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POWER OF ATTORNEY
giss

El (los) MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Comiciliades en 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, EEUU

Nombran por el presente a XIMENA CASTELLANOS A. ylo
MARGARITA CASTELLANOS A. abogadas con oficinas en la
Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-Colombia para obtener a
proteccién de mi (nuestra) propiedad Industrial y con este fin
autorizamos a dichos apoderados para que nos represanten

ante cualesquiera autoridades o personas de los drdenes

administrativo, contencioso ~administrativo v judicial en tods lo
relacionado con los siguientes actos y gestiones:
a) Oblencion de patentes de invencion, modelos y dibujos

industriales; registro de marcas de fabrica, de servicio, .
colectivas o defensivas y de denominaciones de origen, *

deposito de nombres y ensefias comerciales; Su
renovacion, prorroga, inscripcién de traspaso y cambio de
nombre o domicilio, cancelacion voluntaria y el registro da
licencias de uso de esos derechos;
b) Para la obtencién de registros sanitarios;
¢} Acciones de oposicion, observacion, cancelacién, nulidad,
mecdidas cautelares y en general los juicios civiles, penales,
administrativos © contencioso - administrativos  que
promovamos 0 Se nos promuevan,
Pudiendo en todos los actos y gestiones arriba mancionados
sustituir éste mandato, transigir, desistir, recibir, cancelar,
renunciar, aceptar notificaciones y nombrar apoderados

_judiciales y extrajudiciales,

Finalmente, este poder ratifica |a validez de todos los actos y
sulicitudes que, a nombre de la poderdante hubieren realizado
los apoderados en relacion con las facultades anteriormente
enumeradas, anles de la suscripcion del presente poder

Dadoyfirmadohoy 19 de Diciembre de 2005
en  St. Louis, Missouri, USA

por - MONSANTO TECHNOLOGY LLC
{El netario debe suscribir el documento en Ia pagina siguiente)

(Se requiere legalizacion consular o mediante apostilla)

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

| {we) the undersigned MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Of 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri
63167, EEUU

hereby grant(s) Power of Attorney to XIMENA
CASTELLANOS A. and /or MARGARITA CASTELLANOS a.
altorneys residing at Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-
Colombia, to obtain the protection of my (our Industrial

P'f'operty, for which purpose we authorize the said attorneys to

represent. us before any authorities, or persons, specially
those, administrative, contentious and judicial, in all malters
concerning the following:

a) Obtainment of patents, models and designs, registration of
trademarks, sefvice, collective and defensive marks, and of
designations of origin; the depesit of trade names and
ensigns; its renewal, extension, recordal of assignments,

-change of name or domicile, voluntary cancellation, and Ihe

registration of licenses of use of the above rights,

b) .For the obtainment of Sanitary regisirations;

c¢) ‘Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement,
granting of licenses; and in general the civil, criminal and
administrative suits related to those rights; actions and
suits instituted by us or against us;

In all the above maiters they may substitute this power of

aftorney, compromise, desist, cancel, receive, renounce,

accept notifications and appeint attorneys in fact, in or out of

court.

Finally, this power of attomey rafifies the validity of all acls
and applications made by the representatives in the name of
the signatory of this power of attorney, with regard t the
faculties above given, before the exscution of the present
power of attorney.

Given and signed this  19th December, 2005

in  St. Louis, Missouri

by }ﬁ\(\,u.. AP
Dennis R. Hoermer
(Motary shall execute on the next page)

(Consular legalization or apostille is required)

NOTARIAL CERTIFICATION (Corporation)

ATVADNOY CACTEIT ANIYC Nd 2 TA
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Hoy 1%e Ddc, delaio 2005
comparecio (eron) personalmente
DENNIS R. HOERNER

a quienes conozco como la(s) personas que firmafn) en
representacion de la Sociedad (Compafila) denominada
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Certifico :
a) Que MONSANTO TECHNOLOGY LLC

es una sociedad/Compaiia legalmente constituida v
existente de acuerdo con las leyes de

b)  Que el domicilio de dicha Sociedad/Compaiiia es
St. Louis, Missouri

¢) Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el
presente poder estan comprendidos dentro del objeto

social de la mencionada Sociedad /Compania.
d) QueelSr. DENNIS R. HOERNER

esta autorizado para otorgar el presente poder. Lo anterior
esta probado por medio de los siguientes documentos, que
certifico he visto*

(Ciudad) St. Louis

(Estado) Missouri

Hoy 19del Diciembre de 2005

(Notario Publico)

*Los documentos debe identificarse con fecha y origen.

Onthis 19 dayofDec. of 2005
personally appeared

Dennis R. Hoerner

whom | know 1o be the persan(s} who signed this document as
representative(s) of the Corporation /Company named
Monsanto Technology LIC

| certify:
a) That
Monsanto Technology LLC

is a corporation {Company legally constituted and in
existence n accordance with the laws of
b) Thatthe domicile of said Corporation/Company is
St. Louls, Missouri

¢) That the purpose or purposes for which the present
Power of Attorney is granted are comprised within the
object set forth in the charter of the mentioned
Corporation/Company.

d) ThatMr. Dennis R. Hoerner

is (are) authorized to grant the present Power of Attorney. The

aforementioned was duly proven through the following

documents and | duly certify having seen them™;

(City) st. Louis
(State) Missouri
this 19 day oPeCof the year 2005

e T8

(Notary PublicWT'(‘ A Uy

*Documents must be identified with date and origin

'
b,

SR fyé,;,‘ MICHELLE LUDWIG
oo MyCommission Expires
ST me e July 13, 2009
Gp LS St.Louis County
78 OF R Commission 405550747

ATATUANA SAATOT Y ARTAn A F O /T a



Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document

. MICHELLE LUDWIG
2. has been signed by

e ) NOTARY PUBLIC
3. actingin the capacityof . 2

MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

4. bears the seal/stamp of

Certified

5. at Jefferson City, Missouri
6. the 21° _ " dayof DECEMBER 2005

7. by Robin Carnahan, Secretary of State, State of Missouri
8 No. 142500

9. Seal/Stamp 10. Signature:

DGl

Comm. 48 (01-2005)



................. TRADUCCION OFICIAL No. 06-02-04

de un documento escrito en INGLES, el cual para su identificacion lleva

el sello de la Traductora e Intérprete Oficial, Res. 2755/68 y 01144/97 de

Minjusticia, al igual que la presente.
(Adjunto a un documento de Poder otorgado por MONSANTO
. TECHNOLOGY LLC)
Sello Notarial:

MICHELLE LUDWIG

Mi comision vence Julio 13, 2009

Condado de St. Louis — Comision #05550747

APOSTILLA
(Convencién de La Haya de octubre 5, 1961)
Is Pois:. Estados Unidos de América
Este documento pUblico
2. ha sido firmado por Michelle Ludwig
3. actuando en su cardcter de Notario PUblico
4. Lleva el sello de Michelle Ludwig — Notario PUblico - Estado de
Missouri
CERTIFICADO
5. En Jefferson City, Missouri

6. Eldia 21 de Diciembre de 2005




/. por Robin Carnahan, Secretario de Estado, Estado de Missouri

8. No. 142500

9. Sello (en dorado) 10. Firma:

(fdo) Robin Carnahan

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, ala cual me remito,

Bogotd, D. C., Febrero 9, 2006. : M ;

DORA DUQUE Dt BERNAL
TRADUCTORA E iNTERPRETE OFICIAL
HES. 02755/68 ¥ 0114470, - MINJUSTICIA
REP. DE coLomen
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MOLECULAS POLINUCLEOTIDICAS PARA REGULACION GENETICA EN PLANTAS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS E INCORPORACION DE
LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de las solicitudes de patentes

provisionales de los Estados Unidos 61/311,762, presentada el 8 de marzo de 2010,

61/349,807, presentada el 28 de mayo de 2010 y 61/381,556, presentada el 10 de
septiembre de 2010, las cuales se incorporan a modo de referencia en su totalidad a la
presente. El listado de secuencias que figura en el archivo denominado “38-
21_56855_D.txt", el cual tiene 133 kilobytes (medidos en el sistema operativo MS-
Windows) y se cred el 7 de marzo de 2011, se presenta con la presente y se incorpora a
la misma a modo de referencia.

CAMPO DE LA INVENCION
En la presente se divulgan moléculas polinucleotidicas para regular genes en plantas y
métodos para preparar y utilizar dichas moléculas.

ANTECEDENTES

La ineficacia de los herbicidas para controlar las malezas resistentes es un problema
especialmente cuando dichas malezas crecen en campos de cultivos resistentes a
herbicidas que pueden tener una resistencia a herbicidas més baja que la maleza. Las
malezas resistentés a los herbicidas se identifican por una variedad de modos de accion.
La resistencia que resulta de la seleccion de multiples copias de genes que producen
proteinas dirigidas al herbicida en amaranto se describe en Gaines et al. (2010) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 107(3):1029-1034. La resistencia que resulta de mutaciones en
genes que producen proteinas dirigidas a herbicidas en amor de hortelano, lechuga
espinaca y ryegras se describe en Baerson et al. (2002) Plant Physiol., 129(3):1265-1275;
Preston et al. (2006) Pesticide Biochem. Physiol., 84(3):227-235; y Wakelin et al. (2006)
Weed Res. (Oxford), 46(5):432-440. El secuestro vacuolar del glifosato es un mecanismo
que se observa en la hierba de caballo resistente al glifosato; ver Ge et al. (2010) Pest
Management Sci., 66:576-576. La resistencia resultante de la expresion de enzimas que
metabolizan herbicidas en una forma quimica inactiva en garranchuelos se describe en
Hidayat et al. (1997) Pesticide Biochem. Physiol., 57(2):137-146. Reddy et al. (2008) J.
Agric. Food Chem., 56(6):2125-2130 describieron la acumulacién de acido
aminometilfosfonico en especies vegetales tratadas con glifosato.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona moléculas polinucleotidicas y métodos para regular
genes en plantas, por ejemplo, proporcionando ARN para la regulacion sistémica de
genes. Varios aspectos de la invencion proporcionan moléculas polinucleotidicas y
metodos para regular genes y transgenes endégenos en una célula vegetal y moléculas
polinucleotidicas. Los polinucledtidos, composiciones y métodos divulgados en la
presénte son Utiles para regular genes endégenos de una plaga o patdégeno vegetal. En
un aspecto de la invencion, las moléculas polinucleotidicas se proporcionan en
composiciones que pueden permear o ser absorbidas en el tejido vegetal vivo para iniciar
el silenciamiento génico sistémico de genes o transgenes endoégenos o de su ARN
transcrito. En algunos aspectos de la invencién, las moléculas polinucleotidicas en Gltima
instancia proporcionan a una planta o permiten la produccién en células de una planta, de
ARN que es capaz de hibridar en condiciones fisiologicas en una célula vegetal con ARN
transcrito a partir de un gen endégeno objetivo o transgén objetivo en la célula vegetal,
produciendo asi la regulacion del gen objetivo, por ejemplo, el silenciamiento o supresion
del gen objetivo. En otros aspectos de la invencion, las moléculas polinucleotidicas
divulgadas en la presente también son dtiles para proporcionar en ultima instancia a una
planta o permitir la produccion en células de una planta, de ARN que es capaz de hibridar
en condiciones fisiologicas con ARN transcrito a partir de un gen objetivo en una célula de
una plaga invertebrada o de un patdgeno viral de la planta, produciendo asi la regulacion
del gen objetivo, por ejemplo, el silenciamiento o supresion del gen objetivo. En algunos
aspectos, el silenciamiento o supresion del gen objetivo conduce a la sobrerregulacion de
otro gen que es afectado o regulado por la expresion del gen objetivo.

Se cree que las composiciones y métodos de esta invencion operan a través de una o
mas de las diversas vias celulares naturales implicadas en la supresion génica mediada
por ARN, tal como se describe generalmente en resefias de Brodersen y Voinnet (2006),
Trends Genetics, 22:268-280; Tomari y Zamore (2005) Genes & Dev., 19:517-529;
Vaucheret (2006) Genes Dev., 20:759-771; Meins et al. (2005) Annu. Rev. Cell Dev. Biol.,
21:297-318; y Jones-Rhoades et al. (2006) Annu. Rev. Plant Biol., 57:19-53. La
supresion mediada por ARN generalmente implica un intermediario de ARN bicatenario
(ARNbc) que se forma intramolecularmente dentro de una dnica molécula de ARN o
intermolecularmente entre dos moléculas de ARN. Este intermediario de ARNbc mas
largo se procesa mediante una ribonucleasa de la familia RNasa [l (ribonucleasa Dicer o
similar a Dicer) en uno o mas ARN bicatenarios mas cortos, incorporandose una cadena

de estos al complejo de silenciamiento inducido por ARN (“RISC"). Por ejempilo, la via

N
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ARNip implica la escision de un intermediario de ARN bicatenario mas largo en ARN
interferentes pequefios (“ARNip”). Se cree que el tamafio de los ARNip varia de
aproximadamente 19 a aproximadamente 25 pares de bases, pero los tipos mas comunes
de ARNip en plantas incluyen los que contienen 21 pares de bases o 24 pares de bases.
Ver, Hamilton et al. (2002) EMBO J., 21:4671-4679. Tal como se usa en la presente,
‘oligonucledtido” significa una molécula polinucleotidica que tiene una longitud de 18-25
nucledtidos, similar al tamafio de moléculas de ARN pequefias procesadas en
mecanismos de silenciamiento génico. Varias realizaciones de esta invencion incluyen
composiciones que incluyen oligonucleétidos o polinucledtidos o una mezcla de ambos.
Los aspectos de la invencion incluyen composiciones y métodos para: proporcionar
moléculas de ARN monocatenarias en una célula vegetal para regulacién sistémica de
genes; tratamiento herbicida con composiciones que incluyen tensioactivo y un agente
letal vegetal que proporciona ARN monocatenario para la supresion de un gen endoégeno
en una celula vegetal; revestimiento tépicd sobre una superficie vegetal que incluye un
tensioactivo (por ejemplo, un tensioactivo de organosilicona) y una molécula de
oligonucledtido o polinucledtido para supresion de un gen endégeno en una célula
vegetal; composicion de aplicacion topica para inducir el silenciamiento sistémico de un
gen objetivo en una planta que incluye (a) un agente para acondicionar una planta para la
permeacion de polinucledtidos y (b) moléculas polinucleotidicas; y tratamiento herbicida
con composiciones que incluyen (a) un agente para acondicionar una planta para la
permeacién de polinucledtidos y (b) moléculas polinucieotidicas. Opcionalmente estas
composiciones pueden incluir un herbicida no nucleotidico.

En otros aspectos, la invencion proporciona métodos para: controlar plantas espontaneas
resistentes a herbicidas; investigavr la genética inversa modulando un gen endogeno en
una planta mediante la aplicacion sobre tejido de una planta en crecimiento de una
composicion para proporcionar moléculas de ARN monocatenario en una célula vegetal
para regulacion sistémica de genes; inducir el silenciamiento sistémico de una gen
objetivo que incluye aplicacion topica de polinucledtidos en una planta; inducir el
silenciamiento sistémico de un gen objetivo en una planta mediante (a) acondicionamiento
de una planta para la permeacion de polinucleétidos y (b) aplicacion topica de
polinucleétidos en la planta; investigar la genética inversa modulando un gen endogeno
en una planta mediante la aplicacion topica en una planta viva de una composicién de
aplicacion topica que incluye moléculas polinucleotidicas y un agente para acondicionar
una planta para la permeacion de dichas moléculas polinucleotidicas.
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En otros aspectos, la invencién proporciona una planta con ADN o ARN exdgeno para
suprimir un gen endégeno, donde el ADN exégeno no esta integrado en un cromosoma
de la planta, el ARN exdgeno no se transcribe a partir de ADN integrado en un
cromosoma de la planta y el gen endbgeno se suprime mediante aplicacion topica de un
polinucleotido en una planta. Estos y otros aspectos de la invencion se describen en mas

detalle en las siguientes secciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 presenta la SEQ ID NO:1, una secuencia de nucleétidos que codifica EPSPS
de palmera amaranto.

10) La Figura 2 presenta la SEQ ID NO:3 que es una secuencia de nucleétidos de un gen
Pol lli sintetizado.

11) La Figure 3 ilustra la morbilidad de las plantas de palmera amaranto tratadas con un
ARNbc. La Figura 3A muestra a las plantas 7 dias después del tratamiento con glifosato.
La Figura 3B muestra plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con la soluciéon de
ARNDbc largo y posteriormente con tratamiento con glifosato después de 72 horas. La
Figura 3C muestra plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con la solucién de
ARNbDc corto y posteriormente con tratamiento con glifosato después de 72 horas.

12) La Figura 4 ilustra el blanqueado en plantas Nicotiana benthamiana tratadas con una
composicién de ARNbc.

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

14) La Figura 6 ilustra oligonucleétidos de ADNmc antisentido marcado con Alexa Fluor
488 en 5’ (SEQ ID NO:15) permeado las hojas de palmera amaranto resistente a glifosato
tal como se describe en el Ejemplo 9.

15) La Figura 7 muestra los resultados de ARNm de EPSPS medidos en hojas de palmera
amaranto resistente a glifosato tratadas con oligonucleétidos de ADNmc antisentido para
EPSPS tal como se describe en el Ejemplo 9. Las barras representan experimentos
repetidos para cada uno de los tratamientos No. 1 - No. 4 (indicados por los nimeros
dentro de los circulos y en referencia a la Tabla 2) y para testigos (hojas permeadas con
oligonucleétidos de ADNmc antisentido para una proteina de semilla de cebada, SEQ ID
NO:14, tratadas con y sin glifosato).

16) La Figura 8 muestra los resultados de la proteina EPSPS medidos en hojas de

palmera amaranto resistente a glifosato tratadas topicamente con oligonucledtidos de
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ADNmc antisentido para EPSPS, tal como se describe en el Ejemplo 9; los tratamientos
se indican mediante los numeros dentro de los circulos y en referencia a la Tabla 2.

17) La Figura 9 muestra los resultados de la acumulacion de shiquimato medida en hojas
de palmera amaranto resistente a glifosato tratadas con oligonucledtidos de ADNmc
antisentido para EPSPS en dos experimentos, tal como se describe en el Ejemplo 9; los
tratamientos se indican mediante los numeros dentro de los circulos y en referencia a la
Tabla 2.

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

19) La Figura 11 representa esquematicamente la ubicacion de las secuencias de los
oligonucleétidos y polinucledtidos sometidos a ensayo (ver Tabla 3) en relacion con la
secuencia de fitoeno sintasa (SEQ ID NO:16) tal como se describe en el Ejemplo 10.

20) La Figura 12A ilustra el blanqueado apical de hoja en plantas Nicotiana benthamiana
tratadas topicamente con solucién amortiguadora (“Testigo”), un polinucleétido de ARNbc
de 200 mer con una secuencia de ARN que corresponde al segmento que consiste en los
nucledtidos 914 — 1113 de la SEQ ID NO:2 (“200 nt dsRNA”), y una combinacion de
oligonucledtidos y polinucleétidos de ADN monocatenario (SEQ ID NOs:16, 17, 20, 21, 24,
25y 26) (“ssDNA oligos”) tal como se describe en el Ejemplo 10. La Figura 12B ilustra los
resultados de un andlisis de transferencia northern de ARN aislado a partir de plantas
Nicotiana benthafniana tratadas con solucién amortiguadora (testigo), el polinucleétido de
ARNDbc de 200 mer y los oligonucledtidos de ADNmc. También se muestra el ARN
aislado a partir de plantas que fueron estresadas manteniéndolas a 4 grados Celsius y en
la oscuridad durante toda la noche antes del tratamiento con los polinucledtidos de ARNbc
de 200 mer.

21) La Figura 13 ilustra el blanqueado apical de hojas en plantas Nicotiana benthamiana
tratadas topicamente por duplicado con varias combinaciones de polinucledtidos u
oligonucledtidos (los numeros se refieren a los tratamiento enumerados en la Tabla 4) tal
como se describe en el Ejemplo 10. Las plantas testigo (Tratamiento 13 en la Tabla 4) no
se muestran.

22) La Figura 14 ilustra el blanqueado aplica en hojas de plantas Nicotiana benthamiana
tratadas tépicamente con los polinucledtidos indicados en la Tabla 5 tal como se describe
en el Ejemplo 10.

23) La Figura 15 ilustra el blanqueado apical de hojas observado en plantas Nicotiana
benthamiana después del tratamiento topico con el ADNmc antisentido de 21 mer de PDS
(SEQ ID NO:34, “21nt PDS antisentido”) o con oligonucledtidos de 22 mer antisentido de
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PDS sometidos a ensayo previamente sin un promotor T7 (SEQ ID NOs:22 y 23) ("PDS
antisentido”). No se observé o se observ() un blanqueado apical poco visible en hojas
después del tratamiento topico solo con la solucion amortiguadora o después del
tratamiento iépico con ADNmc sentido de 21 mer de PDS (SEQ ID NO:36, “21nt PDS
sentido”) tal como se describe en el Ejemplo 10.

24) La Figura 16 ilustra una alineacién de las secuencias de ADN PDS de palmera
amaranto y Nicotiana benthamiana que muestra aproximadamente 71% de identidad
(1252/1762) tal como se describe en el Ejemplo 11.

25) La Figura 17 ilustra el blanqueado apical de hojas observado en plantas de palmera
amaranto tratadas tépicamente con ARNbc PDS de Paimer de 678 bp o 198 bp pero no
en plantas de palmera amaranto tratadas tépicamente con un ARNbc de gen,del gusano
de la raiz de maiz de 260 pares de bases, tal como se describe en el Ejemplo 11.

26) La Figura 18A ilustra el blanqueado apical en hojas, tallos y flores de plantas
Nicotiana benthamiana tratadas tépicamente primero con una solucién de tensioactivo y
luego con un oligonucleétido PDS de ADNmc para inducir el silenciamiento sistémico de
la fitoeno desaturasa, tal como se describe en el Ejemplo 12. La Figura 18B ilustra el
blanqueado apical en hojas, tallos y flores de plantas Nicotiana benthamiana tratadas
topicamente con un oligonucledtido PDS de ADNmc para inducir el silenciamiento
sistémico de la fitoeno desaturasa, con o sin acondicionamiento con una solucion de
tensioactivo, tal como se describe en el Ejemplo 12.

27) La Figura 19 ilustra los resultados de los ensayos con diferentes lineas de palmera
amaranto resistentes a glifosato (3 plantas por repeticion) tratadas con las condiciones
indicadas en la Tabla 6, tal como se describe en el Ejemplo 13. Las fotografias fueron
sacadas a los 7 dias después del tratamiento con glifosato (experimentos 1 — 6)oalos9
dias después del tratamiento con glifosato (experimentos 7 — 9).

28) La Figura 20 ilustra la ubicacion de dos ARN pequefios identificados como
abundantes en las plantas de palmera amaranto tratadas con ARNbc de EPSPS y que se
muestran como nucleétidos en cursiva subrayados en las posiciones 564-588 y 743 - 767
del EPSPS de longitud completa (SEQ ID NO:40), tal como se describe en el Ejemplo 14.
La secuencia de EPSPS también muestra la ubicacion de las cuatro moléculas de ARNbc
de EPSPS “cortas” de tamafio de oligonucledtido (testo subrayado, sin cursiva) y los tres
polinucledtidos de ARN bicatenario “largos” (texto en negrita, tal como se describe en el
Ejemplo 1).

29) La Figura 21A ilustra los resultados del tratamiento de las plantas de palmera
amaranto con tensibactivo y posteriormente ARNbc en una de tres cantidades de
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aplicacion y posteriormente con herbicida, tal como se describe en el Ejemplo 17. la
Figura 21B ilustra los resultados del ensayo 1 llevado a cabo con semillas recogidas de
palmera amaranto resistente a glifosato cultivadas en el campo, tal como se describe en
el Ejemplo 17; las plantas se muestran a los 8 dias y 30 dias después del tratamiento con
herbicida.

30) La Figura 22 ilustra los resultados obtenidos con el tratamiento de palmera amaranto
con tensioactivo de amina de sebo y sulfato de amonio o con reactivos de transfeccion, tal
como se describe en el Ejemplo 18.

31) La Figura 23 ilustra los resultados de tratar plantas de palmera amaranto resistentes a
glifosato con ARNbc de EPSPS o hibridos de ADN/ARN de EPSPS, tal como se describe
en el Ejemplo 19.

32) La Figura 24 ilustra los resultados de tratar plantas de palmera amaranto resistentes a
glifosato con ARNbc de EPSPS o polinucledtidos de ADNmc de EPSPS, tal como se
describe en el Ejemplo 20. La fotografia superior se tomo a los 8 dias después de la
pulverizacion del herbicida y la grafica inferior (barras) presenta los resultados como la
puntuacion de lesion por glifosato (Gl) 8 dias después de la pulverizacion del herbicida.
33) La Figura 25A ilustra doce polinucleétidos de ARNbc correspondientes a segmentos
de ADN de aproximadamente 250 bp, cubriendo cada uno de forma traslapada la
secuencia sentido completa y parte de las regiones en 5 y en 3’ sin traducir del gen
EPSPS de Palmer, tal como se describe en el Ejemplo 21; las cuatro moléculas de ARNbc
de EPSPS “cortas” de tamarfio de oligonucleétido tales como se describen en el Ejemplo 1
y la Figura 1 estan ubicadas en los segmentos de traslape 2, 3, 4 y 8 respectivamente y
se muestran como barras gris claro dentro de dichos segmentos. La Figura 25B vy la
Figura 25C ilustran los resultados del tratamiento de plantas de palmera amaranto
resistentes a glifosato con ARNbc disefiado a partir de estos segmentos de traslape o las
cuatro moleculas de ARNbc “cortas” o soluciéon amortiguadora.

34) La Figura 26 ilustra los resultados del tratamiento de plantas de paimera amaranto
resistentes a glifosato con glifosato y posteriormente con pulverizacion de Silwet L-77 al
1% y posterior aplicacion de ARNbc de EPSPS en solucién amortiguadora que contenia
2% de sulfato de amonio, tal como se describe en el Ejemplo 22. Las plantas testigo sin
tratamiento (“ST") se trataron solamente con pulverizacién de Silwet L-77 al 1% pero no
con herbicida ni ARNbc. Las plantas se fotografiaron y puntuaron a las plantas a los 16
dias después del tratamiento.

35) La Figura 27 ilustra los resultados del tratamiento de una poblacién de campo de

palmera amaranto resistente a glifosato con gran cantidad de copias con una composicion
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que contenia una cantidad de 20X o 100X de polinucledtidos de ARNbc de EPSPS,
tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida o con una composicion que contenia
tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida, tal como se describe en el Ejemplo 23. Para
cada tratamiento, se trataron dos parcelas duplicadas de 1 pie por 5 pies.

36) La Figura 28 representa la evolucién del blanqueado y muerte de las plantas de
lechuga tratadas con 1 nanomol de ADNmc por planta (de arriba hacia abajo) 37, 46 y 60
dias después del tratamiento, tal como se describe en el Ejemplo 24.

37) La Figura 29A ilustra el silenciamiento sistémico en plantas de lechuga evidenciado
por el blanqueado observado a los 4 o 12 dias después del tratamiento tépico con
polinucledtidos, tal como se describe en el Ejemplo 24. La Figura 29B muestra el
silenciamiento sistémico evidenciado por el blanqueado observado a los 4 dias después
del tratamiento tépico con los cuatro ADNmc antisentido individuales ("HL287”, SEQ ID
NO:43; “HL288", SEQ ID NO:44; “HL289", SEQ ID NO:45; y “HL290”, SEQ ID NO:46) o
con una mezcla de los cuatro.

38) La Figura 30 ilustra el blanqueado de hojas (panel superior derecho) y flores (panel al
medio derecho) de plantas de tomate tratadas con polinucleétidos de fitoeno desaturasa
de tomate, tal como se describe en el Ejemplo 25. La Figura 30 también ilustra el
enanismo de las plantas de tomate tratadas con polinucleétidos de PDS (panel inferior).
39) La Figura 31 ilustra la mejora de la actividad herbicida del glifosato en palmera
amaranto con poca cantidad de copias de los polinucleétidos de EPSPS mediante
polinucledtidos de TIF y que los polinucledtidos de TIF tienen actividad herbicida propia,
tal como se describe en el Ejemplo 26. Los polinucleédtidos de EPSPS “1, 3, 4” se refieren
a ARNbc “cortos” que tienen una cadena antisentido que es capaz de hibridar con el
ARNm transcrito a partir del gen EPSPS de palmera amaranto (SEQ ID NO:1) en las
posiciones 14-38 (ARNbc-1 corto), 345-369 (ARNbc-3 corto) y 1105-1129 (ARNbc-4
corto), respectivamente tal como se indica mediante los nucledtidos subrayados en la
Figura 1 (ver Ejemplo 1). EPSPS “5” se refiere a IDT [5] (SEQ ID NOS:91-92, tal como se
describe en la Tabla 11). .

40) La Figura 32 ilustra la mejora de la actividad herbicida del glifosato en palmera
amaranto con gran cantidad de copias de los polinuclettidos de EPSPS‘ mediante
polinucledtidos de TIF y que los polinucleétidos de TIF tienen actividad herbicida propia,
tal como se describe en el Ejemplo 26. Los polinucleétidos de EPSPS “1, 3, 4” se refieren
a ARNbc “cortos” que tienen una cadena antisentido que es capaz de hibridar con el
ARNm transcrito a partir del gen EPSPS de palmera amaranto (SEQ ID NO:1) en las
posiciones 14-38 (ARNbc-1 corto), 345-369 (ARNbc-3 corto) y 1105-1129 (ARNbc-4
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corto), respectivamente tal como se indica mediante los nucleétidos subrayados en la
Figura 1 (ver Ejemplo 1). EPSPS "5” se refiere a IDT [5] (SEQ ID NOS:91-92, tal como se
describe en la Tabla 11).

41) La Figura 33 ilustra el efecto herbicida sobre palmera amaranto después del
tratamiento con las combinaciones indicadas de herbicidas no polinucleotidicos y
polinucledtidos, tal como se describe en el Ejemplo 28.

42) La Figura 34 ilustra una alineaciéon del promotor del locus 1 de PDS en Nicotiana
benthamiana (SEQ ID NO:319) y el promotor del locus 2 de PDS (SEQ ID NO:320), tal
como se describe en el Ejemplo 30.

43) La Figura 35 ilustra esquematicamente los promotores de locus 1 y locus 2 de PDS en
Nicotiana benthamiana y las regiones a las que se dirigen las mezclas de polinucleétidos,
tal como se describe en el Ejemplo 30.

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

45) La Figura 37 ilustra el efecto en plantas monocotiledoneas Zea mays (Gaspe)
mediante tratamiento tépico con polinucleétidos de ARNbc (“EPSPS DNA oligo”) dirigidos
al gen EPSPS endégeno o con solucion amortiguadora solo como testigo, tal como se
describe en el Ejemplo 34.

46) La Figura 38 ilustra el efecto de la variacion de los contraiones de glifosato en la
actividad herbicida en plantas de palmera amaranto resistentes al glifosato, tal como se
describe en el Ejemplo 35.

47) La Figura 39 ilustra el efecto de poliaminas espermina (“SPM”) y espermidina
("SPMD”) o sulfatb de amonio (“AMS”) en palmera amaranto resistente a glifosato que
contiene 33, 36 o 57 copias de EPSPS, tal como se describe en el Ejemplo 35. “fb 4X
WM" significa “con posterior tratamiento con glifosato (3360 g de equivalente acido por
hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX®)”.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

48) A menos que se indique lo contrario, las secuencias deacido nucleico en el texto de
esta memoria descriptiva se proporcionan, cuando se leen de izquierda a derecha, en el
sentido 5’ a 3'. Las secuencias de acido nucleico pueden proporcionarse como ADN o
como ARN, segun se especifique; la divulgaciéon de una necesariamente define a la otra,

tal como sabe un experto en la técnica. Cuando un término se proporciona en singular,
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los inventores también contemplan aspectos de la invencion descritos por el plural de
dicho término.  Polinucleétidos “no transcribibles” significa que los polinucledtidos no
comprenden una unidad de transcripcion de polimerasa Il completa. Tal como se usa en
la presente, “solucidn” se refiere a mezclas homogéneas y mezclas no homogéneas tales

como suspensiones, coloides, micelas y emulsiones.

Polinucleétidos

49) Tal como se usa en la presente, “polinucleétido” se refiere a una molécula de acido
nucleico que contiene miltiples nucleétidos y generalmente se refiere a “oligonucleétidos”
(una molécula polinucleotidica de 18-25 nucleétidos de longitud) y polinucledtidos de 26 o
mas nucledtidos. Las realizaciones de esta invencion incluyen composiciones que
incluyen oligonucledtidos que tienen una longitud de 18-25 nucledtidos (por ejemplo, 18
mers,. 19 mers, 20 mers, 21 mers, 22 mers, 23 mers, 24 mers o 25 mers) o polinucleédtidos
de longitud media que tienen 26 o mas nucleétidos (por ejemplo, polinucledtidos de 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70,
aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90,
aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 110, aproximadamente
120, aproximadémente 130, aproximadamente 140, aproximadamente 150,
aproximadamente 160, aproximadamente 170, aproximadamente 180, aproximadamente
190, aproximadamente 200, aproximadamente 210, aproximadamente 220,
aproximadamente 230, aproximadamente 240, aproximadamente 250, aproximadamente
260, aproximadamente 270, aproximadamente 280, aproximadamente 290 o
aproximadamente 300 nucledtidos) o polinucleétidos largos que tienen una longitud mayor
que aproximadamente 300 nucledtidos (por ejemplo, polinucledtidos de entre
aproximadamente 300 a aproximadamente 400 nucleétidos, entre aproximadamente 400
a aproximadamente 500 nucleétidos, entre aproximadamente 500 a aproximadamente
600 nucledtidos, entre aproximadamente 600 a aproximadamente 700 nucledtidos, entre
aproximadamente 700 a aproximadamente 800 nucleétidos, entre aproximadamente 800
a aproximadamente 900 nucledtidos, entre aproximadamente 900 a aproximadamente
1000 nucledtidos, entre aproximadamente 300 a aproximadamente 500 nucledtidos, entre
aproximadamente 300 a aproximadamente 600 nucleétidos, entre aproximadamente 300
a aproximadamente 700 nucleétidos, entre aproximadamente 300 a aproximadamente
800 nucledtidos, entre aproximadamente 300 a aproximadamente 900 nucleétidos o

éproximadamente 1000 nucledtidos de longitud, o incluso mayores que aproximadamente
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1000 nucledtidos de longitud, por ejemplo hasta la longitud completa de un gen objetivo
incluidas las porciones sentido o antisentido o las porciones sentidos y antisentidos del
gen objetivo). Cuando un polinu.cleétido es bicatenario, su longitud puede describirse de
forma similar en términos de pares de bases.

50) Las composiciones de polinucledtidos utilizadas en las diversas realizaciones de esta
invencion incluyen composiciones que incluyen oligonucledtidos o polinucledtidos o una
mezcla de ambos, incluidos hibridos de ARN o ADN o ARN/ADN u oligonucleétidos o
polinucledtidos modificados quimicamente o una mezcla de estos. En algunas
realizaciones, el polinucleétido puede ser una combinacidn de ribonucleétidos y
desoxirribonucleétidos, por ejemplo, polinucledtidos  sintéticos que consisten
principalmente en ribonucleétidos pero con uno o mas desoxirribonucleétidos terminales o
polinucledtidos sintéticos que consisten principalmente en desoxirribonucleétidos pero con
uno o mas didesoxirribonucledtidos terminales. En algunas realizaciones, el
polinucledtido incluye nucledtidos no canénicos tales como inosina, tiouridina o
seudouridina. En algunas realizaciones, el polinucleétido incluye nucleétidos modificados
quimicamente. Los ejemplos de oligonucledtidos o polinucledtidos modificados
quimicamente se conocen en la técnica; ver, por ejemplo, Verma and Eckstein (1998)
Annu. Rev. Biochem., 67:99-134. Por ejemplo, el esqueleto de enlaces fosfodiéster de
origen natural de un oligonucledtido o polinucledtido puede modificarse parcialmente o
totalmente con modificaciones de ligamientos internucledtido de fosforotioato,
fosforoditioato o metilfosfonato, pueden uﬁlizarse bases de nucleésido modificadas o
azucares modificados en la sintesis de oligonucledtidos o polinucleétidos y pueden
marcarse oligonucleétidos o polinucleotidos con un resto fluorescente (por ejemplo,

fluoresceina o rodamina) u otro marcador (por ejemplo, biotina).

51) Los polinucleétidos pueden ser ARN mono o bicatenario o ADN mono o bicatenario o
hibridos de ADN/ARN bicatenarios o analogos modificados de los mismos y pueden tener
una longitud de oligonucleétido o ser mas largos. En realizaciones mas especificas de la
invencion, los polinucledtidos que proporcionan ARN monocatenario en la células vegetal
se seleccionan del'grupo que consiste en (a) un molécula de ARN monocatenaria, (b) una
molécula de ARN monocatenaria que se autohibrida para formar una molécula de ARN
bicatenaria, (c) una molécula de ARN bicatenaria, (d) una molécula de ADN

monocatenaria, (e) una molécula de ADN monocatenaria que se autohibrida para formar

una molécula de ADN bicatenaria y (f) una molécula de ADN monocatenaria que incluye

un gen Pol Ill modificado que se transcribe en una molécula de ARN, (g) una molécula de
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ADN bicatenaria, (h) una molécula de ADN bicatenaria que incluye un gen Pol lli

modificado que se transcribe en una molécula de ARN, (i) una molécula de ARN/ADN
bicatenaria hibridada o combinaciones de estas. En algunas' realizaciones estos
polinucledtidos incluyen nucledtidos modificados quimicamente o nucledtidos no
canonicos. En realizaciones del método, los polinucleétidos incluyen ADN bicatenario
formado mediante hibridacion intramolecular, ADN bicatenario formado mediante
hibridacion intermolecular, ARN bicatenario formado mediante hibridacion intramolecular o
ARN bicatenario formado mediante hibridacion intermolecular. En una realizacion, Ioé
polinucleétidos incluyen ADN monocatenario o ARN monocatenario que se autohibrida
para formar una estructura de horquilla que tiene una estructura al menos parcialmente
bicatenaria que incluye al menos un segmento que hibridara en condiciones fisioldgicas
en la células con ARN transcrito a partir del gen objetivo de la supresion. Sin animo de
cefiirse a ninglin mecanismo, se cree que dichos polinucledtidos son o produciran ARN
monocatenario con al menos un segmento que hibridara en condiciones fisiologicas en
una célula con ARN transcrito a partir del gen objetivo de la supresion. En ciertas
realizaciones distintas, los polinucleétidos ademas incluyen un promotor, generalmente un
promotor funcional en una planta, por ejemplo, un promotor de pol Ii, un promotor de pol
11, un promotor de pol IV o un promotor de pol V.

52) En algunas realizaciones, las composiciones de polinucledtidos se formulan con
contraiones u otras moléculas conocidas por asociarse con moléculas de acido nucleico,
por ejemplo, iones de tetraalquil amonio, iones de trialquil amonio, iones de sulfonio, iones
de litio y poliaminas tales como espermina, espermidina o putrescina. En algunas
realizaciones, las composiciones de polinucleétidos se formulan con un herbicida no
polinucleotidico (por ejemplo, los herbicidas quimicos divulgados en la presente en la
seccion titulada “Proteinas de tolerancia a herbicidas”) o con un agente de transferencia o
agente que potencia la permeabilidad (ver la seccion titulada “Agentes y Tratamientos
para potenciar la permeabilidad”).

53) Los polinucleétidos se diseiian para inducir la regulacién o supresion sistémica de un
gen enddgeno en una planta y se disefian para tener una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a la secuencia (que puede ser una secuencia
sentido o una secuencia antisentido) de un gen endégeno de una planta o a la secuencia
de ARN transcrita a partir de una gen endégeno de una planta. “Esencialmente idéntica”
0 “esencialmente complementaria” significa que los polinucledtidos (o al menos una

cadena de un polinucledtido bicatenario) estan disefiados para hibridar en condiciones
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fisiologicas en células de la planta con el gen endégeno o con ARN transcrito a partir del
gen endo6geno para producir la regulacion o supresion del gen endégeno.

54) ijError! No se encuentra el origen de la referencia.Las realizaciones de
polinucledtidos monocatenarios funcionales en este invencion tienen una
complementariedad secuencial que no es necesariamente del 100% pero es al menos
suficiente para permitir la hibridacion con ARN transcrito a partir del gen objetivo para
formar un duplex en condiciones fisiologicas en una células vegetal para permitir la
escision mediante un mecanismo de silenciamiento génico. Por consiguiente, en
realizaciones el segmento esta disefiado para ser esencialmente idéntico o esencialmente
complementario a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen objetivo o
en el ARN mensajero transcrito a partir de dicho gen objetivo. “Esencialmente idéntica”
significa que tiene 100% de identidad secuencial o al menos aproximadamente 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad secuencial cuando se
compara con la secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen objetivo o el ARN
transcrito a partir del gen objetivo; “esencialmente complementario” significa que tiene
100% de complementariedad secuencial o al menos aproximadamente 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de complementariedad secuencial cuando
se compara con la secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen objetivo o el
ARN transcrito a partir del gen objetivo. En algunas realizaciones de esta invencion, las
moléculas polinucleotidicas se disefian para tener 100% de identidad o
complementariedad secuencial con una alelo de un gen objetivo dado (por ejemplo, una
secuencia sentido o antisentido de un gen para una proteina de tolerancia a herbicidas,
una proteina de desactivacion de herbicida, un gen de respuesta a estrés o un gen
esencial); en otras realizaciones las de polinucleétido se disefian para tener 100% de
identidad o complementariedad secuencial con mdltiples alelos de un gen objetivo dado.
55) En un aspecto de la invencion los polinucleétidos son genes de ARN polimerasa I
modificados, por ejemplo, genes que transcriben ARN de particula de reconocimiento de
sefial 7SL o ARN spliceosomal U6 (genes Pol Ill) o polinucleétidos que contienen una
secuencia promotora de Pol Il funcional. En una realizacion, los polinucleétidos son
genes Pol Ill modificados que contienen ADN sentido y antisentido correspondiente a
ARN del gen objetivo identificado para regulacién reemplazando a la secuencia de ADN
transcrita originalmente por el gen Pol IlI.

56) Los polinucledtidos Utiles en esta invencion tipicamente producen la regulacion o
modulacion (por ejemplo, supresion) de la expresion génica durante un periodo durante la

vida de la planta tratada de al menos 1 semana o mas extenso y tipicamente de forma
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sistémica. Por ejemplo, tras dias de tratar a una hoja de planta con una composicién de
polinucleétidos de esta invencion, se pueden detectar ARNip primarios y transitivos en
otras hojas laterales y por encima de la hoja tratada y en tejido apical.

57) Los métodos para hacer polinucledtidos se conocen en la técnica. La preparacion
comercial de oligonucleétidos a menudo proporciona 2 desoxirribonucledtidos en el
extremo 3' de la cadena sentido. Las moléculas polinucleotidicas largas pueden
sintetizarse a partir de kits disponibles en el mercado, por ejemplo, los kits de Ambion
tienen ADN ligado en el extremo 5’ que codifica un promotor de polimerasa T7 bacteriano
que hace cadenas de ARN que pueden ensamblarse en un ARNbc. Alternativamente, se
pueden producir moléculas de ADNbc a partir de casetes de expresion en células
bacterianas que tienen actividad enzimatica de RNasa llI regulada o deficiente. Las
moléculas polinucleotidicas largas también pueden ensamblarse a partir de multiples
fragmentos de ARN o ADN. En algunas realizaciones, los parametros de disefio tales
como la puntuacién Reynolds y las reglas Tuschl se conocen en la técnica y se utilizan
para seleccionar secuencias de polinucledtidos eficaces para el silenciamiento génico. En
algunas realizaciones, se utiliza el disefio aleatorio o la seleccion empirica de secuencias
de polinucledtidos para seleccionar las secuencias de polinucledtidos eficaces para el
silenciamiento génico. En algunas realizaciones la secuencia de un polinucleétido se
somete a deteccion contra el ADN genémico de la planta prevista para minimizar el
silenciamiento no intencional de otros genes.

58) Las composiciones de polinucleétidos de esta invencion son utiles en composiciones,
tales como solucioﬁes de moléculas polinucleotidicas, a concentraciones bajas, solas o en
combinacion con otros componentes (por ejemplo, tensioactivos, sales y herbicidas no
polinucleotidicos) en la misma solucién o en soluciones aplicadas por separado. Aunque
no existe un limite superior en las concentraciones y dosificaciones de moléculas
polinucleotidicas que pueden ser utiles en los métodos de esta invencion, en general se
buscara la eficacia de las concentraciones y dosificaciones eficaces mas bajas. Las
concentraciones puéden ajustarse teniendo en cuenta el volumen de pulverizacién
aplicado sobre las hojas de las plantas. En una realizacion , un tratamiento util para
plantas herbaceas que utilizan moléculas de oligonucledtidos de 25 mer es
aproximadamente 1 nanomol de moléculas de oligonucleétido por planta, por ejemplo, de
aproximadamente 0,05 a 1 nanomol por planta. Otras realizaciones para plantas
herbaceas incluyen rangos utiles de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 100
nanomoles o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 nanomoles o

aproximadamente 1 nanomol a aproximadamente 10 nanomoles de polinucleétidos por
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planta. Las plantas, arboles o viias muy grandes pueden requerir, en consecuencia,
cantidades mayores de polinucledtidos. Cuando se utilizan moléculas de ARNbc largas
que pueden procesarse en multiples oligonucleétidos, se pueden usar concentraciones
mas bajas. En los ejemplos mas adelante para ilustrar realizaciones de la invencién, el
factor 1X cuando se aplica a moléculas de oligonucledtido se usa arbitrariamente para
denotar un tratamiento de 0,8 nanomoles de molécula polinucleotidica por planta; 10X, 8
nanomoles de molécula polinucleotidica por planta; y 100X, 80 nanomoles de molécula de
polinucledtido por planta. Por ejemplo, en el ejemplo 23, las plantas se trataron con una
solucién acuosa que comprende un tratamiento de 100X de ARNbc de EPSPS (264

microgramos u 80 nanomoles) por planta.

Moléculas de ARN monocatenarias

59) Esta invencion proporciona moléculas polinucleotidicas para proporcionar ARN
monocatenario para regulacién sistémica de genes en una célula vegetal. Mas
especificamente, la invencién también proporciona composiciones y métodos para inducir
la regulacion sistémica (por ejemplo, supresién o silenciamiento sistémico) de un gen
objetivo en una planta mediante aplicacion tépica en la planta de una molécula
polinucleotidica con un segmento en una secuencia de nucledtidos esencialmente idéntica
o esencialmente complementaria con una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos
en el gen objetivo o el ARN transcrito a partir del gen objetivo, por el cual la composicion
permea al interior de la planta e induce la regulacion sistémica del gen objetivo mediante
la accion del ARN monocatenario que hibrida con el ARN transcrito, por ejemplo, ARN
mensajero. La molécula polinucleotidica puede ser una o mas moléculas
polinucleotidicas con uno solo de dicho segmento, miltiples de dicho segmento, multiples

de dichos segmentos diferentes o combinaciones de estos.

Agentes de transferencia, agentes y tratamiento para potenciar la permeabilidad

60) Las composiciones y métodos de esta invencion pueden comprender agentes de
transferencia o agentes y tratamiento para potenciar la permeabilidad para acondicionar ia
superficie del tejido vegetal, por ejemplo, hojas, tallos, raices, flores o frutas, para la
permeacion mediante las moléculas polinucleotidicas en las células vegetales. La
transferencia de polinucledtidos en células vegetales puede facilitarse mediante la
aplicacion previa o simultanea de un agente de transferencia de polinucleétido en el tejido
vegetal. En algunas realizaciones el agente de transferencia se aplica posteriormente a la

aplicacion de la composicion de polinucleétido. El agente de transferencia de
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polinucledtido posibilita una via para los polinucledtidos a través de las barreras de cera
de la cuticula, estomas y/o membrana celular o barreras membranosas y hacia dentro de
las células vegetales. Los agentes adecuados para facilitar la transferencia de la
composicion a una célula vegetal incluyen agentes que aumentan la permeabilidad del
exterior de la planta o que aumentan la permeabilidad de las células vegetales para
oligonucledtidos o polinucledtidos. Dichos agentes para facilitar la transferencia de la
composicion a una célula vegetal incluyen un agente quimico o un agente fisico o
combinaciones de estos. Los agentes quimicos para acondicionamiento incluyen (a)
tensioactivos, (b) un disolvente organico o una solucién acuosa o mezclas acuosas de
disolventes organicos, (c) agentes de oxidacion, (e) acidos, (f) bases, (g) aceites, (h)
enzimas o combinaciones de estos. Las realizaciones del método opcionalmente pueden
incluir una etapa de incubacion, una etapa de neutralizacién (por ejemplo, para neutralizar
un acido, base o agente de oxidacién o para desactivar una enzima), una etapa de
enjuague o combinaciones de estas. Las realizaciones de agentes o tratamientos para
acondicionar una planta para la permeacién de polinucledtidos incluyen emulsiones,
emulsiones inversas, liposomas y otras composiciones similares a micelas. Las
realizaciones de agentes o tratamientos para acondicionar una planta para la permeacion
de polinucleétidos incluyen contraiones u otras moléculas que se conocen por asociarse
con moléculas de acido nucleico, por ejemplo, iones de amonio inorgénico, iones de alquil
amonio, iones de litio, poliaminas tales como espermina, espermidina o putrescina y otros
cationes. Los disolventes organicos dtiles para acondicionar una planta para la
permeacion de polinucledtidos incluyen DMSO, DMF, piridina, N-pirrolidina,
hexametilfosforamida, acetonitrilo, dioxano, polipropilenglicol, otros disolventes miscibles
con agua o que disolveran fosfonucleétidos en sistemas no acuosos (tales como se
utilizan en reacciones sintéticas). Se pueden utilizar aceites de origen natural o sintéticos
con o sin tensioactivos o emulsionantes, por ejemplo, aceites de fuentes vegetales, se
pueden utilizar aceites de cultivos (tales como los enumerados en el 90 Compendio de
Adyuvantes de Herbicidas, disponibles publicamente en linea en
www.herbicide.adjuvants.com), por ejemplo, aceites parafinicos, ésteres de acido graso
de polioles o aceites con moléculas de cadena corta modificados con amidas o poliaminas
tales como polietilenimina o N-pirrolidina.

61) Dichos agentes para acondicionar una planta para la permeacién de polinucleotidos
se aplican a la planta mediante cualquier método conveniente, por ejemplo, pulverizacion

o revestimiento con un polvo, emulsion, suspension o solucion; de forma similar, las
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moléculas polinucleotidicas se aplican a la planta mediante cualquier método conveniente,
por ejemplo, pulverizacion o frotamiento de una solucion, emulsién o suspension.

62) Los ejemplos de tensioactivos dtiles incluyen sales de sodio y litio de acidos grasos
(tales como cebo o aminas de cebo o fosfolipidos) y tensioactivos de organosilicona.
Otros tensioactivos utiles incluyen tensioactivos de organosilicona incluidos tensioactivos
de organosilicona no idnicos, por ejemplo, tensioactivos de etoxilato de trisiloxano o un
copolimero de poliester y silicona tal como un copolimero de heptametil trisiloxano
modificado con éxido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter (disponible en el
mercado como el tensioactivo Silwet® L-77 que tiene el numero CAS 27306-78-1 y el
numero EPA: CAL.REG.NO. 5905-50073-AA, actualmente comercializado por Momentive
Performance Materials, Albany, Nueva York). Cuando se usa el tensioactivo Silwet L-77
como tratamiento de prepulverizacion de las hojas de plantas u otras superficies, las
concentraciones en el rango de aproximadamente 0,015 a aproximadamente 2 por ciento
en peso (%p) (por.ejemplo, aproximadamente 0,01, 0,015, 0,02, 0,025, 0,03, 0,035, 0,04,
0,045, 0,05, 0,055, 0,06, 0,065, 0,07, 0,075, 0,08, 0,085, 0,09, 0,095, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
05,06,07,08,091,0,1,1,1,2,13,14,15,1,6,1,7,1,8,1,9,20, 2,1, 2,2, 2,3, 2,5%p)
son eficaces para preparar una hoja u otra superficie vegetal para la transferencia de
moléculas polinucleotidicas en células vegetales a partir de una aplicacién topica en la
superficie.

63) Los agentes fisicos ttiles pueden incluir (a) abrasivos tales como carburo de silicio,
corindén, arena, calcita, piedra’ pomez, granate y similares, (b) nanoparticulas tales como
nanotubos de carbono o (c) una fuerza fisica. Los nanotubos de carbono se divulgan en
Kam et al. (2004) J. Am. Chem. Soc., 126 (22):6850-6851, Liu et al. (2009) Nano Lett.,
9(3):1007-1010 y Khodakovskaya et al. (2009) ACS Nano, 3(10):3221-3227. Los
agentes de fuerza fisica pueden incluir, calentamiento, enfriamiento, la aplicacién de
presion positiva o tratamiento con ultrasonidos. Las realizaciones del método
opcionalmente pueden incluir una etapa de incubacién, una etapa de neutralizacion {por
ejemplo, para neutralizar un &cido, base o agente de oxidacion o para desactivar una
enzima), una etapa de enjuague o combinaciones de las mimas. Los métodos de la
invencion pueden incluir ademas la aplicacion de otros agentes que tendran un efecto
potenciado debido al silenciamiento de ciertos genes. Por ejemplo, cuando se disefia una
polinucledtido para regular genes que proporcionan resistencia herbicida, la aplicacién
posterior del herbicida puede tener un efecto drastico en la eficacia del herbicida.

64) Los agentes para el acondicionamiento en laboratorio de una planta para permeacién

de polinucleédtidos incluyen, por ejemplo, aplicacién de un agente quimico, tratamiento
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enzimatico, calentamiento o enfriamiento, tratamiento con presiéon negativa o positiva o

tratamiento con ultrasonidos. Los agentes para acondicionar plantas en un campo

incluyen agentes quimicos tales como tensioactivos y sales.

Genes objetivo y genes esenciales

65) Las composiciones y métodos de la invencién son Utiles para modular la expresién de
un gen objetivo enddgeno o transgénico en una célula vegetal. En varias realizaciones,
un gen objetivo incluye una secuencia sentido (sentido de proteina o traducible), una
secuencia antisentido (no traducible) o una secuencia sentido y una antisentido. Las
composiciones de la invencion pueden incluir polinucledtidos y oligonucleétidos disefiados
para dirigirse a mlltiples genes o mdltiples segmentos de uno o mas genes. EIl gen
objetivo puede incluir mt]ltiplés segmentos consecutivos de un gen objetivo, multiples
segmentos no consecutivos de un gen objetivo, mdltiples alelos de un gen objetivo o
multiples genes objetivo de una o mas especies. Los ejemplos de genes objetivo incluyen
genes y ftransgenes vegetales endégenos expresados en células vegetales. Otros
ejemplos de genes objetivo incluyen genes endogenos de patégenos virales vegetales o
genes endogenos de plagas vegetales invertebradas.

66) Los genes objetivo pueden incluir genes que codifican proteinas de tolerancia a
herbicidas, secuencias antisentidos que incluyen ARN reguladores y genes esenciales,
que son genes necesarios para sustentar la vida celular o para permitir la reproduccion de
un organismo. Las realizaciones de genes esenciales incluyen genes que participan en la
replicacion del ADN o ARN, transcripciéon génica, regulacién génica mediada por ARN,
sintesis proteica, produccion de energia y division célular. Un ejemplo de un compendio
de genes esenciales se describe en Zhang et al. (2004) Nucleic Acids Res., 32:D271-
D272 y esta disponible en tubic.tiu. edu.cn/deg/: versién DEG 5.4 enumera 777 genes
esenciales para Arabidopsis thaliana. Los ejemplos de genes esenciales incluyen el
factor de iniciacion de traduccién (TIF) y la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa
(RuBisCO). Los genes objetivo pueden incluir genes que codifican factores de
transcripcion y genes que codifican enzimas implicadas en Ia biosintesis o catabolismo de
moléculas en plantas tales como, a modo no taxativo, aminoacidos, acidos grasos y otros
lipidos, azicares y otros carbohidratos, polimeros biolégicos y metabolitos secundarios
incluidos alcaloides, terpenoides, poliquétidos, péptidos no ribosémicos y metabolitos
secundarios de origen biosintético mixto.

Composiciones y Métodos
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67) Las moléculas de ARN monocatenarias de esta invencion pueden proporcionarse
directamente a la céiula vegetal como ARN o pueden proporcionarse indirectamente, por
ejemplo, cuando una molécula polinucleotidica en la composicion de tratamiento provoca
en ceélulas de una planta la produccion del ARN monocatenario que es capaz de hibridar
con el transcrito del gen objetivo. En muchas realizaciones, las composiciones de
moléculas polinucleotidicas ademas incluyen uno o mas agentes potenciadores de la
permeabilidad para facilitar la transferencia de las moléculas polinucleotidicas a una
célula vegetal, tales como agentes para acondicionar una planta para la permeacion de
polinucledtidos. En aspectos de la invencion, los métodos incluyen una o mas
aplicaciones de la composicion de polinucleétido y una o mas aplicaciones de un agente
potenciador de la permeabilidad para acondicionar una planta para la permeacion de
polinucledtidos. Cuando el agente de acondicionamiento para la permeacién es un
tensioactivo de organosilicona, las realizaciones de las moléculas polinucleotidicas son
oligonucledtidos de ARN bicatenario, oligonucledtidos de ARN monocatenario,
polinucleétidos de ARN bicatenarios, polinucleétidos de ARN monocatenario,
oligonucledtidos de ADN bicatenario, oligonucleétidos de ADN monocatenario,
polinucledtidos de ADN bicatenarios, polinucledtidos de ADN monocatenario,
oligonucleétidos o polinucleétidos de ADN o ARN quimicamente modificados 0 mezclas
de estos.

