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DESCRIPCION
Moléculas polinucleotidicas para la regulaciéon génica en plantas

Campo de la invencién

En el presente documento se desvelan moléculas polinucleotidicas para la regulacién de genes en plantas y
procedimientos 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 cultivo resistentes a herbicidas que pueden tener una resistencia a herbicidas mas baja
que lamaleza. Las malezas resistentes a herbicidas se identifican por una variedad de modos de accién. La resistencia
resultante de la seleccidon de multiples copias de genes que producen proteinas dirigidas al herbicida en amaranto se
describe en Gaines y col. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 107(3):1029-1034. La resistencia resultante de
mutaciones en genes que producen proteinas dirigidas a herbicidas en amor de hortelano, lechuga espinaca y raigras
se describe en Baerson y col. (2002) Plant Physiol., 129(3):1265-1275; Preston y col. (2006) Pesticide Biochem.
Physiol., 84(3):227-235; y Wakelin y col. (2006) Weed Res. (Oxford), 46(5):432-440. El secuestro vacuolar del glifosato
es un mecanismo que se observa en la hierba de caballo resistente al glifosato; véase Ge y col. (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 y col. (1997) Pesticide Biochem. Physiol.,
57(2):137-146. Reddy y col. (2008) J. Agric. Food Chem., 56(6):2125-2130 describieron la acumulaciéon de acido
aminometilfosfénico en especies vegetales tratadas con glifosato. Kusaba et al., (2004) Curr Opin Biotechnol., 15:
139-143 informaron sobre el uso del ARNi como una herramienta para analizar la funcidon génica y mejora de las
plantas. Sin embargo, el Unico procedimiento para introducir ARN inhibidor en las plantas es el bombardeo de
particulas. En el documento WO 03/004649 se describen procedimientos para degradar ARN virico en células
vegetales aplicando ARNbc con suficiente similitud de secuencia con el ARN virico. El procedimiento descrito para
introducir ARNbc en las células vegetales utiliza como abrasivo carburo de silicio (carborundo), un agente fisico, y se
aplica presion sobre la superficie foliar utilizando el indculo y el abrasivo.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona moléculas polinucleotidicas y procedimientos para regular genes en plantas, por
ejemplo, proporcionando ARN para la regulacion sistémica de genes. Varios aspectos de la invencion proporcionan
moléculas polinucleotidicas y procedimientos para regular genes y transgenes enddgenos en una célula vegetal y
moléculas polinucleotidicas. Los polinucledtidos, composiciones y procedimientos divulgados en el presente
documento son utiles para regular genes endégenos de una plaga o patégeno vegetal. En un aspecto de la invencion,
el método para regular la expresion de un gen diana endégeno en plantas en crecimiento comprende la aplicacion
topica en la superficie de las plantas en crecimiento de: (a) al menos un polinucleétido de ARN bicatenario no
transcribible que comprende una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia
de 18 o mas nucledtidos contiguos en cualquiera de dicho gen diana endégeno o ARN mensajero transcrito a partir
de dicho gen diana enddgeno; y (b) una cantidad eficaz de un agente quimico de transferencia, en el que dicho agente
quimico de transferencia permite que dicho al menos un polinucleétido de ARN bicatenario no transcribible se infiltre
al interior de dichas plantas en crecimiento, en el que dicho agente quimico de transferencia es un tensioactivo de
organosilicona, y mediante lo cual dicho al menos un polinucleétido de ARN bicatenario no transcribible regula la
expresion de dicho gen diana endégeno.

Las composiciones de esta invencion comprenden: (a) una solucion de polinucleétidos de ARN bicatenario no
transcribible que comprende una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia
de 18 o mas nucledtidos contiguos de un gen enddégeno de una planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir de
dicho gen enddgeno; en el que dichos polinucledtidos de ARN bicatenario no transcribible son capaces de hibridar en
condiciones fisioldgicas en células de dicha planta con dicho gen endégeno o con dicho ARN transcrito a partir de
dicho gen enddgeno para efectuar el silenciamiento de dicho gen endégeno; y (b) un agente quimico de transferencia
eficaz para facilitar la transferencia de dichos polipéptidos de ARN bicatenario no transcribible desde la superficie
exterior de dicha planta al interior de las células de dicha planta, en el que dicho agente quimico de transferencia es
un tensioactivo de organosilicona.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 presenta la SEQ ID NO:1, una secuencia de nucledtidos que codifica la EPSPS de palmera amaranto.
10) La Figura 2 presenta la SEQ ID NO:3 que es una secuencia de nucleétidos de un gen Pol lll sintetizado.

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

12) La Figura 4 ilustra la decoloracion en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con una composicion de
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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 marcados con Alexa Fltor 488 en 5’ (SEQ ID NO:15)
que se infiltran en 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 N.° 1 — N.° 4 (indicados por los
numeros dentro de los circulos y en referencia a la Tabla 2) y para controles (hojas infiltradas 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 por via topica con oligonucleétidos de ADNmc antisentido para EPSPS, tal como se describe
en el Ejemplo 9; los tratamientos se indican mediante los niumeros dentro de los circulos y en referencia a la Tabla
2,

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

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

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

20) La Figura 12A ilustra la decoloracion apical de las hojas de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas por via
tépica con tampon (“Control”), con un polinucleétido de ARNbc de 200 unidades monomeéricas (meros) con una
secuencia de ARN que corresponde al segmento que consiste en los nucleétidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO:2
(“ARNbc de 200 nt”), y una combinacién de oligonucledtidos y polinucleétidos de ADN monocatenario (SEQ ID
NO:16, 17, 20, 21, 24, 25 y 26) (“oligos de ADNmc”) tal como se describe en el Ejemplo 10. La Figura 12B ilustra
los resultados de un analisis de transferencia Northern de ARN aislado de plantas de Nicotiana benthamiana
tratadas con tampodn (control), con el polinucledtido de ARNbc de 200 meros y con los oligonucleétidos de ADNmc.
También se muestra ARN aislado de plantas que se sometieron a estrés manteniéndolas a 4 grados Celsius y en
la oscuridad durante toda la noche antes del tratamiento con los polinucleétidos de ARNbc de 200 meros.

21) La Figura 13 ilustra la decoloracion apical de las hojas de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas por via
topica por duplicado con varias combinaciones de polinucledtidos u oligonucleétidos (los nimeros se refieren a los
tratamientos enumerados en la Tabla 4) tal como se describe en el Ejemplo 10. Las plantas de control
(Tratamiento 13 en la Tabla 4) no se muestran.

22) La Figura 14 ilustra la decoloracion apical de las hojas de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas por via
topica con los polinucleétidos indicados en la Tabla 5 tal como se describe en el Ejemplo 10.

23) La Figura 15 ilustra la decoloracion apical de las hojas observada en plantas de Nicotiana benthamiana
después del tratamiento tépico con el ADNmc antisentido de 21 meros de PDS (SEQ ID NO:34, “PDS antisentido
de 21 nt”) o con oligonucleétidos de 22 meros antisentido de PDS sometidos anteriormente a ensayo sin un
promotor T7 (SEQ ID NO:22 y 23) (“PDS antisentido”). No se observo o apenas se observé decoloracion apical en
las hojas después del tratamiento topico solo con tampdn o después del tratamiento topico con ADNmc sentido de
21 meros de PDS (SEQ ID NO:36, “PDS sentido de 21 nt”) tal como se describe en el Ejemplo 10.

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

25) La Figura 17 ilustra la decoloracion apical de las hojas observada en plantas de palmera amaranto tratadas
por via tépica con ARNbc de PDS de palmera de 678 pb 0 198 pb pero no en plantas de palmera amaranto tratadas
por via tépica con un ARNbc del 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 la decoloracion apical en hojas, tallos y flores de plantas de Nicotiana benthamiana
tratadas por via topica primero con una solucién de tensioactivo y después con un oligonucledtido de ADNmc de
PDS para inducir el silenciamiento sistémico de la fitoeno desaturasa, tal como se describe en el Ejemplo 12. La
Figura 18B ilustra la decoloracion apical en hojas, tallos y flores de plantas de Nicotiana benthamiana tratadas por
via topica con un oligonucledtido de ADNmc de PDS 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 resultados de ensayos en 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 se tomaron 7 dias después del tratamiento con glifosato (experimentos 1 - 6) o 9 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 nucledétidos en cursiva subrayados en
las posiciones 564-588 y 743 - 767 de 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 oligonucleotidicas de
ARNbc de EPSPS de tamafio “corto” (texto subrayado, sin cursiva) y los tres polinucleétidos de ARN bicatenario
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“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 tensioactivo y
posteriormente con ARNbc a una de tres cantidades de 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 palmera amaranto
resistente a glifosato cultivadas a partir de semillas recogidas en el campo, tal como se describe en el Ejemplo
17; las plantas se muestran a los 8 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 polinucleétidos de ADNmc de EPSPS, tal como se describe en el Ejemplo 20. La fotografia superior
se tomo 8 dias después de la pulverizacion del herbicida y la grafica inferior (de barras) presenta los resultados
puntuados como una lesion por glifosato (Gl, glyphosate injury) 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 pb, cubriendo cada uno de ellos, con una disposicién en mosaico (tiling), la secuencia
codificante completa y parte de las regiones 5 y 3’ no traducidas del gen EPSPS de la Palmera, tal como se
describe en el Ejemplo 21; las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamario “corto”, tal
como se describe en el Ejemplo 1y en la Figura 1, estan ubicadas en los segmentos 2, 3, 4 y 8 dispuestos en
mosaico, respectivamente, y se muestran como barras gris claro dentro de dichos segmentos. La Figura 25B y la
Figura 25C ilustran los resultados del tratamiento de plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato con
ARNbc disefiado a partir de estos segmentos dispuestos en mosaico o con las cuatro moléculas de ARNbc “cortas”
0 con tampon.

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

35) La Figura 27 ilustra los resultados del tratamiento de una poblacidon de campo de palmera amaranto resistente
a glifosato con gran cantidad de copias con una composicion que contenia una cantidad de 20X o 100X de
polinucleétidos de ARNbc de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida o con una composicién 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 evolucion de la decoloracion y muerte de las plantas de lechuga tratadas con 1
nanomol de ADNmc por planta (de arriba a 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 que se pone de manifiesto por la
decoloracién observada 4 o 12 dias después del tratamiento tépico con polinucleétidos, tal como se describe en
el Ejemplo 24. La Figura 29B muestra el silenciamiento sistémico que se pone de manifiesto por la decoloracion
observada 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 la decoloracion de hojas (panel superior derecho) y flores (panel central 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 retraso en el crecimiento 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 polinucleétidos de TIF y que los polinucleétidos de TIF tienen
actividad herbicida propia, tal como se describe en el Ejemplo 26. Los polinucledtidos 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 (véase el Ejemplo 1). EPSPS “5” se refiere a IDT [5] (SEQ ID NO: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 polinucleétidos de EPSPS mediante polinucleétidos de TIF y que los polinucleétidos de TIF tienen
actividad herbicida propia, tal como se describe en el Ejemplo 26. Los polinucledtidos 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 (véase el Ejemplo 1). EPSPS “5” se refiere a IDT [5] (SEQ ID NO:91-92, tal como se
describe en la Tabla 11).

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

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

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

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

45) La Figura 37 ilustra el efecto sobre plantas monocotiledoneas de Zea mays (Gaspe), mediante tratamiento
topico con polinucleétidos de ARNbc (“oligo de ADN de EPSPS”) dirigidos al gen EPSPS enddgeno o con tampon
solo como control, tal como se describe en el Ejemplo 34.

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

47) La Figura 39 ilustra el efecto de las poliaminas espermina (“SPM”) y espermidina (“SPMD”) o del sulfato 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 de la marca Roundup® WeatherMAX®)".

Descripcion detallada de la invencién

48) A menos que se indique lo contrario, las secuencias de acido nucleico en el texto de esta memoria descriptiva se
proporcionan, cuando se leen de izquierda a derecha, en la direcciéon 5’ a 3'. Las secuencias de acido nucleico pueden
proporcionarse como ADN o como ARN, segun se especifique; la divulgacion de una necesariamente define a la otra,
tal como sabe un experto en la técnica. Cuando un término se proporciona en singular, los inventores también
contemplan aspectos de la invencion descritos por el plural de dicho término. Polinucledtidos “no transcribibles”
significa que los polinucleétidos no comprenden una unidad de transcripcion de polimerasa Il completa. Tal como se
usa en el presente documento, “solucion” se refiere a mezclas homogéneas y mezclas no homogéneas tales como
suspensiones, coloides, micelas y emulsiones.

Polinucleétidos

49) Tal como se usa en el presente documento, “polinucledtido” se refiere a una molécula de acido nucleico que
contiene multiples nucledtidos y generalmente se refiere a “oligonucleétidos” (una molécula polinucleotidica de 18-25
nucledtidos de longitud) y polinucledtidos de 26 o mas nucledtidos. Las realizaciones de esta invencion incluyen
composiciones que incluyen oligonucleétidos que tienen una longitud de 18-25 nucledtidos (por ejemplo, 18 meros,
19 meros, 20 meros, 21 meros, 22 meros, 23 meros, 24 meros o 25 meros) o polinucleétidos de longitud media que
tienen una longitud de 26 o mas nucleoétidos (por ejemplo, polinucleétidos 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, aproximadamente 130,
aproximadamente 140, aproximadamente 150, aproximadamente 160, aproximadamente 170, aproximadamente 180,
aproximadamente 190, aproximadamente 200, aproximadamente 210, aproximadamente 220, aproximadamente 230,
aproximadamente 240, aproximadamente 250, aproximadamente 260, aproximadamente 270, aproximadamente 280,
aproximadamente 290 o aproximadamente 300 nucledtidos) o polinucleétidos largos que tienen una longitud mayor
que aproximadamente 300 nucledtidos (por ejemplo, polinucleétidos de entre aproximadamente 300 a
aproximadamente 400 nucledtidos, entre aproximadamente 400 a aproximadamente 500 nucleétidos, entre
aproximadamente 500 a aproximadamente 600 nucleétidos, entre aproximadamente 600 a aproximadamente 700
nucledtidos, entre aproximadamente 700 a aproximadamente 800 nucledtidos, entre aproximadamente 800 a
aproximadamente 900 nucleédtidos, entre aproximadamente 900 a aproximadamente 1000 nucleétidos, entre
aproximadamente 300 a aproximadamente 500 nucleétidos, entre aproximadamente 300 a aproximadamente 600
nucledtidos, entre aproximadamente 300 a aproximadamente 700 nucledtidos, entre aproximadamente 300 a
aproximadamente 800 nucledtidos, entre aproximadamente 300 a aproximadamente 900 nucledtidos o
aproximadamente 1000 nucledtidos de longitud, o incluso mayores que aproximadamente 1000 nucleétidos de
longitud, por ejemplo hasta la longitud completa de un gen diana incluidas las porciones codificantes o no codificantes
o las porciones tanto codificantes como no codificantes del gen diana). Cuando un polinucleétido es bicatenario, su
longitud puede describirse de forma similar en términos de pares de bases.

51) Los polinucleétidos son ARN bicatenario.

Sin pretender vincularse a ningin mecanismo, se cree que dichos polinucleétidos son, o produciran, ARN
monocatenario con al menos un segmento que se hibridara en condiciones fisiolégicas en una célula con ARN
transcrito del gen objeto de la supresion.

52) En algunas realizaciones, las composiciones de polinucleétidos se formulan con contraiones u otras moléculas
que se sabe que se asocian con moléculas de acido nucleico, por ejemplo, iones de tetraalquilamonio, iones de
trialquilamonio, 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 desvelados en el presente documento en la seccion titulada “Proteinas de tolerancia
a herbicidas”) o con un agente de transferencia o agente que potencia la permeabilidad (véase la seccion titulada
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“Agentes y Tratamientos para potenciar la permeabilidad”).

53) Los polinucleodtidos se disefian para inducir la regulacion o supresion sistémica de un gen endégeno en una planta
y se disefian para tener una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a la secuencia (que
puede ser una secuencia codificante o una secuencia no codificante) de un gen enddgeno de una planta o a la
secuencia de ARN transcrita a partir de un gen enddgeno de una planta. “Esencialmente idéntica” o “esencialmente
complementaria” significa que los polinucleétidos (o al menos una cadena de un polinucleétido bicatenario) estan
disefiados para hibridar en condiciones fisioldégicas en células de la planta con el gen endégeno o con ARN transcrito
a partir del gen enddégeno para producir la regulacion o supresion del gen enddgeno.

56) Normalmente, los polinucledtidos Utiles en esta invencion, efectian la regulacién o modulaciéon (por ejemplo,
supresion) de la expresion génica durante un periodo a lo largo de la vida de la planta tratada de al menos 1 semana,
o un periodo mas prolongado, y normalmente de forma sistémica. Por ejemplo, a los pocos dias de tratar a una hoja
de planta con una composicion 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) En la técnica se conocen procedimientos para preparar polinucleétidos. La preparacion comercial de
oligonucledtidos a menudo proporciona 2 desoxirribonucleétidos en el extremo 3’ de la cadena sentido. Las moléculas
polinucleoctidicas 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 fabrica 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 Ill regulada o deficiente. Las
moléculas polinucleotidicas largas también pueden ensamblarse a partir de multiples fragmentos de ARN o ADN. En
algunas realizaciones se utilizan parametros de disefio, tales como la puntuacion de Reynolds y las reglas de Tuschl
conocidas en la técnica para seleccionar secuencias de polinucleétidos eficaces para el silenciamiento génico. En
algunas realizaciones, se utiliza el disefio aleatorio o la seleccién empirica de secuencias de polinucleétidos para
seleccionar las secuencias de polinucleétidos eficaces para el silenciamiento génico. En algunas realizaciones la
secuencia de un polinucledtido se explora contra el ADN gendmico de la planta prevista para minimizar el
silenciamiento accidental de otros genes.

58) Las composiciones de polinucledtidos de esta invencién son utiles en composiciones, tales como soluciones de
moléculas polinucleotidicas, a concentraciones bajas, solas o en combinacion con otros componentes (por ejemplo,
tensioactivos, sales y herbicidas no polinucleotidicos) en la misma solucion 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 procedimientos de esta invencion, en general se buscara la eficacia de las concentraciones y
dosificaciones eficaces mas bajas. Las concentraciones pueden ajustarse teniendo en cuenta el volumen de
pulverizacion aplicado sobre las hojas de las plantas. En una realizacion, un tratamiento Util para plantas herbaceas
utilizando moléculas de oligonucledtidos de 25 meros es de aproximadamente 1 nanomol de moléculas de
oligonucledtido por planta, por ejemplo, de aproximadamente 0,05 a 1 nanomol por planta. Otras realizaciones para
plantas herbaceas incluyen intervalos utiles de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 100 nanomoles o de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 nanomoles o de aproximadamente 1 nanomol a aproximadamente 10
nanomoles de polinucledtidos por planta. Las plantas, arboles o vifias 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 invencion, cuando el factor 1X se aplica a moléculas de oligonucleétido se usa arbitrariamente para
indicar 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 polinucleétido 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 monocatenario

59) Las moléculas polinucleotidicas para proporcionar ARN monocatenario pueden proporcionar una regulacion
sistémica de los genes en una célula vegetal. Mas especificamente, la invencion también proporciona composiciones
y procedimientos para inducir la regulacion sistémica (por ejemplo, supresion o silenciamiento sistémico) de un gen
diana en una planta mediante las aplicacion topica en la planta de una molécula polinucleotidica con un segmento en
una secuencia de nucleétidos esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen diana o el ARN transcrito a partir del gen diana, mediante lo cual la composicion se
infiltra al interior de la planta e induce la regulaciéon sistémica del gen diana mediante la accion de 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 segmento de este tipo, multiples segmentos de este tipo, multiples
segmentos diferentes de este tipo o una combinacion de los mismos.

Agentes de transferencia, agentes y tratamientos para potenciar la permeabilidad

60) Las composiciones y procedimientos de esta invencion comprenden agentes de transferencia o agentes y
tratamientos para potenciar la permeabilidad para acondicionar la superficie del tejido vegetal, por ejemplo, hojas,
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tallos, raices, flores o frutas, para la infiltracion de 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 polinucleétidos en el tejido vegetal. En algunas realizaciones el agente de transferencia
se aplica posteriormente a la aplicacion de la composicion de polinucledtidos. El agente de transferencia de
polinucledtidos posibilita una via para los polinucleétidos a través de las barreras de cera de la cuticula, estomas y/o
pared celular o barreras membranosas y al interior 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 oligonucleétidos o polinucleotidos. Dichos
agentes para facilitar la transferencia de la composicion a una célula vegetal incluyen un agente quimico. Los agentes
quimicos para acondicionamiento incluyen tensioactivos de organosilicona. Las realizaciones del procedimiento
opcionalmente pueden incluir una etapa de incubacion, una etapa de neutralizacion (por ejemplo, para neutralizar un
acido, base o agente de oxidacién o para desactivar una enzima), una etapa de aclarado o combinaciones de estas.
Las realizaciones de agentes o tratamientos para acondicionar una planta para la infiltracion de polinucleétidos
incluyen emulsiones, emulsiones inversas, liposomas y otras composiciones similares a micelas. Las realizaciones de
agentes o tratamientos para acondicionar una planta para la infiltracion de polinucleétidos incluyen contraiones u otras
moléculas que se sabe que se asocian con moléculas de acido nucleico, por ejemplo, iones de amonio inorganico,
iones de alquilamonio, iones de litio, poliaminas tales como espermina, espermidina o putrescina y otros cationes. Los
disolventes organicos utiles para acondicionar una planta para la infiltraciéon de polinucleétidos incluyen DMSO, DMF,
piridina, N-pirrolidina, hexametilfosforamida, acetonitrilo, dioxano, polipropilenglicol, otros disolventes miscibles con
agua o que disolveran fosfonucledtidos en sistemas no acuosos (tales como los que se utilizan en reacciones
sintéticas). Se pueden utilizar aceites de origen natural o sintéticos con o sin tensioactivos o emulsionantes, por
ejemplo, se pueden utilizar aceites de origen vegetal, aceites de cultivo (tales como los enumerados en el 9°
Compendio de Adyuvantes de Herbicidas, disponibles publicamente en linea en www.herbicide.adjuvants.com), por
ejemplo, aceites parafinicos, ésteres de acidos grasos de poliol o aceites con moléculas de cadena corta modificadas
con amidas o poliaminas tales como polietilenimina o N-pirrolidina.

61) Dichos agentes para acondicionar una planta para la infiltracion de polinucleétidos se aplican a la planta mediante
cualquier procedimiento conveniente, por ejemplo, pulverizacion o revestimiento con un polvo, emulsion, suspension
o solucién; de forma similar, las moléculas polinucleotidicas se aplican a la planta mediante cualquier procedimiento
conveniente, por ejemplo, pulverizacion o frotamiento de una solucién, emulsiéon o suspension.

62) Son tensioactivos Utiles los tensioactivos de organosilicona, incluidos los tensioactivos de organosilicona no
iénicos, por ejemplo, tensioactivos de etoxilato de trisiloxano o un copolimero de poliéster y silicona tal como un
copolimero de heptametil trisiloxano modificado con éxido de polialquileno y aliloxipolipropilenglicol metiléter
(disponible en el mercado como tensioactivo Silwet® L-77 que tiene el nimero 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 intervalo de aproximadamente 0,015 a aproximadamente 2 por ciento en peso
(%p) (por ejemplo, de aproximadamente 0,01, 0,015, 0,02, 0,025, 0,03, 0,035, 0,04, 0,045, 0,05, 0,055, 0,06, 0,065,
0,07, 0,075, 0,08, 0,085, 0,09, 0,095, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8,
1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,5 %p) son eficaces para preparar una hoja u otra superficie vegetal para la transferencia de
moléculas polinucleotidicas al interior de células vegetales a partir de una aplicacion topica en la superficie.

64) Los agentes para el acondicionamiento en el laboratorio de una planta para la infiltracién de polinucleétidos
incluyen, por ejemplo, la aplicacion de un agente quimico, un tratamiento enzimatico, calentamiento o enfriamiento,
un tratamiento con presién negativa o positiva o un tratamiento con ultrasonido. Los agentes para acondicionar plantas
en un campo incluyen tensioactivos como los descritos anteriormente.

Genes diana y genes esenciales

65) Las composiciones y procedimientos de la invencion son utiles para modular la expresion de un gen diana
enddgeno o transgénico en una célula vegetal. En varias realizaciones, un gen diana incluye una secuencia codificante
(codificante de proteina o traducible), una secuencia no codificante (no traducible) o una secuencia tanto codificante
como no codificante. Las composiciones de la invencion pueden incluir polinucleétidos y oligonucleétidos disefiados
para dirigirse a multiples genes o multiples segmentos de uno o mas genes. El gen diana puede incluir multiples
segmentos consecutivos de un gen diana, multiples segmentos no consecutivos de un gen diana, multiples alelos de
un gen diana o multiples genes diana de una o mas especies. Los ejemplos de genes diana incluyen genes y
transgenes vegetales enddgenos expresados en células vegetales. Otros ejemplos de genes diana incluyen genes
enddgenos de patégenos viricos o genes enddgenos de plagas vegetales de invertebrados.

66) Los genes diana pueden incluir genes que codifican proteinas de tolerancia a herbicidas, secuencias no
codificantes que incluyen ARN reguladores y genes esenciales, que son genes necesarios para sustentar la vida
celular o para permitir la reproduccién de un organismo. Las realizaciones de genes esenciales incluyen genes que
participan en la replicacion del ADN o ARN, transcripcion génica, regulacién génica mediada por ARN, sintesis
proteica, produccion de energia y division celular. Un ejemplo de un compendio de genes esenciales se describe en
Zhang y col. (2004) Nucleic Acids Res., 32:D271-D272 y esta disponible en tubic.tju. edu.cn/deg/; version DEG 5.4
enumera 777 genes esenciales para Arabidopsis thaliana. Los ejemplos de genes esenciales incluyen el factor de
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iniciacion de la traduccion (TIF, translation initiation factor) y la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa
(RuBisCO, ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase). Los genes diana pueden incluir genes que codifican
factores de transcripcion y genes que codifican enzimas implicadas en la biosintesis o catabolismo de moléculas en
plantas tales como, pero sin limitacion, aminoacidos, acidos grasos y otros lipidos, azlcares y otros carbohidratos,
polimeros bioldgicos y metabolitos secundarios incluidos alcaloides, terpenoides, policétidos, péptidos no ribosémicos
y metabolitos secundarios de origen biosintético mixto.

