones fúngicas o de oomicetos incluyen, pero sin limitación, el blanqueo prematuro 
de las espigas de los cereales y/o de las hojas; lesiones necróticas de la superficie exterior de los flósculos y de la 
gluma; atrofia del grano; deformación de la arista; decoloración de los granos y/o espiguillas; crecimiento del 
patógeno visible sobre las hojas, el tallo y/o las espigas de cereales.

2) Realizaciones particulares de la invención15

La presente invención se refiere a moléculas de ARNdc y a secuencias de ADN que proporcionan moldes 
transcripcionales de ARNmc antisentido capaces de inhibir la expresión de genes CYP51 de un fitopatógeno del 
género Fusarium.

Además, las moléculas de ARNdc y el ARNmc antisentido descrito en el presente documento son capaces de 
reducir o evitar el crecimiento y/o la propagación de fitopatógenos fúngicos o de oomicetos. Específicamente, las 20
moléculas de ARNdc y el ARNmc antisentido descritos en el presente documento son capaces de reducir o de 
erradicar la infestación de una planta por fitopatógenos fúngicos o de oomicetos, en los que dicha planta contiene y/o 
se trata con dichas moléculas de ARNdc o el ARNmc antisentido.

Las moléculas de ARNdc y el ARNmc antisentido descritos en el presente documento son útiles para controlar 
hongos y oomicetos fitopatógenos que incluyen, pero sin limitación, Albugo spp. (roya blanca) en plantas 25
ornamentales, hortalizas (por ejemplo, A. candida) y girasoles (por ejemplo, A. tragopogonis); Alternaria spp. 
(mancha foliar de Alternaria) en hortalizas, colza (A. brassicola o brassicae), remolachas azucareras (A. tenuis),
frutas, arroz, soja, patatas (por ejemplo A. solani o A. alternata), tomates (por ejemplo A. solani o A. alternata) y trigo; 
Aphanomyces spp. en remolachas azucareras y hortalizas; Ascochyta spp. en cereales y hortalizas, por ejemplo A. 
tr/t/c/(antracnosis) en trigo y A. hordei en cebada; Bipolaris y Drechslera spp. (teleomorfo: Cochliobolus spp.), por 30
ejemplo, tizón sureño de la hoja (D. maydis) o tizón norteño de la hoja (B. zeicola) en maíz, por ejemplo la mancha 
parda (B. sorokiniana) en cereales y por ejemplo B. oryzae en arroz y césped; Blumeria (formalmente Erysiphe) 
graminis (oídio) en cereales (por ejemplo, en trigo o cebada); Botrytis cinerea (teleomorfo: Botryotinia fuckeliana: 
moho gris) en frutos y bayas (por ejemplo, fresas), hortalizas (por ejemplo, lechuga, zanahorias, apio y coles), colza, 
flores, vides, plantas forestales y trigo; Bremia lactucae (mildiú velloso) en lechugas; Ceratocystis (sin. Ophiostoma)35
spp. (podredumbre o marchitez) en árboles frondosos y árboles de hoja perenne, por ejemplo C. ulmi (enfermedad 
del olmo holandés) en olmos; Cercospora spp. (manchas foliares de Cercospora) en maíz (por ejemplo, mancha 
foliar gris: C. zeaemaydis), arroz, remolacha azucarera (por ejemplo C. beticola), caña de azúcar, hortalizas, café, 
soja (por ejemplo, C. sojina o C. kikuchii) y arroz; Cladosporium spp. en tomates (por ejemplo C. fulvum: moho foliar) 
y cereales, por ejemplo, C. herbarum (espiga negra) en trigo; Claviceps purpurea (cornezuelo) en cereales; 40
Cochliobolus (anamorfo: Helminthasporium de Bipolaris) spp. (manchas foliares) en maíz (C. carbonum), cereales 
(por ejemplo, C. sativus, anamorfo: B. sorokiniana) y arroz (por ejemplo C. miyabeanus, anamorfo: H. oryzae); 
Colletatrichum (teleomorfo: Glomerella) spp. (antracnosis) en algodón (por ejemplo C. gossypii), maíz (por ejemplo, 
C. graminicola: podredumbre del tallo por antracnosis), frutos blandos, patatas (por ejemplo, C. coccodes: mancha 
negra), judías (por ejemplo C. lindemuthianum) y soja (por ejemplo C. truncatum o C. gloeosporioides); Corticium45
spp., por ejemplo, C. sasakii (tizón de la vaina) en arroz; Corynespora cassiicola (manchas foliares) en soja y plantas 
ornamentales; Cycloconium spp., por ejemplo, C. oleaginum en olivos; Cylindrocarpon spp. (por ejemplo, 
decaimiento del árbol frutal o declive de la vid joven, teleomorfo: Nectria o Neonectria spp.) en árboles frutales, vides 
(por ejemplo, C. liriodendri, teleomorfo: Neonectria liriodendri: Enfermedad del pie negro) y plantas ornamentales; 
Dematophora (teleomorfo: Rosellinia necatrix) (podredumbre de la raíz y del tallo) en soja; Diaporthe spp., por 50
ejemplo, D. phaseolorum (marchitamiento fúngico) en soja; Drechslera (sin. Helminthosporium, teleomorfo: 
Pyrenophora) spp. en maíz, cereales, tales como la cebada (por ejemplo D. teres, mancha reticulada) y trigo (por 
ejemplo, D. tritici-repentis: mancha parda), arroz y césped; Esca (muerte regresiva, apoplejía) en vides, causados 
por Formitiporia (sin. Phellinus) punctata, F. mediterranea, Phaeomoniella chlamydospora (antes Phaeoacremonium 
chlamydosporum), Phaeoacremonium aleophilum y/o Botryosphaeria obtusa; Elsinoe spp. en frutas pomáceas (E. 55
pyri), frutos blandos (E. veneta: antracnosis) y vides (E. ampelina: antracnosis); Entyloma oryzae (tizón foliar) en 
arroz; Epicoccum spp. (moho negro) en trigo; Erysiphe spp. (oídio) en remolachas azucareras (E. betae), hortalizas 
(por ejemplo E. pisi), tales como cucurbitáceas (por ejemplo E. cichoracearum), coles, colza (por ejemplo, E. 
cruciferarum); Eutypa lata (decaimiento o muerte regresiva de Eutypa, anamorfo: Cytosporina lata, sin. Libertella 
blepharis) en árboles frutales, vides y árboles ornamentales; Exserohilum (sin. Helminthosporium) spp. en maíz (por 60
ejemplo, E. turcicum); Fusarium (teleomorfo: Gibberella) spp. (marchitez, podredumbre de raíz o tallo) en diversas 
plantas, tales como F. graminearum o F. culmorum (podredumbre de raíz, sarna o tizón de la espiga) en cereales 
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(por ejemplo, trigo o cebada), F. oxysporum en tomates, F. solani (f. sp. glycines ahora sin. F. virguliforme) y F. 
tucumaniae y F. brasiliense causando cada uno el síndrome de la muerte súbita en la soja, y F. verticillioides en 
maíz; Gaeumannomyces graminis (mal del pie) en cereales (por ejemplo, trigo o cebada) y maíz; Gibberella spp. en 
cereales (por ejemplo G. zeae) y arroz (por ejemplo, G. fujikuroi: enfermedad de Bakanae); Glomerella cingulata en 
vides, frutas pomáceas y otras plantas y G. gossypii en algodón; complejo de tinción de grano en arroz; Guignardia 5
bidwellii (podredumbre negra) en vides; Gymnosporangium spp. en plantas rosáceas y enebros, por ejemplo, G. 
sabinae (roya) en peras; Helminthosporium spp. (sin. Drechslera, teleomorfo: Cochliobolus) en maíz, cereales y 
arroz; Hemileia spp., por ejemplo H. vastatrix (roya de la hoja del café) en el café; Isariopsis clavispora (sin. 
Cladosporium vitis) en vides; Macrophomina phaseolina (sin. phaseoli) (podredumbre del tallo y de la raíz) en soja y 
algodón; Microdochium (sin. Fusarium) nivale (moho de nieve rosa) en cereales (por ejemplo, trigo o cebada); 10
Microsphaera diffusa (oídio) en soja; Monilinia spp., por ejemplo, M. laxa, M. fructicola y M. fructigena (tizón de la 
floración y de las ramitas, podredumbre marrón) en frutos con hueso y otras plantas rosáceas; Mycosphaerella spp. 
en cereales, plátanos, frutos blandos y cacahuetes, tales como por ejemplo M. graminicola (anamorfo: Septoria tritici, 
mancha de Septoria) en trigo o M. fijiensis (enfermedad de Sigatoka negra) en plátanos; Peronospora spp. (mildiú 
lanoso) en coles (por ejemplo, P. brassicae), colza (por ejemplo, P. parasitica), cebollas (por ejemplo P. destructor), 15
tabaco (P. tabacina) y soja (por ejemplo, P. manshurica); Phakopsora pachyrhizi y P. meibomiae (roya de la soja) en 
soja; Phialophora spp. por ejemplo en vides (por ejemplo P. tracheiphila y P. tetraspora) y soja (por ejemplo, P. 
gregata: podredumbre del tallo); Phoma lingam (podredumbre de la raíz y del tallo) en colza y col y P. betae
(podredumbre de la raíz, mancha foliar y marchitamiento) en remolachas azucareras; Phomopsis spp. en girasoles, 
vides (por ejemplo, P. viticola: mancha de caña y hoja) y soja (por ejemplo, podredumbre del tallo: P. phaseoli, 20
teleomorfo: Diaporthe phaseolorum); Physoderma maydis (manchas pardas) en maíz; Phytophthora spp. (marchitez, 
podredumbre de raíz, hojas, fruto y tallo) en diversas plantas, tales como pimentón y cucurbitáceas (por ejemplo, P. 
capsici), soja (por ejemplo, P. megasperma, sin. P. sojae), patatas y tomates (por ejemplo P. infestans: tizón tardío) 
en árboles frondosos (por ejemplo, P. ramorum: muerte súbita del roble); Plasmodiophora brassicae (hernia de la 
col) en col, colza, rábano y otras plantas; Plasmopara spp., por ejemplo, P. viticola (mildiú lanoso de la vid) en vides 25
y P. halstedii en girasoles; Podosphaera spp. (oídio) en plantas rosáceas, lúpulo, pomo y frutos blandos, por 
ejemplo, P. leucotricha en manzanas; Polymyxa spp., por ejemplo, en cereales, tales como cebada y trigo (P. 
graminis) y remolachas azucareras (P. betae) y, por lo tanto, enfermedades víricas transmitidas; 
Pseudocercosporella herpotrichoides (cercosporelosis, teleomorfo: Tapesia yallundae) en cereales, por ejemplo, 
trigo o cebada; Pseudoperonospora (mildiú lanoso) en diversas plantas, por ejemplo, P. cubensis en cucurbitáceas o 30
P. humili en lúpulo; Pseudopezicula tracheiphila (enfermedad de fuego rojo o enrojecimiento parasitario, anamorfo: 
Phialophora) en vides; Puccinia spp. (roya) en diversas plantas, por ejemplo, P. triticina (roya marrón o foliar), P. 
striiformis (roya lineal amarilla), P. hordei (roya enana), P. graminis (roya negra o del tallo) o P. recondita (roya 
marrón o foliar) en cereales, tales como, por ejemplo, trigo, cebada o arroz, P. kuehnii (roya naranja) en caña de 
azúcar y P. asparagi en espárragos; Pyrenophora (anamorfo: Drechslera) tritici-repentis (mancha parda) en trigo o P. 35
teres (mancha reticulada) en cebada; Pyricularia spp., por ejemplo, P. oryzae (teleomorfo: Magnaporthe grisea, 
añublo del arroz) en arroz y P. grisea en césped y cereales; Pythium spp. (marchitamiento) en césped, arroz, maíz, 
trigo, algodón, colza, girasoles, soja, remolacha azucarera, hortalizas y otras diversas plantas (por ejemplo, P. 
ultimum o P. aphanidermatum); Ramularia spp., por ejemplo R. collo-cygni (manchas foliares de Ramularia, 
manchas foliares fisiológicas) en cebada y R. beticola en remolachas azucareras; Rhizoctonia spp. en algodón, 40
arroz, patatas, césped, maíz, colza, patatas, remolacha azucarera, hortalizas y otras diversas plantas, por ejemplo, 
R. solani (podredumbre de raíz y tallo) en soja, R. solani (tizón de la vaina) en arroz o R. cerealis (tizón de la 
primavera de Rizoctonia) en trigo o cebada; Rhizopus stolonifer (moho negro,podredumbre blanda) en fresas, 
zanahorias, col, vides y tomates; Rhynchosporium secalis (escaldadura) en cebada, arroz y triticale; Sarocladium 
oryzae y S. attenuatum (podredumbre de la vaina) en arroz; Sclerotinia spp. (podredumbre del tallo o moho blanco) 45
en hortalizas y cultivos de campo, tales como colza, girasoles (por ejemplo, S. sclerotiorum) y soja (por ejemplo, S. 
rolfsii o S. sclerotiorum); Septoria spp. en diversas plantas, por ejemplo, S. glycines (mancha marrón) en soja, S. 
tritici (mancha de Septoria) en trigo y S. (sin. Stagonospora) nodorum (mancha de Stagonospora) en cereales; 
Uncinula (sin. Erysiphe) necator (oídio, anamorfo: Oidium tuckeri) en vides; Setospaeria spp. (tizón foliar) en maíz 
(por ejemplo, S. turcicum, sin. Helminthosporium turcicum) y césped; Sphacelotheca spp. (tizón) en maíz, (por 50
ejemplo, S. reiliana: tizónde la espiga), sorgo y caña de azúcar; Sphaerotheca fuliginea (oídio) en cucurbitáceas; 
Spongospora subterranea (sarna pulverulenta) en patatas y, por lo tanto, enfermedades víricas transmitidas; 
Stagonospora spp. en cereales, por ejemplo, S. nodorum (mancha de Stagonospora, teleomorfo: Leptosphaeria [sin. 
Phaeosphaeria] nodorum) en trigo; Synchytrium endobioticum en patatas (sarna verrugosa de la patata); Taphrina
spp., por ejemplo, T. deformans (enfermedad de enrollamiento foliar) en melocotones y T. pruni (ciruela pequeña) en 55
ciruelas; Thielaviopsis spp. (podredumbre negra de la raíz) en la planta del tabaco, frutas pomáceas, hortalizas, soja 
y algodón, por ejemplo, T. basicola (sin. Chalara elegans); Tilletia spp. (copo común o tizón apestoso) en cereales, 
tales como por ejemplo T. tritici (sin. T caries, copo del trigo) y T. cantraversa (copo enano) en trigo; Typhula 
incarnata (moho de nieve gris) en cebada o trigo; Urocystis spp., por ejemplo, U. occulta (tizón del tallo) en arroz; 
Uromyces spp. (roya) en hortalizas, tales como judías (por ejemplo U. appendiculatus, sin. U. phaseoll) y remolachas 60
azucareras (por ejemplo U. betae); Ustilago spp. (carbón desnudo) en cereales (por ejemplo U. nuda y U. avaenae),
maíz (por ejemplo, U. maydis, tizón del maíz) y caña de azúcar; venturia spp. (sarna) en manzanas (por ejemplo, V. 
inaequalis) y peras; y Verticillium spp. (marchitez) en diversas plantas, tales como frutales y ornamentales, vides, 
frutos blandos, hortalizas y cultivos de campo, por ejemplo, V. dahliae en fresas, colza, patatas y tomates.