68) Un aspecto de la invencion proporciona un método para inducir el silenciamiento
sistémico de un gen objetivo en una planta que incluye (a) acondicionamiento de una
planta para la permeacion de polinucledtidos y (b) aplicacion topica de moléculas
polinucleotidicas a la planta, donde las moléculas polinucleotidicas incluyen al menos un
segmento de 18 o mas nucleédtidos contiguos clonados o de otra forma identificados a
partir del gen objetivo en sentido sentido o antisentido, por el cual las moléculas
polinucleotidicas permean al interior de la planta e inducen el silenciamiento sistémico del
gen objetivo. El acondicionamiento y la aplicacion de polinucleétidos pueden llevarse a
cabo por separado o0 en una sola etapa. Cuando el acondicionamiento y la aplicacion de
polinucledtidos se llevan a cabo en etapas separadas, el acondicionamiento puede
preceder o puede ser posterior a la aplicacién de polinucleétidos en minutos, horas o dias.
En algunas realizaciones, se pueden llevar a cabo mas de una etapa de
acondicionamiento 0 mas de una etapa de aplicacion de molécula polinucleotidica en la
misma planta. En realizaciones del método, el segmento puede clonarse o identificarse a

partir de partes (a) sentidos (es decir, sentidos de proteinas), (b) antisentidos o (c)

sentidos y antisentidos del gen objetivo. Las partes antisentidos incluyen ADN (o el ARN
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codificado por el ADN) que codifica secuencias reguladoras de ARN (por ejemplo,
promotores, intrones, regiones no traducidas en 5’ o 3’ y microARN, ARNip trans-activos,
ARNip antisentidos naturales y otros ARN pequefios con funcién reguladora) o que
codifica ARN que tienen funcion estructural o enzimatica (por ejemplo, ribozimas, ARN
ribosomicos, ARN-t, aptameros y riboswitches).

69) En varias realizaciones del método para inducir el silenciamiento sistémico de un gen
objetivo en una pianta, el gen objetivo es (a) un gen endogeno de la planta, (b) un gen
endogeno de un patégeno viral de la planta, (c) un gen endogeno de una plaga
invertebrada de la planta, (d) un gen endégeno de un simbionte de una plaga invertebrada
de la planta o (e) un gen sintético insertado en una planta transgénica. En realizaciones
donde el gen objetivo es endégeno de una planta, el gen objetivo (a) es un gen endogeno
de la planta que es esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta, (b)
codifica una protein'a que proporciona resistencia a herbicidas a la planta o (c) se
transcribe a una molécula reguladora de ARN. En realizaciones del método para inducir
el silenciamiento sistémico de un gen objetivo en una planta, el acondicionamiento incluye
la aplicacion de un agente quimico, abrasién, lesionado, tratamiento enzimatico,
calentamiento o enfriamiento, tratamiento con presion positiva o negativa, tratamiento con
ultrasonidos o combinaciones de estos. En algunas realizaciones, el acondicionamiento
incluye la aplicacién de un tensioactivo, tales como tensioactivos de organosilicona, por
ejemplo, un copolimero de poliester y silicona tal como un copolimero de heptametil
trisiloxano modificado con 6xido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter
(disponible en el mercado como el tensioactivo Silwet® L-77). En realizaciones del
metodo, el acondicionamiento incluye la aplicacion de (@) un tensioactivo, (b) un
disolvente organico o una solucién acuosa o mezcla acuosa de un disolvente organico, (c)
un polipropilenglicol o una solucién acuosa o una mezcla acuosa de polipropilenglicol, (d)
nanoparticulas, (e) un agente de oxidacion, (f) un acido o una base o (g) un aceite o de
una combinacién de estos. Las realizaciones del método opcionalmente pueden incluir
una etapa de incubacion, una etapa de neutralizacién (por ejemplo, para neutralizar un
acido, base o agente de oxidacién o para desactivar una enzima), una etapa de enjuague
0 combinaciones de las mimas.

70) La invencion proporciona composiciones topicas para inducir el silenciamiento
sistémico de un gen objetivo en una planta que incluyen (a) un agente para el
acondicionamiento de una planta para la permeacion de polinucleétidos y (b) moléculas

polinucleotidicas con al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos

esencialmente idénticos o complementario a la secuencia de nucleétidos del gen objetivo
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en sentido antisentido o sentido. Dichas composiciones pueden utilizarse para los
diversos métodos divulgados en la presente, incluidos métodos para investigar la genética
inversa modulando un gen endo6geno en una planta y como composiciones herbicidas
para los métodos divulgados de control de malezas y control de plantas espontaneas.
Otro aspecto de la invencion proporciona una planta que incluye ADN o ARN exdgeno
para suprimir un gen enddégeno, donde el ADN exogeno no estad integrado en un
cromosoma de la planta y el ARN exogeno no se transcribe a partir de ADN integrado en
un cromosoma de la planta y en donde el gen endégeno se suprime mediante aplicacién
topica de un polinucledtido en la planta. Alternativamente, el ADN o ARN exdgeno puede
disefiarse para suprimir un gen vegetal endogeno que participan en la respuesta a un
plaga o patbégeno para proporcionar control de plagas o enfermedades vegetales. Dicha
planta puede cultivarse a partir de una semilla o producirse mediante un proceso de corte,
clonacién o uso de injertos (es decir, una planta no cultivada a partir de una semilla).
Dicha planta es una planta de cultivo en hileras, una fruta, una verdura, un arbol o una
planta ornamental. Por ejemplo, en realizaciones de las invenciones divulgadas en la
presente, la planta es una planta de cultivo en hileras (por ejemplo, maiz, soja, algodon,
colza, remolacha azucarera, alfalfa, cafia de azucar, arroz y trigo) o es una verdura (por
ejemplo, tomate, pimiento dulce, pimiento picante, melén, sandia, pepino, berenjena,
coliflor, brécoli, lechuga, espinaca, cebolla, guisantes, zanahorias, maiz dulce, col de
China, puerro, hinojo, calabaza, calabacin o calabaza de San Juan, rébano, coles de
Bruselas, tomatillo, porotos, porotos secos u okra) o es una planta culinaria (por ejemplo,
albahaca, perejil, café o té) o es una fruta (por ejemplo, manzana, pera, cereza, durazno,
ciruela, albaricoque, banana, platano, uva de mesa, uva de vino, citricos, aguacate,
mango o baya) o es un arbol cultivado para uso comercial u ornamental (por ejemplo, un
arbol frutal o un nogal o es una planta ornamental (por ejemplo, una planta floral
ornamental o arbusto o hierba de césped). Las realizaciones de una planta producida
mediante un proceso de corte, clonacion o uso de injertos (es decir, una planta no
cultivada a partir de una semilla) incluye arboles frutales y plantas incluidos citricos,
manzanas, aguacates, tomates, berenjenas, pepino, melones, sandias y uvas, asi como

también varias plantas ornamentales.

Métodos para investigar la genética inversa
71) En otro aspecto, la invencién proporciona un método para investigar la genética
inversa regulando o modulando un gen objetivo endégeno en una planta; dicho método

incluye aplicar en un tejido de una planta en crecimiento una composicion para
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proporcionar (directamente o indirectamente) ARN monocatenario de esta invencion para
regulacién sistémica de genes en una célula vegetal. En realizaciones de dicho método,
el ARN mensajero que codifica una proteina o gen de ARN regulador es objetivo de un
polinucledtido de Ia invencion, produciendo la modulacion del gen durante un periodo de
al menos 1 semana durante la vida de la planta, pdr ejemplo, para identificar rasgos que
pueden impartirse mediante aplicacién tépica de polinucledtidos. El método ademas
puede incluir etapas adicionales, por ejemplo, exponer a la planta a un conjunto de
compuestos para identificar interacciones con herbicidas o exponer a la planta a estrés
abiotico (por ejemplo, estrés por déficit hidrico, estrés por déficit de nutrientes, estrés por
calor, estrés por frio, estrés por salinidad) o a tratamientos biéticos (por ejemplo, desafio
con una plaga de insectos o nematodos o con una patogeno viral, fﬂngico o bacteriano o
exposicion a un compuesto quimico o tratamiento biolégico) para identificar respuestas de
la planta al estrés o tratamiento. En otro aspecto de la invencion, se someten a deteccién
bibliotecas de plantas con una variedad de genes silenciados transitoriamente para
contrastar con bibliotecas de compuestos (por ejemplo, herbicidas, fitohormonas,
estimuladores de defensa endogenos o exdgenos tales como &cido salicilico o harpins,
deficiencias de moléculas que proporciona un nutriente vegetal tal como nitrogeno,
fésforos, potasio, azufre, calcio, magnesio, hierro y zinc) para identificar interacciones con
dichos compuestos. Los ejemplos de plantas utiles para dichas detecciones incluyen
Amaranthus palmeri y Nicotiana benthamiana.

Métodos para silenciamiento transgénico

72) En otro aspecto adicional de la invencion, este método puede utilizarse para silenciar
un transgén que se expresa en una planta, proporcionando asi un control negativo que es
una medicion independiente de acontecimientos de una contribucion del transgén al
rendimiento o efecto de la planta en un rasgo. Impartir un efecto de control negativo
puede requerir ml’JItipIeS tratamientos sucesivos con las moléculas polinucleotidicas de

esta invencion durante el ciclo de vida de una planta.

Aplicaciones especificas
73) En un aspecto relacionado, las composiciones y metodos de la invencion también son

Utiles para silenciar transitoriamente uno o mas genes en una célula vegetal o planta

~entera en crecimiento para producir un fenotipo deseado en respuesta a condiciones de
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cultivo, estrés ambiental o abittico o bidtico o carga en la demanda de mercado durante la
estacion de crecimiento o en el ambiente poscosecha. Por ejemplo; las composiciones y
métodos de la invencion son dtiles para suprimir transitoriamente un gen biosintético o
catabolico para producir una planta o producto vegetal con un fenotipo deseado, tal como
una composicion nutricional deseada de.un producto vegetal de cultivo, por ejemplo,
suprimir un gen FAD2 para producir un perfil de acido graso deseado en soja o colza u
otra semilla de aceite o suprimir genes biosintéticos de lignina tales como COMT y
CCOMT para proporcionar plantas forrajeras mas faciles de digerir. De forma similar, las
composiciones y métodos de la invencion son utiles para suprimir transitoriamente una
molécula reguladora de ARN tal como un microARN (miARN) o un sefiuelo de miARN
endogeno tal como un mIARN enddgeno, un precursor de miARN o un sefiuelo de miARN
tal como se divulga en la publicacién de solicitud de patente de los Estados Unidos
2009/0070898 que se incorpora a la presente a modo de referencia. Las realizaciones de
la invencion son utiles para suprimir un gen vegetal endégeno que participa en la
respuesta a una pléga o patégeno, proporcionando asi control de plagas o enfermedades
vegetales. Los polinucledtidos, composiciones y métodos de administracion divulgados
en la presente son Gtiles ademas para suprimir un gen objetivo endégeno de una plaga
invertebrada de una planta, por ejemplo, plagas de lepiddpteros o coledpteros que pueden
ingerir ARN de la planta, proporcionando asi control de plagas vegetales o enfermedades
inducidas por plagas, por ejemplo, mediante el uso de un pulverizador tépico para
cultivos, verduras o arboles frutales con moléculas de ADN o ARN dirigidas a un gen
esencial invertebrado o un gen de un simbionte de la plaga invertebrada. Los
polinucleétidos, composiciones y métodos de administracion divulgados en la presente
ademas son Utiles para proporcionar control de un patégeno viral, por ejemplo, mediante
el uso de un pulverizador antiviral topico para cultivos, verduras o arboles frutales con
moléculas de ADN o ARN dirigidas a un gen viral.

Composiciones herbicidas y métodos .

74) Un aspecto de la invencidén proporciona una composicion herbicida liquida que
comprende moléculas polinucleotidicas como agente letal para plantas que proporciona al
menos una especie de ARN monocatenario que puede hibridar en condiciones fisiolégicas
en una célula vegetal con ARN transcrito a partir de un gen(es) endogeno(s) en la célula
vegetal. En algunas realizaciones, el gen objetivo codifica una proteina que proporciona
tolerancia a un herbicida o codifica un gen esencial para mantener el crecimiento o la vida

de la planta. La composicién herbicida liquida puede incluir adicionalmente agentes
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potenciadores de la permeabilidad, herbicidas no nucleotidicos o combinaciones de los
mismos y pueden utilizarse en un tratamiento multietapa con el herbicida no nucleotidico
y/o los agentes potenciadores de permeabilidad aplicados por separado. Una realizacion
de la composicion herbicida liquida es un liquido que incluye un tensioactivo de
organosilicdna como agente potenciador de la permeabilidad y oligonucleétidos o
polinucIeétidos como agente letal para plantas que proporcionan a las células de la planta
ARN monocatenario capaz de hibridar en condiciones fisiolégicas en las células vegetales
con ARN transcrito a partir de un gen objétivo en la célula vegetal para producir el
silenciamiento del gen objetivo. En una realizacion, una composicién herbicida liquida
eficaz contra pIanfas resistentes a glifosato incluye un tensioactivo de organosilicona tal
como el tensioactivo Silwet® L-77 y moléculas polinucleotidicas para proporcionar ARN
monocatenario capaz de hibridar en condiciones fisioldgicas en las células vegetales con
ARN transcrito a partir de un gen EPSPS endogeno o transgénico que codifica una
proteina  EPSPS que proporciona tolerancia al glifosato. Cuando la molécula
polinucleotidica se disefia para hibridar en condiciones fisiologicas en una célula vegetal
con ARNm que codifica una proteina o no proteina endégena que codifica ARN que es
esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta y para producir el
silenciamiento génico y la reduccion de la proteina esencial, la molécula polinucleotidica
funciona como un agente letal para plantas, es decir, un herbicida nucleotidico. Estas
composiciones herbicidas que incluyen moléculas polinucleotidicas pueden adaptarse
para revestimiento tpico sobre las hojas de una planta en crecimiento o para aplicacion
sobre semillas o tallos cortados, por ejemplo, de plantas cultivadas hidropénicamente o en
macetas.

75) Un aspecto de la invencion proporciona una composicién adaptada para revestimiento
topico sobre las hojas u otras superficies de una planta viva que incluye un agente
potenciador de permeabilidad, por ejemplo, un tensioactivo tal como un tensioactivo de
organosilicona y oligonucledtidos o polinucile(')tidos gue proporcionan (directamente o
indirectamente) ARN monocatenario que puede hibridar en condiciones fisiologicas en
una celula vegetal con ARN transcrito a partir de un gen vegetal enddgeno en una célula.
En una realizaciéﬁ, el gen vegetal endégeno es un gen vegetal endogeno que codifica
una proteina que proporciona tolerancia a herbicidas para herbicidas tales como glifosato,
dicamba o sulfonilurea. Mas adelante, en la seccién "Proteinas de tolerancia a
herbicidas”, se divulgan ejemplos de dichas proteinas que proporcionan tolerancia a
herbicidas.
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76) Otro aspecto de la invencion proporciona un método para controlar plantas
espontaneas resistentes a herbicidas que crecen en un campo de cultivos resistentes a
herbicidas, que incluye aplicar sobre las hojas u otra superficie de las plantas
espontaneas una composicién que proporciona o posibilita la produccion en células de las
plantas espontaneas de una molécula de ARN monocatenario es capaz de hibridar en
condiciones fisiologicas en células de las plantas espontaneas con ARN transcrito a partir
de un gen enddgeno en las células, en donde el gen endégeno (i) es un gen esencial para
mantener el crecimiento o vida de la planta espontanea, (ii) codifica una proteina que
proporciona resistencia a herbicidas a la planta espontanea o (iii) se transcribe en un
agente regulador de ARN (por ejemplo, promotores, también precursores de miARN,
mIARN, ARNip trans-activos y otros ARN antisentidos que tienen una funcion reguladora
tales como aptameros y riboswitches). La composicién que proporciona o posibilita la
produccion en células de plantas espontaneas de una molécula de ARN monocatenaria
es capaz de hibridar en condiciones fisiologicas en células de las plantas espontaneas
con ARN transcrito a partir de un gen endégeno en las células incluye al menos una
molécula polinuclectidica seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de
ARN monocatenaria, (b) una molécula de ARN monocatenaria que se autohibrida para
formar una molécula de ARN bicatenaria, (c) una molécula de ARN bicatenaria, (d) una
molécula de ADN monocatenaria, (e) una molécula de ADN monocatenaria que se
autohibrida para formar una molécula de ADN bicatenaria y (f) una molécula de ADN
monocatenaria que incluye un gen Pol lil modificado que se transcribe en una molécula
de ARN, (g) una molécula de ADN bicatenaria, (h) una molécula de ADN bicatenaria que
incluye un gen Pol Hll modificado que se transcribe en una molécula de ARN, (i) una
molécula de ARN/ADN bicatenaria hibridada. En realizaciones para silenciamiento o
supresion de un gen endégeno de una planta espontanea que codifica una proteina que
proporciona resistencia a herbicidas a la planta espontanea, el método puede incluir
aplica sobre la planta espontanea una cantidad del herbicida para el que la proteina le
proporciona resistencia. Las composiciones y métodos de la invencién son dtiles para
controlar malezas tolerantes a herbicidas (resistentes) o plantas transgénicas
espontaneas tolerantes a herbicidas (resistentes) que pueden crecer en campos de
cultivo, por ejemplo, un campo de cultivos resistentes a herbicidas tales como maiz, soja,
algodon, colza, remolacha azucarera, alfalfa, cafia de azucar, arroz, trigo, asi como
también cultivos de frutas y verduras. En algunas de dichas realizaciones, la maleza o
planta espontanea es amaranto (por ejemplo, palmera amaranto) y otras especies de

amaranto, cola de yegua (hierba de caballo), amaranto tuberculoso, ambrosia gigante,
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ambrosia comun, sorgo, amor de hortelano, ryegras, garranchuelos, lechuga espinaca,
yute de china, alfalfa, maiz, soja, colza, algodén, remolacha azucarera, cafa de azucar,
arroz o trigo. En algunas realizaciones el gen endégeno codifica una proteina que
proporciona tolerancia a herbicidas; en la presente se divulgan ejemplos de dichas
proteinas en la seccion “Proteinas de tolerancia a herbicidas”. En otras de dichas
realizaciones el ARN monocatenario suprime selectivamente un gen en una especie
vegetal especifica pero no en otras, para permitir el control selectivo de dicha especie
vegetal. En otra de dichas realizaciones una molécula de ADN monocatenario no
selectiva suprime un gen comun en mdiltiples especies vegetales, permitiendo un control
mas amplio dentrc_) de un grupo o taxén de planfas. En realizaciones mas especificas, el
método ademas incluye aplicar sobre la maleza o planta espontanea una cantidad de
herbicida no nucleotidico (por ejemplo, glifosato, dicamba, glufosinato o sulfonilurea) para
el que la proteina a la que se dirige la molécula de ARN proporciona resistencia,
permitiendo modos de accién dobles a través de la reduccién de la produccion de la
proteina objetivo mediante la accion de la molécula de ARN y la inhibicién de la funcién de
la proteina que se produce por accién del herbicida no nucleotidico; el herbicida puede
aplicarse en una etapa aparte (mas temprano o mas tarde) o junto con la composicién
nucleotidica. La aplicacién de una composicion polinucleotidica concomitantemente con o
seguida de la aplicacion de un herbicida no nucleotidico convencional en algunos casos
proporciona control de malezas o plantas espontaneas con efecto sinergistico (es decir,
donde el efecto combinado es mayor que la suma de los efectos de los tratamientos

administrados por separado).

Proteinas de tolerancia a herbicidas

77) Las plantas naturales (no transgénicas) y transgénicas que exhiben tolerancia a
herbicidas (resistencia) a menudo tienen un gen que codifica una proteina que es
responsable por la tolerancia a herbicidas, por ejemplo, un transgén que proporciona la
tolerancia, un gen endégeno mutado que proporciona la tolerancia o multiples copias de
un gen endogeno al cual se dirige normalmente un herbicida. Una estrategia de control
de dichas plantas es aplicar un agente que suprime o al menos reduce la expresion del
gen que codifica la proteina que imparte Ia tolerancia a herbicidas. Los ejemplos de
proteinas que proporcionan tolerancia a un herbicida incluyen, por ejemplo, una 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una glifosato oxidorreductasa (GOX),
una glifosato decarboxilasa, una glifosato-N-acetil transferasa (GAT), una dicamba

monooxigenasa, una fosfinotricina acetiltransferasa, una acido 2,2- dicloropropionico
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dehalogenasa, una 4&cido acetohidroxi sintasa, una acetolactato sintasa, una
haloarilnitrilasa, una acetil-coenzima A carboxilasa, una dihidropteroato sintasa, una
fitoeno desaturasa, una protoporfirina IX oxigenasa, una hidroxifenilpiruvato dioXigenasa,
una para-aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa, una celulosa sintasa, una beta-
tubulina y una serina hidroximetiltransferasa.

78) Los ejemplos de acidos nucleicos que codifican proteinés que confieren tolerancia a
herbicidas incluyen 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasas (EPSPS; ver, por ejemplo,
las Patentes de los Estados Unidos Numeros 5,627,061, 5,633,435 RE39247, 6,040,497 y
5,094,945 y las Publicaciones de Solicitudes Internacionales PCT WO004074443 y
WQO04009761), glifosato oxidorreductasa (GOX; Patente de los Estados Unidos Numero
5.463.175), glifosato decarboxilasa (Publicacién de Solicitud Internacional PCT
WO05003362, Patente de los Estados Unidos NUmero 7.405.347 y publicacion de
solicitud de patente de los Estados Unidos 2004/0177399), glifosato-N-acetil transferasa
(GAT; Patente de los Estados Unidos Numero 7,714,188) que confieren tolerancia al
glifosato; dicamba monooxigenasa que confieren resistencia a herbicidas similares a
auxina tales como dicamba (Patente de los Estados Unidos Nuamero 7,105,724);
fosfinotricina acetiltransferasa (pat o bar) que confiere tolerancia a la fosfinotricina o al
glufosinato (Patente de los Estados Unidos Numero. 5,646,024); acido 2,2-
dicloropropionico dehalogenasa que confiere tolerancia al acido 2,2-dicloropropionico
(Dalapon) (Publicacion de Solicitud Internacional PCT WO9927116); acido acetohidroxi
sintasa o acetolactato sintasa que confieren tolerancia a inhibidores de acetolactato
sintasa tales como sulfonilurea, imidazolinona, triazolopirimidina, pirimidiloxibenzoatos y
ftalida (Patente de los Estados Unidos Nimero 6,225,105); haloarilnitrilasa (Bxn) para
conferir tolerancia a bromoxinilo (Patente de los Estados Unidos Nimero 4,810,648);
acetil-coenzima A carboxilasa modificada para conferir tolerancia a ciclohexanodiona
(setoxidim) y ariloxifenoxipropionato (haloxifop) (Patente de los Estados Unidos Numero
6,414,222); dihidropteroato sintasa (sul 1) para conferir tolerancia a herbicidas de
sulfonamida (Patente de los Estados Unidos Numero 5.719.046); polipéptido fotosistem I
de 32 kDa (psbA) para conferir tolerancia a herbicidas de triazina (Hirscberg et al., 1983,
Science, 222:1346-1349); antranilato sintasa para conferir tolerancia a 5-metiltriptéfano
(Patente de los Estados Unidos Numero 4,581,847), acido dihidrodipicolinico sintasa (dap
A) para conferir tolerancia a aminoetil cisteina (Publicacién de Solicitud Internacional PCT
WO08911789); fitoeno desaturasa (crtl) para conferir tolerancia a herbicidas de
piridazinona tales como norflurazén (Patente de Japon JP06343473); hidroxifenilpiruvato

dioxigenasa, una acido 4-hidroxifenilacético oxidasa y una acido 4-hidroxifenilacético 1-
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hidrolasa (Patente de los Estados Unidos 7,304,209) para conferir tolerancia a herbicidas
de ciclopropilisoxazol tales como isoxaflutol (Patente de los Estados Unidos Namero
6,268,549); protoporfirinégeno oxidasa | modificada (protox) para conferir tolerancia a
inhibidores de protoporfirinégeno oxidasa (Patente de los Estados Unidos Numero
5939602); ariloxialcanoato dioXigenaSa (AAD-1) para conferir tolerancia a un herbicida
que contiene un resto de ariloxialcanoato (WO05107437); una serina
hidroximetiltransferasa (publicacién de solicitud de patente de los Estados Unidos
2008/0155716), una glutamina sintasa tolerante a glufosinato (publicacion de solicitud de
patente de los Estados Unidos 2009/0018016). Ejemplos de dichos herbicidas incluyen
fenoxi auxinas (tales como 2,4- D y diclorprop), piridiloxi auxinas (tales como fluroxipir y
triclopir), ariloxifenoxipropionatos (AOPP) inhibidores de acetil-coenzima A carboxilasa
(ACCasa) (tales como haloxifop, quizalofop:y diclofop) e inhibidores de 5- fenoxiacetato
protoporﬁrinc’)geno:‘ oxidasa IX sustituida (tales como piraflufen y flumiclorac). Las
secuencias de nucleétidos de los acidos nucleicos que codifican proteinas de tolerancia a
herbicidas y las secuencias de las proteinas de tolerancia a herbicidas, tales como se
divuigan en las patentes y publicaciones de solicitudes de patentes de los Estados Unidos
mencionadas en este parrafo se incorporan a la presente a modo de referencia.

79) Aspectos de esta invencion proporcionan polinuclestidos y métodos que proporcionan
directamente o indirectamente a una célula vegetal, ARN que hibridan con ARN que
codifica dichas proteinas de tolerancia a herbicidas a un nivel que es letal para las plantas
o al menos a una nivel para reducir la toiera‘ncia al herbicida. Debido a la degeneracion
secuencial del ADN que codifica proteinas de tolerancia a herbicidas es posible disefiar
un polinucleétido para uso en esta invencion que es especificamente eficaz en una planta
espebiﬁca. Debido a la conservacién de dominios de ADN entre multiples plantas es
posible disefiar un polinucleétido' para uso en esta invencién que es eficaz en una
variedad de plantas.

80) En una realizacién el polinucleétido se mezcla con el herbicida correspondiente para
potenciar la actividad del herbicida proporcionan una actividad herbicida mejorada. En
una realizacion el polinucledtido se utiliza separado del herbicida pero en combinacion
con una aplicaciéon del herbicida como un pre o postratamiento. En realizaciones, el
tensioactivo de organosilicona se combina de forma ventajosa con el herbicida y el
polinucledtido o se combina con uno o el otro cuando las composiciones se aplican de
forma secuencial.. Las plantas en un invernadero pueden tratarse utilizando un
pulverizador agricola o un pulverizador de laboratorio con una boquilla de pulverizacion

11001XR para administrar la solucion de muestra a una tasa determinada (por ejempilo,
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140 L/ha) a 0,25 MPa de presion. En el campo, la solucion de tratamiento puede
aplicarse con un pulverizador de mochila presurizado con CO2 calibrado para administrar
la tasa apropiada de la composicion con una boquilla de pulverizacion de chorro plano
11015 con un ensamblaje de boquilla simple adaptado (para minimizar el desperdicio) a
una presion de pulverizacion de 0,25 MPa; el pulverizador de boquilla simple proporciona
una pulverizacion eficaz de 60 cm por encima de la copa de 3 a 12 pulgadas de altura de
las plantas en crecimiento.

81) La descripcion precedente y los ejemplos presentados en esta divulgacion describen
el objeto de esta invencion, que incluye, a modo no taxativo, aspectos y realizaciones
descritas en estas oraciones enumeradas con nimeros romanos: () Un método para
regular la expresién de un gen endégeno objetivo en plantas u érganos vegetales en
crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento
con una composicién polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que
tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una
secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos en el gen endogeno objetivo o el ARN
mensajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un
agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior
de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido regula la
expresion del gen endégeno objetivo. (Il) Un método para regular la expresion de un gen
endogeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos.un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresion del gen endogeno objetivo en
células vegetales distintas a las revestidas topicamente. () Un método para regular la
expresion de un gen endogeno objetivo en plantas u organos vegetales en crecimiento
que incluye revestir topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento con una
composicion polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de
18 o mas nucledtidos contiguos en el gen endogeno objetivo o el ARN mensajero

transcrito a partir del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de
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transferencia para pérmitir que el al menos un polinucledtido permee el interior de las
plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresién del
gen endégeno objetivo sistémicamente en al menos un érgano vegetal. (IV) Un método
para regular la expresion de un gen endogeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento
con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un polinucledtido que
tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una
secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN
mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad eficaz de un
agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior
de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucledtido regula la
expresion del gen endogeno objetivo, en donde Ia composicion polinucleotidica induce la
supresion del gen enddgeno objetivo. (V) Un método para regular la expresion de un gen
enddgeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
toépicamente plan"tas u organos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endogeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endogeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucleétido regula la expresion del gen endégeno objetivo,
en donde la composicién polinucleotidica produce un fenotipo deseado en la planta u
érgano vegetal en crecimiento. (VI) Un método para regular la expresion de un gen
endogeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u o¢rganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen enddgeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo Cual el al menos un polinucledtido regula la expresion del gen enddgeno objetivo,
en donde la composicién polinucleotidica suprime la expresién de una enzima, una
proteina estructural o una proteina reguladora vegetal en las plantas u érganos vegetales
en crecimiento. (VIl) Un método para regular la expresién de un gen endégeno obijetivo

en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u
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érganos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o més nucledtidos contiguos en el gen endégeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endogeno objetivo, en donde la composicion polinucleotidica
es un agente letal para plantas. (VIll) Un método para regular la expresion de un gen
endégeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u oérganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen enddgeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresién del gen endégeno objetivo,
en donde el gen endégeno objetivo codifica una proteina que interacttia con un herbicida.
(IX) Un método para regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u
érgénos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u o6rganos
vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al menos
un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endoégeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen enddgeno -objetivo, en donde el gen endégeno objetivo se
selecciona del grupo que consiste en 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS),
una acido acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A
carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una
protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-
aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una glutamina sintasa tolerante al
glufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato (DHP)
sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation S-transferasa (GST), una
proteina D1 de fotosistem I, una mono-oxigenasa, un citocromo P450, una celulosa

sintasa, una beta-tubulina y una serina hidroximetiltransferasa. (X) Un método para
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regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento que incluye revestir tdpicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento
con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que

tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una

- secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen enddgeno objetivo o el ARN

mensajero transcrito a partir del gen enddgeno objetivo y una cantidad eficaz de un
agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido permee e! interior
de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido regula la
expresion del gen endégeno objetivo, en donde el gen endégeno objetivo codifica una
proteina esencial para mantener el crecimiento de las plantas en crecimiento. (XI) Un
metodo para regular la expresion de un gen enddégeno objetivo en plantas u 6rganos
vegetales en crecimiento que incluye revestir tdpicamente plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un
polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endégeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucledtido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucledtido
regula la expresion del gen endégeno objetivo, en donde el gen endégeno objetivo se
selecciona del grupo que consiste en RuBisCO, Factor de iniciacion de traduccién y
fitoeno desaturasa. (XIl) Un método para regular la expresion de un gen endégeno
objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente
plahtas u organos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que
comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos en el
gen endogeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y
una cantidad eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un
polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un
polinucledtido regula la expresion del gen enddgeno objetivo, en donde el gen endégeno
objetivo codifica una proteina que proporciona tolerancia a un herbicida. (XIll) Un método
para regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento
con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que
tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una

secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos en el gen endogeno objetivo o el ARN
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mensajero transcrito a partir del gen enddgeno objetivo y una cantidad eficaz de un
agente de transferencia para permitir-que el al menos un polinucleétido permee el interior
de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucledtido regula la
expresion del gen endogeno objetivo, en donde el gen enddgeno objetivo codifica una
enzima acetolactato sintasa mutante que confiere resistencia a los herbicidas de
sulfonilurea y imidazolinona o una ACCasa mutante que confiere resistencia a herbicidas
de ariloxifenoxi propionato. (XIV) Un método para regular la expresion de un gen
endogeno objetivo en plantas u érganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u o6rganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen enddégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresion del gen endbdgeno objetivo,
en donde la composicién polinucleotidica incluye ademas un segundo polinucleétido,
teniendo el segundo polinucledtido una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos de un segundo gen
endégeno objetivo o ARN mensajero transcrito a partir del segundo gen endégeno
objetivo. (XV) Un método paré regular la expresion de un gen endogeno objetivo en
plantas u érganos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u
érganos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o més nucledtidos contiguos en el gen endégeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endogeno objetivo, en donde la composicién polinucleotidica
incluye ademas un segundo polinucledtido, teniendo el segundo polinucledtido una
secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de
18 0 mas nucleotidos contiguos de un segundo gen endogeno objetivo o ARN mensajero
transcrito a partir del segundo gen endogeno objetivo, en donde el al menos un
polinucledtido es esencialmente idéntico o esencialmente complementario a una
secuencia de 18 o mas nuclettidos contiguos de un gen EPSPS endégeno en las plantas

u 6rganos vegetales en crecimiento y el segundo polinuclettido es esencialmente idéntico
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0 esencialmente complementario a una secuencia de 18 0 mas nucleétidos contiguos del
gen de Factor de iniciacion de traduccién endégeno en las plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento. (XVI) Un método para regular la expresion de un gen endogeno objetivo en
plantas u érganos vegetales en crecimiento que incluye revestir tépicamente plantas u
organos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen enddgeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen enddgeno objetivo, en donde el gen enddgeno objetivo es una
secuencia antisentido, una secuencia sentido o una combinacién de la secuencia
antisentido y la secuencia sentido. (XVIl) Un método para regular la expresién de un gen
enddgeno objetivo en plantas u érganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u o6rganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucleétido regula la expresion del gen enddgeno objetivo,
en donde la composicion polinucleotidica se aplica sobre un organo de las plantas en
crecimiento. (XVIII) Un método para regular la expresién de un gen enddgeno objetivo en
plantas u drganos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u
6rganos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endogeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinuclesdtido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endogeno objetivo, en donde la composicién polinucleotidica
se aplica sobre un hoja, tallo, semilla, fruta o flor de las plantas en crecimiento. (XiX) Un
método para regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u organos
vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u organos vegetales en

crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un
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polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 0 mas nucleétidos contiguos en el gen endégeno
objetivo 0 el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucledtido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endogeno objetivo, en donde la composicion polinucleotidica
incluye ademas un segundo polinucleétido, teniendo el segundo polinucledtido una
secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de
18 0 mas nucledtidos contiguos de un segmento diferente del gen endégeno objetivo o
ARN mensajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo diferente del al menos un
polinucleotido. (XX) Un método para regular la expresién de un gen enddgeno objetivo
en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u
érganos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esenciaimente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos en el gen enddgeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen enddgeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido

permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido

regula la expresion del gen endégeno objetivo, en donde las plantas en crecimiento estan

en un campo abierto o en un invernadero. (XXI) Un método para regular la expresion de
un gen endogeno objetivo en plantas u érganos vegetales en crecimiento que incluye
revestir topicamente plantas u 6rganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen enddgeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endbégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresion del gen endoégeno obijetivo,
en donde los poliﬁucleétidos no estan integrados en el cromosoma de las plantas en
crecimiento. (XXIl) Un método para regular la expresion de un gen enddgeno objetivo en
plantas ‘u dérganos vegetales en crecimiento que incluye revestir tépicamente plantas u
érganos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucleétido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endégeno

objetivo o el ARN ménsajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y una cantidad

14



10

15

20

25

30

35

&

eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endogeno objetivo, en donde el agente de transferencia se
selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo y una sal. (XXIll) Un método para
regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u é6rganos vegetales en crecimiento
con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un polinucledtido que
tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una
secuencia de 18 o mas nuclettidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN
mensajero transcrito a partir del gen enddgeno objetivo y una cantidad eficaz de un
agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior
de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucledtido regula la
expresion del gen endégeno objetivo, en donde el agente de transferencia se selecciona
del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y una sal. (XXIV) Un método
para regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u érganos vegetales en
crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento
con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un polinucleédtido que
tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una
secuencia de 18 0 méas nucledtidos contiguos en el gen enddgeno objetivo o el ARN
mensajero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un
agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior
de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucledtido regula la
expresion del gen endégeno objetivo, en donde el agente de transferencia se selecciona
del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y copolimero de poliéter y
silicona y una sal. (XXV) Un método para regular la expresién de un gen endégeno
objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir tépicamente
plantas u 6rganos vegetales en crecimiento con una composicién polinucleotidica que
comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
esenciaimente complementaria a una secuencia de 18 0 mas nucleétidos contiguos en el
gen endégeno objetivo o el ARN mensaijero transcrito a partir del gen endégeno objetivo y
una cantidad eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un
polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un
polinucledtido regula la expresion del gen endégeno objetivo, en donde el agente de

transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y

copolimero de poliéter y silicona y una sal, en donde el copolimero de poliester y silicona
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aliloxipolipropilenglicol metiléter. (XXVI) Un método para regular la expresion de un gen
endogeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u oérganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen enddgeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen enddégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucledtido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresion del gen endégeno objetivo,
en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un
tensioactivo y una sal, en donde la sal es una sal organica o una inorganica . (XXVIl) Un
método para regular la expresion de un gen endégeno objetivo en plantas u 6rganos
vegetales en crecimiento que incluye revestir tépicamente plantas u organos vegetales en
crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al menos un
polinucleétido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleotidos contiguos en el gen endégeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endégeno objetivo, en donde el agente de transferencia se
selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo, una sal de amonio organica y una
sal de amonio inorganica. (XXVIIl) Un método para regular la expresion de un gen
endogeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir
topicamente plantas u oérganos vegetales en crecimiento con una composicion
polinucleotidica -que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialménte complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucledtido regula la expresion del gen endbdgeno objetivo,
en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un
tensioactivo y sulfato de amonio. (XXIX) Un método para regular la expresiéon de un gen
enddégeno objetivo en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir

topicamente plantas u érganos vegetales en crecimiento con una composicidn
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polinucleotidica que comprende al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen endégeno objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir
del gen endégeno objetivo y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que el al menos un polinucleétido permee el interior de las plantas en crecimiento,
con lo cual el al menos un polinucleétido regula Ia expresion del gen enddégeno objetivo,
en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un
tensioactivo y una sal y ademas incluye un humectante o un agente quelante. (XXX) Un
método para regular la expresion de un gen endogeno objetivo en plantas u 6rganos
vegetales en crecimiento que incluye revestir tépicamente plantas u organos vegetales en
crecimiento con una composicién polinucleotidica que comprende al menos un
polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endégeno
objetivo o el ARN mensajero transcrito a partir del gen endogeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucledtido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleédtido
regula la expresién del gen endégeno objetivo, en donde la composicion polinucleotidica
se aplica sobre las plantas u érganos vegetales en crecimiento mediante un aparato de
pulverizacion. (XXXI) Un método para regular la expresion de un gen enddgeno objetivo
en plantas u 6rganos vegetales en crecimiento que incluye revestir topicamente plantas u
érganos vegetales en crecimiento con una composicion polinucleotidica que comprende al
menos un polinucledtido que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos en el gen endégeno
objetivo 0 el ARN mensajero transcrito a partir del gen enddgeno objetivo y una cantidad
eficaz de un agente de transferencia para permitir que el al menos un polinucleétido
permee el interior de las plantas en crecimiento, con lo cual el al menos un polinucleétido
regula la expresion del gen endégeno objetivo, en donde el polinucledtido se selecciona
del grupo que consiste en ADNmc, ADNbc, ARNmc, ARNbc y hibridos de ARN/ADN.
(XXXIl) Un método para potenciar la actividad de un herbicida en plantas en crecimiento
que incluye (a) revestir topicamente la superficie de una planta en crecimiento una
composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos de
una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos
en un gen endogeno de la planta, en donde el gen enddégeno expresa una proteina que

interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
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permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las plantas en crecimiento y (b)
aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos un polinucledtido
permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del gen endogeno,
potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento. (XXXII) Un
método para potenciar la actividad de un herbicida en plantas en crecimiento que incluye
(a) revestir tépicamente la superficie de una planta en crecimiento una composicion
polinuclectidica que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos de una
esencialmente complementaria a una secuencia de 18 0 mas nucleétidos contiguos en un
gen enddgeno de la planta, en donde el gen endogeno expresa una proteina que
interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que los polinucledtidos permeen el interior de las plantas en crecimiento y (b)
aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos un polinucleétido
permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del gen enddgeno,
potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en donde el gen
enddgeno expresa una proteina que es un gen objetivo de herbicida o un gen de
desactivacion de herbicida. (XXXIV) Un método para potenciar la actividad de un
herbicida en plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de
una planta en crecimiento una composicién polinucleotidica que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o
mas nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endégeno
expresa una proteina que interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que‘los' polinucleotidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos
un polinucledtido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresién del
gen endoégeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde el gen endégeno expresa una proteina que es un gen objetivo de herbicida o un
gen de desactivacion de herbicida seleccionado del grupo que consiste en 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), un &acido acetohidroxi sintasa o una
acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una
dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una protoporfirina IX oxigenasa
(PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-aminobenzoato sintasa,
una glutamina sintasa (GS), una glutamina sintasa tolerante a glufosinato, una 1-desoxi-

D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato (DHP) sintasa, una fenilalanina

48



10

15

20

25

30

35

Ve

amoniaco liasa (PAL), una glutation S-transferasa (GST), una proteina D1de fotosistem |i,
una mono-oxigenasa, un citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina y una
serina hidroximetiltransferasa. (XXXV) Un método para potenciar la actividad de un
herbicida en plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de
una planta en crecimiento una composicién polinucleotidica que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a,una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o
mas nucleotidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endégeno
expresa una proteina que interactua con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento: con lo cual el al menos
un polinucleétido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresién del
gen endogeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde la composicion polinucleotidica y el herbicida se aplican por separado o en la
misma solucion. (XXXVI) Un método para potenciar la actividad de un herbicida en
plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente Ia superficie de una planta en
crecimiento una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos
contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endégeno
expresa una proteina que interactiua con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polinucledtidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos
un polinucledtido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen endogeno, potenciando asi la actividad del herbicida en Jas plantas en crecimiento, en
donde el polinucledtido se selecciona del grupo que consiste en ADNmc, ADNbc, ARNmc,
ARNbc y hibridos de ARN/ADN. (XXXVII) Un método para potenciar la actividad de un
herbicida en plantas ‘en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de
una planta en crecimiento una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o
mas nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen enddgeno
expresa una proteina que interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polindcleétidos permeen el interior de las plantas en

crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos
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un polinucleétido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen endogeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde la composicion polinucleotidica incluye ademas un segundo polinucleétido,
teniendo el segundo polinucleétido una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contigubs de un segmento
diferente del gen endégeno objeti\/o o ARN mensajero transcrito a partir del gen endégeno
objetivo diferente del al menos un polinucleétido. (XXXVIII) Un método para potenciar la
actividad de un herbicida en plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la
superficie de una planta en crecimiento una composicién polinucleotidica que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de
18 0 mas nucleétidos contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia
de 18 o més nucleétidos contiguos en un gen endogeno de la planta, en donde el gen
endogeno expresa una proteina que interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de
un agente de transferencia para permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las
plantas en crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el
al menos un polinucledtido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la
supresion del gen enddgeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en
crecimiento, en donde la composicion polinucleotidica incluye ademas una pluralidad de
polinucledtidos, teniendo la pluralidad de polinucleétidos cada uno una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos de un segmento diferente del gen endégeno objetivo o ARN
mensajero transcrito a partir del gen endbgeno objetivo diferente del al menos un
polinucledtido. (XXXIX) Un método para potenciaf la actividad de un herbicida en plantas
en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de una planta en
crecimiento una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos
contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endégeno
expresa una proteina que interacta con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos
un polinucleétido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen endégeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde el agente dé transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo

y una sal. (XL) Un método para potenciar la actividad de un herbicida en plantas en
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crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de una planta en crecimiento
una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos de
una esencialmente éomplementaria a una secuencia de 18 o0 mas nucleédtidos contiguos
en un gen enddgeno de la planta, en donde el gen endégeno expresa una proteina que
interactda con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente de transferencia para
permitir que los polinucledtidos permeen el interior de las plantas en crecimiento y (b)
aplicar el herbicida a las plantas en creCimiento; con lo cual el al menos un polinucleétido
permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del gen endoégeno,
potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en donde el
agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de
organosilicona y una sal. (XLI) Un método para potenciar la actividad de un herbicida en
plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de una planta en
crecimiento una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleotidos
contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endégeno
expresa una proteina que interactGa con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos
un polinucleétido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen enddgeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
de organosilicona y copolimero de poliéter y silicona y una sal. (XLII) Un método para
potenciar la actividad de un herbicida en plantas en crecimiento que incluye (a) revestir
topicamente la superficie de una planta en crecimiento una composicion polinucleotidica
que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente compiementaria a una
secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos de una esencialmente complementaria a
una secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en
donde el gen enddgeno expresa una proteina que interactiia con un herbicida y una
cantidad eficaz de un agente de transferencia para permitir que los polinucledtidos
permeen el interior de las plantas en crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en
crecimiento; con lo cual el al menos un polinucleétido permea el interior de las plantas en
crecimiento e induce la supresion del gen endégeno, potenciando asi la actividad del
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selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y copolimero de
poliéter y silicona y una sal, en donde el copolimero de poliester y silicona es un
copolimero de heptametil trisiloxano - modificado con 6xido de polialquileno vy
aliloxipolipropilenglicol metiléter. (XLNI) Un método para potenciar la actividad de un
herbicida en plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de
una planta en crecimiento una composicién polinucleotidica que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o
mas nucleétidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endoégeno
expresa una proteina que interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento; con lo cual el al menos
un polinucleétido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen enddgeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
y una sal, en donde la sal es una sal organica o una inorganica. (XLIV) Un método para
potenciar la actividad de un herbicida en plantas en crecimiento que incluye (a) revestir
topicamente la superficie de una planta en crecimiento una composicion polinucleotidica
que tiene una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una
secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos de una esencialmente complementaria a
una secuencia de 18 o mas nucleétidos ‘contiguos en un gen endégeno de la planta, en
donde el gen endégeno expresa una proteina que interactGa con un herbicida y una
cantidad eficaz de un agente de transferencia para permitir que los polinucleédtidos
permeen el interior de las plantas en crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en
crecimiento; con lo cual el al menos un polinucleétido permea el interior de las plantas en
crecimiento e induce la supresion del gen endégeno, potenciando asi la actividad del
herbicida en las plantas en crecimiento, en donde el agente de transferencia se
selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo, una sal de amonio organica y una
sal de amonio inorganica. (XLV) Un método para potenciar la actividad de un herbicida en
plantas en crecimiento que incluye (a) revestir tépicamente la superficie de una planta en
crecimiento una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos
contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en un gen enddgeno de la planta, en donde el gen endoégeno
expresa una proteina que interactda con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
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de transferencia para permitir que los polinuclettidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento: con lo cual el al menos
un polinucleétido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen enddgeno, potenciando asi la actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
y sulfato de amonio. (XLVI) Un método para potenciar la actividad de un herbicida en
plantas en crecimiento que incluye (a) revestir topicamente la superficie de una planta en
crecimiento una composicion polinucleotidica que tiene una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos
contiguos de una esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en un gen endégeno de la planta, en donde el gen endoégeno
expresa una proteina que interactia con un herbicida y una cantidad eficaz de un agente
de transferencia para permitir que los polinucleétidos permeen el interior de las plantas en
crecimiento y (b) aplicar el herbicida a las plantas en crecimiento: con lo cual el al menos
un polinucledtido permea el interior de las plantas en crecimiento e induce la supresion del
gen endogeno, potenciando asi ia actividad del herbicida en las plantas en crecimiento, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
y una sal, en donde el agente de transferencia incluye ademas un humectante o un
agente quelante. (XLVIl) En una composicion herbicida liquida adaptada para
revestimiento tépico sobre la superficie exterior de plantas en crecimiento que incluye
tensioactivo y al menos un agente letal para plantas, la mejora en donde el agente letal
para plantas incluye polinucledtidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen vegetal o la secuencia del ARN transcrito del
gen vegetal, produciendo los polinucledtidos la produccién sistémica de ARN pequenos
que hibridan con una sonda para el gen vegetal. (XLVHI) En una composicion herbicida
liquida que incluye un herbicida no polinuclectidico, la mejora en donde Ia composicion
incluye ademas polinucledtidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a una secuencia de una planta vegetal o a una secuencia del ARN
transcrito del gen vegetal. (XLIX) Una composicién que consiste esencialmente en (a)
una solucién de polinucledtidos de ADN bicatenario no transcribible que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucleétidos de ADN bicatehario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en
células de la planta con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen

endégeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de
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transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos del ADN
bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta. (L) Una
composicién que consiste esencialmente en (a) una soluciéon de polinucledtidos de ADN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de _uri gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ADN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisioldgicas en células de la planta con
el gen endbgeno o con el ARN transcrito a partir del gen enddégeno para producir el
silenciamiento del gen endégeno; 'y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos del ADN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo
que consiste en un tensioactivo y una sal. (L) Una composicién que consiste
esencialmente en (a) una solucién de pblinucle()tidos de ADN bicatenario no transcribible
que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un
gen enddgeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen
enddgeno; en donde los polinucleétidos de ADN bicatenario son capaces de hibridar en
condiciones fisioldgicas en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN
transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endoégeno; y
(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos
del ADN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
de organosilicona y una sal inorganica. (LII) Una composicién que consiste
esencialmente en (a) una solucion de polinucleétidos de ADN bicatenario no transcribible
que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un
gen endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen
enddgeno; en donde los polinucleétidos de ADN bicatenario son capaces de hibridar en
condiciones fisiologicas en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN
transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endbgeno; y
(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar Ia transferencia de los polinucleétidos
del ADN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
de organosilicona y copolimero de poliéter y silicona y una sal inorganica. (LIll) Una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de ADN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o

complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
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ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ADN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la planta con
el gen enddégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endoégeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos del ADN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo
que consiste en un tensioactivo de organosilicona y copolimero de poliéter y silicona y una
sal inorganica, en donde el copolimero de poliester y silicona es un copolimero de
heptametil trisiloxano modificado con éxido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol
metiléter (disponible como el tensioactivo Silwet® L-77). (LIV) Una composicién que
consiste esencialmente en (é) una solucién de polinucledtidos de ADN bicatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endogeno; en donde los polinucledtidos de ADN bicatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiologicas en células de la planta con el gen enddgeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen
endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucledtidos del ADN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la
planta, que incluye ademas una molécula herbicida no polinucleotidica. (LV) Una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de polinucledtidos de ADN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ADN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la planta con
el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endogeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucledtidos del ADN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células&de la planta, en donde el gen vegetal codifica una proteina que
proporciona tolerancia a herbicidas y es una 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS), una acido acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una acetil-
coenzima A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa
(PDS), una protoporfirina X oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
(HPPD), una para-aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una glutamina
sintasa tolerante al glufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una

dihidropteroato (DHP) sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation S-
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transferasa (GST), una proteina D1 de fotosistem II, una mono-oxigenasa, un citocromo
P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina y una serina hidroximetiltransferasa. (LvI)
Una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de
ADN monocatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ADN
monocatenario son capaces de hibridar en condiciones fisioldgicas en células de la planta
con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen enddgeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos del ADN monocatenario desde la superficie de la
planta hacia las células de la planta. (LVII) Una composicion que consiste esenciaimente
en (a) una solucion de polinucleétidos de ADN monocatenario no transcribible que tiene
una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen
endogeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en
donde los polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiolégicas en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos del ADN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en donde el
agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo y una sal..
(LVII)  Una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucion de
polinucledtidos de ADN monocatenario no transcribible que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endbgeno de una
planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endbdgeno; en donde los
polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la planta con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endogeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos del ADN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en donde el
agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de
organosilicona y una sal inorgénica. (LIX) Una composicién que consiste esencialmente
en (a) una solucion de polinucleétidos de ADN monocatenario no transcribible que tiene
una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen
endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en
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fisiologicas en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos del ADN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en donde el
agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un copolimero de
poliester y silicona y una sal inorganica. (LX) Una composicién que consiste
esencialmente en (a) una solucion de polinucledtidos de ADN monocatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un g=n endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiologicas en células de la planta con el gen endogeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endogeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucleétidos del ADN monocatenario desde la éuperﬁcie de la planta hacia las células
de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en
un tensioactivo de organosilicona y copolimero de poliéter y silicona y una sal inorganica,
en donde el copolimero de poliester y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano
modificado con éxido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter (disponible como
el tensioactivo Silwet® L-77). (LXI) Una composicion que consiste esencialmente en (a)
una solucion de polinucleétidos de ADN monocatenario no transcribible que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de: ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas- en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos del ADN
monocatenario desde la superficie de ia planta hacia las células de la planta, que incluye
ademas una molécula herbicida no polinucleotidica. (LXIl) Una composicién que consiste
esencialmente en: (a) una solucion de polinucleétidos de ADN monocatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuericia de ARN transcrita a partir
del gen endogeno; en donde los polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiologicas en células de la planta con el gen enddgeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endogeno para producir el silenciamiento del gen
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polinucledtidos del ADN monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células
de la planta, en donde el gen vegetal codifica una proteina que proporciona tolerancia a
herbicidas y es una 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), wuna acido
acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa
(ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una protoporfirina
IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-
aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una glutamina sintasa tolerante al
glufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato (DHP)
sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation S-transferasa (GST), una
proteina D1 de fotosistem I, una mono-oxigenasa, un citocromo P450, una celulosa
sintasa, una beta-tubulina y una serina hidroximetiltransferasa. (LX) Una composicion
que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de ARN bicatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endogeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ARN bicatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiologicas en células de la planta con el gen enddgeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucledtidos de ARN desde la superficie de la planta hacia las células de la planta.
(LXIV) ~ Una composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de
polinucleétidos de ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen enddgeno de una
planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los
polinucleétidos de ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en
células de la planta con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endoégeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de ARN desde la
superficie de la planta hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia
se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo y una sal. (LXV) Una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ARN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un geh endogeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ARN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiologicas en células de la planta con
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silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucledtidos de ARN desde Ia superficie de la planta hacia las
células de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que
consiste en un tensioactivo de organosilicona y una sal inorganica. (LXVI) Una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de polinucleétidos de ARN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ARN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicés en células de la planta con
el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen enddgeno para producir el
silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos de ARN desde la superficie de la planta hacia las
células de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que
consiste en un tensioactivo de organosilicona 'y copolimero de poliester y silicona y una
sal inorganica. (LXVIHl) Una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucion
de polinucledtidos de ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endodgeno de una
planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en
células de la planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endogeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ARN desde la
superficie de la planta hacia las células de Ia planta, en donde el agente de transferencia
se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y copolimero
de poliéter y silicona y una sal inorganica, en donde el copolimero de poliester y silicona
es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con 6xido de polialquileno y
aliloxipolipropilenglicol metiléter (disponible como el tensioactivo Silwet® L-77). (LXVII)
Una composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de polinucledtidos de
ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ARN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la planta con
el gen enddégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos de ARN desde la superficie de la planta hacia las



10

15

20

25

30

35

/

celulas de la planta, que incluye ademas una molécula herbicida no polinucleotidica.
(LXIX)  Una composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de
polinucledtidos de ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen enddégeno de una

planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los

'polinucleétidos de ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en

células de la. planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endégeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ARN desde la
superficie de la planta hacia las células de la planta, en donde el gen vegetal codifica una
proteina que proporciona tolerancia a herbicidas y es una 5-enolpiruvilshiquimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS), una acido acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS),
una acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno
desaturasa (PDS), una protoporfirina 1X oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (HPPD), una para-aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una
glutamina sintasa: tolerante al glufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP)
sintasa, una dihidropteroato (DHP) sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una
glutation S-transferasa (GST), una proteina D1 de fotosistem I, una mono-oxigenasa, un
citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina y una serina
hidroximetiltransferasa. (LXX) Una composicién que consiste esencialmente en (a) una
solucion de polinucledtidos de ARN monocatenario no transcribible que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen enddgeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiolégicas en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endodgeno para producir el silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos del ARN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta. (LXX1) Una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de ARN
monocatenario no - transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen enddgeno; en donde los polinucledtidos de ARN
monocatenario son capaces de hibridar en condiciones fisioldgicas en células de la planta
con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el
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transferencia de los polinucledtidos del ARN monocatenario desde la superficie de la
planta hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona
del grupo que consiste en un tensioactivo y una sal. (LXXH) Una composicion que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ARN monocatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ARN monocatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiologicas en células de la planta con el gen enddgeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucledtidos del ARN monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células
de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en
un tensioactivo de organosilicona y una sal inorganica. (LXXH!l) Una composicion que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de ARN monocatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la planta con el gen enddgeno o con el
ARN transcrito a partir del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen
endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucleétidos del ARN monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células
de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en
un tensioactivo de organosilicona y copolimero de poliester y silicona y una sal inorganica.
(LXXIV)  Una composicion que consiste esencialmente en (@) una solucion de
polinucledtidos de ARN monocatenario no transcribible que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endogeno de una
planta 0 a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los
polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen endodgeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos del ARN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en donde el
agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de
organosilicona y copolimero de poliéter y silicona y una sal inorganica, en donde el

copolimero de poliester y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado



10

15

20

25

30

35

e

con oxido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter (disponible como el
tensioactivo Silwet® L-77). (LXXV) Una composicion que consiste esencialmente en (a)
una solucion de polinucledtidos de ARN monocatenario no transcribible que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen enddgeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la planta con el gen endogeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endogeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos del ARN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, que incluye
ademas una molécula herbicida no polinucleotidica. (LXXVI) Una composicién que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de ARN monocatenario no
transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinuclestidos de ARN monocatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la planta con el gen endégeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucledtidos del ARN monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células
de la planta, en donde el gen vegetal codifica una proteina que proporciona tolerancia a
herbicidas y es una 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acido
acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa
(ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una protoporfirina
IX oxigenasa (PP0), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-
aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una glutamina sintasa tolerante al
glufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato (DHP)
sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation S-transferasa (GST), una

proteina D1 de fotosistem I, una mono-oxigenasa, un citocromo P450, una celulosa

-sintasa, una beta-tubulina y una serina hidroximetiltransferasa. (LXXVIl)  Una

composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de hibrido
de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica
0 complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la

planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endégeno para
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producir el silenciamiento del gen ‘endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para
facilitar la transferencia de los polinucleétidos de hibrido de ADN/ARN desde la superficie
de la planta hacia las células de la planta. (LXXVHI) Una composicién que consiste
esencialmente en (a) una solucion de polinucledtidos de hibrido de ADN/ARN bicatenario
no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endégeno de una planté 0 a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen enddgeno; en donde los polinucledtidos de hibrido de ADN/ARN bicatenario son
capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la planta con el gen
enddégeno o con. el ARN transcrito a partir del gen enddgeno para producir el
silenciamiento del gen endogeno; y (b) un age’nte de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleédtidos de hibrido de ADN/ARN desde la superficie de la
planta hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia se selecciona
del grupo que consiste en un tensioactivo y una sal. (LXXIX) Una composicién que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de hibrido de ADN/ARN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los polinuclestidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de Ia
planta con el gen endédgeno o con el ARN transcrito a partir del gen enddgeno para
producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para
facilitar la transferencia de los polilnucleétidos de hibrido de ADN/ARN desde la superficie
de la planta hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia se
selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y una sal
inorganica. (LXXX) Una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucién de
polinucleétidos de hibrido de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tiene una
secuencia esencialmente idéntica o complerﬁentaria a la secuencia de un gen endogeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los
polinucledtidos de hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en
condiciones fisiolééicas‘en células de la planta con el gen endégeno o con el ARN
transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y
(b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos
de hibrido de ADN/ARN desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, en
donde el agente de transferencia se selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo
de organosilicona y copolimero de poliester y silicona y una sal inorganica. (LXXXH Una
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de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica
0 complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los bolinucleétidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la
planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endoégeno para
producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para
facilitar la transferencia de los polinucleétidos de hibrido de ADN/ARN desde la supefficie
de la planta hacia las células de la planta, en donde el agente de transferencia se
selecciona del grupo que consiste en un tensioactivo de organosilicona y copolimero de
poliéter y silicona y una sal inorganica, en donde el copolimero de poliester y silicona es
un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con 6xido de polialquileno y
aliloxipolipropilenglicol metiléter (disponible como el tensioactivo Silwet® L-77). (LXXXID)

Una composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de

hibrido de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la
secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de
hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en
células de la planta con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen
enddgeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de hibrido de
ADN/ARN desde la superficie de la planta hacia las células de la planta, que incluye
ademas una molécula herbicida no polinucleotidica. (LXXXIll) Una composicion que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleéti'dos de hibrido de ADN/ARN
bicatenario no transcribible que tiene una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisioldgicas en células de la
planta con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endogeno para
producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para
facilitar la transferencia de los polinucleétidos de hibrido de ADN/ARN desde la superficie
de la planta hacia las células de la planta, en donde el gen vegetal codifica una proteina
que proporciona tolerancia a herbicidas y es una 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS), una acido acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una acetil-
coenzima A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa

(PDS), una protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
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(HPPD), una para-aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una glutamina
sintasa tolerante al giufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una
dihidropteroato (DHP) sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation S-
transferasa (GST), una proteina D1 de fotosistem I, una mono-oxigenasa, un citocromo
P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina y una serina hidroximetiltransferasa.
(LXXXIV) Un método para controlar selectivamente plantas espontaneas resistentes a
herbicidas objetivo en un campo de cultivos resistentes a herbicidas que incluye aplicar
sobre las hojas de las plantas espontaneas una composiciéon que incluye oligémeros
polinucleotidicos que proporciona a células de las plantas espontaneas ARN
monocatenario sistémico que es capaz de hibridar en condiciones fisiologicas en células
de las plantas espontaneas con ARN mensajero que se transcribe a partir de una gen
endogeno que (i) es un gen esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta
espontanea, (ii) codifica una proteina que proporciona resistencia herbicida la planta
espontanea o (iii) se transcribe en un agente regulador de ARN. (LXXXV) Un método
para controlar selectivamente plantas espontaneas resistentes a herbicidas objetivo en un
campo de cultivos resistentes a herbicidas que incluye aplicar sobre las hojas de las
plantas espontaneas una composicion que incluye oligémeros polinucleotidicos que
proporciona a células de las plantas espontaneas ARN monocatenario sistémico que es
capaz de hibridar en condiciones fisiologicas en células de las plantas espontaneas con
ARN mensajero que se transcribe a partir de una gen endégeno que (i) es un gen esencial
para mantener el crecimiento o la vida de la planta esponténea; (i} codifica una proteina
que proporciona resistencia herbicida la planta espontanea o (iii) se transcribe en un
agente regulador de ARN, en donde la composicion incluye un tensioactivo y oligémeros
seleccionados del grupo que consiste en ARN monocatenario, ARN bicatenario, ADN
monocatenario, ADN bicatenario y ARN/ADN hibridados bicatenarios, en donde los
oligbmeros tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria al ARN
mensajero del gen endbgeno; y en donde el gen endégeno es un gen natural o un
transgén recombinante. (LXXXVI) Un método para controlar selectivamente plantas
espontaneas resistentes a herbicidas objetivo en un campo de cultivos resistentes a
herbicidas que incluye aplicar sobre las hojas de las plantas espontaneas una
composicion que incluye oligbmeros polinucleotidicos que proporciona a células de las
plantas espontaneas ARN monocatenario sistémico que es capaz de hibridar en
condiciones fisiolégicas en células de las plantas espontaneas con ARN mensajero que
se transcribe a partir de una gen enddgeno que (i) es un gen esencial para mantener el
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resistencia herbicida la planta espontanea o (iii) se transcribe en un agente regulador de
ARN, en donde la planta espontanea es amaranto, yute de china, amaranto tuberculoso,
lechuga espinaca, diente de ledn, alfalfa, maiz, soja, colza, algodén, remolacha
azucarera, cafa de azucar, trigo, arroz o una verdura. (LXXXVIl) Un método para
controlar selectivamente plantas espontaneas resistentes a herbicidas objetivo en un
campo de cultivos resistentes a herbicidas que incluye aplicar sobre las hojas de las
plantas espontaneas una composicién que incluye oligdmeros polinucleotidicos que
proporciona a células de las plantas espontaneas ARN monocatenario sistémico que es
capaz de hibridar en condiciones fisioldgicas en células de las plantas espontaneas con
ARN mensajero que se transcribe a partir de una gen endogeno que (i) es un gen esencial
para mantener el crecimiento o la vida de la planta espontéanea, (ii) codifica una proteina
que proporciona resistencia herbicida la planta espontanea o (iii) se transcribe en un
agente regulador de ARN, en donde los cultivos son maiz, soja, algodén, colza,
remolacha azucarera, alfalfa, cafia de aztcar, arroz, trigo o cultivos de frutas o verduras.
(LXXXVIIl) Un método para controlar selectivamente plantas espontaneas resistentes a
herbicidas objetivo en un campo de cultivos resistentes a herbicidas que incluye aplicar
sobre las hojas de las plantas espontaneas una composicion que incluye oligdmeros
polinucleotidicos que proporciona a células de las plantas espontaneas ARN
monocatenario sistémico que es capaz de hibridar en condiciones fisiolégicas en células
de las plantas espontaneas con ARN mensajero que se transcribe a partir de una gen

enddgeno que (i) es un gen esencial para mantener el crecimiento o la vida de la planta

-esponténea, (i) codifica una- proteina que proporciona resistencia herbicida la planta

espontanea o (iii) se transcribe en un agente regulador de ARN, en donde el gen

enddgeno codifica una proteina que proporciona resistencia a herbicidas a la planta

“espontanea y la proteina es una 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una

acido acetohidroxi sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A
carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una
protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-
aminobenzoato sintasa, una glutamina sintasa (GS), una glutamina sintasa tolerante a
glufosinato, una 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato (DHP)
sintasa, una fenilalanina amoniaco liasa (PAL), una glutation S-transferasa (GST), una
proteina D1 de fotosistem Il, una mono-oxigenasa, un citocromo P450, una celulosa
sintasa, una beta-tubulina o una serina hidroximetiltransferasa. (LXXXIX) Un método
para controlar selectivamente plantas espontaneas resistentes a herbicidas objetivo en un

campo de cultivos resistentes a herbicidas que incluye aplicar sobre las hojas de las
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plantas espontaneas una composicion que incluye oligémeros polinucleotidicos que
proporciona a células de las plantas espontaneas ARN monocatenario sistémico que es
capaz de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de las plantas espontaneas con
ARN mensajero que se transcribe a partir de una gen endogeno que (i) es un gen esencial
para mantener el crecimiento o la vida de la planta espontanea, (i) codifica una proteina
que proporciona resistencia herbicida la planta espontanea o (iii) se transcribe en un
agente regulador de ARN, en donde el gen endogeno codifica una proteina que
proporciona resistencia a herbicidas a la planta espontanea y la proteina es una 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acido acetohidroxi sintasa o una
acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una
dihidropteroato sintasa, una fitoeno desaturasa (PDS), una protoporfirina 1X oxigenasa
(PPQO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una para-aminobenzoato sintasa,
una glutamina sintasa (GS), una glutamina sintasa tolerante a glufosinato, una 1-desoxi-
D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) sintasa, una dihidropteroato (DHP) sintasa, una fenilalanina
amoniaco liasa (PAL), una glutation S-transferasa (GST), una proteina D1 de fotosistem
I, una mono-oxigenasa, un citocromo P450, una celulosa sintasa, una beta-tubulina o una
serina hidroximetiltransferasa, que incluye ademas aplicar sobre la planta espontanea una
cantidad del herbicida para el que la proteina proporciona resistencia. (XC) Un método
para investigar la genética inversa modulando un gen objetivo endégeno en una planta,
incluyendo el método aplicar sobre tejido de una planta en crecimiento: (1) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de polinucledtidos de ADN
bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endogeno: en donde los polinucledtidos de ADN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con
el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen endogeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos de ADN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta; o (2) una composicion que consiste esencialmente en (a)
una solucion de polinucledtidos de ADN monocatenario no transcribible que tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen enddgeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los
polinucleétidos de ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisioldgicas en células de la plante con el gen endogeno o con el ARN transcrito a partir

del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endbgeno; y (b) un agente de
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transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ADN
monocatenario de§de la superficie de la plénta hacia las células de la planta; o (3) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ARN
bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la Secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinuclectidos de ARN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con
el gen endogeno o 4covn el ARN transcrito a partir del gen endogeno para producir el
silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucledtidos de ARN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta; o (4) una composicion que consiste esencialmente en (a)
una solucion dg polinucleétidos de ARN monocatenario no transcribible que tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiolégicas en células de la plante con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de ARN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (5) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucioén de polinucleotidos de hibrido
de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia »de un gen enddégeno de una planta o a la
secuencia de ARN transcrita a partir del gen enddgeno; en donde los polinucleétidos de
hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en
células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endogeno para producir el silenciamiento del geh endégeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta. (XCI)
Un método para investigar la genética inversa modulando un gen objetivo endégeno en
una planta, incluyendo el método aplicar sobre tejido de una planta en crecimiento: (1)
una composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de
ADN bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen-endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los polinucledtidos de ADN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la plante con
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el gen enddégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endbgeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos de ADN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta; o (2) una composicion que consiste esencialmente en (a)
una solucion de polinucleétidos de ADN monocatenario no transcribible que tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen enddégeno; en donde los
polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la plante con el gen endogeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ADN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (3) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de ARN
bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen enddgeno; en donde los polinucledtidos de ARN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicés en células de la plante con
el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el
silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos de ARN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta; o (4) una composicidén que consiste esencialmente en (a)
una solucién de polinucledtidos de ARN monocatenario no transcribible que tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los
polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir
del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ARN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (5) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de hibrido
de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la
secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los polinucledtidos de
hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiologicas en
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endbgeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; en
donde la composicion produce la modulacién del gen objetivo durante un periodo de al
menos 1 semana durante la vida de la planta. (XCll) Un método para investigar la
genética inversa modulando un gen objetivo endégeno en una planta, incluyendo el
método aplicar sobre tejido de una planta en crecimiento: (1) una composiciéon que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ADN bicatenario no
transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen endogeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de ADN bicatenario son capaces de
hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con el gen endégeno o con el
ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucleétidos de ADN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la
planta; o (2) una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucion de
polinucledtidos de ADN monocatenario no transcribible que tienen una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una
planta 0 a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los
polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la plante con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silénciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de ADN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (3) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ARN
bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ARN
bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con
el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen enddgeno para producir el
silenciamiento del gen endégeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinuclestidos de ARN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta; o (4) una composicién que consiste esencialmente en (a)
una solucion de polinucleétidos de ARN monocatenario no transcribible que tienen una
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de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de ARN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (5) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucleétidos de hibrido
de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endogeno de una planta o a la
secuencia de ARN transcrita a partir del gen enddgeno; en donde los polinucleétidos de
hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisioldgicas en
células de la plante con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endogeno para producir el silenciamiento del gen endégeno: y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de Ia planta; en
donde el ARN transcrito en las células es ARN mensajero que codifica una proteina o
ARN regulador. (XCIIl) Un método para investigar la genética inversa modulando un gen
objetivo endégeno en una planta, incluyendo el método aplicar sobre tejido de una planta
en crecimiento: (1) una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucion de
polinucledtidos de ADN bicatenario .no transcribible que tienen una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endoégeno de una
planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen enddgeno; en donde los
polinucledtidos de ADN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en
células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endogeno para producir el silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ADN
bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de Ia planta; o (2) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ADN
monocatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ADN
monocatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en células de la plante
con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el
silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucledtidos de ADN monocatenario desde la superficie de la
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planta hacia las células de la planta; o (3) una composicion que consiste esencialmente
en (a) una solucién de polinucleétidos de ARN bicatenario no transcribible gue tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucleétidos de ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiologicas en
células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen
endégeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de ARN
bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (4) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de polinucieétidos de ARN
monocatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ARN
monocatenario son capaces de hibridar en condiciones fisioldgicas en células de la plante
con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucledtidos de ARN monocatenario desde la superficie de la
planta hacia las células de la planta; o (5) una composici()h que consiste esencialmente
en (a) una solucién de polinucledtidos de hibrido de ADN/ARN bicatenario no transcribible
que tienen una secuencia esencialmente idéntica 6 complementaria a la secuencia de un
gen endogeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen
endogeno; en donde los polinucledtidos-de hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces
de hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con el gen enddgeno o con
el ARN transcrito a partir del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucledtidos de hibrido de ADN/ARN bicatenario desde la superficie de la planta hacia
las células de la planta; incluyendo ademas exponer la planta a un conjunto de
compuestos para identificar interacciones con herbicidas. (XCIV) Un método para
investigar la genética inversa modulando un gen end6geno en una planta, incluyendo el
método aplicar tépicamente sobre tejido de una planta viva: (1) una composicién que
consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ADN bicatenario no
transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un gen enddgeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir
del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ADN bicatenario son capaces de

hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con el gen endogeno o con el



10

15

20

25

30

35

y

ARN transcrito a partir del gen endégeno para producir el silenciamiento del gen
endogeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los
polinucledtidos de ADN bicatenario desde la superficie de Ia planta hacia las células de la
planta; o (2) una composicién que consiste esencialmente en (a) una solucién de
polinucledtidos de ADN monocatenario no transcribible que tienen una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endbgeno de una
planta o0 a la secuencia de ARNtranscrita a partir del gen endogeno; en donde los
polinucledtidos de ADN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la plante con el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de ADN
monocatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (3) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucién de polinucledtidos de ARN
bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente idéntica o
complementaria a la secuencia de un gen endégeno de una planta o a la secuencia de
ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucledtidos de ARN
bicatenario son capaces-de hibridar en condiciones fisiologicas en células de la plante con
el gen endégeno o con el ARN transcrito a partir del gen endbégeno para producir el
silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de transferencia eficaz para facilitar la
transferencia de los polinucleétidos de ARN bicatenario desde la superficie de la planta
hacia las células de la planta; o (4) una composicion que consiste esencialmente en (a)
una solucién de polinucleétidos de ARN monocatenario no transcribible que tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endégeno
de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir del gen endodgeno; en donde los
polinucleétidos de ARN monocatenario son capaces de hibridar en condiciones
fisiologicas en células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir
del gen enddgeno para producir el silenciamiento del gen enddgeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucledtidos de ARN
monocatenario -desde la superficie de la planta hacia las células de la planta; o (5) una
composicion que consiste esencialmente en (a) una solucion de polinucleétidos de hibrido
de ADN/ARN bicatenario no transcribible que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia de un gen endodgeno de una planta o a la
secuencia de ARN transcrita a partir del gen endégeno; en donde los polinucleétidos de
hibrido de ADN/ARN bicatenario son capaces de hibridar en condiciones fisiolégicas en

células de la plante con el gen enddgeno o con el ARN transcrito a partir del gen
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endogeno para producir el silenciamiento del gen endogeno; y (b) un agente de
transferencia eficaz para facilitar la transferencia de los polinucleétidos de hibrido de
ADN/ARN bicatenario desde la superficie de la planta hacia las células de la planta.
(XCV) Una composicién herbicida que incluye una solucién acuosa de (a) un agente para
acondicionar una planta para la permeacion de oligbmeros polinucleotidicos y (b)
oligomeros polinucleotidicos que incluyen al menos una cadena polinucleotidica que
incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos de un gen endogeno de
la planta en sentido antisentido o sentido, en donde el gen endogeno codifica una proteina
que proporciona a la planta resistencia a un herbicida quimico o es un gen esencial.
(XCVI) Una composicion herbicida que incluye una solucion acuosa de (a) un agente
para acondicionar una planta para la permeacion de oligéheros polinucleotidicos y (b)
oligébmeros polinucleotidicos que incluyen al menos una cadena polinucleotidica que
incluye al meno's un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos de un gen endégeno de
la planta en sentido antisentido o sentido, en donde el gen endogeno codifica una proteina
que proporciona a la planta resistencia a un herbicida quimico o es un gen esencial,
incluyendo ademas un herbicida quimico. (XCVHl) Una composicién herbicida que incluye
una solucion acuosa de (a) un agente para acondicionar una planta para la permeacion de
oligémeros polinucleotidicos y (b) oligémeros polinucleotidicos que incluyen al menos una
cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos
contiguos de un gen endogeno de la planta en sentido antisentido o sentido, en donde el
gen endégeno codifica una proteina que proporciona a la planta resistencia a un herbicida
quimico o es un gen esencial, incluyendo ademas un herbicida quimico, que incluye
compuestos herbicidas de glifosato, dicamba, fosfinotricina, bromoxinilo, ioxinilo o
clorsulfurén. (XCVII) Una composicion herbicida que incluye una solucion acuosa de (a)
un agente para acondicionar una planta para la permeacién de oligébmeros
polinucleotidicos y (b) oligémeros polinucleotidicos que incluyen al menos una cadena
polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 0 mas nucledtidos contiguos de
un gen endégeno de la planta en sentido antisentido o sentido, en donde el gen enddgeno
codifica una proteina que proporciona a la planta resistencia a un herbicida quimico o es
un gen esencial, incluyendo ademas un herbicida quimico, que incIUye un compuesto de
glifosato, un tensioactivo de copolimero de poliester y silicona y oligbmeros
polinucleotidicos. (XCIX) Una planta que incluye ADN o ARN exdgeno para suprimir un
gen endogeno, donde el ADN exdgeno no esta integrado en un cromosoma de la planta y
el ARN exégeno no se transcribe a partir de ADN integrado en un cromosoma de la planta

y en donde el gen endégeno se suprime mediante aplicacion topica de un polinucleétido
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en la planta después que la planta ha emergido de una semilla. (.C) Un método para
administrar un polinucleétido en el interior de una célula vegetal mediante aplicacion
topica del polinucleétido al exterior de la célula vegetal, incluyendo el método combinar el
polinucledtido con un tensioactivo de organosilicona. (Cl) Un método para administrar un
polinucleétido en el interior de una célula vegetal mediante aplicacion tépica del
polinucledtido al exterior de la célula vegetal, incluyendo el método combinar el
polinucledtido con un tensioactivo de organosilicona, en donde el tensioactivo de
organosilicona es un copolimero de poliester y silicona. (CII) Un método para administrar
un polinucledtido en el interior de una célula vegetal mediante aplicacion topica del
polinucledtido al exterior de la célula vegetal, incluyendo el método combinar el
polinucleétido con un tensioactivo de organosilicona, en donde el tensioactivo de
organosilicona es un copolimero de poliester y silicona, en donde el copolimero de
poliester y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con éxido de
polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter. (Clll) Un método para administrar un
polinucledtido en el interior de una célula vegetal mediante aplicacion tépica del
polinuclectido en el exterior de la célula vegetal, incluyendo el método combinar el
polinuclec_’>tido con un tensioactivo de organosilicona y una sal orgénica o una inorganica.
(CIV) Un métodoipara administrar un polinucleétido en el interior de una célula vegetal
mediante aplicacion topica del polinucleétido en el exterior de la célula vegetal, incluyendo
el método combinar el polinucleétido con un tensioactivo de organosilicona y una sal
organica o una inorganica, en donde la sal es una sal de amonio. (CV) Un método para
administrar un polinucleétido en el interior de una célula vegetal mediante aplicacién
topica del polinucleétido en el exterior de la célula vegetal, incluyendo el método combinar
el polinucledtido con un tensioactivo de organosilicona y una sal organica o una
inorganica, en donde la sal es una sal de amonio, en donde Ia sal de amonio es sulfato de
amonio. (CVI) Un método para administrar un polinucleétido en el interior de una célula
vegetal mediante aplicacién topica del polinucleétido al exterior de la célula vegetal,
incluyendo el método combinar el polinucledtido con un tensioactivo de organosilicona, en
donde la composicion polinucleotidica se aplica sobe las plantas u 6rganos vegetales en
crecimiento mediante un aparato pulverizador.
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Ejemplo 1

82) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de esta invencién en
el control de malezas resistentes a herbicidas. Se identifico que los genotipos de palmera
amaranto resistente a glifosato tienen multiples copias, por ejemplo, de 4 a mas de 100
copias del gen que codifica la 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) a la cual
se dirigen los compuestos de glifosato en los tratamientos con herbicidas.

83) En referencia a la SEQ ID NO:1 tal como se muestra en la Figura 1, se disefiaron
cuatro moléculas de ARNbc “cortas” de tamafo de oligonucieétido con una cadena
antisentido que es capaz de hibridar con ARNm transcrito a partir del gen EPSPS de la
palmera amaranto en las posiciones 14-38 (ARNbc-1 corto), en las posiciones 153-177
(ARNbc-2 corto), 345-369 (ARNbc-3 corto) y 1105-1129 (ARNbc-4 corto), tal como se
indica mediante los nucledtidos subrayados en la Figura 1. Los cuatro ARNbc cortos
disefiados se adquirieron de Integrated DNA Technologies (IDT); los ARNbc tenian un
excedente de dos nucledtidos en el extremo 3’ de la cadena antisentido y tenian dos
desoxinucleétidos como los nuclestidos terminales en el extremo 3’ de la cadena sentido.
84) En referencia a la SEQ ID NO:1 y la Figura 1, se disefiaron tres polinucleétidos de
ARN bicatenario “largo” con una cadena que es capaz de hibridar con el ARNm transcrito
a partir del gen EPSPS de la palmera amaranto en las posiciones 16-170 (ARNbc-1
largo), 451-722 (ARNbc-2 largo) y 1109-1328 (ARNbc-3 largo) tal como se indica
mediante los nucleétidos en negrita en la Figura 1. Los ARNbc largos disefiados se
hicieron utilizando el Ambion MEGAscript® RNAI Kit, Cat. No. 1626.

85) Se cultivaron clones vegetativos de palmera amaranto resistente e glifosato con 16
copias del gen endégeno que codifica EPSPS (Gaines, et al. (2010) Proceedings of the
National Academy of Sciences 107(3): 1029-1034) en pocillos cuadrados de 3,5 pulgadas

con mezcla para plantulas SunGro® Redi-earth que contenia 3,5 kg/metro cubico de
fertilizante Osmocote® 14-14-14 en un invernadero con un fotoperiodo de 14 horas y una
temperatura diurna de 30 grados centigrados y una temperatura nocturna de 20 grados
centigrados; las plantas se regaron con agua desionizada segun fuera necesario.

86) Se prepar6é una solucion de pretratamiento de tensioactivo para bafar las hojas,
diluyendo el tensioactivo de organosilicona de marca Silwet L-77 con agua destilada hasta
0,1% (v/v). Se prepar6 una solucién de pretratamiento de carburo de silicio al 5% (p/v)
mezclando 2 g de carburo de silicio (arena 400) en 40 mi de agua destilada. Se preparé
una solucién amortiguadora de tratamiento con 10 mM de fosfato de sodio y tensioactivo
de organosilicona Silwet L-77 al 0,01% (v/v) en agua DEPC (Omega Bio-Tek) y se ajusto

hasta pH 6,8. Se prepard una solucion de ARNbc corto con cantidades equimolares de
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cada uno de los cuatro ARNbc cortos (identificados anteriormente) en la solucién
amortiguadora de tratamiento a una concentracién de 0,005 nanomoles de cada ARNbc
corto por microlitro. Se prepar6 una solucién de ARNbc largo con cantidades equimolares
de cada uno de los tres ARNbc largos en la solucion amortiguadora de tratamiento a una
concentracion de 0,0006 nanomoles de cada ARNbc largo por microlitro. Se prepard una
solucion mixta de ARNbc (corto/largo) con 0,005 nanomoles de cada uno de Ios cuatro
ARNDbc cortos y 0,0006 nancmoles de cada uno de los tres ARNbc largos por microlitro.
87) Los clones vegetativos de palmeré amaranto resistente a glifosato con 16 copias del
gen endégeno que codifica EPSPS se pretrataron con la solucion de carburo de silicio o la
solucién de tensioactivo para acondicionaf las hojas para transferir o permear los ARNbc.
Para el pretratamiento con solucion de carburo de silicio se llevé a cabo la abrasion de la
hoja frotando suavemente 0,5 ml de la solucién de carburo de silicio sobre la supefficie
superior de una hoja, se enjuagé con agua y se secé con papel secante. Para el
pretratamiento con la solucién de tensioactivo se sumergieron cuatro hojas fuente
maduras, completamente expandidas en la solucion de tensioactivo y se dejaron secar.
Después del pretratamiento de la hoja con Ia solucién de carburo de silicio o la solucion
de tensioactivb, las hojas acondiciones se trataron con la solucién amortiguadora (como
testigo) o con 40 microlitros de una solucion de ARNbc (aplicando 10 microlitros de
solucion de ARNbc en cada una de 4 hojas por planta). En el tratamiento con la solucién
de ARNDc corto se aplicaron aproximadamente 0,8 nanomoles de-moléculas de ARNbc
corto (0,2 nanomoles de cada ARNbc corto) a cada planta tratada. En el tratamiento con
la solucion de ARNbc largo se aplicaron aproximadamente 0,072 nanomoles de moléculas
de ARNDc largo (0,024 nanomoles de cada ARNbc largo) a cada planta tratada. En el
tratamiento con la solucién mixta de ARNbc (corto/largo) se aplicaron aproximadamente
0,8 nanomoles de las moléculas de ARNbc corto y aproximadamente 0,072 nanomoles de
las moléculas de ARNbc largo a cada planta tratada. Excepto los testigos, todas las
plantas se pulverizaron con una solucién de herbicida glifosato (1682 g de equivalente
acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) inmediatamente, 48 o
72 horas después del tratamiento con ARNbc y se evaluaron al menos después de 7 dias
postratamiento con glifosato.

Resultados: =

88) Seis plantas testigo tratadas con tensioactivo (sin tratamiento con molécula de
ARNDc) sobrevivieron al tratamiento con glifosato. Ver la Figura 3A que muestra una

fotografia de las plantas 7 dias después del tratamiento con glifosato.
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89) Dos de cuatro plantas testigo tratadas con abrasion con carburo de silicio (sin
tratamiento con molécula de ARNbc) murieron a causa del tratamiento con glifosato.

90) Seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con glifosato inmediatamente
después de la aplicacion de la soluciéon mixta de ARNbc (corto/largo) sobrevivieron pero
presentaban enanismo.

91) Seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron solo con la solucién mixta de
ARNbc (corto/largo) y sin glifosato, sobrevivieron. Cinco de seis plantas tratadas con
tensioactivo que se trataron con las soluciones mixtas de ARNbc (corto/largo) vy
posteriormente con tratamiento con glifosato, murieron.

92) Cinco de seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con glifosato 48 horas
después de la aplicacion de la solucién mixta de ARNbc (corto/largo) murieron.

93) Tres de cuatro plantas tratadas con carburo de silicio que se trataron con glifosato 48
horas después de la aplicacién de la solucion mixta de ARNbc (corto/largo) murieron.

94) Cinco de seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron con la solucién de
ARNbDc largo y posteriormente con tratamiento con glifosato después de 72 horas,
murieron; ver Figura 3B. Seis de seis plantas tratadas con tensioactivo que se trataron
con la solucion de ARNbc corto y posteriormente con tratamiento con glifosato después

de 72 horas, murieron; ver Figura 3C.

Ejemplo 2

95) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de esta invencién en
la mejor del control de malezas sensibles al herbicida glifosato. Las soluciones mixtas de
ARNbc (corto/largo) preparadas en el Ejemplo 1 se aplicaron a plantas de yute de china
sensibles al glifosato (un total de 40 microlitros aplicados a dos hojas) que se pretrataron
con la solucién de tensioactivo utilizada en el Ejemplo 1. Las plantas testigo se trataron
solo con solucién amortiguadora luego del pretratamiento con la solucién de tensioactivo.
48 horas después del tratamiento con ARNbc las plantas se trataron con una solucién del
herbicida glifosato (53 g de equivalente acido por hectarea del herbicida glifosato de
marca Roundup® WeatherMAX®). Se observé un aumento por duplicado de la actividad
del glifosato segun se estimé por la observacion del crecimiento de la planta (medido
como la altura de planta) en las plantas tratadas con la composicién polinucleotidica y el
herbicida en comparacion con las plantas testigo tratadas con solucién amortiguadora y
herbicida. Las plantas tratadas con la composicidn polinucleotidica y el herbicida
sobrevivieron con un enanismo grave; las plantas testigos tratadas con solucion

amortiguadora y herbicida sobrevivieron y se recuperaron completamente. Se obtuvieron
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resultados similares con otros malezas sensibles al herbicida glifosato, es decir, amaranto

tuberculoso, bledo, ambrosia gigante, lechuga espinaca, tabaco y diente de le6n.

Ejemplo 3

96) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinuclectidicas de esta invencion en
el control de malezas en cultivos transgénicos resistentes a glifosato. Se trataron plantas
transgénicas de alfalfa, colza, maiz, algodén, arroz, soja, cafia de azicar y trigo que
tienen ADN recombinante para expresar una EPSPS bacteriana (ver Patente de los
Estados Unidos RE39.247 para ver la descripcién de los genes de EPSPS “tipo II”
resistentes a glifosato) con (a) la solucion de tensioactivo utilizada en el Ejemplo 1, (b) la
solucion mixta de ARNbc (corto/largo) preparada en el Ejemplo 1 y (c) una solucién de
herbicida glifosato (1682 g de equivalente acido por hectarea de Roundup®
WeatherMAX®) 48 horas después del tratamiento con ARNbc. Después de 30 dias todas
las plantas de cultivos transgénicos resistentes a glifosato sobrevivieron y no presentaron

enanismo.

Ejemplo 4

97) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de esta invencion
como agentes herbicidas. Se disefiaron dos moléculas polinucleotidicas de ARNbc para
dirigirse a segmentos superpuestos de ARNm que codifican fitoeno desaturasa en tabaco
(Nicotiana benthamiana). En referencia a la SEQ ID NO:2 y la Figure 5, un ARNbc
dirigido a 192 nt de longitud (se muestra en negrita en la Figura 5) y a 685 nt de longitud
(se muestra subrayado en la Figura 5) del ARNm se hizo utilizando un kit Ambion®
MEGAscript®. Se prepararon solucion de ARNbc separadas. Las hojas de planta de
tabaco se pretrataron con la solucion de tensioactivo preparada tal como en el Ejemplo 1
y luego se trataron con uno de las soluciones de ARNbc aplicando aproximadamente 0,6
micromoles de ARNbc por planta. El dia 9 después del tratamiento con ARNbc, el
silenciamiento de la fitoeno desaturasa se evidencio a partir del blanqueado de hojas en
hojas apicales; ver Figura 4. A los 15 dias después del tratamiento con ARNbc una mitad
de las plantas tratadas parecia estar muerta y la otra mitad de las plantas tenia
blanqueada la mayor parte de los tejidos por encima del suelo. El analisis de
transferencia northern indica la presencia de los ARNip correspondientes a los ARNbc

utilizados en el tratamiento.

Ejemplo 5
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98) Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de
esta invencioén como agentes herbicidas. Se disefiaron moléculas oligonucleotidicas de
ARNbc para dirigirse a ARN que codifica EPSPS para cada una de las siguientes plantas:
ambrosia comun (Ambrosia artemisiifolia), ambrosia gigante (Ambrosia trifida), sorgo de
Alepo (Sorghum halepense), rama negra (Conzya bonariensis), cola de zorro (Digitaria
insularis), urochloa (Urochloa panicoides), Poinsettia salvaje (Euphorbia heterophylla),
arocillo (Echinochloa colona), quinoa blanca (Chenopodium album), almorejo (Setaria
viridis), moha (Setéria italic), amor de hortelano (Echinochloa crus-galli), digitaria (Digitaria
sanguinalis), cadillo (Xanthium strumarium), alopecuro de campo (Alopecurus
myosuroides), avena salvaje (Avena fatua), palo zorrilo (Senna obtusifolia), bejucos
(lpomoea sp.), correhuela (Convolvulus arvensis), sorgo (Sorghum bicolor), hierba del
pollo (Commelina ), amor de hombre (Tradescantia sp.), ryegras (Lolium sp.), pata de
ganso (Eleusine indica), cola de caballo (Conzya canadensis), llantén (Plantago
lanceolata), paimera amaranto (Amaranthus palmeri), amaranto tuberculoso (Amaranthus
tuberculatus), amaranto blanco (Amaranthus albus), quintonil (Amaranthus hybridus),
abrebujo (Amaranthus retroflexus), canamo comun (Am‘aranthus rudis/tuberculatus),
amaranto sudamericano (Amaranthus viridis), amaranto de Thunberg (Amaranthus
thumbergii), amaranto espinoso (Amaranthus spinosis), (Amaranthus rubra), (Amaranthus
lividus), bledo (Amaranthus graecizans), alegria (Amaranthus chlorostachys), amaranto de
Powell (Amaranthus powellii), cenizo (Amaranthus blitoides), rodadora (Kochia scoparia),
abrepufio (Centaurea solstitialis) y abutilon (Abutilon theophrasti). Las hojas de la planta
se pretrataron con la solucién de tensioactivo preparada tal como en el Ejemplo 1 y se
trataron con las soluciones de ARNbc a una tratamiento de aproximadamente 1 nanomol
por planta. Después de 15 dias las plantas tratadas murieron, estan muriendo o

presentan enanismo.

Ejemplo 6

99) Este ejemplo inlustra adicionalmente la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de
esta invencién como agentes herbicidas. Se disefiaron moléculas oligonucleotidicas de
ARNbc para dirigirse a ARN que codifica acetolactato sintasa y fitoeno desaturasa para
cada una de las plantas indicadas en el Ejemplo 5. Las hojas de la planta se pretrataron
con la solucion de tensioactivo preparada tal como en el Ejemplo 1 y se trataron con las
soluciones de ARNbc a una tratamiento de aproximadamente 1 nanomol por planta.

Después de 15 dias las plantas tratadas murieron, estan muriendo o presentan enanismo.
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Ejemplo 7

100) Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de
esta invencion como agentes herbicidas. El método del Ejemplo 4 se repite para
proporcionar oligonucleétidos de ARNbc corto diselados para dirigirse a ARN que codifica
cada una de las siguiente proteinas en la palmera amaranto: una 5-enolpiruvilshiquimato-
3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetil-coenzima A carboxilasa, una dihidropteroato
sintasa, una protoporfirina IX oxigenasa, una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, una
glutamina sintasa, proteina D1, un factor de iniciacién de traduccion (TIF), una ribulosa-
1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) y una ATPasa dependiente de ADN
(ddATPasa). Las hojas de plahtas de palmera amaranto resistentes a glifosato separadas
se trataron con la solucién de tensioactivo preparada tal como en el Ejemplo 1 y por
separado cada una con las moléculas oligonucleotidicas de ARNbc en la forma del
Ejemplo 1 a una tratamiento de 1 nanomol de ARNbc por planta. Después de 30 dias las
plantas tratadas murieron, estan muriendo o presentan enanismo.

Ejemplo 8

101) Este ejemplo ilustra fa utilidad de emplear un gen Pol IlI sintético en composiciones y
métodos de esta invencién. En referencia ala SEQ ID NO:3y la Figura 2, se creé un gen
Pol Il sintético utilizando elementos de un gen de ARNmc de U6 de Arabidopsis thaliana
para proporiconar una molécula de ADNbc con dos copias de elementos RGCCCR (en
negrita y subrayado), un elemento de secuencia hacia 5 (USE) que tiene la secuencia
“TCCCACATCG” (SEQ ID NO:4, en negrita y subrayada), una secuencia TATA (en
negrita y subrayada), un nucleétido “G” (en negrita y subrayado), ADN antisentido (en
cursiva) correspondiente a una ADN bacteriano que codifica una proteina EPSPS (ver
Patente de los Estados Unidos RE39.247) que imparte resistencia al herbicida glifosato
cuando se expresa en plantas de maiz transgénicas, un elemento “AAGATTAGCACGG”
(SEQ ID NO:5, en negrita y subrayado) incluido en el ADN antisentido, un elemento
‘ACGCATAAAAT” (SEQ ID NO:8, en negrita y subrayado) seguido por el ADN sentido (en
mindsculas) y un elemento de terminacién “TTTTTT” (SEQ ID NO:7, en negrita y
subrayado). Se pulverizaron una solucién de tensioactivo de organosilicona de marca
Silwet L-77 al 0,1%p y una solucién de muiltiples copias de la molécula de ADNbc sobre
las hojas de plantas espontaneas de maiz resistentes al glifosato que crecieron en un
campo de plantas de soja resistentes al glifosato y posteriormente, 7 dias después, se
aplico el tratamiento con el herbicida glifosato de marca Roundup WeatherMAX®. 15 dias

después las plantas de maiz murieron y las plantas de soja siguieron creciendo; las
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plantas de maiz resistentes a glifosato testigo tratadas solo con tensioactivo y herbicida
glifosato siguieron creciendo.

Ejemplo 9

102) Este ejemplo ilustra un aspecto de la invenciéon. En este ejemplo, las moléculas
polinucleotidicas se aplicaron y permearon en tejido vegetal induciendo asi la regulacion
sistémica, es decir, el silenciamiento de un gen objetivo (una EPSPS endogena). Mas
especificamente, una composiciéon que incluye oligonucleétidos de ADN monocatenario
(ADNmc) suprimié la expresion de una EPSPS endégena en palmera amaranto tolerante
a glifosato (Amaranthus palmeri).

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

Nombre SEQID Secuencia Notas
NO: (5°a3)
Anti-sense_PO1 ACCCTCCACGACTGCCCTTT
Anti-sense_PO2 GTTTCCTTCACTCTCCAGC
Anti- 10 GTAGCTTGAGCCATTATTGT
sense_PQO3
Anti- 11 GTTGATGGTAGTAGCTTGAG
sense_PO4 _
Anti- 12 ACCCTCCACGACTGCCCTTT Modificacion con
sense_ P31 fosforotioato de tres
nucleétidos
‘/ terminales en 5'-
terminal de tres
nucleétidos
terminales en 3’
Anti- - 13 GTTTCCTTCACTCTCCAGC Modificacién con
sense_PS2 fosforotioato de tres
nucleétidos
terminales en 5’-
terminal de tres
nucleotidos
terminales en 3’
Anti- 14 AAGCGGTTGAGCACTGAA Secuencia testigo,
‘ sense_ck proteina de semilla
. de cebada,
identificacion de
GenBank X97636
Anti- 15 ACCCTCCACGACTGCCCTTT Marcado en 5'con
sense_PO1_ Alexa Fluor 488
488

104) La absorcion de los oligonucleétidos se demostré con los oligonucleditos de ADNmc

marcados fluorescentmente (SEQ ID NO:15) que confirmaron que los oligonucledtidos de

5 ADNmc permearon el tejido de la hoja. Se colocaron peciolos de hojas arrancadas de
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palmera amaranto resistente a glifosato en 200 mM de solucién de sacarosa con
oligonucledtidos de ADNmc marcados fluorescentemente (SEQ ID NO:15). Las imagenes
de la hoja se obtuvieron con un generador de imagenes Bio-Rad PharosFX equipado con
un laser de 488 nm de 4 h hasta 48 h después de la absorcion a través del peciolo. Las
hojas se incubaron con 200 mM de sacarosa solo y sirvieron como testigo. Se observd
una absorcion vacuolar ligeramente dependiente del tiempo de los oligonuclettidos de
ADNmc marcados fluorescentemente (ver Figura 6). Los oligonucleétidos de ADNmc¢
marcados fluorescentemente se liberaron del tejido vacuolar hacia las células tan
temprano como 8 h déspués del tratamiento y se observé que se acumularon en el borde
de la hoja a las 24 h'y 48 h, lo que sugiere un efecto de la transpiracion.

105) La supresion de EPSPS se demostro con hojas arrancadas de palmera amaranto
resistente a glifosato utilizando la técnica de absorcion del peciolo. Se colocaron peciolos
de hojas arrancadas de palmera amaranto resistente a glifosato en 200 mM de solucion
de sacarosa con oligonucleétidos de acuerdo con los tratamientos indicados en la Tabla 2.
Las hojas testigo se permearon con el testigo antisentido (SEQ ID NO:14) y
adicionalmente se trataron con o sin 50 microgramos/mL de glifosato. Se midieron los
niveles de ARNm de EPSPS, proteina EPSPS y shiquimato después de 48 h de
ihcubaci()n. Para evaluar los efectos de los oligonucledtidos de ADNmc antisentidos
sobre el ARNm de EPSPS, se aisl6 el ARN total de la hoja y se llevé a cabo una RT-PCR
en tiempo real cuantitativa para comparar los niveles de ARNm de EPSPS. Para evaluar
los efectos de los oligonucledtidos de ADNmc antisentidos sobre la proteina EPSPS, se
aislé la proteina soluble total de la hoja, se separé mediante SDS-PAGE y se midieron los
niveles de proteina EPSPS mediante transferencia Western utilizando anticuerpos contra
EPSPS_TIPA de maiz. Los efectos de los oligonucleotidos de ADNmc antisentidos sobre
la acumulacion de shiquimato como un indicador de la supresion de la EPSPS se
evaluaron en dos experimentos: en el experimento 1, las hojas tratadas con
oligonucledtidos se incubaron con 50 microgramos/mL de glifosato durante 48 h
adicionales mediante absorcion de peciolo (las hojas testigo se permearon con el testigo
antisentido (SEQ ID NO:14) y se trataron adicionalmente con o sin 50 microgramos/mL de
glifosato); en el experimento 2, se llevaron a cabo experimentos con discos de hoja en las
hojas tratadas con oligonucledtidos y se midieron los niveles de shiquimato mediante
HPLC (los testigos en este caso fueron hojas que no habian sido tratadas con

oligonuclettidos pero se incubaron con 50 microgramos/mL de glifosato).
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Tabla 2: Lista de tratamientos que utilizan oligonucleétidos de ADNmc antisentido

Tratamiento ADNmc antisentido Concentracion final
No.1 Anti-sense_PO1 (SEQ ID NO:8) | 5 microM
(“No.2 Anti-sense_PO2 (SEQ ID NO:9) | 5 microM
No.3 Anti-sense_PS1 (SEQ ID 5 microM
, NO:12)
No.4 Anti-sense_PS2 (SEQ ID 5 microM
NO:13)
No.5 Anti-sense_PS1, PS2 (SEQ ID | 10 microM cada uno (20
NOs:12, 13) -microM en total)
No.6 Anti-sense_PO1, PO2, PO3, 5 microM cada uno (20
PO4 (SEQ ID NOs:8, 9, 10, 11) | microM en total)
Testigo Anti-sense_ck (SEQ ID NO:14) | 5 microM o 20 microM

106) Los resultados para expresion de ARNm de EPSPS, niveles de proteina EPSPS y
niveles de shiquimato se muestran en las Figuras 7, 8 y 9, respectivamente. Estos
resultados demuestran que el tratamiento con los oligonucledtidos de ADNmc antisentidos
regularon o suprimieron sistémicamente el gen objetivo disminuyendo los niveles del
transcrito del gen objetivo (ARNm de EPSPS) de la proteina (EPSPS) codificada por el
gen objetivo en el tejido vegetal. En este experimento especifico, los tratamientos No. 1 y
No. 6 parecieron ser mas eficaces en la supresion de los niveles de ARNm de EPSPS y
proteina y en el aumento de la eficacia del glifosato, tal como se evidencia por la
acumulacion aumentada de shiquiméto. Estos resultados también indican que la eficacia
del glifosato mejora suprimiendo el ARNm de EPSPS y la proteina en la palmera
amaranto resistente al glifosato.

Ejemplo 10

107) Este ejemplo ilustré un aspecto de la invencién. En este ejemplo, se trataron plantas
en crecimiento con una composicion aplicada tépicamente para induir el silenciamiento
sistémico de un gen objetivo en una planta que incluye (a) un agente para acondicionar
una planta para la permeacion de polinucleétidos y (b) polinucleétidos que incluyen al
menos una cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas
nucledtidos contiguos del gen objetivo en direccion antisentido o sentido. Mas
especificamente, se trataron plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) con (a) una
solucion de tensioactivo aplicada tépicamente para acondicionar la planta para la

permeacion de polinucleétidos y (b) una composicion que incluye oligonucledtidos o
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polinucledtidos de ADN aplicados topicamente que tiene al menos una cadena que
incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos del gen objetivo en
direccion antisentido-o sentido, con la cual se logré la regulacion o supresion sistémica del
gen objetivo (una fitoeno desaturasa, “PDS”).

108) El gen objetivo utilizado fue de una fitoeno desturasa de Nicotiana benthamiana
(SEQ ID NO:2), que se muestra en la Figura 10; el segmento que consistia en los
nucledtidos 421 — 1120 de la SEQ ID NO:2 (testo subrayado en la Figura 10) se utilizd
para disefiar un polinucleétido de ARNbc de 700-mer (“PDS 700-mer”) y el segmento que
consistia en los nucledtidos 914 — 1113 de la SEQ ID NO:2 (testo en negrita subrayado en
la Figura 10) se utilizé para disefiar un polinucleétido de ARNbc de 200-mer (*PDS 200-
mer’). Las secuencias de otros polinucleétidos u oligonucledtidos utilizados en los
tratamientos se indican en la Tabla 3. La Figura 11 representa esquematicamente la
ubicacion de las secuencias de estos oligonucleétidos ypolinucledtidos en relacién con la
secuencia de fitoeno sintasa (SEQ ID NO:2). Se utilizaron secuencias no vegetales
obtenidas del gusano de la raiz del maiz (“CRW”), SEQ ID NOs:27, 28, 29 y 30 como
tesstigos no homélogos. Algunos de los polinuciedtidos incluian una secuencia promotora
de T7 (indicada per el texto en minusculas en la Tabla 3) que es un promotor reconocido

por una polimerasa de ARN del bacteriéfago T7.



Tabla 3

p

Cantidad | SEQ
sentido/ de ID
antisentid nucledtido | NO:

Descripcion o] Secuencia s
oligo 1 con 40 16
promotor de taatacgactcactataggGCAAGAGATG
T7 ' C TCCTAGGTGGG
oligo 2 con 44 17
promotor de taatacgactcactataggACAGATTTCTT
T7 C CAGGAGAAACATGG
oligo 1 sin 21 18
el promotor
de T7 C GCAAGAGATGTCCTAGGTGGG
oligo 2 sin 25 19
el promotor ACAGATTTCTTCAGGAGAAACAT
de T7 C GG
mezcla taatacgactcactataggCATCTCCTTTA | 41 (SEQ 20,
oligo 3 con ATTGTACTGCC (SEQID NO:20)y |ID NO:20), | 21
promotor de taatacgactcactataggTTTAATTGTAC | 41 (SEQ
T7 NC TGCCATTATTC (SEQ ID NO:21) ID NO:21)
mezcla CATCTCCTTTAATTGTACTGCC 22 (SEQ 22,
oligo 3 sin (SEQ ID NO:22) y ID NO:22), | 23
el promotor TTTAATTGTACTGCCATTATTC 22 (SEQ
de T7 NC (SEQ ID NO:23) ID NO:23)
oligo 4 sin 25 24
el promotor CACTTCCATCCTCATTCAGCTCGA
deT7  [NC T
oligo 5 sin 24 25
el promotor ACACCTCATCTGTCACCCTATCA
de T7 NC G '
oligo 6 sin | 24 26
el promotor
de T7 NC CAGTCTCGTACCAATCTCCATCAT
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mezcia 41 (SEQ 27,
CRW oligo taatacgactcactatagggATCCATGATA | ID NO:27), | 28
con TCGTGAACATC (SEQ ID NO:27) y 38 (SEQ
promotor de taatacgactcactatagggGCAAAGAAA | ID NO:28)

17 CyNC AATGCGTCG (SEQ ID NO:28) ‘
mezcla 21 (SEQ 29,
CRW oligo ATCCATGATATCGTGAACATC IDNO:29), | 30
sin (SEQ ID NO:29) y 18 (SEQ
promotor de GCAAAGAAAAATGCGTCG (SEQ ID NO:30)

T7 CyNC ID NO:29)

109) El siguiente procedimiento se utilizd para todos los ensayos descritos en este
ejemplo. Se utilizaron plantas de Nicotiana benthamiana con cuatro semanasen todos los
ensayos. Las plantas se trataron con solucién de Silwet L-77 al 0,1% hecho recientemente
con H20 bidestilada. Se sumergieron dos hojas completamente expandidas por planta (un
cotiledén, una hoja verdadera) en la solucién de Silwet L-77 durante poco segundos y se
dejaron secar durante 15-30 minutos antes de la aplicacion de la composicién
polinucleotidica. La concentracion final para cada oligonucledtido o polinucleétido fue 25
microM (en Silwet L-77 al 0,01% , 5 mM de solucién amortiguadora de fosfato de sodio,
pH 6,8) a menos que se indique lo contrario. Se aplicaron 20 microlitros de Ia solucion a la
superficie superior de cada una de las dos hojas pretratadas para proporcionar un total de
40 microlitros (1 nmol de oligonucledtido o polinucleétido) para cada planta. El blanqueado
de la hoja se observo 3 dias postratamiento.

110) La Figura 12A ilustra los resultados de un ensayo donde se aplicaron por separado
un polinucledtido de ARNbc de 200-mer con una secuencia de ARN correspondiente al
segmento “PDS 200-mer” (nucleétidos 914 — 1113 de la SEQ ID NO:2) y una combinacion
de oligonucleétidos y polinucledtidos de ADN monocatenario (SEQ ID NOs:16, 17, 20, 21,
24, 25 y 26) a plantas de tabaco. El polinucleétido de ARNbc de 200-mer se aplicoé a una
concentracion de 0,6 microM. El blanqueado de las hojas aplicales se observé después
del tratamiento tépico con los polinucleétidos y oligonucledtidos, indicando la regulacion o
supresion sistémica del gen de fitoeno desaturasa objetivo.

111) La Figura 12B ilustra los resultados del analisis de transferencia northern de ARN
aislado a partir de plantas Nicotiana benthamiana tratadas con solucion amortiguadora
(testigo), el polinucledtido de ARNbc de 200-mer y los oligonucleétidos de ADNmc.

También se muestra el ARN aislado a partir de plantas que se habian estresado
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manteniéndolas a 4 grados Celsius y en la oscuridad durante toda la noche antes del
tratamiento con los polinucleétidos de ARNbc de 200-mer.

112) La Figura 13 ilustra los fenotipos observados el dia 12 después del tratamiento en
otro ensayo del efecto de doce combinaciones de polinucledtidos u oligonucledtidos (ver
Tabla 4). La Tabla 4 también indica observaciones de blanqueado visible de las plantas el
dia 5 después del tratamiento y los resultados de las mediciones de clorofila llevadas a
cabo los dias 7'y 12 después del tratamiento. Las mediciones de clorofila son un indicador
de la supresion de la fitoeno desaturasa del gen objetivo y las mediciones que se llevaron
a cabo en 6 lugares del area apical, enfocandose en hojas visiblemente blanqueadas o
(en plantas sin blanqueado visible) en hojas en ubicaciones equivalentes en las plantas;
los valores de medicion de clorofila mas bajos indicaron supresion de la fitoeno
desaturasa. Estos resultados muestran que las combinaciones de oligonucledtidos y
polinucledtidos en los tratamientos 2, 3, 4, 8 y 11 fueron eficaces para regular (suprimir)
sistematicamente el gen objetivo en las plantas tratadas; el tratamiento 1 también produjo
la regulacion (supresion) sistematica del gen objetivo en menor medida. El polinucleétido
de ARNbc de 200-mer tambiér: fue eficaz para regular (suprimir) sistematicamente el gen
objetivo en las plantas tratadas. Los oligonucledtidos de un gen no homélogo (gusano de
la raiz de maiz) (tratamientos 5 y 6) no suprimieron el gen de la fitoeno desaturasa
objetivo. Estos resultados demuestaran que los oligonucledtidos y polinucleétidos de ADN
monocatenario sentidos y antisentido fueron eficaces para regular (suprimir)
sistematicamente el gen objetivo en las plantas tratadas. En este ejemplo especificos, los
oligonucledtidos sentidos con el promotor de T7 (tratamiento 1) produjeron una supresién
sistematica débil del gen de la fitoeno desaturasa, mientras que los oligonuclettidos
sentidos sin el promotor de T7 (tratamiento 7) no suprimié el gen de la fitoeno desaturasa.
In este ejemplo especifico, los oligonucledtidos antisentido con el promotor de T7
(tratamiento 2) asi como los oligonucledtidos antisentido sin el promotor de T7
(tratamiento 8) proporcionaron un blanqueado intenso, indicando una regulacion sistémica
fuerte del gen de la fitoeno desaturasa obejetivo.