Composiciones y Procedimientos

67) Las moléculas de ARN bicatenario de esta invencién pueden proporcionarse directamente a la célula vegetal como
ARN o pueden proporcionarse indirectamente, por ejemplo, cuando una molécula polinucleotidica en la composicion
de tratamiento provoca en células de una planta la produccion del ARN monocatenario que es capaz de hibridar con
el transcrito del gen diana. Tal como se describe anteriormente, las realizaciones y 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
infiltracion de polinucledtidos. En aspectos de la invencion, los procedimientos incluyen una o mas aplicaciones de la
composicion de polinucledtido y una o mas aplicaciones de un agente potenciador de la permeabilidad para
acondicionar una planta para la infiltracién mediante polinucleétidos.

Procedimientos de silenciamiento transgénico

72) En otro aspecto adicional de la invencion, este procedimiento puede utilizarse para silenciar un transgén que se
expresa en una planta, proporcionando asi un control negativo que es una medicién independiente de acontecimientos
de una contribucién del transgén al rendimiento o efecto de la planta en un rasgo. Impartir un efecto de control negativo
puede requerir multiples tratamientos sucesivos con las moléculas polinucleotidicas de esta invenciéon durante el ciclo
de vida de una planta.

Aplicaciones especificas

73) En un aspecto relacionado, las composiciones y procedimientos 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 cultivo, estrés ambiental o abidtico o bidtico, o a un cambio en la demanda
del mercado durante la estacion de cultivo o en el ambiente posterior a la cosecha. Por ejemplo, las composiciones y
procedimientos de la invencion son utiles para suprimir transitoriamente un gen biosintético o catabdlico para producir
una planta o producto vegetal con un fenotipo deseado, tal como una composicién 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 procedimientos de la invencion son utiles para
suprimir transitoriamente una molécula reguladora de ARN tal como un micro ARN (miARN) o un sefiuelo de miARN
enddgeno tal como un miARN enddgeno, un precursor de miARN o un sefiuelo de miARN. Las realizaciones de la
invencion son Utiles para suprimir un gen vegetal endégeno que participa en la respuesta a una plaga o patdgeno,
proporcionando asi control de plagas o enfermedades vegetales. Los polinucleotidos, composiciones y procedimientos
de suministro divulgados en el presente documento, son Utiles ademas para suprimir un gen diana endégeno de una
plaga de invertebrados 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 plantas de cultivo, hortalizas o arboles frutales, con moléculas de ADN o ARN
dirigidas a un gen esencial invertebrado o un gen de un simbionte de la plaga de invertebrados. Los polinucleoétidos,
composiciones y procedimientos de suministro divulgados en el presente documento, son Utiles ademas para
proporcionar el control de un patégeno virico, por ejemplo, mediante el uso de un pulverizador antivirico topico para
plantas de cultivo, hortalizas o arboles frutales con moléculas de ADN o ARN dirigidas a un gen virico.

Composiciones herbicidas y procedimientos
Proteinas de tolerancia a herbicidas

77) Las plantas naturales (no transgénicas) y transgénicas que presentan tolerancia a herbicidas (resistencia), a
menudo tienen un gen que codifica una proteina que es responsable de la tolerancia a herbicidas, por ejemplo, un
transgén que proporciona la tolerancia, un gen endégeno mutado que proporciona la tolerancia o mdltiples copias de
un gen enddgeno al cual se dirige normalmente un herbicida. Una estrategia de control de dichas plantas es aplicar
un agente que suprima o al menos reduzca la expresion del gen que codifica la proteina que imparte la tolerancia a
herbicidas. Los ejemplos de proteinas que proporcionan tolerancia a un herbicida incluyen, por ejemplo, una 5-
enolpiruvilshikimato-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 deshalogenasa, una acido 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.
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78) Los ejemplos de acidos nucleicos que codifican proteinas que confieren tolerancia a herbicidas incluyen 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasas (EPSPS; véanse, 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 WO04009761), 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 confiere resistencia a herbicidas similares a auxina tales como dicamba (Patente de los Estados
Unidos Numero 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 deshalogenasa que
confiere tolerancia al acido 2,2-dicloropropionico (Dalapon) (Publicaciéon de Solicitud Internacional PCT W09927116);
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
Numero 6,225,105); haloarilnitrilasa (Bxn) para conferir tolerancia a bromoxinilo (Patente de los Estados Unidos
Numero 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
I) para conferir tolerancia a herbicidas de sulfonamida (Patente de los Estados Unidos Numero 5.719.046); polipéptido
de fotosistema Il de 32 kDa (psbA) para conferir tolerancia a herbicidas de triazina (Hirscberg y col., 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 (Publicacion de
Solicitud Internacional PCT WO8911789); fitoeno desaturasa (crtl) para conferir tolerancia a herbicidas de piridazinona
tales como norflurazéon (Patente de Japdén JP06343473); hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, una acido 4-
hidroxifenilacético oxidasa y una 4-hidroxifenilacético 1-hidrolasa (Patente de los Estados Unidos 7,304,209) para
conferir tolerancia a herbicidas de ciclopropilisoxazol tales como isoxaflutol (Patente de los Estados Unidos Numero
6,268,549); protoporfirindgeno 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 (publicacion 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 protoporfirindgeno 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.

79) Aspectos de esta invencion proporcionan polinucleétidos y procedimientos que proporcionan directamente o
indirectamente a una célula vegetal, ARN bicatenarios 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 un nivel para reducir la tolerancia al
herbicida. Debido a la degeneracion secuencial del ADN que codifica proteinas de tolerancia a herbicidas, es posible
disefiar un polinucledtido para su uso en esta invencion que sea especificamente eficaz en una planta especifica.
Debido a la conservacion de dominios de ADN entre multiples plantas, es posible disefiar un polinucleétido para su
uso en esta invencion que sea eficaz en una variedad de plantas.

80) En una realizacion, el polinucleétido se mezcla con el herbicida correspondiente para potenciar la actividad del
herbicida proporcionando una actividad herbicida mejorada. En una realizacion el polinucledtido se utiliza separado
del herbicida pero en combinacién con una aplicacion del herbicida como un pre o postratamiento. En las realizaciones,
el tensioactivo de organosilicona se combina de forma ventajosa con el herbicida y el polinucleétido o se combina con
uno o el otro cuando las composiciones se aplican de forma secuencial. Las plantas de invernadero pueden tratarse
utilizando un pulverizador agricola o un pulverizador de laboratorio con una boquilla de pulverizacion 11001XR para
suministrar la solucion de muestra a una tasa determinada (por ejemplo, 140 I/ha) a 0,25 MPa de presion. En el campo,
la solucion de tratamiento puede aplicarse con un pulverizador de mochila presurizado con CO; calibrado para
suministrar la tasa apropiada de la composicién con una boquilla de pulverizaciéon de chorro plano 11015 con un
ensamblaje de boquilla simple adaptado (para minimizar el desperdicio) a una presién 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.

Ejemplo 1

82) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de esta invencion en el control de malezas
resistentes a herbicidas. Se identificd que los genotipos de palmera amaranto resistente a glifosato tenian multiples
copias, por ejemplo, de 4 a mas de 100 copias, del gen que codifica la 5-enolpiruvilshikimato-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
oligonucleotidicas de ARNbc de tamario “corto” con una cadena antisentido capaz de hibridarse 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
(ARNDbc-2 corto), 345-369 (ARNbc-3 corto) y 1105-1129 (ARNbc-4 corto), tal como se indica mediante los nucleétidos
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subrayados en la Figura 1. Los cuatro ARNbc cortos disefiados se adquirieron en Integrated DNA Technologies (IDT);
los ARNbc tenian un saliente de dos nucledtidos en el extremo 3’ de la cadena antisentido y dos desoxinucleétidos
como los nucledtidos terminales en el extremo 3’ de la cadena sentido.

84) Con referencia a la SEQ ID NO:1 y la Figura 1, se disefiaron tres polinucleétidos de ARN bicatenario “largo” con
una cadena capaz de hibridarse 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 nucledtidos en negrita en la Figura 1. Los tres ARNbc largos disefiados se prepararon utilizando el kit
de ARNi de Ambion MEGAscript®, Cat. No. 1626.

85) Se cultivaron clones vegetativos de palmera amaranto resistente a glifosato con 16 copias del gen endégeno que
codifica EPSPS (Gaines, y col. (2010) Proceedings of the National Academy of Sciences 107(3): 1029-1034) en
macetas 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 prepar6 una solucion de pretratamiento de tensioactivo para sumergir las hojas, diluyendo el tensioactivo de
organosilicona de la marca Silwet L-77 con agua destilada al 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 ml de agua destilada. Se prepar6
un tampodn 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 ajustd a un pH de 6,8. Se preparé una solucion de ARNbc corto con cantidades
equimolares de cada uno de los cuatro ARNbc cortos (identificados anteriormente) en el tampdn de tratamiento a una
concentracion de 0,005 nanomoles de cada ARNbc corto por microlitro. Se prepard una solucion de ARNbc largo con
cantidades equimolares de cada uno de los tres ARNbc largos en el tampon de tratamiento a una concentracion de
0,0006 nanomoles de cada ARNbc largo por microlitro. Se prepard una solucién mixta de ARNbc (corto/largo) con
0,005 nanomoles de cada uno de los cuatro ARNbc cortos y 0,0006 nanomoles de cada uno de los tres ARNbc largos
por microlitro.

87) Los clones vegetativos de palmera 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 acondicionar las hojas
para transferir o infiltrar los ARNbc. Para el pretratamiento con solucién 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 superficie superior de una hoja, se
aclaré con agua y se seco6 con papel secante. Para el pretratamiento con la solucion de tensioactivo, cuatro hojas
maduras originarias, completamente expandidas, se sumergieron en la solucion de tensioactivo y se dejaron secar.
Después del pretratamiento de la hoja con la solucion de carburo de silicio o la soluciéon de tensioactivo, las hojas
acondicionadas se trataron con la soluciéon de tampén (como control) o con 40 microlitros de una solucion de ARNbc
(aplicando 10 microlitros de solucién de ARNbc en cada una de las 4 hojas por planta). En el tratamiento con la
soluciéon de ARNbc 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 ARNbc 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 controles, 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 de control tratadas con tensioactivo (sin tratamiento con molécula de ARNbc) sobrevivieron al
tratamiento con glifosato. Véase la Figura 3A que muestra una fotografia de las plantas 7 dias después del tratamiento
con glifosato.

89) Dos de cuatro plantas de control tratadas con carburo de silicio abrasivo (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 retraso en el crecimiento.

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) y 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 solucion 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
aplicacion de la solucion mixta de ARNbc (corto/largo), murieron.
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94) Cinco de seis plantas tratadas con tensioactivo, que se trataron con la solucién de ARNbc largo y posteriormente
con tratamiento con glifosato después de 72 horas, murieron; véase la 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; véase la Figura 3C.

Ejemplo 2

95) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinuclectidicas de esta invencidon para mejorar el 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 chino sensibles al glifosato (un total de 40 microlitros aplicados a dos hojas) que se
pretrataron con la solucion de tensioactivo utilizada en el Ejemplo 1. Las plantas de control se trataron solo con tampén
después del pretratamiento con la solucién de tensioactivo. 48 horas después del tratamiento con ARNbc, las plantas
se trataron con una solucion del herbicida glifosato (53 g de equivalente acido por hectarea del herbicida glifosato de
la marca Roundup® WeatherMAX®). Se observd un aumento por duplicado de la actividad del glifosato segun se
estimo por la observacion del crecimiento de la planta (medido como la altura de la planta) en las plantas tratadas con
la composicion polinucleotidica y el herbicida, en comparaciéon con las plantas de control tratadas con tampén y
herbicida. Las plantas tratadas con la composicion polinucleotidica y el herbicida sobrevivieron con un retraso grave
en el crecimiento; las plantas de control tratadas con tampén y herbicida sobrevivieron y se recuperaron
completamente. Se obtuvieron resultados similares con otras malezas sensibles al herbicida glifosato, es decir,
amaranto tuberculoso, bledo, ambrosia gigante, lechuga espinaca, tabaco y diente de ledn sensibles al herbicida
glifosato.

Ejemplo 3

96) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de esta invencién en el control de malezas en
cultivos transgénicos resistentes a glifosato. Se trataron plantas transgénicas de alfalfa, colza, maiz, algodén, arroz,
soja, cafia de azucar, remolacha azucarera y trigo, que tenian ADN recombinante para expresar una EPSPS
bacteriana (véase la Patente de los Estados Unidos RE39.247 para una descripcion de los genes de EPSPS “clase
II” resistentes a glifosato) con (a) la solucién de tensioactivo utilizada en el Ejemplo 1, (b) la solucién mixta de ARNbc
(corto/largo) preparada en el Ejemplo 1 y (c) una soluciéon 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 retraso en el crecimiento.

Ejemplo 4

97) Este ejemplo ilustra la utilidad de las moléculas polinucleotidicas de la invencién 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 Figura 5, se fabricé 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, utilizando un kit de Ambion® MEGAscript®. Se prepararon soluciones de ARNbc por
separado. Las hojas de la planta de tabaco se pretrataron con la solucidon de tensioactivo preparada como en el
Ejemplo 1 y después se trataron con una 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 puso
de manifiesto por la decoloracién visible foliar en las hojas apicales; véase la Figura 4. Después de 15 dias de
tratamiento con ARNbc, una mitad de las plantas tratadas parecia estar muerta y la otra mitad de las plantas tenia
decolorada la mayor parte de los tejidos por encima del suelo. El andlisis de transferencia Northern indica la presencia
de los ARNip correspondientes a los ARNbc utilizados en el tratamiento.

Ejemplo 5

98) Este ejempilo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas polinuclectidicas de la invencién 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 silvestre (Euphorbia heterophylla), arrocillo (Echinochloa colona), quinoa blanca
(Chenopodium album), almorejo (Setaria viridis), moha (Setaria italic), amor de hortelano (Echinochloa crus-galli),
digitaria (Digitaria sanguinalis), cadillo (Xanthium strumarium), alopecuro de campo (Alopecurus myosuroides), avena
silvestre (Avena fatua), palo de zorrillo (Senna obtusifolia), bejucos (I[pomoea 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), palmera amaranto
(Amaranthus palmeri), amaranto tuberculoso (Amaranthus tuberculatus), amaranto blanco (Amaranthus albus),
amaranto hibrido (Amaranthus hybridus), abrebujo (Amaranthus retroflexus), cafiamo de agua (Amaranthus
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 amarillo (Centaurea solstitialis) y abutilon (Abutilon theophrasti). Las hojas de
la planta se pretrataron con la solucién de tensioactivo preparada como en el Ejemplo 1 y se trataron con las
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soluciones de ARNbc a un tratamiento de aproximadamente 1 nanomol por planta. Después de 15 dias, las plantas
tratadas estan muertas, moribundas o presentan un retraso en el crecimiento.

Ejemplo 6

99) Este ejemplo ilustra adicionalmente la utilidad de las moléculas polinuclectidicas de la 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 como en el Ejemplo 1 y se trataron con las soluciones de ARNbc a un
tratamiento de aproximadamente 1 nanomol por planta. Después de 15 dias, las plantas tratadas estan muertas,
moribundas o presentan retraso en el crecimiento.

Ejemplo 7

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

Ejemplo 8

101) Este ejemplo ilustra la utilidad de emplear un gen Pol Il sintético en las composiciones y en los procedimientos
de esta invencion. En referencia a la SEQ ID NO:3 y la Figura 2, se cre6 un gen Pol Il sintético utilizando elementos
de un gen de ARNnp de U6 de Arabidopsis thaliana para proporcionar una molécula de ADNbc con dos copias de
elementos RGCCCR (en negrita y subrayado), un elemento de secuencia en direccion 5 (USE, upstream sequence
element) que tenia 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 un
ADN bacteriano que codifica una proteina EPSPS (véase la Patente de los Estados Unidos RE39.247) que confiere
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:6, en negrita y subrayado) seguido por el ADN sentido (en minusculas) y un elemento
de terminacion “TTTTTT” (SEQ ID NO:7, en negrita y subrayado). Se pulverizaron una solucién de tensioactivo de
organosilicona de la marca Silwet L-77 al 0,1% en peso y una solucién de multiples copias de la molécula de ADNbc
sobre las hojas de plantas de maiz con crecimiento espontaneo, resistentes a glifosato, que crecieron en un campo
de plantas de soja resistentes a glifosato y posteriormente, 7 dias después, se aplicé el tratamiento con el herbicida
glifosato de la marca Roundup WeatherMAX®. 15 dias después, las plantas de maiz murieron y las plantas de soja
siguieron creciendo; las plantas de maiz de control resistentes a glifosato tratadas solo con tensioactivo y herbicida
glifosato siguieron creciendo.

Ejemplo 9

102) Este ejemplo ilustra un aspecto de la invencion. En este ejemplo, las moléculas polinucleotidicas se aplicaron e
infiltraron en tejido vegetal induciendo asi la regulacién sistémica, es decir, el silenciamiento, de un gen diana (una
EPSPS endogena). Mas especificamente, una composicion que incluye oligonucledtidos de ADN monocatenario
(ADNmc) suprimié la expresion de una EPSPS enddgena 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
oligonucledtidos de ADNmc antisentido para EPSPS de Amaranthus palmeri (SEQ ID NO:8, 9, 10 y 11), dos
oligonucledtidos de ADNmc antisentido quimicamente modificados (modificados con fosforotioato) para EPSPS de
Amaranthus palmeri (SEQ ID NO:12 y 13), un oligonucleétido de ADNmc antisentido control para un gen control,
proteina de semilla de cebada (Hordeum vulgare), ID de GenBank X97636 (SEQ ID NO:14) y un oligonucleétido de
ADNmc antisentido quimicamente modificado (marcado en 5 con Alexa Fldor 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: Oligonucleétidos de ADNmc antisentido

Nombre SEQ Secuencia (5’ a 3’) Observacion
NO:
Antisentido_PO1 8 ACCCTCCACGACTGCCCTTT
Antisentido_P0O2 9 GTTTCCTTCACTCTCCAGC
Antisentido_PO3 10 GTAGCTTGAGCCATTATTGT
Antisentido_PO4 1 GTTGATGGTAGTAGCTTGAG
Antisentido_PS1 12 ACCCTCCACGACTGCCCTTT | Modificacién con fosforotioato de los tres

nucledtidos en el extremo 5 y de los tres
nucledtidos en el extremo 3’

Antisentido_PS2 13 GTTTCCTTCACTCTCCAGC Modificacién con fosforotioato de los tres
nucledtidos en el extremo 5 y de los tres
nucledtidos en el extremo 3’

Antisentido_Ck 14 AAGCGGTTGAGCACTGAA Secuencia control, proteina de semilla de
cebada, ID de GenBank X97636

Antisentido PO1_488 15 ACCCTCCACGACTGCCCTTT Marcada en 5’ con Alexa Fluor 488

104) La absorcion de los oligonucleétidos se demostré con los oligonucleétidos de ADNmc marcados con fluorescencia
(SEQ ID NO:15), que confirmé que los oligonucleoétidos de ADNmc se infiltraron en el tejido de la hoja. Peciolos de
hojas arrancadas de palmera amaranto resistente a glifosato se colocaron en solucion de sacarosa 200 mM con
oligonucleétidos de ADNmc marcados con fluorescencia (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 sacarosa 200 mM solo y sirvieron como control. Se observé
una absorcion vacuolar ligeramente dependiente del tiempo de los oligonucledtidos de ADNmc marcados con
fluorescencia (véase la Figura 6). Los oligonucleétidos de ADNmc marcados con fluorescencia se liberaron del tejido
vacuolar hacia el interior de las células en tan solo 8 h después del tratamiento y se observé que se acumulaban en
el borde de la hoja a las 24 h y 48 h, lo que sugiere un efecto de transpiracion.

105) La supresion de EPSPS se demostré 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 solucién de sacarosa 200 mM con oligonucleétidos de acuerdo con los tratamientos indicados en la Tabla
2. Las hojas control se infiltraron con el control 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 shikimato después de
48 h de incubacion. Para evaluar los efectos de los oligonucledtidos de ADNmc antisentido sobre el ARNm de EPSPS,
se aislo el ARN total de la hoja y se llevd a cabo una RT-PCR cuantitativa en tiempo real para comparar los niveles
de ARNm de EPSPS. Para evaluar los efectos de los oligonucledtidos de ADNmc antisentido sobre la proteina EPSPS,
se aislo 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
oligonucledtidos de ADNmc antisentido sobre la acumulacion de shikimato, 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 mas mediante absorcién de peciolo (las hojas de control se infiltraron
con el control 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 ensayos con discos de hoja en las hojas tratadas con oligonucleétidos y se
midieron los niveles de shikimato mediante HPLC (en este caso los controles eran hojas que no se habian tratado con
oligonucledtidos pero que se habian incubado con 50 microgramos/ml de glifosato).

Tabla 2: Lista de tratamientos que utilizan los oligonucleétidos de ADNmc antisentido

Tratamiento ADNmc antisentido Concentracion final
N.° 1 Antisentido_PO1 (SEQ ID NO:8) 5 microM
N.°2 Antisentido_PO2 (SEQ ID NO:9) 5 microM
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N.°3 Antisentido_PS1 (SEQ ID NO:12) 5 microM
N.° 4 Antisentido _PS2 (SEQ ID NO:13) 5 microM
N.°5 Antisentido _PS1, PS2 (SEQ ID NO:12, 13) 10 microM cada uno (20 microM en
total)
N.°6 Antisentido_PO1, PO2, P(?I?:I,)PO4 (SEQ ID NO:8, 9,10, | 5 microM cada uno (20 microM en total)
Control Antisentido_ck (SEQ ID NO:14) 5 microM o 20 microM

106) En las Figuras 7, 8 y 9, respectivamente, se muestran los resultados de los niveles de expresion de ARNm de
EPSPS, de la proteina EPSPS y de shikimato. Estos resultados demuestran que el tratamiento con los oligonucleétidos
de ADNmc antisentido regularon o suprimieron sistémicamente el gen diana disminuyendo los niveles del transcrito
del gen diana (ARNm de EPSPS) o de la proteina (EPSPS) codificada por el gen diana en el tejido vegetal. En este
experimento especifico, los tratamientos N.° 1 y N.° 6 parecieron ser mas eficaces en la supresion de los niveles de
ARNm de EPSPS vy proteina y en el aumento de la eficacia del glifosato, tal como se pone de manifiesto por la
acumulacién aumentada de shikimato. Estos resultados también indican que la eficacia del glifosato mejora
suprimiendo el ARNm de EPSPS y la proteina en la palmera amaranto resistente a glifosato.

Ejemplo 10

107) Este ejemplo ilustra un aspecto de la invencion. En este ejemplo, se trataron plantas en crecimiento con una
composicion aplicada por via tépica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que incluye
(a) un agente para acondicionar una planta para la infiliracion mediante polinucleétidos y (b) polinucleétidos que
incluyen al menos una cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos
del gen diana en orientacion antisentido o sentido. Mas especificamente, se trataron plantas de tabaco (Nicotiana
benthamiana) con (a) una solucion de tensioactivo aplicada por via topica para acondicionar la planta para la infiltracion
mediante polinucledtidos y (b) una composicién que incluye oligonucleétidos o polinucleétidos de ADN aplicados por
via topica que tiene al menos una cadena que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucledtidos contiguos del
gen diana en orientacion antisentido o sentido, con lo cual se logré la regulacion o supresion sistémica del gen diana
(una fitoeno desaturasa, “PDS”).

108) El gen diana utilizado fue una fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO:2), que se muestra en
la Figura 10; se utilizd el segmento que consistia en los nucledtidos 421 - 1120 de la SEQ ID NO:2 (texto subrayado
en la Figura 10) para disefiar un polinucleétido de ARNbc de 700 meros (“PDS de 700 meros”) y el segmento que
consistia en los nucledtidos 914- 1113 de la SEQ ID NO:2 (texto en negrita subrayado en la Figura 10) se utiliz6 para
disefiar un polinuclesdtido de ARNbc de 200 meros (“PDS de 200 meros”). Las secuencias de otros polinucledtidos 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 y polinucleétidos en relacion con la secuencia de la fitoeno
sintasa (SEQ ID NO:2). Como controles no homologos, se utilizaron secuencias no vegetales obtenidas del gusano
de la raiz del maiz (“CRW”, corn rootworm), SEQ ID NO:27, 28, 29 y 30. Algunos de los polinucleétidos incluian una
secuencia promotora de T7 (indicada por el texto en minusculas en la Tabla 3) que es un promotor reconocido por
una ARN polimerasa del bacteriéfago T7.
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109) En todos los ensayos descritos en este ejemplo, se utilizé el siguiente procedimiento. En todos los ensayos se
utilizaron plantas de Nicotiana benthamiana de cuatro semanas. Las plantas se trataron con solucién de Silwet L-77
al 0,1% recién preparada con ddH;O (agua bidestilada). Durante algunos segundos, dos hojas completamente
expandidas por planta (un cotiledén, una hoja verdadera), se sumergieron en la solucién de Silwet L-77 y se dejaron
secar durante 15-30 minutos antes de la aplicacién de la composicion polinucleotidica. La concentracion final para
cada oligonucleodtido o polinucleétido fue de 25 microM (en Silwet L-77 al 0,01%, tampdn de fosfato de sodio 5 mM,
pH 6,8) a menos que se indique lo contrario. Se aplicaron 20 microlitros de la solucién a la superficie superior de cada
una de las dos hojas pretratadas para proporcionar un total de 40 microlitros (1 nmol de oligonucleétido o
polinucleétido) para cada planta. La decoloracion de la hoja se observé 3 dias postratamiento.

110) La Figura 12A ilustra los resultados de un ensayo donde se aplicaron por separado, a plantas de tabaco, un
polinucleétido de ARNbc de 200-meros con una secuencia de ARN correspondiente al segmento “PDS de 200-meros”
(nucledtidos 914 - 1113 de la SEQ ID NO:2) y una combinacion de oligonucledtidos y polinucleétidos de ADN
monocatenario (SEQ ID NO:16, 17, 20, 21, 24, 25 y 26). El polinucleétido de ARNbc de 200-meros se aplicod a una
concentracion de 0,6 microM. Después del tratamiento tdpico con los polinucledtidos y oligonucleétidos, se observé
decoloracion de las hojas apicales, lo que indicaba la regulacion o supresion sistémica del gen diana de fitoeno
desaturasa.

111) La Figura 12B ilustra los resultados del analisis de transferencia Northern de ARN aislado de plantas de Nicotiana
benthamiana tratadas con tampon (control), con el polinucleétido de ARNbc de 200 meros y con los oligonucleétidos
de ADNmc. También se muestra el ARN aislado de plantas que se habian sometido a estrés manteniéndolas a 4
grados centigrados y en la oscuridad durante toda la noche antes del tratamiento con los polinucleétidos de ARNbc
de 200 meros.