En particular, las moléculas de ARNdc y el ARNmc antisentido descrito en el presente documento son capaces de 65
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inhibir la expresión de al menos un gen CYP51 de un fitopatógeno fúngico o de oomiceto seleccionado de los 
géneros Fusarium, Blumeria, Magnaparthe, Sclerotinia, Phakopsara, Botrytis, Puccinia, Pyrenophora, 
Phaeosphaeria, Fez, Cochliobolus, Ustilago, Rhynchosporium y Venturia. Los fitopatógenos particulares de estos 
géneros y sus genes CYP51 se enumeran en la Tabla 1 a continuación. Preferentemente, el fitopatógeno es un 
hongo del género Fusarium.5

Tabla 1: Fitopatógenos fúngicos y de oomicetos y genes CYP51 de los mismos

Fitopatógeno Enfermedades
gen(es) CYP51 [SEQ ID NO de la 

secuencia codificante]
Fusarium 
graminearum (Fg)

tizón de la espiga en trigo, cenada y otros cultivos 
de cereales

Fusarium oxysporum marchitez de tomate y otros cultivos

Fusarium verticillioides podredumbre de la mazorca de maíz

Blumeria graminis oídio en céspedes

Magnaporthe grisea Tizón de la plántula del arroz, añublo del arroz, 
mancha foliar ovalada de gramínea, enfermedad 
de la picadura, añublo de la ballica y mancha de 
Johnson

Sclerotinia 
sclerotinium

Moho blanco, podredumbre del algodón, 
podredumbre blanda acuosa, podredumbre del 
tallo, gotas, podredumbre de la copa y tizón de 
las flores

Phakopsora pachyrhizi Roya de la soja asiática

Botrytis cinerea Tizón de las flores y podredumbre del fruto 
también como manchas foliares y podredumbre 
del bulbo

Puccinia triticina Enfermedad de la roya en cereales

Puccinia graminis Enfermedad de la roya en cereales

Puccinia recondita Enfermedad de la roya en cereales

Pyrenophora teres Mancha de la cebada, mancha reticulada, y 
mancha reticulada de forma puntuada

Pyrenophora tritici Mancha parda o helmintosporiosis en cereales

Phaeosphaeria
nodorum

Mancha de la gluma y mancha de Septoria 
nodorum

Septoria tritici Mancha foliar de Septoria

Cochliobolus sativus Mancha puntuada y podredumbre común de la 
raíz

Ustilago maydis Enfermedad del tizón en maíz

Rhynchasporium
secalis

Escaldadura de la cenada y del centeno
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(continuación)
Fitopatógeno Enfermedades

Venturia inaequalis Enfermedad de sarna de la manzana

1 Las designaciones del gen se refieren a los loci en la base de datos comparativa de Fusarium accesible a través 
de, por ejemplo, la página web del Broad Institute (http://www.broadinstitute.org).

La molécula de ARNdc es capaz de inhibir la expresión de una, dos, tres o todos los genes CYP51 de un 
fitopatógeno fúngico o de oomiceto y preferentemente es capaz de inhibir todos los genes CYP51 del fitopatógeno. 
La molécula de ARNdc de la invención es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A, el gen CYP51B y el gen 
CYP51C de un hongo fitopatógeno del género Fusarium.5

Por ejemplo, el(los) gen(es) CYP51 a inhibir mediante la molécula de ARNdc descrita en el presente documento se 
selecciona(n) de los genes CYP51 de un fitopatógeno enumerado en la Tabla 1.

La molécula de ARNdc de puede estabilizar contra la degradación química y enzimática indeseada reduciendo la 
disociación del ARN de cadena doble en ARN de cadena simple no hibridado. Para este fin, las dos secuencias de 
ribonucleótidos de hibridación o las regiones adyacentes a las mismas se pueden unir de manera química entre sí tal 10
como se describe, por ejemplo, en el documento US 2008/0171861 A1. Los grupos de unión química adecuados 
para las regiones de estabilización del ARN de cadena doble incluyen, pero sin limitación, análogos de purina que 
sustituyen purinas y análogos de nucleótidos ramificados que sustituyen nucleótidos. La molécula de ARNdc también 
se puede estabilizar contra la degradación enzimática indeseada mediante modificaciones de ribonucleótidos. Las 
modificaciones de ribonucleótidos adecuadas incluyen la sustitución del grupo 2'-hidroxilo de uno o más de un 15
ribonucleótido mediante, preferentemente, un grupo 2'-amino o 2'-metilo; y la sustitución de uno o más de un 
ribonucleótido por el mismo número de nucleótidos bloqueados correspondientes, en los que el anillo de azúcar está 
químicamente modificado, preferentemente por un puente de 2'-O 4'-C metileno.

Las moléculas de ARNdc descritas en el presente documento comprenden una secuencia sentido que tiene un alto 
grado de identidad con al menos parte de la secuencia codificante de un gen CYP51 de un fitopatógeno fúngico o de 20
oomiceto, y una secuencia antisentido que es sustancialmente complementaria con dicha secuencia sentido. En este 
contexto, una "secuencia sentido" se refiere a una o más de una secuencia sentido, y un "gen CYP51" se refiere a 
uno o más de un gen CYP51. Ventajosamente, las secuencias antisentido abarcan una secuencia antisentido 
sustancialmente complementaria para cada secuencia sentido comprendida por la misma molécula de ARNdc. 
Generalmente, las expresiones tales como "una secuencia sentido", "una secuencia antisentido", "un polinucleótido", 25
"un gen CYP51", cuando se usan en el presente documento, se refieren al singular así como al plural, a menos que 
se indique otra cosa.

Por consiguiente, las moléculas de ARNdc descritas en el presente documento pueden comprender

una primera secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia 
codificante de un primer gen CYP51, y30
una segunda secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia 
codificante de un segundo gen CYP51,

en el que el primer gen CYP51 y el segundo gen CYP51 son diferentes genes CYP51 de un fitopatógeno fúngico o 
de oomiceto.

De manera más específica, las moléculas de ARNdc descritas en el presente documento pueden comprender35

una primera secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia 
codificante de un primer gen CYP51,
una segunda secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia 
codificante de un segundo gen CYP51, y
una tercera secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia 40
codificante de un segundo gen CYP51,

en la que el primer gen CYP51, el segundo gen CYP51 y el tercer gen CYP51 son diferentes genes CYP51 de un 
fitopatógeno fúngico o de oomiceto.

La secuencia codificante del al menos un gen CYP51, por ejemplo, el primer, el segundo y el tercer gen CYP51, se 
puede seleccionar de las secuencias codificantes de los genes CYP51 enumerados en la Tabla 1.45

De acuerdo con un aspecto de la invención, la molécula de ARNdc es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A, 
del gen CYP51B y del gen CYP51C de Fusarium graminearum, y comprende (i) una secuencia sentido que tiene un 
alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:1 o 4, (ii) una secuencia sentido que tiene un alto grado 
de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:2 o 5, (iii) una secuencia sentido que tiene un alto grado de 
identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:3 o 6, y (iv) secuencias antisentido que son sustancialmente 50
complementarias a dichas secuencias sentido (i), (ii) y (iii); en la que la disposición de las secuencias en la molécula 
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de ARNdc permite la hibridación de cada secuencia sentido con su secuencia antisentido sustancialmente 
complementaria. De acuerdo con realizaciones particulares de dicho aspecto de la invención, la molécula de ARNdc:

(a) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A de Fusarium graminearum y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:4; y
(b) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51B de Fusarium graminearum y comprende una secuencia 5
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:2 o la SEQ ID NO:5; y
(c) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51C de Fusarium graminearum y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:3 o la SEQ ID NO:6.