Tabla 4

P

Trata | Descripcion | SEQID | Comentario Blanque | Clorofil | Clorofila
mient NO: ado (dia a (dia 12)
o " 5) (dia 7)
1 Oligos1y2 | 16,17 Oligos debil 18,6 17,5
' sentidos con
promotor de
T7
2 Oligo 3 20, 21 Oligos intenso 12,7 1,6
antisentido con
promotor de
T7
3 Oligos 1,2 | 16, 17, Oligos intenso 11,5 2,6
y3 20, 21 sentidos y
antisentido con
promotor de
T7
4 Oligos 1,2, | 16,17, Oligos intenso 15,1 25
3,4,5y6 20, 21, sentidos y
24, 25, antisehtido con
26 promotor de
T7, mas oligos
antisentido sin
promotor de
T7
5 | mezcla 27, 28 Oligos todavia | 30,8 37,3
CRW oligo | sentidos y no
con antisentido con
promotor de promotor de
17 T7
6 mezcla 29, 30 Oligos todavia 34,2 38,2
CRW oligo sentidos y no
sin antisentido sin
promotor de promotor de
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T7 T7
7 Oligos1y2 | 18,19 Oligos todavia 32,0 41,1
sin sentidos sin no
promotor de promotor de
T7 T7
8 Oligo3sin | 22,23 Oligos intenso 11,3 3,2
promotor de antisentido sin
T7 promotor de
T7
9 Oligos 1,2 | 18, 19, Oligos todavia 30,2 34,4
y 3 sin 22, 23, sentidos y no
promotbr de | 24, 25, | antisentido sin
T7 yoligos |26 promotor de
4,5y6 T7
10 Polinucleéti | Secuen | Polinucledtido | intenso 11,3 4,0
do de cia de de ARNbc
ARNbc de | ARN sentido y
200-mer 'corresp antisentido
ondient
eal
segme
nto
‘PDS
200-
mer”
que
consist
e en los
nucledti
dos
914 -
1113
dela
SEQID

NO:2
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11 Mezcla de 16, 17, Oligos intenso 11,4 4,5

oligonucleé | 20, 21, sentidos y
dtidos 1/10° | 24, 25, | antisentido con
del 26 promotor de
Experiment T7, mas oligos
04 antisentido sin

promotor de

T7
12 Mezcla de 16, 17, Oligos todavia 31,0 38,0
oligonucleé | 20, 21, sentidos y no
dtidos 24, 25, | antisentido con
1/100° del 26 promotor de
Experiment T7, més oligos
o4 antisentido sin
promotor de
T7
13 | Testigo (ningun | Solo solucion | todavia 31,2 38,4
a) amortiguadora no

113) La Tabla 5 muestra seis polinucledtidos: un segmento de 40-mer ("PDS 40-mer
sense ssDNA”, SEQ ID NO:31) que consiste en los 40 nucleétidos mas hacia 5’ de la
“PDS 700-mer” (nucleétidos 1081 — 1120 de la SEQ ID NO:2) y cuatro polinucleétidos de
ADN monocatenario antisentido y un polinucleétido de ADN monocatenario sentido
sintetizado en base a la secuencia "PDS 40-mer sense ssDNA” (SEQ ID NO:31). La
Figura 14 ilustra los resultados del tratamiento topico de plantas de tabaco con los
polinucledtidos y oligonucledtidos. Se observd un blanqueado intenso de las hojas
apicales que indica la regulaciéon o supresion sistémica del gen objetivo de la fitoeno
desaturasa después del tratamiento tépico con el ADNmc antisentido de 21 mer de PDS y
el ADNmc antisentido de 33 mer de PDS, asi como también después del tratamiento
topico con el polinucledtido de ARNbc de 700 mer aplificado por PCR y purificado en
columna (“PDS 700-mer dsRNA”), oligonucledtidos de 22 mer antisentido de PDS
sometidos a ensayo previamente con un promotor de T7 (SEQ ID NOs:20 and 21) ("PDS
T7 anti-sense”) o oligonuclettidos de 22 mer antisentido de PDS sometidos a ensayo
previamente sin un promotor de T7 (SEQ ID NOs:22 y 23) (“PDS anti-sense”). No se
observo o se observé poco blanqueado de las hojas aplicales después del tratamiento

9
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topico solo con la solucién amortiguadora (“Buffer”) o después del tratamiento topico con

polinucledtido de ARNbc de 700 mer desnaturalizados por calor (5 minutos a 95 grados
Celsius, a continuacién almacenados sobre hielo) (“PDS 700-mer dsRNA heated”), el
ADNmc antisentido de 15 mer de PDS o el ADNmc antisentido de 18 mer de PDS .

Tabla 5

SEQ
ID
Descripcion Secuencia Nd:

ADNmc 31
antisentido de 40- | TGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAG
mer de PDS GAGATG
ADNmc 32
antisentiéo de 15-
mer de PDS CATCTCCTTTAATTG
ADNmc 33
antisentido de 18-
mer de PDS CATCTCCTTTAATTGTAC
ADNmc 34
antisentido de 21-
mer de PDS CATCTCCTTTAATTGTACTGC
ADNmc 35
antisentido de 33-
mer de PDS CATCTCCTTTAATTGTACTGCCATTATTCAGTA
ADNmc sentido 36
de 21-mer de
PDS GCAGTACAATTAAAGGAGATG

114) Los resultados de otro ensayo se muestran en la Figura 15, se observé un

blanqueado de las hojas apicales indicando una regulacion o supresion sistémica del gen

objetivo de la fitoeno desaturasa después del-tratamiento topico con el ADNmc antisentido

de 21 mer de PDS (SEQ ID NO:34, “21nt PDS anti-sense”) o con oligonucleétidos de 22

mer antisentido de PDS somtidos a ensayo previamente sin un promotor de T7 (SEQ ID

NOs:22 y 23) (“PDS anti-sense”). No se observé o se observé un blanqueado de hojas

apicales poco visible después del tratamiento tépico solo con la solucién amortiguadora
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(“control: buffer”) o después del tratamiento t6pic0 con ADNmc sentido de 21 mer de PDS
(SEQ ID NO:36, “21nt PDS sense”).

Ejemplo 11

115) Este ejemplo ilustra el tratamiento de plantas en crecimiento con una composicion
aplicada tdpicamente para inducir el silenciamiento sistémico de un gen objetivo en una
planta que incluye (a) un agente para acondicionar una plant a la permeacion de
polinucledtidos y (b) polinucleétidos que incluyen al menos una cadena polinucleotidica
que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos del gen objetivo en
direccion antisentid6 o sentido. Mas especificamente, este ejemplo demuestra la
especificidad objetivo (especificidad secuencial) de los polinuclestidos.

116) La fitoeno desaturasa de palmera amaranto (PDS) tiene la secuencia
TCAATTTCATCTATTGGAAGTGATTTTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTCAGTGTTAG

TAAAGTTTATGGAGCAAAGCAAAGAAATGGGCACTGCCCTTTAAAGGTTGTTTGTATA

GATTATCCTAGGCCAGAGCTTGAAAGTACATCCAATTTCTTGGAAGCCGCCTACTTAT

CTTCTACTTTTCGGAATTCGCCTCGTCCTCAGAAGCCATTAGAAGTTGTAATTGCTGG

AGCAGGTTTGGCTGGTCTATCCACGGCAAAGTATTTAGCTGATGCAGGTCACAAACC

CATATTGTTGGAAGCACGAGATGTTTTAGGAGGAAAGGTTGCAGCGTGGAAGGATGA
GGATGGTGACTGGTATGAGACTGGGCTACATATATTCTTTGGGGCATATCCAAATGTC
CAAAATCTATTTGGAGAACTTGGTATAAATGACCGACTGCAATGGAAGGAGCACTCTA
TGATTTTTGCAATGCCCAGCAAGCCCGGTGAATTCAGTCGCTTTGATTTTCCCGAAAT

CCTGCCTGCACCATTAAATGGCATATGGGCAATCCTAAGAAATAATGAAATGCTAACC
TGGCCAGAAAAAATCAAGTTTGCCATTGGCTTGTTGCCTGCTATGGCAGGCGGACAG

TCATATGTTGAAGCACAAGATGGTTTGAGTGTCCAAGAGT GGATGAGAAAACAAGGA

GTACCCGATCGTGTAACTGATGATGTGTTTATTGCCATGTCAAAGGCACTGAACTTCA
TAAATCCCGATGAACTTTCAATGCAGTGCATCTTGATTGCTCTGAACCGATTCCTGCA

GGAGAAACATGGTTCTAAGATGGCCTTCCTAGACGGAAACCCTCCAGAGAGGCTGTG
CATGCCTATTGTTAAACACATCGAGTCACTAGGTGGTGAAGTTAAACTTAACTCTCGT

ATACAAAAGATTCAGTTGGACCAGAGTGGAAGCGTGAAGAGTTTTTITGCTAAATAACG
GGAGGGAAATACGAGGAGATGCCTATGTTTTTGCCACCCCAGTTGACATCTTGAAGC

TGTTACTACCTGATACTTGGAAGGAAATCTCATACTTCAAAAAACTTGAGAAATTAGTG
GGCGTTCCTGTGATTAATGTTCACATATGGTTTGACAGAAAATTAAAGAATACATATGA
CCATCTACTCTTCAGCAGGAGTCCTCTTTTGAGTGTCTATGCTGATATGTCGGAGACA
TGCAAGGAATATAAGGATCCAAATAGATCCATGCTGGAATTGGTTTTTGCACCCGCGG
AGGAATGGATTTCACGAAGCGACACTGATATTATAGAGGCAACAATGAAAGAGCTTGC
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CAAGCTTTTCCCGGATGAAATCGCTGCCGATGGAAGCAAGGCCAAGATCCTCAAATA

TCATGTCGTCAAAACTCCAAGGTCGGTTTATAAGACTGTACCGGATTGTGAACCTTGT
CGGCCGCTGCAAAGATCACCAATAGAGGGTTTCTATTTAGCTGGTGATTACACAAAAC
AAAAATATTTGGCTTCTATGGAAGGTGCTGTCTTATCTGGGAAGCTTTGTGCACAGGC
TATCGTACAGGATTATGATCTGCTGAGTTCTCGAGCACAAAGAGAATTGGCG (SEQ ID
NO:37). Se sintetizaron un polinucledtido de ARNbc de 678 pares de bases con una
cadena antisentido capaz de hibridar con el ARN codificado por los nucleétidos en las
posiciones 317 — 994 (se muestran como texio subrayado) en la SEQ ID NO:37 y un
polinucledtido de ARNbc de 198 pares de bases con una cadena antisentido capaz de
hibridar con el ARN codificado por los nucledtidos en las posiciones 797 — 994 (se
muestan como texto en cursiva y subrayado) en la SEQ ID NO:37.

117) La fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana tiene la secuencia
ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTT

ATCTTTGGAGCTCGAGGTCTTCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCAAAG
GAATTTGTTATGTTTTGGTAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACT

CCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGACAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCA
TTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACAGTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATT

ATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCATTGGAGATTGTTATTGCTG
GTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGTCACAAAC

CGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGATG
ATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATAT

| GCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTC

AATGATATTTGCGATGCCTAACAAGCCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAA
GCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGAATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTA

CGTGGCCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGCAATGCTTGGAGGGC

AATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAAAGCAAGG
TGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGCACTTAACTTC
ATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTTCA
GGAGAAACATGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTIGC
ATGCCGATTGTGGAACATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAA

TAAAAAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGG
CAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCACTCCAGTGGATATCTTGAAGCTT
CTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAAGTTGGAGAAGCTAGTGG
GAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAACACATCTGA
TAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACA

Ay



10

15

20

25

30

35

~

TGTAAGGAATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAG

AAGAGTGGATAAATCGTAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGC
GAAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTAT

CATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTC

GGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGTGACTACACGAAACA
GAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCACAAGCT
ATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCA

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

118) Se llevé a cabo una alineacion de las secuencias de ADN de PDS de palmera
amaranto y Nicotiana benthamiana utilizando una alineacién en pares global (extensor) y
se ilustra en la Figura 16; con este método las dos secuencias exhibieron
aproximadamente 71% de identidad (1252/1762).

119) Las plantas de palmera amaranto que tenian 16 copias de EPSPS y 5 — 8 pulgadas
de altura se trataron con una solucién de Silwet L-77 al 0,1% preparada recientemente
con H20 bidestilada. Se sumergieron cuatro hojas completamente expandidas por planta
en la solucion de Silwet L-77 durante pocos segundos y y se dejaron secar durante 30
minutos hasta 1 hora antes de la aplicacion de Ia composicion polinucleotidica. Se
hicieron soluciones individuales de polinucleétidos para cada uno de ARNbc de PDS de
palmera de 678 bp, ARNbc de PDS de palmera de 198 bp, el ARNbc de PDS de Nicotiana
benthamiana de 685 bp y el ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 192 bp (0,6
micromolares de polinucledtido en Silwet L-77 al 0,01%, 5 mM de solucion amortiguadora
de fosfato de sodio, pH 6,8). Se aplicaron 10 microlitros de solucion de polinucledtido (o
solucion amortiguadora como testigo) sobre la ‘superﬁcie superior de de cada una de las
cuatro hojas pretratadas por planta para proporcionar un total de 40 microlitros para cada
planta. Las plantas se mantuvieron en una camara de crecimiento y el blanqueado de
hojas se observé 3 dias postratamiento. Las plantas tratadas topicamente con ARNbc de
PDS de palmera de 678 bp o ARNbc de PDS de palmera de 198 bp, exhibieron
blanqueado de hojas (que indica silenciamiento de la fitoeno desaturasa endbgena) pero

las plantas de palmera amaranto tratadas topicamente con ARNbc de PDS de Nicotiana
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benthamiana de 685 bp o ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 192 bp no
exhibieron blanqueado de hojas. Esta especificidad secuencial demuestra que las
composiciones polinucleotidicas y métodos de la invencién son dtiles. para el control
selectivo de una especie o taxén dado que tiene una secuencia de gen objetivo
especifica, por ejemplo, para el control de plantas espontaneas resistentes a herbicidas
que crecen en una campo de plantas de cultivo resistentes al mismo herbicida.

120) En un ensayo aparte, las plantas de palmera amaranto tratadas tépicamente con
ARNbc de PDS de palmera 678 bp (marcados como “700 nt dsRNA PDS”) o ARNbc de
PDS de palmera de 198 bp (marcados como “200 nt dsRNA PDS”) exhibieron blanqueado
de hojas (que indica el silenciamiento de la fitoeno desaturasa enddgena) pero las plantas
de palmera amaranto tratadas tépicamente con un ARNbc de 260 pares de bases de un
gen invertebrado (marcado como “260 nt dsRNA DV49”, del gusano de la raiz de maiz
Diabrotica virgifera) no resultaron en un fenotipo blanqueado, indicando que no hubo
silenciamiento de la fitoeno desaturasa endégena (Figura 17). Esta especificidad
secuencial demuestra que las composiciones polinucleotidicas y los métodos de la

invencion son dtiles para el control selectivo de una especie o taxén dado.

Ejemplo 12

121) Este ejemplo describe el use de una composicion aplicada tépicamente que incluye
al menos una cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o0 mas
nucledtidos contiguos de un gen objetivo en direccion antisentido o sentido para inducir el
silenciamiento sistémico de un gen objetivo en una planta. Mas especificamente, este
ejemplo demuestra el uso de un Unico tratamiento con un oligonucledtido de fitoeno
desaturasa (PDS) para inducir el silenciamiento sistémico en diferentes organos vegetales
incluidos hojas, tallos y flores.

122) Se utilizaron plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) con cuatro semanas en
todos los tratamientos. Se acondicionaron dos hojas completamente expandidas (un
cotiledon, una hoja verdadera) sumergiéndolas en solucién de tensioactivo preparada
recientemente (Silwet L-77 al 0,1% en agua bidestilada) durante pocos segundos y se
dejaron secar durante 15 — 30 minutos. Se aplicaron veinte microlitros de un
oligonucledtido de 22 mer de ADN monocatenario (ADNmc) con la secuencia
GGCAGTACAATTAAAGGAGATG (SEQ ID NO:39), correspondiente a los nucleétidos en
las posiciones 1099 — 1120 de la fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ ID
NO:2) como 25 micromolares de solucién de 0,01% de Silwet L-77 en 5 milimolares de

solucion amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 sobre la superficie superior de cada
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hoja acondicionada para un total de 40 microlitros (1 nanomol de oligonucledtido) por
planta. Las plantas testigo se trataron con la solucién de Silwet sin el oligonucleétido de
ADN . Las plantas se observaron para determinar el blanqueado 3 dias postratamiento.
Las hojas apicales, tallos y flores de plantas tratadas con el oligonucleétido de ADN
exhibieron todos blanqueado indicando el silenciamiento sistémico de PDS (Figura 18A).
123) Se dej6 que las flores de las plantas tratadas con ADNmc y testigo produjeran
semillas. Se recogieron semillas de frutas maduras, se pesaron y se dejaron germinar.
Los pesos de las semillas eran idénticos (aproximadamente 11 mg por 100 semillas) y la
morfologia de la semilla parecia similar entre las plantas tratadas con ADNmc y las
testigo. Se observé una cantidad reducida de semillas producidas por fruta y una
reduccion en la tasa de germinacion (4 de 100 semillas germinaron) en semillas de las
plantas tratadas con ADNmc, en comparacion con la cantidad de semillas por fruta y tasa
de germinacion (95 de 100.semillas germinadas) de semillas de plantas testigo.

124) En un ensayo aparte utilizando un procedimiento similar, se acondicionaron plantas
de tabaco sumergiéndolas en Silwet L-77 al 0,1% en agua bidestilada, se dejaron secar
durante 15 — 30 minutos y se trataron con ADNmc de 22 mer de PDS (SEQ ID NO:39)
aplicado como 25 micromolares de solucion de 0,01% de Silwet L-77 en 5 milimolares de
solucion amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 sobre la superficie superior de cada
hoja acondicionada para un total de 40 microlitros (1 nanomol de oligonucledétido) por
planta. Otras plantas no se acondicionaron con tratamiento de tensioactivo pero se
trataron solo con 1 nanomol del ADNmc de 22 mer de PDS (SEQ ID NO:39) aplicado
mediante infiltracién con una jeringa sin aguja (se muestra en la Figura 18B) o mediante
aplicacion manual de gotas sobre la superficie de la hoja (no se muestra en la Figura 18B)
y como 25 micromolares de solucion de 0,01% de Silwet L-77 en 5 milimolares de
solucion amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 0 como 25 micromolares de solucién
en 5 milimolares de una solucion amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 (sin
tensioactivoe). Las plantas control negativo se trataron con la solucion amortiguadora de
Silwet sin el oligonucledtido de ADN. Los resultados se muestran en la Figura 18B. Todas
las plantas tratadas solo con aplicacién directa del ADNmc de PDS (sin
acondicionamiento mediante tratamiento con tensioactivo Silwet L-77), ya sea aplicado
por infiltracion o por aplicacion manual de gotas, exhibieron blanqueado de hojas apicales,
tallos y flores, indicando el silenciamiento sistémico de PDS.

Ejemplo 13

125) Este ejemplo ilustra métodos y composiciones aplicadas topicamente para inducir el

silenciamiento sistémico que incluye el uso de agentes para acondicionar una planta para
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la permeacion de polinucledtidos. Mas especificamente, este ejemplo describe el uso de
polinucleétidos de la invencion para controlar la palmera amaranto resistente a herbicidaa.
126) Las plantas de paimera amaranto que tienen una cantidad menor (menos de 30) de
copias de 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) son susceptibles al
tratamiento con ARNbc disefiado para silenciar la EPSPS con posterior tratamiento con
glifosato (ver detalles en el Ejemplo 1). Sin embargo, las plantas de palmera amaranto
que tienen grandes cantidades de copias de EPSPS (es decir, 30 o mas copias de
EPSPS) son resistentes al tratamiento con glifosato y son un desafio la gestion de la
resistencia a malezas. Por ejemplo, en un ensayo (no se muestran los resultados) en
palmera amaranto resistente a glifosato con gran cantidad de copias utilizando
tratamientos similares a los descritos en el Ejemplo 1 pero donde se aumenté la dosis de
ARNbc hasta diez veces (es decir, 8 nanomoles de ARNbc corto descrito en el Ejemplo 1
por planta) o donde se utilizo una formulacion de glifosato patentada (“Roundup®
WeatherMAX® brand herbicide”) combinada con un tensioactivo de amina de cebo, la
actividad del glifosato mejoré (estimada mediante la obervacién del crecimiento de Ia
planta medido por la altura de la planta) pero las plantas resistentes no murieron.

127) Se trataron tres lineas diferentes de palmera amaranto resistente a glifosato con
gran cantidad de copias (3 plantas por repeticion) con ARNbc utilizando las condiciones
de tratamiento indicadas en la Tabla 6, donde el vehiculo de administracion de ARNbc, el
agente de permeabilizacion o acondicionamiento y otras etapas se variaron. Los
resultados se muestran en la Figura 19. El tratamiento con glifosato “4X” (es decir,
tratamiento con 3360 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX® que es cuatro veces mayor a la tasa estandar de aplicacion de 840 g
equivalente acido por hectarea) solo no maté la palmera amaranto con 35 copias
(experimento 3) ni con 57 copias (experimento 6).

128) En un conjunto de experimentos (1 — 3, Tabla 6), que incluyen sulfato de amonio al
2% en un vehiculo de administracion de ARNbc acuoso que comprende tensioactivo de
amina de cebo al 0,1% y glicerol al 10% (experimento 2) se mejord la eficacia de una
dosis 10 veces mayor de ARNbc con posterior aplicacién de un glifosato 4X. También se
observé una eficacia mejorada de una dosis 10 veces mayor de ARNbc con posterior
aplicacion de glifosato cuando se incluy6é sulfato de amonio en un vehiculo de
administracién ARNbc sin un tensioactivo de amina de cebo (experimento 8).

129) En otro conjunto de experimentos (4 — 6, Tabla 6), la aplicacion del tensioactivo
Silwet L-77 antes de la aplicacion del ARNbc en un vehiculo de administracion que

contiene sulfato de amonio fue eficaz, mientras que la combinacion del sufactante Silwet
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L-77 con el ARNbc en el vehiculo de administracion de ARNbc que contenia sulfato de

amonio no fue eficaz. La aplicacion de glifosato (“Roundup® WeatherMAX® brand

herbicide”) a las 72 horas (experimento 7) fue menos eficaz que la aplicacién de glifosato

a las 48 horas (experimento 2) después del tratamiento con ARNbc.

Tabla 6

Linea | Cantida | Nume Paso 1 Paso 2 Paso 3*
de dde | rode | Concentr | Vehiculode ° .
palmer | copias | experi acion administracion
a de mento | relativa de ARNbc
amaran | EPSPS de
to EPSPS
ARNbc
1 10X 0,1% de 1% de 4x
tensioactivo de | Silwet L- | WeatherMA
aminade cebo |77 X (48 h)
+ 10% de
R31 35 glicerol
2 10X 2% de sulfato 1% de 4x
de amonio + Silwet L- | WeatherMA
0,1% de 77 X (48 h)
tensioactivo de
amina de cebo
+10% de
glicerol
3 Solo 2% de sulfato 1% de 4x
soluciéon | de amonio + Silwet L- | WeatherMA
amortigu | 0,1% de 77 X (48 h)
adora tensioactivo de
(testigo) | amina de cebo
+10% de
glicerol
Linea | Cantida | Name | Paso 1 Paso 2 Paso 3*
de dde ro de Concentracién | Vehiculo
palmer | copias | experi relativa de de
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EPSPS ARNbc

) de mento administr
amaran | EPSPS acion de
to ARNbc
4 - 10X 1% de 4x
Silwet L- | WeatherMA
77+2% | X(48h)
de
sulfato
R34 57 de
amonio
5 1% de 10X 2% de 4x
Silwet L- sulfato WeatherMA
77 de X (48 h)
amonio
6 1% de Solo solucién 2% de 4x
Silwet L- | amortiguadora sulfato WeatherMA
77 (testigo) de X (48 h)
amonio
Linea : Cantida | Name Paso 1 Paso 2 Paso 3*
de dde rode | Concentra { Vehiculo de
palmer | copias | experi cion administracion
a de mento | relativa de de ARNbc
amaran | EPSPS EPSPS
to ARNbc
R28 - 87 7 10X 2% de sulfato | 1% de 4x
de amonio + Silwet L- | WeatherMA
0,1% de 77 X (72 h)
tensioactivo de
amina de cebo
+ 10% de
glicerol
Linea | Cantida | Nume Paso 1 Paso 2 Paso 3*
de dde ro de Concentracié | Vehiculo
palmer | copias | experi n relativa de de

[6]
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a de mento ’ EPSPS administr
amaran | EPSPS ARNbc acion de
to _ ARNbc
8 1% de 10X 2% de 4x
Silwet L- sulfato de | WeatherMA
R28 87 : 77 amonio X (72 h)
9 1% de- Solo solucién | 2% de 4x
Silwet L- | amortiguador | sulfato de | WeatherMA
7 a (testigo) amonio X (72 h)

*el glifosato (como la formulacién comercial “‘Roundup® WeatherMAX® brand herbicide”
que contiene 660 g/L de glifosato K+ sal en un portador que incluye la mezcla de
tensioactivo de amina de cebo MON56151 de amina de cebo (16-18C) y cocoamina (12-.
14C) en la relacién 55:45) se indica en la cantidad utilizada (donde 1X = 840 g equivalente
acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX®, 4X = 3360 g
equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) y las horas
después de la aplicacion del ARNbc.

Ejemplo 14

130) Este ejemplo ilustra métodos y composiciones aplicadas topicamente para inducir el
silenciamiento sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta
para la permeacién de polinucleétidos.

131) Se descubrié que dos ARN pequeiios identificados a través de secuenciacién de
ARN pequefios eran abundantes y exclusivos de plantas de palmera amaranto que
habian sido tratadas con cuatro moléculas de ARNbc “corto” de EPSPS de tamafio de
oligonucledtidos tal como se describid en el Ejemplo 1. Estos dos ARN pequerfios se
mapearon respectivamente en las posiciones de nucleétidos 743 — 764 y 566 — 585 de la
EPSPS de longitud complenta que tiene la secuencia que se muestra en la Figura 20
(SEQ ID NO:40). Se disefiaron dos moléculas de ARNbc “corto’de tamafio de
oligonucledtido de 25 nucledtidos de longitud con una cadena antisentido que es capaz de
hibridar con el ARNm transcrito a parﬁr del gen EPSPS de palmera amaranto en las
posiciones nucleotidicas 743 — 767 (“short RNAbc-5”) y 564 — 588 (“short RNAbc-6%), tal
como se indica mediante los nucleétidos en cursiva subrayados en la SEQ ID NO:40 que
se muestra en la Figura 20, que también muestra las cuatro moléculas de ARNbc de

EPSPS “corto’de tamario de oligonucledtido (testo subrayado sin cursiva) y los tres
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polinucleétidos de:ARN bicatenario “largos” (testo en negrita), tal como se describid en
Ejemplo 1.

132) La aplicacién de una mezcla de cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de
tamario de oligonucleétido (descritos en el Ejemplo 1) con posterior aplicacion de glifosato

repitiendo el procedimiento de tratamiento descrito en el Ejemplo 1 resulté en 4 de 4

- plantas de palmera amaranto con 16 copias de EPSPS muertas. El uso del mismo

procedimiento de tratamiento pero aplicando ARNbc de 5 corto y ARNbc de 6 corto juntos
resultd en 0 de 4 plantas de palmera amaranto muertas. La adicion de cualquiera o ambos
ARNbc de 5 corto y ARNbc de 6 corto a la mezcla de las cuatro moléculas de ARNbc de
EPSPS “corto” de tamafio de oligonucleétido (descritas en el Ejemplo 1) resultd en 4 de 4
plantas de palmera amaranto muertas, es decir, no se observd un efecto antagonistico del
ARNDbc de 5 corto y el ARNbc de 6 corto.

Ejemplo 15

133) Este ejemplo ilustra métodos and composiciones aplicadas tépicamente para inducir
el silenciamiento sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una plant
para la permeacién de polinuclettidos. Mas especificamente, este ejemplo describe el uso
de acido salicilico y polinuclestidos.

134) El acido salicilico (SA) induce la resistencia a virus en el tabaco; ver, por ejemplo,
Chivasa et al. (1997) Plant Cell, 19:547 — 557. Las plantas de palmera amaranto
resistentes a glifosato que tienen 49 o 63 copias de EPSPS se pretrataron con 15
milimolares de SA. Se aplicé una solucibn de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS
“corto” de tamafio de oligonucleétido (descritas en el Ejemplo 1) manualmente a 1, 5 0 24
horas después del tratamiento con SA, con posterior con pulverizaciéon con glifosato 72
horas después (1682 g de equivalente &acido por hectarea de herbicida de marca
Roundup® WeatherMAX®). No se observé mejora de los efectos de los ARNbc y la
actividad de glifosato (estimada mediante la observacion del crecimiento de la planta
medido por la altura de la planta) para cualquiera de los tratamientos con SA a los 7 dias
después del tratamiento con glifosato.

Ejemplo 16
135) Este ejemplo ilustra métodos and composiciones aplicadas topicamente para inducir
el silenciamiento sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta

para la permeacion de polinucledtidos. Mas especificamente, este ejemplo describes
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variations in the order and timing of aplicacién de polinucledtidos and solucién de
tensioactivo.

136) Estos ensayos se llevaron a cabo en plantas de palmera amaranto con grandes
cantidades de copias (56, 63 o 100 copias) de EPSPS, utilizando un protocolo que incluye
las siguientes etapas: (1) aplicacion de ARNbc (una solucién de las cuatro moléculas de
ARNbc de EPSPS “corto” de tamaiio de oligonucledtido descritas en el Ejemplo 1) en una
solucién que contenia tensioactivo de amina de cebo y glicerol; (2) aplicacion de 1% de
tensioactivo de silicona Silwet L-77; y (3) aplicacion de glifosato (1682 g de equivalente
acido por hectarea de herbicida de marca Roundup® WeatherMAX®). Se evalud la
separacion del tiempo de aplicacion de los polinucleétidos y la aplicacion de Silwet,
aplicandose el Silwet por pulverizacion a los 30 minutos, 1 hora o 2 horas después de la
aplicacion de la solucion de ARNbc. En este conjunto de ensayos, los tres tiempo
diferentes de aplicacion de la solucion de Silwet produjeron resultados similares, es decir,
enanismo de crecimiento en la mayoria de las plantas con gran cantidad de copias que se
trataron con la solucién de ARNbc, tal como se compar6 con las plantas de gran cantidad
de copias testigo que se trataron con una solucién testigo que contenia solo tensioactivo
de amina de cebo y glicerol.

Ejemplo 17

137) Este ejemplo ilustra métodos y composiciones aplicadas topicamente para inducir el
silenciamiento sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una plant para
la permeacion de polinucledtidos. Mas especificamente, este ejemplo describe la
aplicacion de polinucleétidos de la invencién mediante pulverizacion de bajo volumen y el
uso de un tensioactivo de silicona y sulfato de amonio.

138) Se aplico una solucién de ARNbc (una solucién de los cuatro moléculas de ARNbc
de EPSPS “corto” de tamafio de oligonucledtido descritas en el Ejemplo 1) en una
solucion que contenia 2% de sulfato de amonio mediante pulverizaciond e bajo volumen a
palmera amaranto que tenia 16 copias de EPSPS, con posterior pulverizacién con
glifosato (1682 g de equivalente &cido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX®), que resulté en la muerte de las plantas de palmera amaranto.

139) Se trataron seis plantas de palmera amaranto por tratamiento con un procedimiento
de tres etapas utilizando pulverizacién de bajo volumen: (1) pulverizacién de Silwet L-77
al 1%; (2) pulverizacion de 2 mililitros de una solucién de ARNbc que contenia cantidades
iguales de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de tamafio de

oligonucleétido descritas en el Ejemplo 1 a una de 3 dosis (1X o 0,8 nanomoles por
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planta, 2X o 1,6 nanomoles por planta o 4X o 3,2 nanomoles por planta); y (3)
pulverizacion de glifosato (1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca
Roundup® WeatherMAX®) a una tasa de 159 litros/acre. Nueve dias después de la
pulverizacion con glifosato, todas las seis plantas que se pulverizaron con 4X (3,2
nanomoles por planta) de ARNbc murieron y las plantas pulverizadas con 2X (1,6
nanomoles por planta) de ARNbc o 1X (0,8 nanomoles por planta) de ARNbc presentaban
enanismo (Figura 21A). '

140) Se llevaron a cabo varios ensayos en palmera amaranto resistente a glifosato
cultivada a partir de semillas recogidas en el campo. Las plantas se trataron con varios
protocolos descritos a continuacion, tratandose tépicamente algunas plantas con una
solucion de ARNbc y tratdndose las plantas testigo con la solucién amortiguadora
(vehiculo de ARNbc); la aplicacion se hizo mediante pulverizacion de bajo volumen. A
menos que se indique lo contrario, la solucién de ARNbc contenia cantidades iguales de
las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de tamario de oligonucleétido descritas
en el Ejemplo 1 en solucién amortiguadora a una dosis “4X” (3,2 nanomoles por planta); la
solucion amortiguadora consistia en 10 milimolares de fosfato de sodio y 0,01 % (viv) de
tensioactivo de organosilicona Silwet L-77 en agua con dietilpirocarbonato (DEPC)
(Omega Bio-Tek) y se ajusto hasta pH 6,8; y el herbicida era un herbicida de glifosato
aplicado a 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Los resultados se proporcionan en la Tabla
7.

141) Ensayos 1y 2: Estos ensayos se llevaron a cabo en palmera amaranto resistente a
glifosato cultivada a partir de semillas obtenidas de una muestra de suelo de una granja
con plantaciones de palmera amaranto resistente a glifosato conocidas. Para el ensayo 1,
se trataton diez plantas por tratamiento de la siguiente forma: (1) pulverizacion de Silwet
L-77 al 1%, (2) pulverizacion de 2 mililitros de la solucion de ARNbc; y (3) pulverizacion de
glifosato. Para el ensayo 2, se trataron dieciocho plantas por tratamiento utilizando el
mismo procedimientq que en el ensayo 1.

142) Ensayo 3: Este ensayo compard tratamientos aplicados a diferentes etapas de
desarrolio y utilizé plantulas cultivadas a partir de semillas de palmera amaranto de un
sitio del Condado de Macon, GA y seleccionados por su resistencia al glifosato. La
solucion amortiguadora incluia 2% de sulfato de amonio. Se trataron doce plantulas
pequeiias (etapa de hoja 3) o doce plantulas grandes (etapa de hoja 5) por tratamiento de
la siguiente forma: (1) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%; (2) pulverizacion de 2 mililitros

de la solucion de ARNbc; y (3) pulverizacion de glifosato. Este tratamiento proporcioné
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mejor control (murieron mas pintas) en plantulas pequefias en comparacién con plantulas
mas grandes. El tratamiento con ARNbc maté o provocd enanismo en mas plantas
resistentes al glifosato que el tratamiento con solucion amortiguadora y herbicida, aunque
a los 16 dias después del tratamiento no todas las plantas tratadas con ARNbc habian
muerto.

143) Ensayos 4 y 5: Estos ensayos utilizaron plantas de palmera amaranto cultivadas a

partir de semillas en suelo de una granja de Pemiscot, MO. La solucién amortiguadora

incluia 2% de sulfato de amonio. Se trataron once plantulas pequefias (etapa de hoja 3)
de la siguiente forma: (1) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%; (2) pulverizacion de 2
mililitros de la solucién de ARNbc; y (3) pulverizacion de glifosato. Para el ensayo 5, Se
trataron doce plantas por tratamiento utilizando el mismo procedimiento que en el ensayo
4.

144) Ensayo 6: Este ensayo utilizdé plantas dg palmera amaranto cultivadas a partir de
semillas en suelo de la granja “lvy2”. La solucién amortiguadora incluia 2% de sulfato de
amonio. Se trataron dieciocho plantulas pequefias (etapa de hoja 3) por tratamiento de la
siguiente forma: (1) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%; (2) aplicacion de 2 mililitros de la
solucion de ARNbc, manualmente o mediante pulverizacién; y (3) pulverizacion de
glifosato. En este ensayo el método de aplicacion (manualmente o pulverizacion)
proporcioné resultados similares.

145) Ensayo 7: Este ensayo utilizé plantulas de palmera amaranto en la etapa de hoja 3 a
4 cultivadas a partir de semillas F3 seleccionadas por su resistencia al glifosato y por ser
mas resistentes al glifosato que las plantas en los ensayos 1 - 6. La solucion
amortiguadora incluia 2% de sulfato de amonio. Se trataron dieciocho plantas por
tratamiento de la siguiente forma: (1) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%; (2) pulverizacion

de 2 mililitros de la solucién de ARNbc; y (3) pulverizacion de glifosato.

A
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Tabla 7
Numero plantas muertas/plantas Comentarios
de ensayo totales
tratadas con testigo
ARNbc
1 2/10 0/10 Enanismo en las supervivientes
tratadas con ARNbc en comparacién
con las testigo (Figura 21B)
2 7/18 4/18 Enanismo en las supervivientes
tratadas con ARNbc a los 8 y 30 dias
después del tratamiento, en
comparacion con las testigo
3 512 312
(plantulas Mayor enanismo en supervivientes
grandes) tratadas con ARNbc/sulfato de
3 9/12 6/12 amonio después del tratamiento, en
(plantulas comparacion con las testigo
pequefias)
4 7/11 2/11 Mayor enanismo en supervivientes
5 8/12 312 tratadas con ARNbc/sulfato de
6 (manual) 14/18 -- amonio después del tratamiento, en
6 13/i 8 9/18 comparacion con las testigo
(pulveriza
cion)
7 8/18 2/18
Ejemplo 18

146) Este ejemplo ilustra métodos y composiciones aplicadas topicamente para inducir el

silenciamiento sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta

para la permeacion de polinucleotidos.

147) En este ensayos, la solucion de ARNbc contenia cantidades iguales de de las cuatro

moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de tamarfio de oligonucleétido descritas en el

Ejemplo 1 a una dosis “10X” (8 nanomoles por planta) en una solucién que contenia 0,2%

de tensioactivo de amina de cebo y 2% de sulfato de amonio (identificada en la Figura 22

como “amina de cebo/AMS”) o uno de los siguiente reactivos de transfeccion:

(a) a
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poliamina (JetPRIME’TM', Polyplus-transfection SA, llikirch, Francia), (b) una nanoparticula
magnética (SilenceMag, OZ Biosciences, Marsella, Francia), (c) un péptido (N-TERTM
Nanoparticle, Sigma-Aldrich, St.vL'ouis', MO), (d) un lipido (siPORTTM NeoFXTM, Ambion,
Foster City, CA) o (e) un Iipido/pblimero cationico (TransIT®, Mirus Bio, Madison, WI). Las
plantas se trataron de la siguiente forma: (1) aplicacién manual de la solucién de ARNbc;
(2) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%# y (3) pullverizacic'm con glifosato aplicado a 840 g
de equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una
tasa de 159 litros/acre. Este protocolo cuando se utiliza con ARNbc en la solucidn de
tensioactivo de amina de cebo/suifato de amonio mata a la palmera amaranto resistente a
glifosato que tiene 35 copias de EPSPS. Los resultados se muestran en la Figura 22. Se
observo enanismo o muerte de las plantas para plantas tratadas con ARNbc rn soluciones
que cotienen poliamina (JetPRIMETM), péptido (N-TERTM Nanoparticle), lipido/polimero
catiénico (TranslT®) 0 tensioadivo de amina de cebo/sulfato de amonio.

Ejemplo 19

- 148) Este ejemplo ilustra métodos que utilizan composiciones que incluyen polinucleétidos

aplicados tdpicamente para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas
especificamente, este ejemplo describe el uso de diferentes tipos de polinucleotidos para
inducir el silenciamiento sistémico. |

149) Se adquirieron ADN monocatenarios sentidos (ADNmc) y ARN monocatenarios
antisentido (ARNmc) cofrespondientes al gen de EPSPS de la palmera amaranto en las
posiciones 14-38, posicioneé 153-177, 345-369 y 1105-1129 (indicadas por los
nucledtidos subrayados en la Figura 1) de Integrated ADN Technologies. Los ADNmc
sentidos y ARNmc antisentido se aparearon calentando moles iguales de ADNmc y
ARNmc mezclados a 95 grados Celsius durante 5 minutos y se enfriaron lentamente
durante 1,5 — 2 horas hasta alcanzar températura ambiente para proporcionar los hibridos
de ADN/ARN.

150) Se utilizaron plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato de 16 copias en los
ensayos que utilizaron este procedimiento: (1) pulverizacién de Silwet L-77 al 1% ; )
aplicacion manual sobre cuatro hojas maduras de cada planta para un total de 0,8
nanomoles de los ARNbc de EPSPS de palmera (tal como se describié en Ejemplo 1) o
de los hibridos de ADN/ARN_de EPSPS de palmera; y (3) pulverizacién con glifosato
aplicada a 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre.
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151) Los resultados se representan en la Figura 23. Siete dias después de la
pulverizacion del herbicida, 4 de 6 plantas tratadas con ARNbc estaban muertas y las 2
restantes estaban muriendo, mientras que las plantas pulverizadas con el hibrido de
ADN/ARN presentaban enanismo en el crecimiento (lesién por glifosato) en comparacion
con las testigo.

Ejemplo 20

152) Este ejemplo ilustra métodos que utilizan composiciones que incluyen polinucleotidos
aplicados tépicamente para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas
especificamente, este ejemplo describe el uso de tipos diferentes de polinuclettidos para
inducir el silenciamiento sistémico.

153) Se utilizaron seis plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato que tenian 16
copias de EPSPS por tratamiento en este ensayo. Se aplicaron un tratamiento de 0,8
nanomoles de ARNbc (“1X”) por planta, un tratamiento con uUna cantidad diez veces
mayor (tratamiento de 8 nanomoles por planta, “10X”) de polinucleétidos de ADNmc
(descritos en el Ejemplo 19) y solucion amortiguadora sola como testigo a plantas
separadas manualmente en solucion ambrtiguadora que contenia 2% de sulfato de
amonio, con posterior pulverizaciéon con glifosato a las 48 horas aplicado a 840 g de
equivalente &cido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa
de 159 litros/acre. La Figura 24 muestra los resultados. Ambos tratamientos
polinucleotidicos proporcionaron un control mejor de palmera amaranto en comparacion
con plantas tratadas solo tratadas con solucion amortiguadora y herbicida. De las plantas
tratadas con el tratamiento con ADNmc 10X, dos de seis murieron y las cuatro restantes
presentaron enanismo en el crecimiento en el 30%. De las plantas tratadas con el
tratamiento con ARNbc 1X , las seis plantas muerieron a los 8 dias después de la

pulverizacion con WM o 10 dias después del tratamiento con ARNbc.

Ejemplo 21

154) Este ejemplo ilustra métodos que utilizan composiciones que incluyen polinucleétidos
aplicados tdpicamente para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas
especificamente, este ejemplo describe la seleccion de una secuencia polinucleotidica
para inducir el silenciamiento sistémico en una planta.

155) Se disefiaron doce ARNbc de aproximadamente 250 bp cada uno y con una cadena
del ARNbc correspondiente a lal secuencias de ADN traslapadas de EPSPS de las SEQ
ID NOS:41-52 (Tabla 8) para cubrir de forma traslapada la secuencia sentido completa y
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parte de las regiones sin traducir en 5’ y 3’ del gen de EPSPS de palmera amaranto, tal

como se muestra en la Figura 25A.

Tabla 8 '
Numero de Secuencia SEQ
segmento de ' D
traslape (ver NO.
Figura 25A) )

1 CGCCAGGGCTGCAGACGCGTTACGTANTCGGATCC 41
AGAATTCGTGATTAACGTCACAGCATGTCATGTAAAA
CACGCGAATCAGACCGGTCCACTCTTGTTTTAATTT
GAGACAATTTTGATGTTGAGTCATCCCACACCAACC
CCAAAAAATTCAACAACAAACTCTTATAATGATTCCC

. TCTACTCTACTAGAGTCTACACCAACCCACTTTCTCT
TTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTAAGAACT
2 CACCAACCCACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTG 42

GTTTGGTAAGAACTAAGCCCTCTTCTTTCCCTTCTCT
CTCTTAAAAGCCTAAAATCCACCTAACTTTTTCAGCC
AACAAACAACGCCAAATTCAGAGGAAGAATAATGAT
GGCTCAAGCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATAC
TGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAAAACCCAGTTA
CCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATT

3 CCATACTTTACCCAAAACCCAGTTACCCAAATCTTCA | 43
AAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTC
CAAAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGG
GCAATCATCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTT
. GCTGCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAA
ATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTACT
GTTCAATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCC

4 - | TCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTCAATTGCCTGGGT 44
CAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGC
TTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCT
GTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTC
AGAACTCTTGGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACA
GCCAAAAGGGCAGTCGTAGAGGGTTGTGGTGGTCT
GTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGAT




GAGGGTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGAT
GGAAAGGAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCA
GGAACAGCGATGCGCCCATTGACAGCTGCGGTTGC
CGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGG
AGTACCAAGAATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATC
TGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGGTTCAGATGTAG
ATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGG

45

TGGTTCAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGC
CCTCCTGTTCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCA
GGGGGCAAGGTCAAGCTCTCTGGATCGGTTAGTAG

CCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTG
GGTCTTGGAGACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAA
TTGATTTCTGTACCGTATGTTGAAATGACAATAAAGT
TGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACAT

46

TTGAAATGACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAG

TATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGGTTCT
ACATTCGAGGTGGTCAGAAATACAAATCTCCTGGAA
AGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCT
ACTTCCTAGCCGGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACT
GTCACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAG
GGTGATGTAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGAT

47

ACAAGCAGTTTACAGGGTGATGTAAAATTTGCCGAA
GTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACA
GAGAATAGTGTAACTGTTACTGGACCACCCAGGGAT
TCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTC
AACATGAACAAAATGCCAGATGTTGCTATGACTCTT
GCAGTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGC
CATCAGAGATGTGGCTAG CTGGAGAGTGAAGGAAA

48

AGATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAGCT
GGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTT
GCACAGAACTGAGAAAGCTTGGGGCAACAGTTGAG
GAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAA
AAGCTAAACCCCACCGCCATTGAAACTTATGACGAT
CACCGAATGGCCATGGCATTCTCTCTTGCTGCCTGT
GCAGATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGC

49
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CTCTTGCTGCCTGTGCAGATGTTCCCGTCACTATCC
TTGATCCGGGATGCACCCGTAAAACCTTCCCGGACT
ACTTTGATGTTTTAGAAAAGTTCGCCAAGCATTGATG
AGTAGCTATATACGAGATCCTTAAATTGTACGCCGA
AGGTTTTGATTTGAGTCTAATAGTAGATAAAAGGCTA
TAAATAAACTGGCTTTCTGCTTGAGTAATTATGAAAT
TCTTTGTATTATGTTTGTGAGATTTGAAGTAGCTTAT
A

50

11

TAATTATGAAATTCTTTGTATTATGTTTGTGAGATTTG
AAGTAGCTTATAAATTACAATGTACTAAAGTCTAGAA
ATAAGTTATGTATCTTTTAAATCAATGAGAAATGCAT
ACTTGAAAGGCTTGACCTTGTATTTGTGACCTAAAGA
GTACTAACTTTGGAGTTTCCAACTCATTTGTTTATCT
CATTTTTTTTTAATTTTITGATTTAAATTGTTTATTTTTA
TGAGTAATCATGTATCTTTCTTATTCTAACCAAATGTA
ATACTCCTTC

51

12

TATGAGTAATCATGTATCTTTCTTATTCTAACCAAATG
TAATACTCCTTCCAACTCTCTTTAAACGTCCACACTC
TGGGCACAGAGTGTAATAGTGTGGTGGTTGGAGTCT
TTTAAGTGATTATAATAATTGTAAATGTGGTAGTTAG
AATATTTTAAGTAATGTAGGTGGGGTATTATGGTCTT
GTTGAACATAGGATATTTAGGTAAAAAATCTATGCAA
AAAAAGGAAAGTAAGCAAATAAAGCGAATTGACCTG
AAAAGAAAAGTGGACATGTATAGTGAGTTGGAGGAA
GTATTTT

52

156) Las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de tamafio de oligonucledtido

tales como se describieron en el Ejemplo 1 y la Figura 1 estan ubicadas en los segmentos

de traslape 2, 3, 4 y 8 respectivamente y se muestran como barras gris claro dentro de

dichos segmentos. Los polinucledtidos se sintetizaron mediante transcripcién in vitro

 utilizando un vector pBR322 con los polinucleétidos de EPSPS insertados en los sitios de

clonacién EcoRl y BamHI; el ADN de plasmido se aislé con kits Qiagen Maxi prep y se

digirié con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. La solucién de ADN digerido se

utilié en el tratamiento de las plantas sin purificacion adicional.
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157) Las plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato que tenian 16 copias de
EPSPS se trataron de la siguiente forma: pulverizacion con Silwet L-77 al 1%; (2)
aplicacion manual de una solucion de ARNbc (que contenia polinucleétidos
selecccionados de los doce segmentos de traslape de las cuatro moléculas de ARNbc
“corto” descritas en el Ejemplo 1 a la tasa de 0,01 nanomol ADN/planta) o de solucién
amortiguadora como testigo; y (3) pulverizacién con glifosato 48 horas después apiicada a
840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a
una tasa de 159 litros/acre. Se observo la altura por encima del suelo de las plantas
tratadas 11 dias después del tratamiento con herbicida: a las plantas que estaban
muertas o muriendo se les asignd una altura de cero. Los resultados se muestran en las
Figuras 25B y 25C. Las combinaciones de polinucledtidos de ARNbc que mostraron la
mayor eficacia en este ensayo incluyeron las cuatro moléculas de ARNbc “corto” descritas
en el Ejemplo 1, la combinacion de los segmentos de traslape 2, 5, 8 y 11 y la

combinacion de los segmentos de traslape 7, 8 y 9.

Ejemplo 22

158) Este ejemplo ilustra métodos que utilizan composiciones que incluyen polinucleétidos
aplicados topicamente para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas
especificamente, este ejemblo describe la aplicacion topica de polinucledtidos con
posterior aplicacién de herbicida a una planta.

159) En un ensayo, las plantas de paimera amaranto resistentes a glifosato que tenian 16
copias de EPSPS se pulverizaron con glifosato aplicado a 840 g de equivalente acido por
hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Dos
0 24 horas después de la aplicacion de herbicida, las plantas se trataron con pulverizacioén
con Silwet L-77 al 1%. Quince a 20 minutos después del tratamiento con Silwet, las
plantas se trataron mediante aplicacién manual con 0,8 nanomoles ("1X*) por planta de
las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de tamaiio de oligonucleétido tal como
se describieron en Ejemplo 1 en solucién amortiguadora que contenia 2% de sulfato de
amonio o en solucién amortiguadora que contenia 2% de sulfato de amonio. En este
ensayo, las plantas testigo no tratadas (“UT”) se trataron solo con pulverizacién de Silwet
L-77 al 1% pero no con herbicida o0 ARNbc. Los resultados se muestran en la Figura 26.
En este ensayo, la aplicacion de Silwet al 1% resulté en una actividad de glifosato
mejorada en 60% cuando se aplico 2 horas después de la pulverizacién del herbicida yen
20% cuando se aplicé 24 horas después de la pulverizacion del herbicida. En este

ensayo, la aplicacion de Silwet al 1% con posterior aplicacion de ARNbc de EPSPS
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resultd en actividad de glifosato mejorada en al menos 80% cuando se aplicé 2 horas
después de la pulverizacion del herbicida y en 20% cuando se aplicé 24 horas después de
la pulverizacion del herbicida.

160) En otro ensayo, las plantas de palmera amaranto cultivadas a partir de semillas en
suelo de una granja en Macon, GA se pulverizaron con glifosato aplicado a 840 g de
equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa
de 159 litros/acre. Tres dias después del tratamiento con herbicida, 9 de 40 plantas
murieron y 3 presentaban enanismo grave. Las plantas supervivientes se pulverizaron con
Silwet L-77 al 1% , con posterior aplicacién tépica manual de 8 nanomoles (*10X”) por
planta de las cuatro moléculas de ARNbc de EPSPS “corto” de tamafio de oligon'ucleétido
tals como se describieron en Ejemplo 1 o de solucién amortiguadora como testigo. Tres
dias después, 3 plantas mas en ei grupo de las tratadas con ARNbc murieron y 2 plantas
mas en el grupo de las tratadas con solucion amortiguadora muerieron. En este punto (6
dias después del tratamiento original con herbicida y 3 dias después del tratamiento con
Silwet/ARNbc o soluciéon amortiguadora), la mitad de las plantas supervivientes en cada
grupo se pulverizé con una segunda aplicacion de glifosato (aplicado a las misma dosis
que la primera aplicacién). Dose semanas después de este segundo tratamiento con
herbicida, las plantas tratadas con ARNbc restantes exhibieron 80% de lesion y las

plantas tratadas con soluci()n'amor’tiguadora restantes exhibieron 40% de lesion.

Ejemplo 23

161) Este ejemplo ilustra métodos que utilizan composiciones que incluyen polinucleétidos
aplicados topicamente para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas
especificamente, este ejemplo describe una aplicacion tépica de una sola etapa de una
sola composicion que incluye polinucleétidos, tensioactivo y herbicida para controlar
malezas resistentes a herbicidas.

162) Este ensayo se llevd a cabo en una poblacién de campo de plantas de palmera
amaranto resistentes al glifosato conocidos por tener cantidades muy grandes de copias
de EPSPS (Gaines et al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 107:1029-1034 informé que
las plantas de este sitio de estudio tienen de 5 a mas de 160 copias de EPSPS). Los
polinucledtidos utilizados en este ensayo eran una mezcla equimolar de las cuatro
moléculas de ARNbc de EPSPS ‘“corto” de tamafio de oligonucledtido tal como se
describieron en Ejempio 1.

163) Se pulverizaron plantas de cuatro a seis pulgadas de altura en un area de
tratamiento de 1 pie por 5 pies es un unico tratamiento con 264 microgramos (*100X”) o

(19
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52,8 micrograms (“20X”) de los ARNbc de EPSPS en una solucién que también contenia
1% de tensioactivo Silwet L-77, 2% de sulfato de amonio y glifosato (aplicado a 1682 g de
equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa
de 159 litros/acre). Para la comparacion, se pulverizaron otras plantas en areas de
tratamiento de 1 pie por 5 pies con glifosato (en una solucién que también contenia 1% de
tensioactivo Silwet'L-77 y 2% de sulfato de amonio) aplicado a la misma tasa.

164) Los resultados se muestran en la Figura 27. El tratamiento de las plantas solo con
glifosato (aplicado a 1682 g de equivalenfe acido por hectarea de -herbicida marca
Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre) en una solucién que también
contenia Silwet L-77 y sulfato de amonio resulté en un control de aproximadamente 70%
(muerte de las pléntas). El tratamiento de una etapa utilizando una composicién que
contenia 20X de los polinucleétidos de ARNbc de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio
y herbicida resulté en un control de aproximadamente 80 — 85% de la palmera amaranto
resistente a glifosato, que es la tasa de control aproximada obtenida mediante
pulverizacion con glifosato aplicado a 6720 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre (es decir, 8
veces la tasa de apliacién estandar de aproximadamente 840 g de equivalente acido por
hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre). El
tratamiento de una etapa utilizando una composicion que contenia 100X de los
polinucledtidos de ARNbc de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida resulto
en un control de aproximadamente 90 — 95% de la palmera amaranto resistente a
glifosato, que es la tasa de control aproximada obtenida mediante pulverizacion con
glifosato aplicado a 13440 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca
Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre (es decir, 16 veces la tasa de
apliacion estandar de aproximadamente 840 g de equivalente acido por hectarea de

herbicida marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre).

Ejemplo 24

165) Este ejemplo ilustra un método para inducir la regulacion sistémica de un gen
objetivo en una hortaliza mediante aplicacion tépica a la hortaliza de una molécula
polinucleotidica qu.e incluye un segmento con una secuencia nucleotidica esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos
contiguos en el gen objetivo o el ARN transcrito a partir de gen objetivo, por el cual la
molécula permea el interior de la hortaliza e induce la regulacion sistémica del gen

objetivo. En este ejemplo, se trataron hortalizas en crecimiento con una composicion



10

15

20

25

30

35

o

aplicada tépicamente para inducir el silenciamiento sistémico de un gen objetivo en una
hortaliza o planta de cultivo frutal que incluye (a) un agente para acondicionar una planta
para la permeacion de polinucleétidos y (b) polinucledtidos que incluyen al menos una
cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos
contiguos del gen objetivo en direccion antisentido o sentido. Mas especificamente, este
ejemplo demuestra el uso de polinucleétidos aplicados topicamente para inducir el
silenciamiento sistémico de un gen de fitoeno desaturasa (PDS) en una hortaliza, es decir,
lechuga (Lactuca sativa).