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 (véase la Tabla 4). La Tabla 4 también indica observaciones
de decoloracion 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
del gen diana de fitoeno desaturasa y las mediciones que se llevaron a cabo en 6 lugares del area apical, enfocandose
en hojas visiblemente blanqueadas o (en plantas sin decoloracion 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 oligonucleétidos y polinucleétidos en los tratamientos 2, 3, 4, 8 y 11 fueron
eficaces para regular (suprimir) sistematicamente el gen diana en las plantas tratadas; el tratamiento 1 también produjo
la regulacién (supresion) sistematica del gen diana en menor medida. El polinucleétido de ARNbc de 200-meros
también fue eficaz para regular (suprimir) sistematicamente el gen diana en las plantas tratadas. Los oligonucleétidos
de un gen no homologo (gusano de la raiz de maiz) (tratamientos 5 y 6) no suprimieron el gen de la fitoeno desaturasa
diana. Estos resultados demuestran que los oligonucleétidos y polinucleétidos de ADN monocatenario sentido y
antisentido fueron eficaces para regular (suprimir) sistematicamente el gen diana en las plantas tratadas. En este
ejemplo especifico, los oligonucledtidos sentido con el promotor de T7 (tratamiento 1) produjeron una supresion
sistematica débil del gen de la fitoeno desaturasa, mientras que los oligonucleétidos sentido sin el promotor de T7
(tratamiento 7) no suprimieron el gen de la fitoeno desaturasa. En 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 una decoloracion intensa, indicando una regulacion sistémica intensa del gen diana
de la fitoeno desaturasa.

Tabla 4
Tratamiento | Descripcion SEQ ID NO: Comentario Decoloracion | Clorofila | Clorofila
(dia 5) (dia 7) (dia 12)
1 Oligos 1y 2 16, 17 Oligos sentido débil 18,6 17,5
con promotor
de T7
2 Oligo 3 20, 21 Oligos intensa 12,7 1,6
antisentido con
promotor de T7
3 Oligos 1,2y 3 16, 17, 20, 21 Oligos sentido intensa 1,5 2,6
y antisentido
con promotor
de T7
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4 Oligos 1,2, 3,4,5 | 16, 17, 20, 21, 24, | Oligos sentido intensa 15,1 2,5
y6 25, 26 y antisentido
con promotor
de T7, mas
oligos

antisentido sin
promotor de T7

5 Mezcla de oligo | 27, 28 Oligos sentido aln no 30,8 37,3
CRW con y antisentido
promotor de T7 con promotor
de T7
6 Mezcla de oligo | 29, 30 Oligos sentido aln no 34,2 38,2
CRW sin y antisentido
promotor de T7 sin promotor
de T7
7 Oligos 1 y 2 sin | 18,19 Oligos sentido aun no 32,0 411
promotor de T7 sin promotor
de T7
8 Oligo 3 sin | 22, 23 Oligos intenso 1,3 3,2
promotor de T7 antisentido sin

promotor de T7

9 Oligos 1, 2y 3sin | 18, 19, 22, 23, 24, | Oligos sentido aun no 30,2 34,4
promotor de T7 y | 25, 26 y antisentido
oligos 4,5y 6 sin promotor
de T7
10 Polinucleétido de | Secuencia de | Polinucledétido intensa 11,3 4,0
ARNbc de 200 | ARN de ARNbc
meros correspondiente al sentido y
segmento  “PDS antisentido

de 200-meros”
que consiste en
los nucledtidos
914 - 1113 de

SEQ ID NO:2
11 Mezcla de | 16, 17, 20, 21, 24, | Oligos sentido intensa 11,4 4.5
oligonucleddtidos | 25, 26 y antisentido
1/10° del con promotor
Experimento 4 de T7, mas
oligos
antisentido sin
promotor de T7
12 Mezcla de | 16, 17, 20, 21, 24, | Oligos sentido aun no 31,0 38,0
oligonucleddtidos | 25, 26 y antisentido
1/100° del con promotor
Experimento 4 de T7, mas
oligos
antisentido sin
promotor de T7
13 Control (ninguna) Solo tampén aun no 31,2 38,4

113) La Tabla 5 muestra seis polinucleétidos: un segmento de 40 meros (“ADNmc sentido de 40 meros de PDS”, SEQ
ID NO:31) que consiste en los 40 nucledtidos que estan en la posicién mas en 5’ de la “PDS de 700 meros” (nucleétidos
1081 - 1120 de SEQ ID NO:2) y cuatro polinucleétidos de ADN monocatenario antisentido y un polinucleétido de ADN
monocatenario sentido sintetizado basandose en la secuencia de “ADNmc sentido de 40 meros de PDS” (SEQ ID
NO:31). La Figura 14 ilustra los resultados del tratamiento tépico de plantas de tabaco con los polinucleotidos y
oligonucledtidos. Se observd una decoloracion intensa de las hojas apicales que indica la regulacién o supresion
sistémica del gen diana de la fitoeno desaturasa después del tratamiento topico con el ADNmc antisentido de 21 meros
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de PDS y el ADNmc antisentido de 33 meros de PDS, asi como también después del tratamiento tépico con el
polinucleétido de ARNbc de 700 meros amplificado por PCR y purificado en columna (“ARNbc de 700 meros de PDS”),
oligonucledtidos de PDS antisentido de 22 meros sometidos a ensayo previamente con un promotor de T7 (SEQ ID
NO:20 and 21) (“PDS antisentido de T7”) u oligonucleétidos de PDS antisentido de 22 meros sometidos a ensayo
previamente sin un promotor de T7 (SEQ ID NO:22 y 23) (“PDS antisentido”). No se observo, o apenas se observo,
decoloracion de las hojas apicales después del tratamiento topico solo con tampdn (“tampdn”) o después del
tratamiento topico con polinucleétido de ARNbc de 700 meros desnaturalizado por calor (5 minutos a 95 grados
centigrados, a continuacion conservados en hielo) (“ARNbc de 700 meros de PDS calentado”), el ADNmc antisentido
de 15 meros de PDS o el ADNmc antisentido de 18 meros de PDS.

Tabla 5
SEQID
Descripcion Secuencia NO:
ADNmc sentido de 40 31
meros de PDS TGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATG
ADNmc antisentido de 15 32
meros de PDS CATCTCCTTTAATTG
ADNmc antisentido de 18 33
meros de PDS CATCTCCTTTAATTGTAC
ADNmc antisentido de 21 34
meros de PDS CATCTCCTTTAATTGTACTGC
ADNmc antisentido de 33 35
meros de PDS CATCTCCTTTAATTGTACTGCCATTATTCAGTA
ADNmc sentido de 21 36
meros de PDS GCAGTACAATTAAAGGAGATG

114) Los resultados de otro ensayo se muestran en la Figura 15, se observé una decoloracion intensa de las hojas
apicales indicando una regulacién o supresion sistémica del gen diana de la fitoeno desaturasa después del
tratamiento topico con el ADNmc antisentido de 21 meros de PDS (SEQ ID NO:34, “PDS antisentido de 21 nt”) o con
oligonucledtidos de 22 meros antisentido de PDS sometidos a ensayo previamente sin un promotor de T7 (SEQ ID
NO:22 y 23) (“PDS antisentido”). No se observo, o apenas se observd, una decoloracion visible de las hojas apicales
después del tratamiento topico solo con tampodn (“control: tampdn”) o después del tratamiento topico con ADNmc
sentido de 21 meros de PDS (SEQ ID NO:36, “PDS sentido de 21 nt”).

Ejemplo 11

115) Este ejemplo ilustra el tratamiento de plantas en crecimiento con una composicion aplicada por via tépica para
inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que incluye (a) un agente para acondicionar una
planta a la infiltracién de polinucleétidos y (b) polinucledtidos que incluyen al menos una cadena polinucleotidica que
incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos del gen diana en orientacion antisentido o sentido.
Mas especificamente, este ejemplo demuestra la especificidad diana (especificidad secuencial) de los polinucledétidos.

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

TCAATTTCATCTATTGGAAGTGATTTTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTCAGTGTTAGTAAAGTTT
ATGGAGCAAAGCAAAGAAATGGGCACTGCCCTTTAAAGGTTGTTTGTATAGATTATCCTAGGCCA
GAGCTTGAAAGTACATCCAATTTCTTGGAAGCCGCCTACTTATCTTCTACTTTTCGGAATTCGCCTC
GTCCTCAGAAGCCATTAGAAGTTGTAATTGCTGGAGCAGGTTTGGCTGGTCTATCCACGGCAAAGT
ATTTAGCTGATGCAGGTCACAAACCCATATTGTTGGAAGCACGAGATGTTTTAGGAGGAAAGGTT
GCAGCGTGGAAGGATGAGGATGGTGACTGGTATGAGACTGGGCTACATATATTCTTTGGGGCATA
TCCAAATGTCCAAAATCTATTTGGAGAACTTGGTATAAATGACCGACTGCAATGGAAGGAGCACT
CTATGATTTTTGCAATGCCCAGCAAGCCCGGTGAATTCAGTCGCTTTGATTTTCCCGAAATCCTGCC
TGCACCATTAAATGGCATATGGGCAATCCTAAGAAATAATGAAATGCTAACCTGGCCAGAAAAAA
TCAAGTTTGCCATTGGCTTGTTGCCTGCTATGGCAGGCGGACAGTCATATGTTGAAGCACAAGATG
GTTTGAGTGTCCAAGAGTGGATGAGAAAACAAGGAGTACCCGATCGTGTAACTGATGATGTGTTT
ATTGCCATGTCAAAGGCACTGAACTTCATAAATCCCGATGAACTTTCAATGCAGTGCATCTTGATT
GCTCTGAACCGATTCCTGCAGGAGAAACATGGTTCTAAGATGGCCTTCCTAGACGGAAACCCTCCAGAG

18



10

ES 2809 679 T3

AGGCTGTGCATGCCTATTIGTTAAACACATCGAGTCACTAGGTGGTGAAGTTAAACTTAACTCTCGTATACA
AAAGATTCAGTTGGACCAGAGTGGAAGCGTGAAGAGTTTTTTGCTAAATAACGGGAGGGAAATACGAGGA
GATGCCTATGTTTTTGCCACCCCAGTTGACATCTTGAAGCTGTTACTACCTGATACTTGGAAGGAA
TCAATTTCATCTATTGGAAGTGATTTTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTCAGTGTTAGTAAAGTTT
ATGGAGCAAAGCAAAGAAATGGGCACTGCCCTTTAAAGGTTGTTTGTATAGATTATCCTAGGCCA
GAGCTTGAAAGTACATCCAATTTCTTGGAAGCCGCCTACTTATCTTCTACTTTTCGGAATTCGCCTC
GTCCTCAGAAGCCATTAGAAGTTGTAATTGCTGGAGCAGGTTTGGCTGGTCTATCCACGGCAAAGT
ATTTAGCTGATGCAGGTCACAAACCCATATTGTTGGAAGCACGAGATGTTTTAGGAGGAAAGGTT
GCAGCGTGGAAGGATGAGGATGGTGACTGGTATGAGACTGGGCTACATATATTCTTTGGGGCATA
TCCAAATGTCCAAAATCTATTTGGAGAACTTGGTATAAATGACCGACTGCAATGGAAGGAGCACT
CTATGATTTTTGCAATGCCCAGCAAGCCCGGTGAATTCAGTCGCTTTGATTTTCCCGAAATCCTGCC
TGCACCATTAAATGGCATATGGGCAATCCTAAGAAATAATGAAATGCTAACCTGGCCAGAAAAAA
TCAAGTTTGCCATTGGCTTGTTGCCTGCTATGGCAGGCGGACAGTCATATGTTGAAGCACAAGATG

ATCTCATACTTCAAAAAACTTGAGAAATTAGTGGGCGTTCCTGTGATTAATGTTCACATATGGTTT
GACAGAAAATTAAAGAATACATATGACCATCTACTCTTCAGCAGGAGTCCTCTTTTGAGTGTCTAT
GCTGATATGTCGGAGACATGCAAGGAATATAAGGATCCAAATAGATCCATGCTGGAATTGGTTTTT
GCACCCGCGGAGGAATGGATTTCACGAAGCGACACTGATATTATAGAGGCAACAATGAAAGAGCT
TGCCAAGCTTTTCCCGGATGAAATCGCTGCCGATGGAAGCAAGGCCAAGATCCTCAAATATCATGT
CGTCAAAACTCCAAGGTCGGTTTATAAGACTGTACCGGATTGTGAACCTTGTCGGCCGCTGCAAAG
ATCACCAATAGAGGGTTTCTATTTAGCTGGTGATTACACAAAACAAAAATATTTGGCTTCTATGGA
AGGTGCTGTCTTATCTGGGAAGCTTTGTGCACAGGCTATCGTACAGGATTATGATCTGCTGAGTTC TCGAG-
CACAAAGAGAATTGGCG (SEQ ID NO:37) se sintetizaron un polinucleétido de ARNbc de 678 pares de bases con
una cadena antisentido capaz de hibridarse con el ARN codificado por los nucleétidos en las posiciones 317 - 994 (se
muestran como texto subrayado) en la SEQ ID NO:37 y un polinucleétido de ARNbc de 198 pares de bases con una
cadena antisentido capaz de hibridarse con el ARN codificado por los nucledtidos en las posiciones 797 - 994 (se
muestran como texto en cursiva y subrayado) en la SEQ ID NO:37.

117) La fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana tiene la secuencia

ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGGTCTTCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTG
GTAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTG
ACAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACA
GTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCAT
TGGAGATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTG
GTCACAAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGAT
GATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAAC
CTGTTTGGAGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATG
CCTAACAAGCCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGA
ATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGA
CTCTTGCCAGCAATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGAC
TGGATGAGAAAGCAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGC
ACTTAACTTCATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATTTGTTC
AGGAGAAACATGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTG
GAACATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGAGCTGAATGAGG
ATGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCA
CTCCAGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAAGT
TGGAGAAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAAC
ACATCTGATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACAT
GTAAGGAATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGA
TAAATCGTAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGAAGCTTTTCCCTGATG
AAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCT
GTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTT
TATTTAGCTGGTGACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGA
AAGCTTTGTGCACAAGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTG GCAGAAG-
CAAGCGTAGTTAGCATAGTGAACTAA (SEQ ID NO:38). Se sintetizaron un polinucleétido de ARNbc de 685 pares
de bases con una cadena antisentido capaz de hibridarse 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 polinucledtido de ARNbc de 192 pares de
bases con una cadena antisentido capaz de hibridarse con el ARN codificado por los nucleétidos en las posiciones
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914 - 1105 (se muestran como texto en cursiva y subrayado) en la SEQ ID NO:38.

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

119) Las plantas de palmera amaranto, que tenian 16 copias de EPSPS y 5 - 8 pulgadas de altura, se trataron con
solucion de Silwet L-77 al 0,1% recién preparada con H20 bidestilada. Durante algunos segundos, cuatro hojas
completamente expandidas por planta se sumergieron en la solucién de Silwet L-77 y se dejaron secar durante 30
minutos hasta 1 hora antes de la aplicacién de la composicién polinucleotidica. Se prepararon soluciones individuales
de polinucleétidos para cada uno de ARNbc de PDS de palmera de 678 pb, ARNbc de PDS de palmera de 198 pb,
ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 685 pb y ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 192 pb (0,6
micromolar de polinucleétido en Silwet L-77 al 0,01%, tampoén de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,8). Se aplicaron 10
microlitros de solucion de polinucledtido (o tampdn como control) sobre la superficie superior 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 la decoloracion de las hojas se observé 3 dias postratamiento. Las plantas tratadas
por via topica con ARNbc de PDS de palmera de 678 pb o ARNbc de PDS de palmera de 198 pb, mostraron
decoloracion de las hojas (lo que indica silenciamiento de la fitoeno desaturasa endogena) pero las plantas de palmera
amaranto tratadas por via tépica con ARNbc de PDS de Nicotiana benthamiana de 685 pb o ARNbc de PDS de
Nicotiana benthamiana de 192 pb no mostraron decoloracion de las hojas. Esta especificidad secuencial demuestra
que las composiciones polinucleotidicas y los procedimientos de la invencion son Utiles para el control selectivo de
una especie o taxon dado que tiene una secuencia de gen diana especifica, por ejemplo, para el control de plantas
con crecimiento espontaneo resistentes a herbicidas que crecen en un campo de plantas de cultivo resistentes al
mismo herbicida.

120) En un ensayo distinto, las plantas de palmera amaranto tratadas por via topica con ARNbc de PDS de palmera
678 pb (marcadas como “ARNbc de PDS de 700 nt”) o ARNbc de PDS de palmera de 198 pb (marcadas como “ARNbc
de PDS de 200 nt’) mostraron decoloracion de las hojas (lo que indica el silenciamiento de la fitoeno desaturasa
enddgena) pero las plantas de palmera amaranto tratadas por via tépica con un ARNbc de 260 pares de bases de un
gen de invertebrado (marcado como “ARNbc de DV49 de 260 nt”, del gusano Diabrotica virgifera de la raiz de maiz)
no dieron como resultado un fenotipo de decoloracion, indicando que no hubo silenciamiento de la fitoeno desaturasa
enddégena (Figura 17). Esta especificidad secuencial demuestra que las composiciones polinucleotidicas y los
procedimientos de la invencién son Utiles para el control selectivo de una especie o taxén dado.

Ejemplo 12

121) Este ejemplo describe el uso de una composicion aplicada por via tépica que incluye al menos una cadena
polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos de un gen diana en orientacion
antisentido o sentido para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta. Mas especificamente,
este ejemplo demuestra el uso de un Unico tratamiento con un oligonucledétido de fitoeno desaturasa (PDS) para inducir
el silenciamiento sistémico en diferentes érganos vegetales, incluidos hojas, tallos y flores.

122) En todos los tratamientos se utilizaron plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) de cuatro semanas. Se
acondicionaron dos hojas completamente expandidas (un cotiledén, una hoja verdadera) sumergiéndolas durante
algunos segundos, en solucion de tensioactivo recién preparada (Silwet L-77 al 0,1 % en agua bidestilada) y se dejaron
secar durante 15 - 30 minutos. Se aplicaron veinte microlitros de un oligonucleétido de 22 meros de ADN
monocatenario (ADNmc) con la secuencia GGCAGTACAATTAAAGGAGATG (SEQ ID NO:39), correspondiente a los
nucledtidos en las posiciones 1099 - 1120 de la fitoeno desaturasa de Nicotiana benthamiana (SEQ ID NO:2) como
25 micromolares de solucion en Silwet L-77 al 0,01 % en tampdn de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8 sobre la
superficie superior de cada hoja acondicionada para un total de 40 microlitros (1 nanomol de oligonucleétido) por
planta. Las plantas de control se trataron con la solucién de Silwet sin el oligonucleétido de ADN. Las plantas se
observaron para determinar la decoloracion 3 dias postratamiento. Todas las hojas apicales, los tallos y las flores de
las plantas tratadas con el oligonucleétido de ADN mostraron decoloracion, indicando el silenciamiento sistémico de
PDS (Figura 18A).

123) Se dejo que las flores de las plantas tratadas con ADNmc y control 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 con control.
Se observé una cantidad reducida de semillas producidas por fruta y una reduccion en la tasa de germinacion (4 de
100 semillas germinaron) en las semillas de las plantas tratadas con ADNmc, en comparacion con la cantidad de
semillas por fruta y tasa de germinacion (95 de 100 semillas germinaron) de semillas de plantas de control.

124) En un ensayo distinto 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
meros de PDS (SEQ ID NO:39) aplicado como una solucion 25 micromolar en Silwet L-77 al 0,01 % en tampdn de
fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8, sobre la superficie superior de cada hoja acondicionada para un total de 40
microlitros (1 nanomol de oligonucleétido) por planta. Otras plantas no se acondicionaron con tratamiento de
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tensioactivo pero se trataron solo con 1 nanomol de ADNmc de 22 meros de PDS (SEQ ID NO:39) aplicado mediante
infiltracion 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 una solucién 25 micromolar en Silwet L-77 al 0,01 % en
tampon de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8 o como una solucién 25 micromolar en tampén de fosfato de sodio 5
milimolar, pH 6,8 (sin tensioactivo). Las plantas de control negativo se trataron con la solucién tampon Silwet sin el
oligonucledtido de ADN. Los resultados se muestran en la Figura 18B. Todas las plantas tratadas solo con aplicacion
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, mostraron decoloracion de las hojas apicales, de los tallos y las flores,
indicando el silenciamiento sistémico de PDS.

Ejemplo 13

125) Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir el silenciamiento
sistémico que incluye el uso de agentes para acondicionar una planta para la infiliracion de polinucleétidos. Mas
especificamente, este ejemplo describe el uso de polinucledtidos de la invencion para controlar la palmera amaranto
resistente a herbicidas.

126) Las plantas de palmera amaranto que tienen una cantidad menor (menos de 30) de copias de 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) son susceptibles al tratamiento con ARNbc disefiado para silenciar la
EPSPS con posterior tratamiento con glifosato (véanse los 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 para 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 aumento la dosis de ARNbc hasta diez
veces (es decir, 8 nanomoles de los ARNbc cortos descritos en el Ejemplo 1 por planta) o donde se utilizé una
formulacién de glifosato patentada (herbicida de la marca “Roundup® WeatherMAX®”) combinada con un tensioactivo
de amina de sebo, la actividad del glifosato mejoré (estimada mediante la observacion del crecimiento de la planta
medido por la altura de la planta) pero las plantas resistentes no murieron.

127) Utilizando las condiciones de tratamiento indicadas en la Tabla 6, tres lineas diferentes de palmera amaranto
resistente a glifosato con gran cantidad de copias (3 plantas por repeticion) se trataron con ARNbc, en las que el
vehiculo de suministro de ARNbc, el agente de infiltracion o de acondicionamiento y el orden de las etapas se
modificaron. Los resultados se muestran en la Figura 19. El tratamiento solocon glifosato “4X” (es decir, tratamiento
con 3360 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® que es cuatro veces
mayor a la tasa estandar de aplicacion de 840 g de equivalente acido por hectarea), no causo la muerte de 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 incluian sulfato de amonio al 2% en un vehiculo de
suministro de ARNbc acuoso que comprendia tensioactivo de amina de sebo al 0,1% y glicerol al 10% (experimento
2), se mejoro la eficacia de una dosis 10 veces mayor de ARNbc con posterior aplicacion de un glifosato 4X. También
se observo una eficacia mejorada de una dosis 10 veces mayor de ARNbc con posterior aplicacion de glifosato cuando
se incluy6 sulfato de amonio en un vehiculo de suministro ARNbc sin un tensioactivo de amina de sebo (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 suministro que contiene sulfato de amonio, fue eficaz, mientras que la combinacion del
tensioactivo Silwet L-77 con el ARNbc en el vehiculo de suministro de ARNbc que contenia sulfato de amonio no fue
eficaz. La aplicacion de glifosato (herbicida de la marca “Roundup® WeatherMAX®”) a las 72 horas (experimento 7)
fue menos eficaz que la aplicacion de glifosato a las 48 horas (experimento 2) después del tratamiento con ARNbc.

Tabla 6
Lineade | Cantidad Numero de Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3*
palmera | de copias | experimento
amaranto de Concentracion Vehiculo de
EPSPS relativa de suministro de
ARNbc de ARNbc
EPSPS
1 10X tensioactivo de | Silwet L-77 4x
R31 35 amina de sebo al al1% WeatherMAX
0,1 % + glicerol al (48 h)
10 %
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2 10X sulfato de amonio | Silwet L-77 4x
al 2 % + al1% WeatherMAX
tensioactivo  de (48 h)
amina de sebo al
0,1 % + glicerol al
10 %
3 Solo tampén sulfato de amonio | Silwet L-77 4x
al 2 % + al1% WeatherMAX
(control) tensioactivo  de (48 h)
amina de sebo al
0,1 % + glicerol al
10 %
Lineade | Cantidad Numero de Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3*
palmera | de copias | experimento
amaranto de Concentracion Vehiculo de
EPSPS relativa de suministro
ARNbc de de ARNbc
EPSPS
4 -- 10X Silwet L-77 4x
al1% + WeatherMAX
sulfato de (48 h)
amonio al 2
%
5 Silwet L-77 al 1 | 10X sulfato de 4x
R34 57 % amonio al 2 | WeatherMAX
% (48 h)
6 Silwet L-77 al 1 | Solo tampon sulfato de 4x
% (control) amonio al 2 | WeatherMAX
% (48 h)
Lineade | Cantidad Numero de Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3*
palmera | de copias | experimento
amaranto de Concentracion Vehiculo de
EPSPS relativa de suministro de
EPSPS ARNbc ARNbc
R28 87 7 10X sulfato de amonio | Silwet L-77 4x
al 2 % + al1% WeatherMAX
tensioactivo  de (72 h)
amina de sebo al
0,1 % + glicerol al
10%
Lineade | Cantidad Numero de Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3*
palmera | de copias | experimento
amaranto de Concentracion Vehiculo de
EPSPS relativa de suministro
ARNbc de de ARNbc
EPSPS
8 Silwet L-77 al 1 | 10X sulfato de 4x
% amonio al 2 | WeatherMAX
% (72 h)
R28 87
9 Silwet L-77 al 1 | Solo tampédn sulfato de 4x
% amonio al 2 | WeatherMAX
(control) % (72 h)
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*el glifosato (como la formulacion comercial del herbicida de la marca “Roundup® WeatherMAX®, que contiene 660
g/l de sal de glifosato K+ en un portador que incluye la mezcla de tensioactivo de amina de sebo MON56151 de amina
de sebo (16-18C) y cocoamina (12-14C) en la relacion 55:45) se indica en la cantidad utilizada (donde 1X = 840 g de
equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®, 4X = 3360 g de equivalente acido
por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) y horas después de la aplicacion del ARNbc

Ejemplo 14

130) Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir el silenciamiento
sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta para la infiltracién mediante polinucleétidos.

131) Se descubrié que dos ARN pequerios identificados a través de secuenciacion de ARN pequefio eran abundantes
y exclusivos de plantas de palmera amaranto que se habian tratado con cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc
de EPSPS de tamafio “corto” tal como se describié en el Ejemplo 1. Estos dos ARN pequefios se mapearon
respectivamente en las posiciones nucleotidicas 743 - 764 y 566 - 585 de la EPSPS de longitud completa que tiene la
secuencia mostrada en la Figura 20 (SEQ ID NO:40). Se disefiaron dos moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de
tamafio “corto” de 25 nucledtidos de longitud con una cadena antisentido capaz de hibridarse con el ARNm transcrito
a partir del gen EPSPS de palmera amaranto en las posiciones nucleotidicas 743 - 767 (“ARNbc-5 corto”) y 564 - 588
(“ARNbc-6 corto”), 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 oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de
tamafio “corto” (texto subrayado sin cursiva) y los tres polinucleétidos de ARN bicatenario “largos” (texto en negrita),
tal como se describio en Ejemplo 1.