De acuerdo con un aspecto preferido de la invención, la molécula de ARNdc es capaz de inhibir la expresión de al 
menos un gen CYP51 de Fusarium graminearum y comprende una secuencia sentido que es al menos el 70 %, al 10
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, preferentemente al menos el 95 % o al 
menos el 98 %, y lo más preferentemente al menos el 99 % o el 100 % idéntica a la SEQ ID NO:7, y una secuencia 
antisentido que es sustancialmente complementaria a dicha secuencia sentido; en la que la disposición de las 
secuencias en la molécula de ARNdc permite la hibridación de dicha secuencia sentido y dicha secuencia 
antisentido correspondiente. De acuerdo con realizaciones particulares de dicho aspecto de la invención, la molécula 15
de ARNdc consiste en dicha secuencia sentido y dicha secuencia antisentido. Por ejemplo, dicha molécula de 
ARNdc puede consistir en una primera cadena de ARN que tiene dicha secuencia sentido y una segunda secuencia 
de ARN que tiene dicha secuencia antisentido.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invención, la molécula de ARNdc es capaz de inhibir la expresión del gen 
CYP51A, del gen CYP51B y del gen CYP51C de Fusarium axysparum, y comprende (i) una secuencia sentido que 20
tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO: 8, (ii) una secuencia sentido que tiene un alto 
grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:9, (iii) una secuencia sentido que tiene un alto grado de 
identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:10, y (iv) secuencias antisentido que son sustancialmente 
complementarias a dichas secuencias sentido (i), (ii) y (iii); en la que la disposición de las secuencias en la molécula 
de ARNdc permite la hibridación de cada secuencia sentido con su secuencia antisentido sustancialmente 25
complementaria. De acuerdo con realizaciones particulares de dicho aspecto de la invención, la molécula de ARNdc:

(a) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A de Fusarium oxysporum y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:8; y
(b) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51B de Fusarium oxysporum y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:9; y30
(c) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51C de Fusarium oxysporum y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:10.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invención, la molécula de ARNdc es capaz de inhibir la expresión de al 
menos un gen CYP51 de Fusarium vertlolllloides, y comprende (i) una secuencia sentido que tiene un alto grado de 
identidad con al menos parte de la SEQ ID NO: 11, (ii) una secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad 35
con al menos parte de la SEQ ID NO:12, (iii) una secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al 
menos parte de la SEQ ID NO: 13, y (iv) secuencias antisentido que son sustancialmente complementarias a dichas 
secuencias sentido (i), (ii) y (iii); en la que la disposición de las secuencias en la molécula de ARNdc permite la 
hibridación de cada secuencia sentido con su secuencia antisentido sustancialmente complementaria. De acuerdo 
con realizaciones particulares de dicho aspecto de la invención, la molécula de ARNdc:40

(a) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A de Fusarium verticillioides y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:11; y
(b) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51B de Fusarium verticillioides y comprende una secuencia 
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:12; y
(c) es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51C de Fusarium verticillioides y comprende una secuencia 45
sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO:13.

La molécula de ARNdc de la invención es capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A, del gen CYP51B y del gen 
CYP51C de especies fitopatógenas de Fusarium; y dicha molécula de ARNdc comprende

(i) una secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia codificante de 
dicho gen CYP51A;50
(ii) una secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia codificante de 
dicho gen CYP51B;
(iii) una secuencia sentido que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la secuencia codificante de 
dicho gen CYP51C; y
(iv) secuencias antisentido que son sustancialmente complementarias las secuencias sentido (i), (ii) y (iii);55

en la que la disposición de las secuencias en la molécula de ARNdc permite la hibridación de cada secuencia 
sentido con su secuencia antisentido sustancialmente complementaria.

En realizaciones en las que la especie fitopatógena de Fusarium es Fusarium graminearum, la secuencia codificante 
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de los genes CYP51 pueden ser las secuencias establecidas en la SEQ ID NO:1 (CYP51A), SEQ ID NO:2 (CYP51B) 
y SEQ ID NO:3 (CYP51C).

En realizaciones en las que la especie fitopatógena de Fusarium es Fusarium oxysporum, la secuencia codificante 
de los genes CYP51 pueden ser las secuencias establecidas en la SEQ ID NO:8 (CYP51A), SEQ ID NO:9 (CYP51B) 
y SEQ ID NO:10 (CYP51C).5

En realizaciones en las que la especie fitopatógena de Fusarium es Fusarium verticillioides, la secuencia codificante 
de los genes CYP51 pueden ser las secuencias establecidas en la SEQ ID NO:11 (CYP51A), SEQ ID NO:12 
(CYP51B) y SEQ ID NO:13 (CYP51C).

De acuerdo con una realización particular adicional de la invención, la molécula de ARNdc de la invención es capaz 
de inhibir la expresión del gen CYP51A, del gen CYP51B y del gen CYP51C de Fusarium graminearum, y dicha 10
molécula de ARNdc comprende

una secuencia sentido (i) que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO: 4,
una secuencia sentido (ii) que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO: 5,
una secuencia sentido (iii) que tiene un alto grado de identidad con al menos parte de la SEQ ID NO: 6, y
secuencias antisentido (iv) que son sustancialmente complementarias a las secuencias sentido (i), (ii) y (iii);15

en la que la disposición de las secuencias en la molécula de ARNdc permite la hibridación de cada secuencia 
sentido con su secuencia antisentido sustancialmente complementaria.

La expresión "al menos parte de" la SEQ ID NO:4, la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:6 se refiere a al menos 20 
nucleótidos contiguos, por ejemplo, al menos 25, al menos 50, al menos 100, al menos 150 y preferentemente al 
menos 200 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:4, la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO: 6. De acuerdo con una 20
realización particularmente preferida de la invención, el alto grado de identidad de las secuencias sentido (i), (ii) y (iii)
pertenece a la longitud completa de la SEQ ID NO:4, la SEQ ID NO: 5 y la SEQ ID NO: 6, respectivamente.

Debido a la homología de secuencia de los genes CYP51A, CYP51B y CYP51C de las especies de Fusarium, se 
pueden diseñar moléculas de ARNdc, en las que las secuencias sentido tengan un alto grado de identidad con al 
menos pare de las secuencias codificantes de los genes CYP51A, los genes CYP51B y los genes CYP51C, 25
respectivamente, de más de una especie fitopatógena de Fusarium. Por ejemplo, las secuencias sentido de ARNdc 
pueden tener un alto grado de identidad con al menos pare de la secuencia codificante de los genes CYP51A, los 
genes CYP51B y los genes CYP51C, respectivamente, de dos o más especies de Fusarium seleccionadas de F. 
graminearum, F. oxysporum y F. verticillioides.

Las secuencias sentido y antisentido se disponen en la molécula de ARNdc en una manera que permite la 30
hibridación de cada secuencia sentido con su secuencia antisentido sustancialmente complementaria, formando de 
este modo regiones de ARN de cadena doble.

De acuerdo con una realización preferida, cada secuencia sentido se localiza en una cadena diferente de ARN de la 
molécula de ARNdc que su secuencia antisentido sustancialmente complementaria. De ese modo, las secuencias 
sentido y antisentido se pueden localizar en dos o más de dos cadenas separadas de la molécula de ARNdc. Tras la 35
hibridación de las secuencias sustancialmente complementarias, las cadenas se pueden unir mediante 
emparejamiento de bases para formar una o más de una región de ARN de cadena doble. Las secuencias sentido 
pueden estar en cadenas separadas de la molécula de ARNdc. De acuerdo con una realización particular, las 
secuencias sentido y antisentido sustancialmente complementarias de la molécula de ARNdc de la invención se 
localizan en dos cadenas sustancialmente complementarias de la molécula de ARNdc.40

Como alternativa, las secuencias sentido y antisentido sustancialmente complementarias de la molécula de ARNdc 
de la invención se localizan en una única cadena de la molécula de ARNdc. Las secuencias sustancialmente 
complementarias se disponen en la cadena simple de ARN de tal manera que tras su hibridación, la cadena se 
enrolla sobre sí misma mediante emparejamiento de bases para formar una o más de una estructura de horquilla. 
Una estructura de horquilla consiste en un tallo de cadena doble formado mediante la hibridación de un primer 45
segmento de polinucleótidos con un segundo segmento de polinucleótidos, y un bucle monocatenario que une los 
dos segmentos.

Las secuencias sentido y antisentido hibridadas de la molécula de ARNdc de la invención pueden estar 
comprendidas en una región contigua de ARN de cadena doble. De acuerdo con una realización preferida, la 
molécula de ARNdc de la invención comprende una región de ARN de cadena doble que consiste esencialmente (es 50
decir, en al menos el 80 %, al menos el 90 % o el 100 %) en las secuencias sentido y antisentido, lo más 
preferentemente consiste en una secuencia sentido (i), una secuencia sentido (ii) y una secuencia sentido (iii), cada 
una de ellas hibridada con una secuencia antisentido sustancialmente complementaria.

El orden de las regiones de ARN de cadena doble que comprende las secuencias sentido (i), (ii) y (iii) no está 
particularmente restringido. Por ejemplo, el ARN de cadena doble formado mediante la secuencia sentido (i) y su 55
secuencia antisentido está flanqueado en un lado por el ARN de cadena doble formado por la secuencia sentido (ii) y 
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su secuencia antisentido y en el otro lado por el ARN de cadena doble formado por la secuencia sentido (iii) y su 
secuencia antisentido.

Las moléculas de ARNdc de la presente invención son capaces de inhibir la expresión de los genes CYP51 del 
fitopatógeno fúngico o de oomiceto. La inhibición de la expresión del gen CYP51 mediante moléculas de ARNdc de 
la presente invención llega a ser detectable a nivel de ARNm, a nivel del polipéptido o ambos. Por ejemplo, el 5
cambio a nivel de ARNm de un gen CYP51 se puede evaluar mediante una PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-
PCR) o análisis por transferencia de Northern.

Las moléculas de ARNdc de la presente invención son eficaces en la inhibición de la expresión del(los) gen(es) 
CYP51 del fitopatógeno fúngico o de oomiceto. La generación de moléculas de ARNdc de la invención en una planta 
inoculada con el fitopatógeno fúngico o de oomiceto puede dar como resultado niveles de ARNm del(los) gen(es) 10
CYP51 que son al menos el 50 %, al menos el 60%, al menos el 70 % o, preferentemente, al menos el 75 % más 
bajos en comparación con los de una planta de control que no genera moléculas de ARN de la invención. Por 
ejemplo, tal cambio en los niveles de ARNm de CYP51 fúngico o de oomiceto (por ejemplo, niveles de ARNm de 
CYP51A, CYP51B y CYP51C de Fg) se puede determinar en hojas de Arabidopsis thaliana inoculadas tres días 
antes con el hongo u oomiceto (por ejemplo macroconidia Fg) del que proviene(n) el(los) gen(es) CYP51 que definen 15
las secuencias sentido de la molécula de ARNdc. Por ejemplo, tal cambio en los niveles de ARNm de CYP51 fúngico 
o de oomiceto (por ejemplo, niveles de CYP51A, CYP51B y CYP51C Fg) se pueden determinar como alternativa en 
hojas de cebada inoculadas 7 días antes con el hongo u oomiceto (por ejemplo, macroconidia Fg) del que 
proviene(n) el(los) gen(es) CYP51 que definen las secuencias sentido de la molécula de ARNdc.

Las moléculas de ARNdc de la invención son útiles para controlar fitopatógenos fúngicos o de oomiceto, por 20
ejemplo, fitopatógenos como los listados en la Tabla 1. En particular, las moléculas de ARNdc de la invención son 
adecuadas para el control de hongos del género Fusarium. De acuerdo con un aspecto preferido de la invención, el 
hongo fitopatógeno a controlar se selecciona de Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum y Fusarium 
verticillioides.