166) La PDS de lechuga tiene la secuencia
ATGTCTCTGTTTGGAAATGTTTCTGCCATTAACTCAAGTGGAAAGTGTATAGTAATGAA
TCTTTCAAGCACACAAATCACTTCAAGAGATTGTTTCAAGATTACCTCAGGGCAAAAA
GATGTTTTGTCATTTGGATGCTGTGATGCTATGGGTAACAGATTGCAATTCCCAAGTG
CTCGTTCTTTTACACCAAGATCAAAGAAGAATGTCTCCCCTCTAAAGGTAGTI'TGTGTT
GATTATCCAAGACCAGATCTTGATAACACATCTAATTTCTTGGAAGCTGCTCACTTGTC
TTCAACCTTCAGAACTTCCCCACGCCCATCTAAGCCATTGAAGATTGTAATTGCTGGT
GCAGGTTTAGCTGGTTTATCAACTGCTAAGTATTTAGCTGATGCAGGTCACAAGCCAA
TTTTACTAGAAGCAAGAGATGTTCTTGGTGGAAAGGTGGCAGCTTGGAAAGATGATGA
TGGAGATTGGTATGAGACAGGTTTACACATATTCTTTGGAGCTI'ACCCAAATGTACAA
AATTTATTTGGAGAGCTAGGAATTAATGATAGATTACAGTGGAAGGAGCATTCTATGAT
ATTTGCAATGCCAAATAAGCCTGGAGAATTTAGTAGGTTTGACTTCCCAGATGTTTTAC
CTGCACCATTGAATGGAATTTTTGCTATATTGAGGAACAATGAAATGCTGACGTGGCC
TGAGAAAGTGAAGTTTGCAATTGGGCTGTTGCCTGCAATGTTAGGTGGACAGGCTTAT
GTTGAGGCCCAAGATGGGCTTAGTGTTCAGGACTGGATGAGAAAGCAAGGTATACCT
GATCGAGTTACTACTGAAGTGTTTATTGCAATGTCAAAAGCATTAAACTTTATAAATCC
AGATGAACTTTCAATGCAATGTATTCTCATTGCTCTAAACCGTTTTCTTCAGGAAAAGC
ATGGTTCCAAGATGGCATTTTTAGATGGGAGCCCACCAGAAAGACTTTGCAAGCCAAT
TGTTGACCACATCGAGTCACTCGGTGGCCAAGTCAGAGTCAACTCACGAATACAAAA
AATTGAGTTAAACAAAGACGGAACTGTCCGGAACTTTCTATTGAGTGATGGGAATGTT
CTAGAAGCTGATGCTTATGTTTTCGCTACCCCTGTTGACATTCTCAAGCTTCTTTTACC
CGAAGAATGGAAACCAATTCCATATTTCAAAAAATTAGAGAAGTTAGTCGGTGTTCCT
GTTATAAACGTTCATATATGGTTTGACAGAAAGCTGAAAAACACATATGATCACTTACT
TTTCAGTAGGTCACCTCTGCTGAGTGTGTATGCTGACATGTCAGTGACATGTAAGGAA
TATTATGATCCGAATAAGTCAATGTTGGAGTTGGTTCTTGCTCCAGCTGAGGAATGGA
TTTCAAGAAGTGACACTGATATTATTGATGCAACAATGAGTGAACTTTCAAGGCTTTTT
CCTGATGAAATTGCAGCTGATCAAAGTAAAGCAAAAATCTTGAAATATAAAGTTGTTAA

16
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AACACCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTTCCAGATTGTGAACCATGTCGACCCCTACAA
AGATCTCCAATTCAAGGATTTTATTTATCTGGTGATTATACTAAACAAAAGTATTTGGCT
TCAATGGGGGGTGCTGTTTTATCTGGAAAAATTTGTGCACAAGCTATTTTACAAGATTA
TGAGATGCTTGCTACA (SEQ ID NO:53). Se sintentizaron ADN monocatenarios
polinucleotidicos de 21 — 45 nucledtidos de longitud con las siguientes secuencias:
taatacgactcactatagggtttggagcttacccaaATGtac  (“HL286”, direccion sentido, SEQ ID
NO:54), taatacgactcactatagggaggccacgtcagcatttcattgttc (“HL287”, direccion antisentido,
SEQ ID NO:55), ccattcaATGgtgcaggtaaaac ( “HL288”, direccion antisentido, SEQ ID
NO:56), catagaATGetecttccactg (“HL289”, direccion antisentido, SEQ ID NO:57) vy
caaataaattttgtacatttgggtaagctccaa (*HL290”, direccion antisentido, SEQ ID NO:58). Se
prepard una solucion de ADNmc con una mezcla igual de los cinco polinucledtidos en
0,01% de Silwet L-77 en 5 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato de sodio, pH
6,8.

167) Se utilizé la variedad de lechuga LS49 “Green Tower’ en los ensayos. Se
sumergieron dos hojas completamente expandidas en una solucién preparada
recientemente de 0,1% de Silwet L-77 en agua bidestilada durante pocos segundos. Las
hojas se dejaron secar durante 15-30 minutos. A continuacién cada planta se traté
mediante aplicacion de 20 microlitros de solucién de ADNmc sobre la superficie superior

de dos hojas tratadas con Silwet (total 40 microlitros por planta). La Tabla 9 indica las

condiciones del ensayo utilizadas y el blanqueado observado en las plants tratadas

topicamente con polinucledtidos de ADNmc. La Figura 28 representa la evolucién del
blanqueado y la muerte de las plantas de lechuga tratadas con 1 nanomol de ADNmc por

planta a los (de arriba hacia abajo) 37, 46 y 60 dias después del tratamiento.

I3
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Tabla 9
Etapa de desarrollo Cantidad de cada Observaciéon mas
ADNmc aplicado temprana del
(nanomoles/planta) blanqueédo
4 semanas 1 3 semanas
posgerminacion, las postratamiento

plantas tienen 2 hojas
completamente

expandidas

5 semanas 4 4 dias postratamiento
posgerminacion, las
plantas tienen 4 hojas
completamente

expandidas

168) Los ensayos se repitieron cbn 2 0 4 nanomoles de ADNmc aplicados por planta. La
Figura 29A muestra el silenciamiento sistémico evidenciado por el blanqueado
observados a los 4 u 12 dias después del tratamiento tépico con los polinucledtidos.

169)Los ensayos se repitieron utilizando cada ADNmc individual antisentido (“HL287”,
SEQ ID NO:55; “HL288”, SEQ ID NO:56; “HL289", SEQ ID NO:57; y “HL290", SEQ ID
NO:58) aplicandose 8 nanomoles de polinucledtido por planta; las plantas testigo positivo
se trataron con una mezcla de los cuatro ADNmc individuales antisentido a 2 nanomoles
de cada uno (para un total de 8 nanomoles de polinucleétido aplicados por planta) y las
plantas testigo negativo se trataron solo con solucién amortiguadora. La Figura 29B
muestra el silenciamiento sistémico evidenciado por el blanqueado observado a 4

después del tratamiento tépico con los ADNmc antisentido.

Ejemplo 25

170) Este ejemplo ilustra un aspecto de la invencion. En este ejemplo, se trataron plantas
en crecimiento con una composicién aplicada topicamente para inducir el silenciamiento
sistémico de un gen objetivo en una planta que incluye (a) un agente para acondicionar
una planta para la permeaciéon de polinucledtidos y (b) polinucleétidos que incluyen al
menos una cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas
nucledtidos contiguos del gen objetivo en direccién antisentido o sentido. Mas

especificamente, este ejemplo demuestra el uso de polinucledtidos aplicados tépicamente

(1%
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para inducir el silenciamiento sistémico de un gen de fitoeno desaturasa (PDS) en una
hortaliza, es decir, tomate (Solanum lycopersicum).

171) El PDS del - tomate tiene la secuencia
GGGTTTATCTCGCAAGTGTGGCTATGGTGGGACGTGTCAAATTTTGGATTGTAGCCAA
ACATGAGATTTGATTTAAAGGGAATTGGCCAAATCACCGAAAGCAGGCATCTTCATCA
TAAATTAGTTTGTTTATTTATACAGAATTATACGCTTTTACTAGTTATAGCATTCGGTAT
CTTTTTCTGGGTAACTGCCAAACCACCACAAATTTCAAGTTTCCATTTAACTCTTCAAC
TTCAACCCAACCAAATTTATTTGCTTAATTGTGCAGAACCACTCCCTATATCTTCTAGG
TGCTTTCATTCGTTCCGAGTAAAATGCCTCAAATTGGACTTGTTTCTGCTGTTAACTTG
AGAGTCCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGAGGTCGTCTTCTTTGGGAACTG
AAAGTCGAGATGGTTGCTTGCAAAGGAATTCGTTATGTTTTGCTGGTAGCGAATCAAT
GGGTCATAAGTTAAAGATTCGTACTCCCCATGCCACGACCAGAAGATTGGTTAAGGA
CTTGGGGCCTTTAAAGGTCGTATGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTGGACAATACA
GTTAACTATTTGGAGGCTGCATTTTTATCATCAACGTTCCGTGCTTCTCCGCGCCCAA
CTAAACCATTGGAGATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAA
ATATTTGGCAGATGCTGGTCACAAACCGATACTGCTGGAGGCAAGGGATGTTCTAGG
TGGAAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGTTTGCA
TATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATTCAGAACCTGTTTGGAGAATTAGGGATTAACG
ATCGATTGCAATGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCAATGCCAAGCAAGCCAGGAGA
ATTCAGCCGCTTTGATTTCTCCGAAGCTTTACCCGCTCCTITAAATGGAATTTTAGCCA
TCTTAAAGAATAACGAAATGCTTACATGGCCAGAGAAAGTCAAATTTGCAATTGGACT
CTTGCCAGCAATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGATGGGATAAGTGTT
AAGGACTGGATGAGAAAGCAAGGTGTGCCGGACAGGGTGACAGATGAGGTGTTCAT
TGCTATGTCAAAGGCACTCAACTTTATAAACCCTGACGAACTTTCAATGCAGTGCATTT
TGATCGCATTGAACAGGTTTCTTCAGGAGAAACATGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGA
TGGTAATCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTTGAACACATTGAGTCAAAAGGT
GGCCAAGTCAGACTGAACTCACGAATAAAAAAGATTGAGCTGAATGAGGATGGAAGT
GTCAAGAGTTTTATACTGAGTGACGGTAGTGCAATCGAGGGAGATGCTTTTGTGTTTG
CCGCTCCAGTGGATATTTTCAAGCTTCTATTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATTCCATA
TTTCCAAAAGTTGGAGAAGTTAGTCGGAGTACCTGTGATAAATGTACATATATGGTTT
GACAGAAAACTGAAGAACACATATGATCATTTGCTCTTCAGCAGAAGCTCACTGCTCA
GTGTGTATGCTGACATGTCTGTTACATGTAAGGAATATTACAACCCCAATCAGTCTAT
GTTGGAATTGGTTTTTGCACCTGCAGAAGAGTGGATATCTCGCAGCGACTCAGAAATT
ATTGATGCAACGATGAAGGAACTAGCAACGCTTTTTCCTGATGAAATTTCAGCAGATC
AAAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTACCATGTTGTCAAAACTCCGAGGTCTGTTTATAAA
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ACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCTTTACAAAGATCCCCAATAGAGGGGTTT

TATTTAGCCGGTGACTACACGAAACAGAAATACTTGGCTTCAATGGAAGGCGCTGTCT
TATCAGGAAAGCTTTGTGCTCAAGCTATTGTACAGGATTATGAGTTACTTGTTGGACG

TAGCCAAAAGAAGTTGTCGGAAGCAAGCGTAGTTTAGCTTTGTGGTTATTATTTAGCT

TCTGTACACTAAATTTATGATGCAAGAAGCGTTGTACACAACATATAGAAGAAGAGTG

CGAGGTGAAGCAAGTAGGAGAAATGTTAGGAAAGCTCCTATACAAAAGGATGGCATG
TTGAAGATTAGCATCTTTTTAATCCCAAGTTTAAATATAAAGCATATTTTATGTACCACT
TTCTTTATCTGGGGTTTGTAATCCCTTTATATCTTTATGCAATCTTTACGTTAGTTAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGA (SEQ ID NO:59). '

172) Se sintetizé un polinucledtido de ARNbc de 201 nucleétidos con una cadena
antisentido capaz = de hibridar con el ARN codificado por la secuencia
tcgcagcgactcagaaattattgATGcaanATGaaggaactagcaacgctttttcctgATGaaatttcagcagatcaaa
gcaaagcaaaaatattgaagtaccATGttgtcaaaacfccgaggtctgtttataaaactgtgccaggttgtgaaccctgtcgg

cctttacaaagatccccaatagaggggtttatttag (SEQ ID NO:60) que corresponde a los nucleétidos
en las posiciones 1724 — 1923 del ARNm transcrito 'a partir de la secuencia del gen de
PDS del tomate (SEQ ID NO:59) mediante RT PCR utilizando cebadores
oligonucleotidicos con las secuencias taatacgactcactatagggtcgcagcgactcagaaattattg (SEQ
ID NO:61, cebador sentido) y taatacgactcactataggggtaaaggccgacagggtticacaacc (SEQ ID
NO:62, cebador antisentido). Se prepard una solucién de ARNbc de 2,5 micromolares con
el polinucledtido de ARNbc de 201 nucleétidos (SEQ ID NO:60) en 0,01% de Silwet L-77
en 5 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8.

173) Se trataron plantulas de tomate de tres semanas de la siguiente forma. Se
sumergieron dos hojas completamente expandidas en una solucién preparada
recientemente de 0,1% de Silwet L-77 en agua bidestilada durante pocos segundos. Las
hojas se dejaron secar durante 30 minutos a 1 hora. A continuacién cada planta se trato
mediante aplicacion de 20 microlitros de solucion de ARNbc sobre la superficie superior
de dos hojas tratadas con Silwet (total 40 microlitros por planta). Las plantas testigo se
trataron con solucion amorti'guadora. Las plantas se mantuvieron en una camara de
crecimiento para la observacion. La Figura 30 muestra el silenciamiento sistémico del gen
objetivo de PDS, tal como se evidencia por el blanqueado de las plantas tratadas con
ARNbc 30 dias deépués del tratamiento tépico. Las plantas tratadas con ARNbc

presentaban enanismo grave en comparacion con las plantas testigo.

Ejemplo 26

[20
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174) Este ejemplo _iluétra una mejora en composiciones herbicidas adaptadas para
revestimiento topico sobre la superficie exterior de una planta en crecimiento donde el
agente letal para plantas incluye polinucleétidos que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a secuencias de uno o mas genes vegetales o0 a la secuencia
del ADN transcrito a partir de los genes vegetales. Los polinucleétidos producen la
supresion sistémica del gen vegetal en érganos o tejidos vegetales distintos a los que
recibieron la aplicacion topica del polinucledtido. Mas especificamente, este ejemplo
ilustra una composicion herbicida.adaptada para revestimiento topico sobre la superficie
exterior de una planta en crecimiento que comprende tensioactivo y al menos un agente
letal para plantas que incluye combinaciones de polinucledtidos que tienen una secuencia
dirigida al gen de 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una factor de
iniciacion de la transcripcion (TIF) y ATPasa dependiende de ADN (ddATPasa) en
palmera amaranto. B

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

(1) nDsRNAfT: éadena sentido CUACCAUCAACAAUGGUGUCC (SEQ ID NO: 63) y
cadena antisentido GGACACCAUUGUUGAUGGUAG (SEQ ID NO: 64)

(2) nDsRNA3: cadena sentido GUCGACAACUUGCUGUAUAGU (SEQ ID NO: 65) y
cadena antisentido ACUAUACAGCAAGUUGUCGAC ‘(SEQ ID NO: 66)

(3) nDsRNA4: cadena sentido GGUCACCUGGACAGAGAAUAG (SEQ ID NO: 67) y
cadena antisentido QUAUUCUCUGUCCAGGUGACC (SEQ ID NO: 68)

(4) nDsNAS: cadeha sentido AAUGCCAGAUGUUGCUAUGAC (SEQ ID NO: 69) v
cadena antisentido GUCAUAGCAACAUCUGGCAUU (SEQ ID NO: 70)

176) Una mezcla de mdltiples polinucledtidos es ventajosa para prevenir la seleccion de
resistencia en las plantas tratadas. En una realizacion, la composicion herbicida incluye
una mezcla de los cuatro polinucleédtidos de ARNbc mencionados anteriormente que
tienen las SEQ ID NOS: 63-70. En ofra realizacién, la composicién herbicida incluye
polinucledtidos de ADN monocatenario con secuencias desoxirribonucleotidicas que
corresponden a una o mas de las secuencias de ARNbc SEQ ID NOS: 63-70. En otra
realizacion, la composicion herbicida incluye hibridos de ARN/ADN con secuencias
nucleotidicas que corresponden a una o mas de las secuencias de ARNbc SEQ ID NOS:
63-70. En otra realizacion, la composiciéon herbicida incluye polinucledtidos de ARNbc
donde los 2’ hidroxilos se metilan para proporcionar estabilidad.
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177) La composiciéon herbicida incluye un tensioactivo tal como Silwet L-77 (u otros
tensioactivos eficaces tales como los proporcionados en el Ejemplo 36). Opcionaimente,
la composicion herbicida puede incluir uno 0 mas aditivos tales como una sal, agente
quelante o un humectante (tales como los proporcionados en el Ejemplo 35) para mejorar
el rendimiento herbicida, por ejemplo, potenciando la transferencia de polinucledtidos
hacia el interior de la plant, potenciando la eficacia de los polinucleétidos o potenciando la
actividad herbicida del herbicida no polinucleotidico.

178) Opcionalmente, la composicion herbicida incluye polinucleétidos disefiados para
regular muitiples genes en la planta. En una realizacion, la composicion herbicida incluye
polinucledtidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la
secuencia de un segundo gen o a la secuencia del ARN transcrito a partir del segundo
gen, en donde la regulacion del segundo gen proporciona una mejora sinergistica de la
actividad herbicida de la composicion.

179) En una realizacion, la composicion herbicida incluye polinuclettidos que tienen una
secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen endogeno de
S-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de palmera amaranto o a la secuencia
del ARN transcrito a partir del gen endégeno de EPSPS asi como también polinucleétidos
que tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del
gen endégeno del factor de iniciacion de traduccion (TIF) de la palmera o a la secuencia
del ARN transcrito a partir del gen endégeno de TIF. El factor de iniciacion de traduccion
(TIF) es una proteina cloroplastica codificada en el nucleo que es esencial para la iniciar
la sintesis proteica y se expresa en toda la planta. La Arabidopsis thaliana tiene un
ortélogo denominado AT1G17220,1 (descrito en la base de datos disponible pulicamente
The Arabidopsis Information Resource que se encuentra en linea en
www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G17220) y con el nimero
de acceso a GenBank Gl:186478573, que se ha identificado como una proteina localizada
en el cloroplasto con si_militud al factor de iniciacion de traduccion bacteriano 2; ver
ademas Miura et al. (2007) Plant Cell, 19:1313-1328 para ver la descripcion de este gen.
Las secuencias de TIF se identificaron apartir de la palmera amaranto (Amaranthus
palmeri); se identifico que un gen de TIF tiene la secuencia de SEQ ID NO:71. Los
ejemplos de polinucleétidos para la supresion de este gen de TIF en Amaranthus palmeri

se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10
Polinucledtid | Posicion Secuencia SEQ
o] enla ID
secuenci NO.
adeTIF
TIF de Secuenci | ATGGCAACAATGGCcTTCCCTAGTGAGTTTG 71
palmera a GGAAGCTCTGGAGCAACTTGCTCAGGGCA
amaranto completa | ATTGGAGGTTtCCTTTTCATTGGTTAAGAAA
de SEQ | ATTaCATTGCCTAGAAGAAATTGTAGTTgCA
ID NO:71 | ATTTTAGGCAATTAGgAGGGGGGAGGAGAT

GGCGTTACGTTTCGGTGTGTAGACTTTCTG
TCACTACTGATTATGTTTCTGAGCAAGGAA
ATGCTGTTTCTCTTGAAAATGCATATAGTGA
GAGTAAAGAAGAGGGTCTCATCTTGAAGC
CTTCTCCTAAGCCGGTTTTGAAATCCGGGT
CTGATGGAAATCGGAAATTTGGGGAGAGTT
CGGTGGCGTTTTCGAGTAATGGGAAATTG
GATAATGTAGAGGAGAGGAAGAAGGTTATT
GATTCATTGGATGAGGTATTAGAAAAGGCc
GAGAGATTAGAAACGGCGAACTTACAAGC
AGATAATAGAAAGGATAGCACAAATGTAAA
TAAACCGTCTCCGAGTGTAAGTAGTTCAAC
CAATGGTAAACCTGTAAATAATTTGAACAAA
GGGAAGCCTAAAGCTGCGAAGAGCGTTTG
GAGAAAGGQAAATCCAGTTTCTACTGTGCA
AAAAGTAGTGCAAGAATCTCCGAAGATTGA
AAAGGTTGAGAGAGTGGAAGCTCGAACGA
CCAGCCAATCGTCTGAAACGATAAGACCC
CCAGTGCCACTACAGAGGCCTGAGATTAA
GTTGCAGGCAAAGCCTTCTACTGCTCCTCC
ACCCATGCCTAAGAAGCCGGTTTTGAAGG
ATGTGGGGATGTCCTCCAGAGCTGATGGG
AAGGACCAGTCTGTGAAATCTAAAGAGAG
GAAGCCTATTCTAGTGgACAAATTTGCCAC
CAAGAAGGCATCAGTTGATCCGTCGATTGC
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TCAAGCAGTAATTGCCCCACCAAAACCTGC
TAAATTTCCTTCTGGAAAGTTTAAAGATGAT
TATCGGAAGAAGGGTCTTGCAGCTGGTGG
GCCGAAGAGGCGTATGGTCAATGATGATG
ATATTGAAATGCATGAAGACACTTCAGAGC
TCGGTCTTTCTATTCCTGGTGCTGCTACGG
CTCGGAAAGGCAGGAAATGGAGTAAGGCA
AGTCGCAAGGCTGCCAGACGCCAAGCAGC
TAGAGATGCCGCTCCTGTTAAAGTGGAAAT
CTTAGAGGTTGAAGAAAAGGGCATGTCGA
CCGAAGAATTAGCATACAACTTGGCTATTA
GCGAAGGTGAAATTCTTGGGTACCTGTATt
CTAAGGGGATAAAACCAGaTGGTGTGCAAA
CTCTTGACAAGGCAATGGTAAAGATGATAT
GTGAAAGATATGACGTGGAGGTTTTGGAC
GCACTTTCTGAACAAATGGAAGAAATGGCT
CGAAAGAAGGAAATTTTCGACGAAGATGAC
CTTGACAAGCTTGAAGATAGGCCTCCTGTG
CTTACTATAATGGGTCATGTAGATCATGGC
AAGACGACCCTTCTGGATTATATACGGAAG
AGCAAGGTTGCTGCTTCTGAAGCTGGTGG
GATTACACAAGGTATTGGTGCTTATAAAGT
GGAAGTACCGGTTGATGGCAAGTTGCTGC
CTTGTGTCTTTCTTGACACTCCCGGACACG
AGGCGTTCGGGGCAATGAGGGCTCGTGGA
GCAAGAGTGACAGATATTGCTATTATAGTIG
TAGCTGCTGACGATGGGATCCGTCCTCAA
ACAAATGAAGCCATAGCACATGCAAAAGCA
GCTGGTGTACCTATTGTGGTTGCAATTAAT
AAGATTGACAAGGATGGGGCTAATCCGGA
CCGTGTGATGCAAGAGCTTTCATCAATTGG
TCTAATGCCAGAGGATTGGGGTGGTGATA
CCCCAATGGTCAAGATAAGTGCTCTAAAAG
GTGAAAATGTGGACGAGTI'ACTCGAGACA
GCcATGCTTGTCGCCGAGTTGCAAGAGTTA
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AAGGCTAATCCTCAGAGGAACGCTAAGGG
CACTGTAATTGAGGCTGGTCTTCATAAATC
AAAAGGACCCATTGCCACTTTTATIGTGCAG
AATGGTACCCTCAAACAAGGGGATACTGTA
GTTTGTGGGGAAGCATTTGGGAAGGTTCG
TGCCCTATTTGATCACGGAGGGAATCGCG
TTGATGAAGCTGGTCCATCTATTCCcGTGC
AGGTTATTGGATTGAATAATGTICCTTTTGC
CGGTG_ATGAGTTCGAGGTAGTGAGTTCCC
TTGAIATAGCTCGTGAAAAGGCAGAGGTCC
GTGCAGAGtCTTTACGAAATGAGCGTATAG
CTGCTAAGGCCGGAGACGGAAAGGTTACge
TGTCATCCTTGGCATCGGCtGTTTCTTCaGG
GAAGATGGCTGGTTTGGATTTGCACCAGTT
AAaTATCATTTTGAAGGTTGATGTTCAGGG
ATCAATCGAGGCATTGAGGCAAGCTCTAGA
AGTTCTTCCTCAAGAtAACGTCACTTTGAAG
TTTCTCTTACAAGCGACCGGAGATGTTACT
ACAAGTGATGTTGATCTTGCAGTTGCTAGT
AAAGCTATTATCTTGGGGTTCAATGTGAAG
GCACCAGGTTCTGTCGAAAAATTAGCAGAT
AACAAAGGTGTTGAAATTCGGCTTTATAAA
GTCATTTATGATCTAATTGACGACATGCGG
AGTGCAATGGAAGGAATGCTAGATCCCGTT
GAGGAACAAGTTgCAATTGGTTCAGCCGAA
GTGCGGGCTACATTCAGTAGTGGTAGTGG
CCGTGTCGCTGGATGCATGGTGACCGAGG
GAAAGATTACCAAAGGCTGTGGGATTCGA
GTGATACGGAAGGGAAAAaCTGTCCACGTT
GGAGTTCTTGATTCGTTGCGTCGAGTAA

ADN de 200
bp

341-541

TTTCGAGTAATGGGAAATTGGATAATGTAG
AGGAGAGGAAGAAGGTTATTGATTCATTGG
ATGAGGTATTAGAAAAGGCCGAGAGATTAG
AAACGGCGAACTTACAAGCAGATAATAGAA
AGGATAGCACAAATGTAAATAAACCGTCTC

72
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CGAGTGTAAGTAGTTCAACCAATGGTAAAC

CTGTAAATAATTTGAACAAA

ARNbc de 342-501 | Sentido: 73

160 bp UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAG
AGGAGAGGAAGAAGGUUAUUGAUUCAUU
GGAUGAGGUAUUAGAAAAGGCCGAGAGA
UUAGAAACGGCGAACUUACAAGCAGAUAA
UAGAAAGGAUAGCACAAAUGUAAAUAAAC
CGUCUCCGAGUGUAAGU
Antisentido: 74
ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUACAU
UUGUGCUAUCCUUUCUAUUAUCUGCUUG
UAAGUUCGCCGUUUCUAAUCUCUCGGCC
UUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAUCAAU
AACCUUCUUCCUCUCCUCUACAUUAUCCA
AUUUCCCAUUACUCGAA

ADN 555-576 | ATTTCTCCAAACGCTCTTCGca 75

antisentido

de TIF_AS1

ADN 342-363 | ATCCAATTTCCCATTACTCGaa 76

antisentido

de TIF_AS2

ADN 412-433 | GTTTCTAATCTCTCGGCCTTtt 77

antisentido

de TIF_AS3

ADN 488-509 | TTGAACTACTTACACTCGGag 78

antisentido

de TIF_AS4

ADN 368-389 | TAACCTTCTTCCTCTCCTCHa 79

antisentido

de TIF_AS5

ADN 790-811 | GTCCTTCCCATCAGCTCTGGA 80

antisentido - ‘

de TIF_AS6
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ADN 1052- CGTAGCAGCACCAGGAATAG : 81
antisentido 1073

de TIF_AS7

ADN 1655- CAGCAG CTACaACTATAATAG 82
antisentido 1676

de TIF_AS8

180) En una realizacion, la com.posici()n herbicida incluye una mezcla de al menos dos de
los polinucledtidos de ARNbc de EPSPS mencionados anteriormente que tienen la SEQ
ID NOS: 63-70 y también al menos un polinucleétido que tiene una secuencia
esencialmente idéntica o complementaria & la secuencia del gen endégeno del factor de
iniciacion de traduccion (TIF) de palmera o a la secuencia del ARN transcrito a partir del
gen endégeno de TIF, tales como los proporcionados en la Tabla 10. En una realizacién
especifica, la composicion herbicida incluye una mezcla de los cuatro polinucledtidos de
ARNbc de EPSPS que tienen las SEQ ID NOS: 63-70 y un polinucleétido de ARN
bicatenario de TIF de 160 pares de bases que tiene la secuencia sentido de
UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAGAGGAGAGGAAGAAGGUUAUUGAUUCA
UUGGAUGAGGUAUUAGAAAAGGCCGAGAGAUUAGAAACGGCGAACUUACAAGCAGA
UAAUAGAAAGGAUAGCACAAAUGUAAAUAAACCGUCUCCGAGUGUAAGU (SEQ ID
NO. 73) y la secuencia antisentido de
ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGCUAUCCUUUCUAUUAUCUGCU
UGUAAGUUCGCCGUUUCUAAUCUCUCGGCCUUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAUC
AAUAACCUUCUUCCUCUCCUCUACAUUAUCCAAUUUCCCAUUACUCGAA (SEQ ID
NO. 74).

181) En algunas realizaciones, los polinucledtidos se disefian para regular multiples genes
objetivo, que resultan en un efecto sinergisitico sobre la actividad herbicida. Por ejemplo,
se obtuvo un efecto sinergisitico sobre la actividad herbicida mediante el tratamiento de
una planta con polinucleétidos disefiados para suprimir un factor de iniciacion de
traduccion (TIF) y la 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) con posterior
tratamiento con el herbicida glifosato no polinucleotidico.

182) Los polinucledtidos indicados en la Tabla 11 se produjeron mediante sintesis o
mediante transcripcion in vitro.
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Tabla 11

#

Nombre Comentarios Secuencias nucleotidicas
DT [1] Sentido: CUACCAUCAACAAUGGUGUCCAUAC
ARNbc de '
(SEQ ID NO. 83)
EPSPS de
Antisentido:
palmera con dos
» GUAUGGACACCAUUGUUGAUGGUAGUA (SEQ ID
o NO. 84)
desoxirribonucle
DT [2] 6tidos (en texto Sentido: AGUUGGUGGGCAAUCAUCAAUUGTT
en negrita (SEQ ID NO. 85)
subrayado) en el Antisentido:
extremo 3’ de la IMACAAUUGAUGAUUGCCCACCAACUCU (SEQ ID
cadena sentido NO. 86)
IDT [3] (25 mer) y un Sentido: GGUCGACAACUUGCUGUAUAGUGAT
excedente de 2 | (SEQ ID NO. 87)
nucleétidos en el} Antisentido:
extremo 3’ de la | AUCACUAUACAGCAAGUUGUCGACCUC (SEQ
cadena ID NO. 88)
antisentido (27 |- -
IDT [4] Sentido: UGCAAGGUCACCUGGACAGAGAATA
mer);
) (SEQ ID NO. 89)
sintetizados
Antisentido:
guimicamente
UAUUCUCUGUCCAGGUGACCUUGCAAC (SEQ
mediante IDT
ID NO. 90)
IDT [5] ARNbc de Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAU (SEQ ID
EPSPS de NO. 91)
palmera (21 Antisentido. AUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU
mer) con (SEQ ID NO. 92)
extremos
Tomos;
sintetizado

quimicamente

mediante IDT
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IDT romo [1] 1S-Antisentido
GUAUGGACACCAUUGUUGAUGGUAGUA (SEQ ID
NO. 93)
1S-Sentido
UACUACCAUCAACAAUGGUGUCCAUAC (SEQ ID
NO. 94)
IDT romo [2] 2S-Antisentido
ARNbC de AAUAAUUGAUGAUUGCCCACCAACUCU (SEQ ID
EPSPS de NO. 95)
palmera (27 2S-Sentido
mer) con IAGAGUUGGUGGGCAAUCAUCAAUUAUU (SEQ
extremos iD NO. 96)
IDT romo [3] | romos; 3S-Antisentido
sintetizado a AUCACUAUACAGCAAGUUGUCGACCAC (SEQ
través de ID NO. 97)
transcripcion 3S-Sentido
T7 in vitro GUGGUCGACAACUUGCUGUAUAGUGAU
(SEQ ID NO. 98)
IDT romo [4] 4S-Antisentido
UAUUCUCUGUCCAGGUGACCUUGCAAC (SEQ
IC NO. 99)
4S-Sentido
GUUGCAAGGUCACCUGGACAGAGAAUA (SEQ
ID NO. 100)
30H [1] ARNbc de 1S-Antisentido
EPSPS de gGUAUGGACACCAUUGUUGAUGGUAGUAC
palmera (27 . |[(SEQID NO. 101)
mer) con 15-Sentido
excedentes en |GCUACCAUCAACAAUGGUGUCCAUACCAC (SEQ
3; sintetizado a [ID NO. 102)
30H [2] través de 2S-Antisentido
transcripcion  JgAAGAAUUGAUGAUUGCCCACCAACUCAC (SEQ
T7 in vitro

ID NO. 103)
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2S-Sentido

GAGUUGGUGGGCAAUCAUCAAUUAUUCAC
(SEQ ID NO. 104)

30H [3] 3S- Antisentido
gAUCACUAUACAGCAAGUUGUCGACAC (SEQ
ID NO. 105)
3S-Sentido
GUCGACAACUUGCUGUAUAGUGAUCAC (SEQ
ID NO. 106)
30H [4] 4S-Antisentido
| gUAUUCUCUGUCCAGGUGACCUUGCACAC
(SEQ ID NO. 107)
- 4S-Sentido
GUGCAAGGUCACCUGGACAGAGAAUACAC
(SEQ ID NO. 108)
IDT HP [1] | Cadena simple |1S-
de ARN de GUAUGGACACCAUUGUUGAUGGUAGUAGAAAU
EPSPS de IACUACCAUCAACAAUGGUGUCCAUAC (SEQID
palmera NO. 109)
IDT HP 2] disefiada para 3.
autohibridarse |\ AUAAUUGAUGAUUGCCCAGCAACUCUGAAAAG
en una AGUUGGUGGGCAAUCAUCAAUUAUU (SEQ ID
horquilla, que NO. 110)
contiene una
IDT HP [3] _ 3S-
secuencia
o AUCACUAUACAGCAAGUUGUCGACCACGAAA
antisentido en
GUGGUCGACAACUUGCUGUAUAGUGAU
elbazo 5’ y una ‘
, (SEQ ID NO. 111)
secuencia ,
antisentido en
, 4S-
IDT HP [4] el brazo 3', con

un bucle
tetranucleotide

intermediario

UAUUCUCUGUCCAGGUGACCUUGCAACGAAA
GUUGCAAGGUCACCUGGACAGAGAAUA (SEQ
ID NO. 112)
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GAAA;
sintetizada

gquimicamente

mediante IDT
[TIF] Sentido:
UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAGAGG
AGAGGAAGAAGGUUAUUGAUUCAUUGGAUGAG
ARNDc de factor GUAUUAGAAAAGGCCGAGAGAUUAGAAACGGCG
de iniciacion de  |JAACUUACAAGCAGAUAAUAGAAAGGAUAGCACA
traduccion (TIF)  |JAAUGUAAAUAAACCGUCUCCGAGUGUAAGU
de palmera (160 |(SEQ ID NO. 73)
mer) sintetizado a |Antisentido:
través de ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUACAUUUGU
transcripcion T7 in[GCUAUCCUUUCUAUUAUCUGCUUGUAAGUUCG
vitro CCGUUUCUAAUCUCUCGGCCUUUUCUAAUACCU
CAUCCAAUGAAUCAAUAACCUUCUUCCUCUCCU
CUACAUUAUCCAAUUUCCCAUUACUCGAA (SEQ
ID NO. 74)
[ddATPasa] Sentido:

ARNbc de
ATPasa
dependiente de
ADN de palmera
(ddATPasa) (168-
mer) sintetizado a
través de
transcripcion T7 in

vitro

GAUCACAAAUUUGCCGGUUUAUGAUCAAAUACG
GAACAUAAGACAGAUACACUUGAACACCAUGAU
UCGCAUUGGGGGUGUGGUUACUCGUCGUUCUG
GAGUAUUCCCUCAGUUGAUGCAGGUGAAGUAU
GACUGCAAUAAAUGUGGGGCUAUCCUGGGUCC
CUUUUU (SEQ ID NO. 113)

Antisentido: ‘
AAAAAGGGACCCAGGAUAGCCCCACAUUUAUUG
CAGUCAUACUUCACCUGCAUCAACUGAGGGAAU
ACUCCAGAACGACGAGUAACCACACCCCCAAUG
CGAAUCAUGGUGUUCAAGUGUAUCUGUCUUAU
GUUCCGUAUUUGAUCAUAAACCGGCAAAUUUGU
GAUC (SEQ ID NO. 114)
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183) Las soluciones de los polinucledtidos se prepararon y aplicaron a las hojas de

palmera amaranto utilizando los protocolos descritos en la Tabla 12.

Tabla 12

Numero de Protocolo
protocolo
(descripcion)
1 1. Aplicar una mezcla de polinucledtidos en 1% de Silwet L-77,
(1 etapa - 2% de sulfato de amonio en 10 milimolares de solucion
aplicacion amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 (o solucién
manual) amortiguadora testigo de 1% de Silwet L-77, 2% de sulfato de
amonio.en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato
de sodio, pH 6,8) mediante pipeteo manual
2. 48 o0 72 horas después, pulverizacion de glifosato (“2X
Wmax” 0 1682 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida marca Roundu;@ WeatherMAX®) mediante
pulverizador comun (10 galones/acre)
2 1. Pulverizar una mezcla de polinucledtidos en 1% de Silwet L-
(1 etapa - 77, 2% de sulfato de amonio en 10 milimolares de solucion

pulverizador)

amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 (0 solucién
amortiguadora testigo de 1%-de Silwet L-77, 2% de sulfato de
amonio en 10 milimolares de solucion amortiguadora de fosfato
de sodio, pH 6,8) mediante pulverizador Milli

2. 48 o 72 horas después, pulverizacién de glifosato (“2X
Wmax” o 1682 g de equivalente &cido por hectarea de
herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) mediante

pulverizador comun (10 galones/acre)

3
(2 etapas -
aplicacion

manual)

1. Pulverizacion de 1% de Silwet como en la 12 etapa mediante
pulverizador comun o pulverizador Milli;

2. Aplicar una mezcla de polinucleétidos en 1% de Silwet L-77,
2% de sulfato de amonio en 10 milimolares de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 (o solucion
amortiguadora testigo de 1% de Silwet L-77, 2% de sulfato de

amonio en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato
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de sodio, pH 6,8) mediante pipeteo manual

3. 48 0 72 horas después, pulverizacién de glifosato (“2X
Wmax” o 1682'g de equivalente acido por hectarea de
herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) mediante
pulverizador comun (10 galones/acre)

4
(2 etapas -

pulverizador)

1. Pulverizacioén de 1% de Silwet como en la 12 etapa mediante
pulverizador comin o pulverizador Milli;

2. Pulverizar mezcla de polinucleétidos en 1% de Silwet L-77,
2% de sulfato de amonio en 10 milimolares de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 (o solucion
amortiguadora testigo de 1% de Silwet L-77, 2% de sulfato de
amonio en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato
de sodio, pH 6,8) mediante pulverizador Milli

3. 48 0 72 horas después, pulverizacién de glifosato (“2X
Wmax” o 1682 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) mediante

pulverizador comun (10 galones/acre)

5
(mezcla en

tanque)

Pulverizar mezcla de polinucleétidos en 1% de Silwet L-77, 2%
de sulfato de amonio en 10 milimolares de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6,8 que contiene
glifosato a 1682 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida_ marca Roundup® WeatherMAX® (o solucién
amortiguadora testigo de 1% de Silwet L-77, 2% de sulfato de
amonio en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato
de sodio, pH 6,8, que contiene glifosato a 1682 g de
equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX®) mediante pulverizador Milli.
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184) Las combinaciones de polinucledtidos se evaluaron tal como se indica en la Tabla

13.
Tabla 13
Polinucleéti | SEQ ID | Protocolo Cantidad Total de Cantidad | Resultad
dos NO, aplicada de | polinucleoti de os**
aplicados cada dos copias
en polinucleéti | aplicados de
combinacio do (g/acre) (g/acre) EPSPS*
n
IDT [1] 83,84, 1 0,29 0,87 112 75% de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 (27
' DDT)
IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,4 112 100% de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 (27
[TIF] 73,74 0,50 DDT)
DT [1] 83,84, 1 0,29 1,37 112 11,2%
IDT [3] 87,88 0,29 de
IDT [4] 89,90 0,29 enanism
[ddATPasa] | 113,114 0,50 0
(27
DDT)
IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,87 112 100% de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 27
[TIF] 73,74 0,50 DDT)
[ddATPasa) | 114,114 ' 0,50
IDT [1] 83,84, 1 0,29 1,2 112,36 | 0%
IDT [2] 85,86 0,29 testigo
IDT [3] 87,88 0,29 (11
IDT [4] 89,90 0,29 DDT);

0%

testigo
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(31

DDT)

IDT [1] 83,84, 1,4 5,8 112,36 | 0%

IDT [2] 85,86 1,4 testigo

IDT [3] 87,88 1,4 (11

IDT [4] 89,90 1,4 DDT);
15% de
enanism
)
(31
DDT)

IDT [1] 83,84, 2,9 12 112,36 | 0%

iDT [2] 85,86 2,9 testigo

IDT [3] 87,88 2,9 (11

IDT [4] 89,90 2,9 DDT);
35% de
enanism
o
(31
DDT)

IDT [1] 83,84, 5,8 23 112,36 | 51% de

IDT [2] 85,86 5,8 enanism

IDT [3] 87,88 58 o

IDT [4] 89,90 5,8 (11
DDT);
100% de
enanism
o (31
DDT)

IDT [1] 83,84, 0,29 1,2 33, 54 9% de

IDT [2] 85,86 0,29 enanism

IDT [3] 87,88 0,29 o
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IDT [4] 89,90 0,29 (6 DDT)
IDT [1] 83,84, 5,8 23 33, 54 100% de
IDT [2] 85,86 5,8 muerte
IDT [3] 87,88 5,8 (6 DDT)
IDT [4] 89,90 5,8
IDT [1] 83,84, 0,29 0,87 33, 54 20% de
IDT [3] 87,88 0,29 enanism
IDT [4] 89,90 0,29 0
(6 DDT)
IDT [1] 83,84, 5,8 17 33, 54 100% de
IDT [3] 87,88 5,8 muerte
IDT [4] 89,90 5,8 (6 DDT)
IDT [5] 91,92 6,29 0,29 34, 36, 14,1%
54 de
enanism
o}
(22
DDT)
IDT [5] 91,92 29 29 34, 36, 100% de
54 muerte
(22
DDT)
IDT [1] 83,84, 2,9 12 34, 36, 100% de
IDT [2] 85,86 29 54 muerte
IDT [3] 87,88 2,9 (22
IDT [4] 89,90 2,9 DDT)
IDT [1] 83,84, 2,9 14 34, 36, 100% de
IDT [2] 85,86 2,9 54 muerte
IDT [3] 87,88 2,9 (22
IDT [4] 89,90 29 DDT)
IDT [5] 91,92 29
IDT [1] 83,84, 29 8,7 34, 36, 100% de
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IDT [3] 87,88 29 54 muerte
IDT [4] 89,90 2,9 (22
| DDT)
IDT [1] 83,84, 2,9 12 34, 36, 100% de
IDT [3] 87,88 2,9 54 muerte
IDT [4] 89,90 2,9 (22
IDT [5] 91,92 2,9 DDT)
IDT [5] 91,92 0,29 0,29 33, 54, 71% de
55 enanism
o}
(18
DDT)
IDT [5] 91,92 2,9 2,9 33, 54, 100%
55 de
muerte
(18
DDT)
IDT [1] 83,84, 10,29 1,4 33, 54, 100%
IDT [2] 85,86 0,29 55 de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 (18
IDT [5] 91,92 0,29 DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29 1,2 33, 54, 100%
IDT [2] 85,86 0,29 55 de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 (18
DDT)
IDT HP [1] 109 0,29 1,2 16, 33 100%
IDT HP [2] 110 0,29 de
IDT HP [3] 111 0,29 muerte
IDT HP [4) 112 0,29 (18
DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29 1,2 16, 33 100%




Y

IDT [2] 85,86 0,29 de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 (18
DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29 0,87 16, 36 100%
IDT [3] 87,88 0,29 de
IDT [4] 89,90 0,29 muerte
(18
DDT)
IDT [1] 83,84, .5,8 17 16, 36 100%
IDT [3] 87,88 5,8 de
IDT [4] 89,90 5,8 muerte
(18
DDT)
IDT [1] 83,84, 29 87 16, 36 100%
IDT [3] 87,88 29 de
IDT [4] 89,90 29 muerte
(18
DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29 1,1 16, 36 100%
IDT [2] 85,86 0,29 de
IDT [3] 87,88 0,29 muerte
IDT [4] 89,90 0,29 (18
DDT)
3-0H [1] 101,102 No 22-26 16 100% de
3’-0OH [2] 103,104 correspond | microlitros muerte
3-OH [3] 105,106 e (en (10
3'-OH [4] 107,108 volumen) DDT)
IDT romo 93,94 0,29 1,1 16 75% de
(1] 95,96 0,29 muerte
IDT romo 97,98 0,29 (10
(2] 99,100 0,29 DDT)

IDT romo

(3]
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IDT romo
[4]
IDT romo 93,94 5,8 23 16 100% de
[1] 95,96 5,8 muerte
IDT romo 97,98 5,8 (10
[2] 99,100 58 DDT)
IDT romo
(3]
IDT romo
(4]
IDT [1] 83,84, 29 87 16 34% de
IDT [2] 85,86 29 enanism
IDT [3] 87,88 29 o
(14
DDT)
IDT [2] 85,86 29 87 16 48% de
IDT [3] 87,88 29 enanism
IDT [4] 89,90 29 0
(14
DDT)
IDT [1] 83,84, 29 87 16 25% de
IDT [2] 85,86 29 enanism
IDT [4] 89,90 29 0
(14
DDT)
IDT 1] 83,84, 29 58 16 44% de
IDT [4] 89,90 29 enanism
0
(14
DDT)
IDT [3] 87,88 29 58 16 41% de
IDT [4] 89,90 29 enanism

o
(14-
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DDT)

IDT [2]
IDT [4]

85,86
89,90

29
29

58

16

40% de
enanism
0

(14
DDT)

DT [1]

83,84

29

29

16

51% de
enanism
0

(13
DDT)

DT [2]

85,86

29

29

16

0%
testigo
(13
DDT)

IDT [3]

87,88

29

29

16

51% de
enanism
0

(13
DDT)

IDT [4]

89,90

29

29

16

51% de
enanism
o}

(13
DDT)

IDT 1]
IDT [2]
IDT [3]
IDT [4]

83,84,
85,86
87,88
89,90

29
29
29
29

116

16

75% de
muerte
(13
DDT)

*cuando se indica mas de una cantidad de copias, las plantas tratadas eran una mezcla

de cantidades de copias

**DDT = dias después del tratamiento; “0% testigo” significa que no se observaron

diferencias entre las plantas tratadas y las testigo; el % de enanismo se calcula como [100
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- (promedio de altura de las plantas de prueba/promedio de altura de las plantas

testigo)*100]

185) Se disenaron secuencias polinucleotidicas de ARN bicatenario de 25 mer para la

supresion del gen TIF en Amaranthus palmeri tal como se indica en la Tabla 14.

Tabla 14
Nombre Secuencia SEQ ID NO:
TIF_ARNbc1 antisentido: 115
5'-UUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAU-3!
sentido: 116
5'-AUUCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAA-3’
TIF_ARNbc2 antisentido: 117
5'-UAUCUGCUUGUAAGUUCGCCGUUUC-
3
sentido: 118
5'-GAAACGGCGAACUUACAAGCAGAUA-3'
TIF_ARNbc3 antisentido: 119
5'-GGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGC-
3
sentido: 120
5'-GCACAAAUGUAAAUAAACCGUCUCC-3'
TIF_ARNbc4 antisentido: 121
5'-UAUUUACAGGUUUACCAUUGGUUGA-3
sentido: 122
| 5'-UCAACCAAUGGUAAACCUGUAAAUA-3'

186) Los polinuclettidos de ARNbc de TIF de 25 mer se evaluaron en palmera amaranto

resistente a glifosato con alta cantidad de copias (112) y baja cantidad de copias (16) de

EPSPS.

187) Las plantas con afta cantidad de copias se trataron con una mezcla de 4 ARNbc
cortos de EPSPS (ARNbc 1 corto, ARNbc 3 corto, ARNbc 4 corto, tales como se
describieron en el Ejemplo 1 y IDT [5] (SEQ ID NOS:91-92 tales como se describieron en
la Tabla 11) a 11,5 gramos/acre y un ARNbc de TIF individual a 5,8 gramos/acre o con

cada ARNbc de TIF individual de 25 mer a 5,8 gramos/acre; las soluciones de
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polinucledtidos se formularon en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato de
sodio (pH 6,8) que contenia 2% de sulfato de amonio y 1% de Silwet L-77. Treinta
minutos después del tratamiento con polinucledtidos, las plantas se pulverizaron con
glifosato (1682 g de eduivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX®) o no..

188) Las plantas con baja cantidad de copias se trataron con una mezcla de 4 ARNbc
cortos de EPSPS (ARNbc 1 corto, ARNbc 3 corto, ARNbc 4 corto, tales como se
describieron en el Ejemplo 1 y IDT [5] (SEQ ID NOS:91-92 tales como se describieron en
la Tabla 11)) a 0,23 grams/acre un ARNbc de TIF individual a 5,8 gramos/acre o con cada
ARNbc de TIF individual de 25 mer a 5,8 gramos/acre; las soluciones de polinucleétidos
se formularon en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fosfato de sodio (pH 6,8)
que contenia 2% de sulfato de amonio y 1% de Silwet L-77. Treinta minutos después del
tratamiento con polinuclettidos, las plantas se pulverizaron con glifosato (1682 g de
equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) o no.
189)Los resultados se muestran en las Figuras 31 y 32 y muestran que los polinucleétidos
de TIF potencian la actividad de los polinucleétidos de EPSPS y que los polinucleétidos
de TIF tienen actividad herbicida propia.

Ejemplo 27 _ _

190) Los aspectos de la invencion incluyen composiciones polinucleotidicas y métodos de
uso para potenciar la actividad de un herbicida no polinucleotidico en una planta. Por
ejemplo, una composicién polinucleotidica disefiada para regular un gen dirigido a un
herbicida o un gen-de desactivacion de un herbicida o un gen de respuesta a estrés o una
combinacion de dichos genes objetivo, se aplica a una maleza o a una planta espontanea,
simultaneamente o posteriormente o antes de la aplicacion de un herbicida no
polinucleotidico (tipicamente un herbicida quimico convencional), resultando en la mejora
de la actividad del herbicida no polinucleotidico. La combinacion de una composicion
polinucleotidica con un herbicida no polinucleotidico (por ejemplo, un herbicida guimico
convencional) proporciona un efecto sinergistico, es decir, el efecto herbicida de la
combinacion es mayor que la suma del efecto herbicida de la composicion polinucleotidica
y el efecto herbicida del herbicida no polinucleotidico.

191) Se proporcionan ejemplos de herbicidas quimicos convencionales y sus genes
dirigidos al herbicida correspondientes en la Tabla 15.

4z



Tabla 15

v

Ejemplos de herbicidas

Gen objetivo (gen dirigido al herbicida)

Glifosato

5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS)

Lactofeno, flumioxazina, etc.

protoporfirinogen oxidase (PPO)

Mesotriona, isoxaflutol

4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenasa (HPPD)

Quizalofop, cletodim

acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa)

Norflurazona, clomazona

fitoeno desaturasa (PDS)

Glufosinato

glutamina sintasa (GS)

Rimsulfurén, clorsulfurén

acetolactato sintasa (ALS)

Atrazina, diurén, bromoxinilo,

metribuzina

proteina D1 de fotosistem Il (PSIl)

Dinitroanilina, pendimetalina

tubulina

Diclobenilo, isoxabeno

Celulosa sintasa

192) Se proporcionan ejemplos de herbicidas quimicos convencionales y sus genes de

desactivacion del herbicida correspondientes en la Tabla 16.

Tabla 16

/43

Ejemplos de herbicidas

Gen objetivo (gen de desactivacion del herbicida)

Acetoclor, metolaclor

glut_atic’m S-transferasa (GST)

Muchos incluidos los
herbicidas SU

Monooxigenasas incluidos citocromos P450 (ver, por
ejemplo, un citocromo P450 para conferir resistencia a
inhibidores de HPPD, benzotiadiazinonas,
sulfonilureas y otros clases de herbicides, descritas en
la publicacion de solicitud de patente de los Estados
Unidos 2009/0011936)

Tiazopir

esterasas (por ejemplo, esterasas implicadas en la

apoptosis o senescencia)

2,4-D, metribuzina,

glucosil transferasas; malonil transferasas

Glifosato, paraquat

Compartimentacion celular y genes de secuestro (por
ejemplo, transportadores ABC)
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Ejemplo 28

193) Este ejemplo ilustra un método para‘inducir la regulaciéon sistémica de un gen
objetivo endbgeno en una planta en crecimiento que incluye revestir topicamente hojas de
la planta en crecimiento con polinucledtidos que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos
contiguos en el gen objetivo endoégeno o en el ARN mensajero transcrito a partir de gen
objetivo endégeno, por los cual los polinucleétidos permean el interior de la planta en
crecimiento e inducen la regulacion sistémica del gen objetivo enddgeno.

194) Se disefiaron polinucledtidos de ARN bicatenario o ADNmc antisentido para los
genes dirigidos al herbicida 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), fitoeno
desaturasa (PDS), protoporfirina IX oxigenasa (PPQ), fenilalanina amoniaco liasa (PAL),
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa),
acetolactato sintasa (ALS) y glutamina sintasa (GS). Para cada gen dirigido a herbicida,
se aplico una solucién que contenia una mezcla de 8 polinucledtidos de ADNmc
antisentido en 2% de sulfato de amonio en 10 milimolares de solucién amortiguadora de
fosfato de sodio, pH 6,8, a una tasa de 2,32 g/acre con posterior aplicacion de 0,5% de
Silwet L-77 por pulverizacion (10 galones/acre). Los polinuclettidos evaluados y las

observaciones del fenotipo resultante se indican en la Tabla 17.
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Tabla 17
Gen Nombre Taman Secuencia SE Fenotipo
0 Q
(nt) ID
NO
EPS (Ver secuencias -- | EI ARNbc
PS proporcionadas en los aplicado
Ejemplos 1,9, 13, 14, 21, 26) tépicamente
con
posterior
aplicacioén
de glifosato
maté a
palmera
resistente a
glifosato
(hasta 60
copias de
EPSPS) en
7-10 dias
PDS | PDS 185 | GACGGAAACCCUCCAGAG | 12 | EI ARNbc
sentido AGGCUGUGCAUGCCUAUU aplicado
GUUAAACACAUCGAGUCA tépicamente
CUAGGUGGUGAAGUUAAA provoco el
CUUAACUCUCGUAUACAA fenotipo de
AAGAUUCAGUUGGACCAG blanqueado
AGUGGAAGCGUGAAGAGU- y enanismo
UUUUUGCUAAAUAACGGG y es
AGGGAAAUACGAGGAGAU sistémico.
GCCUAUGUUUUUGCCACC
CCAGU
PDS 185 | ACUGGGGUGGCAAAAACA | 12
antisentido UAGGCAUCUCCUCGUAUU
UCCCUCCCGUUAUUUAGC




AAAAAACUCUUCACGCUU
CCACUCUGGUCCAACUGA
AUCUUUUGUAUACGAGAG
UUAAGUUUAACUUCACCA
CCUAGUGACUCGAUGUGU
UUAACAAUAGGCAUGCAC
AGCCUCUCUGGAGGGUU
UCCGUC
PPO | PPO_OLIG 21 GTGATATTACCTCCAACAC | 12 | Los ADN
01 GAT 5 | ansentido
PPO_OLIG 21 ATAGTAAGCACAGGATCG | 12 | aplicados
02 GAG 6 | topicamente
PPO_OLIG 21 CTTTCAATCCACTGTCAAC | 12 | provocaron
03 CG 7 | enanismo
PPO_OLIG 21 ATCAAGCGTTCGAAGACCT | 12 |enel
04 CAT 8 | crecimiento
PPO_OLIG 21 CAGCAATGGCGGTAGGTA | 12 | vegetal.
05 ACA 9
PPO_OLIG 21 GCAATTGCCCGAATCCTTT | 13
06 TA 0
PPO_OLIG 21 TAGCTCAAtATCAAGGTCC | 13
o7 TA 1
PPO_OLIG 21 TCATAAGCACCCTCTATAC | 13
08 AC 2
PAL | PAL_OLIG 21 TTCTTAACCTCGTCGAGAT | 13 | Los ADN
C1 G 3 | ansentido
PAL_OLIG 21 ATACCCGAGTATCCTTGCA | 13 | aplicados
02 AA 4 | topicamente
PAL OLIG 21 TAGGGCCCACGGCCTTGG | 13 | provocaron
03 AGT 5 | enanismo
PAL_OLIG 21 AGCGGATATAACCTCAGCT | 13 |enel
04 AG 6 | crecimiento
PAL_OLIG 21 CTTCGTGGCCCAACGAAT | 13 | vegetal.
05 GAC 7
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PAL_OLIG 21 CAAGCTCGGGTCCCTGCT
06 . TGC 8
PAL_OLIG 21 GGAAGGTAGATGACATGA | 13
07 GTT 9
PAL_OLIG 21 GATGGCATAGTTACCACTG | 14
08 TC 0
HPP | HPPD_OLI 21 TCCGTAGCTTACATACCGA | 14 | Los ADN
D GO1 _ AG ' 1 | ansentido
HPPD_OLI 21 TCCAAGTGAATAGGAGAAA | 14 | aplicados
GO2 CA 2 | tépicamente
HPPD_OLI 21 AGCAGCTTCtgCGTCTTCTA | 14 | provocaron
GO3 C 3 | enanismo
HPPD_OLI 21 ACAGCACGCACGCCAAGA | 14 |enel
GO4 CCG 4 | crecimiento
HPPD_OLI 21 CGaTGTAAGGAATTTGGtA | 14 | vegetal.
GO5 AA 5
HPPD_OLI 21 CGAGGGGATTGCAGCAGA | 14
GO6 AGA 6
HPPD_OLI 21 GTAGGAGaATacGGTGAAG | 14
GO7 TA 7
HPPD_OLI 21 GACCCCAAGaAAATCGTCT | 14
GOo8 GC 8
ACC | ACCA_OLI |20 gtcttacaagggtictcaa 14 | EIADN
asa | GO1 9 ansentido
ACCA OLI |21 ATCTATGTTCACCTCCCTG | 15 | aplicado
GO2 TG 0 topicamente
ACCA OLI |21 ATAAACCATTAGCTTTCCc | 15 | provocod
GO3 GG 1 enanismo
ACCA_OLI | 21 TTtATtGgAaCAaGCGgAgTT |15 |enel
GO4 2 crecimiento
ACCA'_OLI 21 TATAGCACCACTTCCCGAT | 15 | vegetal.
GO5 AG 3
ACCA_OLI |21 GCACCACGAGGATCACAA | 15
GO6 GAA 4
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ACCA OLI |21 CCACCCGAGAAACCTCTC | 15
GO7 CAA 5
ACCA OLI | 21 CAGTCTTGaCGAGTGATTC | 15
GO8 CT 6
ALS | ALS- 22 gTTCTtCAGGgCTAAATCGG | 15 | Sin fenotipo
OLIGOf1 GA 7 significativo
ALS- 22 GTTCAAGAGCTTCAACGA | 15
OLIGO2 GAAC 8
ALS- 22 ATACAAACTCCAACGCGTC | 15
OLIGO3 | CAG 9
ALS- 22 CTCTTGGAAAGCATCAGTA | 16
OLIGO4 CCA 0
ALS- 22 CTAGAAAGATACCCACCCA | 16
OLIGO5 ATT 1
ALS- 22 ACTAGAATTCAAACACCCA | 16
OLIGO6 cce 2
ALS- 22 TTTCTGCTCATTCAACTCC | 16
OLIGO7 _ TCC 3
ALS- 22 TATGTATGTGCCCGGTTAG | 16
OLIGO8 | , CTT 4
GS ( [ GS_OLIGO | 21 TCATATCCAAGCCAGATCC | 16 | Sin fenotipo
gluta | 1 TC 5 significativo
mina [ GS_OLIGO | 21 TGCATCACACATCACCAAG | 16
sinta | 2 ‘ AT 6
sa) | GS_OLIGO |21 GTACTCCTGTTCAATGCCA | 16
3 TA 7
GS_OLIGO | 21 ATTGATACCAGCATAGAGA | 16
4 ' CA 8
GS_OLIGO |21 AGCAATTCTCTCTAGAATG | 16
5 _ TA 9
GS_OLIGO | 21 CATCATTCCTCATGGACTT |17
6 AG 0
GS_OLIGO | 21 CTCTCGTTGCCCTCTCCAT | 17

7

AA

4%
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GS_OUGO | 21 CAACGCCCCAGGAGAAAG | 17
8 : TTC 2

195) Se investigaron la actividad herbicida de los polinucleétidos de ADNmc que se

dirigen a las enzimas 4-hidroxifenilpiruvato (HPPD) y protoporfirinégeno oxidasa (PPO) y

" un factor de iniciacién de transcripcion (TIF) y su efecto sobre la actividad herbicida

cuando se usan en combinacién con los herbicidas mesotriona, fomesafen y atrazina en
palmera amaranto. Los polinucledtidos utilizados en este experimento eran 8
oligonucledtidos de ADNmc antisentido de HPPD (SEQ ID NOS:141-148), 8
oligonucledtidos antisentido de PPO (SEQ ID NOS:125-132) y 8 oligonucleétidos de
ADNmc antisentido de TIF (SEQ ID NOS:75-82, ver Ejemplo 26).