132) La aplicacién de una mezcla de cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamafo “corto”
(descritas en el Ejemplo 1) con posterior aplicacion de glifosato repitiendo el procedimiento de tratamiento descrito
en el Ejemplo 1, dio como resultado la muerte de 4 de 4 plantas de palmera amaranto con 16 copias de EPSPS. El
uso del mismo procedimiento de tratamiento pero aplicando conjuntamente ARNbc 5 corto y ARNbc 6 corto, dio como
resultado la muerte de 0 de 4 plantas de palmera amaranto. La adicion de cualquiera o los dos ARNbc 5 corto y ARNbc
6 corto a la mezcla de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamafio “corto” (descritas en
el Ejemplo 1), dio como resultado la muerte de 4 de 4 plantas de palmera amaranto, es decir, no se observé ningun
efecto antagonista del ARNbc 5 corto y del ARNbc 6 corto.

Ejemplo 15

133) Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir el silenciamiento
sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta para la infiltracién mediante polinucleétidos.
Mas especificamente, este ejemplo describe el uso de acido salicilico y polinucleodtidos.

134) El acido salicilico (SA) induce resistencia a virus en el tabaco; véase, por ejemplo, Chivasa y col. (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 SA 15 milimolar. Manualmente, se aplicé una solucién de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de
ARNbc de EPSPS de tamafio “corto” (descritas en el Ejemplo 1) 1, 5 0 24 horas después del tratamiento con SA, con
posterior pulverizacion de glifosato 72 horas después (1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la
marca Roundup® WeatherMAX®). 7 dias después del tratamiento con glifosato, no se observé ninguna mejora de los
efectos de los ARNbc y de la actividad de glifosato (estimada observando el crecimiento de la planta medido por la
altura de la misma) en ninguno de los tratamientos con SA.

Ejemplo 16

135) Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir el silenciamiento
sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta para la infiltracién mediante polinucleétidos.
Mas especificamente, este ejemplo describe variaciones en cuanto al orden y el momento de la aplicacion de los
polinucledtidos y la solucion 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) aplicacién de ARNbc (una
solucién de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamafio “corto” descritas en el Ejemplo
1) en una solucidon que contenia tensioactivo de amina de sebo y glicerol; (2) aplicaciéon de tensioactivo de silicona
Silwet L-77 al 1 %; y (3) aplicacion de glifosato (1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca
Roundup® WeatherMAX®). Se evalud la separacion del momento de aplicacién de los polinucleétidos y la aplicacion
de Silwet, aplicandose Silwet por pulverizacién al cabo de 30 minutos, 1 hora o 2 horas después de la aplicacion de
la solucién de ARNbc. En este conjunto de ensayos, los tres momentos diferentes de la aplicacion de la solucion de
Silwet, produjeron resultados similares, es decir, retraso en el crecimiento en la mayoria de las plantas con gran
cantidad de copias que se trataron con la solucion de ARNbc, tal como se comparé con las plantas de gran cantidad
de copias control que se trataron con una solucion control que contenia solo tensioactivo de amina de sebo y glicerol.

Ejemplo 17
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137) Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir el silenciamiento
sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta para la filtracion mediante polinucleétidos. Mas
especificamente, este ejemplo describe la aplicacion de polinucledtidos de la invencion mediante pulverizacion de bajo
volumen y el uso de un tensioactivo de silicona y sulfato de amonio.

138) Mediante pulverizacion de bajo volumen, a la palmera amaranto que tenia 16 copias de EPSPS, se la aplicé una
solucién de ARNbc (una solucion de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamafrio “corto”
descritas en el Ejemplo 1) en una solucién que contenia sulfato de amonio al 2 %, con posterior pulverizacion con
glifosato (1682 g de equivalente acido por hectarea del herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®), que produjo
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) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%; (2) pulverizacién de 2 mililitros de una solucion
de ARNbc que contenia las mismas cantidades de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de
tamafio “corto” descritas en el Ejemplo 1 a una de 3 dosis (1X o 0,8 nanomoles por planta, 2X o 1,6 nanomoles por
planta 0 4X o 3,2 nanomoles por planta); y (3) pulverizacion de glifosato (1682 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) a una tasa de 159 litros/acre. Nueve dias después de la pulverizacion
con glifosato, 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
retraso en el crecimiento (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 por via
topica algunas plantas con una solucion de ARNbc y tratandose las plantas de control con tampdén (vehiculo de
ARNDc); la aplicacion se realizd6 mediante pulverizacion de bajo volumen. A menos que se indique lo contrario, la
solucién de ARNbc contenia las mismas cantidades de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS
de tamafo “corto” descritas en el Ejemplo 1 en tampoén a una dosis “4X” (3,2 nanomoles por planta); el tampon
consistia en fosfato de sodio 10 milimolar y tensioactivo de organosilicona Silwet L-77 al 0,01 % (v/v) en agua con
dietilpirocarbonato (DEPC) (Omega Bio-Tek) y se ajusté a un pH de 6,8; y el herbicida era un herbicida de glifosato
aplicado a 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la 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 explotacion agricola con plantaciones conocidas de palmera
amaranto resistente a glifosato. En el ensayo 1, se trataron diez plantas por tratamiento de la siguiente forma: (1)
pulverizacién de Silwet L-77 al 1%; (2) pulverizacién de 2 mililitros de la solucion de ARNbc; y (3) pulverizacién de
glifosato. En el ensayo 2, se trataron dieciocho plantas por tratamiento utilizando el mismo procedimiento que en el
ensayo 1.

142) Ensayo 3: Este ensayo compard tratamientos aplicados a diferentes fases de desarrollo y utilizé plantulas
cultivadas a partir de semillas de palmera amaranto de un sitio del Condado de Macon, GA y seleccionadas por su
resistencia al glifosato. El tampodn incluia sulfato de amonio al 2 %. Se trataron doce plantulas pequefias (fase de hoja
3) o doce plantulas grandes (fase 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
proporciond mejor control (murieron mas plantas) en plantulas pequefias en comparacion con plantulas mas grandes.
El tratamiento con ARNbc causé la muerte de, o provoco retraso en el crecimiento en, mas plantas resistentes a
glifosato que el tratamiento con tampodn y herbicida, aunque 16 dias después del tratamiento no todas las plantas
tratadas con ARNbc murieron.

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. El tampén incluia sulfato de amonio al 2 %. Se trataron once plantulas pequefas (fase
de hoja 3) 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. En el ensayo 5, se trataron doce plantas por tratamiento
utilizando el mismo procedimiento que el del ensayo 4.

144) Ensayo 6: Este ensayo utilizo plantas de palmera amaranto cultivadas a partir de semillas en suelo de la granja
“lvy2”. El tampén incluia sulfato de amonio al 2 %. Se trataron dieciocho plantulas pequefias (fase de hoja 3) por
tratamiento de la siguiente forma: (1) pulverizacién de Silwet L-77 al 1 %; (2) aplicacion de 2 mililitros de la solucién
de ARNbc, manualmente o mediante pulverizacion; y (3) pulverizacion de glifosato. En este ensayo el procedimiento
de aplicacion (manualmente o mediante pulverizacion) proporcion6 resultados similares.

145) Ensayo 7: Este ensayo utilizd plantulas de palmera amaranto en la fase 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 de los
ensayos 1 - 6. El tampén incluia sulfato de amonio al 2 %. 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 soluciéon de ARNbc; y (3)
pulverizacion de glifosato.
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Tabla 7

plantas muertas/plantas totales Comentarios

Numero de
ensayo tratadas con

ARNbc

control

Retraso en el crecimiento en las plantas supervivientes
1 2/10 0/10 tratadas con ARNbc en comparacion con las plantas de
control (Figura 21B)

Retraso en el crecimiento en las plantas supervivientes
2 718 4/18 tratadas con ARNbc a los 8 y 30 dias después del
tratamiento, en comparacioén con las plantas de control

3 (plantulas

grandes) 512 312 Mayor retraso en el crecimiento en plantas supervivientes
tratadas con ARNbc/sulfato de amonio después del
3 (plantulas tratamiento, en comparacioén con las plantas de control
~ 9/12 6/12
pequeiias)
4 7111 2/11 Mayor retraso en el crecimiento en plantas supervivientes
tratadas con ARNbc/sulfato de amonio después del
5 8/12 3/12 tratamiento, en comparacion con las plantas de control
6 (manual) 14/18 --
6 (pulverizacion) 13/18 9/18
7 8/18 2/18
Ejemplo 18

146) Este ejemplo ilustra procedimientos y composiciones aplicadas por via topica para inducir el silenciamiento
sistémico que incluyen el uso de agentes para acondicionar una planta para la infiltracién mediante polinucleétidos.

147) En este ensayo, la solucién de ARNbc contenia las mismas cantidades de las cuatro moléculas oligonucleotidicas
de ARNbc de EPSPS de tamafio “corto” descritas en el Ejemplo 1 a una dosis “10X” (8 nanomoles por planta) en una
solucion que contenia tensioactivo de amina de sebo al 0,2 % y sulfato de amonio al 2 % (identificada en la Figura 22
como “amina de sebo/AMS”) o uno de los siguiente reactivos de transfeccion: (a) una poliamina (JetPRIME™,
Polyplus-transfection SA, lllkirch, Francia), (b) una nanoparticula magnética (SilenceMag, OZ Biosciences, Marsella,
Francia), (c) un péptido (nanoparticula N-TER™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), (d) un lipido (siPORT™ NeoFX™,
Ambion, Foster City, CA) o (e) un lipido/polimero catiénico (TransIT®, Mirus Bio, Madison, WI). Las plantas se trataron
de la siguiente forma: (1) aplicacion manual de la solucién de ARNbc; (2) pulverizacion de Silwet L-77 al 1%; y (3)
pulverizacion con glifosato aplicado a 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Cuando este protocolo se utiliza con ARNbc en la solucién de tensioactivo
de amina de sebo/sulfato de amonio, la palmera amaranto resistente a glifosato que tiene 35 copias de EPSPS, muere.
Los resultados se muestran en la Figura 22. Se observo retraso en el crecimiento o muerte de las plantas en las
plantas tratadas con ARNbc en soluciones que contenian poliamina (JetPRIME™), péptido (nanoparticula N-TER™),
lipido/polimero catiénico (TransIT®) o tensioactivo de amina de sebo/sulfato de amonio.

Ejemplo 19

148) Este ejemplo ilustra procedimientos que utilizan composiciones que incluyen polinucledtidos aplicados por via
topica para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe el uso de
diferentes tipos de polinucleétidos para inducir el silenciamiento sistémico.

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

150) En los ensayos, se utilizaron plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato de 16 copias utilizando este
procedimiento: (1) pulverizacion de Silwet L-77 al 1 %; (2) 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 el Ejemplo 1) o
de los hibridos de ADN/ARN de EPSPS de palmera; y (3) pulverizacion con glifosato aplicada a 840 g de equivalente
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acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre.

151) Los resultados se representan en la Figura 23. Siete dias después de la pulverizacion del herbicida, 4 de 6
plantas tratadas con ARNbc murieron y las 2 restantes estaban moribundas, mientras que las plantas pulverizadas
con el hibrido de ADN/ARN presentaban retraso en el crecimiento (lesién por glifosato) en comparacion con las plantas
de control.

Ejemplo 20

152) Este ejemplo ilustra procedimientos que utilizan composiciones que incluyen polinucleétidos aplicados por via
topica para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe el uso de
tipos diferentes de polinucleétidos para inducir el silenciamiento sistémico.

153) En este ensayo, se utilizaron seis plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato que tenian 16 copias de
EPSPS por tratamiento. Manualmente, se aplicéd un tratamiento de 0,8 nanomoles de ARNbc (“1X”) por planta, un
tratamiento con una cantidad diez veces mayor (tratamiento de 8 nanomoles por planta, “10X”) de polinucleétidos de
ADNmc (descritos en el Ejemplo 19) y tampdn solo como control a plantas distintas en tampdn que contenia sulfato
de amonio al 2 % con posterior pulverizacion con glifosato a las 48 horas aplicado a 840 g de equivalente acido por
hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. La Figura 24 muestra los
resultados. Ambos tratamientos con los polinucleétidos proporcionaron un mejor control de la palmera amaranto en
comparacion con plantas tratadas solo con tampén y herbicida. De las plantas tratadas con el tratamiento 10X ADNmc,
dos de seis murieron y las cuatro restantes presentaron un retraso del crecimiento del 30%. De las plantas tratadas
con el tratamiento con 1X ARNbc, las seis plantas murieron 8 dias después de la pulverizacién de WM o 10 dias
después del tratamiento con ARNbc.

Ejemplo 21

154) Este ejemplo ilustra procedimientos que utilizan composiciones que incluyen polinucledtidos aplicados por via
topica 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, cada uno de ellos con aproximadamente 250 pb y con una cadena del ARNbc
correspondiente a la de las secuencias de ADN en mosaico de EPSPS de las SEQ ID NO:41-52 (Tabla 8) para cubrir,
con una disposicidon en mosaico, la secuencia codificante completa y parte de las regiones 5’ y 3’ no traducidas del
gen EPSPS de la palmera amaranto, tal como se muestra en la Figura 25A.

Tabla 8
Numero de
segmento
dispuesto en Secuencia SEQ
: . ID NO.
mosaico (véase la
Figura 25A)

CGCCAGGGCTGCAGACGCGTTACGTANTCGGATCCAGAATTCGTGATTAAC
GTCACAGCATGTCATGTAAAACACGCGAATCAGACCGGTCCACTCTTGTTT
1 TAATTTGAGACAATTTTGATGTTGAGTCATCCCACACCAACCCCAAAAAAT 41
TCAACAACAAACTCTTATAATGATTCCCTCTACTCTACTAGAGTCTACACC
AACCCACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTAAGAACT
CACCAACCCACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTAAGAACTA
AGCCCTCTTCTTTCCCTTCTCTCTCTTAAAAGCCTAAAATCCACCTAACTTT
2 TTCAGCCAACAAACAACGCCAAATTCAGAGGAAGAATAATGATGGCTCAA 42
GCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTA
CCCAAAACCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATT
CCATACTTTACCCAAAACCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTT
GGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAGA
3 GTTGGTGGGCAATCATCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCTGCT 43
GCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAA
GAGATCTCTGGTACTGTTCAATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCC
TCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTCAATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCCA
ATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACA
4 ACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTCAGAACTCT 44
TGGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAAAAGGGCAGTCGTAGAGG
GTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGAT
GAGGGTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATT
CAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGACAGCTGCG
5 GTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA 45
ATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGG
TTCAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGG
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TGGTTCAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTC
AATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAAGGTCAAGCTCTCTGGATCGGT
6 TAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGA 46
GACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATGTTGAA
ATGACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACAT
TTGAAATGACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACAT
AGTGATAGTTGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCAGAAATACAAATCT
7 CCTGGAAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTA 47
GCCGGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACTGTCACTGTCAAGGGTTGTGGAAC
AAGCAGTTTACAGGGTGATGTAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGAT
ACAAGCAGTTTACAGGGTGATGTAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGAT
GGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGTTACTGGACCAC
8 CCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATG 48
AACAAAATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTATGCA
GATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAA
AGATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAA
CCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAAAGCTTGGGGCAACA
9 GTTGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAAAAGCTAAAC 49
CCCACCGCCATTGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCCATGGCATTCTCT
CTTGCTGCCTGTGCAGATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGC
CTCTTGCTGCCTGTGCAGATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGCAC
CCGTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAAAGTTCGCCAAGCA
10 TTGATGAGTAGCTATATACGAGATCCTTAAATTGTACGCCGAAGGTTTTGA 50
TTTGAGTCTAATAGTAGATAAAAGGCTATAAATAAACTGGCTTTCTGCTTG

TAATTATGAAATTCTTTGTATTATGTTTGTGAGATTTGAAGTAGCTTATAAA
TTACAATGTACTAAAGTCTAGAAATAAGTTATGTATCTTTTAAATCAATGA
GAAATGCATACTTGAAAGGCTTGACCTTGTATTTGTGACCTAAAGAGTACT
AACTTTGGAGTTTCCAACTCATTTGTTTATCTCATTTTTTTTTAATTTTTGAT
TTAAATTGTTTATTTTTATGAGTAATCATGTATCTTTCTTATTCTAACCAAA
TGTAATACTCCTTC
TATGAGTAATCATGTATCTTTCTTATTCTAACCAAATGTAATACTCCTTCCA
ACTCTCTTTAAACGTCCACACTCTGGGCACAGAGTGTAATAGTGTGGTGGT
12 TGGAGTCTTTTAAGTGATTATAATAATTGTAAATGTGGTAGTTAGAATATT 52
TTAAGTAATGTAGGTGGGGTATTATGGTCTTGTTGAACATAGGATATTTAG
GTAAAAAATCTATGCAAAAAAAGGAAAGTAAGCAAATAAAGCGAATTGA
CCTGAAAAGAAAAGTGGACATGTATAGTGAGTTGGAGGAAGTATTTT

11 51

156) Las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamafio “corto”, tales como las descritas en el
Ejemplo 1 y en la Figura 1, estan ubicadas en los segmentos 2, 3, 4 y 8 dispuestos en mosaico respectivamente y
se muestran como barras de color gris claro dentro de dichos segmentos. Los polinucleétidos se sintetizaron mediante
transcripcioén in vitro utilizando un vector pBR322 con los polinucleétidos de EPSPS insertados en los sitios de
clonacién EcoRI y BamHI; el ADN plasmidico se aisl6 con los kits de Qiagen Maxi prep y se digirié con las enzimas
de restriccion EcoRI y BamHI. La solucién de ADN digerido se utilizé en el tratamiento de las plantas sin purificacion
adicional.

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 soluciéon de ARNbc (que contenia
polinucledtidos seleccionados de los doce segmentos dispuestos en mosaico de las cuatro moléculas de ARNbc
“corto” descritas en el Ejemplo 1 a la tasa de 0,01 nanomol ADN/planta) o tampdn como control; y (3) pulverizacion
con glifosato 48 horas después aplicado a 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Se observoé 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 asigné una altura de cero.
Los resultados se muestran en las Figuras 25B y 25C. Las combinaciones de polinucleétidos de ARNbc que
mostraron la mayor eficacia en este ensayo incluyeron las cuatro moléculas de ARNbc “corto” descritas en el Ejemplo
1, la combinaciéon de los segmentos 2, 5, 8 y 11 dispuestos en mosaico y la combinacion de los segmentos 7, 8 y 9
dispuestos en mosaico.

Ejemplo 22

158) Este ejemplo ilustra procedimientos que utilizan composiciones que incluyen polinucleétidos aplicados por via
topica para inducir el silenciamiento sistémico en una planta. Mas especificamente, este ejemplo describe la aplicacion
tépica de polinucleétidos con posterior aplicacion de herbicida a una planta.

159) En un ensayo, las plantas de palmera 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 de la marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Dos o 24 horas después de la aplicaciéon de herbicida, las plantas se
trataron con pulverizacion con Silwet L-77 al 1 %. De 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
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oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamaiio “corto”, tal como se describieron en el Ejemplo 1, en tampo6n que
contenia sulfato de amonio al 2 % o en tampo6n que contenia sulfato de amonio al 2 %. En este ensayo, las plantas de
control no tratadas (“NT”) se trataron solo con pulverizacion de Silwet L-77 al 1 % pero no con herbicida o ARNbc. Los
resultados se muestran en la Figura 26. En este ensayo, la aplicacion de Silwet al 1 % dio como resultado una
actividad de glifosato mejorada del 60 % cuando se aplicé 2 horas después de la pulverizacion del herbicida y del 20
% cuando se aplicé 24 horas después de la pulverizacion del herbicida. En este ensayo, la aplicaciéon de Silwet al 1
% con posterior aplicacion de ARNbc de EPSPS dio como resultado una actividad de glifosato mejorada de al menos
el 80 % cuando se aplicé 2 horas después de la pulverizaciéon del herbicida y del 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 de la marca
Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre. Tres dias después del tratamiento con herbicida, 9 de las 40
plantas murieron y 3 presentaron un retraso grave en el crecimiento. Las plantas supervivientes se pulverizaron con
Silwet L-77 al 1 %, con posterior aplicacion topica manual de 8 nanomoles (“10X”) por planta de las cuatro moléculas
oligonucleotidicas de ARNbc de EPSPS de tamario “corto”, tal como se describieron en el Ejemplo 1 o de tampon
como control. Tres dias después, 3 plantas mas en el grupo de las tratadas con ARNbc, murieron y 2 plantas mas en
el grupo de las tratadas con tampoén murieron. En este punto (6 dias después del tratamiento original con herbicida y
3 dias después del tratamiento con Silwet/ARNbc o tampodn), la mitad de las plantas supervivientes en cada grupo se
pulverizé con una segunda aplicacién de glifosato (aplicado a la misma dosis que la de la primera aplicacién). Dos
semanas después de este segundo tratamiento con herbicida, las plantas restantes tratadas con ARNbc mostraron
un 80 % de lesion y las plantas restantes tratadas con tampdn mostraron un 40 % de lesion.

Ejemplo 23

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

162) Este ensayo se llevo a cabo en una poblacion de campo de plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato
que se sabia que tenian cantidades muy grandes de copias de EPSPS (Gaines y col. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 107:1029-1034 informaron que las plantas de este sitio de estudio tenian de 5 a mas de 160 copias de EPSPS).
Los polinucledtidos utilizados en este ensayo eran una mezcla equimolar de las cuatro moléculas oligonucleotidicas
de ARNbc de EPSPS de tamafio “corto”, tal como se describieron en Ejemplo 1.

163) Plantas de cuatro a seis pulgadas de altura se pulverizaron en un area de tratamiento de 1 pie por 5 pies en un
solo tratamiento con 264 microgramos (“100X”) o 52,8 microgramos (“20X”) de los ARNbc de EPSPS en una solucion
que también contenia tensioactivo Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2 % y glifosato (aplicado a 1682 g de
equivalente acido por hectarea de herbicida de la 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
solucion que también contenia tensioactivo Silwet L-77 al 1 % y sulfato de amonio al 2 %) 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 equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre)
en una solucidon que también contenia Silwet L-77 y sulfato de amonio dio como resultado un control de
aproximadamente 70 % (muerte de las plantas). El tratamiento de una etapa utilizando una composicién que contenia
20X de los polinucledtidos de ARNbc de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida dio como resultado 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 de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre (es decir, 8 veces la tasa de aplicacion
estandar de aproximadamente 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre). El tratamiento de una etapa utilizando una composicion que contenia
100X de los polinucleétidos de ARNbc de EPSPS, tensioactivo, sulfato de amonio y herbicida dio como resultado un
control de aproximadamente 90 — 95 % de la palmera amaranto resistente a glifosato, que es la tasa de control
aproximada obtenida mediante pulverizacién con glifosato aplicado a 13440 g de equivalente acido por hectarea de
herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre (es decir, 16 veces la tasa de aplicacion
estandar de aproximadamente 840 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX® a una tasa de 159 litros/acre).

Ejemplo 24

165) Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulacién sistémica de un gen diana en una hortaliza
mediante la aplicacion topica a la hortaliza de una molécula polinucleotidica que incluye un segmento con una
secuencia nucleotidica esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen diana o el ARN transcrito a partir del gen diana, por lo cual la molécula se infiltra en
el interior de la hortaliza e induce la regulacion sistémica del gen diana. En este ejemplo, se trataron hortalizas en
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crecimiento con una composicion aplicada por via topica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en
una hortaliza o planta de cultivo frutal que incluye (a) un agente para acondicionar una planta para la infiltracion 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 diana en orientacién antisentido o sentido. Mas especificamente,
este ejemplo demuestra el uso de polinucleétidos aplicados por via tépica para inducir el silenciamiento sistémico de
un gen de fitoeno desaturasa (PDS) en una hortaliza, es decir, lechuga (Lactuca sativa).

166) La PDS de la lechuga tiene la secuencia

ATGTCTCTGTTTGGAAATGTTTCTGCCATTAACTCAAGTGGAAAGTG-
TATAGTAATGAATCTTTCAA GCACACAAATCACTTCAAGAGATTGTTTCAAGATTACCTCAGGGCAAAAAGAT-

GTTTTGTCATTTG GATGCTGTGATGCTATGGGTAACAGATTGCAATTCCCAAGTGCTCGTTCTTTTACACCAA-
GATCAA AGAAGAATGTCTCCCCTCTAAAGGTAGTTTGTGTTGATTATCCAAGACCAGATCTTGATAACACAT
CTAATTTCTTGGAAGCTGCTCACTTGTCTTCAACCTTCAGAACTTCCCCACGCCCATCTAAGCCATT
GAAGATTGTAATTGCTGGTGCAGGTTTAGCTGGTTTATCAACTGCTAAGTATTTAGCTGATGCAGG
TCACAAGCCAATTTTACTAGAAGCAAGAGATGTTCTTGGTGGAAAGGTGGCAGCTTGGAAAGATG
ATGATGGAGATTGGTATGAGACAGGTTTACACATATTCTTTGGAGCTTACCCAAATGTACAAAATT
TATTTGGAGAGCTAGGAATTAATGATAGATTACAGTGGAAGGAGCATTCTATGATATTTGCAATGC
CAAATAAGCCTGGAGAATTTAGTAGGTTTGACTTCCCAGATGTTTTACCTGCACCATTGAATGGAA
TTTTTGCTATATTGAGGAACAATGAAATGCTGACGTGGCCTGAGAAAGTGAAGTTTGCAATTGGGC
TGTTGCCTGCAATGTTAGGTGGACAGGCTTATGTTGAGGCCCAAGATGGGCTTAGTGTTCAGGACT
GGATGAGAAAGCAAGGTATACCTGATCGAGTTACTACTGAAGTGTTTATTGCAATGTCAAAAGCA
TTAAACTTTATAAATCCAGATGAACTTTCAATGCAATGTATTCTCATTGCTCTAAACCGTTTTCTTC
AGGAAAAGCATGGTTCCAAGATGGCATTTTTAGATGGGAGCCCACCAGAAAGACTTTGCAAGCCA
ATTGTTGACCACATCGAGTCACTCGGTGGCCAAGTCAGAGTCAACTCACGAATACAAAAAATTGA
GTTAAACAAAGACGGAACTGTCCGGAACTTTCTATTGAGTGATGGGAATGTTCTAGAAGCTGATGC
TTATGTTTTCGCTACCCCTGTTGACATTCTCAAGCTTCTTTTACCCGAAGAATGGAAACCAATTCCA
TATTTCAAAAAATTAGAGAAGTTAGTCGGTGTTCCTGTTATAAACGTTCATATATGGTTTGACAGA
AAGCTGAAAAACACATATGATCACTTACTTTTCAGTAGGTCACCTCTGCTGAGTGTGTATGCTGAC
ATGTCAGTGACATGTAAGGAATATTATGATCCGAATAAGTCAATGTTGGAGTTGGTTCTTGCTCCA
GCTGAGGAATGGATTTCAAGAAGTGACACTGATATTATTGATGCAACAATGAGTGAACTTTCAAG
GCTTTTTCCTGATGAAATTGCAGCTGATCAAAGTAAAGCAAAAATCTTGAAATATAAAGTTGTTAA
AACACCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTTCCAGATTGTGAACCATGTCGACCCCTACAAAGATCTCC
AATTCAAGGATTTTATTTATCTGGTGATTATACTAAACAAAAGTATTTGGCTTCAATGGGGGGTGC
TGTTTTATCTGGAAAAATTTGTGCACAAGCTATTTTACAAGATTATGAGATGCTTGCTACA(SEQIDNO:53). Se
sintetizaron ADN monocatenarios polinucleotidicos de 21-45 nucledtidos de longitud con las siguientes secuencias:
taatacgactcactatagggtttggagcttacccaaATGtac (“HL286", orientacion sentido, SEQ ID NO:54),
taatacgactcactatagggaggccacgtcagcatttcattgttc ~ (“HL287”,  orientacién  antisentido, SEQ ID  NO:55),
ccattcaATGgtgcaggtaaaac ( “HL288”, orientacion antisentido, SEQ ID NO:56), catagaATGctccttccactg (“HL289”,
orientacion antisentido, SEQ ID NO:57) y caaataaattttgtacatttgggtaagctccaa (“HL290”, orientacion antisentido, SEQ ID

NO:58). Se preparo una solucion de ADNmc con una misma mezcla de los cinco polinucleétidos en Silwet L-77 al 0,01
% en tampoén de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.