Una molécula de ARNdc de la invención puede ser capaz de inhibir la expresión de dos o más fitopatógenos 25
fúngicos y/o de oomicetos y, por consiguiente, pueden ser útiles para controlar dichas dos o más especies diferentes 
de fitopatógenos.

El control de un hongo u oomiceto fitopatógeno se refiere a medidas de prevención de la infestación de una planta 
por dicho patógeno así como medidas para combatir o curar la infestación de una planta por el patógeno. La 
infestación de una planta con un fitopatógeno fúngico o de oomiceto puede llegar a ser visible como una enfermedad 30
de la planta. Por consiguiente, los usos y los procedimientos de la presente invención para el control de un hongo u 
oomiceto fitopatógeno son usos y procedimientos para la prevención y/o el tratamiento de enfermedades de la planta 
causadas por el hongo u oomiceto fitopatógeno, por ejemplo, los listados en la Tabla 1.

La presente divulgación también proporciona ARNmc antisentido que comprende las secuencias antisentido pero no 
las secuencia sentido de la molécula de ARNdc de la presente invención descrita en el presente documento. Tal 35
ARNmc antisentido es capaz de inhibir la expresión de gen(es) CYP51 del fitopatógeno fúngico o de oomiceto y es 
útil para el control de dicho patógeno de forma comparable con las moléculas de ARNdc de la invención.

Para controlar un hongo u oomiceto fitopatógeno, se pueden aplicar las moléculas de ARNdc de la invención a una 
planta infestada por o en riesgo de ser infectada por el fitopatógeno y/o las proximidades de dicha planta. La 
molécula de ARNdc de la invención se aplica ventajosamente en la forma de una composición. Por consiguiente, la 40
presente invención proporciona una composición para controlar un hongo u oomiceto fitopatógeno que comprende la 
molécula de ARNdc de la invención y un vehículo fitocompatible.

Los vehículos fitocompatibles pueden ser líquidos, sólidos o mezclas de los mismos, por ejemplo, seleccionadas de 
agua, alcoholes (por ejemplo, disolventes orgánicos de butanol), glicoles, ácidos grasos, aceites minerales y 
vegetales, derivados de aceites minerales y vegetales, minerales naturales (por ejemplo, caolines, arcillas, talco, 45
creta) y minerales sintéticos (por ejemplo, sílice finamente dividida, silicatos), ceras, fertilizantes sólidos, derivados 
de celulosa (por ejemplo, metilcelulosa), y mezclas de los mismos. El vehículo se elige ventajosamente para ser 
compatible con la aplicación de la composición a la planta a proteger o a curar, o a las proximidades de la misma. 
Por ejemplo, en composiciones líquidas, el vehículo puede incluir al menos un tensioactivo (es decir, un compuesto 
que modifica la tensión superficial) para modificar de manera positiva la dispersión, la suspensión o la precipitación 50
de los ingredientes y/o mejorar la humectación y la dispersión de la composición.

De acuerdo con una realización de la presente invención, la composición comprende moléculas de ARNdc de la 
invención aisladas o purificadas. De acuerdo con realizaciones alternativas, la composición de la invención 
comprende células hospedadoras, por ejemplo, células bacterianas o de levadura, capaces de expresar moléculas 
de ARNdc de la invención, o un extracto de tales células.55

La composición de la invención puede comprender agentes adicionales que incluyen

agentes de protección de ARN que reducen o evitan la degradación química y/o enzimática indeseada de las 
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moléculas de ARNdc, por ejemplo, inhibidores de RNasa;
compuestos que potencian o promueven la absorción de ARNdc por el fitopatógeno, por ejemplo, compuestos 
que generalmente promueven la absorción de ARN en células tales como lipofectamina; y
fitofármacos y/o compuestos que promueven el crecimiento de la planta, por ejemplo, seleccionados de 
fungicidas, herbicidas, insecticidas, nematicidas, acaricidas, molusquicidas y sustancias activas de feromonas.5

Las composiciones de la invención que comprenden tales fitofármacos y/o agentes que promueven el crecimiento de 
la planta pueden ejercer un espectro amplio de actividad biológica. Son particularmente ventajosas las 
composiciones que comprenden moléculas de ARNdc de la invención y un vehículo fitocompatible junto con uno o 
más de un fungicida adicional.

Las composiciones de la invención también son adecuadas para el control de hongos nocivos en la protección de 10
productos almacenados o cosechas en la protección de materiales. La expresión "protección de materiales" se debe 
de entender que denota la protección de materiales técnicos y no vivos, tales como adhesivos, pegamentos, madera, 
papel y cartón, materiales textiles, cuero, dispersiones de pintura, plástico, lubricantes de enfriamiento, fibra o telas, 
frente a la infestación y la destrucción por microorganismos nocivos, tales como hongos. En cuanto a la protección 
de madera y otros materiales, se presta una particular atención a los siguientes hongos nocivos: Ascomicetos tales 15
como Ophiostoma spp., Ceratocystis spp., Aureobasidium pullulans, Sclerophoma spp., Chaetomium spp., Humicola
spp., Petriella spp., Trichurus spp.; Basidiomicetos tales como Coniophora spp., Coriolus spp., Gloeophyllum spp., 
Lentinus spp., Pleurotus spp., Poria spp., Serpula spp. y Tyromyces spp., Deuteromicetos tales como Aspergillus
spp., Cladosporium spp., Penicillium spp., Trichorma spp., Alternaria spp., Paecilomyces spp. y Zigomicetos tales 
como Mucor spp., y además de la protección de productos almacenados y de cultivos, los siguientes hongos de 20
levadura son dignos de mención: Candida spp. y Saccharomyces cerevisae.

La forma de la composición de la invención se adapta ventajosamente al modo de aplicación deseado. Las formas 
adecuadas incluyen composiciones listas para usar as´í como concentrados. Por ejemplo, la composición de la 
invención puede tener la forma de un líquido pulverizable, un polvo espolvoreable, un concentrado emulsionable, 
gránulos (por ejemplo, gránulos recubiertos, encapsulados o impregnados), una pasta, un polvo dispersable en agua 25
o soluble en agua para el tratamiento de semillas. Los procedimientos de preparación de tales composiciones se 
conocen en la materia.

La invención proporciona un kit que comprende moléculas de ARNdc de la invención, o una célula hospedadora 
capaz de expresar las moléculas de ARNdc de la invención, o los ingredientes de una composición de la invención, o 
una composición de la invención. Se puede suministrar el kit con instrucciones adecuadas para su uso.30

La presente invención proporciona el uso de moléculas de ARNdc de la invención, o una célula hospedadora capaz 
de expresar moléculas de ARNdc de la invención, o una composición de la invención para controlar el hongo u 
oomiceto fitopatógeno.

La presente invención proporciona adicionalmente procedimientos para controlar el hongo u oomiceto fitopatógeno, 
en los que una planta infestada por o en riesgo de ser infestada por el hongo y/o las proximidades de dicha planta se 35
ponen en contacto con la composición.

Los procedimientos de aplicación para poner en contacto una planta y/o las proximidades de la misma con una 
composición son conocidas en la materia. Los procedimientos de aplicación adecuados incluyen, pero sin limitación, 
pulverizar una composición líquida, espolvorear una composición de polvo, incorporar una composición de polvo o 
granular en el suelo, embadurnar una composición pastosa, y recubrir o aplicar una película a las semillas de la 40
planta con la composición.

La dosis de moléculas de ARNdc de la presente invención aplicada en el procedimiento de la presente invención es 
típicamente de 0,0001 a 10.000 g/ha, preferentemente de 0,0001 a 1.000 g/ha y más preferentemente de 0,001 a 
300 g/ha para el tratamiento foliar; de 0,0001 a 200 g de composición por 100 kg de semilla, preferentemente de 
0,001 a 150 g por 100 kg de semilla; y de 0,0001 a 10.000 g/ha y preferentemente de 0,0001 a 5.000 g/ha para el 45
tratamiento del suelo.

Las moléculas de ARNdc de la invención se pueden preparar mediante procedimientos conocidos en la materia tales 
como síntesis química clásica, mediante procedimientos de transcripción in vitro, o mediante expresión heteróloga 
en, por ejemplo, microorganismos (bacterias, levaduras), cultivos celulares o plantas. Por consiguiente, la 
transcripción puede estar mediada por una ARN polimerasa endógena de la célula hospedadora in vivo, o por una 50
ARN polimerasa clonada para la transcripción in vivo o in vitro. Las moléculas de ARNdc de la invención pueden ser 
ARNdc purificado o aislado. Por ejemplo, el ARN puede purificarse a partir de una mezcla por extracción con un 
disolvente o resina, precipitación, electroforesis, cromatografía o una combinación de los mismos. Como alternativa, 
el ARNdc puede usarse con ninguna o solo con un mínimo de purificación para evitar pérdidas debido al 
procesamiento de la muestra. El ARN puede secarse para su almacenamiento o disolverse en una solución acuosa. 55
La solución puede contener tampones o sales para promover el alineamiento y/o la estabilización de las regiones de 
ARN de cadena doble.

En el procedimiento de la presente invención para controlar un hongo u oomiceto fitopatógeno mediante la aplicación 
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de una composición de la invención, la planta infestada por o en riesgo de ser infestada por el fitopatógeno y/o las 
proximidades de dicha planta se ponen ventajosamente en contacto con una cantidad eficaz de la composición. Una 
"cantidad eficaz" de una composición de la invención es una cantidad que comprende una cantidad de moléculas de 
ARNdc de la invención que es suficiente como para controlar el hongo. Tal cantidad eficaz puede variar en función 
del fitopatógeno a controlar, de la planta a proteger (especie, variedad, etapa de desarrollo), de las condiciones 5
climáticas y de los componentes adicionales de la composición. La cantidad eficaz de la composición de la invención 
se puede determinar mediante ensayos de campo sistemáticos que son habituales y están dentro de las 
capacidades de un experto en la materia.

La presente invención también proporciona medios y procedimientos para controlar un hongo u oomiceto 
fitopatógeno generando las moléculas de ARNdc de la invención o ARNmc antisentido que comprende las 10
secuencias antisentido pero no las secuencias sentido de la molécula de ARNdc de la invención en una planta a 
proteger del hongo. Por consiguiente, la presente invención proporciona un procedimiento para preparar una planta 
transgénica que es tolerante a un hongo u oomiceto fitopatógeno mediante la introducción en una planta de un 
molde transgénico de al menos las secuencias antisentido (iv) de la molécula de ARNdc de la invención.

Una planta a proteger de o a ser tratada contra la infestación con un fitopatógeno de acuerdo con la invención, por 15
ejemplo, una planta transgénica de acuerdo con la presente invención, puede ser una planta monocotiledónea o 
dicotiledónea.

Los ejemplos de plantas monocotiledóneas son plantas que pertenecen a los géneros Avena (avena), Triticum
(trigo), Secale (centeno), Hordeum (cebada), Oryza (arroz), Panicum, Pennisetum, Setaria, Sorghum y Zea (maíz).

Los ejemplos de plantas dicotiledóneas incluyen algodón, plantas leguminosas, en particular, alfalfa y soja, colza, 20
tomate, remolacha azucarera, patata, plantas ornamentales y árboles. Las plantas útiles adicionales incluyen frutos 
(en particular, manzanas, peras, cerezas, uvas, cítricos, piña y plátanos), calabaza, pepino, vid, palmeras 
oleaginosas, arbusto del té, árboles del cacao y arbusto del café, tabaco, sisal, así como, con plantas medicinales, 
rauwolfia y digitalis.