196) Se cultivaron plantas de palmera amaranto (Amaranthus palmeri) sensibles al
glifosato en macetas cuadradas de 4 pulgadas con mezcla para plantulas Sun Gro® Redi-
Earth que contenia 3,5 kg/metro clbico de fertilizante Osmocote® 14-14-14 en un
invernadero con un fotoperiodo de 14 h p y una temperatura diurna de 30 grados Celsius_
y una temperatura noctura de 20 grados Celsius. Se subregaron las plantas segun fue
necesario.

197) Las plantas de 10 a 15 cm de altura se pretrataron manualmente con 40 microlitros
(se trataron 4 hojés maduras completamente expandidas con 10 microlitros de solucion
por hoja en cada planta) de una solucién de solucién amortiguadora-tensioactivo (como
testigo; 0,5% de Silwet L-77 y 2% de sulfato de amonio) o una mezcla de solucion
amortiguadora-tensioactivo-polinupleétido de ADNmc de los$ oligonucledtidos antisentido
dirigidos a HPPD, PPO o TIF. Algunas plantas se dejaron sin tratamiento y se usaron
como testigos. Veinticuatro horas desptjés, las plantas sin tratamiento, las plantas
tratadas con solucién amortiguadora-tensioactivo y las plantas tratadas con solucion
amortiguadora-tensioactivo-ADNmc se trataron utilizando un pulverizador agricola
equipado con una boquilla 9501E y calibrado para administrar 93 litros de solucién por
hectarea con un inhibidor dé HPPD, mesotriona (4 libras de ingrediente activo por galén;)
0 con un inhibidor de PPO, fomesafen (2 libras de ingrediente activo por galén) o con un
inhibidor de Fotosistema Il, atrazina (30% de ingrediente activo) tal como se indica en la
Table 18. Se agregé concentrado de aceite de cultivo (CAC) a 1% a todos los
tratamientos con herbicida. Se usé una tasa baja de cada herbicida (mesotriona: 13 g por
acre, equivalente a 1/8X de la tasa de campo recomendada; fomesafen: 16 g por acre,

equivalente a1/22X de la tasa de campo recomendada; y atrazina: 170 g por acre,
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equivalente a1/8X de la tasa de campo recomendada), para poder detectar cualquier

mejora en la actividad herbicida mediante la mezcla oligonucleotidica.

Tabla 18
Tasa (gramos por
Numero de Ingrediente | hectarea de ingrediente
tratamientd Pretratamiento activo | activo)
Solucion
amortiguadora-
0 tensioactivo --
1 Sin tratamiento Mesotriona 13
Solucién
amortiguadora-
2 tensioactivo Mesotriona 13
Solucién

amortiguadora-
tensioactivo-ADNmc-
3 HPPD

Solucion

amortiguadora-

tensioactivo-ADNmc-

4 HPPD Mesotriona 13
5 Sin tratamiento Fomesafén 16
Solucién

amortiguadora-

6 tensioactivo Fomesafén 16

Solucién
amortiguadora-
tensioactivo-ADNmc-
7 PPO

Solucion

amortiguadora—
tensioactivo-ADNmc-
PPO Fomesafén 16

Sin tratamiento Atrazina 170
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Solucién
amortiguadora-
tensioactivo-ADNmc-
10 TIF

Solucién
amortiguadora-
tensioactivo-ADNmc-
11 TIF Atrazina 170

198) La altura de las plantas se determind cuatro dias después del tratamiento con
herbicida. Se recogieron los datos de un experimento con cuatro repeticiones por
tratamiento. Los resultados (expresados como altura de las plantas de palmera amaranto
segun fue afectada por la solucion de solucion amortiguadora-tensioactivo, ADNmc¢ y
combinaciones de tratamientos con herbicida) se mustran en la Tabla 19 y la Figura 33.
Las plantas tratadas con oligonucledtidos de ADNmc antisentido de HPPD,
oligonucleétidos de ADNmc antisentido de PPO y oligonucleétidos de ADNmc antisentido
de TIF exhibieron enanismo en el crecimiento, midiendo 125, 1583 y 115 mm,
respectivamente, mientras que las plants | tratadas con solucion amortiguadora-
tensioactivo (testigo) midieron 185 mm (Figura 33). El tratamiento con oligonuclettidos de
ADNmc antisentido de HPPD, oligonucleétidos de ADNmc antisentido de PPO y
oligonucledtidos de ADNmc antisentido de TIF respectivamente provocé una reduccion
del crecimiento de 32%, 18% y 38% con respecto al testigo con solucion amortiguadora-
tensioactivo.

199) No se observaron diferencias importantes en la altura de las plantas entre plantas
tratadas con solucion amortiguadora-tensioactivo y posteriormente con herbicida y plantas
tratadas solo con herbicida. Las plantas tratadas con oligonucledtidos de ADNmc
antisentido de HPPD y posteriormente con mesotriona exhibieron la mayor reduccién en
el crecimiento de la planta, midiendo 100 mm, una reduccién del 46% en comparacién con
las plantas tratadas con solucion amortiguadora-tensioactivo. Las plantas tratadas con
oligonucledtidos de ADNmc antisentido de PPO y posteriormente con fomesafen midieron
126 mm, un reduccién del 32% en comparacidn con las plantas tratadas con solucién
amortiguadora-tensioactivo. Las plantas tratadas con oligonucledtidos de ADNmc
antisentido de TIF y posteriormente con atrazina midieron 121 mm, un reduccion del 34%

en comparacion con las plantas tratadas con solucién amortiguadora-tensioactivo.
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Tabla 19
Tasa
(gramos
por
hectarea Altura
Numero de de de la
tratamient “Ingrediente { ingrediente | planta Error
o] Pretratamiento activo activo) {mm) estandar
Solucién
0 amortiguadora - - 185 15
1 Sin tratamiento Mesotriona 13 180 18
Solucién
2 a'mortiguadora Mesotriona 13 179 18
3 ADNmc-HPPD 125 19
4 ADNmc-HPPD Mesotriona 13 100 7
5 Sin tratamiento Fomesafén 23 158 12
’ Solucién
6 amortiguadora Fomesafén 23 139 10
7 ADNmc-PPO 153 20
8 ADNmc-PPO Fomesafén 23 126 6
9 Sin tratamiento Atrazina 170 146 19
10 ADNmc-TIF | 115 17
11 ADNmc-TIF Atrazina 170 121 16
Ejemplo 29

200) Este ejemplo ilustra las secuencias evaluadas de polinucledtidos ARN bicatenario

disefiadas para diferentes genes esenciales para determinar el efecto de la secuencia

evaluada en el fenotipo observable. Para cada gen esencial, se aplicé una solucion que

contenia el polinucleétido de ARNbc en 2% de sulfato de amonio en 10 milimolares de

solucién amortiguadora de fosfato de sodio, pH 6.8, a palmera amaranto a una tasa de

240 picomol por planta con posterior aplicacién de 0,5% de Silwet L-77 por pulverizaciéon

(10 galones/acre). Los polinucledtidos evaluados y las observaciones del fenotipo

resultante se indican en la Tabla 20.
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Tabla 20
Gen Nom i Tam Secuencia SEQ | Fenotipo
bre | afio iD
(nd) NO:
Factorde |senti | 160 | UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUG 73 | EI ARNbc
iniciacion | do UAGAGGAGAGGAAGAAGGUUAUUGAU aplicado
de UCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAAGGC tépicamen
traduccion CGAGAGAUUAGAAACGGCGAACUUACA te provoco
(TIF) AGCAGAUAAUAGAAAGGAUAGCACAAA enanismo
| UGUAAAUAAACCGUCUCCGAGUGUAAG enel
U crecimient
antis | 160 | ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUA 74 | ovegetal. .
entid CAUUUGUGCUAUCCUUUCUAUUAUCU
0 GCUUGUAAGUUCGCCGUUUCUAAUCU
CUCGGCCUUUUCUAAUACCUCAUCCAA
UGAAUCAAUAACCUUCUUCCUCUCCUC
UACAUUAUCCAAUUUCCCAUUACUCGA
A
ATPasa senti | 168 | GAUCACAAAUUUGCCGGUUUAUGAUCA | 113 | EI ARNbc
dependien | do AAUACGGAACAUAAGACAGAUACACUU aplicado
te de ADN GAACACCAUGAUUCGCAUUGGGGGUG topicamen
(ddATPas UGGUUACUCGUCGUUCUGGAGUAUUC te provocod
a) CCUCAGUUGAUGCAGGUGAAGUAUGA enanismo
CUGCAAUAAAUGUGGGGCUAUCCUGG enel
| GuCCCuuuuu , crecimient
antis | 168 | AAMAAAGGGACCCAGGAUAGCCCCACAU | 114 | o vegetal.
entid UUAUUGCAGUCAUACUUCACCUGCAUC
) AACUGAGGGAAUACUCCAGAACGACGA
GUAACCACACCCCCAAUGCGAAUCAUG
GUGUUCAAGUGUAUCUGUCUUAUGUU
CCGUAUUUGAUCAUAAACCGGCAAAUU
UGUGAUC |
Hidroxi-3- | senti | 200 | CUGAAGCUGGUGAAGGUGAAGAUGGA | 173 | Sin
Metilbut-2- | do CGAAUGAAAUCUGCGAUUGGAAUUGG fenotipo
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enil
difosfato
sintasa
(HMEDS)

GACCCUUCUUCAGGAUGGCUUGGGAG
AUACGAUCAGGGUGUCUCUAACAGAAC
CACCAGAAGAGGAGAUAGACCCUUGCA
GAAGGUUGGCAAAUCUUGGAACAAAAG
CAGCUGAAAUUCAGCAAGGAGUGGCA
CCAUUUGAAG

antis

entid

200

CUUCAAAUGGUGCCACUCCUUGCUGA
AUUUCAGCUGCUUUUGUUCCAAGAUU
UGCCAACCUUCUGCAAGGGUCUAUCU
CCUCUUCUGGUGGUUCUGUUAGAGAC
ACCCUGAUCGUAUCUCCCAAGCCAUCC
UGAAGAAGGGUCCCAAUUCCAAUCGCA
GAUUUCAUUCGUCCAUCUUCACCUUCA
CCAGCUUCAG o

174

significativ
o)

TF (FIE)
de
endosper
ma
indpendie
nte de
fertilizacio

n

senti
do

183

UCCCAUCAAAGUUCCCUACAAAAUAUG
UGCAGUUUCCUAUCUUCCUUGCCGCC
AUUCAUACAAACUAUGUUGAUUGUAC

AAGGUGGCUUGGUGAUUUUGUUCUUU
CUAAGAGUGUUGACAAUGAGAUUGUA
CUGUGGGAGCCAAUUAUGAAGGAGCA
AUCUCCUGGAGAGGGUUCAGUUGACA

175

antis

entid

183

UGUCAACUGAACCCUCUCCAGGAGAU
UGCUCCUUCAUAAUUGGCUCCCACAG
UACAAUCUCAUUGUCAACACUCUUAG

AAAGAACAAAAUCACCAAGCCACCUUG
UACAAUCAACAUAGUUUGUAUGAAUG

GCGGCAAGGAAGAUAGGAAACUGCAC
AUAUUUUGUAGGGAACUUUGAUGGGA

176

Sin fenotipo

significativo

subunidad
RPT5B de
26S
proteasom
ade
ATPasa

senti
do

143

UUGUGCUUAAAACAUCGACCAGACAG
ACAAUAUUUCUUCCUGUUGUUGGACU
AGUUGAUCCUGAUACGCUGAAACCUG
GUGAUUUAGUUGGUGUCAACAAAGAU
AGUUAUCUUAUCCUGGACACUCUGCC
GUCGGAAUAUGAU

177

Sin fenotipo

significativo




v

(RPTB)

antis

entid

143

AUCAUAUUCCGACGGCAGAGUGUCCA
GGAUAAGAUAACUAUCUUUGUUGACA
CCAACUAAAUCACCAGGUUUCAGCGU
AUCAGGAUCAACUAGUCCAACAACAG

GAAGAAAUAUUGUCUGUCUGGUCGAU
GUUUUAAGCACAA

178

ligasa 1
(LIG1)

senti
do

159

CGCUGCAGUUGGUGAAGUAGAUCCCG
GCAAGGGGAUUUCACUCCGGUUUCCA
CGUCUGGUUCGUAUCCGAGAGGAUAA
AUCUCCAGAGGACGCCACAUCAUCUG

AGCAGGUGGCGGAUAUGUACAGAUCU
CAAGCAAACAAUCCACACCGCAAAAAG
AG

179

antis

entid

159

CUCUUUUUGCGGUGUGGAUUGUUUG
CUUGAGAUCUGUACAUAUCCGCCACC
UGCUCAGAUGAUGUGGCGUCCUCUG
GAGAUUUAUCCUCUCGGAUACGAACC
AGACGUGGAAACCGGAGUGAAAUCCC
CUUGCCGGGAUCUACUUCACCAACUG
CAGCG

180

Sin fenotipo

significativo

ARNt
sintetasa
(tS)

senti
do

159

UAAAGAUGGCGGAAAAAUCGACUAUG

AUAAAUUGAUUGACAAAUUCGGCUGU

CAGCGACUUGAUUUAUCGCUCAUUCA
GAGAAUUGAGCGCAUCACUGCUCGUC
CUGCUCAUGUAUUUCUUCGCCGCAAC
GUUUUCUUCGCUCACCGUGAUUUGAA
UGA

181

antis

entid

159

UCAUUCAAAUCACGGUGAGCGAAGAA
AACGUUGCGGCGAAGAAAUACAUGAG
CAGGACGAGCAGUGAUGCGCUCAAUU
CUCUGAAUGAGCGAUAAAUCAAGUCG

CUGACAGCCGAAUUUGUCAAUCAAUU

UAUCAUAGUCGAUUUUUCCGCCAUCU
UUA

182

Sin fenotipo

significativo

[SS
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Proteasa
14
especifica
de
ubiquitina
(UBP)

senti
do

150

UGAAGCUGAUGCUGAAGGAAAGGAU
AUUGAUGCUAGUGAAGUAGUUCGCC
CAAGGGUGCCAUUAGAAGCUUGCCU
AGCUAGCUACUCAGCUCCGGAGGAG
GUGAUGGACUUCUACAGCACUGCAU
UGAAGGCAAAGGCAACUGCUACAAA

183

antis

entid

150

UUUGUAGCAGUUGCCUUUGCCUUCA
AUGCAGUGCUGUAGAAGUCCAUCAC

CUCCUCCGGAGCUGAGUAGCUAGCU
AGGCAAGCUUCUAAUGGCACCCUUG

GGCGAACUACUUCACUAGCAUCAAUA
UCCUUUCCUUCAGCAUCAGCUUCA

184

Sin fenotipo

significativo

Serina
hidroximet
il
transferas
az2
(SHMT)

senti
do

155

ACACCUGCCCUAACAUCUCGGGGUU
UUCUCGAAGAAGAUUUUGUUAAAGU
GGCCGAGUAUUUUGAUGCUGCUGUU
AAGCUGGCUCUAAAAAUCAAGGCUGA
CACAAAAGGAACAAAGUUGAAGGACU
UCGUUGCCACCUUGCAGUCUGGUGU
uuu

185

antis

entid

155

AAAACACCAGACUGCAAGGUGGCAAC
GAAGUCCUUCAACUUUGUUCCUUUU
GUGUCAGCCUUGAUUUUUAGAGCCA
GCUUAACAGCAGCAUCAAAAUACUCG
GCCACUUUAACAAAAUCUUCUUCGAG
AAAACCCCGAGAUGUUAGGGCAGGU
GU

186

Sin fenotipo

significativo.

Metionina-
ARNt

ligasa/sint
asa (MtS)

senti
do

159

UGAACUACGAAGCAGGCAAAUUCUCC
AAAAGUAAAGGCAUUGGAGUUUUUG
GGAAUGACGCCAAGAAUUCUAAUAUA
CCUGUAGAAGUGUGGAGAUACUAUC
UGCUAACAAACAGGCCUGAGGUAUCA
GACACAUUGUUCACUUGGGCGGAUC
UUCAAG

187

Sin fenotipo

significativo.
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[ST

antis | 159 | CUUGAAGAUCCGCCCAAGUGAACAAU | 188
entid GUGUCUGAUACCUCAGGCCUGUUUG
o UUAGCAGAUAGUAUCUCCACACUUCU
ACAGGUAUAUUAGAAUUCUUGGCGU
CAUUCCCAAAAACUCCAAUGCCUUUA
CUUUUGGAGAAUUUGCCUGCUUCGU
AGUUCA

Ejemplo 30

201) Este ejemplo ilustra polinucledtidos disefiados para dirigirse a una regiéon de
homologia secuencial baja especifica y son Utiles, por ejemplo, para seleccionar un alelo
especifico de un gen objetivo o un gen de una especie especifica. Los polinucleétidos
disefiados para dirigirse é secuencias antisentidos son dtiles para regular ARN
antisentidos que participan en la regulacion génica, por ejemplo, regular ARN antisentidos
que que se procesan en ARNip en una via regulada por iARN. La Figura 34 muestra una
alineacion del promotor de locus 1 de PDS de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO:319) y
del promotor de locus 3 de PDS (SEQ ID NO:320); en el caso del locus 1 que contiene
multiples sitios de inicio de transcripcion, la secuencia promotora usada en esta alineacion

es la que tiene mas sitios de inicio de transcripcion en 5. Se descubrié que los genes

PDS1 y PDS2 de Nicotiana benthamiana tienen baja homologia secuencial en la region .

promotora pero alta homologia secuencial en la region sentido.

202) Los polinucleétidos disefiados para dirigirse a partes diferentes de los promotores de

PDS1 y PDS2 se muestran en la Tabla 21.



Tabla 21

V

Mezcla | Polinucl | Objetivo del promotor Secuencia SE | posicio
edtido QID| n/dir
NO.
2 HL419 | Motivo del promotor 1 TCCCATCTCCC | 189 590-
de PDS objetivo ACATGGGTTAC 567
TG
2 HL420 | Motivo del promotor 1 CAGTAACCCAT | 190 567-
de PDS objetivo GTGGGAGATGG 590
GA
S 2 HL421 | Motivo del promotor 1 GGCTGATGAAA | 191 557-
de PDS objetivo TTCAAGTGCTA 536
2 HL422 | Motivo del promotor 1 | AAACTGAGCTT | 192 | 517-
de PDS objetivo GGAAATAATC 497
2 HL423 | Motivo del promotor 1 | GAACCCAAAAT | 193 | 448-
| de PDS objetivo TGTCACTTTTT 427
3 HL424 | Motivo del promotor 1 ATGCACTTGTTT | 194 | 403-
de PDS objetivo ATACTCTTGTCA 438
3 HL425 | Motivo del promotor 1 ATTTATTAGTGT | 195 357-
de PDS objetivo TCTAAAGAA 337
3 HL426 | Motivo del promotor 1 TGTAGTAGCTT | 196 287-
de PDS objetivo ATAAGATTAGCT 264
T
3 HL427 | Motivo del promotor 1 GTTGTCCCTTIT | 197 240-
de PDS objetivo ATGGGTCTTT 183
3 HL428 | Motivo del promotor 1 CCCGTGCAATT | 198 | 86-66
de PDS objetivo TCTGGGAAGC
5 HL429 | Motivo del promotor 2 ATTAGTTTTTTA | 199 | 1313-
de PDS objetivo TACACGAAAGA 1336
T
| 5 HL430 | Motivo ael promotor 2 ATCTTTCGTGTA | 200 | 1336-
dé PDS objetivo TAAAAAACTAAT 1313
5 HL431 | Motivo del promotor 2 | TTGGTGGTTTG | 201 | 1291-
de PDS objetivo GCCACTTCCGT 1270
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HL432 | Motivo del promotor 2 TTITGTTTGCTAT | 202 | 1256-
de PDS objetivo TTAGCTGGA 1236
HL433 | Motivo del promotor 2 | CAATTTGCAGC | 203 | 1205
de PDS objetivo - AACTCGCACTG 1182
" | GA
HL434 | Motivo del promotor 2 | TCCCACCATTG | 204 | 1156-
de PDS objetivo GCTATTCCGAC 1135
HL435 | Motivo del promotor 2 CTGTCTCTCTTT | 205 | 1105-
de PDS objetivo TTAATTTCT. 1085
HL436 | Motivo del promotor 2 CCACTTTGCAC | 206 | 1056-
de PDS objetivo ACATCTCCCAC 1033
_ | -
HL437 | Motivo del promotor 2 GAGGATCCACG | 207 | 1016-
de PDS objetivo TATAGTAGTAG 995
HL438 | Motivo del promotor 2 | TTTAAATAAAGA | 208 889-
de PDS objetivo AATTATTTA 869
HL439 | Promotor 1 de PDS taatacgactcactata | 209
gggcttgagtttataac
gaagct
HL440 | Promotor 1 de PDS taatacgactcactata | 210
gggcttctaattttcaag
_ gacg
HL441 Promotori de PDS agctictaattttcaagg | 211 | Antisen
, “ acgata tido
HL442 | Promotor 1 de PDS gtcATGtgactccact | 212 | Antisen
' ttgattttg tido
HL443 | Promotor 1 de PDS ctcaattccgataaattt | 213 | Antisen
aagaaat tido
HL444 | Promotor 1 de PDS cgaagctattggaccg | 214 | Sentido
acctaattic
HL445 | Promotor 1 de PDS ggaattgagggcticc | 215 | Sentido
» ' ' cagaaattgc
HL446 | Promotor 1 de PDS ATGactttttgattggt | 216 | Sentido

gaaactaA
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4 HL447 | Promotor 2 de PDS taatacgactcactata | 217 | Sentido
ggtggaactccaacac
v acaaaaaatttc
4 HL448 Promotor 2 de PDS taatacgactcactata | 218 | Antisen
ggttgaaaaataatcat tido
aatttta '
4 HL449 | Promotor 2 de PDS gcataatatattgatcc | 219 | Antisen
ggtat ' tido
4 HL450 | Promotor 2 de PDS ctgaaagttcatacata | 220 | Antisen
| ggtactc tido
4 HL451 | Promotor 2 de PDS ggtactccaattttcagt | 221 | Antisen
atat tido
4 HL452 | Promotor 2 de PDS ctgaaaattggagtac | 222 | Sentido
CtATGIAT
4 HL453 | Promaotor 2 de l5DS ATGtATGaactttca | 223 | Sentido
gaatattatacc
4 HL454 | Promotor 2 de PDS taccggatcaatatatt | 224 | Sentido
ATGct

203) Se evaluaron seis combinaciones diferentes de polinucleétidos (1 nanomol/planta de
cada polinucleétido aplicado) tal como se indica en la Tabla 21 y se ilustra en la Figura 35
en plantas de Nicotiana benthamiana de 4 semanas usando un procedimiento similar al
descrito en el Ejemplo 12. Las soluciones polinucleotidicas se prepararon en 0,01% (v/v)
de Silwet L-77 y 2% (p/v) de sulfato de amonio en 5 milimolares de fosfato de sodio, pH
6,8. Se sumergieron dos hojas completamente expandidas por planta en solucion de
0,1% de Silwet L-77 preparada recientemente con H20 bidestilada durante pocos
segundos y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20
microlitros de solucion polinucleotidica a cada una de las dos hojas pretratadas. Las
plantas testigo positivo se trataron de forma similarl con un oligonucledtido de ADN
dirigido a un segmento conservado de la region sentido de PDS1 y PDS2; las plantas
testigo negativo se trataron de forma similar con un oligonucleétido de ADN disefiado para
silenciar la proteina verde fluorescente (GFP). Las seis combinaciones de polinuclettidos
disefiados para dirigirse a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2 indujeron el
silenciamiento sistémico en las plantas tratadas tal como se evidenci6 por el blanqueado.
El tratamiento con polinucledtidos de ARNbc o ADNbc de aproximadamente 200 bpy
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dirigidos a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2 también indujo el silenciamiento

sistémico en las plantas tratadas tal como se evidenci6 por el blanqueado.

204) Las siguientes secuencias gendmicas adicionales (incluidos el promotor y la

secuencia del intrén y exon transcrita) indicadas en la Tabla 22 se identificaron para los

genes de Amaranthus palmeri para uso en el disefio de polinucledtidos para aplicacion

Secuencia

SEQID
NO.

ttcaaaatgaatttaaaattatataaaaatcaatatggacacaagaccggatatc
aatccgacccgaaatagttgacttgaaatcaacctgatgacccgaatgaacac
ctctagttatcactaacaagggtcagattgcgtacatcaaacccctcaaatcctg
cttaggtgggagctigtcaatggcttaggggtaacgggaatgtgtgtgctatgtac
attgtgcaictaticttatgcttatttatgttgagttagttttititttggatcaaatataaa
gagcttaactttigtattttcttgatgtggtgtagtggtgatgaagatcaggctGAG
AGAATCTAAATTGGCCAAAATTCTGAGAGAACAAGAA
GTGAGTTCAGCCCTTCGTGCTGCTGGTGTTGGTGTGA
TTAGTTGCATCATACAGAGAGATGAAGGGCGAACTCC
GATGAGGCATTCATTCTATTGGTCAGCAGAAAAACAAT
ATTATAGTGAGGAGCCTTTACTACGTCATTTGGAACCC
CCTCTATCTATGTATCTCGAGCTGGtactagtctctgaaccgatt
gectttcttctgetttgttattitgtgtgatatttcgacttaagtctaatttacategttitgt
acatttgttatc '

225

topica:
Tabla 22
Nombrq
del gen
ACCH
ACC3

tittgcttttttactattatticcticttitcaaggatttgagttgtttattgctgactgcttect
atgtattacccatatgtctctgtataggcattacgggagctgtacctacaTCTAA
CTCCTATACAACGTGTGAATATTGCCCGGCATCCTAAT
CGCCCCACTTTTCTTGACCACGTATTCAGCATCACAG
AAAAGgttictgatttattataattttigtcatitgtattcactcttcaataaagtacat
ccattatcaatctttacggaggttgttcacacaacttcttgtttcattitgcataattAG
TTTGTGGAACTACATGGAGATCGTGCTGGTTATGATG
ACCCTGCTATAGTTACTGGCCTTGGTACGATAGATGG
TAGGCGTTATATGTTCATTGGTCATCAAAAGGGAAGAA
ATACGAAGGAAAATATTGCACGGAATTTCGGGATGCC
TACTCCTCATGGgtaaatgctttactataatgttttactitaatttaattaccta

226
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tgttatitaggatgaaaatgaatactiticttattactattacttaggttcctaatgcac
aaaaaccgtaattattaatgtaccctaatggaattaacacatggtaattaagctct
ccgctttgtgtaattaatccaattttttagagagtcaaatagttcaggttaaactaga

gcttitcatacccaaataataaaaccaagggtaaatttccaaaa

ACC4

atgtgatcaattaaagaaaaagtctaattatatgagcccgtctcacagtgacgg
agctatcatagagcccatggggtcacgtgcccttcggggtttttagaaaaaattc
aaagtatactttctattaataagagtaaaaatgtaaaattaatattaaactctitig
ataataaatactctctcactitagtaattitgtcttatttatttatittatctcatgtgtttaat
aaggtcagttgacttatittgttccattttcttttatggtatgccgtatttaaaattttage
aagtaaagataaaatagttgttaatcttacaaataaaactctatcgaaatticatc
cattagttaatgtccccaaaaagtccgaactacaaatcgaccactgtcatcacat
ggtgagatagtctcatataaaacgagttcagttattaaaggaaaataggaaac
acgaaacagttaatttaggcggggcctatgtattatccaaatgtgatactccagte
cacattactcagtccttccaattgaacagtiggcttaatctaccaagegegtggec
ataaatgcctctaacacttticaatctctcagataactctcacaccACTTATC
ATCACAATTCACAATTACTCTAATTCTTTTTATTCCTTT
CCATGTCGCTAATTTTCTACTGATTCAGGT Tttattctcagctt
ttatcaattttatttcatgctitttatgtcaatttcttgtttcgcattttgtcitccacttgetgt
ctgttttattaatcaattttgtatgattgttggaataattgtatgtatﬁttcatgattttcctc
ttatggaggticataatgtattgctagatttgtttactttcac

227

ACC5

aatttgagcgggaaaattttaatatcattaaatagtctttgctttagtatatagaata

gitaaaattaatagtcaaacttattgtaatagcatgcactaatctataataatcttat

cctgaaagctataataaaattataaaaaaatatatgtgaaaaactaatttgage

gggaaaatittaaccaagggctaacacgtatcattaaatagtctttactttagtata
tagaatgataattaacgatcataaaacaaaattgtcactttcagtagcaaactta

ca‘aaafgagcagagtacctcatatcataaaattgcttctttctcatttgttgtgttgct
ctcattttaggaGTTCATCGTTTATATCGTCGTCTTACCACTC
AATCACTTTTAGATTTATTAGTAGCACTTCCTCAATCTA
CAGCAGCAATTTCTACAGTTCAACAACCTC

228

ACC6

ggaaaatitacctagaataatccaatttattcgtgattitictacaaattccaacttca
aggggtatttgcctaaagtaattaaactiggataccccgatgacctgctatagta

gataatttaccagaaaattaaaaatgaaaattaatttaaaattagagaaaaatttt
gaaatttcatataaaaaatlitaaataataaaaaaaatataaattttittgaacatttt
attttaatctatcttitttgaaaaaataaaacttagttatagcaagtgatctggtcacc
gggtttactctaggaaaatatccctcaaagttgagattattcatggttaataaatag

229
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gtgagattattatagaaaaattacgaataaattggattattgttggtaatttttittica
aaactatccctaggaaggaccttattagtgatictcectctactttggaggagtata
ttgtggacttcccatcttccttaattgtattgtaacttttaactattgattcttitaaaaaa
aagaacttataaaattgtagggttaataaaatctaagattttatctaatttcactttg
attattccgatttigtattcacattattttaaatgacattcgtcaaataaaaaaaaata
gtttcattgcattccaatttigttgactagggggattaaagaaagaatagtatcaat
aatcgtaatgtagcaagtagtacaaaagaagtatatttcaatatgtcaaacttiga
tctegttgtaacttgtaattigtacgatgcggtgtgaatgacatacttcacctttttcatt
attttatactggtagtgacatgggattattattgcgatatitgcagtaatgaaaattttt
ttggtigttgctittacaaacaaaaattctaccgaatttttiattaatttaattcaacac
gttggtgttacccatgatttataggtctgggtccgcecactgctagcetaacattaaac
aatttaacaaactcaatacaccaacctaaaaataaaatttttttggccataattttt
agaattitagtitttaaacattatatttgggaatttittticcttttatatatataaaataaa
aaaaaafccaaaaaaggggacacacattaatacacacttgaaagcatcgat
gatatcgaagaaaaaccagatggggtgcccaattatcttcgtctccttcgatatta
tcgaattcattaacaacattatatcaaaaaccaacCAAATTACCAACTT
TCGAAACCAATATTCGCCGTATTTTTCTCTATTCAACA
ATCCCTACAATGGCGGCATTGCCAGCTTCTTCTTCTC
CTGCAATTTCGGAATCACCCACTTGCAATTTTCTTCCT
ATTCAAAAAATCACTACCACTCGCTTTCTAAGGTTTCA
TTCGGTTTTACTCCCAAGCCTAAATTTGGCCTTTTCTC
CAAGgtttatittctatctcttititaatiggttaatcaattggattgttgaatttitcagg
gtttaacggtataatatitgtgggtttittcgagtacattctgggtttgtagtattggattt
ggcattgcttttaattttigagatigggttttttgggttttatttggttcttgtgattcaaggt
tattgatttgctgcattaaactgtatttatggaatgatgtcaattaactgttacattaca
ttgctttatggttticatcatgctgattagtgattactgtgtttgaatctcttgcttctctat
gtactatttaatctgatacaacaagtacaacctagaaaacaggttaaagggaa
atctataagcttagtaaattaacacttgaaagaagctaatgacggagagaggg
gtctttttggagaaggcagttttcatattattgctcagttctctagtgcagctitacttca
cttagacactcttaagtagaggtcataggtgttcagaatagatccaaagacceg
atatitaccggactttgtaaacaacttaacccgacttcaaaatgaatttacaatcat
ataaaagcaatatggacttaaaccgattitgaaccgaccttgaccggttgatccg
aatgaatgcctctactcttaagcétgtcaactgtaatatgaaatagaattataatat
aaactaagttcatgttticticaactacaaatgaaattttatgacccaaataatgtgt

gaatacccccagcaataggttgaatggcatttagticagttgattttagcagacca
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catctgccctcatattccattgticagtttagttgttagtagctgtacataatagacta
attaagttgtcattitgatccatgttatggttgtctgggataaacggatiggaattgta
taataaaagtttgggttagtitattitgctctaggaggggttatgtcatatgtgcactct
gttggcaacccgacaatgcaaaacattttcatacttggtacgtigttgegtgttttgt
gcccttcgtattttgtaactgttgatgaatgtgtaaaaatatactacatgatcatatg
ctagtaggtcticttcacctagtaaagaaattttictaacacgagaagttcaaaac
atattcccattaccattatccaacatcagtacccgagtccaagtaacatagggtg
tccctttatgatagtataagaattggtgcatgaaaaacgegtgattgtagcgagg
atagtaggcgggagaggtacaggatitgaaaattttgaattigctaaaacgctatc
aggatcttgtttttcttactttgatgttgcttttttgaaatttgatccaaattgttaaattatt
gagactaattccigtigatcetgtegtgaacttgtAGAATCTTTCAGGCC
GCATTCTCACAGTGAAGGCTCAATTAAACAAGGTGagtc
titttttgtcttaactcttatgcagttcattatctcttctactgatgagaaaaccactatit
ggcctaatictaatttcctictaggttgc TTTGGATGGTTCAAATCATG
CTCCATCACCTTCGCACGAAAAATCTGGGCTACCAGC
CCAAGAAAAGAAGAACGATGAGCCGTCTAGTGAATCT
TCTCCTGCAGCATCAGTGTCTGAAGAACGAGTCTCCG
AATTCTTGAGCCAAGTTGCCGGTCTTGTCAAgtatgtaaca
ttctttattttcattcttccacacéctcgcaatttggataacgagatgtctttagagac
gtctggggaacaagggagaaatgagtctagaggttgctagagagaacgaga
taaatactaatatatatgaatatttcataatccacattaaaaaaatacaattgaattt
gcattatggtgaactaccaaagaatcgaatattttttaatactccatgttttgtggtct
agACTTGTGGATTCTAGAGACATTGTAGAGTTGCAATT
AAAACAACTGGACTGTGAGATATTGATCCGCAAGCAG
GAAGCTATTCCTCAACCACAAATTCCTAATCCTACACA
TGTCGTTGCAATGCAACCACCACCACCTGCTGTAGCG
TCTGCCCCAGCTCCCGTCTCTTCACCAGCCACTCCTC
GTCCTGCGTTACCTGCCCCAGCGCCTGCTGCCACGT
CAGCTAAGCCATCACTTCCACCTCTCAAGAGCCCTAT
GTCAGGCACATTCTACCGTAGTCCAGCTCCTGGCGAG
CCGCCTTTCGTGAAGGTaagtgtataccccttititagtgttgtatttctgt
gttatatcaatl’fttgcattttgfgaagctgaaaataaatctrtcattttccatAGGT
TGGAGATAAAGTTAAGAAAGGACAAGTCATATGCATTA
TCGAGGCTATGAAGTTGATGAATGAAATCGAGGtacgtat
gttattgctttaaacttcatgccttaggbcgtgaagtt
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ALS1

acaaaaagcacaaattcaataatatactctttaagttigtttatcttctaattagttcg
gttaaaacggttccccactticttctcegactctcacaattatcttcecctatteattitt
cttccacccetetctaatggeggctGTTTCCTTCAATATCAATGGTG
GAAAGATTGGAACTTTATGTTCAAGACACGAATTCGTT
TGTGGGTTTGTAAGAAAATTTCATTTTAGAACTCATAC
TTCTATATTI'GAAAAACATATGCCAAAAACTTCAAGGTT
TAAAGCAATGGAAGTTTCTGCAAATGCAACAGTAAATA
TAGTTCCTGTTTCAGCTCATTCTAGGtaattttatttctcgaaaat
ticcgatttacaattaaattaatctigtitigtaggtaatgaatigcagaagaaatag
atggattcttatttgtttéttggtatttgtttataaatttttgtttatattagtttctgaattgtg
attattcigattgtatgtcaaggmaggttgttattaataaatgtaaattggattgattg
aagttgcaataaggtgatggcgtgatgctgattgtigtaaatttt

230

ALS2

caacaatgagaatttagaatccatatcaatcttgatattcaagggtatttaagtaat
taaagaacaaccattgttaagcgcctccactatcttcttecttcteattctceattcte
gcttagctttectetcgcactAATTACCTCCATTTGCAACCTTTCA
AGCTTTCAACAATGGCGTCCACTTCTTCAAACCCACCA
TTTTCCTCTTTTACTAAACCTAACAAAATCCCTAATCTG
CAATCATCCATTTACGCTATCCCTTTGTCCAATTCTCTT
AAACCCACTTCTTCTTCTTCAATCCTCCGCCGCCCCCT
TCAAATCTCATCATCTTCTTCTCAATCACCTAAACCTAA
ACCTCCTTCCGCTACTATAACTCAATCACCTTCATCTC
TCACCGATGATAAACCCTCTTCTTTTGTTTCCCGATTT
AGCCCTGAAGAACCCAGAAAAGGTTGCGATGTTCTCG
TTGAAGCTCTTGAACGTGAAGGTGTTACCGATGTTTTT
GCTTACCCTGGTGGAGCATCCATGGAAATCCATCAAG
CTCTTACTCGTTCTAATATCATTAGAAATGTTCTTCCTC
GACATGAACAAGGTGGGGTTTTCGCTGCTGAAGGCTA
CGCTCGTGCTACTGGACGCGTTGGAGTTTGTATTGCC
ACTTCTGGTCC

231

EPSPS1

atttggataactttttcctttgattcgaatcggattatttttaatacagtattatgaactg
atttaatgaaagtggaggaagtttcaatrtttaaagttgtaggtgtaatgttttctcatt
ttggatatgaaagtggaggaagtttcaatttcgaatcatgtttgccagttgattcaat
gaatgctcttggaaatgaccaagagttcaaggcttctigttataaaacatttcaatt
ttgatctaagaatgaactatttagaacﬁaaagtaattaaattattagttataacttat
aaaaaaattcaattttaaccttaaatttataaattatgaccttaaaaagatcaagta
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ttgaacgcatatttagaaaaattataattcggcttatcagtctcatatigagacggt
ctcgtccaagacaagtigtatcattitatataatcaaatataattatgagtgtattcat
gtaggtticaactttaaagcctaggtgaaagatatgttgtagcatctttgtgaaagt
cagcctataacttggtictaaaattitgaagcataaccatatagtccctcgaattca
ttcaagttgtccaatttacttitttatacttgccgagacaacatttaaacccttaatattt
Ctaattaatcttaattaaaaattatgaaaatttgatattaataatctttgtattgaaac

gaatttaacaagatctcacatgactatgttttaacttatagattaaaaaaaaatac
aaattaagagtgataagtgaatagtgccccaaaacaaatgggacaacttagat
gaattggaggtaatattaggtagcaagtgatcactttaacatcaaaattgatcact
tataggttcaaattgaaacttttactttaattgatatgtttaaatactactttaaattga

aattgatatttttaaggtcaaaattgaaacctttaagattataattgaaaattggca

gaagaaaaacaaagagaaagaaiataagacacgcaaattgtaccgatctac
tcttatttcaatttgagacggtctcgcccaagactagatgttcggteatcctacace
aaccccaaaaaattcaacaacaaagtcttataatgattccctctaatctactaca
gtctacaccaacccactttctctttgcccaccaaaactttggtttggtaagaactaa
gccctettetticecttctetetctettaaaagectgaaaaatccacctaacttttttita
agccaacaaacaacgccaaaticagagaaagaataATGGCTCAAGC
TACTACCATCAACAATGGTGTCCAAACTGGTCAATTGC
ACCATACTTTACCCAAATCCCAGTTACCCAAATCTTCA

AAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCA
AAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAAAGAGTTGGTGGG
CAATCATTCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTG

CTGCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAAAT

TGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTC
AATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTT
CTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGtatttatttctcaactgcgaaaac

aatctctatitgatattggaatttatattacatactccatctigtigtaattgcattagta

gatacttatgtttigacctitgttcattigttigtigaattggtagtgttgagaatttgaat

gtaattattigtititccatgtgaatttaatctgattaaatccacticttatttatgttaagtt
gcaatgatgttigccaaatggttatcattgaaggataagtttgcctacttttgaccct
cccaacttcgcggtggtagagccattttatgttatigggggaaattagaaagattt

atttgttttgcctttcgaaatagtagcgﬁcgtgattctgatttgggtgtctttatagatat
gatatatgggttattcatgtaatgtgtaggtttatgcattatgttggatgcatgtctggt
gttattgctgtaaatggatgaatgttgttatttggagacattttttcattcatitittcccttt
ttaattggaacfggaagagggaaagttattgggagtaattaaaaggttgtgagtt
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cgatacactgcatcaaagacgaagaacttgacatagatgttgaaggctaatcct
tatcactgcttgaattcaatatgtatctgaaaattttacccctctatatgcatctgttttt
gctaataaagtgttitiggactatcatgttttgtgatgcttaagagggtgatattactg
agataaatggaaatatcaaaataacatctattgtgaagt

EPSPS2

CAAGCTTCAATTATCGTTTTCAAAATAAGTATTTCAAAG
TCTATAAAGATATTGTATAAGTTTTAGTTCAAATTTAAT
AAGt'(IlIIIIlIIIIIIlIIiIIIIIIIIIGAAAATCCAAA
TTGAATAAGTTAATARTTAAATTATGACATATAATTATG
ACATATAATTTGACCATGATATTTTACAATCTAACTTAA
TTTTGAACTTATTATTTCTAATATTCAATTATCGTTCTAA
AAATAAGTATTTAAATTGTATAGATATATTGTATAACAT
TTAGTTCAAATTTAATTATTGATAGTTTTATTGACTATTT
ATTTGGKGTTTGAAATTCATCCATAGAATGATAGAATA
ACACCATTTTTTATATAACTTCGTTCTAAAATTTTGAAG
CATAACCATATACTCCCTCCAATTCATCCAAGTTGTCC
AATTTACTTTTTCATACTTGCCGAGGCAACATTTAAAC
CCTTAATATTTCTAATTAATGTTAATTAAAAATTATGAA
AATTTGATATTAATAATCCTTGTATTGAAACAAATCTAA
CAAGATCCCACATGACTATGTTTTAACTTATAGATTAA
GAATAAAATACAAATTAAGAGTAATAAGTGAATAGTGT
CCCAAAACAAATAGGACAACTTGGATGAATTGGAGGT
AGTATTAGGTAGCAAGTGATCACTTTAACATCAAAATT
GATCAGTTACAGGTTCAAATTGAAACTTTTACTTTAATT
GATATGTTTAAATACTACTTTAAATTGAAATTGATATTC
TTAAGGTCAAAATTGAAAACTTTAAGATTATAATTGAAA
AATGCCCAGAAGATGAAAAAACAGAGAGAAAGCATGT
AAGACACGCAAATTGAACCAGTCTACTCTTGTTTCAAT
TTGAGACGGTCTCGCCCAAGACCAGATGTTCAGTCAT
CCTACACCAACCCCAAAAAATTCAACAACAAACTCTTA
TAATGATTCCCTCTAATCTACTAGAGTCTACACCAACC
CACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTGAG
AACTAAGCCCTCTTCTTTCCCTTCTCTCTCTTAAAAGC
CTAAAACCCACCAACTTTTTCAGCCAAGAAACAACGC
GAAATTCAGAGGAAGAATAATGGCTCAAGCTACTACC
ATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATAC
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TTTACCCAAAACCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTC
TTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCA
TGTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGCAATCATCA
ATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCTGCTGCAGC
TGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAAC
CCATCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTCAATTGCCTGG
GTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTG
CTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCT
GTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTCA
GAACTCTTGGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGC
CAAAAGGGCAGTCGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGTTT
CCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATTCAACTTTT
CCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGACA
GCTGCGGTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATG
TGCTTGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGCGCCCCAT
TGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGGTTCA
GATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGT
TCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAA
GGTCAAGCTCTCTGGATCGGTTAGTAGCCAATATTTAA
CTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGAGA
CGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTAC
CGTATGTTGAAATGACAATAAAGTTGATGGAACGCTTT
GGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGGT
TCTACATTCGAGGTGGTCAGAAATACAAATCTCCTGG
AAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGC
TACTTCCTAGCCGGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACT
GTCACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAGgt
ataatgttaacccttacccttcacattgtictgctaaattctagaggaccctttcaatt
ctgggtgggataagcacggceaatttgaccgcaaaaaaattgcaaaattattctg
ctgatagaacatctcgagatgagatcatattgagttitggcgtcaacataaacct
aatcaaataatgaaaaatacaaacatcatatggtttcttttgtctttatgactagac
actctctattattccttgattgggatcttatttgaaattgctgtgtagectacacctcat
gttcagaﬁttgttcgtataccagacttttcttgattgggatcttatttgtcccctggatttt
gcatagGGTGATGTAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAG
ATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAA
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CTGTTACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAA
ACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATGAACAAAATG
CCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTA
TGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAG
CTGGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATT
TGCACAGAACTGAGAAAGCTTGGGGCAACAGTTGAG
GAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAAA
AGCTAAACCCCACCGCCATTGAAACTTATGACGATCA
CCGAATGGCCATGGCATTCTCTCTTGCTGCCTGTGCA
GATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGCACCC
GTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAAAG
TTCGCCAAGCATTGA -

GS3

tcttaatitgtattttattattaatctataagtiaaaacatagtcaagtgagatcttgttt
gattcgtctctatgcaaggatiticatatcaacttticataatttitgattatacacaatt
acaaatattaacgaacgaataagtgcattaaaaagagtgcaaaaagcaaat
gggacactigtgttgaataggagggagtatacattaagatgaatctaacgagat
ctcacatggatataattigtctictatatatgtctaaaaaatcttgatcaaattictcttt
ccaaaatagaatattctaaatgggaagaacattaagaaacggagggagtact
tataagttaagatagttgggggtatttaggtaaaaaaatctatgccaaaagtaga
aagtggacaattagagtgacttfactaaataaggaaagtggacatttaaaatga
atcggagggagcatattaactttattitcaaagtgtgaaacataatcatatttaggt
aaaaaaattatcaatttaacgtcaaaattgatcacaaataggttaaaattgaaat
tttttatgttaattgatctattgticactttaaattgaaattgatatcctttaaggttaaaa
ttaatacctctaaaattaaaattattaaaggcccagaaaataaaaaaaaaaga
agacaggctattagtaaaattattaagtatgtaaggttgatacacgcgcgaattg
agccggcccacttttagtitcaatttgaaacagtctcaatcaagaccaattatttatt
attttattattttattgttttaagctcaatgggttggacttgataaattatattttgaggag
acgggctattagtaaaattaatagttggaatcitttttgatatactataaaaagagg
tATCTGGTGGAGCCTTAAATCTGCGCAATTGAAGTCCT
CAATACACATCTCGCTCTTCTTATTCTCTTTCATCTATT
TCCTCCTTTGATCAAACTACGCCATGTCTCTCTTAAAT
GATCTCGTTAACCTTAATCTCTCTGAAACTACCGATAA
GATTATCGCTGAATACATATGGtaatacaacaatccttcctcttttic
attt
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GS5

aaaaaaccgtcttatitgtagaaaataaaaaactaaaaagtagtatcaactttta
gactagtcataagtgagtggcatcaaacttgtictataaaaagggaagagttcct
caacttgagattcatatttttigtgatttctaaatAGAAGAACATACTCAT

CTTCCACTTCTCTTATTCATCAAATTTTATTTGTTCCCC

AAAAAAACATGTCTCTTCTTACAGATCTCATCAATCTTA
ATCTTTCTGACTCCACTGAGAAGATCATTGCTGAAtacat
atggtcagttticatcccittttitttacctttaatcccactttitgtttitacccaccattttttt
catctatttictcttaaagattttaactitttactttttigtgtatataacattcattttttcaat
tgggtaggttagaaaattictataaataaataaataaatnnnnnnnnntacctta
atcccacttttigttictacccaccatttttttcatcaatttticttaaagattttaacttttitt
aactttttctiggtititgtgtatataccaatcatttattttcactagtgtaggttaaaaaa
tatctaéaaataaataaaatagaataaaaatgtaatcactagattaacccatga
attatttcccttgttittactcaaactttttaccctigttaaaaaaataatgatataaata
aatttttgagggtttgttaaacccatatgtaatctatatcgaaaaaattagatagceg
ggttitgtigtggacaaactaaataacaaatttaggaataaacttitgagggtttatt
gaaaaaataacccatatttaatctatatcgaaaaaatgatagcgagctttgtata

gat

HPPD

cgtcgaagtagaagacgcggaagcetgctittaacatcagegtitcgcatgggge
tattccctgtgttictcctattcaattggaaaacggtgtcgttttatctgaggttcatttat
atggggatgttgtgcucggtatgtaégctacggaaatgaatgtggggatgtgtttt
ticttcctgggtttgaggaaatgccggaggaatcatcgtttagaggacttgatittg

gcattcgaaggttggatcatgctgtagggaatgtccctgagttggctcctgcaatt
gcttatttgaagaagmactgggfttcatgagtttgctgagtttacagctgaagatgt
tgggacgagtgaaagtggattgaattcagccgtattggcaaacaatgatgaaat
ggtgttgtticcgatgaatgaacctgigtatgggacaaaaaggaagagccaaat
tcaaacttatttggagcataatgaaggggcetggtgtaCAGCATTTGGCT

TTGATGAGTGAAGACATATTTTGGACTTTAAGGGAGAT
GAGGAAGAGAAGTGTTCTTGGTGGGTTTGAGTTTATG

CCGTCGCCGCCTCCGACTTATTACCGGAATTTGAGGA
ACAGAGCTGCTGATGTATTGAGTGAGGAGCAGATGAA
GGAGTGTGAAGAGTTGGGGATTTTGGTGGATAAA_GAT
GATCAGGGCACTTTGCTTCAAATCTTCACCAAACCTAT
TGGAGACAGGtaaattttaatcttgctttcaattgcttitgctigatggattgact
agcaaatttgatcgcatttigttgcttatatgacttgatgatacttccictgtttcgaaa
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tactcgctacattcgctacattttgttttgtgcactattcatcgttcaagcttattttacat
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attgcgactaatgtgtaactaaaaatatagtcaagtgggatcttgtttgaatcgtct
aatggcatactttcatcatattaaatttttataatttttagattagtgtagtttaagatatt
aatgctbaaaattgtgcatlggattgcgtaaaaaagtgaaatgtagcaagtatta
tgaaa |

PDS

aaaaccaaaggaaataagﬂataggtaggaaaaattgttattgaagttaatgta
gtaaactagtaacttaaactgtgataccccggatttagcttaaaaagagattgat
agactactcatatcaacaaggtgcatcttctttictagggagcccatttgctaaga
actctacagttaagcgtgctfggtggggagcaatcttaggatgggtgacctcctg
ggaagttttcctgggtgcgcacgggtgaggccaaagtgegttaaaaagacttgt
gttggtctgtggggcttgtctacagtctccatgagtagtcaccggeggtacgaga
ggccgggg-tgttacataaacagactcaaaggcgctaagccaagtagccaata
gcaacatgtgtggcctgcggacagtcacaaaaacacacaatttcttatttttactc
tcttttatetctittaggetttagccatcaacaataaaacaacaTGATAAAGC

AATTCATTTACTGCTAAATTCCAACAATTTGGTCCCTTT
TTCCTGTTCTTTCAGTTTCACATACCCTCTTATCAATCT
ATATCCAAAACTATTTCATTTTCCAAACTCTTTTAAACC
CAAAAATCAAAACTTTTGATTGAAGAACAAACTTTGGG

GGTTTTGGAAAATGAGTCATTTTGGATATGCTTGTGCT
ACTCAATCCACATCAAGATATGTTCTTTTAGGAAATTC

AAATAACCCCACTTCAATTTCATCTATTGGAAGTGATT

TTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTCAGT

237

PPOX

tggtacctaccctgtttacattttcaatttcccccttttttctctactactcctactttattg
attcttatccatgtgtgtictatgggaattgacattaattgttcaggtgtgtatgctggt
gatcctictaagttgagtatgaaagctgcatttggaaaggtctggaccttagage
aaaagg'gtggtag'tatcattgccggtacactcaaaactattcaggaaaggaag
aataatcctccaccgcectcgagaccegtcegtaatcaccattactcattgetttect
tcacctigtatcttaccttaatatacatgtatttaattgataatgtcacattgcectcatit
gcagccgccttcctaaacctaagggcecagactgttggatcctttaggaaaggg
ctcattatgttacctaccgccattgctgctaggtatcttttgactctcaaatcttaaat
atttctcatcttctecttctgctaatactagtatgtttaccatctttttatttttt TAGGCT
TGGCAGTAAAGTCAAACTATCGTGGACACTTTCTAATA
TTGATAAGTCGCTCAATGGTGAATACAATCTCACTTAT
CAAACACCCGATGGACCGGTTTCTGTTAGGACCAAAG
CGGTTGTCATGACTGTCCCTTCATACATTGCAAGTAG

238

CCTGCTTCGTCCGCTCTCagtgagtatcattctttccticattictittegt

11



\;%

ttattgtigtccaatgtctigttaaacaccagtttggecttgtgctegtgaattatgget
acaatgttaactgattcaggcactgtgggagatgcctaagttictaaaacctctge
gcataatgtttgitiggatgtiaggaattgcattgaaaaattgcttttgtgatgtigatg
ttaataccaattacaagtgtgticttcaactictgcaataccttgttcgagtgagcttg
agggggtttagattagtgtccaatgtgaaactagcaaatgaactccaagcgctg
ggataggtccttgggatggagceccctgatacccaagacagtattcaaaccctet
aagtagagtgagagatcaaggaaagaaactgggtggttcctcaaatcgtaaa
aaatgaatacagtgtcatgattgctaatcttatcacaaatcgtaaaaaatgaatta
tggtcgattttggactatttttgggtcatittgagtgaatctcgaacttaaaaagcga
gtcttctagcagttctigttacagcggggceatacataggtaggaatttggtttittact
atttgagccttttgactgttgtggccggtaafatggaétagtctagcacttctgcgtg
tgtacaactagtatttatigtaattatgtgatcgcacttaactctcagataaaacctt
éagcactaacattttgttttggttgaaggaatcaggaggaaagaaaattgaggg
atttgttggtatatagattcctitgtttggataacaaaattggagtggagagattigg
aaggaagaattttatagggattagttcccattacacttatgttgattacaaaatttct
Ccaaaagdtggaaagattttgagtgaaaatgtittttatttctcticctctecctttetitc
cctcttaaacaaacaaggaaagttaatcttatcattcecgtaccttccecttctgtictt
tittttctctccaaaaticttatcctaacgtagtgttattgtcactgtcttatgaacgaga
attcttttcttcctaatactgctigtgttgcacagtcaatgatttagctagatcatctitg
gttagctactcaaaatatitacataaaatacttigtagaaataaataccaataggtc
ttgtcaagaagtagtttcaatgctataagttttaaccaatcctcaaaatttacaccat
ggagatatctgcggataagaactagtaactgtagcagctgtaactgttgcaatc
agttttatggtitgcctigcaaatcaaactttggatgttgtttgccttacaattigttact
attacgtgaagtttagtgttcgcccticacattgtactttggtttttgtittcctigcaattt
gctctttgaagtataaagtgctgagtgctgagtgetgagtgcetgacctttectgete
agGATGTTGCTGCAGATTCTCTTTCTCAATTTTACTATC
CACCAGTCGCAGCAGTGTCCCTTTCTTATCCCAAAGA
AGCAATTAGACCAGAATGCTTGATCGATGGAGAACTA
AAAGGATTCGGGCAATTGCATCCTCGCAGCCAGGGT
GTGGAAACCTTGGGtatatgctcccattcaactatatctcaatttttatga
gtatttttctttctctgaattattcaatttggtgacgttaaéttttgattgtactcgacaG
GAACAATTTATAGTTCATCTCTTTTCCCTGGTCGAGCA
CCACCTGGTAGGACCTTGATCTTGAGCTACATTGGAG
GTGCTACAAATGTTGGCATATTACAAAAGgcaagtcatttata
caattatatctgttgtatcctcaaataagtgggtatcaatcctgacgacatgcttgct
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tgtatcgatgcagagtgaagatga

Ejemplo 31

205) Este ejemplo ilustra una secuencia polinucleotidica que regula la expresion génica

en mas de una especie vegetal. Se identificaron dos regiones altamente conservadas en

secuencias de EPSPS de diferentes especies de malezas y se muestran como las

secuencias “Regién 1” y “Region 2” en la Tabla 23.