167) En los ensayos se utilizo la variedad de lechuga LS49 “Green Tower”. Durante algunos segundos, dos hojas
completamente expandidas se sumergieron en una solucion recién preparada de Silwet L-77 al 0,1 % en agua
bidestilada. Las hojas se dejaron secar durante 15-30 minutos. A continuacion, cada planta se traté aplicando 20
microlitros de solucion de ADNmc sobre la superficie superior de dos hojas tratadas con Silwet (en total 40 microlitros
por planta). La Tabla 9 indica las condiciones del ensayo utilizadas y la decoloracién observada de plantas tratadas
por via topica con polinucleétidos de ADNmc. La Figura 28 representa (de arriba a abajo) la evolucion de la
decoloracion y muerte de las plantas de lechuga tratadas con ADNmc 1 nanomol por planta, 37, 46 y 60 dias después
del tratamiento.

Tabla 9
Cantidad de cada ADNmc Primera observacion de
Fase de desarrollo . ..
aplicado (nanomoles/planta) la decoloracion

4 semanas posgerminacion, las plantas

tienen 2 hojas completamente expandidas 1 3 semanas postratamiento

5 semanas posgerminacion, las plantas

tienen 4 hojas completamente expandidas 4 4 dias postratamiento
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168) Los ensayos se repitieron con 2 o 4 nanomoles de ADNmc aplicados por planta. La Figura 29A muestra el
silenciamiento sistémico puesto de manifiesto por la decoloraciéon observada 4 o 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 polinucleétido por planta;
las plantas de control positivo se trataron con una mezcla de los cuatro ADNmc individuales antisentido a 2 nanomoles
cada uno (para un total de 8 nanomoles de polinucleétido aplicados por planta) y las plantas de control negativo se
trataron solo con tampdn. La Figura 29B muestra el silenciamiento sistémico puesto de manifiesto por la decoloracion
observada 4 dias 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
composicion aplicada por via tépica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen diana en una planta que incluye
(a) un agente para acondicionar una planta para la infiliracion mediante polinucleétidos y (b) polinucleétidos que
incluyen al menos una cadena polinucleotidica que incluye al menos un segmento de 18 o mas nucleétidos contiguos
del gen diana en orientacién antisentido o sentido. Mas especificamente, este ejemplo demuestra el uso de
polinucleétidos aplicados por via topica para inducir el silenciamiento sistémico de un gen de fitoeno desaturasa (PDS)
en un cultivo de hortalizas, es decir, tomate (Solanum lycopersicum).

171) La PDS del tomate tiene la secuencia

GGGTTTATCTCGCAAGTGTGGCTATGGTGGGACGTGTCAAATTTTGGATTGTAGCCAAACATGAGA
TTTGATTTAAAGGGAATTGGCCAAATCACCGAAAGCAGGCATCTTCATCATAAATTAGTTTGTTTA

CACCACAAATTTCAAGTTTCCATTTAACTCTTCAACTTCAACCCAACCAAATTTATTTGCTTAATTG
TGCAGAACCACTCCCTATATCTTCTAGGTGCTTTCATTCGTTCCGAGTAAAATGCCTCAAATTGGAC
TTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAGTCCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGAGGTCGTCTTC
TTTGGGAACTGAAAGTCGAGATGGTTGCTTGCAAAGGAATTCGTTATGTTTTGCTGGTAGCGAATC
AATGGGTCATAAGTTAAAGATTCGTACTCCCCATGCCACGACCAGAAGATTGGTTAAGGACTTGG
GGCCTTTAAAGGTCGTATGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTGGACAATACAGTTAACTATTTGG
AGGCTGCATTTTTATCATCAACGTTCCGTGCTTCTCCGCGCCCAACTAAACCATTGGAGATTGTTAT
TGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATTTGGCAGATGCTGGTCACAAACCGAT
ACTGCTGGAGGCAAGGGATGTTCTAGGTGGAAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATGGAGATT
GGTACGAGACTGGTTTGCATATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATTCAGAACCTGTTTGGAGAAT
TAGGGATTAACGATCGATTGCAATGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCAATGCCAAGCAAGCCA
GGAGAATTCAGCCGCTTTGATTTCTCCGAAGCTTTACCCGCTCCTTTAAATGGAATTTTAGCCATCT

TAAAGAATAACGAAATGCTTACATGGCCAGAGAAAGTCAAATTTGCAATTGGACTCTTGCCAGCA
ATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGATGGGATAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAAA
GCAAGGTGTGCCGGACAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCTATGTCAAAGGCACTCAACTTTAT
AAACCCTGACGAACTTTCAATGCAGTGCATTTTGATCGCATTGAACAGGTTTCTTCAGGAGAAACA
TGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAATCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTTGAACA
CATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTGAACTCACGAATAAAAAAGATTGAGCTGAATGAGG
ATGGAAGTGTCAAGAGTTTTATACTGAGTGACGGTAGTGCAATCGAGGGAGATGCTTTTGTGTTTG
CCGCTCCAGTGGATATTTTCAAGCTTCTATTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATTCCATATTTCCAAA
AGTTGGAGAAGTTAGTCGGAGTACCTGTGATAAATGTACATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAG
AACACATATGATCATTTGCTCTTCAGCAGAAGCTCACTGCTCAGTGTGTATGCTGACATGTCTGTTA
GGATATCTCGCAGCGACTCAGAAATTATTGATGCAACGATGAAGGAACTAGCAACGCTTTTTCCTG
ATGAAATTTCAGCAGATCAAAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTACCATGTTGTCAAAACTCCGAGG
TCTGTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCTTTACAAAGATCCCCAATAGAGGGG

TTTTATTTAGCCGGTGACTACACGAAACAGAAATACTTGGCTTCAATGGAAGGCGCTGTCTTATCA
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GGAAAGCTTTGTGCTCAAGCTATTGTACAGGATTATGAGTTACTTGTTGGACGTAGCCAAAAGAAG
TTGTCGGAAGCAAGCGTAGTTTAGCTTTGTGGTTATTATTTAGCTTCTGTACACTAAATTTATGATG
CAAGAAGCGTTGTACACAACATATAGAAGAAGAGTGCGAGGTGAAGCAAGTAGGAGAAATGTTA

GGAAAGCTCCTATACAAAAGGATGGCATGTTGAAGATTAGCATCTTTTTAATCCCAAGTTTAAATA
TAAAGCATATTTTATGTACCACTTTCTTTATCTGGGGTTTGTAATCCCTTTATATCTTTATGCAATCT

TTACGTTAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGA (SEQ ID NO:59).

172) Se sintetiz6 un polinucledtido de ARNbc de 201 nucleétidos con una cadena antisentido capaz de hibridar con el
ARN codificado por la secuencia
TCGCAGCGACTCAGAAATTATTGATGCAACGATGAAGGAACTAGCAACGCTTTTTCCTGATGAAAT
TTCAGCAGATCAAAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTACCATGTTGTCAAAACTCCGAGGTCTGTTTA
TAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCTTTACAAAGATCCCCAATAGAGGGGTTTTATTTAG (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
TAATACGACTCACTATAGGGGTAAAGGCCGACAGGGTTCACAACC (SEQ ID NO:62, cebador antisentido). Se
preparé una solucion de ARNbc de 2,5 micromolar con el polinucleétido de ARNbc de 201 nucleétidos (SEQ ID NO:60)
en Silwet L-77 al 0,01 % en tampon de fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8.

173) Plantulas de tomate de tres semanas se trataron de la siguiente forma. Durante algunos segundos, dos hojas
completamente expandidas se sumergieron en una solucion recién preparada de Silwet L-77 al 0,1 % en agua
bidestilada. Las hojas se dejaron secar durante 30 minutos a 1 hora. A continuacion, cada planta se traté mediante la
aplicacion de 20 microlitros de solucion de ARNbc sobre la superficie superior de dos hojas tratadas con Silwet (en
total 40 microlitros por planta). Las plantas de control se trataron con tampon. Las plantas se mantuvieron en una
camara de crecimiento para su observacion. La Figura 30 muestra el silenciamiento sistémico del gen PDS diana, tal
como se pone de manifiesto por la decoloracion de las plantas tratadas con ARNbc 30 dias después del tratamiento
topico. Las plantas tratadas con ARNbc presentaban un retraso grave en el crecimiento en comparacion con las
plantas de control.

Ejemplo 26

174) Este ejemplo ilustra una mejora en composiciones herbicidas adaptadas para revestimiento tdpico 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 o a la secuencia
del ADN transcrito a partir de los genes vegetales. Los polinucleétidos efectian la supresion sistémica del gen vegetal
en organos o tejidos vegetales distintos a los que recibieron la aplicacion topica del polinucledtido. Mas
especificamente, este ejemplo ilustra una composicion herbicida adaptada al 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 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS), un factor de iniciacion de la transcripcion (TIF) y ATPasa dependiente de ADN (ddATPasa) en palmera
amaranto.

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

(1) nDsRNA1: cadena 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
CUAUUCUCUGUCCAGGUGACC (SEQID NO: 68)
(4) nDsNA5: cadena sentido AAUGCCAGAUGUUGCUAUGAC (SEQ ID NO: 69) y cadena antisentido
GUCAUAGCAACAUCUGGCAUU (SEQID NO: 70)

176) Una mezcla de multiples 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 polinucleétidos de ARNbc
mencionados anteriormente que tienen las SEQ ID NO: 63-70. En otra realizacion, la composicion herbicida incluye
polinucleétidos de ADN monocatenario con secuencias desoxirribonucleotidicas que corresponden a una o mas de
las secuencias de ARNbc SEQ ID NO: 63-70. En otra realizacién, la composicién herbicida incluye hibridos de
ARN/ADN con secuencias nucleotidicas que corresponden a una o mas de las secuencias de ARNbc SEQ ID NO: 63-
70. En ofra realizacion, la composicion herbicida incluye polinucleétidos de ARNbc donde los 2’ hidroxilos se metilan
para proporcionar estabilidad.

177) La composicion herbicida incluye un tensioactivo tal como Silwet L-77 (u otros tensioactivos eficaces tales como
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los proporcionados en el Ejemplo 36). Opcionalmente, la composicion herbicida puede incluir uno o 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 planta,
potenciando la eficacia de los polinucleétidos o potenciando la actividad herbicida del herbicida no polinucleotidico.

178) Opcionalmente, la composicion herbicida incluye polinucledtidos disefiados para regular mdultiples 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 regulaciéon del segundo gen proporciona una mejora sinérgica de la actividad herbicida de la
composicion.

179) En una realizacion, la composicion herbicida incluye polinucleétidos que tienen una secuencia esencialmente
idéntica o complementaria a la secuencia del gen endégeno de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de
la palmera amaranto o a la secuencia del ARN transcrito a partir del gen endégeno de EPSPS, asi como también
polinucledtidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen endégeno
del factor de iniciacion de la traduccién (TIF) de la palmera o a la secuencia del ARN transcrito a partir del gen
enddgeno de TIF. El factor de iniciacion de la traduccién (TIF) es una proteina cloroplastica codificada en el nucleo
que es esencial para iniciar la sintesis proteica y se expresa en toda la planta. La especie Arabidopsis thaliana tiene
un ortélogo denominado AT1G17220,1 (descrito en la base de datos disponible al publico The Arabidopsis Information
Resource que se encuentra en linea en www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G17220) y
con el ndmero de registro del GenBank Gl:186478573, que se ha identificado como una proteina localizada en el
cloroplasto con similitud al factor de iniciaciéon de la traduccion 2 bacteriano; véase ademas Miura y col. (2007) Plant
Cell, 19:1313-1328 para una descripcion de este gen. Las secuencias de TIF se identificaron a partir de la palmera
amaranto (Amaranthus palmeri); se identificé que un gen de TIF tiene la secuencia de SEQ ID NO:71. En la Tabla 10
se muestran ejemplos de polinucledtidos para la supresion de este gen de TIF en la especie Amaranthus palmeri.

Tabla 10
Posicion
. . enla . SEQID

Polinucleétido . Secuencia

secuencia NO.

de TIF

TIF de palmera | Secuencia ATGGCAACAATGGCTTCCCTAGTGAGTTTGGGAAGCTCTGGAG 7
amaranto completa CAACTTGCTCAGGGCAATTGGAGGTTTCCTTTTCATTGGTTAAG

de SEQ ID AAAATTACATTGCCTAGAAGAAATTGTAGTTGCAATTTTAGGCA
. ATTAGGAGGGGGGAGGAGATGGCGTTACGTTTCGGTGTGTAGA
NO:71 CTTTCTGTCACTACTGATTATGTTTCTGAGCAAGGAAATGCTGT
TTCTCTTGAAAATGCATATAGTGAGAGTAAAGAAGAGGGTCTC
ATCTTGAAGCCTTCTCCTAAGCCGGTTTTGAAATCCGGGTCTGA
TGGAAATCGGAAATTTGGGGAGAGTTCGGTGGCGTTTTCGAGT
AATGGGAAATTGGATAATGTAGAGGAGAGGAAGAAGGTTATTG
ATTCATTGGATGAGGTATTAGAAAAGGCCGAGAGATTAGAAAC
GGCGAACTTACAAGCAGATAATAGAAAGGATAGCACAAATGTA
AATAAACCGTCTCCGAGTGTAAGTAGTTCAACCAATGGTAAAC
CTGTAAATAATTTGAACAAAGGGAAGCCTAAAGCTGCGAAGAG
CGTTTGGAGAAAGGGAAATCCAGTTTCTACTGTGCAAAAAGTA
GTGCAAGAATCTCCGAAGATTGAAAAGGTTGAGAGAGTGGAAG
CTCGAACGACCAGCCAATCGTCTGAAACGATAAGACCCCCAGT
GCCACTACAGAGGCCTGAGATTAAGTTGCAGGCAAAGCCTTCT
ACTGCTCCTCCACCCATGCCTAAGAAGCCGGTTTTGAAGGATGT
GGGGATGTCCTCCAGAGCTGATGGGAAGGACCAGTCTGTGAAA
TCTAAAGAGAGGAAGCCTATTCTAGTGGACAAATTTGCCACCA
AGAAGGCATCAGTTGATCCGTCGATTGCTCAAGCAGTAATTGC
CCCACCAAAACCTGCTAAATTTCCTTCTGGAAAGTTTAAAGATG
ATTATCGGAAGAAGGGTCTTGCAGCTGGTGGGCCGAAGAGGCG
TATGGTCAATGATGATGATATTGAAATGCATGAAGACACTTCA
GAGCTCGGTCTTTCTATTCCTGGTGCTGCTACGGCTCGGAAAGG
CAGGAAATGGAGTAAGGCAAGTCGCAAGGCTGCCAGACGCCA
AGCAGCTAGAGATGCCGCTCCTGTTAAAGTGGAAATCTTAGAG
GTTGAAGAAAAGGGCATGTCGACCGAAGAATTAGCATACAACT
TGGCTATTAGCGAAGGTGAAATTCTTGGGTACCTGTATTCTAAG
GGGATAAAACCAGATGGTGTGCAAACTCTTGACAAGGCAATGG
TAAAGATGATATGTGAAAGATATGACGTGGAGGTTTTGGACGC
ACTTTCTGAACAAATGGAAGAAATGGCTCGAAAGAAGGAAATT
TTCGACGAAGATGACCTTGACAAGCTTGAAGATAGGCCTCCTG
TGCTTACTATAATGGGTCATGTAGATCATGGCAAGACGACCCTT
CTGGATTATATACGGAAGAGCAAGGTTGCTGCTTCTGAAGCTG
GTGGGATTACACAAGGTATTGGTGCTTATAAAGTGGAAGTACC
GGTTGATGGCAAGTTGCTGCCTTGTGTCTTTCTTGACACTCCCG
GACACGAGGCGTTCGGGGCAATCGAGGGCTCGTGGAGCAAGAGT
GACAGATATTGCTATTATAGTTGTAGCTGCTGACGATGGGATCC
GTCCTCAAACAAATGAAGCCATAGCACATGCAAAAGCAGCTGG
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TGTACCTATTGTGGTTGCAATTAATAAGATTGACAAGGATGGG

GCTAATCCGGACCGTGTGATGCAAGAGCTTTCATCAATTGGTCT

AATGCCAGAGGATTGGGGTGGTGATACCCCAATGGTCAAGATA

AGTGCTCTAAAAGGTGAAAATGTGGACGAGTTACTCGAGACAG

CCATGCTTGTCGCCGAGTTGCAAGAGTTAAAGGCTAATCCTCAG

AGGAACGCTAAGGGCACTGTAATTGAGGCTGGTCTTCATAAAT
CAAAAGGACCCATTGCCACTTTTATTGTGCAGAATGGTACCCTC
AAACAAGGGGATACTGTAGTTTGTGGGGAAGCATTTGGGAAGG
TTCGTGCCCTATTTGATCACGGAGGGAATCGCGTTGATGAAGCT
GGTCCATCTATTCCCGTGCAGGTTATTGGATTGAATAATGTTCC
TTTTGCCGGTGATGAGTTCGAGGTAGTGAGTTCCCTTGATATAG
CTCGTGAAAAGGCAGAGGTCCGTGCAGAGTCTTTACGAAATGA
GCGTATAGCTGCTAAGGCCGGAGACGGAAAGGTTACGCTGTCA
TCCTTGGCATCGGCTGTTTCTTCAGGGAAGATGGCTGGTTTGGA
TTTGCACCAGTTAAATATCATTITGAAGGTTGATGTTCAGGGAT
CAATCGAGGCATTGAGGCAAGCTCTAGAAGTTCTTCCTCAAGA
TAACGTCACTTTGAAGTTTCTCTTACAAGCGACCGGAGATGTTA
CTACAAGTGATGTTGATCTTGCAGTTGCTAGTAAAGCTATTATC
TTGGGGTTCAATGTGAAGGCACCAGGTTCTGTCGAAAAATTAG
CAGATAACAAAGGTGTTGAAATTCGGCTTTATAAAGTCATTTAT
GATCTAATTGACGACATGCGGAGTGCAATGGAAGGAATGCTAG
ATCCCGTTGAGGAACAAGTTGCAATTGGTTCAGCCGAAGTGCG
GGCTACATTCAGTAGTGGTAGTGGCCGTGTCGCTGGATGCATG
GTGACCGAGGGAAAGATTACCAAAGGCTGTGGGATTCGAGTGA
TACGGAAGGGAAAAACTGTCCACGTTGGAGTTCTTGATTCGTTG
CGTCGAGTAA

ADN de 200 pb | 341-541 TTTCGAGTAATGGGAAATTGGATAATGTAGAGGAGAGGAAGAA 72
GGTTATTGATTCATTGGATGAGGTATTAGAAAAGGCCGAGAGA
TTAGAAACGGCGAACTTACAAGCAGATAATAGAAAGGATAGCA
CAAATGTAAATAAACCGTCTCCGAGTGTAAGTAGTTCAACCAA
TGGTAAACCTGTAAATAATTTGAACAAA

ARNbc de 160 | 342-501 Sentido: 73

pb UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAGAGGAGAGGAAGA
AGGUUAUUGAUUCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAAGGCCGAG
AGAUUAGAAACGGCGAACUUACAAGCAGAUAAUAGAAAGGA
UAGCACAAAUGUAAAUAAACCGUCUCCGAGUGUAAGU
Antisentido: 74
ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGCUAUCCUU
UCUAUUAUCUGCUUGUAAGUUCGCCGUUUCUAAUCUCUCGGC
CUUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAUCAAUAACCUUCUUCCU
CUCCUCUACAUUAUCCAAUUUCCCAUUACUCGAA

ADN antisentido | 555-576 ATTTCTCCAAACGCTCTTCGCA 75

de TIF_AS1

ADN antisentido | 342-363 ATCCAATTTCCCATTACTCGAA 76

de TIF_AS2

ADN antisentido | 412-433 GTTTCTAATCTCTCGGCCTTTT 77

de TIF_AS3

ADN antisentido | 488-509 TTGAACTACTTACACTCGGAG 78

de TIF_AS4

ADN antisentido | 368-389 TAACCTTCTTCCTCTCCTCTA 79

de TIF_AS5

ADN antisentido | 790-811 GTCCTTCCCATCAGCTCTGGA 80

de TIF_AS6

ADN antisentido | 1052-1073 | CGTAGCAGCACCAGGAATAG 81

de TIF_AS7

ADN antisentido | 1655-1676 CAGCAGCTACAACTATAATAG 82

de TIF_ASS8
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180) En una realizacion, la composicion herbicida incluye una mezcla de al menos dos de los polinucleétidos de ARNbc
de EPSPS mencionados anteriormente que tienen las SEQ ID NO: 63-70 y también al menos un polinucledtido que
tiene una secuencia esencialmente idéntica o complementaria a la secuencia del gen endégeno del factor de iniciacion
de la 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 realizacion especifica, la composicion herbicida incluye una mezcla de los
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cuatro polinucleétidos de ARNbc de EPSPS que tienen las SEQ ID NO: 63-70 y un polinucleotido de ARN bicatenario
de TIF de 160 pares de bases que tiene la secuencia sentido de

UUCGAGUAAUGGGAAAUUGGAUAAUGUAGAGGAGAGGAAGAAGGUUAUUGAUUCAUUGGAUGAGGUAUUAG
AAAAGGCCGAGAGAUUAGAAACGGCGAACUUACAAGCAGAUAAUAGAAAGGAUAGCACAAAUGUAAAUAAACC
GUCUCCGAGUGUAAGU (SEQ ID NO. 73) y la secuencia antisentido de
ACUUACACUCGGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGCUAUCCUUUCUAUUAUCUGCUUGUAAGUUCGCCGUUU
CUAAUCUCUCGGCCUUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAUCAAUAACCUUCUUCCUCUCCUCUACAUUAUCCAA
UUUCCCAUUACUCGAA (SEQ ID NO. 74).

181) En algunas realizaciones, los polinucleétidos se disefian para regular multiples genes diana, dando como
resultado un efecto sinérgico sobre la actividad herbicida. Por ejemplo, se obtuvo un efecto sinérgico sobre la actividad
herbicida mediante el tratamiento de una planta con polinucleétidos disefiados para suprimir un factor de iniciacion de
la traduccion (TIF) y la 5-enolpiruvilshikimato-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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183) Las soluciones de los polinucledtidos se prepararon y aplicaron a las hojas de la palmera amaranto utilizando los
protocolos descritos en la Tabla 12.

Tabla 12

Numero de
protocolo
(descripcion)

Protocolo

1 (1 etapa -
aplicaciéon manual)

1. Aplicar una mezcla de polinucleétidos en Silwet L-77 al 1 %, sulfato de
amonio al 2 % en tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion
tampon control de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2 % en tampo6n de
fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8) mediante pipeteo manual

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

2 (1 etapa -
pulverizador)

1. Pulverizar una mezcla de polinucleétidos en Silwet L-77 al 1 %, sulfato de
amonio al 2 % en tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion
tampon control de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2 % en tamp6n de
fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8) mediante pulverizador Milli

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

3 (2 etapas -
aplicaciéon 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 Silwet L-77 al 1 %, sulfato de
amonio al 2 % en tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion
tampon control de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2 % en tampo6n de
fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8) mediante pipeteo manual

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

4 (2 etapas -
pulverizador)

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

2. Pulverizar la mezcla de polinucleétidos en Silwet L-77 al 1 %, sulfato de
amonio al 2 % en tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 (o solucion
tampon control de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio al 2 % en tamp6n de
fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8) mediante pulverizador Milli

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

5 (mezcla en
tanque)

Pulverizar la mezcla de polinucleétidos en Silwet L-77 al 1 %, sulfato de amonio
al 2 % en tampon de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8 que contiene glifosato
a 1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup®
WeatherMAX® (o solucidon tampén control de Silwet L-77 al 1 %, sulfato de
amonio al 2 % en tampodn de fosfato de sodio 10 milimolar, pH 6,8, que contiene
glifosato a 1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca
Roundup® WeatherMAX®) con un pulverizador Milli.
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184) Las combinaciones de polinucleétidos se analizaron tal como se indica en la Tabla 13.