La planta transgénica o no transgénica usada en los procedimientos de control del fitopatógeno de la presente 25
invención en el presente documento se selecciona preferentemente de cebada, maíz, trigo, soja, avena, centeno, 
arroz, mijo, remolacha azucarera, colza, tomate, patata, algodón y tabaco; más preferentemente se selecciona de 
plantas de cebada, maíz, trigo, soja, avena, centeno y arroz; y lo más preferentemente se selecciona de plantas de 
cebada, de maíz y de trigo.

La presente invención proporciona una secuencia de ADN o una multitud de secuencias de ADN que proporcionan 30
un molde transcripcional de al menos las secuencias antisentido (iv) de la molécula de ARN de la invención. De 
acuerdo con una realización preferida, la(s) secuencia(s) de ADN de la invención proporcionan un molde 
transcripcional de la molécula de ARNdc de la invención, es decir, que incluye las secuencias antisentido así como 
las secuencias sentido descritas en el presente documento. Como alternativa, la planta transgénica de la invención 
comprende un molde transcripcional de solo las secuencias antisentido, es decir, un molde transcripcional del 35
ARNmc antisentido de la invención.

La(s) secuencia(s) de ADN de la invención pueden comprender adicionalmente al menos un promotor. El promotor 
comprendido por la(s) secuencia(s) de ADN de la invención está unido de manera operativa al molde transcripcional 
para permitir la generación de la molécula de ARNmc antisentido o de ARNdc de la presente invención mediante 
transcripción. Preferentemente, dicho promotor es un promotor que es funcional en una célula vegetal para permitir 40
la generación de la molécula de ARNmc antisentido o ARNdc de la presente invención por una planta. El promotor 
se puede seleccionar a partir de promotores constitutivos y promotores regulados.

Los ejemplos no limitantes de promotores constitutivos incluyen el promotor 35S y el promotor 19S del virus del 
mosaico de la coliflor (CaMV35S y CaMV19S; documento US 6255560), un promotor de ubiquitina tal como el 
promotor de ubiquitina-10 (UBQ10) de Arabidopsis (documentos EP 1210446, EP 342926) un promotor de opina 45
(documento EP 729514), y un promotor activo tal como el promotor de actina 1 (Act-1) de arroz.

Los promotores regulados incluyen promotores inducibles, promotores específicos de tejidos y promotores 
específicos del desarrollo. Los ejemplos no limitantes de promotores inducibles regulados químicamente incluyen el 
promotor del gen de alcohol deshidrogenasa I (alcA) (documento EP 637339); sistemas de promotores sensibles a 
tetraciclina, por ejemplo, sistemas de promotores que incluyen una proteína represora de tetraciclina (TetR), una 50
secuencia operadora de tetraciclina y una proteína de fusión transactivadora de tetraciclina, que es la fusión de TetR 
y una secuencia de activación de proteína 16 de virus herpes simple (VP16) (documentos US 6242667 y US 
6252136); promotores sensibles a esteroides, por ejemplo, promotores basados en receptores de ecdisona, receptor 
de estrógeno humano o receptor de glucocorticoide de rata (documentos EP 1232273, EP 1242604, US 6379945, 
EP 1112360); promotores regulados por metales, por ejemplo, derivados de la metalotioneína; y promotores 55
derivados de proteínas relacionadas con la patogénesis, por ejemplo, de Arabidopsis o de maíz (documentos US 
5689044 y EP 1056862). Los ejemplos no limitantes de los promotores inducibles físicamente regulados incluyen 
promotores inducidos por choque de frío y de calor (documentos EP 159884, EP 787194) así como promotores 
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inducibles por luz (documento EP 310619) y promotores represores de luz (documentos US 5639952 y EP 
1077257). Los ejemplos no limitantes de promotores específicos de tejidos incluyen los promotores específicos de la 
raíz (documento EP 1248850), promotores del fruto (documentos EP 316441, EP 968292, EP 973922), y promotores 
de semilla (documentos EP 255378, EP 781849, US 6642437, EP 1019517). Los promotores regulados 
particularmente adecuados para la presente invención son los promotores inducidos por la presencia de un hongo u 5
oomiceto fitopatógeno, pero no mediante organismos útiles tales como la micorriza; y promotores que son activos en 
el sitio de entrada del hongo u oomiceto fitopatógeno, tal como los promotores específicos de la epidermis. Se 
pueden usar promotores inducibles para generar de manera transitoria el ARNmc o la molécula de ARNdc de la 
invención, por ejemplo, en momentos cuando hay un riesgo agudo o elevado de infestación por fitopatógenos 
fúngicos o de oomicetos.10

La presente invención proporciona un polinucleótido aislado que tiene o que comprende la(s) secuencia(s) de ADN 
de la presente invención, o una multitud de polinucleótidos aislados que tienen o que comprenden las secuencias de 
ADN de la presente invención. Dichos polinucleótidos aislados pueden ser vectores de transformación útiles para 
introducir secuencias de ADN en una planta. Tales vectores de transformación en plantas incluyen plásmidos (por 
ejemplo, plásmidos Ti, plásmidos Ri, plásmidos de la serie pUC o de la serie M13mp, pBR322), vectores víricos (por 15
ejemplo, derivados del virus X de la patata, del virus del cascabeleo del tabaco, del virus Gemini) y otros vectores 
conocidos en la materia de la ingeniería genética. Los vectores de transformación en plantas pueden comprender 
secuencias de ADN que facilitan la transformación y/o la selección de plantas, tales como secuencias que codifican 
los marcadores de selección en plantas (por ejemplo, el gen bar) y secuencias de T-ADN.

La presente invención proporciona procedimientos para preparar una planta transgénica que comprende la 20
introducción de la(s) secuencia(s) de ADN de la invención en la planta. La(s) secuencia(s) de ADN se puede(n) 
introducir en la forma de polinucleótido(s) aislado(s) de la invención (por ejemplo, en la forma de vectores de 
transformación en plantas). Están disponibles una serie de procedimientos bien conocidos para introducir 
polinucleótidos en una célula vegetal. Los procedimientos adecuados de transformación en plantas incluyen, pero sin 
limitación, la transformación en plantas por medio de T-ADN y la transformación de plantas Agrobacterium 25
tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes (documento EP 0116718) usando vectores víricos e infección vírica 
(documentos EP 0067553, US 4407956, WO 9534668, WO 9303161), la transformación en plantas por medio de 
polen (documento EP 0270356), la fusión de protoplastos, la absorción de ADN inducida por polietilenglicol, la 
transformación mediada por liposoma (documento US 4536475), la introducción biolística de ADN (Fromm y col., 
Bio/Technology 8(9):833-9, 1990), la electroporación, la microinyección y la incubación de embriones de planta 30
secos en solución que comprende ADN.

Una planta transgénica de la presente invención es una planta, en la que al menos una célula de la planta contiene 
una secuencia de ADN o multitud de secuencias de ADN que proporcionan un molde transcripcional de al menos 
la(s) secuencia(s) antisentido de la molécula de ARNdc de la invención (es decir, un molde transcripcional para el 
ARNmc antisentido o la molécula de ARNdc de la invención). Preferentemente, dicha(s) secuencia(s) de ADN de la 35
invención se integra(n) de manera estable en un cromosoma o en un elemento extracromosómico estable de la 
planta transgénica, de manera que la(s) secuencia(s) de ADN se pueda(n) pasar a la progenie de la planta 
transgénica. La tolerancia a hongos y/u oomicetos fitopatógenos conferida por la(s) secuencia(s) de ADN de la 
invención pueden ser heredadas, por lo tanto, por la progenie de la planta transgénica. La planta transgénica de la 
presente invención es preferentemente un cultivo cereal, por ejemplo, una planta de cebada, capaz de generar 40
ARNmc antisentido o moléculas de ARNdc para controlar uno o más de un fitopatógeno, en particular, seleccionado 
de hongos fitopatógenos del género Fusarium, por ejemplo, F. graminearum.

Además de la transformación directa de una planta con secuencia(s) de ADN recombinante de la invención, se 
pueden preparar plantas transgénicas autopolinizando plantas que tienen dicha(s) secuencia(s) de ADN, o cruzando 
una primera planta que tiene dicha(s) secuencia(s) de ADN recombinante con una segunda planta que carece de tal 45
secuencia de ADN recombinante. La semilla resultante se puede usar para cultivar una progenie de plantas que 
incluyen líneas de plantas que comprenden la(s) secuencia(s) de ADN de la presente invención. Por ejemplo, la(s) 
secuencia(s) de ADN de la invención se puede(n) introducir en una primera línea de plantas que es modificable para 
la transformación para producir una planta transgénica que se puede cruzar con una segunda línea de plantas para 
introducir dicha(s) secuencia(s) de ADN en la segunda línea de plantas. Puede ser ventajoso expresar secuencias 50
de ADN de la invención en una planta estéril masculina, por ejemplo, como un medio para reducir la preocupación 
sobre el flujo de transgenes a las plantas adyacentes. En la práctica, la presente invención se puede combinar con 
otros rasgos antipatógenos en una planta.

De acuerdo con una realización preferida, la planta transgénica de la invención es capaz de genera ARNmc 
antisentido o la molécula de ARNdc de la invención. Dicho ARNmc antisentido y la molécula de ARNdc de la 55
invención son capaces de inhibir la expresión del(los) gen(es) CYP51 del fitopatógeno fúngico o de oomiceto, 
preferentemente, los genes CYP51A, CYP51B y CYP51C de un hongo fitopatógeno del género Fusarium. Los 
niveles de ARNm de dicho(s) gen(es) CYP51 en una planta transgénica de la invención inoculada con el 
fitopatógeno pueden ser al menos el 50 %, al menos el 60%, al menos el 70 % o, preferentemente, al menos el 75 % 
más bajos en comparación con los de una planta de control que no genera ARNmc antisentido o moléculas de 60
ARNdc de la invención. Tal cambio en los niveles de ARNm del(los) gen(es) CYP51 se puede determinar, por 
ejemplo, en hojas de planta inoculadas tres días antes con el fitopatógeno (por ejemplo, macroconidia de Fusarium). 
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La planta de control es una planta que es sensible al fitopatógeno, y se cultiva e inocula con el fitopatógeno como la 
planta transgénica con la que se compara. La planta de control puede ser una planta que difiere de la planta 
transgénica de la invención en que carece de un molde transcripcional del ARNmc antisentido o la molécula de 
ARNdc de la invención. Por ejemplo, como planta de control, se puede usar una planta transgénica que comprende 
un vector vacío o un gen marcador pero no secuencia(s) de ADN de la invención o una planta no transgénica (es 5
decir, tipo silvestre). Ventajosamente, los perfiles de expresión de la planta transgénica de la invención y la 
correspondiente planta de control difieren solo en la generación del ARNmc antisentido o de las moléculas de 
ARNdc de la invención, o la ausencia de las mismas.

La presente invención también proporciona procedimientos para controlar el hongo u oomiceto fitopatógeno, en los 
que los procedimientos comprenden el cultivo de una planta transgénica de la invención para permitir la generación 10
del ARNmc antisentido o la molécula de ARNdc de la invención por la planta (es decir, la generación de ARN que 
comprende al menos la(s) secuencia(s) antisentido de las moléculas de ARNdc de la invención). La generación de 
ARNmc antisentido o moléculas de ARNdc de la invención mediante la planta transgénica puede conferir tolerancia 
al hongo u oomiceto fitopatógeno. En una planta transgénica tolerante a fitopatógenos de la presente invención, la 
gravedad y/o la frecuencia de la infestación con el fitopatógeno se puede reducir al menos el 5 %, al menos el 20 %, 15
al menos el 50 %, al menos el 60 %, preferentemente al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al 
menos el 95 % o el 100 % en comparación con una correspondiente planta de control. Como alternativa, la 
tolerancia a los patógenos de una planta transgénica de la presente invención se puede describir en referencia a un 
índice de susceptibilidad relativa que compara la susceptibilidad de la planta transgénica a dicho patógeno con la 
susceptibilidad de una planta control a dicho patógeno, estableciéndose la última al 100 %. El índice de 20
susceptibilidad relativa de plantas transgénicas de la presente invención puede ser menos del 95 %, menos de 80, 
menos de un 50 %, menos de un 40 %, preferentemente menos de un 35 %, menos de un 20 % o menos de un 10 
%.