Tabla 23
Especie/gen Regioén 1 SEQ Regién 2 SEQ
0 secuencia ID iD
consenso NO: NO:
Euphorbia_h | AGTTTACAGGG | 239 | TCGATGTGAACATGAACAAA | 251
eterophylla_1 | AGATGTAAAGT ATGCCAGATGTCGCTATGA
Contig1 T | CATTGGCTGTGGTTG
Euphorbia_h | AGTTTGCAGGG | 240 | TCGATGTGAATATGAACAAA | 252
eterophylla_2 AGATGTGAAAT ATGCCAGATGTTGCTATGA
Contig1 T CATTAGCTGTGGTTGC
Ambrosia_trif | AGTTTACAGGG | 241 | TCGATGTTAACATGAACAAA | 253
ida_1 Contigl | GGATGTAAAGT ATGCCAGATGTTGCCATGA
T CGCTTGCAGTCGTTGC
velvetleaf_1C | AGTTTGCAGGG | 242 | TTGATGTCAACATGAACAAA | 254
ontig1 TGATGTAAAATT ATGCCAGATGTTGCCATGA
| CTCTCGCTGTTGTTGC
Xanthium_str AGTTTGCAGGG 243 | TTGATGTCAACATGAACAAA | 255
umarium_2C | TGATGTGAAATT ATGCCTGATGTCGCAATGA
ontig1 CTCTTGCTGTGGTTGC
Ipomoea_he | AGTTTACAGGG | 244 | TTGATGTCAACATGAACAAA | 256
deracea_1Co | GGATGTTAAGT ATGCCAGATGTTGCCATGA
ntig1 T CTCTTGCTGTAGTTGC
Chenopodiu | AGTTTACAGGG | 245 | TTGATGTCAACATGAACAAA | 257
m_album_1C | TGATGTAAAATT ATGCCAGATGTCGCAATGA
ontig1 CTCTTGCTGTTGTTGC
Digitaria_san AGTTTGCAGGG | 246 | TTGACGTCAACATGAACAAA | 258




2]

P

guinalis_1Co | TGATGTGAAATT ATGCCTGATGTCGCAATGA
ntig1 CTCTTGCTGTGGTTGC
Senna_obtus | AGTTTACAGGG | 247 | TTGATGTCAACATGAACAAG | 259
ifolia_1Contig | AGATGTAAAATT ATGCCAGATGTTGCCATGA
3 CGCTTGCTGTAGTTGC
Waterhemp_ | AGTTTACAGGG 248 TCGACGTCAACATGAATAAA | 260
EPSPS TGATGTAAAATT ATGCCAGATGTTGCTATGA
CTCTTGCAGTTGTTGC
Palmer_EPS | AGTTTACAGGG | 249 | TCGACGTCAACATGAACAA | 261
PS TGATGTAAAATT AATGCCAGATGTTGCTATGA
CTCTTGCAGTTGTTGC
palmer_1Con | AGTTTACAGGG | 250 | TCGACGTCAACATGAACAA | 262
tig1 TGATGTAAAATT AATGCCAGATGTTGCTATGA
CTCTTGCAGTTGTTGC

206) La Tabla 24 muestra secuencias de polinucleétidos de ARNbc de 21, 22, 24, 35, 45 y
55 mer disefiadas en base a la secuencia consenso de EPSPS para la region 2,
TNGANGTCAACATGAACAAaATGCCaGATGTNGCNATGACNCTIGCNGTNGTTGC (SEQ
ID NO:263).



Nombre Secuencia SEQ
D
NO:
Consenso_21mer | Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAU 264
ARNbc Antisentido: AUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU 265
Consenso_22mer | Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAUG 266
ARNbc Antisentido: CAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU 267
Consenso_24mer | Sentido: CAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGU 268
ARNbc Antisentido: ACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUG 269
Consenso_35mer | Sentido: 270
ARNbc UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGC 271
U
Antisentido:
AGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUGACGUCG
A
Consenso_45mer | Sentido:
ARNbc UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGC 272
UAUGACUCUUG
Antisentido: 273
CAAGAGUCAUAGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAU
GUUGACGUCGA
Consenso_55mer | Sentido:
ARNbc UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGC 274
UAUGACUCUUGCAGUUGUUGC
Antisentido:
GCAACAACUGCAAGAGUCAUAGCAACAUCUGGCAU | 275
UUUGUUCAUGUUGACGUCGA

207) Los polinucledtidos de ARNbc de consenso de EPSPS se sintetizaron mediante
trancripcion in vitro y se aplicaron topicamente como preparaciones de ARN en bruto. Las
malezas resistentes de glifosato (palmera amaranto de 16 copias e hierba de caballo) se
trataron con los seis ARNbc consenso individuales (21, 22, 24, 35, 45, 55 mer); las

malezas no resistentes a glifosato (hierba de caballo, palo zorrillo, digitaria, bejuco, quinoa
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blanca, poinsettia salvaje) se trataron con los tres ARNbc consenso individuales mas
cortos (21, 22, 24 mer). Luego del tratamiento con polinucleétidos las plantas resistentes a
glifosato se trataron con glifosato (1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida
marca Roundup® WeatherMAX®) y las plantas no reisstentes a glifosato se trataron con
glifosato (105 g de equivalente acido por hectarea de herbicida marca Roundup®
WeatherMAX®). A los 7 dias después del tratamiento se descubrid que los seis
polinucleétidos de ARNbc consenso de region 2 de EPSPS proporcionan 100% de control
(plantas muertas) de palmera amaranto resistente a glifosato; plantas de palmera
amaranto testigo tratadas solo con gllifosato no muerieron. A los 7 dias después del
tratamiento, se descubrio que los tres polinucleétidos de ARNbc consenso de region 2 de
EPSPS mas cortos (21, 22, 24 mer) evaluados individuaimente proporcionan 95%, 80% y
65% de control (combinacion de plantas muertas y lesionadas), respectivamente, de
amaranto tuberculoso; las plantas de amaranto tuberculoso tratadas solo con glifosato
propocionaron aproximadamente 40% de control (combinacién de plantas muertas y
lesionadas); y una mezcla de los tres polinucledtidos de ARNbc consenso de regién 2 de
EPSPS maés cortos (21, 22, 24 mer) proporcioné aproximadamente el mismo control que
el glifosato solo. Los polinucledtidos de ARNbc consenso de region 2 de EPSPS no
provocaron un efecto observable sobre las otras especies de malezas (hierba de caballo,

palo zorrillo, digitaria, bejuco, quinoa blanca, poinsettia salvaje) evaluadas.

Ejemplo 32

208) Este ejemplo ilustra el uso de un tratamiento con polinucleétidos topico para silenciar
trasitoriamente un gen en una planta para producir un fenotipo deseado. El silenciamiento
de polifenol oxidasa en tejidos vegetales inhibe el amarronamiento de los tejidos
vegetales cortados o lesionados, una rasgo valorable para frutas y verduras donde la
resistencia al amarronamiento es un rasgo deseable.

209)" Se disefiaron oligonucleétidos de ADN antisentido con las secuencias que se
muestran en la Tabla 25 para dirigirlos a tres genes de polifenol oxidasa (PPO1, PPO2 y
PPO3) de lechuga; el texto subrayado indica la secuencia T7 que se incluyé en los
polinucledtidos antisentido.
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Tabla 25
Oligo- SEQ
nucleétid » ID
o] NO.
antisenti ‘ Longit
do Secuencia (5'-3') ud
TAATACGACTCACTATAGGGCTTTATTGAATTTAGC | 276
HHO7 | TATGTAATC 45
TAATACGACTCACTATAGGGTTTATCAACCAAATGT | 277
HHO9 | GCAGC 41
TAATACGACTCACTATAGGGTTGTCTGTACATAATT 278
HH11 | GTGAGATTTGTGG - 49

210) Se trataron plantas de lechuga de tres semanas (variedad SVR3603 L4) de la
siguiente forma. Se pretrataron dos hojas fuente (hojas que son mas viejas y tiene un
~60% de su tamarfio en la madurez) en cada planta con 0,1% (v/v) de Silwet-L-77 y se
dejaron secar (~15 minutos). A cada hoja se aplicaron en pequefias gotas 20 microlitros
de una mezcla de los polinucleétidos antisentido de polifenol oxidasa en una solucion de
0,01% (v/v) de Silwet L-77 y 2% (p/v) de sulfato de amonio en 5 milimolares de fosfato de
sodio, pH 6,8; cada planta se traté6 con 6,7 nanomoles de cada uno de los tres
polinucledtidos HHO7, HH09 y HH11 (para un total de 20 nanomoles por planta). Las
plantas testigo se trataron con un polinucleétido HH02-05 no relacionado (antisentido para
fitoeno desaturasa) o solo con solucion amortiguadora (0,01% (v/iv) de Silwet L-77 Yy 2%
(p/v) de suifato de amonio en 5 milimolares de fosfato de sodio, pH 6,8).

211) Aproximadamente 3 semanas después del tratamiento con polinucledtidos tépico, las
hojas de lechuga " no tratadas” (es decir, las que no fueron tratadas con los
polinucledtidos topicos) se cortardn de la cabeza de la lechuga bajo agua y se incubaron
en un recipiente con 1,33 milimolares de jasmonato de metilo en 5% de etanol. Las hojas
se inspeccionaron para determinar el amarronamiento de las nervaduras centrales y se
fotografiaron cada 24 horas. Se tomaron muestras de las plantas restantes y se
congelaron para andlisis de ARN pequefio y ARNm.

212) Las plantas tratadas con los polinucleétidos antisentido de polifenol oxidasa HHO7,
HHO9 y HH11 exhibieron reduccion considerable en el amarronamiento en las nervaduras
centrales después del tratamiento con jasmonato de metilo. Las plantas tratadas con

HH02-05 (antisentido para fitoeno desaturasa) como testigo exhibieron una leve reduccién
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en el amarronamiento de las nervaduras centrales en comparaciéon con las tratadas con

solucion amortiguadora.

Ejemplo 33

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

214) Se disefid un polinucledtido  antisentido  con la secuencia
CATCTCCTTTAATTGTACTGC (SEQ ID NO:34) para el gen endogeno de fitoeno
desaturasa (PDS) de Nicotiana benthamiana, que tiene los fragmentos de secuencia de
ADNc
ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTT
ATCTTTGGAGCTCGAGGTCTTCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCAAAG
GAATTTGTTATGTTTTGGTAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACT
CCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGACAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCA
TTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACAGTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATT
ATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCATTGGAGATTGTTATTGCTG
GTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGTCACAAAC
CGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGATG
ATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATAT
GCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTC
AATGATATTTGCGATGCCTAACAAGCCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAA
GCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGAATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTA
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CGTGGCCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGCAATGCTTGGAGGGC
AATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAAAGCAAGG
TGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGCACTTAACTTC
ATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTTCA
GGAGAAACATGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGC
ATGCCGATTGTGGAACATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAA
TAAAAAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGG
CAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCACTCCAGTGGATATCTTGAAGCTT
CTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAAGTTGGAGAAGCTAGTGG
GAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAACACATCTGA
TAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACA
TGTAAGGAATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAG
AAGAGTGGATAAATCGTAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGC
GAAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTAT
CATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTC
GGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGTGACTACACGAAACA
GAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCACAAGCT
ATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCA
AGCGTAGTTAGCATAGTGAACTAA (SEQ ID NO:38). Se disefiaron polinucledtidos
antisentido con las secuencias CTGTGATCATCATATGTATCA (SEQ ID NO:279),
CCTTAACTCTCCAGCTAGCAA (SEQ ID NO:280), CAGCCCGCAAATGTTTCATTC (SEQ
D NO:281), GCCGTCAATGGCCGCATTGCT (SEQ ID NO:282),
TCCTTCCCTCAGAAAGGGCAG (SEQ ID NO:283) y TTGCCTCATGCTGCTAATCTG
(SEQ ID NO:284) para el gen endoégeno de 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) de Nicotiana benthamiana, en base a la secuencia de ADNc de EPSPS de
Nicotiana : benthamiana
CTTATATGTGCTTAAGCCTAACGTGCACCCGGCCCCTTAACCCCAGCAGTTTTCAATC
TACCTACCGTCTCTACCATTTTCTTCTAGTTGGTGAAAATTTCTAACTTTGAGAAAACA
AGCCAAAGTTTTTGTTTCTAAGAACGCAAAATGAGTGAAATTTTTTGCAGCAATGGCAC
AGATTAGCAGCATGAGGCAAGGGATACAGACCCCTAATCTTAATTCCTATTTTCCTAA
AACCCAAAAGGTTCCTCTTTTTTCGCATTCTATCTTCTTTGGATCAAAGAAAATAACCC
AAAATTCAGCAAAATCTTTGTGGGTGTGTAAGAAAGATTCAGTTTTGAGGGTGGCAAA
GTCACCTTTTAGGATTTGTGCATCAGTGGCCACTGCACAGAAGCCCAACGAGATTGT
GCTGCAACCCATCAAAGATATATCAGGCACTGTTAAATTGCCTGGTTCTAAATCCCTTT
CCAACCGTATTCTCCTTCTTGCTGCCCTTTCTGAGGGAAGGACTGTTGTTGACAATTT
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ACTGAGTAGTGATGACATTCATTACATGCTTGGTGCGTTGAAAACACTTGGACTTCAT

GTAGAAGATGACAATGAAAACCAACGAGCAATTGTGGAAGGTTGTGGTGGGCAGTTT
CCTGTCGGCGAGAAGTCTGAGGAAGAAATCCAACTATTCCTTGGAAATGCAGGAACA
GCAATGCGGCCATTGACGGCAGCAGTTACTGTAGCTGGAGGACATTCAAGATATGTA
CTTGATGGAGTTCCTAGGATGAGAGAGAGACCGAT (SEQ D NO:285),
CACTGACGTTGGATTAGAGGTAGGCTCCTTATATGTGCTTAAGCCTAACGTGCAGCC

GGCCCCCAACCCCAGCAGTTTTCAATCTACCTACCGTCTCTACCATTTTCTTATAGTA

GTTGAAAATTTCTAACTTTGAGAAAACAAGCCAAAGTTTTGTTTCTAAGAACACAAAGG
GAGTGAAATTTTTTGCAGCAATGGCACAGATTAGCAGCATGAGGCAAGGGATACAGA

CCCCTAATCTTAATTCCTATTTTCCTAAAACCCAAAAGGTTCCTCTTTTTTCGCATTCTA
TCTTCATTGGATCAAAGAAAATAACCCAAAATTCAGCAAAATCTTTGTGGGTGTGTAAG
AAAGATTCAGTTTTGAGGGTGGCAAAGTCACCTTTTAGGATTTGTGCATCAGTGGCCA
CTGCACAGAAGCCTAACGAGATTGTGCTGCAACCTATCAAAGATATATCAGGCACTGT
TAAATTACCTGGTTCTAAATCCCTTTCCAATCGTATTCTCCTTCTTGCTGCCCTTTCTG

AGGGAAGGACTGTTGTTGACAATTTACTGAGTAGTGATGACATTCATTACATGCTTGG
TGCATTGAAAACACTTGGACTTCATGTAGAAGATGACAATGAAAACCAACGAGCAATC
GTAGAAGGTTGTGGTGGGCAGTTTCCTGTCGGCAAGAAGTCTGAGGAAGAAATCCAA
CTATTCCTTGGAAATGCAGGAACAGCAATGCGGCCATTGACGGCAGCAGTTACTGTA

GCTGGTGGACATTCTAGATATGTACTTGATGGAGTTCCTAGGAT (SEQ ID NO:286) y
AAATTCTTGGTTCGAGGAGGTCAGAAGTACAAGTCTCCTGGAAAAGCATATGTTGAAG
GAGATGCCTCAAGTGCTAGCTACTTTTTGGCGGGTGCAGCTGTCACAGGTGGAACTG
TCACTGTTGAAGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAGGGGGATGTTAAGTTTGCTGAGG

TCCTCGAAAAGATGGGGGCAGAAGTTACATGGACAGAGAACAGTGTCACGGTTAAAG
GACCTCCAAGGAACTCTTCTGGAATGAAACATITGCGGGCTGTTGACGTTAACATGAA
CAAAATGCCAGATGTTGCCATGACTCTTGCTGTAGTTGCACTTTTTGCTGATAGTCCT

ACTGCCATAAGAGATGTTGCTAGCTGGAGAGTTAAGGAAACTGAGCGGATGATTGCC
ATATGCACAGAACTTAGGAAGTTGGGTGCAACAGTTGTAGAAGGGCCAGACTACTGC
ATAATCACTCCACCTGAAAAGTTAAAAGTAGCGGAAATTGATACATATGATGATCACA

GAATGGCCATGGCTTTCTCTCTTGCGGCTTGTGCTGATGTTCCAGTCACCATTAAGGA
CCCCGGTTGTACTCGCAAAACCTTCCCCAACTACTTTGACGTTCTCCAGCAGTATTCC
AAGCATTAAACCACTTTCCATTAAGAATTTTGAAAAAGAGAGACTTTGACAACAATGGT
GTCATACCGGAAGAGAAAAGCTTTGATCCAAGCTTTCAACTCCTTTTCATTTGTCATGT
GATGATCATTGTATTTGTTGAAGTTGAGCTGCTTTTCTTTTGTCCAGAAGACATGTATG
GATACTATTACTATATAGTTAAGGTGAACTCAGCA (SEQ ID NO:287). Se disefiaron
polinucledtidos antisentido con las CCACATGGTCCAGTATCTGCC (AK195, RBCS_1-2-



10

15

20

25

30

35

/.

3-4, SEQ ID NO:288), CAAGCAAGGAACCCATCCATT (AK196, RBCS_1-2-3-4, SEQ ID
NO:289), GGCCACACCTGCATGCATTGC (AK197, RBCS_1-2-3-4, SEQ ID NO:290),
GTGTTCACGGTAGACAAATCC (AK198, RBCS_1-2, SEQ ID NO:291),
TGCACTGCACTTGACGCACGT (AK19g, RBCS_1-2, SEQ ID NO:292),
AACTGATGCATTGCACTTGAC (AK200, RBCS_3-4, SEQ D NO:293),
CAAATCAGGAAGGTATGAGAG  (AK201, RBCS 3-4, SEQ ID NO:294) y
TGTCAAGGTTTTGTTTCCTGG (AK202, RBCS_3-4, SEQ ID NO:295) para el gen
endodgeno de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) de Nicotiana
benthamiana , en base a los fragmentos de secuencia de ADNc 2A de cadena pequefa
de RuBisCO cloroplastico de Nicotiana benthamianas
GCAATGGCTTCCTCAGTTCTTTCCTCAGCAGCAGTTGCCACCCGCAGCAATGTTGCT

CAAGCTAACATGGTTGCACCTTTCACAGGTCTTAAGTCTGCTGCCTCATTCCCTGTTT

CAAGAAAGCAAAACCTTGACATCACTTCCATTGCCAGCAACGGCGGAAGAGTGCAAT

GCATGCAGGTGTGGCCACCAATTAACATGAAGAAGTATGAGACTCTCTCATACCTTCC
CGATTTGAGCCAGGAGCAATTGCTCTCCGAAATTGAGTACCTTTTGAAGAATGGATGG
GTTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGAAAGGATTTGTCTACCGTGAACACCACAAGT
CACCAGGATACTATGATGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGCTACCTATGTTCGGAT

GCACTGATGCCACCCAAGTGTTGGCTGAGGTGGGAGAGGCGAAGAAGGAATACCCA
CAGGCCTGGGTCCGTATCATTGGATTTGACAACGTGCGTCAAGTGCAGTGCATCAGT
TTCATTGCCTCCAAGCCTGACGGCTAC (SEQ ID NO:296),
ACAATGGCTTCCTCAGTTCTTTCCTCAGCAGCAGTTGCCACCCGCAGCAATGTTGCTC
AAGCTAACATGGTTGCACCTTTCACTGGTCTTAAGTCAGCTGCCTTTTTCCCTGTTTCA
AGGAAGCAAAACCTTGACATCACTTCCATTGCCAGCAACGGCGGAAGAGTGCAATGC
ATGCAGGTGTGGCCACCAATTAACAAGAAGAAGTACGAGACTCTCTCATACCTTCCTG
ATCTGAGCGTGGAGCAATTGCTTAGCGAAATTGAGTACCTCTTGAAAAATGGATGGGT
TCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGCGCGGATTTGTCTACCGTGAACACCACAAGTC

ACCGGGATACTATGACGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGTTGCCTATGTTCGGATG
CACTGATGCCACCCAAGTGTTGGCCGAGGTGGAAGAGGCGAAGAAGGCATACCCAC
AGGCCTGGATCCGTATTATTGGATTCGACAACGTGCGTCAAGTGCAGTGCATCAGTTT
CATTGCCTACAAGCCAGAAGGCTAC (SEQ iD NO:297),
CAAGCCAACATGGTTGCACCCTTCACTGGCCTCAAGTCCGCCTCCTCCTTCCCTGTTA
CCAGGAAACAAAACCTTGACATTACCTCCATTGCTAGCAATGGTGGAAGAGTTCAATG
CATGCAGGTGTGGCCACCAATTAACATGAAGAAGTACGAGACACTCTCATACCTTCCT
GATTTGAGCCAGGAGCAATTGCTTAGTGAAGTTGAGTACCTTTTGAAAAATGGATGGG
TTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGCGTGGATTCGTCTACCGTGAACACCACAACTC

€1
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ACCAGGATACTACGATGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGTTGCCCATGTTCGGGTG
CACTGATGCCACTCAGGTGTTGGCTGAGGTCGAGGAGGCAAAGAAGGCTTACCCAC
AAGCCTGGGTTAGAATCATTGGATTCGACAACGTCCGTCAAGTGCAATGCATCAGTTT
TATCGCCTCCAAGCCAGAAGGCTAC (SEQ ID NO:298) y
GGCTCAGTTATGTCCTCAGCTGCCGCTGTTTCCACCGGCGCCAATGCTGTTCAAGCC
AGCATGGTCGCACCCTTCACTGGCCTCAAGGCCGCCTCCTCCTTCCCGGTTTCCAGG
AAACAAAACCTTGACATTACTTCCATTGCTAGAAATGGTGGAAGAGTCCAATGCATGC
AGGTGTGGCCGCCAATTAACAAGAAGAAGTACGAGACACTCTCATACCTTCCTGATTT
GAGCGTGGAGCAATTGCTTAGCGAAATTGAGTACCTTTTGAAAAATGGATGGGTTCCT
TGC'ITGGAATTCGAGACTGAGCATGGATTCGTCTACCGTGAACACCACCACTCACCA
GGATACTACGATGGCAGATACTGGACGATGTGGAAGTTGCCCATGTTCGGGTGCACC
GATGCCACTCAGGTCTTGGCTGAGGTAGAGGAGGCCAAGAAGGCTTACCCACAAGC
CTGGGTCAGAATCATTGGATTCGACAACGTCCGTCAAGTGCAATGCATCAGTTTCATC
GCCTACAAGCCCGAAGGCTAT (SEQ ID NO:299).

215) Las plantas de Nicotiana benthamiana se trataron utilizando un procedimiento similar
al descrito en el Efémplo 12. La solucion polinucleotidica (o de polinucledtidos mezclados
en el caso de EPSPS y RuBisCO) se preparé en 0,01% (v/v) de Silwet L-77 y 2% (p/v) de
sulfato de amonio en 5 milimolares de fosfato de sodio, pH 6,8. Se sumergieron dos hojas
completamente expandidas pAor planta en una solucion de 0:1% de Silwet L-77 preparada
recientemente con H20 bidestilada durante pocos segundos y se dejaron secar.
Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros de solucion
polinucleotidica a cada una de las dos hojas pretratadas. Para PDS, cada una de las 5
plantas recibié 25 nanomoles del polinucleétido antisentido de PDS (SEQ ID NO:34); para
EPSPS, cada una de las 5 plantés recibi6 50 nanomoles de cada polinucleétido
antisentido de EPSPS (SEQ ID NOS:279-284); y para RuBisCO, cada una de las 5
plantas recibi6 50 nanomoles de cada polinucleétido antisentido de RuBisCO (SEQ ID
NOS:288-295). Las plantas testigo apareadas se trataron con solucién amortiguadora
(0,01% (v/v) de Silwet L-77 y 2% (p/v) de sulfato de amonio en 5 milimolares de fosfato de
sodio, pH 6,8). Los resultados se midieron como la altura de la planta a los 12 dias (PDS y
EPSPS) o 10 dias (RuBisCO) después del tratamiento y se muestran en las Figuras 36A -
36B. Las plantas tratadas con el polinucleétido antisentido de PDS exhibieron enanismo
grave (Figura 36A) y blanquead.o. Las plantas tratadas con el polinucleétido antisentidos
de EPSPS exhibieron enanismo grave (Figura 36B) y lesion severa en los tejidos del
meristemo y el tallo. Las plantas tratadas con el polinucleétido antisentidos de RuBisCO

exhibieron enanismo grave (Figura 36C) y tejidos apicales deformes.
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216) Se disefid un segundo conjunto de experimentos para investigar los efectos del
silenciamiento de un componente de la via de silenciamiento de iARN endbgeno en una
planta. Las proteinas Argonauta (AGO) son componentes del complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) que une pequefios ARN en el proceso de silenciamiento de
iARN. Se esperarié que la supresion de Argonauta redujera el efecto fenotipico observado
provocado por un proceso de silenéiamiento con iARN. Se disefaron polinucleétidos
antisentido de AGO1 con las secuencias ggaggcaaaatacgagcctca (HL510, SEQ ID
NO:300), cactaatcttaataccaaact (HL511, SEQ ID NO:301), tATGggtcattagcataggcattAT
(HL512, SEQ ID NO:302), ftctcaagaatatcacgctcce (HL513, SEQ 1D NO:303),

)
ccettggggacgcetggeaggtcac (HL514, SEQ ID NO:304),
taatacgactcactatagggggagagagctagatctittg (HL515, SEQ ID NO:305),
taatacgactcactataggcacagtatttcticctccaacc (HL516, - SEQ D NO:306),
TTGCTCATCTTAAATACATGT (HL517, SEQ ID NO:307),

TCATCTTAAATACATGTTTTGTCA (HL518, SEQ ID NO:308), ttatcttcagggatacattagc
(HL519, SEQ ID NO:309), aatactgcttgctcatcttaaata (HL520, SEQ ID NO:310),
gacaattccaagttcagttic (HL521, SEQ ID NO:311), ccgttttagatcaccataaagaga (HL522, SEQ
ID NO:312), ttgtctggtaatatcacaatc (HL523, SEQ ID NO:313) para el gen enddgeno de
Argonaute-1 (AGO1) de Nicotiana benthamiana,en base a dos secuencias de ADNc
parcial de AGO1-2 de Nicotiana benthamiana,
ATGGTGAGGAAGAGGAGAACTGAGTTACCTGGTTCTGGTGAGAGCTCTGGGTCTCAA
GAAACTGGCGGACAGGGTCGTGGCCAGCATCCACAGCAGCTGCACCAAGCTACCTC
CCAGACTCCATATCAAACTGCAATGACTACTCAGCCAATACCTTATGCAAGACCAACT
GAAACATCCTCCGAAGCTGGTTCCTCATCTCAGCCACCTGAGCAGGCAGCTCTACAA
GTGACACAACAGTTCCAGCAACTTGCTTTGCAACAAGAAGCGGCTACAACGCAAGCA
GTTCCACCTGCATCAAGCAAATTACTAAGGTTTCCCCTGCGTCCAGGGAAGGGGAGC
AATGGTATGAGATGCATAGTCAAAGCCAATCACTTCTTCGCAGAGCTGCCTGACAAAG
ACTTGCACCAGTATGATGTCACAATTTCTCCAGAGGTGTCATCACGTGGCGTCAACCG
TGCTGTCATGGCGCAACTGGTGAAGCTGTACCAAGAATCTCATCTTGGGAAGAGACT
TCCAGCATATGATGGAAGGAAAAGTCTATACACTGCAGGGCCCCTTCCATTTGTTCAA
AAAGACTTCAAAATAACTCTTATTGATGATGAGGATGGGCCTGGTGGTGCTAGAAGG

GAAAGGGAATTTAAAGTTGTGATCAAATTGGCTGCCCGTGCTGATCTTCATCACTTGG
GAATGTTTTTAGAAGGGAAACAGGCTGATGCACCTCAAG_AGGCGCTTCAAGTTCTGG

ATATTGTTCTGCGTGAGTTGCCAACATCTAGGTTTTGTCCTGTGGGTCGTTCTTTCTAT
TCCCGTGATTTAGGGCGAAAGCAACCATTGGGTGAAGGTTTAGAAAGTTGGCGTGGG
TTCTATCAAAGCATTCGCCCCACACAAATGGGCTTATCACTGAACATCGATATGTCTT
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CCACTGCATTCATTGAGCCACTGCCAGTCATTGATTTTGTGACACAGCTTCTGAACCG
AGATGTGCCATCTAGACCACTGTCTGATGCTGGCCGTGTAAAGATAAAAAAAGCTCTG
AGAGGTGTGAAGGTGGAGGTTACTCATCGTGGAAATATGCGGAGGAAGTACCGCATT
TCGGGTTTAACATCTCAAGCAACAAGAGAGTTGACCTTCCCTGTTGATGAAAATGGTA
CAGTGAAATCTGTAATTGAGTATTTTCGAGAAACATATGGGTTTGTAATTCAGCATACT
CAGTGGCCTTGTCTACAAGTTGGAAATCAGCAGAGACCTAATTACTTGCCAATGGAAG
TCTGCAAGATTGTGGAGGGACAAAGGTACTCAAAGCGCTTGAATGAGAGACAGATTA
CTGCACTTCTGAAAGTGACCTGCCAGCGTCCCCAAGGGAGGGAGCGTGATATTCTTG
AGACCGTACATCATAATGCCTATGCTAATGACCCATATGCCAAGGAGTTTGGTATTAA
GATTAGTGACAAGTTGGCACAAGTTGAGGCTCGTATTTTGCCTCCACCTCGGCTTAAA
TATCATGATAACGGTCGAGAAAAGGACTGCCTGCCACAAGTTGGCCAATGGAATATG
ATGAATAAGAAAATGGTAAATGGAGGGACGGTGAACAATTGGATCTGCATAAACTTCT
CTCGCAATGTGCAAGATAGTGTTGCTCATGGGTTTTGCTCTGAGCTTGCACAAATGTG
CCAGATATCTGGCATGAATTTCAATCCAAATCCTGTTCTGCCACCTTCGAGTGCACGC
CCTGATCAGGTCGAAAGAGTATTGAAAACTCGATTTCATGATGCTATGACTAAGTTGC
AGCTGCATGGGAGAGAGCTTGATTTGCTAGTTGTCATCTTGCCAGACAATAATGGATC
TCTTTATGGTGATCTGAAGCGCATTTGTGAGACTGAACTAGGAGTCGTCTCACAGTGC
TGTTTGACAAAACATGTATTTAAGATGAGCAAACAGTATCTAGCCAATGTAGCGCTGA
AAATCAATGTGAAGGTGGGAGGGAGAAACACTGTGCTTGTTGATGCAATATCGAGGC
GAATTCCTCTTGTCAGCGACCGGCCTACCATCATTTTTGGTGCAGATGTCACCCACCC
TCACCCTGGGGAGGACTCTAGCCCATCCATTGCCGCGGTGGTTGCTTCTCAAGATTG
GCCTGAGATTACAAAGTATGCTGGTCTAGTTTCTGCTCAAGCCCATAGGCAAGAGCTT
ATTCAGGATCTGTACACGACTAGGCAAGATCCTGTTAAGGGGACAGTTGCTGGTGGA
ATGATTAAGGACTTACTTATATCCTTCCGAAGAGCTACTGGACAAAAGCCCCAGAGAA
TAATTTTCTATAGGGATGGTGTTAGTGAAGGACAATTTTATCAAGTGCTTCTGTTCGAA
CTTGATGCGATCCGCAAAGCATGTGCGTCTTTGGAGCCAAATTATCAGCCCCCAGTC
ACATTTGTTGTGGTTCAGAAACGACATCACACAAGGCTTTTTGCCAATAACCACCGTG
ACAGAAATGCAGTTGACAGGAGCGGGAACATTATACCTGGTACTGTTGTAGATTCAAA
GATATGCCACCCGACAGAGTTTGATTTCTATCTTTGTAGCCATGCCGGCATACAGGGT
ACGAGCCGTCCAGCTCACTACCATGTTCTATGGGACGAGAACAAATTCACAGCCGAT
GCGCTGCAGTCTTTGACCAACAACCTCTGCTATACATATGCAAGGTGCACGCGTTCC
GTCTCCATCGTTCCCCCTGCATATTATGCACATTTGGCAGCTTTCCGTGCTCGATTTT
ATATGGAGCCGGAGACATCTGACGGTGGTTCAGTAACAAGTGGGGCTGCTGGTGGC
AGAGGGGGTGGTGCAGGAGCTGCTGGAAGGAACACCCGAGCCCCAAGTGCTGGTG
CTGCTGTTAGACCTCTTCCTGCGCTCAAGGATAATGTGAAGAGGGTTATGTTCTACTG
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c (SEQ ID NO:314) y
CACCTATCACTCTCTTTCTCTCTCTACAAACATATCGTGCCGTTTCTCTCTCGGCCTCT
CTTCGTGTTTTAGGGCACCGTGGTGGTTGGTATCCAGGCGGCGGTTTTGAGTTATTA
CCATGGTGCGGAAGAAGAGGACTGATGTTCCTGGTGGTGCTGAGAGTTTTGAGTCCC
ATGAAACTGGAGGGGCACGAGGTGGTGCCCAACGCCCATCACAGCAGCAGCAACAT
CAGCATCAGCAAGGCGGAGGAAGAGGCTGGGCACCTCAGCATGGAGGACATGGTG
GCCGTGGTGGTGGGGGAGCTCCACGTGGTGGAATGGCCCCTCAACAATCCTATGGT
GGACCTCCTGAATACTACCAACAGGGCAGGGGAACTCAACAGTATCAACGAGGTGGA
GGACAACCCCAGCGCCGTGGTGGCATGGGGGGCCGTGGGGCACGGCCACCAGTAC
CCGAGCTGCACCAAGCAACCCAGACTCCACATCAGCCTGTACCATATGGAAGACCAT
CAGAAACATACTCAGAGGCTGGTTCCTCGTCTCAGCCACCTGAACCAACGACACAGC
AAGTGACTCAGCAATTCCAGCAACTTGTTGTGCAGCCAGAAGCAGCTGCAACCCAAG
CAATACAACCAGCATCGAGCAAGTCGATGAGGTTTCCACTCCGGCCAGGAAAGGGTA
GTACTGGTATTAGATGCATAGTTAAGGCCAATCACTTCTTTGCCGAGTTACCTGACAA
AGATCTGCACCAGTATGATGTTTCAATTACTCCTGAGGTCGCCTCTCGGGGTGTCAAC
CGGGCCGTCATGGAGCAGCTGGTGAAGCTTTATAGAGAATCCCATCTTGGGAAGAGG
CTTCCAGCCTATGACGGAAGAAAAAGTCTATACACAGCAGGGCCCCTCCCTTTTGTTC
AAAAGGATTTTAAAATCACTCTAATTGATGATGATGATGGACCTGGTGGTGCTAGGAG
GGAAAGAGAGTTTAAAGTTGTGATCAAGCTGGCGGCTCGTGCTGATCTTCATCACTTG
GGGATGTTCTTACAAGGGAGACAGGCTGATGCACCGCAAGAAGCACTTCAGGTGCTG
GATATTGTGCTACGTGAGTTGCCAACATCTAGGTATTGTCCTGTGGGCCGCTCTTTCT
ATTCCCCTCATTTAGGACGAAGACAACCACTGGGTGAAGGTTTAGAGAGCTGGCGTG
GCTTCTATCAAAGTATTCGTCCTACACAGATGGGATTATCCCTGAATATTGATATGTCT
TCCACGGCTTTCATTGAGCCACTGCCGATTATTGACTTCGTGAGCCAGCTTCTGAATC
GGGATATCTCTTCTAGACCACTGTCTGATGCTGACCGCGTTAAGATAAAGAAGGCACT
GAGAGGTGTAAAGGTGGGGGTCACTCATCGTGGAAATATGCGGAGGAAGTATCGCAT
TTCTGGCTTGACGTCTCAAGCAACAAGAGAGTTGACTTTTCCTGTCGATGAAAGGGGT
ACGATGAAAGCTGTTGTGGAATATTTTCGGGAAACCTATGGTTTTGTCATTCGGCATA
CCCAGTGGCCTTGTCTTCAAGTTGGAAATACGCAGAGGCCAAATTACTTGCCAATGG
AAGTATGTAAGATTGTAGAGGGACAGAGATACTCAAAGCGCTTGAATGAGAGGCAGA
TAACAGCACTTCTAAAAGTGACCTGCCAACGTCCTCAAGAGAGAGAACGTGATATTCT
TCAGACTGTTCATCACAATGCTTATGCTGATGACCCATATGCGAAGGAGTTTGGTATT
AAGATCAGTGAGGAGCTTGCTCAAGTTGAGGCTCGCGTTTTGCCTGCACCTTGGCTT
AAATACCATGATACAGGTCGAGAGAAAGACTGTCTGCCACAAGTGGGCCAGTGGAAT
ATGATGAATAAGAAAATGGTTAATGGAGGAACAGTGAACAACTGGATCTGTGTAAACT
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TTTCTCGCAATGTGCAAGACACAGTTGCACGTGGATTTTGTTCCGAGCTTGCACAAAT
GTGCATGATATCCGGAATGAACTTCAATCCCAATCCTGTTCTACCACCAGTGAGTGCT
CGCCCTGATCAAGTTGAGAGAGTCTTGAAAACTCGATTTCACGATGCTATGACAAAGT
TGCAGCCAAATGGGAGAGAGCTAGATCTTTTGATTGTGATATTACCAGACAATAACGG
CTCTCTTTATGGTGATCTAAAACGGATTTGTGAAACTGAACTTGGAATTGTCTCACAAT
GCTGCTTGACAAAACATGTATTTAAGATGAGCAAGCAGTATTTAGCTAATGTATCCCT

GAAGATAAATGTGAAGGTTGGAGGAAGAAATACTGTGCTGGTTGATGCGCTCTCTAG

ACGAATTCCCCTTGTCAGCGACCGCCCAACTATCATTTTTGGTGCAGATGTCACCCAT
CCCCACCCTGGGGAGGATTCTAGCCCGTCAATTGCTGCGGTGGTTGCTTCTCAAGAT
TGGCCTGAAATTACAAAGTATGCTGGTTTGGTTTCTGCTCAAGCGCATAGGCAAGAGC
TTATACAAGATCTGTACAAGACTTGGCAAGATCCAGTTAGAGGACCTGTGACTGGTGG
CATGATAAAGGAATTACTTATTTCCTTCCGTCGAGCAACTGGACAGAAGCCGCAGAGA
ATTATATTCTACAGAGATGGTGTTAGTGAAGGACAATTTTACCAAGTTCTTCTTTTTGA

ACTTGATGCAATCCGCAAGGCATGTGCATCTTTAGAACCCAACTATCAGCCCCCGGTT
ACGTTTGTTGTGGTCCAGAAACGGCATCATACTAGGTTGTTTGCCAATAACCACCACG
ACAGAAATGCAGTTGATCGGAGTGGGAACATTTTGCCTGGTACCGTTGTAGATTCAAA
GATATGCCACCCTACTGAATTTGATTTCTATCTCTGTAGCCATGCCGGCATACAGGGT
ACTAGCCGCCCAGCTCATTATCATGTTCTGTGGGATGAGAACAATTTTACTGCTGACG
CCCTGCAGTCTTTGACTAACAATCTTTGCTATACATATGCTAGGTGTACTCGTTCTGTC
TCCATTGTTCCACCAGCATATTATGCACATTTGGCAGCTTTCCGTGCTCGGTTTTACAT
GGAGCCAGAGACATCTGATAATGGATCAGTCACAAGCGCAGCTGCTTCAAACAGAGG
AGGTTTAGGAGCTATGGGAAGGAGCACGCGAGCACCACGTGCTGGTGCTGCTGTAA

GGCCCCTTCCTGCTCTCAAGGAG.AATGTTAAGAGGGTTATGTTTTATTGT (SEQ ID
NO:315).

217) Las plantas de Nicotiana benthamiana se trataron utilizando un procedimiento similar
al descrito en el Ejemplo 12. La solucion polinucleotidica (o de polinucledtidos mezclados
en el caso de AGO1) se preparé en 0,01% (v/v) de Silwet L-77 y 2% (p/v) de sulfato de
amonio en 5 milimolares de fosfato de sodio, pH 6,8. Se sumergieron dos hojas
completamente expandidas por planta en una solucién de 0,1% de Silwet L-77 preparada
recientemente con H20 bidestilada durante pocos segundos y se dejaron secar.
Aprdximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros de solucién
polinucleotidica a cada una de las dos hojas pretratadas. Para PDS, cada una de las 5
plantas recibio 25 nanomoles del polinucledtido antisentido de PDS (SEQ ID NO:34); para
AGO1, cada una de las 5 plantas recibi6 50 nanomoles de cada uno de los 14
polinucledtidos antisentido de AGO1 (SEQ ID NOS:300-313); para los tratamientos

o
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combinados con PDS y AGO, cada una de las 5 plantas recibi6 25 nanomoles del
polinucledtido antisentido de PDS (SEQ ID NO:34) y nanomoles de cada uno de los 14
polinucledtidos antisentido de AGO1 (SEQ ID NOS:300-313) aplicados en hojas
separadas. Las plantas testigo apareadas se trataron con solucién amortiguadora (0,01%

(v/v) de Silwet L-77 y 2% de (p/v) de sulfato de amonio en 5 milimolares de fosfato de

sodio, pH 6,8). No se observaron diferencias entre las plantas tratadas con los

polinucledtidos antisentido de AGO1 y las plantas tratadas solo con solucién
amortiguadora . Las plantas tratadas con el polinucleétido antisentido de PDS exhibieron
blanqueado sistémico. Las plantas tratadas con el polinucleétido antisentido de PDS y los
polinucledtidos an’fisentido de AGO1 aplicados por separado no exhibieron blanqueado
sistémico, indicando que la supresion de AGO1 bloqueé la expansion sistémica de la
sefal de silenciamiento. |

Ejemplo 34

218) Este ejemplo ilustra un método pafa inducir la regulacién sistémica de un gen
objetivo enddégeno én una planta en crecimiento que comprende revestir topicamente
sobre hojas de dicha planta en crecimiento, polinucledtidos que tienen una secuencia
esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en dicho gen objetivo endogeno o en el ARN mensajero transcrito a
partir de dicho gen objetivo endégeno, con lo cual dichos polinucledtidos permean el
interior de dicha planta en crecimiento e inducen la regulacion sistémica de dicho gen
objetivo enddgeno. Mas especificémente, este ejemplo ilustra el uso de una composicion
que comprende tensioactivo y polinucleétidos para inducir al menos transitoriamente Ia
regulacion sistémica del gen enddgeno de 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) de Zea mays.

219) Se identifico una'secuencia gendémica del gen endégeno de 5-enolpiruvilshiquimato-

3-fosfato sintasa (EPSPS)  de Zea mays como

ACCTACTTCCCCCTCGCCCCTCTCATGGTCTCTCTCGCGCCCAGATCTGCTACTAGA
CGGCACCGCTGCAGCGCGTCGTGTCGCGGGGGTTGGTGGCAGGCAGCGAGAGCTT
GCCGTTCCTCTCTCTCAGTTGTCAGGTCCTAGGCTCACCTCACCGGCTCCCAGCCCG
CTTCTATTTCTTCCTCCCCGACCCCGTGCAGGTGGCAGTCCAGTCCACGCCACCAAC
CGCGAGGCGAACCAAACCAACCCACTCTCCCCAACCCCGCGCGCCCAGGCCGCCC
GCCCTACCAACCATCGGCGTCGGCAATGGCGGCCATGGCGACCAAGGCCGCCGCG
GGCACCGTGTCGCTGGACCTCGCCGCGCCGCCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCG
GTGCAGGCGGGTQCCGAGGAGATCGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCAC

LEs
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CGTCAAGCTGCéGGGGTCCAAGTCGCTﬁCCAACCGGATCCTCCTGCTCGCCGCCC
TGTCCGAGGTGAGCGATTTTGGTGCTTGCTGCGCTGCCCTGTCTCACTGCTACCTAA
ATGTTTTGCCTGTCGAATACCATGGATTCTCGGTGTAATCCATCTCACGATCAGATGC
ACCGCATGTCGCATGCCTAGCTCTCTCTAATTTGTCTAGTAGTTTGTATACGGATTAAT
ATTGATAAATCGGTACCGCAAAAGCTAGGTGTAAATAAACACTAGAAAATTGGATGTT
CCCCTATCGGCCTGTACTCGGCTACTCGTTCTTGTGATGGCATGCTGTCTCTTCTTGG
TGTTTGGTGAACAACCTTATGAAATTI'GGGCGCAAAGAACTCGCCCTCAAGGGTTGAT
CTTATGCCATCGTCATGATAAACAGTGGAGCACGGACGATCCTTTACGTTGTTTTTAA
CAAACTTTGTCAGAAAACTAGCATCA'ITAACTTC'ITAATGACGATTTCACAACAAAAAA
AGGTAACCTCG CTACTAACATAACAAAATAC'TTGTTGCTTATTAATTATATGTTFITTAA
TCTI'TGATCAGGGGACAACAGTGGTTGATAACCTGTTGAACAGTGAGGATGTCCACTA
CATGCTCGGGGCCTTGAGGACTCTTGGTCTCTCTGTCGAAGCGGACAAAGCTGCCAA
AAGAGCTGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGAAAGTTCCCAGTTGAGGATTCTAAAGAGGA
AGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGGCCATTGACAGCAGCTGT
TACTGCTGCTGGTGGAAATGCAACGTATGTTTCCTCTCTTTCTCTCTACAATACTTGCT
GGAGTTAGTATGAAACCCATGGGTATGTCTAGTGGCTTATGGTGTATTGGTTTTTGAA
CTTCAGTTACGTGCTTGATGGAGT-ACCAA_GAATGAGGGAGAGACCCATI'GGCGACTT
GGTTGTCGGATTGAAGCAGCTTGGTG CAGATGTTGATTGTTTCCTTGGCACTGACTG
CCCACCTGTTCGTGTCAATGGAATCGGAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTTAGCTACTA
AGGGCCACATGTTACATI'CTTCTGTAAATGGTACAACTATTGTCGAGC'ITTTGCATTTG
TAAGGMAGCAﬁGAﬂGATCTGMTTTGATG CTACACCACAAAATATCCTACAAATGG
TCATCCCTAACTAGCAAACAATGAAGTAATACTTGGCATGTGTTTATCAAATTAATTTC
CATCTTCTGGGGCATTGCCTGTTTTCTAGTCTAATAG CATTTGTTTTTAGCATTAATTA
GCTCTTACAATTGTTATGTTCTACAGGTCAAGCTGTCTGGCTCCATCAGCAGTCAGTA
CTTGAGTGCCTTGCTGATGGCTGCTCCTTTGGCTCTTGGGGATGTGGAGATTGAAAT
CATTGATAAATTAATCTCCATTCCCTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGCGTT
TTGGTGTGAAAGCAGAGCATTCTGATAGCTGGGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTC
AAAAATACAAGTAAGCTCTGTAATGTATTTCACTACTTTGATGCCAATGTTTCAGTTTTC
AGTTTTCCAAACAGTCGCATCAATATTTGAATAGATGCACTGTAGAAAAAAAATCATTG
CAGGGAAAAACTAGTACTGAGTATTTTGACTGTAAATTATTTTACCAGTCGGAATATAG
TCAGTCTATTGGAGTCAAGAGCGTGAACCGAAATAGCCAGTTAATTATCCCATTATAC
AGAGGACAACCATGTATACTATTGAAACTTGGTTTATAAGAGAATCTAGGTAGCTGGA
CTCGTAGCTGCTTGGCATGGATACCTTCTTATCTTTAGGAAAAGACACTTGATTTTTTT
TTTCTGTGGCCCTCTATGATGTGTGAACCTGCTTCTCTATTGCTTTAGAAGGATATATC
TATGTCGTTATGCAACATGCTTCCCTTAGCCATTTGTACTGAAATCAGTTTCATAAGTT
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CGTTAGTGGTTCCCTAAACGAAACCTTGTTTTTCTTTGCAATCAACAGGTCCCCTAAAA
ATGCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTCTTGGCTGGTGCTGCAAT
TACTGGAGGGACTGTGACTGTGGAAGGTTGTGGCACCACCAGTTTGCAGGTAAAGAT
TTCTTGGCTGGTGCTACAATAACTGCTTTTGTCTTTTTGGTTTCAGCATTGTTCTCAGA
GTCACTAAATAACATTATCATCTGCAAATGTCAAATAGACATACTTAGGTGAATTCATG
TAACCGTTTCCTTACAAATTTGCTGAAACCTCAGGGTGATGTGAAGTTTGCTGAGGTA
CTGGAGATGATGGGAGCGAAGGTTACATGGACCGAGACTAGCGTAACTGTTACTGGC
CCACCGCGGGAGCCATTTGGGAGGAAACACCTCAAGGCGATTGATGTCAACATGAAC
AAGATGCCTGATGTCGCCATGACTCTTGCTGTGGTTGCCCTCTTTGCCGATGGCCCG
ACAGCCATCAGAGACGGTAAAACATTCTCAGCCCTACAACCATGCCTCTTCTACATCA
CTACTTGACAAG,{\CTAAAAACTATTGGCTCGTTGGCAGTGGCTTCCTGGAGAGTAAAG
GAGACCGAGAGGATGGTTGCGATCCGGACGGAGCTAACCAAGGTAAGGCTACATAC
TTCACATGTCTCACGTCGTCTTTCCATAGCTCGCTGCCTCTTAGCGGCTTGCCTGCGG
TCGCTCCATCCTCGGTTGCTGTCTGTGTTTTCCACAGCTGGGAGCATCTGTTGAGGA
AGGGCCGGACTACTGCATCATCACGCCGCCGGAGAAGCTGAACGTGACGGCGATCG
ACACGTACGACGACCACAGGATGGCCATGGCCTTCTCCCTTGCCGCCTGTGCCGAG
GTCCCCGTGACCATCCGGGACCCTGGGTGCACCCGGAAGACCTTCCCCGACTACTT
CGATGTGCTGAGCACTTTCGTCAAGAATTAATAAAGCGTGCGATACTACCACGCAGCT
TGATTGAAGTGATAGGCTTGTGCTGAGGAAATACATTTCTTTTGTTCTGTTTTTTCTCT
TTCACGGGATTAAGTTTTGAGTCTGTAACGTTAGTTGTTTGTAGCAAGTTTCTATTTCG
GATCTTAAGT‘ITGTGCACTGTAAGCCAAATTI'CATTTCAAGAGTGGTTCGTTGGAATAA
TAAGAATAATAAATTACGTTTCAGTGGCTGTCAAGCCTGCTGCTACGTTTTAGGAGAT
GGCATTAGACATTCATCATCAACAACAATAAAACCTTTTAGCCTCAAACAATAATAGTG
AAGTTATTTTTTAGTCCTAAACAAGTTGCATTAGGATATAGTTAAAACACAAAAGAAGC
TAAAGTTAGGGTTTAGACATGTGGATATTGTTTTCCAT (SEQ ID NO:316), con una
region en 5’ sin traducir ubicada en las posiciones nucleotidicas 1 — 306 y una regiéon en ¥’
sin traducir ubicada en las posiciones nucleotidicas 3490 - 3907. La secuencia de ADNc
de EPSPS se identifico como
ACCTACTTCCCCCTCGCCCCTCTCATGGTCTCTCTCGCGCCCAGATCTGCTACTAGA
CGGCACCGCTGCAGCGCGTCGTGTCGCGGGGGTTGGTGGCAGGCAGCGAGAGCTT
GCCGTTCCTCTCTICTCAGTTGTCAGGTCCTAGGCTCACCTCACCGGCTCCCAGCCCG
CTTCTATTTCTTCCTCCCCGACCCCGTGCAGGTGGCAGTCCAGTCCACGCCACCAAC
CGCGAGGCGAACCAAACCAACCCACTCTCCCCAACCCCGCGCGCCCAGGCCGCCC
GCCCTACCAACCATCGGCGTCGGCAATGGCGGCCATGGCGACCAAGGCCGCCGCG
GGCACCGTGTCGCTGGACCTCGCCGCGCCGCCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCG
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GTGCAGGCGGGTGCCGAGGAGATCGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCAC
CGTCAAGCTGCCGGGGTCCAAGTCGCTTTCCAACCGGATCCTCCTGCTCGCCGCCC
TGTCCGAGGGGACAACAGTGGTTGATAACCTGTTGAACAGTGAGGATGTCCACTACA
TGCTCGGGGCCTTGAGGACTCTTGGTCTCTCTGTCGAAGCGGACAAAGCTGCCAAAA
GAG CTGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGAAAGTI'CCCAGTTGAGGATTCTAAAGAGGAAG
TGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTG CAATGCGGCCATTGACAG CAGCTGTTA
CTGCTGCTGGTGGAAATGCAACTTACGTGCTTGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGA
GACCCATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAGCAGCTTGGTGCAGATGTTGATTGTTT
CCTTGGCACTGACTGCCCACCTGTTCGTGTCAATGGAATCGGAGGGCTACCTGGTGG
CAAGGTCAAGCTGTCTGGCTCCATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCCTTGCTGATGGC
TGCTCCTTTGGCTCTTGGGGATGTGGAGATTGAAATCATTGATAAATTAATCTCCATTC
CCTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGCGWﬁGGTGTGMAG CAGAGCATTC
TGATAGCTGGGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTCAAAAATACAAGTCCCCTAAAAAT
GCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTCTTGGCTGGTGCTGCAATTA
CTGGAGGGACTGTGACTGTGGAAGGTTGTGGCACCACCAGTTTGCAGGGTGATGTG
AAGTTTGCTGAGGTACTGGAGATGATGGGAGCGAAGGTTACATGGACCGAGACTAGC
GTAACTGTTACTGGCCCACCGCGGGAGCCATTTGGGAGGAAACACCTCAAGGCGATT
GATGTCAACATGAACAAGATGCCTGATGTCGCCATGACTCTTGCTGTGGTTGCCCTCT
TTGCCGATGGCCCGACAGCCATCAGAGACGTGGCTTCCTGGAGAGTAAAGGAGACC

- GAGAGGATGGTTGCGATCCGGACGGAGCTAACCAAGCTGGGAGCATCTGTTGAGGA

AGGGCCGGACTACTGCATCATCACGCCGCCGGAGAAGCTGAACGTGACGGCGATCG
ACACGTACGACCACCACAGGATGGCCATGGCCTTCTCCCTTGCCGCCTGTGCCGAG
GTCCCCGTGACCATCCGGGACCCTGGGTGCACCCGGAAGACCTTCCCCGACTACTT
CGATGTGCTGAGCACTTTCGTCAAGAATTAATAAAGCGTGCGATACTACCACGCAGCT
TGATTGAAGTGATAGGCTTGTGCTGAGGAAATACATTTCTTTTGTTCTGTTTTTTCTCT
TTCACGGGATTAAGTTTTGAGTCTGTAACGTTAGTTGTTTGTAGCAAGTTTCTATTTCG
GATCTTAAGTTTGTGCACTGTAAGCCAAATTTCATTTCAAGAGTGGTTCGTTGGAATAA
TAAGAATAATAAATTACGTTTCAGTGGCTGTCAAGCCTGCTGCTACGTTTTAGGAGAT
GGCATTAGACATTCATCATCAACAACAATAAAACCTTTTAGCCTCAAACAATAATAGTG
AAGTTATTTTTTAGTCCTAAACAAGTTGCATTAGGATATAGTTAAAACACAAAAGAAGC
TAAAGTTAGGGTTTAGACATGTGGATATTGTTTTCCAT (SEQ ID NO:317). Se disefié un
polinucledtido de ARN bicatenario de 240 pares de bases con una cadena
correspondiente a la secuencia de ADN
TACTTGAGTGCCTTGCTGATGGCTGCTCCTTTGGCTCTTGGGGATGTGGAGATTGAA
ATCATTGATAAATTAATCTCCATTCCGTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGC
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GTTTTGGTGTGAAAGCAGAGCATTCTGATAGCTGGGACAGATTCTACATTAAGGGAG

GTCAAAAATACAAGTCCCCTAAAAATGCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAG
CTATTTCTTG (SEQ ID NO:318) que corresponde a un segmento de 240 nucledtidos
ubicado en las posiciones nucleotidicas 937 — 1176 de la secuencia de ADNc de EPSPS.
220) Se germinaron semillas de Zea mays (Gaspe) sobre papel de germinacion. Las
plantulas se transfirieron a macetas de 4 oulgadas y las plantas se cultivaron en una
camara de cultivo. Se trataron tépicamente con polinucleétidos 3 plantas de 17 dias y tres
plantas se usaron como testigos. Dos hojas inferiores de cada planta se marcaron y luego
se pretrataron sumergiéndolas en una solucion de 0,1% de Silwet L-77. Aproximadamente
30 minutos después del pretratamiento con tensioactivo, se aplicaron 20 microlitros de
solucién de tratamiento sobre el lado superior de cada una de las dos hojas pretratadas.
La solucion de tratamiento consistia en una mezcla de 100 microlitros de 2X solucién

amortiguadora, 90 - microlitros de agua, 10 microlitros de una solucién de 4,6

microgramos/microlitro de ARNbc de EPSPS (con una cadena correspondiente a la SEQ -

ID NO:318); la 2X solucién amortiguadora era una mezcla de 200 microlitros de 0,1% de
Silwet L-77, 200 microlitros de 50 milimolares de fosfato de sodio, 146 microlitros de 34%
de fosfato de amonio y 454 microlitros de agua . A los 8 dias después del tratamiento, dos
de las tres plantas tratadas con polinucleétidos presentaban enanismo con hojas apicales
muertas o danadas (similar al fenotipo observado en plantas de Nicotiana benthamiana
tratadas de forma similar con polinucledtidos de EPSPS), mientras que las tres plantas

testigo presentaban crecimiento y morofologia normales (Figura 37).