Tabla 13
. fes Crfmt|dad Total de Cantidad
Polinucleétidos aplicada de . o .
. SEQID polinucleétidos | de copias o
aplicados en Protocolo cada ] Resultados
.7 NO. . rot aplicados de
combinacién polinucleétido *
(glacre) (g/acre) EPSPS
IDT [1] 83,84, 0,29 0
IDT [3] 87,88 1 0,29 0,87 112 (7257A’Dg‘?r)m”e”e
IDT [4] 89,90 0,29
IDT [1] 83,84, 0,29
100% de
IDT [3] 87,88 0,29
IDT [4] 89,90 ! 0,29 1.4 12 ggf}';te (@
[TIF] 73,74 0,50
IDT [1] 83,84, 0,29 11,2% de
IDT [3] 87,88 1 0,29 137 112 retraso en el
IDT [4] 89,90 0,29 ’ crecimiento (27
[ddATPasal] 113,114 0,50 DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29
IDT [3] 87,88 0,29 100% de
IDT [4] 89,90 1 0,29 1,87 112 muerte (27
[TIF] 73,74 0,50 DDT)
[ddATPasa] 114,114 0,50
0,
o | o oo
IDT [2] 85,86 0,29 1,2 o ’
IDT [3] 87.88 1 0.29 112, 36 0% control
IDT [4] 89,90 0,29 (31DDT)
0% control
IDT [1] 83,84, 1,4 (115;'3('13”? t
IDT [2] 85,86 1,4 o de retraso
IDT [3] 87,88 1 14 >0 11236 i?ecimiento (3e‘lI
IDT [4] 89,90 1,4 DDT)
0% control
IDT [1] 83,84, 2,9 21510/'3('13”? t
o de retraso
IDT (2] 85,86 1 2.9 12 112,36 | en el
:gi [i] g;’gg gg crecimiento (31
[ ] ’ ) DDT)
51% de retraso
en el
IDT [1] 83,84, 5,8 crecimiento
IDT [2] 85,86 5,8 (11 DDT);
IDT [3] 87,88 L 5,8 23 112,36 100% de
IDT [4] 89,90 5,8 retraso en el
crecimiento (31
DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29 9% de retraso
IDT [2] 85,86 0,29 en el
IDT [3] 87,88 2 0,29 1.2 33,54 crecimiento (6
IDT [4] 89,90 0,29 DDT)
IDT [1] 83,84, 5,8
IDT [2] 85,86 5,8 100% de
IDT [3] 87,88 2 5,8 23 33,54 muerte (6 DDT)
IDT [4] 89,90 5,8
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IDT [1] 83.84 0.29 20% de retraso
Dl ’ 0,87 en el
IDT [3] 87,88 0,29 33, 54 arecimiento (6
IDT [4] 89,90 0,29 DDT)
IDT [1] 83,84, 5,8 .
IDT [3] 87,88 5,8 17 33, 54 :nouoeﬁe © DD%e
IDT [4] 89,90 5,8
14,1% de
IDT [5] 91,92 0,29 0,29 34,36, 54 | rétraso en el
crecimiento (22
DDT)
100% de
IDT [5] 91,92 2,9 2,9 34,36,54 | muerte (22
DDT)
IDT [1] 83,84, 2,9
100% de
IDT [2] 85,86 2,9
IDT [3] 87.88 2.9 12 34, 36, 54 rg;ﬁ_r)te (22
IDT [4] 89,90 2,9
IDT [1] 83,84, 2,9
IDT [2] 85,86 2,9 100% de
IDT [3] 87,88 2,9 14 34,36,54 | muerte (22
IDT [4] 89,90 2,9 DDT)
IDT [5] 91,92 2,9
IDT [1] 83,84, 2,9 100% de
IDT [3] 87,88 2,9 8,7 34,36,54 | muerte (22
IDT [4] 89,90 2,9 DDT)
IDT [1] 83,84, 2,9
100% de
IDT [3] 87,88 2,9
DT [4] 89,90 29 12 34, 36, 54 rgg%te (22
IDT [5] 91,92 2,9
71% de retraso
en el
IDT [5] 91,92 0.29 0.29 33,54, 55 | crecimiento
(18 DDT)
100% de
IDT [5] 91,92 2,9 2,9 33,54,55 | muerte (18
DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29
IDT [2] 85,86 0,29 100% de
IDT [3] 87,88 0,29 1.4 33,54,55 | muerte (18
IDT [4] 89,90 0,29 DDT)
IDT [5] 91,92 0,29
IDT [1] 83,84, 0,29
100% de
IDT [2] 85,86 0,29
IDT [3] 87,88 0,29 1.2 33,54, 55 ggf}';te (18
IDT [4] 89,90 0,29
IDT HP [1] 109 0,29 1009 o
IDT HP [2] 110 0,29 o
IDT HP [3] 111 0,29 1.2 16,33 B’B.e}';te (18
IDT HP [4] 112 0,29
IDT [1] 83,84, 0,29
100% de
IDT [2] 85,86 0,29
IDT [3] 87,88 0,29 1.2 16,33 ggf}';te (18
IDT [4] 89,90 0,29
IDT [1] 83,84, 0,29 0.87 100% de
IDT [3] 87,88 0,29 ' 16, 36 muerte (18
IDT [4] 89,90 0,29 DDT)
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IDT [1] 83,84, 5,8 100% de
IDT [3] 87,88 5,8 17 16, 36 muerte (18
IDT [4] 89,90 5,8 DDT)
IDT [1] 83,84, 29 100% de
IDT [3] 87,88 29 87 16, 36 muerte (18
IDT [4] 89,90 29 DDT)
IDT [1] 83,84, 0,29

100% de
IDT [2] 85,86 0,29
IDT [3] 87,88 0,29 11 16,36 ggf}';te (18
IDT [4] 89,90 0,29
3-OH [1] 101,102 100% q
3’-OH [2] 103,104 No corresponde 22-26 microlitros 16 muer?[e (18
3-OH [3] 105,106 P (en volumen) DDT)
3-OH [4] 107,108
IDT romo [1] 93,94 0,29
IDT romo [2] 95,96 0,29 11 16 75% de muerte
IDT romo [3] 97,98 0,29 ’ (10 DDT)
IDT romo [4] 99,100 0,29
IDT romo [1] 93,94 5,8 100% q
IDT romo [2] 95,96 5,8 - 16 et ( 18
IDT romo [3] 97,98 5,8 DDT)
IDT romo [4] 99,100 5,8
IDT [1] 83,84, 29 iﬁ% de retraso
IDT [2] 85,86 29 87 16 crecimiento
IDT [3] 87,88 29 (14 DDT)
IDT [2] 85,86 29 ;‘ﬁ% de retraso
IDT [3] 87,88 29 87 16 crecimiento
IDT [4] 89,90 29 (14 DDT)
IDT [1] 83,84, 29 iﬁ% de retraso
IDT [2] 85,86 29 87 16 crecimiento
IDT [4] 89,90 29 (14 DDT)

44% de retraso
IDT [1] 83,84, 29 58 16 en el
IDT [4] 89,90 29 crecimiento

(14 DDT)

41% de retraso
IDT [3] 87,88 29 58 16 en el
IDT [4] 89,90 29 crecimiento

(14 DDT)

40% de retraso
IDT [2] 85,86 29 58 16 en el
IDT [4] 89,90 29 crecimiento

(14 DDT)

51% de retraso

en el
IDT [1] 83,84 29 29 16 crecimiento

(13 DDT)

0% control
IDT [2] 85,86 29 29 16 (13 DDT)

51% de retraso

en el
IDT [3] 87,88 29 29 16 crecimiento

(13 DDT)
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51% de retraso
en el
IDT [4] 89,90 3 29 29 16 crecimiento
(13 DDT)
IDT [1] 83,84, 29
IDT [2] 85,86 3 29 116 16 75% de muerte
IDT [3] 87,88 29 (13 DDT)
IDT [4] 89,90 29

*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% de control” significa que no se observaron diferencias entre las plantas
tratadas y las de control; el % de retraso en el crecimiento se calcula como [100 - (promedio de altura de las plantas
de ensayo/promedio de altura de las plantas de control)*100]

185) Se disefiaron secuencias polinucleotidicas de ARN bicatenario de 25 meros para la supresion del gen TIF en
Amaranthus palmeri tal como se indica en la Tabla 14.

Tabla 14
Nombre Secuencia SEQ ID NO:

antisentido: 5’-UUUUCUAAUACCUCAUCCAAUGAAU-3’ 115

TIF_ARNbc1
sentido: 5'-AUUCAUUGGAUGAGGUAUUAGAAAA-3’ 116
antisentido: 5’-UAUCUGCUUGUAAGUUCGCCGUUUC-3 117

TIF_ARNbc2
sentido: 5'-GAAACGGCGAACUUACAAGCAGAUA-3’ 118
antisentido: 5'-GGAGACGGUUUAUUUACAUUUGUGC-3' 119

TIF_ARNbc3
- sentido: 5-GCACAAAUGUAAAUAAACCGUCUCC-3' 120
antisentido: 5’-UAUUUACAGGUUUACCAUUGGUUGA-3’ 121

TIF_ARNbc4
- sentido: 5'-UCAACCAAUGGUAAACCUGUAAAUA-3’ 122

186) Los polinucledtidos de ARNbc de TIF de 25 meros se analizaron en palmera amaranto resistente a glifosato con
alta cantidad de copias (112) y baja cantidad de copias (16) de EPSPS.

187) Las plantas con alta cantidad de copias se trataron con una mezcla de 4 ARNbc cortos de EPSPS (ARNbc-1
corto, ARNbc-3 corto, ARNbc-4 corto, tal como se describié en el Ejemplo 1 e IDT [5] (SEQ ID NO:91-92, tal como se
describi6 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 meros a 5,8 gramos/acre; las soluciones de polinucleétidos se formularon en tampén de fosfato
de sodio 10 milimolar (pH 6,8) que contenia sulfato de amonio al 2 % y Silwet L-77 al 1 %. Treinta minutos después
del tratamiento con los polinucleétidos, las plantas se pulverizaron, o no, con glifosato (1682 g de equivalente acido
por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®).

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, tal como se describié en el Ejemplo 1 e IDT [5] (SEQ ID NO:91-92 tal como se
describio en la Tabla 11)) a 0,23 gramos/acre y un ARNbc de TIF individual a 5,8 gramos/acre o con cada ARNbc de
TIF individual de 25 meros a 5,8 gramos/acre; las soluciones de polinucleétidos se formularon en tampén de fosfato
de sodio 10 milimolar (pH 6,8) que contenia sulfato de amonio al 2 % y Silwet L-77 al 1 %. Treinta minutos después
del tratamiento con los polinucleétidos, las plantas se pulverizaron, o no, con glifosato (1682 g de equivalente acido
por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®).

189) Los resultados se representan 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 procedimientos de uso para potenciar
la actividad de un herbicida no polinucleotidico en una planta. Por ejemplo, una composicién polinucleotidica disefiada
para regular un gen diana herbicida o un gen de desactivacion del herbicida o un gen de respuesta al estrés o una
combinacién de dichos genes diana, se aplica a una maleza o a una planta con crecimiento espontaneo,
simultaneamente o posteriormente o antes de la aplicacion de un herbicida no polinucleotidico (por lo general, un
herbicida quimico convencional), dando como resultado la mejora de la actividad del herbicida no polinucleotidico. La
combinacién de una composicion polinucleotidica con un herbicida no polinucleotidico (por ejemplo, un herbicida
quimico convencional) proporciona un efecto sinérgico, es decir, el efecto herbicida de la combinacién es mayor que
la suma del efecto herbicida de la composicion polinucleotidica y del efecto herbicida del herbicida no polinucleotidico.
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191) En la Tabla 15 se proporcionan ejemplos de herbicidas quimicos convencionales y sus genes diana herbicidas
correspondientes.

Tabla 15

Ejemplos de herbicidas Gen diana (gen diana herbicida)
Glifosato 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)
Lactofeno, flumioxazina, etc. protoporfirindgeno oxidasa (PPO)
Mesotriona, isoxaflutol 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenasa (HPPD)
Quizalofop, cletodim acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa)
Norflurazona, clomazona fitoeno desaturasa (PDS)
Glufosinato glutamina sintasa (GS)
Rimsulfurén, clorsulfuron acetolactato sintasa (ALS)
Atrazina, diuron, bromoxinilo, | proteina D1 del fotosistema Il (PSII)
metribuzina
Dinitroanilina, pendimetalina tubulina
Diclobenilo, isoxabeno Celulosa sintasa

192) En la Tabla 16 se proporcionan ejemplos de herbicidas quimicos convencionales y sus genes de desactivacion
del herbicida correspondientes.

Tabla 16

Ejemplos de

herbicidas Gen diana (gen de desactivacion del herbicida)

Acetoclor,

metolaclor glutation S-transferasa (GST)

Monooxigenasas, incluidos citocromos P450 (véase, por ejemplo, un citocromo P450 para
Muchos, incluidos | conferir resistencia a inhibidores de HPPD, benzotiadiazinonas, sulfonilureas y otras clases
los herbicidas SU de herbicidas, descritas en la publicacién de solicitud de patente de los Estados Unidos

2009/0011936)
Tiazopir esterasas (por ejemplo, esterasas implicadas en la apoptosis o senescencia)
2,4-D, . . .
- . glucosil transferasas; malonil transferasas
metribuzina,
Glifosato, . . .
paraquat Compartimentacion celular y genes de secuestro (por ejemplo, transportadores ABC)
Ejemplo 28

193) Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulacion sistémica de un gen diana endégeno en una
planta en crecimiento que incluye revestir por via topica hojas de la planta en crecimiento con polinucleétidos que
tienen una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas
nucledtidos contiguos en el gen diana enddgeno o en el ARN mensajero transcrito a partir de gen diana endogeno,
por lo cual los polinucleétidos se infiltran al interior de la planta en crecimiento e inducen la regulacién sistémica del
gen diana enddgeno.

194) Se disefiaron polinucledtidos de ARN bicatenario o ADNmc antisentido para los genes dirigidos al herbicida 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), fitoeno desaturasa (PDS), protoporfirina IX oxigenasa (PPO),
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 aplicdé una solucién que
contenia una mezcla de 8 polinucleétidos de ADNmc antisentido en sulfato de amonio al 2 % en tampdn de fosfato de
sodio 10 milimolar, pH 6,8, a una tasa de 2,32 g/acre con posterior aplicacion de Silwet L-77 al 0,5 % por pulverizacion
(10 galones/acre). En la Tabla 17 se indican los polinucledtidos analizados y las observaciones del fenotipo resultante.

43



ES 2809 679 T3

Tabla 17
Gen ~ SEQ
Tamano . .
Nombre Secuencia ID Fenotipo
(nt) .
NO:

EPSPS El ARNbc
aplicado por via
tépica con
posterior
aplicacion de

(Véanse las secuencias glifosato, causo6

proporcionadas en los Ejemplos de | -- la muerte a la

trabajo 1, 9, 13, 14, 21, 26) palmera
resistente a
glifosato (hasta
60 copias de
EPSPS) en 7-10
dias

PDS GACGGAAACCCUCCAGAGAGGCUGU El ARNbc

| A AGGUGUOM ALY

PDS sentido 185 UGGACCAGAGUGGAAGCGUGAAGAG | 123 decoloracion  y
UUUUUUGCUAAAUAACGGGAGGGAA fenotipo de
AUACGAGGAGAUGCCUAUGUUUUUG retraso en el
CCACCCCAGU crecimiento, y es
ACUGGGGUGGCAAAAACAUAGGCAU sistemico.
CUCCUCGUAUUUCCCUCCCGUUAUUU
AGCAAAAAACUCUUCACGCUUCCAC

PDS 185 UCUGGUCCAACUGAAUCUUUUGUAU 124

antisentido ACGAGAGUUAAGUUUAACUUCACCA

CCUAGUGACUCGAUGUGUUUAACAA
UAGGCAUGCACAGCCUCUCUGGAGG
Guuucceuc
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PPO PPO_OLIGO1 | 21 GTGATATTACCTCCAACACGAT | 425 | Los ADN
- antisentido
PPO_OLIGO2 21 ATAGTAAGCACAGGATCGGAG 126 aplicados por via
tépica
PPO_OLIGO3 21 CTTTCAATCCACTGTCAACCG 127 provocaron
PPO OLIGO4 | 21 ATCAAGCGTTCGAAGACCTCAT | 128 | retraso en el
- crecimiento
PPO _OLIGO5 | 21 CAGCAATGGCGGTAGGTAACA 129 vegetal.
PPO_OLIGO6 | 21 GCAATTGCCCGAATCCTTTTA 130
PPO_OLIGO7 | 21 TAGCTCAATATCAAGGTCCTA 131
PPO_OLIGOS8 21 TCATAAGCACCCTCTATACAC 132
PAL PAL_OLIGO1 21 TTCTTAACCTCGTCGAGATG 133 Los ADN
antisentido
PAL_OLIGO2 21 ATACCCGAGTATCCTTGCAAA 134 aplicados por via
PAL OLIGO3 | 21 TAGGGCCCACGGCCTTGGAGT 135 topica
- provocaron
PAL OLIGO4 21 AGCGGATATAACCTCAGCTAG 136 retraso en el
— crecimiento
PAL_OLIGO5 | 21 CTTCGTGGCCCAACGAATGAC 137 vegetal.
PAL_OLIGO6 21 CAAGCTCGGGTCCCTGCTTGC 138
PAL_OLIGO7 21 GGAAGGTAGATGACATGAGTT 139
PAL_OLIGO8 | 21 GATGGCATAGTTACCACTGTC 140
HPPD HPPD OLIGO1 | 21 TCCGTAGCTTACATACCGAAG 141 Los ADN
— antisentido
HPPD_OLIGO2 | 21 TCCAAGTGAATAGGAGAAACA 142 aplicados por via
tépica
HPPD_OLIGO3 | 21 AGCAGCTTCTGCGTCTTCTAC 143 provocaron
retraso en el
HPPD_OLIGO4 | 21 ACAGCACGCACGCCAAGACCG 144 crecimiento
HPPD_OLIGOS5 | 21 CGATGTAAGGAATTTGGTAAA 145 vegetal.
HPPD_OLIGO6 | 21 CGAGGGGATTGCAGCAGAAGA 146
HPPD_OLIGO7 | 21 GTAGGAGAATACGGTGAAGTA 147
HPPD_OLIGOS | 21 GACCCCAAGAAAATCGTCTGC 148
ACCasa ACCA_OLIGO1 | 20 GTCTTACAAGGGTTCTCAA 149 El ADN
antisentido
ACCA _OLIGO2 | 21 ATCTATGTTCACCTCCCTGTG 150 aplicado por via
ACCA_OLIGO3 | 21 ATAAACCATTAGCTTTCCCGG 151 | topica provoco
— retraso en el
ACCA_OLIGO4 | 21 TTTATTGGAACAAGCGGAGTT 152 | crecimiento
vegetal.
ACCA_OLIGO5 | 21 TATAGCACCACTTCCCGATAG 153 9
ACCA OLIGOS6 | 21 GCACCACGAGGATCACAAGAA 154
ACCA OLIGO7 | 21 CCACCCGAGAAACCTCTCCAA 155
ACCA_OLIGOS8 | 21 CAGTCTTGACGAGTGATTCCT 156
ALS ALS-OLIGO1 22 GTTCTTCAGGGCTAAATCGGGA | 157 Sin fenoipo
ALS-OLIGO2 | 22 GTTCAAGAGCTTCAACGAGAAC | 158 | SOnificativo
ALS-OLIGO3 | 22 ATACAAACTCCAACGCGTCCAG | 159
ALS-OLIGO4 22 CTCTTGGAAAGCATCAGTACCA 160
ALS-OLIGO5 22 CTAGAAAGATACCCACCCAATT 161
ALS-OLIGO6 22 ACTAGAATTCAAACACCCACCC 162
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ALS-OLIGO7 22 TTTCTGCTCATTCAACTCCTCC 163
ALS-OLIGO8 | 22 TATGTATGTGCCCGGTTAGCTT | 164
GS (glutamina | GS_OLIGO1 21 TCATATCCAAGCCAGATCCTC 165
sintasa) GS_OLIGO2 | 21 TGCATCACACATCACCAAGAT | 166
GS OLIGO3 | 21 GTACTCCTGTTCAATGCCATA 167
GS_OLIGO4 | 21 ATTGATACCAGCATAGAGACA 168 |sSin  fenotipo
GS_OLIGO5 21 AGCAATTCTCTCTAGAATGTA 169 | Significativo
GS OLIGO6 | 21 CATCATTCCTCATCGACTTAG 170
GS_OLIGO7 | 21 CTCTCGTTGCCCTCTCCATAA 171
GS OLIGO8 | 21 CAACGCCCCAGGAGAAAGTTC | 172

195) Se investigaron la actividad herbicida de los polinucleétidos de ADNmc que se dirigen a las enzimas 4-
hidroxifenilpiruvato (HPPD) y protoporfirindgeno oxidasa (PPO), y un factor de iniciaciéon de transcripcion (TIF) y su
efecto sobre la actividad herbicida cuando se usan en combinacién con los herbicidas mesotriona, fomesafén y
atrazina en palmera amaranto. Los polinucleétidos utilizados en este experimento eran 8 oligonucleétidos de ADNmc
antisentido de HPPD (SEQ ID NO:141-148), 8 oligonucledtidos antisentido de PPO (SEQ ID NO:125-132) y 8
oligonucleétidos de ADNmc antisentido de TIF (SEQ ID NO:75-82, véase el Ejemplo 26).

196) En un invernadero se cultivaron plantas de palmera amaranto (Amaranthus palmeri) sensibles a glifosato en
macetas cuadradas de 4 pulgadas con mezcla para plantulas Sun Gro® Redi-Earth que contenia 3,5 kg/metro cubico
de fertilizante Osmocote® 14-14-14, con un fotoperiodo de 14 h y una temperatura diurna de 30 grados centigrados y
una temperatura nocturna de 20 grados centigrados. Las plantas se sub-irrigaron segun fue necesario.

197) Las plantas de 10 a 15 cm de altura se pretrataron manualmente con 40 microlitros (se trataron 4 hojas maduras
completamente expandidas con 10 microlitros de solucién por hoja en cada planta) de una soluciéon de tampoén-
tensioactivo (como control; Silwet L-77 al 0,5 % y sulfato de amonio al 2 %) o con una mezcla de tampon-tensioactivo
-polinucledétido de ADNmc de los oligonucledétidos antisentido dirigidos a HPPD, PPO o TIF. Algunas plantas se dejaron
sin tratamiento y se usaron como controles. Veinticuatro horas después, las plantas sin tratamiento, las plantas
tratadas con tampodn-tensioactivo y las plantas tratadas con tampoén-tensioactivo-ADNmc, se trataron utilizando un
pulverizador agricola equipado con una boquilla 9501E y calibrado para administrar 93 litros de solucidn por hectarea
con un inhibidor de HPPD, mesotriona (4 libras de principio activo por galén;) o con un inhibidor de PPO, fomesafén
(2 libras de principio activo por galén) o con un inhibidor de Fotosistema Il, atrazina (90 % de principio activo) tal como
se indica en la Tabla 18. Se afadi6 concentrado de aceite de cultivo (CAC) a 1 % a todos los tratamientos con
herbicida. Para poder detectar cualquier mejora en la actividad herbicida con la mezcla oligonucleotidica, se us6 una
tasa baja de cada herbicida (mesotriona: 13 g por acre, equivalente a 1/8X de la tasa de campo recomendada;
fomesafén: 16 g por acre, equivalente a 1/22X de la tasa de campo recomendada; y atrazina: 170 g por acre,
equivalente a 1/8X de la tasa de campo recomendada).

Tabla 18
Numero de Pretratamiento Principio Tasa (gramos por hectarea de
tratamiento activo principio activo)
0 Tampon-tensioactivo --
1 Sin tratamiento Mesotriona 13
2 Tampon-tensioactivo Mesotriona 13
3 Tampon-tensioactivo-ADNmc-
HPPD
4 Tampon-tensioactivo-ADNmc- Mesotriona 13
HPPD
5 Sin tratamiento Fomesafén 16
6 Tampon-tensioactivo Fomesafén 16
7 Tampon-tensioactivo-ADNmc-
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PPO
8 Tampon-tensioactivo-ADNmc- | Fomesafén 16
PPO
9 Sin tratamiento Atrazina 170
10 Tampon-tensioactivo-ADNmc-
TIF
11 Tampon-tensioactivo-ADNmc- Atrazina 170
TIF

198) La altura de las plantas se determiné cuatro dias después del tratamiento con herbicida. Se recogieron los datos
de un experimento con cuatro repeticiones por tratamiento. En la Tabla 19 y en la Figura 33 se muestran los resultados
(expresados como altura de las plantas de palmera amaranto segun fue afectada por la solucion de tampodn-
tensioactivo, ADNmc y combinaciones de tratamientos con herbicida). Las plantas tratadas con oligonucleétidos de
ADNmc antisentido de HPPD, oligonucleétidos de ADNmc antisentido de PPO y oligonucleétidos de ADNmc
antisentido de TIF, mostraron retraso en el crecimiento, midiendo 125, 153 y 115 mm, respectivamente, mientras que
las plantas tratadas con tampon-tensioactivo (control) midieron 185 mm (Figura 33). El tratamiento con
oligonucledtidos de ADNmc antisentido de HPPD, oligonucleétidos de ADNmc antisentido de PPO y oligonucleétidos
de ADNmc antisentido de TIF respectivamente, causé una reduccion del crecimiento de 32 %, 18 % y 38 % con
respecto al control con tampdn-tensioactivo.

199) No se observaron diferencias importantes en la altura de las plantas entre plantas tratadas con tampon-
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, mostraron la mayor reduccién en
el crecimiento de la planta, midiendo 100 mm, una reduccion del 46 % en comparacion con las plantas tratadas con
tampon-tensioactivo. Las plantas tratadas con oligonucleétidos de ADNmc antisentido de PPO y posteriormente con
fomesafén midieron 126 mm, una reduccion del 32 % en comparacion con las plantas tratadas con tampon-
tensioactivo. Las plantas tratadas con oligonucledtidos de ADNmc antisentido de TIF y posteriormente con atrazina,
midieron 121 mm, una reduccion del 34 % en comparacion con las plantas tratadas con tampdn-tensioactivo.

Tabla 19
Numero de Pretratam | Principio Tasa (gramos por hectarea de Altura de la Error
tratamiento iento activo principio activo) planta (mm) estandar
0 Tampoén -- -- 185 15
1 Sin Mesotriona 13 180 18
tratamient
o]
2 Tampodn Mesotriona 13 179 18
3 ADNmc- 125 19
HPPD
4 ADNmc- | Mesotriona 13 100 7
HPPD
5 Sin Fomesafén 23 158 12
tratamient
o]
6 Tampoén | Fomesafén 23 139 10
7 ADNmc- 153 20
PPO
8 ADNmc- | Fomesafén 23 126 6
PPO
9 Sin Atrazina 170 146 19
tratamient
o]
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10 ADNmc- 115 17
TIF
11 ADNmc- Atrazina 170 121 16
TIF
Ejemplo 29

200) Este ejemplo ilustra secuencias de polinucleétidos de ARN bicatenario analizadas, disefiadas para determinar el
efecto de la secuencia analizada sobre el fenotipo observable de diferentes genes esenciales. Para cada gen esencial,
se aplicé una solucion que contenia el polinucledtido de ARNbc en sulfato de amonio al 2 % en tampon de fosfato de
sodio 10 milimolar, pH 6,8, a la palmera amaranto a una tasa de 240 picomoles por planta con posterior aplicacién de
Silwet L-77 al 0,5 % por pulverizacion (10 galones/acre). En la Tabla 20 se muestran los polinucleétidos analizados y
las observaciones del fenotipo resultante.
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Ejemplo 30

201) Este ejempilo ilustra polinucleétidos disefiados para dirigirse a una region de homologia secuencial baja especifica
y son utiles, por ejemplo, para seleccionar un alelo especifico de un gen diana o un gen de una especie especifica.
Los polinucledtidos disefiados para dirigirse a secuencias no codificantes son utiles para regular ARN no codificantes
que participan en regulaciones génicas, por ejemplo, regular ARN no codificantes 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 2 de PDS (SEQ ID NO:320); en el caso del locus 1 que contiene multiples
sitios de inicio de la transcripcion, la secuencia promotora usada en esta alineacion es la que tiene el sitio de inicio de
la transcripcidon mas en posicion 5’. Se descubrié que los genes PDS1 y PDS2 de Nicotiana benthamiana tienen baja
homologia secuencial en la regiéon promotora pero alta homologia secuencial en la region codificante.