La tolerancia de una planta a las infestaciones fúngicas o de oomicetos se puede ensayar mediante inoculación 
experimental con una dosis de fitopatógeno del hongo u oomiceto (por ejemplo, poniendo en contacto la planta o 25
parte de la misma con una suspensión de conidias fúngicas). La infestación fúngica o de oomicetos se puede 
evaluar, por ejemplo, comparando el grado de infestación fúngica o de oomicetos en la planta transgénica con el 
grado de infestación fúngica o de oomicetos en una correspondiente planta de control. Los parámetros cuantificables 
incluyen, pero sin limitación, el número relativo de plantas infestadas, el número total de plantas infestadas en un 
tamaño de parcela dado; el número promedio de síntomas de enfermedad; el tamaño relativo del área de la hoja que 30
presenta decoloración inducida por el hongo, necrosis o crecimiento fúngico; el número promedio de granos y/o el 
peso por planta; o el rendimiento por área cultivada. Por ejemplo, tras un tiempo dado (tal como 3 o 7 días después) 
la inoculación con el fitopatógeno, el área de la hoja infestada de una planta transgénica de la invención puede ser al 
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, preferentemente al menos el 75 %, al menos el 80 o al menos 
el 90 % más pequeña que el área de la hoja infestada de una correspondiente planta de control que no genera 35
ARNmc antisentido o moléculas de ARNdc de la invención.

Los procedimientos de control de un fitopatógeno descrito en el presente documento usando una composición y/o 
una planta transgénica de la invención son útiles para aumentar el rendimiento y/o la calidad de las plantas. Las 
ventajas particulares de estos procedimientos de la invención incluyen:

• El ARNmc antisentido o las moléculas de ARNdc de la invención son altamente selectivas para el hongo 40
fitopatógeno a controlar. De ese modo, los organismos benevolentes tales como las micorrizas o las abejas no se 
ven afectados.

• Los seres humanos y los animales que consumen alimentos producidos a partir de una planta transgénica de la 
invención, o de plantas tratadas con moléculas de ARNdc de la invención no están afectados por el ARNmc 
antisentido o las moléculas de ARNdc de la invención que son altamente selectivas y, siendo ARN 45
biodegradable, no persiste ni se acumula en el ambiente.

• El ARNmc antisentido o las moléculas de ARNdc de la invención se pueden expresar en o transportar hacia 
partes de la planta que son difíciles de alcanzar con tratamiento químico, proporcionando de este modo una 
protección comprehensiva de la planta.

• La actividad antifúngica de las plantas transgénicas de la presente invención no recae en la expresión de nuevas 50
proteínas en la planta, lo que podría suponer un riesgo alergénico.

• Las plantas transgénicas de la presente invención pueden tener una elevada homología proteómica o incluso 
una identidad proteómica total con el parental correspondiente, por ejemplo, plantas de tipo silvestre.

Ejemplos

Tabla 2: Listado de cebadores útiles para estudios de PCR y de qPCR55

N.º
Nombre del 
cebador Secuencia del cebador Aplicación

SEQ ID 
NO

1
Clonación de CYP51A 32

Clonación de CYP51A 33
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(continuación)

N.º
Nombre del 
cebador Secuencia del cebador Aplicación

SEQ ID 
NO

2

Clonación de CYP51B, 
Síntesis de ARNdc

34

Clonación de CYP51B 35

3

Clonación de CYP51C 36

Clonación de CYP51C, 
Síntesis de ARNdc

37

4
Transformación de la planta 38

Transformación de la planta 39

5

Síntesis de ARNdc 40

Síntesis de ARNdc 41

6
RT-PCR en tiempo real 42

RT-PCR en tiempo real 43

7
RT-PCR en tiempo real 44

RT-PCR en tiempo real 45

8
RT-PCR en tiempo real 46

RT-PCR en tiempo real 47

9
RT-PCR en tiempo real 48

RT-PCR en tiempo real 49

A) Procedimientos usados en los ejemplos

i) Construcción de moldes de CYP51A, CYP51B y CYP51C y síntesis de ARNdc

Las anotaciones de genes para Fg esterol 14 alfa-desmetilasas (CYP51) se obtuvieron de la base de datos del 
Broad Institute (http://www.broadinstitute.org). Se diseñaron cebadores para generar amplicones de PCR de 200-300 5
pb de longitud que se corresponden con exones de genes seleccionados: 294 pb de CYP51A (SEQ ID NO:4), 220 
pb de CYP51B (SEQ ID NO:5), y 238 pb de CYP51C (SEQ ID NO:6). El ADN genómico del molde se extrajo de Fg
usando el minikit de plantas DNeasy (Qiagen). Los tres amplicones se apilaron en el vector de clonación pGEM-T 
Easy cloning (Promega) (Fig. 5). El clon apilado (CYP51B-CYP51A-CYP51C) se usó como molde para la síntesis de 
ARNdc (CYP3RNA; SEQ ID NO:7) usando los cebadores cyp51B (AatII)_F y cyp51C (Sacl)_R (Tabla 2). La síntesis 10
de ARNdc para estudios in vitro se realizó usando el kit de transcripción BLOCK-iT RNAi TOPO (Invitrogen) así 
como el kit de transcripción de alto rendimiento MEGAscript® Kit (Ambion). Siguiendo los protocolos de 
MEGAscript®, los pares de cebadores T7_F y T7_R con la secuencia del promotor T7 en el extremo 5' de ambos 
cebadores directo e inverso se diseñaron para la amplificación de ARNdc (Tabla 2).

ii) Preparación de macroconidias fúngicas y tratamiento de silenciamiento de ARN in vitro15

Tanto la cepa Fg de tipo silvestre (wt, del inglés wildtype) como la cepa de Fg que expresa GFP, WT-GFP (Jansen y 
col., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 46:16892-16897. 2005) se cultivaron de forma habitual en medio nutritivo SNA 
sintético (Nirenberg, Can. J. Bot. 59:1599-1609. 1996). Las placas se incubaron a temperatura ambiente en 
iluminación constante de un tubo de UV cercano (Phillips TLD 36 W/08) y un tubo de luz blanca (Phillips TLD 36 
W/830HF). Se recolectaron las conidias de cultivos de 1 semana con una varilla de vidrio estéril y agua estéril. Las 20
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macroconidias se filtraron a través de 4 capas de miracloth estéril, se recolectaron y se lavaron tres veces con agua 
destilada estéril y finalmente se diluyeron a 100 macroconidias en un volumen de 100 µl de medio SNA líquido, y se 
colocaron en una placa de microtítulo de 96 pocillos. Se añadieron 1,5 µg de ARNdc (600 ng/µl) suspendidos en 2,5 
µl de 50x de tampón de alineamiento a muestras fúngicas y se añadió el mismo volumen de 50x de tampón de 
alineamiento a la muestra de control. Las placas se incubaron a temperatura ambiente. Tras la incubación durante 5
72 h, se realizaron estudios microscópicos con un microscopio invertido (Leica DM IL). Cada experimento se hizo por 
triplicado. En paralelo, se llevaron a cabo experimentos con tebuconazol (Sigma Aldrich). Se suspendieron cinco mg 
de tebuconazol en 1 ml de etanol absoluto para obtener una solución madre de 5 mg/ml. La muestra de control 
incluía la adición del mismo volumen de disolvente (agua estéril y alcohol) sin tebuconazol.

iii) Generación de plantas Arabidopsis transgénicas10

La construcción de ARNdc CYP3RNAse amplificó mediante los cebadores específicos del gen CYP51B-HindIII_F y 
CYP51C-XmaI_R (Tabla 2) y se clonaron en le vector binario p7U10-RNAi (servicio de clonación de ADN) que 
contiene el gen del marcador seleccionable bar bajo el control del promotor de Ubiquitina-10 (UBQ10) de 
Arabidopsis y el promotor constitutivo CaMV35s (Fig. 5b). La construcción del plásmido resultante p7U10-CYP3RNA
(Fig. 7) se introdujo en la cepa de Agrobacterium tumefaciens AGL1 (Lazo y col., Biotechnology (NY). 9:963-7. 1991) 15
mediante electroporación. La transformación de la planta y la regeneración se realizó tal como se describe (Bechtold 
y col., C. R. Acad. Sci. París, Life Sciences 316:1194-1199. 1993), y se seleccionaron los transformantes mediante 
Basta (7 mg/l, Duchefa Biochemies).

iv) Selección molecular de los transformantes de Arabidopsis

El ADN genómico de las hojas jóvenes de 5 semanas de edad de líneas de A. thaliana transgénicas (T1) y no 20
transgénicas se extrajo usando el procedimiento CTAB (Chen y col., Plant Mol Biol Rep 17:53-57. 1999). La 
integración de CYP3RNA en el genoma de Arabidopsis se confirmó mediante PCR usando los cebadores 
específicos del gen CYP51B-HindIII_F y CYP51 C-Xmal_R (Tabla 2).

Para la detección de ARNip, se extrajo el total de ARN de las líneas de Arabidopsis usando el reactivo TRIzol 
(Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante. Se separó un total de 15 µg de ARN en un gen de poliacrilamida al 25
16 %-urea 7 M y se transfirió a una membrana de nylon Hybond (Amersham, Reino Unido) usando un material 
absorbente semiseco (BioRad) a corriente constante (250 mA) durante 3 horas. El ARN se reticuló por UV a la 
membrana a 1200 x 100 µjulios de energía (UV Stratalinker). La membrana se prehibridó durante 45 minutos a 42 °C 
en 20 ml de PerfectHyb-Puffer (Sigma). El amplicón completo de PCR de CYP3RNA de 791 pb se usó como molde 
para marcar de manera aleatoria (marcado aleatorio de ADN del cebador con Kit, NEB), se añadió al tampón de 30
hibridación y se hibridó toda la noche a 42 °C. La membrana se lavó dos veces a temperatura ambiente con 5x de 
SSC + SDS al 0,01 %. La membrana se expuso en pantallas de autorradiografía (phosphorimaging) y se detectaron 
las señales usando un generador de imágenes molecular y el programa Quantity One (BioRad). Se usó una carga 
paralela de marcador de ARN de rango bajo (Fermentas) como marcador de tamaño.

v) Ensayo de infección de la planta Arabidopsis35

Para el ensayo de infección de la hoja, se ajustó la concentración de conidias de Fg en el inóculo a 5 x104 conidias 
por ml. Para cada una de las plantas de la línea transgénica (T2) y de control (vector vacío y de tipo silvestre Col-0) 
se arrancaron veinte hojas en roseta de 15 plantas diferentes de 5 semanas de edad y se transfirieron a placas petri 
cuadradas que contienen agar al 2 % en agua. La inoculación se llevó a cabo tal como se describe por Koch y col., J 
Phytopathology 160(10):606-610. 2012. Para evaluar la progresión de los síntomas de la enfermedad, se midió el 40
tamaño de la lesión (en cm) mediante 3 ppp de las imágenes digitales usando el programa informático gratuito 
Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Se calculó el porcentaje de área de la hoja que presente síntomas de 
infestación en relación con la hoja no inoculada. Se recogieron las hojas infestadas a 3 ppp, se transfirieron en tubos 
de 2 ml que contenían 1 ml de solución de azul de tripano (10 g de fenol, 10 ml de glicerol, 10 ml de ácido láctico, 10 
mg de azul de tripano, disueltos en 10 ml de agua destilada), seguido por un hervido durante 3 minutos. Las hojas se 45
destiñeron después en 1 ml de solución de hidrato de cloral (2,5 g de hidrato de cloral disueltos en 1 ml de agua 
destilada) durante toda la noche, y se analizaron con un microscopio de luz (Zeiss Axioplan 2 Imaging). Se analizó la 
Fg marcada con GFP usando un microscopio confocal (Leica TCS SP2).