Ejemplo 35

221) Se investigo la eficacia de diferentes sustancias (incluidas sales, un agente quelante,
un humectante y poliaminas) como agentes de transferencia de polinucledtidos o como
potenciadores de agentes de transferencia de polinucleétidos conocidos. Anteriormente el
sulfato de amonio habia demostrado que potenciaba la permeabilidad de las plantas a
polinuclettidos (ver, por ejemplo, Ejemplo 13). La Tabla 26 muestra el efecto sobre la
actividad herbicida (presentada como un pocentaje del control/muerte de malezas y como
la altura de la planta) del sulfato de amonio y de EDTA como aditivos para soluciones de
pulverizacion 1% de Silwet L-77 de polinucleédtidos aplicados tépicamente (ARN) sobre
plantas de palmera amaranto resistentes al glifosato. En este experimento especifico, se
descubrié que el acido etilenodiaminatetraacético (EDTA) a 0,004% actia de forma similar
al 2% de sulfato de amonio en la solucion de pulverizacién, mejorando la eficacia de los
polinucledtidos y potenciando la actividad herbicida del glifosato.
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Tabla 26
Tratamiento Control de palmera (%) | Altura de palmera (cm)
Sin adicion 0 7.5
+ 2% de sulfato de - 43 1,8
amonio )
+0,004% de EDTA 45 1,0

222) La Tabla 27 muestra el efecto sobre la actividad herbicida (presentada como un

porcentaje de control/muerte de la maleza y como la altura de la planta) de varias sales

incluidas sales inorganicas (cloruro de sodio, sulfato de sodio, sulfato de amonio, cloruro

de amonio) y sales organicas (cloruro de tetrametilamonio, cloruro de tetraetilamonio,

bromuro de tetrapropilamonio y bromuro de tetrabutilfosfonio) como aditivos para

soluciones de 1% de Silwet L-77 para pulverizacion de polinucledtidos aplicados

topicamente (ARN) sobre plantas de palmera amaranto resistentes al glifosato. En este

experimento especifico, se descubri6 que el cloruro de amonio y el bromuro de

tetrabutilfosfonio actian de forma similar al sulfato de amonio en la solucién de

pulverizacion, mejorando la eficacia de los polinucleétidos y potentiaciando la actividad

herbicida del glifosato.

e
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Tabla 27

Tratamiento .| Control de paimera Altura de paimera
(%) (cm) |

Sin adicién 0 16,0

+ 2% de cloruro de sodio 15 15,0

+ 2% de sulfato de sodio 7 17,0

+ 2% de sulfato de amonio 54 9,3

+ 2% de cloruro de amonio 52 10,3

+ 2% de cloruro de 19 15,0

tetrametilamonio

+ 2% de cloruro de - 27 12,0

tetraetilamonio

+ 2% de bromuro de 34 11,0

tetrapropilamonio

+ 2% de bromuro de 19 13,3
tetrabutilfosfonio

+ 2% de bromuro de 55 . 5,3
tetrabutilfosfonio

223) La Tabla 28 muestra el efecto del humectante glicerina sobre la actividad herbicida
(presentada como un porcentaje del control/muerte de la maleza y como la altura de la
5 planta) de polinucledtidos aplicados tépicamente (ARN) sobre plantas de palmera
amaranto resistentes al glifosato. Se descub‘ri() que la glicerina mejora la eficacia de los

polinucledtidos, potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 28
Tratamiento Control de palmera | Altura de pélmera (cm)
(%)
Sin adicion 0 16.0
Silwet L-77/AMS (sin glicerina) 54 9.3
Silwet L-77/AMS  + 0,5% de 57 6.3
glicerina |

10 224) La Figura 38 muestra el efecto de la variacion de los contraiones de glifosato sobre

la actividad herbicida (presentada como un porcentaje del control/muerte de la maleza y
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como la altura de la planta) de polinucledtidos aplicados tépicamente (ARN) sobre plantas
de palmera amaranto resistentes al glifosato. Se preparé una mezcla de polinuclettidos
de EPSPS (IDT [1] (SEQ ID NO:83-84), IDT [2] (SEQ ID NO:85-86), IDT [3] (SEQ ID
NO:87-88) y IDT [4] (SEQ ID NO:89-90)) en 0,5% de Silwet L-77, 2% de sulfato de amonio
en 10 milimolares de solucién amortiguadora de fdsfato de sodio, pH 6,8 con 0,2% de
portador Roundup® WeatherMax® (MON56151 tensioactivo de amina de cebo mezcla de
amina de cebo (16-18C) y cocoamina (12-14C) en la relacion de 55:45) y 1682 g de
equivalente &cido pbr hectarea de una de las sales de glifosato; K+ glifosato,
isopropilamonio+ glifosato o monoetanolamonio+ glifosato a 215 litros/acre mediante
pulverizador Milli en 3 repeticion de palmera amaranto resistente a glifosato de 4-6
pulgadas que contenian 16 copias de EPSPS. La altura de la planta se puntud a los 21
dias después del tratamiento con glifosato. Los resultados (presentados como un
porcentaje del control/muerte de la maleza y como la altura de la planta) se proporcionan
en la Tabla 29. Las sales de isopropilamonio y monoetanolamonio de glifosato

proporcionaron mejor actividad herbicida en comparacion con la sal de potasio.
Tabla 29

Tratamiento Control de palmera Altura de palmera
(%) (cm)
Sin adicion ' ' 0 16
K+ glifosato 23 12,3
K+ glifosato + ' 32 10,8
polinucleétidos de EPSPS
IPA+ glifosato : -9 14,5
IPA+ glifosato + _ 66 55
polinucleétidos de EPSPS
MEA+glifosato 9 145
MEA+ glifosato + 66 55
polinucledtidos de EPSPS |

225) Se investigo el efecto de los cationes de poliamina de espermina (N,N’-bis(3-
aminopropil)butano-1,4-diamina) y espermidina (N-(3-aminopropil)butano-1,4-diamina)
sobre la actividad herbicida de polinucleétidos aplicados tépicamente (ARN) sobre plantas
de palmera amaranto resistentes al glifosato. Las soluciones polinucleotidicas se
prepararon utilizando una mezclé de cantidadés iguales de las cuatro moléculas de

ARNbc “corto” de tamafio de oligonucleétido descritas en el Ejemplo 1, que tienen una
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cadena antisentido disefiada para hibridar con el ARNm transcrito a partir del gen de
EPSPS palmera amaranto (SEQ ID NO:1) en las posiciones 14-38 (ARNbc-1 corto),
posiciones 153-177 (ARNbc-2 corto), 345-369 (ARNbc-3 corto) y 1105-1129 (ARNbc-4
corto) tal como se indica mediante los nucleétidos subrayados en la Figura 1; los ARNbc
tenian un excedente de dos nucleétidos en el extremo 3' de la cadena antisentido y tenian
dos desoxinucledtidos como los nucledtidos terminales en el extremo 3’ de la cadena
sentido. Las soluciones de polinucledtidos de ARNbc se prepararon con 1 o 10
milimolares de espermina o espermidina o 2% de sulfato de amonio, en solucion
amortiguadora de 10 milimolares de fosfato de sodio (pH 6,8). Las soluciones testigo (sin
polinucledtidos) se prepararon con 1 o 10 milimolares de espermina o espermidina o 2%
de sulfato de amonio, en solucién amortiguadora de 10 milimolares de fosfato de sodio
(pH 6,8). Las plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato (33, 36 o 57 copias de
EPSPS) se prepulverizaron con 1% de Silwet L-77. Las soluciones de polinucleétido de

ARNbc (11,6 gramos/acre) o las soluciones amortiguadoras se aplicaron como gotas en :

cuatro hojas inferiores completamente expandidas de palmera amaranto de resistente a
glifosato mediante pipeteo. Dos dias después del tratamiento con polinucledtidos las
plantas se pulverizaron con glifosato (3360 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida marca Roundup® WeatherMAX®). Las plantas se fotografiaron a los 14 dias
después del tratamiento con glifosato; los resultados se muestran en la Figura 39. El
tratamiento con ARNbc y 10 milimolares de espermina con posterior tratamiento con
glifosato mat6 a la palmera amaranto resistente a glifosato con 33 copias de EPSPS y
lesion6 gravemente y produjo enanismo en la palmera amaranto resistente a glifosato con
36 copias de EPSPS. El tratamiento con 10 mM de espermidina sola produjo enanismo en
la palmera amaranto resistente a glifosato con 33 copias. En este experimento especifico,
ni espermina ni espermidina a 1 o 10 milimolares tuvieron el mismo rendimiento que el 2%
de sulfato de amonio.

Ejemplo 36

226) Se evalud la eficacia de diferentes tensioactivos como agentes de transferencia de
polinucledtidos en soluciones de polinucleétidos para pulverizacién aplicadas a palmera
amaranto resistente a glifosato. Se adquirieron tensioactivos Break-Thru de Evonik
Industries; y tensioactivos Silwet de Momentive. Las soluciones para pulverizacién se
prepararon el mismo dia de la pulverizacion. -Se agregé una mezcla de polinucleétidos de
EPSPS (IDT [1] (SEQ ID NO:83-84), IDT [3] (SEQ ID NO:87-88) y IDT [4] (SEQ ID NO:89-
90)) a soluciones para pulverizacion 15 a 50 minutos antes de la pulverizacion y se
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aplicaron 1 a 2 miililitros utilizando un pulverizador comun de bajo volumen muerto (“milli”)
a plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato de una a cuatro pulgadas (R-22)
cultivadas a partir de cortes. Se aplicaron entre 10 y 225 microgramos de polinucleétidos
totales a cada planta, dependiendo del experimente; tipicamente se aplicaron 23
microgramos de polinucleétidos totales por planta. Las plantas tratadas se colocaron en
un invernadero con una programacion fijada de temperatura de 26,7/21,1 grados Celsius
0 29,4/21,1 grados Celsius durante 14/10 horas y luz complementaria. 2 a 3 dias después,
la plantas se pulverizaron con glifosato (“2X Wmax” o 1682 g de equivalente acido por
hectarea de herbicida marca Roundup® WeatherMAX®) mediante pulverizador comdn (10
galones/acre) y se volvieron a colocar en el invernadero. La cantidad de control (lesion
visual) con respecto a los tratamientos sin pulverizacion, la altura de las plantas vy las
fotografias de la palmera amaranto se tomaron a diferentes intervalos de tiempo de hasta
21 dias después del tratamiento con glifosato. El peso fresco del material vegetal por
encima del suelo se recogié en el ultimo punto de tiempo. Se otorgd una puntuacion
general de lesion de la planta 0 y 3 a cada tratamiento en base al analisis combinado de
Control, Altura, Peso fresco y Fenotipo vegetal visual, donde “3“es actividad herbicida
intensa, “2” es actividad moderada, “1” es actividad leve y “0” es sin actividad observada
después de la correccion para cualquier lesion observada provocada por el tratamiento
solo con glifosato; los resultados se muestran en la Tabla 30.

227) Las propiedades fisicas de los diferentes tensioactivos también se investigaron y se
muestra en la Tabla 30. Se prepararon setenta mililitros de solucién de tensioactivo (0,5%
de tensioactivo en solucién acuosa que contenia 2% de sulfato de amonio, solucion
amortiguadora (20 milimolares de fosfato de potasio, pH 6,8), con o sin un polinucleétido
de EPSPS (IDT [2] (SEQ ID NO:85-86); 0,09 miligramos/mililitro) agregados, el mismo dia
de la medicion. La tension superficial dinamica se midio a temperatura ambiente (22 a 23
grados Celsius) en un tensiémetro Kruss BP100 utilizando el método de presién maxima
de burbuja con grafica de tension superficial con respecto a edad de la superficie. El
instrumento se programé para detectar automaticamente la superficie e sumergir el capilar
hasta una profundidad de 10 mm. Se registraron las mediciones de tensién superficial
para tres edades de superficie (aproximadamente 20, 500 y 1250 ms). La tension
superficial en dinas por cm se indicé en el intervalo de 1250 ms como una aproximacion
de la tension superficial estatica y el cambio entre 20 y 500 ms se indicé como una
estimacion de la tensién superficial dinamica. Los valores de balance hidrofilo-lipofilo
balance (HLP) para los tensioactivos se obtuvieron a partir de referencias de tensioactivo
e informacion del producto. '



Tabla 30

Vi

Nom | NG | Compo | Tipode | Clase | Puntua Tensién deita | HLB
bre me | sicidon | tensioa de cién de superficial 20 -
de ro | quimica| ctivo | tensioa | lesion | biblio | 1250 | 500
tensi | CA ctivo "~ de grafia ms ms
oacti | S palmer
VO a
Brea | nc | polisiio | organo | no 3 nc 22,7 | 27,1 | 40,0
k- xano silicona | iénico
Thru modific |
S ado
321 con
poliéter
Brea | 67 | polisilo | organo | no 3 22 26,9 | 23,0
k- 67 | xano silicona | iénico
Thru | 4- | modific |
S 67- | ado
200 3 | con
poliéter
Brea | 68 | polisilo | organo | no 1 nc 43,8 | 2,9 | 40,0
k- 93 | xano silicona | ibnico
Thru | 7- | modific
OE | 55- | ado
441 3 |con
poliéter
Brea | 27 | polisilo | organo | no 2 21 242 | 234
k- 30 | xano silicona | i6nico
Thru | 6- | modific
S 78- | ado
278 1 | con
poliéter
Brea | nc | polisilo | organo | no 2 47 50,3 77 | 16,7
k- Xano silicona | i6nico ‘
Thru modific
S ado

ik
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poliéter
Silw | 27 | trisiloxa | organo | no 20,5 | 26,4 | 234 | 135
etL- | 30 | no; silicona | ibnico
77 6- | polimeti

78- | Isiloxan
1 |o

modific

ado

con

oxido

de

polialqu

ileno
Silw | nc | silicion |organo | no 32-40 | 40,1 | 121
et a silicona | idnico
HS hidroliti
429 cament

e

estable
Silw | nc | silicona | organo | no 26,7 295 | 11,3
et silicona | ibnico '
HS
312
Brea | 13 | trisiloxa | organo | no 23 26,1 | 10,0
k- 41 | no silicona | i6nico
Thru | 80- |
S 76-
233 0
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REIVINDICACIONES SOLICITUD DIVISIONAL

1. Un método para potenciar ia actividad de un herbicida no polinucleotidico sobre una
planta en crecimiento CARACTERIZADO PORQUE comprende:
(a) aplicar tbpicamente sobre una superficie de la planta:

(i) al menos un ARN de doble cadena (ARNbc) no transcribible que
comprende una secuencia que es esencialmente idéntica o esencialmente
complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos de un gen
endoégeno de la planta, donde el gen enddgeno codifica una proteina que
interactua con el herbicida, y

(i) una cantidad efectiva de un agente de transferencia seleccionado del
grupo que consiste de un tensioactivo de organosilicona y un lipido catiénico; y
(b) aplicar el herbicida no polinucleotidico a la planta;

donde el al menos un ARNbc no transcribible permea hacia el interior de una célula de Ia
planta e induce la supresion del gen endégeno, potenciando de esta manera la actividad

del herbicida no polinucleotidico sobre la planta.

2. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la planta esta creciendo
en un campo.

3. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la planta es una planta
de amaranto, yute de china, amaranto tuberculoso, lechuga espinaca, diente de leén,

alfalfa, maiz, soja, colza, algodon, remolacha azucarera, cafa de azucar, trigo o arroz.

4. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la planta es una maleza
0 una planta espontanea.

5. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la planta es resistente a

uno o mas de entre glifosato, dicamba y sulfonilurea.

6. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE el ARNbc no

transcribible y el agente de transferencia se apIicah por separado.

A
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7. El método de la reivindicéci'(’)n 1, CARACTERIZADO PORQUE el ARNbc no
transcribible y el agente de transferencia se aplican simultaneamente.

8. El método de la reivindicécién 1, CARACTERIZADO PORQUE el tensioactivo de

organosilicona es un copolimero de polieter y silicona

9. El método de la reivindicaciéon 8, CARACTERIZADO PORQUE el copolimero de
polieter y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con éxido de

polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter.

10. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE ademas comprende
aplicar una sal organica o una sal inorganica.-

11. El método de la reivindicacién 10, CARACTERIZADO PORQUE la sal es una sal de

amonio.

12. El método de la reivindicacién 11, CARACTERIZADO PORQUE la sal de amonio es
sulfato de amonio.

13. El método de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE el ARNbc no
transcribible y el agente de transferencia se aplican en la superficie exterior de la célula

vegetal mediante un aparato pulverizador.

14. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE el gen enddgeno
codifica una proteina que se selecciona del grupo que consiste en 5-enolpiruvilshiquimato-
3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetohidroxiacido sintasa o una acetolactato sintasa
(ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una
fitoeno desaturasa (PDS), una protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (HPPD), una glutamina sintasa (GS), una fenilalanina amonio liasa (PAL),
una proteina D1 de fotosistema II, un factor de iniciacion de la traduccion (TIF), una
ATPasa dependiente de ADN (ddATPasa) y una ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa
oxigenasa (RuBisCO).

200
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15. El método de la reivindicaciéon 1, CARACTERIZADO PORQUE el herbicida no
polinucleotidico se selecciona del grupo que consiste en glifosato, dicamba, fosfinotricina,

bromoxinilo, ioxinilo o clorsulfurén.

16. Una composicion herbicida liquida adaptada para aplicacion tépica sobre la superficie
exterior de una planta CARACTERIZADA PORQUE comprende:

a. una cantidad efectiva de un agente de transferencia seleccionado del grupo que

- consiste en un tensioactivo de organosilicona y un lipido cationico; y

b. al menos un ARNbc no transcribible, donde el ARNbc no transcribible
comprende una secuencia nucleotidica que es esencialmente idéntica o complementaria a
al menos 18 nucleétidos contiguos de un gen endégeno o un ARN transcripto de la planta,
y en donde el gen endogeno o el ARN transcripto codifica una proteina que es esencial
para mantener el crecimiento o la vida de la planta o que le confiere resistencia a
herbicida a la planta. '

17. La composicion herbicida liquida de la reivindicacion 16 CARACTERIZADA PORQUE
el gen endogeno o ARN transcripto codifica una proteina 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS), una acetohidroxiacido sintasa o una acetolactato sintasa (ALS), una
acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una dihidropteroato sintasa, una fitoeno
desaturasa (PDS), una protoporfirina IX oxigenasa (PPO), una hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (HPPD), una glutamina sintasa (GS), una fenilalanina amonio liasa (PAL),
una proteina D1 de fotosistema II, un factor de iniciacion de la traduccién (TIF), una
ATPasa dependiente de ADN (ddATPasa) o una ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa
oxigenasa (RuBisCO).

18. La composicion herbicida liquida de la reivindicacion 16 CARACTERIZADA PORQUE

el gen endogeno es un gen nativo o un transgen recombinante.

19. La composicién herbicida liquida de la reivindicacion 16 CARACTERIZADA PORQUE
la composicién herbicida liquida ademas comprende una sal organica o una sal
inorganica. '

20. La composicion herbicida liquida de la reivindicacion 19 CARACTERIZADA PORQUE

la sal es una sal de amonio.

20\
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21. La composicion herbicida liquida de la reivindicacién 20 CARACTERIZADA PORQUE

la sal de amonio es sulfato de amonio.

22. La composicién herbicida liquida de la reivindicacién 16 CARACTERIZADA PORQUE

el tensioactivo de organosilicona es un copolimero de poliéter y silicona

23. La composicién herbicida liquida de la reivindicacién 22 CARACTERIZADA PORQUE
el copolimero de poliéter y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado

con oxido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter.

24. La composicion herbicida liquida de la reivindicacion 16 CARACTERIZADA PORQUE
la composicion herbicida liquida ademas comprende una molécula herbicida no

polinucleotidica.

25. La composicion herbicida liquida de la reivindicacién 24 CARACTERIZADA PORQUE
la molécula herbicida no polinucleotidica se selecciona del grupo que consiste en

glifosato, dicamba, fosfinotricina, bromoxinilo, ioxinilo o clorsulfurdn.

26. La composicion herbicida liquida de la reivindicacion 16 CARACTERIZADA PORQUE
la composicion herbicida liquida ademas comprende un agente quelante o un agente

humectante.

27. La composicion herbicida liquida de la reivindicacion 16 CARACTERIZADA PORQUE
dicho al menos un ARNbc no transcribible tiene como blanco a uno o mas genes

endbgenos de la planta.

28. Un método para controlar selectivamente plantas espontaneas blanco resistentes a
herbicidas que crecen en un campo CARACTERIZADO PORQUE comprende aplicar
sobre las hojas de la planta espontanea: '

a. al menos un ARNbc no transcribible que comprende al menos 18 nucleétidos
contiguos que son esencialmente idénticos o esencialmente complementarios a un gen
que le confiere resistencia a herbicida a las plantas espontaneas o a un transcripto de
ARN del mismo;

b. una cantidad efectiva de un agente de transferencia seleccionado del grupo que

consiste en un tensioactivo de organosilicona y un lipido catiénico; y
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c. un herbicida no polinucleotidico al cual las plantas espontaneas presentan
resistencia.

29. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE las plantas
espontaneas se seleccionan del grupo que consiste en alfalfa, maiz, soja, colza, algodén,

remolacha azucarera, cafia de azucar, trigo o arroz.

30. EI método de la reivindicaciéon 28, CARACTERIZADO PORQUE las plantas

espontaneas crecen en un campo de un cultivo de plantas resistentes a herbicida.

31. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE las plantas

espontaneas son resistentes a uno o mas de entre glifosato, dicamba y sulfonilurea.

32. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE uno o mas de los
ARNbc no transcribibles, el agente de transferencia y el herbicida no polinucleotidico se
aplican por separado.

33. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE el ARNbc no

transcribible y el agente de transferencia se aplican simultaneamente.

34. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE el tensioactivo de

organosilicona es un copolimero de poliéter y silicona.

35. El método de la reivindicacion 34, CARACTERIZADO PORQUE el copolimero de
polieter y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con 6xido de

polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter.

36. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE ademas comprende

aplicar una sal organica o una sal inorganica.

37. El método de la reivindicacion 36, CARACTERIZADO PORQUE la sal es una sal de
amonio.

38. El método de la reivindicacion 37, CARACTERIZADO PORQUE la sal de amonio es

sulfato de amonio.
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39. El método de la reivindicacion 28, CARACTERIZADO PORQUE uno o mas de los
ARNDbc no transcribibles y el agente de transferencia se aplican en la superficie exterior de

la célula vegetal mediante un aparato pulverizador.

40. El metodo de la reivindicacién 28, CARACTERIZADO PORQUE el gen que provee
resistencia a herbicida codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en una
5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una acetohidroxiacido sintasa o una
acetolactato sintasa (ALS), una acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), una
dihidropteroato sintasa, una fitoenc desaturasa (PDS), una protoporfirina 1X oxigenasa
(PPO), una hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD), una glutamina sintasa (GS), una
fenilalanina amonio liasa (PAL), una proteina D1 de fotosistema 1I, un factor de iniciacion
de la traduccién (TIF), una ATPasa dependiente de ADN (ddATPasa) o una ribulosa 1,5

bifosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO).

41. El método de la reivindicacién 28, CARACTERIZADO PORQUE el herbicida no
polinucleotidico se selecciona del grupo que consiste en glifosato, dicamba, fosfinotricina,

bromoxinilo, ioxinilo o clorsulfurén.
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RESUMEN

La presente invencién proporciona moléculas polinucleétidicas y métodos para regular
genes en plantas, por ejémplo, proporcionando ARN para la regulaciéon sistémica de
genes. Varios aspectos de la invencion proporcionan moléculas polinucleotidicas y
métodos para regular genes y transgenes endogenos en una célula vegetal y moléculas

polinucleotidicas.
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Figura 1

ATGLOTCAMUTACTACCATCARACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAARR
CCCAGTTACCCAAATCTTCAAARACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCAT
GTCTTTAARCCAATAARAGAGTTGGTGGGCAATCATCAAT T IO L AAGAT TCAAGCT TUTGTTGOT

GCTGCAGT TGAGARACCTICATC T GTCCCAGAR AT TETG T TACARCCCATCARAGAGATCTCTGGT A

CTGTTCAAT TGO TRGETCARAGTCTT TATCCAATCGAATCCTTC T T T TAGE TGO TT TR TC TGAGGE

CACARCRGTGETCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATAT TC TTTATATGT TRGACGC T TCAGRALT

CTTGEITTAMAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAARAGGLGUAGTOGT AGAGGGTTGTGGTGGTCTGT
TTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCG
CCCATTGRCAGCTGCGGTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCACSTCTAAAGCAACTTGGTTCAGATGTAGATTGTT
TTCTTGGCACARATTGCCCTCCTGTTCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGEGHCARGETUMAA
GCTCTCTGEATCGGT TAGTAGCCAATAT TTAACTGCACTTCTICAIGEC TACTCC Y TTGGGTCTTGGA
GRCGTGOAGATTGAGATAGT TGATARA T TGA T TTC TG TACCGTATG T IGAAATGACARATAARGTTGA
TGGARCGCTTTGCAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGSTTOTACATTCGAGGTGOTCA
GARATACARATCTCCTGCARAAGGCATATET TGAGGGTGAT GCT TCAAGTGC TAGC TACTTCOTAGCE
GEAGLCGCUGTCAC TG TGO GACTGTCAC TG TCAAGGGT TG TGGAAL ARGCAGT T TACAGGSETGATS
TAARATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTCC AAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGT
TACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATGAACAAA
ATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAG
ATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAACCGARCGGATGATTGCCATTTGCACAGAL U THAGAALGTT

TGGGOCAACAGT TEAGGARGGATCTGATTAC TR TG TGATCACTCCGO O TGARAAGC TAAACCECACT

GUCATTGARAC T TATGACGATCACCGAATGGUCATSGCATTO IO TOT TGO TGO

TETGCAGATGTTC

CCGTCACTATCC T TGAT CCGGGATGCACTCG T AARARACCT TCCOGRAL TAC T TTGATGT T T TAGARAAA

SEQ ID NO:1
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TGAGLIGACG
GOGETOGCT

TCCTTCCGCGAAG

CTTAGGTARAGAMAGCAGCTGAGTTTATATATGGTTAGAGACC
POTCGCCCTCATCGCAATCCACGCCATTGAGC T TGAGGCTATT!
TAAGATTAGCATG TCCTTCACGCGLGAGTTC
GOGGCEGUGATAGCEAGAATCGGATATTC SECACCGETGA
CGCATAAAcacggtgrogyaagacegogegeet tegatgatcgangaatatecgat tetegetgteg
cocgocgeoctteacggaaggggogaccgtlaoatgaacgygioctygaagaactoracgtcaaggaaagega
cogoctotoggoegrogocaatgaccteaagetocaatggogigIattgogatgagagogagacgtog
chogtegTTTTTTTTGGCAAMRD

GCGETCTTCC!

SEQ ID NO:3
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Figura 5§

ATGCCCOCARATCGGACTTGTATCTGCTG T TAATTTGAGAG TCCAAGGTANT TCAGE TTATCTTT
GCTCGAGGTCTTCGT T GGGAAC TGAAAGT CAAGATGTTTGC TTGCAARGGAN T T TG T TATGTTT
TAGTAGCOACTCCATGOGGCATAAGTTAAGGATTCG TACTCCAAGTGCC ACGACCOGAAGATTS
AMGGACTT TAATCCT T TARRGGTAGTC TGCAT TGAT TATCCARGACCAGAGC TAGACARTACAGTTA
ACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCO TCACGOCCAAC TARACCATTGGA
GATTGTTATIGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTC TACAGCARMATATC TGGCAGATGCTGGTCAC
ARRCCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGT CCTAGE T EGGAAGG T AGC TGCAT CGAAAGAT GATGATG
GhﬁﬁTTGGThCGhGhCTGGGTTGCﬂCATﬂTTCTTTGGGGCTTﬂﬁUCﬁﬁRTE. AGAACCTGTTTGG
AGAACTAGGGATTGATGATCCCT T GCAGTGGAAGGRACAT TCAATGATATT TGOGATGC U TARC AAG
CCAGGGGAGT TCACCCGCTTIGAT T TTCCTGAAGCTCTTCCTGC GUCATTARA' AATTTTGGOCA
TACTAARGARCRACGAMATGC TTACGTGGCCCGAGRARGTCARAT T TECTAT TGGACTC T TGCCAGS
RATGCTTGGAGGGCRATUTT&TGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGI@?TAHGGECTGGRT;A
ChﬁﬁGTGTGCPTGhThGGGTEAC&GATGRGGTGTTC&TTGCCRTCTCRRBGmfﬁf?TﬁﬁfTTCRTﬁR
ACCCTGACGAGC T T TCOATGCAGTGCAT T TTCATTGC T T TG AACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGG
TTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGAT TGTGGAACATATT
GAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATARAAAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAA
GTGTCAAATGTTTTATACTGARATAATGGCAGTAC AAT TAAAGGAGA T TTTTOTGTTTGCCACTOC
AGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGAC TGGAARGAGATCCCATAT T TCCARRAGTTGGAG
ARGCTAGTGCCAGTTCC TG TGATARARTGTCCATATATGG T T IGACAGARAAC TCAACARCATATCTG
ATAATCTGCTCTTCAGCAGARGCCCOTTGCTCAGTG TGTACGC TGACATGTCTGTTACATGTAAGGA
ATATTACAACCCCARTCAGTC TATGTTGGAAT TGGTATT TOCACCOGCAGAR TEGATARATCGT
AGTGACTCAGARAATTAT TGATGC TACAATGAAGGRACTAGUGAAGCTTTTID ATCAAATTTCGO
CAGATCAGAGCARAGCAAAAATAT IGAAGTATC ATGTTGTCAARACC OO ARG T T T TTATARARLS
PETGLCAGGT TG TGAACCCTGTCGGECC T TGCAAARGATCCCCTATAGACGE T I T T TAT T TAGC TGGT
GACTACACGARACACRAGTACTTGGC TTCAATGGAAGGTGUTGTC T TATCAGGAAAGCTTTG <
ARGCTATTGTACAGGRT TACGAGT TACT TC T TGGCCHGRGCCAGAAGAT G T TGO AGAGC ARGTGT
AGTTAGCATAGTGAACTAA

GGA
TGG
ACH

GARAG

SEQ ID NO:2
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>gi|93117609|gb|DQ469932.1| Nicotiana benthamiana
ARNm fitoeno desaturasa, cds completo
ATGCCCCAAATCGGAC T TGTATCTGC TG T TAAT TTGAGRGTCCAAGGTART TCAGC TTATCTTTGGA
GUTCGAGGTCT T T GEGAA TGARAG T CAAGATG T T TGC T TG ARALGAATTTG T TATGTTITES
TAGTAGCOACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGD JCACGACCCGAAGATTGACA
AAGGACT T TAATCCT T TAAAGETAGTC TGCATTGAT TATCC ARG AT  AGAGL TAGACAATACAGTTA
ACTATTTGGAGGC GGRCGTTAT TATCATCATCGTTTCG TAC T TCC TCAC GCC AR TAAACCATTGGA
GATTGTTATTGCTEGTGLAGS TTTthTufTTLLT;LﬁﬁhlpfﬂjnlﬂwlT?rr":ﬁTf_TFG¢Pn
ARACCGATATTGL T GEACGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGG T AG TGEUAY rra&auhitnljarﬂ
_uiikl]‘ﬁ_'_'fm“w‘\t nC TCGGTTC: -“&i ATAT PC'TTan Ln 'I\;\_:_,'_L,_‘—ﬂ ‘. AL ( "'_; TT T' a3
TARCAAG
JWR\HT'“"FT”T*GGF’A
ARTTTGUTATTGGACTCTTGCCAGS
qq&lebdahJuL&H” ﬂlﬁlbf"&AA’fTLA}GALbG?Tluﬂulu_ SATGAGARAG
CAAGGTGTGC T TGATAGGG TS ACAGATGAGCTGTTCAT TGO CAT G T ARAISCAC TTAACTTCATAR
ACCCTCACGAGCTTTCGATGUAGTGCATT TTGATTGC TT TGAACAGATTTCTTCAGGAGARAACATGE
TTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAACATATT
GAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGAGCTGAATCAGGATGGAA
GTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAAT TAAAGGAGAT O T I T TO TG T TTGOCACTOC
AGTGGATATCTTGAAGCTTC T T T TGCCTGAAGAC TGGARAGAGATCCCATAT TTCCARAAGTTGGAG
A ARG T GEGAG T TCC TG T GA T AAA TG T CC AT AT ATGE T T TGAC AGALAAC TGAAGRACATATETG
ETAATC TG TCT TCAGTAGAAGCCOGT TGO TCAG TG TGTACGC TOACATG T TG T TAC ATGTAAGGA
ATATTACARCCCUAATCAGT O TATG P TGGAA T TGGTATT T GCACC GO AGARGAGTGLATARATCGT

AGARCTAGGE &T'”E“I‘GATK SGTTGCAGTGGAAGGAACATT TCAATG!
CCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGRAGCTCTTCCTGOGICA
"IsF“TAIJ*(:A!\l"}‘LHf"t:1‘?1!*'I'C-.rClTT.'APF"‘TCGP("F‘E-:'\.C'W’"“I".-* AMTTTG

ACTGACTCAGAAAT TATTGATGCTACAATGAAGGAAC TAGCGRAGO T TT T GATGAAATTTCGSG
CAGATCAGAGT AAAGC RAM A AT AT TGAAGTATCATGTTGTCARAMN "—""‘."_‘"'"Ti TATAARAC

TETGCCAGGTTGTGAACCCTGICGGCCCT IGCAAAGATCCCCTATAGARGAT TTTTAT TTAGCTGGT

GACTACACGAAACAGARGTACTTGGL T TCARTGGAAGGTRC TGTCTTATE SAAGCTTTGTGCAC
AAGCTATTGTACAGGRTTACGAGT TACT TCTTGGCCGGAGLCAGARGATGTTGGCACAMGCAAGCGT
AGTTAGCATAGTGAACTAN

SEQ ID NO:2
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sanido sentido
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1 S 2 fitoeno desaturasa
S —_— T —— SEQID NO:2
. .- i
25.mer 33-mer 24-mer 3 =~
antisentido antsentido antisentido st 47 -rpars
SEQ D NO;24 SQinNO:2S SEQID NO:26 antsentido
SEQ D
NO%:20,21
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Figura 16

10 20
Palmer Tmmmmm CAA-——=-=~ TTTCATCT---=——~ ATTGGA----~-~-- AGTGAT

uw e aa sals Ek .4

Benthamiana ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAA

10 20 30 40 50
30 a0 50
Palmer ;[P TITGG--=~===~ GTCATTCTGTGAGA&ATTTCAGTG-~
Benthamiana TTcascrrarcrtresnscrccassrc ~TTCGTTGGGAACTGARAGTCAA
60 70 80 90
60
Palmer -=--==v==mmmee--—ae- TThGTanAGTTT ---------------- AT
Benthamiana GaTGTTTGcTTGCAﬁAGGAATTTGTTnTGTTTTGGTAGTAGCGACTCCAT
100 110 120 130 140
70 80 90
Palmer GGAGCA-AAGCAARGAARTGGGC - -~~~ ACTGCC-= === === == mmmmm =
Benthamiana GGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCALGTGCCACGACCCGARGATTGA
150 160 170 180 190
100 110 120 130
Palmer =  -====—m——mrem- crrrnnnscrrcTTrGrATAGArrAchraccccn

Benthamiana CAAAGGACTTTRRTCCTTTAﬂAGGThGTCTGCATTGATTATCCAAGACCA
200 210 220 230 240

140 150 160 170 180
Palmer GRGCTTGRAAGTAC&TCCBATTTCTTGGAAGCCGCCTACTThTETTCTﬁC

..... + ropses rove vy v awen '

Benthamiana GhGCThGRCﬁATACAGTTAACTAITTGGAGGCGGCGTTATTATHATCATC
250 260 270 280 290

1590 200 210 220 230
Palmer TTTTCGGAhTTCGCCTC"TCCTCAGAAGCCATTAGAAGTTGTRRTTGCTG

Banthamiana GTTTCGTHCTTCCTCACGCCCRACTnAiCCATTGGAGATTGTTATTGCTG

300 310 320 330 340
240 250 260 270 280
Palmer GAGCAGGTTTGGCTGGTCTATCCACGGCAAAGTRTTTAGCTGATGCAGGT
Benthamiana GTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTRCAGCAAHATATCTGGCAGATGCTGGT
350 360 370 380 330
290 300 310 320 330
Falmer CACAAACCCkTRTTGTTGGAAGCACGAGBTGTTTTﬂGGhGGAAAGGTTGC

.............. e LRy
........ Fres ww [ - B

Benthamiana CACAAACCGATATTGCTGGRGGCARGlﬁkTGTCCTAGGTGGG&AGGTRGC
400 410 420 430 440

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

o1
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340 350 360 370 380
Palmer EGCGTGGAAGGATGAGGATGGTGhCTGGTATGBGACTGGGCTACRTATAT

Benthamiana TGCATGGAARGATGATGhTGGAGhTTGGTﬁCGRGBCTGGGTTGCACRTAT

450 460 470 480 490
190 400 410 420 430
Palmer TCTTTGGGGCRTATCCRAATGTCCAAAATCTATTTGG&GAAPTTGGTATA
Benthamiana TCITTGGGGCTTACCCRHATATGCRGAACCTGTTTGGRGAACTEGGGATT
500 510 520 530 540
440 450 460 470 480
Palmer AATGACCGACTGCAATGGAAGGAGCACTCTATGATTITTGCAATGCCCAG
Benthamiana GATGATCGGTTGCAGTGGAHGGR&CATTCAATGATATTTGCGATGCCTAA
550 560 570 580 590
430 500 510 520 530
Palmer CLAGCCCGGTGARTTCAGTCGCTTTGATTTTCCCGAAATCCTGCCTGCAC
Benthamiana CAAGCCRGGGG&GTTC&BCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTECTGCGC
600 610 620 630 640
540 550 560 570 580
Palmer CATTAAATGGCATATGGGCAATCCTAAGAAATAATGAAATGCTAACCTGG

IR e T ozaee £4 T rraeasaas

Benthamiana CATThHATGGBATTTTGGECLTACTARAGRRCAACGRAATGCTTACGTGG

650 660 €70 680 690
590 600 610 620 630
Palmer CCAGAAAAAATCAAGTTTGCCATTGGCTTGTTGCCTGC TATGGCAGGCGE
Benthamiana CCCGhGAAlGTCAAATTTGCTATTGG&CTCffGCtAGCAhTGCTTGGAGG
100 710 720 730 740
640 650 660 670 680
Palmer ACﬁGTCATATGTTGAAGC&CEAGRTGGTTTGAGTGTCCHHG&GTGG&TGA
Benthamiana GCAATCTTATGTTGAAGCTCBHGRCGGTTTA&GTGTTAAGGBCTGGATGA
750 760 770 780 790
690 700 710 720 730
Palmer GAAAACAAGGAGTACCCGATCGTGTALCTGATG&TGTGTTTATTGCCATG
Benthamiana GAAAGCHAGGTGTGCCTGAThGGGTGRCAG&TGLGGTGTTC!TTGCCATG
800 810 820 830 840
T40 750 760 770 780
Palmer TCAAhGGCRCTGﬂACTTCBTAHATCCOG&TGRRCTTTCAATGCAGTGCAT

Benthamiana TCAAAGGC!CTTR!CTTCRThﬁhCCCTGlCGHGCTTTCGATGCﬁGTGCAT
850 860 870 880 890

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38
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790 800 810 820 830
Palmer CTTGATTGCTCTGnhCCG!TTCCTGCNGGLGAAACATGGTTCTEAGATGG

Benthamiana TTTGATTGCTTTGABCAGATTTCTTC&GGAG&AAC&TGGTTCAAAAATGG

9S00 910 920 930 940
B840 850 860 870 880
Palmer CCTTCCTLGRCGGAAAECCTCCKGAGAGGCTGTGCATGCCTATTGTTAAA
Benthamiana CCTTTTTAERTGGT!ACCCTCCTGhGAGACTTTGCATGCCGATIGTGGAA
950 960 370 980 930
B90 300 910 920 930
Palmer CACATCGAGTCACTAGGTGGTGAMAGTTAAACTTAACTCTCGTATACAAAR
Benthamiana CATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAhGTCAGAETAAACTCACGAhThAAAAA
1000 1010 1020 1030 1040
940 950 960 970 980
Palmer GhTTCAGTTGGACCLG&GTGGAAGCGTG&AG&GTTTTTTGCTAAATAACG
Benthamiana GATCGQGCTGA&TGRGGRTGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATG
1050 1060 1070 1080 1090
990 1000 1010 1020 1030
Palmer GGEGGGAAATACGAEGAGBTGCCThTGTTTTTGCC&CCCCAGTTGACATC
Banthamiana GCAGTACAATTAAAGG&G&TGCTTTTGTGTTTGCCACTCCAGTGGATETC
1100 1110 1120 1130 1140
1040 1050 1060 1070 1080
Palmer TTGMAGCTGTTACTBCCTGAT!CTTGGhAGGhAlTCTCATACTTCAAAAA
Benthamiana TTGRLGCTTCTTTTGCCTGABGACTGGAAAGAGATCCCRTATTTCCAhAA
1150 1160 1170 1180 1190
1090 1100 1110 1120 1130
Palmer AﬁTTGAGAAATTBGTGGGCGTTCCTGTG&TTRATGTTCALATATGGTTTG
Benthamiana GTTGG&GRAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTG
1200 1210 1220 1230 1240
1140 1150 1160 1170 1180
Palmer ACBGAAARTTEAAGAATACATATGACCATCThﬂTCTTCAGCRGGAGTCCT
Benthamiana hCﬂGﬂlﬁACTGRAGAAC&CATCTGAT&ATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCG
1250 1260 1270 1280 1290
1190 1200 1210 1220 1230

Palmer CTTTTGRGTGTCTATGCTGATRTGTCGGRG&C&TGC&AGGAATATAAGGE

Banthamiana TTGCTC&GTGTGTADGCTBRCATGTCTGTTRCATGTIAGGAATATTACRA
1300 1310 1320 1330 1340

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

y
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1240 1250 1260 1270 1280
Palmer TCCAEATAGATCCATGCTGGAATTGGTTTTTGCACCCGCGGRGGRATGGR

Benthamiana CCCCHATCRGTCTATGTTGGARTTGGTATTTGCICCCGCAG&&GAGTGGR

1350 1360 1370 1380 1330
1290 1300 1310 1320 1330
Palmer TTTCACGAAGCGHC&CTG&T&TTATAEAGGCAACRATGAAAG&ECTTGCC
Benthamiana TAAATCGTAGTGECTCRGAAATTATTGATGCTACAATGRAGGAACTAGCG
1400 1410 1420 1430 1440
1340 1350 1360 1370 1380
Palmer ﬁAGCTTTTCCCGGATGAAATCGCTGCCG&TGGA&GCAAGGCCA&G&TCCT
Benthamiana AAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAARAATATT
1450 1460 1470 1480 14590
1390 1400 1410 1420 1420
Falmer CAABT&ICATGTCGTCAAhﬁCTCCAAGGTCGGTTTATRRGRCTGTACCGG

Benthamiana GRAGTAICRTGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTT&TARRRCTGTGCCAG

1500 1510 1520 1530 1540
1440 1450 1460 1470 1480
Palmer ATTGTGAACCTTGTCGGCCGCTGCAAAGATCACCAATAGLGGGTTTCTAT

Benthamiana GTTGTGAHCCCTGTCGGCCCTTGCHHAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTAT

1550 1560 1570 1580 1590
1490 1500 1510 1520 1530
Palmer TTAGCTGGTGRTTAC!CAAhACAALAATATTTGGCTTCTATGGAAGGTGC

Benthamiana TTAGCTGGTGBCTACACGBAACAG!AGTACTTGGCTTCAATuGAAGG’GC

1600 1610 1620 1630 1640
1540 1550 1560 1570 1580
Palmer TGTCTTATCTGGGARGCTTTGTGCACBGGCTATCGTACAGGATTATGA--

Benthamiana TGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCACRLGCTHITGTACRGGATTACGAGT

1650 1660 1670 1680 1690
1590 1600 1610
Palmer -—--TCT--GCTG -------- hGTTCTCG--AGChCAAAG&GAA TTGGC
Benthnmiana. TACTTCTTGGOCGGAGCC&GMGATGTTGGCAGN\GCMGCGTAGTTAGC
1700 1710 1720 1730 1740
Palmer Gommmmm————— SEQ ID NO:37

Benthamiana ATAGTGAACTAA SEQ ID NO:38
1750 1760

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

224
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Sin Tampon
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ATGGECTUAAGCT AL TACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAAAA
CCCAGTTACCCARATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACT TGAGAATTTCTCCARAGTTCAT
GTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGCAATCATCAATT TT”"“*hF'TTT*&GCTT:TGTTGCT
GETGCAGC T GAGRAACC T TCATC TG TCCCAGRAAT TG TG CATCAARGAGATCTCTGGTA
CTGTTCAATTGCCTGGGTCARAGTCTTTATCCAATC CTTTGTCTGAGGG
CACAACAGTGGTCGACAACT TGCTGTATAGTGATGATATTCTTT GGACGCTCTCAGAACT
CTTGGTTTARAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCARAAGGGCAGTCGT AGAGGGTTGTGGTGGTCTGT
TTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGAT TCAACT TTTCCTTGGTAATCCAGGAACAGCCATGCG
CCCATTGACAGCTGCGGTTGCCETTGC TGGAGGAAATTCAAGT TATGTCCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGG&GCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCARCTTGGTTCAG&TGTAGATTGTT
TTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCANGN
GCTCTCTGCATCGGTTAGTAGCCAATATTTAACTGCACT TCTCATE :'pgg
GACGTGGAGATTGAGATAGT TGATARAT TGATTTCTE TP”PFTATFT”
TGERACGCTTTGGAC S TATCCGTAGAACATAGTS ATAGTTOGGGACAS TGARGE '1_1 :.[" B
GAAATACABATOTCCTGGARAGGCATATG T TGAGGGTGATGCTTCAAG TGO TAGCTACTTCCTAGCD
1-uGﬁrrrﬂﬁTﬁarTasTGAHArTaTrncTarrnﬁuLuT P GTGGAACARGCAGTT T ACAGGGTGATG
T AT T TG CGAAGT T T TGAGAAGAT GGG T TG AAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGT
TACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTCCTATCGACGTCAACATGAACAAA
ATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAG
RTGTGGCTAGCTGGAGRGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACRGAHITGﬁGhﬂAF"T

TGGGGCARCAGT TCAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCAC TOCEC CCCACE
?CLITTGLAALTTﬁTuﬂLCR"CLTL-nA;bGCtkThbhhTT[TuTiF_ TGCCTCIGCAGATGTTC
CCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGEACCCGTAAAACC T TCCOGEACTACT TTGATGTTTTAGAARR

GITCGCCRAGCATTGH

SEQ 1D NO:40

73
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Figura 21

Testigo

Testigo

4X ARNbc

1101
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Figura 22

Prueba de cinco reactivos de transfeccion

(ARMNDbc el 18 de junio, 4X WM el 21 de junio: Calific. T-DAT)

Etapa 1: ARNbc colocado a mano

e ———
Etapa 2: Spray J

LA . R

10X ARNbc formulado en reactive de transfeccion

=1 Sahwet

- Peptido N-TER ' Lipido - catiénico /

:‘v‘iONﬁSlSﬁﬁMS Po:liamino Nano-particula
; : L i polimero

. de magneto

Palmera con 35 copias EPSPS; 10X ARNbc
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Figura 23

ARN/ADN

ARNbc
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f&ﬁ_aapa 1: ﬁ

- 1% Silwet

1X ARNbG o 10X ADN con 2% AMS (colocado a mano)

2X WM

27142
Figura 24

Etapa 2: ARNbc formulado en

10X ADN
fb 2X WM

fb 2X WM

Palmera con 16-copias EPSPS)

20 WA (48-hir)

1X ARNbe
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Figura 25

EPSPS ADNc
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tapa 2 y Etapa 3 (2 hr 0 24 hr mas tarde) %‘z’%

155 Silwet spray tb 1 dsRNA

uTt 2XWM  2XWM fb ARN ur 2XWM 22X WM fbARN

2-hr b/w WM y ARN 24-hr b/w WMy ARN
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Figura 27

Mezcla de ARNbc, Silwet L-77 y glifosato aplicado en
etapa tnica

10

rapd

®jons

20X ARNbe 100X ARNbe  Solo glifosato

+ Silwet + Silwet
+ Glifosato + Glifosato
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PDS Inmol
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Figura 29

Tampon

iy

PDS (Znmo PDS (4 nmol)

i

4 DAT
12 DAT
A
Tampan HL290 __HL289__ HI._ZB?_! HLZS__?_ Mix:HL286-230

i

737
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Figura 31

IAltuta planta palmera copia baja {pulgadas)
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Figura 32

Altura planta palmera copia alta (pulgadas)

10.0
90 " glifosate | Sin glifosato

\ A

8.9 , S L R ey g ‘_f . - s ]

7.0

6.0

40

10

20

10 -

0o
tampon

ﬁ_&‘\ *‘\(‘L (3"? 4}“‘. b:, tampon “?3

Sl T I -8

e B e b ;f':
U . W A
SR PSS 2 ‘3(:'

‘3¢g"‘6.$ & 634:)

RIS



24l

36/42
Figura 33

225
200 |

I. BUIZENY + H[1-OWNQY
- B RS
RSN euizeny
T -cccwo0d + Odd-owNaY
~ I <o o0+ uodur |
- RN
I. BUCINOSaN + QddH-2WNQAY
— N oounay
_!l EUOLIOSAN + uode |

Odd-2WNQaVY

U3jESILUO 4

. RN

BUOLIOS3 N

o n o u o A~
f~— O N o~ NN
— = A e

(sepefind) eyue|d ap sein|y

10
15
20

25



10

15

20

25

37/42
Figura 34

B10 820 8130 B40 850 RS
PDS-J  GTATGAACTTTCAGAATAITATACCGGATCANTATATTATGOT -
18 1 T T 1 I Y 1 A 8 Y A
PD5-1_ GCTGTATCATATCT IO TTCT TTAGAACAC TAATARAT TARAC T TCGAGATARTSATTICT
130 340 350 160 319 160
870 280 BY9O 400 LR
PDS-2  GRC----- T TAAATAATTTC I T- TAT T TARAT TTAT T I T TATACAANAATAAC TAMATT
1] [ 1 1 Tt T S IO I S B [ I 1Ll
Fi5-1_ CACAAGAGTATAMACAAGTGCATCTATGAAGAT T TOAGGT TG TCCARAARAGTGACAATT
160 400 410 420 $30 440
420 30 440 950 G961 a7
BDS-2_ TCAATTACTTTTAAA- == - ATTATGATTATTTTTCANTTACCACT -

I ST i o [ 11 T T I 1 I A B I B

DB-1_ TIGGGTTCCTATAAACTGTATTTACATTATIGT T -ATTTGCAAS TATAARART TTTAGAT
450 460 4710 400 490
580 990 1000 1010
PDE-2  TATTTIGRAAT-----—--- TTCACCCGAAR-GAAC-TRCTACTATACGTGGATS - - -COTC
Leere Leer i (RN RN (NS [ |
PDS-1_ TATITCCARGCTCAGT I TCTTCAACT TAAATGAAGG TRGCAL TTGAATTTCATOAGO TS
5090 510 2éE 530 540 550
1020 1030 10440 1054 10806 170

PNS-2

PRS 1

560 570 580 550 6800

ARTGACCCAG T AR ARG TGGGAGA TG TG TGO ARG TG TC AAA T TTACARSGALTHA
PEEEEERTER R en POt 1 vfe ey vt
TATGACCCAGTARCCU AT TGGGAGATGGGAGT AAAGTGETTAAAT

GARGGAAT

PDS-1 secuencia de promotor (SEQ ID NO:319)

y
PDS-2 secuencia de promotor (SEQ ID NO:320)

M2
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Figura 35
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Figura 36
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Figura 37

Tampon (testigo)

4
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Figura 38
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Figura 39

2% AMS 1mMSPMD 10mM SPMD 1mM SPM 10mM SPM 2% AMS
fbaXxwm bAXWM fhaXWM fhaXWM fhaX WM b ax wm

57-

copia

36-

copia

33-

copia

Comparacion de espumina {SPM), espirmidina (SPMD), sulfato de amonio (AMS)

AT