202) En la Tabla 21 se muestran polinucleétidos disefiados para dirigirse a partes diferentes de los promotores de
PDS1y PDS2.
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203) Se analizaron seis combinaciones diferentes de polinucledtidos (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 Silwet L-77 al 0,01 % (v/v) y sulfato de amonio al 2 % (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8. Durante algunos
segundos, dos hojas completamente expandidas por planta, se sumergieron en solucion de Silwet L-77 al 0,1 % recién
preparada con H20 bidestilada y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, se aplicaron 20 microlitros
de solucioén polinucleotidica a cada una de las dos hojas pretratadas. Las plantas de control positivo se trataron de
forma similar con un oligonucleétido de ADN dirigido a un segmento conservado de la region codificante de PDS1 y
PDS2; las plantas de control negativo se trataron de forma similar con un oligonucleétido de ADN disefiado para
silenciar la proteina verde fluorescente (GFP). Las seis combinaciones de polinucleétidos disefiados para dirigirse a
las regiones promotoras de PDS1 o PDS2, indujeron el silenciamiento sistémico en las plantas tratadas tal como se
puso de manifiesto por la decoloracién. El tratamiento con polinucleétidos de ARNbc o ADNbc de aproximadamente
200 pb vy dirigidos a las regiones promotoras de PDS1 o PDS2, también indujo el silenciamiento sistémico en las
plantas tratadas tal como se puso de manifiesto por la decoloracion.

204) Se identificaron las siguientes secuencias genémicas adicionales (incluidos el promotor y la secuencia del intron
y exon transcrita) indicadas en la Tabla 22 para los genes de Amaranthus palmeri para su uso en el disefio de
polinucleétidos para aplicacioén tépica:

Tabla 22
Nombre del Secuencia SEQID
gen NO.
ACCA1 TTCAAAATGAATTTAAAATTATATAAAAATCAATATGGACACAAGACCGGAT 225

ATCAATCCGACCCGAAATAGTTGACTTGAAATCAACCTGATGACCCGAATGA
ACACCTCTAGTTATCACTAACAAGGGTCAGATTGCGTACATCAAACCCCTCA
AATCCTGCTTAGGTGGGAGCTTGTCAATGGCTTAGGGGTAACGGGAATGTGT
GTGCTATGTACATTGTGCATCTATTCTTATGCTTATTTATGTTGAGTTAGTTTT
TTTTTTGGATCAAATATAAAGAGCTTAACTTTTGTATTTTCTTGATGTGGTGT

AGTGGTGATGAAGATCAGGCTGAGAGAATCTAAATTGGCCAAAATTCTGAG

AGAACAAGAAGTGAGTTCAGCCCTTCGTGCTGCTGGTGTTGGTGTGATTAGT
TGCATCATACAGAGAGATGAAGGGCGAACTCCGATGAGGCATTCATTCTATT
GGTCAGCAGAAAAACAATATTATAGTGAGGAGCCTTTACTACGTCATTTGGA
ACCCCCTCTATCTATGTATCTCGAGCTGGTACTAGTCTCTGAACCGATTGCCT
TTCTTCTGCTTTGTTATTTTGTGTGATATTTCGACTTAAGTCTAATTTACATCG
TTTTGTACATTTGTTATC

ACC3 TTTTGCTTTTTTACTATTATTTCCTTCTTTTCAAGGATTTGAGTTGTTTATTGCT 226
GACTGCTTCCTATGTATTACCCATATGTCTCTGTATAGGCATTACGGGAGCTG
TACCTACATCTAACTCCTATACAACGTGTGAATATTGCCCGGCATCCTAATCG
CCCCACTTTTCTTGACCACGTATTCAGCATCACAGAAAAGGTTTCTGATTTAT
TATAATTTTTGTCATTTGTATTCACTCTTCAATAAAGTACATCCATTATCAAT

CTTTACGGAGGTTGTTCACACAACTTCTTGTTTCATTTTGCATAATTAGTTTGT
GGAACTACATGGAGATCGTGCTGGTTATGATGACCCTGCTATAGTTACTGGC

CTTGGTACGATAGATGGTAGGCGTTATATGTTCATTGGTCATCAAAAGGGAA
GAAATACGAAGGAAAATATTGCACGGAATTTCGGGATGCCTACTCCTCATGG
GTAAATGCTTTACTATAATGTTTTACTTTAATTTAATTACCTATGTTATTTAGG
ATGAAAATGAATACTTTTCTTATTACTATTACTTAGGTTCCTAATGCACAAAA
ACCGTAATTATTAATGTACCCTAATGGAATTAACACATGGTAATTAAGCTCT

CCGCTTTGTGTAATTAATCCAATTTTTTAGAGAGTCAAATAGTTCAGGTTAAA
CTAGAGCTTTTCATACCCAAATAATAAAACCAAGGGTAAATTTCCAAAA

ACC4 ATGTGATCAATTAAAGAAAAAGTCTAATTATATGAGCCCGTCTCACAGTGAC 227
GGAGCTATCATAGAGCCCATGGGGTCACGTGCCCTTCGGGGTTTTTAGAAAA
AATTCAAAGTATACTTTTCTATTAATAAGAGTAAAAATGTAAAATTAATATT

AAACTCTTTTGATAATAAATACTCTCTCACTTTAGTAATTTTGTCTTATTTATT
TATTTTATCTCATGTGTTTAATAAGGTCAGTTGACTTATTTTGTTCCATTTTCT
TTTATGGTATGCCGTATTTAAAATTTTAGCAAGTAAAGATAAAATAGTTGTT

AATCTTACAAATAAAACTCTATCGAAATTTCATCCATTAGTTAATGTCCCCAA
AAAGTCCGAACTACAAATCGACCACTGTCATCACATGGTGAGATAGTCTCAT
ATAAAACGAGTTCAGTTATTAAAGGAAAATAGGAAACACGAAACAGTTAAT
TTAGGCGGGGCCTATGTATTATCCAAATGTGATACTCCAGTCCACATTACTC

AGTCCTTCCAATTGAACAGTTGGCTTAATCTACCAAGCGCGTGGCCATAAAT

GCCTCTAACACTTTTCAATCTCTCAGATAACTCTCACACCACTTATCATCACA
ATTCACAATTACTCTAATTCTTTTTATTCCTTTCCATGTCGCTAATTTTCTACT

GATTCAGGTTTTATTCTCAGCTTTTATCAATTTTATTTCATGCTTTTTATGTCA

ATTTCTTGTTTCGCATTTTGTCTTCCACTTGCTGTCTGTTTTATTAATCAATTTT
GTATGATTGTTGGAATAATTGTATGTATTTTTCATGATTTTCCTCTTATGGAG

GTTCATAATGTATTGCTAGATTTGTTTACTTTCAC
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ACC5

AATTTGAGCGGGAAAATTTTAATATCATTAAATAGTCTTTGCTTTAGTATATA
GAATAGTTAAAATTAATAGTCAAACTTATTGTAATAGCATGCACTAATCTAT

AATAATCTTATCCTGAAAGCTATAATAAAATTATAAAAAAATATATGTGAAA
AACTAATTTGAGCGGGAAAATTTTAACCAAGGGCTAACACGTATCATTAAAT
AGTCTTTACTTTAGTATATAGAATGATAATTAACGATCATAAAACAAAATTG

TCACTTTCAGTAGCAAACTTACAAAATGAGCAGAGTACCTCATATCATAAAA
TTGCTTCTTTCTCATTTGTTGTGTTGCTCTCATTTTAGGAGTTCATCGTTTATA

TCGTCGTCTTACCACTCAATCACTTTTAGATTTATTAGTAGCACTTCCTCAAT

CTACAGCAGCAATTTCTACAGTTCAACAACCTC

228

ACC6

GGAAAATTTACCTAGAATAATCCAATTTATTCGTGATTTTTCTACAAATTCCA
ACTTCAAGGGGTATTTGCCTAAAGTAATTAAACTTGGATACCCCGATGACCT
GCTATAGTAGATAATTTACCAGAAAATTAAAAATGAAAATTAATTTAAAATT
AGAGAAAAATTTTGAAATTTCATATAAAAAATTTTAAATAATAAAAAAAATA
TAAATTTTTTTGAACATTTTATTTTAATCTATCTTTTTTGAAAAAATAAAACTT
AGTTATAGCAAGTGATCTGGTCACCGGGTTTACTCTAGGAAAATATCCCTCA
AAGTTGAGATTATTCATGGTTAATAAATAGGTGAGATTATTATAGAAAAATT
ACGAATAAATTGGATTATTGTTGGTAATTTTTTTTTCAAAACTATCCCTAGGA
AGGACCTTATTAGTGATTCTCCCTCTACTTTGGAGGAGTATATTGTGGACTTC
CCATCTTCCTTAATTGTATTGTAACTTTTAACTATTGATTCTTTAAAAAAAAG
AACTTATAAAATTGTAGGGTTAATAAAATCTAAGATTTTATCTAATTTCACTT
TGATTATTCCGATTTTGTATTCACATTATTTTAAATGACATTCGTCAAATAAA
AAAAAATAGTTTCATTGCATTCCAATTTTGTTGACTAGGGGGATTAAAGAAA

229

57




ES 2809 679 T3

GAATAGTATCAATAATCGTAATGTAGCAAGTAGTACAAAAGAAGTATATTTC
AATATGTCAAACTTTGATCTCGTTGTAACTTGTAATTTGTACGATGCGGTGTG
AATGACATACTTCACCTTTTTCATTATTTTATACTGGTAGTGACATGGGATTA
TTATTGCGATATTTGCAGTAATGAAAATTTTTTTGGTTGTTGCTTTTACAAAC
AAAAATTCTACCGAATTTTTTATTAATTTAATTCAACACGTTGGTGTTACCCA
TGATTTATAGGTCTGGGTCCGCCACTGCTAGCTAACATTAAACAATTTAACA
AACTCAATACACCAACCTAAAAATAAAATTTTTTTGGCCATAATTTTTAGAA
TTTTAGTTTTTAAACATTATATTTGGGAATTTTTTTTCCTTTTATATATATAAA
ATAAAAAAAAATCCAAAAAAGGGGACACACATTAATACACACTTGAAAGCA
TCGATGATATCGAAGAAAAACCAGATGGGGTGCCCAATTATCTTCGTCTCCT
TCGATATTATCGAATTCATTAACAACATTATATCAAAAACCAACCAAATTAC
CAACTTTCGAAACCAATATTCGCCGTATTTTTCTCTATTCAACAATCCCTACA
ATGGCGGCATTGCCAGCTTCTTCTTCTCCTGCAATTTCGGAATCACCCACTTG
CAATTTTCTTCCTATTCAAAAAATCACTACCACTCGCTTTCTAAGGTTTCATT
CGGTTTTACTCCCAAGCCTAAATTTGGCCTTTTCTCCAAGGTTTATTTTCTATC
TCTTTTTTAATTGGTTAATCAATTGGATTGTTGAATTTTTCAGGGTTTAACGG
TATAATATTTGTGGGTTTTTTCGAGTACATTCTGGGTTTGTAGTATTGGATTT
GGCATTGCTTTTAATTTTTGAGATTGGGTTTITIGGGTTTTATTTGGTTCTTGT
GATTCAAGGTTATTGATTTGCTGCATTAAACTGTATTTATGGAATGATGTCAA
TTAACTGTTACATTACATTGCTTTATGGTTTTCATCATGCTGATTAGTGATTA
CTGTGTTTGAATCTCTTGCTTCTCTATGTACTATTTAATCTGATACAACAAGT
ACAACCTAGAAAACAGGTTAAAGGGAAATCTATAAGCTTAGTAAATTAACA
CTTGAAAGAAGCTAATGACGGAGAGAGGGGTCTTTTTGGAGAAGGCAGTTTT
CATATTATTGCTCAGTTCTCTAGTGCAGCTTTACTTCACTTAGACACTCTTAA
GTAGAGGTCATAGGTGTTCAGAATAGATCCAAAGACCCGATATTTACCGGAC
TTTGTAAACAACTTAACCCGACTTCAAAATGAATTTACAATCATATAAAAGC
AATATGGACTTAAACCGATTTTGAACCGACCTTGACCGGTTGATCCGAATGA
ATGCCTCTACTCTTAAGCATGTCAACTGTAATATGAAATAGAATTATAATAT
AAACTAAGTTCATGTTTTCTTCAACTACAAATGAAATTTTATGACCCAAATA
ATGTGTGAATACCCCCAGCAATAGGTTGAATGGCATTTAGTTCAGTTGATTTT
AGCAGACCACATCTGCCCTCATATTCCATTGTTCAGTTTAGTTGTTAGTAGCT
GTACATAATAGACTAATTAAGTTGTCATTTTGATCCATGTTATGGTTGTCTGG
GATAAACGGATTGGAATTGTATAATAAAAGTTTGGGTTAGTTTATTTITGCTCT
AGGAGGGGTTATGTCATATGTGCACTCTGTTGGCAACCCGACAATGCAAAAC
ATTTTCATACTTGGTACGTTGTTGCGTGTTTTGTGCCCTTCGTATTTTGTAACT
GTTGATGAATGTGTAAAAATATACTACATGATCATATGCTAGTAGGTCTTCTT
CACCTAGTAAAGAAATTTTTCTAACACGAGAAGTTCAAAACATATTCCCATT
ACCATTATCCAACATCAGTACCCGAGTCCAAGTAACATAGGGTGTCCCTTTA
TGATAGTATAAGAATTGGTGCATGAAAAACGCGTGATTGTAGCGAGGATAG
TAGGCGGGAGAGGTACAGGATTTGAAAATTTTGAATTGCTAAAACGCTATCA
GGATCTTGTTTTTCTTACTTTGATGTTGCTTTTTTGAAATTTGATCCAAATTGT

TCAGGCCGCATTCTCACAGTGAAGGCTCAATTAAACAAGGTGAGTCTTTTTT
TGTCTTAACTCTTATGCAGTTCATTATCTCTTCTACTGATGAGAAAACCACTA
TTTGGCCTAATTCTAATTTCCTTCTAGGTTGCTTTGGATGGTTCAAATCATGC
TCCATCACCTTCGCACGAAAAATCTGGGCTACCAGCCCAAGAAAAGAAGAA
CGATGAGCCGTCTAGTGAATCTTCTCCTGCAGCATCAGTGTCTGAAGAACGA
GTCTCCGAATTCTTGAGCCAAGTTGCCGGTCTTGTCAAGTATGTAACATTCTT
TATTTTCATTCTTCCACACACTCGCAATTTGGATAACGAGATGTCTTTAGAGA
CGTCTGGGGAACAAGGGAGAAATGAGTCTAGAGGTTGCTAGAGAGAACGAG
ATAAATACTAATATATATGAATATTTCATAATCCACATTAAAAAAATACAAT
TGAATTTGCATTATGGTGAACTACCAAAGAATCGAATATTTTTTAATACTCCA
TGTTTTGTGGTCTAGACTTGTGGATTCTAGAGACATTGTAGAGTTGCAATTAA
AACAACTGGACTGTGAGATATTGATCCGCAAGCAGGAAGCTATTCCTCAACC
ACAAATTCCTAATCCTACACATGTCGTTGCAATGCAACCACCACCACCTGCT
GTAGCGTCTGCCCCAGCTCCCGTCTCTTCACCAGCCACTCCTCGTCCTGCGTT
ACCTGCCCCAGCGCCTGCTGCCACGTCAGCTAAGCCATCACTTCCACCTCTC
AAGAGCCCTATGTCAGGCACATTCTACCGTAGTCCAGCTCCTGGCGAGCCGC
CTTTCGTGAAGGTAAGTGTATACCCCTTTTTITAGTGTTGTATTTCTGTGTTATA
TCAATTTTTGCATTTTGTGAAGCTGAAAATAAATCTTTCATTTTCCATAGGTT
GGAGATAAAGTTAAGAAAGGACAAGTCATATGCATTATCGAGGCTATGAAG
TTGATGAATGAAATCGAGGTACGTATGTTATTGCTTTAAACTTCATGCCTTAG
GCCGTGAAGTT

ALSA1

ACAAAAAGCACAAATTCAATAATATACTCTTTAAGTTTGTTTATCTTCTAATT
AGTTCGGTTAAAACGGTTCCCCACTTTCTTCTCCGACTCTCACAATTATCTTC
CCCTATTCATTTTTCTTCCACCCTCTCTAATGGCGGCTGTTTCCTTCAATATCA
ATGGTGGAAAGATTGGAACTTTATGTTCAAGACACGAATTCGTTTGTGGGTT
TGTAAGAAAATTTCATTTTAGAACTCATACTTCTATATTTGAAAAACATATGC
CAAAAACTTCAAGGTTTAAAGCAATGGAAGTTTCTGCAAATGCAACAGTAA
ATATAGTTCCTGTTTCAGCTCATTCTAGGTAATTTTATTTCTCGAAAATTTCC

SATTTACAATTAAATTAATCTTGTTTTGTAGGTAATGAATTGCAGAAGAAAT
AGATGGATTCTTATTTGTTTATTGGTATTTGTTTATAAATTTTTGTTTATATTA
GTTTCTGAATTGTGATTATTCTGATTGTATGTCAAGGTTTAGGTTGTTATTAA
TAAATGTAAATTGGATTGATTGAAGTTGCAATAAGGTGATGGCGTGATGCTG
ATTGTTGTAAATTTT

230
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ALS2

CAACAATGAGAATTTAGAATCCATATCAATCTTGATATTCAAGGGTATTTAA
GTAATTAAAGAACAACCATTGTTAAGCGCCTCCACTATCTTCTTCCTTCTCAT
TCTCCATTCTCGCTTAGCTTTCCTCTCGCACTAATTACCTCCATTTGCAACCTT
TCAAGCTTTCAACAATGGCGTCCACTTCTTCAAACCCACCATTTTCCTCTTTT
ACTAAACCTAACAAAATCCCTAATCTGCAATCATCCATTTACGCTATCCCTTT
GTCCAATTCTCTTAAACCCACTTCTTCTTCTTCAATCCTCCGCCGCCCCCTTCA
AATCTCATCATCTTCTTCTCAATCACCTAAACCTAAACCTCCTTCCGCTACTA

TAACTCAATCACCTTCATCTCTCACCGATGATAAACCCTCTTCTTTTGTTTCCC

GATTTAGCCCTGAAGAACCCAGAAAAGGTTGCGATGTTCTCGTTGAAGCTCT
TGAACGTGAAGGTGTTACCGATGTTTTTGCTTACCCTGGTGGAGCATCCATG
GAAATCCATCAAGCTCTTACTCGTTCTAATATCATTAGAAATGTTCTTCCTCG
ACATGAACAAGGTGGGGTTTTCGCTGCTGAAGGCTACGCTCGTGCTACTGGA
CGCGTTGGAGTTTGTATTGCCACTTCTGGTCC

231

EPSPS1

ATTTGGATAACTTTTTCCTTTGATTCGAATCGGATTATTTTTAATACAGTATT
ATGAACTGATTTAATGAAAGTGGAGGAAGTTTCAATTTTTAAAGTTGTAGGT
GTAATGTTTTCTCATTTTGGATATGAAAGTGGAGGAAGTTTCAATTTCGAATC
ATGTTTGCCAGTTGATTCAATGAATGCTCTTGGAAATGACCAAGAGTTCAAG
GCTTCTTGTTATAAAACATTTCAATTTTGATCTAAGAATGAACTATTTAGAAC
TTAAAGTAATTAAATTATTAGTTATAACTTATAAAAAAATTCAATTTTAACCT
TAAATTTATAAATTATGACCTTAAAAAGATCAAGTATTGAACGCATATTTAG
AAAAATTATAATTCGGCTTATCAGTCTCATATTGAGACGGTCTCGTCCAAGA
CAAGTTGTATCATTTATATAATCAAATATAATTATGAGTGTATTCATGTAGGT
TTCAACTTTAAAGCCTAGGTGAAAGATATGTTGTAGCATCTTTGTGAAAGTC
AGCCTATAACTTGGTTCTAAAATTTTGAAGCATAACCATATAGTCCCTCGAA
TTCATTCAAGTTGTCCAATTTACTTTTTTATACTTGCCGAGACAACATTTAAA
CCCTTAATATTTCTAATTAATCTTAATTAAAAATTATGAAAATTTGATATTAA
TAATCTTTGTATTGAAACGAATTTAACAAGATCTCACATGACTATGTTTTAAC
TTATAGATTAAAAAAAAATACAAATTAAGAGTGATAAGTGAATAGTGCCCC
AAAACAAATGGGACAACTTAGATGAATTGGAGGTAATATTAGGTAGCAAGT
GATCACTTTAACATCAAAATTGATCACTTATAGGTTCAAATTGAAACTTTTAC
TTTAATTGATATGTTTAAATACTACTTTAAATTGAAATTGATATTTTTAAGGT
CAAAATTGAAACCTTTAAGATTATAATTGAAAATTGGCAGAAGAAAAACAA
AGAGAAAGAATATAAGACACGCAAATTGTACCGATCTACTCTTATTTCAATT
TGAGACGGTCTCGCCCAAGACTAGATGTTCGGTCATCCTACACCAACCCCAA
AAAATTCAACAACAAAGTCTTATAATGATTCCCTCTAATCTACTACAGTCTA
CACCAACCCACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTAAGAACTAAG
CCCTCTTCTTTCCCTTCTCTCTCTCTTAAAAGCCTGAAAAATCCACCTAACTTT
TTTTTAAGCCAACAAACAACGCCAAATTCAGAGAAAGAATAATGGCTCAAG
CTACTACCATCAACAATGGTGTCCAAACTGGTCAATTGCACCATACTTTACC
CAAATCCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTG
AGAATTTCTCCAAAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAAAGAGTTGGTGGGCA
ATCATTCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCTGCTGCAGCTGAGAAA
CCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTA
CTGTTCAATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCT
GCTTTGTCTGAGGTATTTATTTCTCAACTGCGAAAACAATCTCTATTTGATAT
TGGAATTTATATTACATACTCCATCTTGTTGTAATTGCATTAGTAGATACTTA
TGTTTTGACCTTTGTTCATTTGTTTGTTGAATTGGTAGTGTTGAGAATTTGAAT
GTAATTATTTGTTTTTCCATGTGAATTTAATCTGATTAAATCCACTTCTTATTT
ATGTTAAGTTGCAATGATGTTTGCCAAATGGTTATCATTGAAGGATAAGTTT
GCCTACTTTTGACCCTCCCAACTTCGCGGTGGTAGAGCCATTTTATGTTATTG
GGGGAAATTAGAAAGATTTATTTGTTTTGCCTTTCGAAATAGTAGCGTTCGT
GATTCTGATTTGGGTGTCTTTATAGATATGATATATGGGTTATTCATGTAATG
TGTAGGTTTATGCATTATGTTGGATGCATGTCTGGTGTTATTGCTGTAAATGG
ATGAATGTTGTTATTTGGAGACATTTTTTCATTCATTTTTTCCCTTTTTAATTG
GAACTGGAAGAGGGAAAGTTATTGGGAGTAATTAAAAGGTTGTGAGTTCGA
TACACTGCATCAAAGACGAAGAACTTGACATAGATGTTGAAGGCTAATCCTT
ATCACTGCTTGAATTCAATATGTATCTGAAAATTTTACCCCTCTATATGCATC
TGTTTTTGCTAATAAAGTGTTTTTGGACTATCATGTTTTGTGATGCTTAAGAG
GGTGATATTACTGAGATAAATGGAAATATCAAAATAACATCTATTGTGAAGT

232
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EPSPS2

CAAGCTTCAATTATCGTTTTCAAAATAAGTATTTCAAAGTCTATAAAGATATT
GTATAAGTTTTAGTTCAAATTTAATAAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TGAAAATCCAAATTGAATAAGTTAATARTTAAATTATGACATATAATTATGA
CATATAATTTGACCATGATATTTTACAATCTAACTTAATTTTGAACTTATTAT
TTCTAATATTCAATTATCGTTCTAAAAATAAGTATTTAAATTGTATAGATATA
TTGTATAACATTTAGTTCAAATTTAATTATTGATAGTTTTATTGACTATTTATT
TGGKGTTTGAAATTCATCCATAGAATGATAGAATAACACCATTTTTTATATA
ACTTCGTTCTAAAATTTTGAAGCATAACCATATACTCCCTCCAATTCATCCAA
GTTGTCCAATTTACTTTTTCATACTTGCCGAGGCAACATTTAAACCCTTAATA
TTTCTAATTAATGTTAATTAAAAATTATGAAAATTTGATATTAATAATCCTTG
TATTGAAACAAATCTAACAAGATCCCACATGACTATGTTTTAACTTATAGAT
TAAGAATAAAATACAAATTAAGAGTAATAAGTGAATAGTGTCCCAAAACAA
ATAGGACAACTTGGATGAATTGGAGGTAGTATTAGGTAGCAAGTGATCACTT
TAACATCAAAATTGATCAGTTACAGGTTCAAATTGAAACTTTTACTTTAATTG
ATATGTTTAAATACTACTTTAAATTGAAATTGATATTCTTAAGGTCAAAATTG
AAAACTTTAAGATTATAATTGAAAAATGCCCAGAAGATGAAAAAACAGAGA
GAAAGCATGTAAGACACGCAAATTGAACCAGTCTACTCTTGTTTCAATTTGA
GACGGTCTCGCCCAAGACCAGATGTTCAGTCATCCTACACCAACCCCAAAAA
ATTCAACAACAAACTCTTATAATGATTCCCTCTAATCTACTAGAGTCTACACC
AACCCACTTTCTCTTTGCCCACCAAAACTTTGGTTTGGTGAGAACTAAGCCCT
CTTCTTTCCCTTCTCTCTCTTAAAAGCCTAAAACCCACCAACTTTTTCAGCCA
AGAAACAACGCGAAATTCAGAGGAAGAATAATGGCTCAAGCTACTACCATC
AACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAAAACCCAGT
TACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCA
AAGTTCATGTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGCAATCATCAATTGTTC
CCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCTGCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCA
GAAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTACTGTTCAATTGCCTG
GGTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGC
ACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGG
ACGCTCTCAGAACTCTTGGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAAAAG
GGCAGTCGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGTTTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAG
GAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGA
CAGCTGCGGTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGT
ACCAAGAATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCA
ACTTGGTTCAGATGTAGATTGTTTTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGG
TCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAAGGTCAAGCTCTCTGGATCGGT
TAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGAG
ACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATGTTGAAAT
GACAATAAAGTTGATGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGT
TGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCAGAAATACAAATCTCCTGGAAAGG
CATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTAGCCGGAGCCGC
CGTCACTGGTGGGACTGTCACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAG
GTATAATGTTAACCCTTACCCTTCACATTGTTCTGCTAAATTCTAGAGGACCC
TTTCAATTCTGGGTGGGATAAGCACGGCAATTTGACCGCAAAAAAATTGCAA
AATTATTCTGCTGATAGAACATCTCGAGATGAGATCATATTGAGTTTTGGCG
TCAACATAAACCTAATCAAATAATGAAAAATACAAACATCATATGGTTTCTT
TTGTCTTTATGACTAGACACTCTCTATTATTCCTTGATTGGGATCTTATTTGAA
ATTGCTGTGTAGCCTACACCTCATGTTCAGATTTTGTTCGTATACCAGACTTT
TCTTGATTGGGATCTTATTTGTCCCCTGGATTTTGCATAGGGTGATGTAAAAT
TTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATA
GTGTAACTGTTACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCG
TGCTATCGACGTCAACATGAACAAAATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCA
GTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAGATGTGGCTAGCT
GGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAA
AGCTTGGGGCAACAGTTGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCC
TGAAAAGCTAAACCCCACCGCCATTGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCC
ATGGCATTCTCTCTTGCTGCCTGTGCAGATGTTCCCGTCACTATCCTTGATCC
GGGATGCACCCGTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAAAGTTC
GCCAAGCATTGA
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GS3