vi) Análisis del tránscrito fúngico

Para evaluar el silenciamiento de los genes CYP51 en Fg, se realizó un análisis de la expresión de ARNm usando 50
una RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). Para el ensayo in vitro, se cultivaron 1,2 x 10 5 conidias de Fg
en 2 ml de medio líquido SNA. Se añadieron 162 µg de ARNdc suspendidos en 200 µl agua sin nucleasa (810 ng/µl). 
Las muestras se cultivaron a temperatura ambiente mientras se agitaban (72 horas). Para el ensayo in vivo, las 
hojas de Arabidopsis arrancadas se inocularon con macroconidias de Fg y se recolectaron 3 días tras la inoculación 
(dti). La extracción de ARN de la muestra fúngica in vitro así como de las hojas enfermas se realizó con TRIzol® 55
(Invitrogen, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARNm recién extraído se usó para la síntesis de 
ADNc usando el kit de transcripción inversa QuantiTect® (QIAGEN, Alemania). Se almacenó ADNc a -20 °C. Para la 
qRT-PCR, se usaron 50 ng de ADNc como molde en el sistema de PCR en tiempo real 7500 FAST de Applied 
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Biosystems. Las amplificaciones se realizaron en 7,5 µl de SYBER green JumpStart Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich, 
Alemania) con 0,5 pmol de oligonucleótidos. Cada muestra tuvo tres repeticiones. Los cebadores se usaron para 
estudiar la expresión de los genes diana CYP51 con referencia al gen de la beta tubulina (Tabla 2). Tras una etapa 
de activación inicial a 95 °C durante 5 minutos, se realizaron 40 ciclos (95 °C durante 30 segundos, 53 °C durante 30 
segundos, 72 °C durante 30 segundos). Los valores de Ct se determinaron con el programa informático 7500 Fast 5
suministrado con el instrumento. Los niveles de transcripción de genes CYP51 se determinaron mediante el 
procedimiento 2-ΔΔCt (Livak y col., Methods 25:402-408. 2001) normalizando la cantidad de tránscrito diana a la 
cantidad de beta tubulina.

vii) Pulverización de ARNdc y ensayo de infección de la hoja

Se arrancaron hojas de plantas de cebada de la variedad de cultivo Golden Promise de tipo silvestre de 2-3 10
semanas de vida y se transfirieron a placas de Petri cuadradas que contienen agar al 1 %. Las hojas se pulverizaron 
después con ARNdc. El ARNdc se generó usando el kit de ARNi MEGAscript® (Invitrogen). Siguiendo los protocolos 
de MEGAscript®, los pares de cebadores T7_F y T7_R con la secuencia del promotor T7 en el extremo 5' de ambos 
cebadores directo e inverso se diseñaron para la amplificación de ARNdc (véase la Tabla 2). Para la aplicación por 
pulverización, se diluyó el ARNdc en 500 µl de Tween 20 al 0,02 % (v/v) hasta una concentración final de 20 ng/µl. 15
La pulverización de las hojas se llevó a cabo usando un matraz de pulverización (capacidad de 10 ml). Cada placa 
que contenía seis hojas arrancadas se pulverizó de manera uniforme con ARNdc de CYP3RNA, solo tampón TE o 
ARNdc-GFP, respectivamente, rociándolas 3-4 veces. A continuación, las placas se dejaron en reposo abiertas 
hasta que se secó la superficie de cada hoja (lo que llevó aproximadamente 2 horas) y después se recubrieron con 
tapas. 48 horas después de la pulverización, las hojas se trataron con una suspensión de conidias de Fg en Tween 20
20 al 0,02 % a una concentración de 2 x 10 4 conidias por ml aplicando una gota de 20 µl de suspensión a cada una 
de las partes superior, media e inferior de la hoja. De nuevo, las placas se recubrieron con tapas y se incubaron 
durante 6 días a temperatura ambiente. Para evaluar la gravedad de la infección, se evaluó el crecimiento fúngico 
midiendo la cantidad relativa de expresión del gen fúngico usando la qPCR. A tal fin, se eliminaron las gotas de cada 
hoja usando un papel de filtro, las hojas se recolectaron en tubos de 15 ml y se almacenaron a -80 °C hasta que se 25
extrajo el ADN.

viii) Extracción de ADN y análisis de PCR para la cuantificación fúngica

Para evaluar la inhibición del crecimiento fúngico se midió la cantidad relativa del ADN genómico fúngico usando una 
PCR cuantitativa (qPCR). El ADN se extrajo usando el procedimiento CTAB (Chen y col., Plant Mol Biol Rep 17:53-
57. 1999). Para la qPCR, se usaron 50 ng de ADN como molde en el sistema de PCR en tiempo real 7500 FAST de 30
Applied Biosystems. Las amplificaciones se realizaron en 7,5 µl de SYBER green JumpStart Taq ReadyMix (Sigma-
Aldrich) con 0,5 pmol de oligonucleótidos. Cada muestra tuvo tres repeticiones. Se usaron los cebadores para 
determinar la cantidad de ADN genómico de beta tubulina fúngica con referencia al ADN genómico de ubiquitina de 
la cebada. Tras una activación inicial de la etapa a 95 °C durante 5 minutos, se realizaron 40 ciclos (95 °C durante 
30 segundos, 57 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos). Los valores de Ct se determinaron con el 35
programa informático 7500 Fast suministrado con el instrumento. Los niveles de transcripción del gen de beta 
tubulina se determinaron mediante el procedimiento 2

-ΔΔCt
(Livak y col., Methods 25:402-408. 2001) normalizando la 

cantidad de ADN fúngico de beta tubulina a la cantidad de ADN de la planta de ubiquitina.

B) Ejemplos

Ejemplo 1: Inhibición del crecimiento fúngico y silenciamiento de genes Fg CYP51 mediante aplicación 40
directa de ARNdc

Se generó un ARNdc de 791 pb (CYP3RNA) complementario con los tres genes fúngicos CYP51 (Fig. 5). El análisis 
microscópico de las macroconidias de Fg tratadas con CYP3RNA reveló un hinchamiento de las puntas de las hifas 
en 48 tras el tratamiento (htt, datos no mostrados). En 72 htt, los cambios morfológicos se habían vuelto más 
pronunciados, particularmente en las puntas de las hifas, (Fig. 1a,ii). En comparación, no se detectó tal hinchamiento 45
en el control tratado por simulación (Fig. 1 a,i). Dado que las proteínas CYP51 son la diana de los fungicidas de azol, 
también se controló el fenotipo de las macroconidias de Fg tratadas con tebuconazol. Las macroconidias de Fg
tratadas con tebuconazol (5 mg/l) presentaron un fenotipo comparable con el generado mediante el tratamiento de 
CYP3RNA (Fig. 1 a,iii).

El fenotipo similar de Fg tratado con CYP3RNA y tebuconazol indicó que el ARNdc silenció la expresión de uno o 50
más genes CYP51. Esto se confirmó mediante la cuantificación de los niveles de transcripción para CYP51A,
CYP51B, y CYP51C en macroconidias de Fg de control y tratadas con ARNdc a 72 htt usando una qPCR con beta 
tubulina como el gen de referencia. Los tránscritos para los tres genes se redujeron significativamente en 
macroconidias de Fg tratadas con CYP3RNA en comparación con los controles de simulación (Fig. 1b).

El crecimiento fúngico (determinado basándose en las densidades ópticas de cultivos de Fg a 600 nm a 0 htt y 72 55
htt) se inhibió fuertemente mediante CYP3RNA en una forma dependiente de la dosis (Fig. 2).

La capacidad de CYP3RNA para reducir el crecimiento de Fg y silenciar los genes CYP51 en macroconidias de Fg
indica que el hongo puede tomar hasta un ARNdc de 791 pb sin un soporte de administración adicional, tal como 
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polietilenglicol, cloruro de calcio, lipofectamina o electroporación.

Ejemplo 2: La expresión de CYP3RNA in planta confiere resistencia a Fg

Las plantas Col-0 de Arabidopsis thaliana se transformaron bien con p7U10-CYP3RNA, que contiene dos 
promotores 35S invertidos que dirigen la producción constitutiva de copias sentido y antisentido de CYP3RNA, o un 
control de vector vacío (vv) (Figs. 7 y 8). La resistencia a Fg se evaluó mediante la inoculación de hojas arrancadas 5
de plantas Arabidopsis T2 de 5 semanas de vida (que expresan CYP3RNA) y las respectivas plantas control Col-0 
vv de Arabidopsis con 5 x 104 macroconidias deFg por ml (véase el procedimiento v) anteriormente).

A los 3 días tras la inoculación (dti), tanto el Col-0 de tipo silvestre (ts) como la línea de control de vv presentaron 
lesiones empapadas en agua con lesiones cloróticas o necróticas; estos son síntomas típicos de una infestación de 
Fg (Fig. 3a, i-ii). En marcado contraste, cuatro líneas T2 de Arabidopsis independientes que contienen la10
construcción de silenciamiento de CYP3RNA (L1, L8, L10, L11) no presentaron síntomas de la enfermedad y sus 
hojas eran indistinguibles de las de los controles inoculados con un simulacro (Fig. 3a, iii, iv). El porcentaje de área 
infestada de la hoja en las cuatro líneas transgénicas fue del 0,9 %, mientras que el de los controles de vv fueron del 
77 % (Fig. 3b). Las líneas que expresan CYP3RNA permanecieron sin síntomas de enfermedad a 5 dti, a diferencia 
de las plantas vv Col-0 que presentaron síntomas sustanciales en ese momento (Fig. 3c). Las hifas fúngicas se 15
deben a la germinación y al crecimiento de los hongos en el agar inoculado, no sobre la hoja (Fig 3b,ii). Además, el 
crecimiento fúngico fue más lento y el pigmento de la colonia fue amarillo o pardusco en placas con líneas que 
expresan CYP3RNA en lugar del típico rosa en placas de control (datos no mostrados).

El crecimiento fúngico se caracterizó mediante análisis microscópico de las hojas arrancadas teñidas con azul de 
tripano para visualizar las hifas fúngicas tal como se describe anteriormente. Sobre las hojas del control de vv Col-0, 20
las macroconidias fúngicas germinaron y desarrollaron micelios en 3 dti (datos no mostrados). El crecimiento de 
hifas profusas se vio fuera y dentro de la hoja, y no se restringió al sitio de inoculación. El desarrollo exitoso del 
hongo se indicó adicionalmente mediante la formación de esporodoquia suelta formada por conidióforos ramificados. 
En marcado contraste, la formación de micelios fúngicos en hojas que expresan CYP3RNA se redujo fuertemente (a 
cerca del 100 %) y se limitó exclusivamente al área herida que rodea de los sitios de infección; no se detectó 25
colonización fúngica en el tejido foliar de alrededor. El crecimiento del hongo y los sitios de la herida formaron 
rápidamente un gran número de esporodoquia, que es indicativo de que el hongo se está desemparejando por el 
estrés.

Los resultados del ensayo de las hojas arrancadas se confirmaron mediante microscopia confocal de hojas intactas 
del control vv Col-0 y de plantas que expresan CYP3RNA inoculadas con macroconidias de una cepa de Fg que 30
expresa la proteína verde fluorescente (GFP). Tal como se evidencia mediante la fluorescencia GFP, las hojas vv 
Col-0 de control colonizadas de manera eficaz por Fg, desarrollan micelios en 3 dti. En comparación, el crecimiento 
fúngico en hojas que expresan CYP3RNA se restringió al sitio de inoculación, en donde se observó una esporulación 
inducida por estrés.

Sorprendentemente, el nivel de resistencia alcanzado direccionando los tres genes parálogos CYP51 de Fg para 35
inducir HIGS fue sustancialmente mayor que el observado en los estudios de HIGS publicados anteriormente.

Ejemplo 3: La resistencia a Fg en las líneas que expresan CYP3RNA se debe a HIGS de los genes CYP51

Para evaluar si el HIGS de los genes CYP51 fue responsable de la resistencia a Fg en las líneas que expresan 
CYP3RNA, a 3 dti (véase procedimiento (vi) anteriormente) se realizó un análisis de RT-PCR cuantitativa del ARN 
total de las hojas inoculadas con Fg de plantas que expresan CYP3RNA y plantas control con vv. Los niveles 40
relativos de transcripción de Fg CYP51A, Fg CYP51B y Fg CYP51C se redujeron en promedio al 92 %, 89 % y 77 %, 
respectivamente, en muestras de líneas que expresan CYP3RNA (L1, L8, L10 y L11), en comparación con la línea 
de control con vv (Figs. 5-7).

Se analizó adicionalmente si esta reducción en los tránscritos de Fg CYP51 estaba asociada con la producción de 
los correspondientes ARNip. En análisis por transferencia de Northern que usa CYP3RNA como la sonda, se 45
detectaron los ARNip que se corresponden con las secuencias diana de CYP51 tanto en hojas infestadas con Fg
como en hojas no infestadas de plantas que expresan CYP3RNA (Fig. 8). Por el contrario, estos ARNip no se 
observaron en las hojas de plantas de ts o control con vv. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la 
expresión de CYP3RNA silencia de manera eficaz los tres genes Fg CYP51, posiblemente dirigiendo la maquinaria 
de silenciamiento de la planta hospedadora para producir los correspondientes ARNip.50

Ejemplo 4: Resistencia a Fg en hojas de cebada que expresan CYP3RNA

La cebada se transformó con p7i-Ubi-CYP3RNAi (Fig. 9). Se generó p7i-Ubi-CYP3RNA análogo a p7U10-CYP3RNAi
sustituyendo el fragmento de GUS en p7i-Ubi-RNAi2 (Fig. 8) por un fragmento CYP51ABC (CYP51A-CYP51B-
CYP51C) usando enzimas de restricción HindIII/Xmal. El vector binario p7i-Ubi-CYP3RNAi contiene dos promotores 
35S que dirigen la producción constitutiva de copias sentido y antisentido de CYP51ABC. Para preparar las plantas 55
de control, se transformó la cebada con el vector vacío (vv) (Fig. 8). Las plantas de cebada transgénicas que 
expresan CYP51ABC se identificaron mediante RT-PCR usando cebadores específicos del gen. Para cada línea 
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transgénica (L2 a L9, L15 y L42) y las plantas de control (vector vacío y tipo silvestre var. Golden Promise) se 
arrancaron dos hojas de plantas de cebada de 2 semanas de edad y se transfirieron a placas de petri cuadradas que 
contienen agar al 2 % en agua. Cada hoja se inoculó en tres puntos diferentes (superior, medio, inferior) con gotas 
de 20 µl de una suspensión que comprende 5x 10 4 macroconidias de Fg por ml. Después de 7 días, se tomaron 
imágenes de las hojas (véase la Fig. 10) y se determinaron los niveles relativos de los tránscritos de CYP51A, 5
CYP51B y CYP51C análogo al procedimiento (vi) anterior (véase la Fig. 11). Las hojas de las líneas transgénicas 
(L2-L9, L14, L42) difirieron de manera significativa de las hojas de los controles (vv, GP) en relación con los 
síntomas de una infestación fúngica. Cuatro de las 10 líneas transgénicas (L2, L7, L9, L42) no presentaron síntomas 
de infestación fúngica (resistencia al 100 %). Las seis líneas restantes (L3-L6, L8 y L14) solo presentaron síntomas 
débiles y localmente restringidos. Por el contrario, las líneas de control presentaron una decoloración y un blanqueo 10
significativo de las hojas inoculadas con Fg (véase Fig.10).

Ejemplo 5: Reducción del crecimiento de Fg tras la aplicación de ARNdc en hojas

Se generó un ARNdc de 791 pb (CYP3RNA) complementario con los tres genes fúngicos CYP51 (Fig. 5) y se aplicó 
a las hojas de cebada arrancadas y montadas sobre placas de agar. Como controles negativos, solo se aplicó 
tampón o una molécula de ARNdc no relacionada (ARNdc-GFP, que no tiene homología con genes fúngicos). 48 15
horas después de pulverizar las hojas de cebada con ARNdc CYP3RNA o los controles negativos, se infectaron las 
hojas con macroconidias de Fg. 6 días después de la inoculación (es decir, 8 días tras la pulverización), se observó 
una inhibición significativa del crecimiento fúngico con hojas tratadas con CYP3RNA ("ARNdc") en comparación con 
las hojas de control (que se pulverizaron solo con tampón ("control") o ARNdc-GFP ("GFP"), Fig. 12A). Estos 
hallazgos fueron consistentes con los resultados de la qPCR, en los que se descubrió que la cantidad relativa de 20
ADN fúngico en hojas infectadas tratadas con CYP3RNA es significativamente menor que en hojas de control 
infectadas (Fig. 12C). Ni el tampón TE ni el ARNdc-GFP no relacionado tuvieron un efecto inhibidor sobre el 
crecimiento fúngico.

Ejemplo 6: Reducción del crecimiento de Fg tras la aplicación de ARN en áreas distales de la hoja

La parte superior de las hojas se pulverizó con ARNdc (CYP3RNA) o una muestra de control (solo tampón ("control") 25
o ARNdc-GFP ("GFP")), mientras que las zonas media e inferior se recubrieron. Después de 2 días, la parte inferior 
de las hojas se sometió a inoculación fúngica. Se determinó la gravedad de la infección 6 días tras la inoculación 
midiendo la cantidad relativa del ADN fúngico. La inhibición del crecimiento fúngico en comparación con las hojas 
tratadas con control se observó no solo en la zona superior de la hoja tratada con CYP3RNA, sino también en el 
área inferior de la hoja de la misma hoja (Figs. 12B y 12D). Estos hallazgos indican que el ARNdc de CYP3RNA se 30
toma por y se transporta en la hoja para proporcionar una protección sistémica de la infestación fúngica.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ARNdc capaz de inhibir la expresión del gen CYP51A, el gen CYP51B y el gen CYP51C de un 
fitopatógeno del género Fusarium, comprendiendo el ARNdc:

i) una secuencia sentido que es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la secuencia 
codificante del gen CYP51A;5
ii) una secuencia sentido que es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la secuencia 
codificante del gen CYP51B;
iii) una secuencia sentido que es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la secuencia 
codificante del gen CYP51C; y
iv) secuencias antisentido que son sustancialmente complementarias a las secuencias sentido (i), (ii) y (iii);10

en la que la disposición de las secuencias en la molécula de ARNdc permite la hibridación de cada secuencia 
sentido con su secuencia antisentido sustancialmente complementaria.

2. La molécula de ARNdc de la reivindicación 1, en la que el fitopatógeno es Fusarium graminearum, y
la secuencia sentido (i) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:1;
la secuencia sentido (ii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:2; y15
la secuencia sentido (iii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:3.

3. La molécula de ARNdc de la reivindicación 2, en la que,
la secuencia sentido (i) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:4;
la secuencia sentido (ii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:5; y
la secuencia sentido (iii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:6.20

4. La molécula de ARNdc de la reivindicación 1, en la que el fitopatógeno es Fusarium oxysporum, y
la secuencia sentido (i) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:8;
la secuencia sentido (ii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:9; y
la secuencia sentido (iii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:10.

5. La molécula de ARNdc de la reivindicación 1, en la que el fitopatógeno es Fusarium verticillioides, y25
la secuencia sentido (i), es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:11;
la secuencia sentido (ii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:12; y
la secuencia sentido (iii) es al menos el 70 % idéntica a al menos 20 nucleótidos contiguos de la SEQ ID NO:13.

6. La molécula de ARNdc de la reivindicación 1, que comprende una secuencia sentido que es al menos el 70 % 
idéntica a la SEQ ID NO:7, y una secuencia antisentido que es sustancialmente complementaria a dicha secuencia 30
sentido, en la que la disposición de las secuencias en la molécula de ARNdc permite la hibridación de dicha 
secuencia sentido con dicha secuencia antisentido.

7. La molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la identidad de secuencia de cada 
secuencia sentido pertenece a al menos 25, al menos 50, al menos 100, al menos 150, al menos 200 o todos los 
nucleótidos contiguos de su respectiva secuencia de referencia.35

8. La molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la identidad de secuencia de cada 
secuencia sentido con su respectiva secuencia de referencia es de al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 
85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 100 %.

9. La molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que cada secuencia sentido se localiza 
en una cadena de ARN diferente de la molécula de ARNdc que su correspondiente secuencia antisentido.40

10. La molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que las secuencias sentido y las 
secuencias antisentido se localizan en una única cadena de ARN que se enrolla sobre sí misma para formar una 
estructura de horquilla.

11. Una secuencia de ADN o una multitud de secuencias de ADN que proporcionan un molde transcripcional de al 
menos las secuencias antisentido de la molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.45

12. La(s) secuencia(s) de ADN de la reivindicación 11 que proporciona(n) un molde transcripcional de la molécula de 
ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

13. La(s) secuencia(s) de ADN de la reivindicación 12, en la(s) que el molde transcripcional está unido de manera 
operativa a al menos un promotor.

14. La(s) secuencia(s) de ADN de la reivindicación 13, en la(s) que el al menos un promotor es funcional en una 50
célula vegetal.

15. Un polinucleótido aislado que comprende la(s) secuencia(s) de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 
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11-14 o una multitud de polinucleótidos aislados que comprenden las secuencias de ADN de una cualquiera de las 
reivindicaciones 11-14.

16. Una planta transgénica que comprende la(s) secuencia(s) de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 11-
14 o el polinucleótido de la reivindicación 15.

17. La planta transgénica de la reivindicación 16, en la que la planta es capaz de generar al menos las secuencias 5
antisentido de la molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

18. La planta transgénica de la reivindicación 17, en la que la planta es capaz de generar moléculas de ARNdc de 
una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

19. La planta transgénica de una cualquiera de las reivindicaciones 16-18, en la que la planta transgénica es un 
cultivo cereal.10

20. Un procedimiento de control de un fitopatógeno fúngico o de oomiceto, en el que una planta transgénica de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16-19 se cultiva para permitir la generación de ARN que 
comprende las secuencias antisentido de la molécula de ARNdc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, y 
dicho ARN inhibe el crecimiento y/o la propagación de dicho fitopatógeno.

21. Una composición para controlar un fitopatógeno fúngico o de oomiceto que comprende la molécula de ARNdc de 15
una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, y un vehículo fitocompatible.

22. Un procedimiento de control de un fitopatógeno fúngico o de oomiceto, en el que una planta infestada por o en 
riesgo de ser infestada por dicho fitopatógeno y/o la proximidad de dicha planta, se pone en contacto con una 
cantidad eficaz de la composición de la reivindicación 21.

20
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