TCTTAATTTGTATTTTATTATTAATCTATAAGTTAAAACATAGTCAAGTGAGA
TCTTGTTTGATTCGTCTCTATGCAAGGATTTTCATATCAACTTTTCATAATTTT
TGATTATACACAATTACAAATATTAACGAACGAATAAGTGCATTAAAAAGA
GTGCAAAAAGCAAATGGGACACTTGTGTTGAATAGGAGGGAGTATACATTA
AGATGAATCTAACGAGATCTCACATGGATATAATTTGTCTTCTATATATGTCT
AAAAAATCTTGATCAAATTTCTCTTTCCAAAATAGAATATTCTAAATGGGAA
GAACATTAAGAAACGGAGGGAGTACTTATAAGTTAAGATAGTTGGGGGTAT
TTAGGTAAAAAAATCTATGCCAAAAGTAGAAAGTGGACAATTAGAGTGACT
TTACTAAATAAGGAAAGTGGACATTTAAAATGAATCGGAGGGAGCATATTA
ACTTTATTTTCAAAGTGTGAAACATAATCATATTTAGGTAAAAAAATTATCA
ATTTAACGTCAAAATTGATCACAAATAGGTTAAAATTGAAATTTTTTATGTTA
ATTGATCTATTGTTCACTTTAAATTGAAATTGATATCCTTTAAGGTTAAAATT
AATACCTCTAAAATTAAAATTATTAAAGGCCCAGAAAATAAAAAAAAAAGA
AGACAGGCTATTAGTAAAATTATTAAGTATGTAAGGTTGATACACGCGCGAA
TTGAGCCGGCCCACTTTTAGTTTCAATTTGAAACAGTCTCAATCAAGACCAA
TTATTTATTATTTTATTATTTTATTGTTTTAAGCTCAATGGGTTGGACTTGATA
AATTATATTTTGAGGAGACGGGCTATTAGTAAAATTAATAGTTGGAATCTTT
TTTGATATACTATAAAAAGAGGTATCTGGTGGAGCCTTAAATCTGCGCAATT
GAAGTCCTCAATACACATCTCGCTCTTCTTATTCTCTTTCATCTATTTCCTCCT
TTGATCAAACTACGCCATGTCTCTCTTAAATGATCTCGTTAACCTTAATCTCT
CTGAAACTACCGATAAGATTATCGCTGAATACATATGGTAATACAACAATCC
TTCCTCTTTTTCATTT

234

GS5

AAAAAACCGTCTTATTTGTAGAAAATAAAAAACTAAAAAGTAGTATCAACTT
TTAGACTAGTCATAAGTGAGTGGCATCAAACTTGTTCTATAAAAAGGGAAGA
GTTCCTCAACTTGAGATTCATATTTTTTGTGATTTCTAAATAGAAGAACATAC
TCATCTTCCACTTCTCTTATTCATCAAATTTTATTTGTTCCCCAAAAAAACAT
GTCTCTTCTTACAGATCTCATCAATCTTAATCTTTCTGACTCCACTGAGAAGA
TCATTGCTGAATACATATGGTCAGTTTTCATCCCTTTTTTTTACCTTTAATCCC
ACTTTTTGTTTTTACCCACCATTTTTTTCATCTATTTTCTCTTAAAGATTTTAA
CTTTTTACTTTTTTGTGTATATAACATTCATTTTTTCAATTGGGTAGGTTAGAA
AATTTCTATAAATAAATAAATAAATNNNNNNNNNTACCTTAATCCCACTTTT
TGTTTCTACCCACCATTTTTTTCATCAATTTTTCTTAAAGATTTTAACTTTTTTT
AACTTTTTCTTGGTTTTTGTGTATATACCAATCATTTATTTTCACTAGTGTAGG
TTAAAAAATATCTAAAAATAAATAAAATAGAATAAAAATGTAATCACTAGA
TTAACCCATGAATTATTTCCCTTGTTTTTACTCAAACTTTTTACCCTTGTTAAA
AAAATAATGATATAAATAAATTTTTGAGGGTTTGTTAAACCCATATGTAATC
TATATCGAAAAAATTAGATAGCGGGTTTTGTTGTGGACAAACTAAATAACAA
ATTTAGGAATAAACTTTTGAGGGTTTATTGAAAAAATAACCCATATTTAATC
TATATCGAAAAAATGATAGCGAGCTTTGTATAGAT

235

HPPD

CGTCGAAGTAGAAGACGCGGAAGCTGCTTTTAACATCAGCGTTTCGCATGGG
GCTATTCCCTGTGTTTCTCCTATTCAATTGGAAAACGGTGTCGTTTTATCTGA
GGTTCATTTATATGGGGATGTTGTGCTTCGGTATGTAAGCTACGGAAATGAA
TGTGGGGATGTGTTTTTTCTTCCTGGGTTTGAGGAAATGCCGGAGGAATCAT
CGTTTAGAGGACTTGATTTTGGCATTCGAAGGTTGGATCATGCTGTAGGGAA
TGTCCCTGAGTTGGCTCCTGCAATTGCTTATTTGAAGAAGTTTACTGGGTTTC
ATGAGTTTGCTGAGTTTACAGCTGAAGATGTTGGGACGAGTGAAAGTGGATT
GAATTCAGCCGTATTGGCAAACAATGATGAAATGGTGTTGTTTCCGATGAAT
GAACCTGTGTATGGGACAAAAAGGAAGAGCCAAATTCAAACTTATTTGGAG
CATAATGAAGGGGCTGGTGTACAGCATTTGGCTTTGATGAGTGAAGACATAT
TTTGGACTTTAAGGGAGATGAGGAAGAGAAGTGTTCTTGGTGGGTTTGAGTT
TATGCCGTCGCCGCCTCCGACTTATTACCGGAATTTGAGGAACAGAGCTGCT
GATGTATTGAGTGAGGAGCAGATGAAGGAGTGTGAAGAGTTGGGGATTTTG
GTGGATAAAGATGATCAGGGCACTTTGCTTCAAATCTTCACCAAACCTATTG
GAGACAGGTAAATTTTAATCTTGCTTTCAATTGCTTTTGCTTGATGGATTGAC
TAGCAAATTTGATCGCATTTTGTTGCTTATATGACTTGATGATACTTCCTCTG
TTTCGAAATACTCGCTACATTCGCTACATTTTGTTTTGTGCACTATTCATCGTT
CAAGCTTATTTTACATATTGCGACTAATGTGTAACTAAAAATATAGTCAAGT
GGGATCTTGTTTGAATCGTCTAATGGCATACTTTCATCATATTAAATTTTTAT
AATTTTTAGATTAGTGTAGTTTAAGATATTAATGCTCAAAATTGTGCATTGGA
TTGCGTAAAAAAGTGAAATGTAGCAAGTATTATGAAA
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PDS

AAAACCAAAGGAAATAAGTTATAGGTAGGAAAAATTGTTATTGAAGTTAAT
GTAGTAAACTAGTAACTTAAACTGTGATACCCCGGATTTAGCTTAAAAAGAG
ATTGATAGACTACTCATATCAACAAGGTGCATCTTCTTTTCTAGGGAGCCCAT
TTGCTAAGAACTCTACAGTTAAGCGTGCTTGGTGGGGAGCAATCTTAGGATG
GGTGACCTCCTGGGAAGTTTTCCTGGGTGCGCACGGGTGAGGCCAAAGTGCG
TTAAAAAGACTTGTGTTGGTCTGTGGGGCTTGTCTACAGTCTCCATGAGTAGT
CACCGGCGGTACGAGAGGCCGGGGTGTTACATAAACAGACTCAAAGGCGCT
AAGCCAAGTAGCCAATAGCAACATGTGTGGCCTGCGGACAGTCACAAAAAC
ACACAATTTCTTATTTTTACTCTCTTTTATCTCTTTTAGGCTTTAGCCATCAAC
AATAAAACAACATGATAAAGCAATTCATTTACTGCTAAATTCCAACAATTTG
GTCCCTTTTTCCTGTTCTTTCAGTTTCACATACCCTCTTATCAATCTATATCCA
AAACTATTTCATTTTCCAAACTCTTTTAAACCCAAAAATCAAAACTTTTGATT
GAAGAACAAACTTTGGGGGTTTTGGAAAATGAGTCATTTTGGATATGCTTGT
GCTACTCAATCCACATCAAGATATGTTCTTTTAGGAAATTCAAATAACCCCA
CTTCAATTTCATCTATTGGAAGTGATTTTTTGGGTCATTCTGTGAGAAATTTC
AGT
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PPOX

TGGTACCTACCCTGTTTACATTTTCAATTTCCCCCTTTTTTCTCTACTACTCCT
ACTTTATTGATTCTTATCCATGTGTGTTCTATGGGAATTGACATTAATTGTTC
AGGTGTGTATGCTGGTGATCCTTCTAAGTTGAGTATGAAAGCTGCATTTGGA
AAGGTCTGGACCTTAGAGCAAAAGGGTGGTAGTATCATTGCCGGTACACTCA
AAACTATTCAGGAAAGGAAGAATAATCCTCCACCGCCTCGAGACCCGTCCGT
AATCACCATTACTCATTGCTTTCCTTCACCTTGTATCTTACCTTAATATACATG
TATTTAATTGATAATGTCACATTGCCTCATTTGCAGCCGCCTTCCTAAACCTA
AGGGCCAGACTGTTGGATCCTTTAGGAAAGGGCTCATTATGTTACCTACCGC
CATTGCTGCTAGGTATCTTTTGACTCTCAAATCTTAAATATTTCTCATCTTCTC
CTTCTGCTAATACTAGTATGTTTACCATCTTTTTATTTTTTTAGGCTTGGCAGT
AAAGTCAAACTATCGTGGACACTTTCTAATATTGATAAGTCGCTCAATGGTG
AATACAATCTCACTTATCAAACACCCGATGGACCGGTTTCTGTTAGGACCAA
AGCGGTTGTCATGACTGTCCCTTCATACATTGCAAGTAGCCTGCTTCGTCCGC
TCTCAGTGAGTATCATTCTTTCCTTCATTTCTTTTCGTTTATTGTTGTCCAATG

ACTGATTCAGGCACTGTGGGAGATGCCTAAGTTTCTAAAACCTCTGCGCATA
ATGTTTGTTTGGATGTTAGGAATTGCATTGAAAAATTGCTTTTGTGATGTTGA
TGTTAATACCAATTACAAGTGTGTTCTTCAACTTCTGCAATACCTTGTTCGAG
TGAGCTTGAGGGGGTTTAGATTAGTGTCCAATGTGAAACTAGCAAATGAACT
CCAAGCGCTGGGATAGGTCCTTGGGATGGAGCCCCTGATACCCAAGACAGT
ATTCAAACCCTCTAAGTAGAGTGAGAGATCAAGGAAAGAAACTGGGTGGTT
CCTCAAATCGTAAAAAATGAATACAGTGTCATGATTGCTAATCTTATCACAA
ATCGTAAAAAATGAATTATGGTCGATTTTGGACTATTTTTGGGTCATTTTGAG
TGAATCTCGAACTTAAAAAGCGAGTCTTCTAGCAGTTCTTGTTACAGCGGGG
CATACATAGGTAGGAATTTGGTTTTTTACTATTTGAGCCTTTTGACTGTTGTG
GCCGGTAATATGGAATAGTCTAGCACTTCTGCGTGTGTACAACTAGTATTTA
TTGTAATTATGTGATCGCACTTAACTCTCAGATAAAACCTTAAGCACTAACA
TTTTGTTTTGGTTGAAGGAATCAGGAGGAAAGAAAATTGAGGGATTTGTTGG
TATATAGATTCCTTTGTTTGGATAACAAAATTGGAGTGGAGAGATTTGGAAG
GAAGAATTTTATAGGGATTAGTTCCCATTACACTTATGTTGATTACAAAATTT
CTCCAAAAGTGGAAAGATTTTGAGTGAAAATGTTTTTTATTTCTCTTCCTCTC
CCTTTCTTTCCCTCTTAAACAAACAAGGAAAGTTAATCTTATCATTCCGTACC
TTCCCCTTCTGTTCTTTTTTTTCTCTCCAAAATTCTTATCCTAACGTAGTGTTA
TTGTCACTGTCTTATGAACGAGAATTCTTTTCTTCCTAATACTGCTTGTGTTGC
ACAGTCAATGATTTAGCTAGATCATCTTTGGTTAGCTACTCAAAATATTTACA
TAAAATACTTGTAGAAATAAATACCAATAGGTCTTGTCAAGAAGTAGTTTCA
ATGCTATAAGTTTTAACCAATCCTCAAAATTTACACCATGGAGATATCTGCG
GATAAGAACTAGTAACTGTAGCAGCTGTAACTGTTGCAATCAGTTTTATGGT
TTGCCTTGCAAATCAAACTTTGGATGTTGTTTGCCTTACAATTTGTTACTATT
ACGTGAAGTTTAGTGTTCGCCCTTCACATTGTACTTTGGTTTTTGTTTTCCTTG
CAATTTGCTCTTTGAAGTATAAAGTGCTGAGTGCTGAGTGCTGAGTGCTGAC
CTTTCCTGCTCAGGATGTTGCTGCAGATTCTCTTTCTCAATTTITACTATCCACC
AGTCGCAGCAGTGTCCCTTTCTTATCCCAAAGAAGCAATTAGACCAGAATGC
TTGATCGATGGAGAACTAAAAGGATTCGGGCAATTGCATCCTCGCAGCCAGG
GTGTGGAAACCTTGGGTATATGCTCCCATTCAACTATATCTCAATTTTTATGA
GTATTTTTCTTTCTCTGAATTATTCAATTTGGTGACGTTAAATTTTGATTGTAC
TCGACAGGAACAATTTATAGTTCATCTCTTTTCCCTGGTCGAGCACCACCTGG
TAGGACCTTGATCTTGAGCTACATTGGAGGTGCTACAAATGTTGGCATATTA
CAAAAGGCAAGTCATTTATACAATTATATCTGTTGTATCCTCAAATAAGTGG
GTATCAATCCTGACGACATGCTTGCTTGTATCGATGCAGAGTGAAGATGA
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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 “Region 1” y “Region 2” en la Tabla 23.

Tabla 23
Especie/gen o secuencia consenso Region 1 SEQ Regién 2 SEQ
ID ID
NO: NO:
Euphorbia_heterophylla_1Contig1 AGTTTACAGGGAGATG 239 | TCGATGTGAACATGAACAAAA | 251
FAAAGTI TGCCAGATGTCGCTATGACATT

GGCTGTGGTTG
Euphorbia_heterophylla_2Contig1 | AGTTTGCAGGGAGATG | 240 | TCGATGTGAATATGAACAAAAT | 252

TGAAATT GCCAGATGTTGCTATGACATTA
GCTGTGGTTGC
Ambrosia_trifida_1Contig1 AGTTTACAGGGGGATG 241 | TCGATGTTAACATGAACAAAAT | 253
FAAAGTT GCCAGATGTTGCCATGACGCTT
GCAGTCGTTGC
velvetleaf_1Contig1 AGTTTGCAGGGTGATG | 242 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT | 254
TAAAATT GCCAGATGTTGCCATGACTCTC
GCTGTTGTTGC
Xanthium_strumarium_2Contig1 AGTTTGCAGGGTGATG | 243 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT | 255
TGAAATT GCCTGATGTCGCAATGACTCTT

GCTGTGGTTGC
Ipomoea_hederacea_1Contig1 AGTTTACAGGGGGATG 244 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT | 256

TTAAGTT GCCAGATGTTGCCATGACTCTT
GCTGTAGTTGC
Chenopodium_album_1Contig1 AGTTTACAGGGTGATG 245 | TTGATGTCAACATGAACAAAAT | 257
) GCCAGATGTCGCAATGACTCTT
GCTGTTGTTGC
Digitaria_sanguinalis_1Contig1 AGTTTGCAGGGTGATG | 246 | TTGACGTCAACATGAACAAAAT | 258
TGAAATI GCCTGATGTCGCAATGACTCTT
GCTGTGGTTGC
Senna_obtusifolia_1Contig3 AGTTTACAGGGAGATG | 247 | TTGATGTCAACATGAACAAGAT | 259
TAAAATT GCCAGATGTTGCCATGACGCTT
GCTGTAGTTGC
Waterhemp_EPSPS AGTTTACAGGGTGATG | 248 | TCGACGTCAACATGAATAAAAT | 260
TAAAATT GCCAGATGTTGCTATGACTCTT
GCAGTTGTTGC
Palmer EPSPS AGTTTACAGGGTGATG | 249 | TCGACGTCAACATGAACAAAA | 261
TAAAATT TGCCAGATGTTGCTATGACTCT
TGCAGTTGTTGC
palmer_1Contig1 AGTTTACAGGGTGATG 250 | TCGACGTCAACATGAACAAAA | 262
TAAAATI TGCCAGATGTTGCTATGACTCT

TGCAGTTGTTGC

206) En la Tabla 24 se muestran secuencias de polinucleétidos de ARNbc de 21, 22, 24, 35, 45 y 55 meros, disefiadas
basandose en la secuencia consenso de EPSPS para la region 2,
TNGANGTCAACATGAACAAaATGCCaGATGTNGCNATGACNCTIGCNGTNGTTGC (SEQ ID NO:263).
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Tabla 24
Nombre Secuencia SEQID
NO.
Consenso_ Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAU 264
ARNbc de 21| aptisentido: AUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU
meros 265
Consenso_ Sentido: AACAUGAACAAAAUGCCAGAUG 266
ARNbc de 22 | aptisentido: CAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUU
meros 267
Consenso_ Sentido: CAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGU 268
ARNDc de 24 | antisentido: ACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUG 269
Consenso_ Sentido: UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCU 270
g‘sRn:‘:r‘;s de | Antisentido: AGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUGACGUCGA 271
Consenso_ Sentido: 272
ARNbc de 45| UCGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCUAUGACUCUUG
meros Antisentido:
CAAGAGUCAUAGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGUUGACGUCGA 273
Consenso_ Sentido:
ARNbc de 55| (CGACGUCAACAUGAACAAAAUGCCAGAUGUUGCUAUGACUCUUGC 274
meros AGUUGUUGC
Antisentido:
GCAACAACUGCAAGAGUCAUAGCAACAUCUGGCAUUUUGUUCAUGU 275
UGACGUCGA

207) Los polinucledtidos de ARNbc consenso de EPSPS se sintetizaron mediante transcripcion in vitro y se aplicaron
por via topica como preparaciones de ARN en bruto. Malezas resistentes a glifosato (palmera amaranto y hierba de
caballo de 16 copias) se trataron con los seis ARNbc consenso individuales (21, 22, 24, 35, 45, 55 meros); malezas
no resistentes a glifosato (amaranto tuberculoso, palo de zorrillo, digitaria, bejuco colorado, quinoa blanca, poinsettia
silvestre) se trataron con los tres ARNbc consenso individuales mas cortos (21, 22, 24 meros). Después del tratamiento
con los polinucledtidos, las plantas resistentes a glifosato se trataron con glifosato (1682 g de equivalente acido por
hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®) y las plantas no resistentes a glifosato se trataron con
glifosato (105 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la marca Roundup® WeatherMAX®). Después de
7 dias de tratamiento, se descubrié que los seis polinucleétidos de ARNbc consenso de la regiéon 2 de EPSPS,
proporcionaban 100 % de control (plantas muertas) de palmera amaranto resistente a glifosato; las plantas de palmera
amaranto de control tratadas solo con glifosato no murieron. Después de 7 dias de tratamiento, se descubrié que los
tres polinucledtidos de ARNbc consenso mas cortos (21, 22, 24 meros) de la region 2 de EPSPS evaluados
individualmente, proporcionaban 95%, 80% y 65% de control (combinacién de plantas muertas y con lesiones),
respectivamente, de amaranto tuberculoso; las plantas de amaranto tuberculoso tratadas solo con glifosato
proporcionaron aproximadamente un 40 % de control (combinacién de plantas muertas y lesionadas); y una mezcla
de los tres polinucledtidos de ARNbc consenso mas cortos (21, 22, 24 meros) proporciond aproximadamente el mismo
control que el glifosato solo. Los polinucledtidos de ARNbc consenso de la regién 2 de EPSPS no causaron ningun
efecto observable sobre las otras especies de maleza (amaranto tuberculoso, palo de zorrillo, digitaria, bejuco
colorado, quinoa blanca, poinsettia silvestre) analizadas.

Ejemplo 32

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

209) Se disefiaron oligonucledtidos 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
de T7 que se incluyd en los polinucleétidos antisentido.
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210) Se trataron plantas de lechuga de tres semanas (variedad SVR3603 L4) de la siguiente forma. Dos hojas
originarias (hojas que son mas viejas y que tienen ~60 % de su tamafio en la madurez) de cada planta, se pretrataron
con Silwet-L-77 al 0,1% (v/v) 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 solucién de Silwet L-77 al 0,01
% (v/v) y sulfato de amonio al 2 % (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8; cada planta se tratd con 6,7 nanomoles
de cada uno de los tres polinucleétidos HHO7, HHO9 y HH11 (para un total de 20 nanomoles por planta). Las plantas
de control se trataron con un polinucleétido HH02-05 no relacionado (antisentido para fitoeno desaturasa) o solo con
tampon (Silwet L-77 al 0,01 % (v/v) y sulfato de amonio al 2 % (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8).

211) Aproximadamente, 3 semanas después del tratamiento con los polinucleétidos tépicos, las hojas de lechuga “no
tratadas” (es decir, las que no fueron tratadas con los polinucleétidos tdpicos) se cortaron debajo del agua del cogollo
de la lechuga y se incubaron en un recipiente con jasmonato de metilo 1,33 milimolar en etanol al 5 %. Las hojas se
inspeccionaron para determinar el pardeamiento de las nervaduras centrales y se fotografiaron cada 24 horas. Se
tomaron muestras de las plantas restantes y se congelaron para analisis de ARN pequefio y ARNm.

212) Las plantas tratadas con los polinucleétidos antisentido de polifenol oxidasa HHO7, HHO9 y HH11 mostraron
reduccion significativa en el pardeamiento en las nervaduras centrales después del tratamiento con jasmonato de
metilo. Las plantas tratadas con HH02-05 (antisentido para fitoeno desaturasa) como control mostraron una leve
reduccion en el pardeamiento de las nervaduras centrales en comparacién con las de control tratadas con tampén.

Ejemplo 33

213) Este ejemplo ilustra una composicion herbicida adaptada para el revestimiento tépico sobre la superficie exterior
de una planta en crecimiento que comprende tensioactivo y al menos un agente letal para la planta, la mejora en la
que el agente letal para la planta incluye polinucleétidos 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, efectuando los
polinucledtidos la supresion sistémica del gen vegetal. Mas especificamente, este ejemplo ilustra una composicion
herbicida adaptada para el revestimiento tépico sobre la superficie exterior de una planta en crecimiento que
comprende tensioactivo y al menos un agente letal para la planta, la mejora en la que el agente letal para la planta
incluye polinucleétidos que producen la supresion de los genes endogenos de fitoeno desaturasa (PDS), 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) o ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) de
Nicotiana benthamiana. Este ejemplo también ilustra el uso de polinucleétidos aplicados por via tépica para suprimir
en una planta un gen expresado a alto nivel (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa).

214) Se disefié un polinucledtido antisentido con la secuencia CATCTCCTTTAATTGTACTGC (SEQ ID NO:34) para
el gen endoégeno de fitoeno desaturasa (PDS) de Nicotiana benthamiana, que tiene los fragmentos de secuencia de
ADNc

ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGGTCTTCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTG

GTAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTG
ACAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACA
GTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCAT
TGGAGATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTG
GTCACAAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGAT
GATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAAC
CTGTTTGGAGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATG
CCTAACAAGCCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGA
ATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGA
CTCTTGCCAGCAATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGAC
TGGATGAGAAAGCAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGC
ACTTAACTTCATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTT
CAGGAGAAACATGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCG
ATTGTGGAACATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGA
GCTGAATGAGGATGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATG
CTTTTGTGTTTGCCACTCCAGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCC
ATATTTCCAAAAGTTGGAGAAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAG
AAAACTGAAGAACACATCTGATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGA
CATGTCTGTTACATGTAAGGAATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACC
CGCAGAAGAGTGGATAAATCGTAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGA
AGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTATCATGTTGTCA
AAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCC
CTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGTGACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTG
CTGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCACAAGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGA
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GCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGTAGTTAGCATAGTGAACTAA (SEQ ID NO:38) Se disefiaron
polinucledtidos antisentido con las secuencias CTGTGATCATCATATGTATCA (SEQ ID NO:279),
CCTTAACTCTCCAGCTAGCAA (SEQ ID NO:280), CAGCCCGCAAATGTTTCATTC (SEQ ID NO:281),
GCCGTCAATGGCCGCATTGCT (SEQ ID NO:282), TCCTTCCCTCAGAAAGGGCAG (SEQ ID NO:283) y
TTGCCTCATGCTGCTAATCTG (SEQ ID NO:284) para el gen enddgeno de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) de Nicotiana benthamiana, basandose en la secuencia de ADNc de EPSPS de Nicotiana benthamiana
CTTATATGTGCTTAAGCCTAACGTGCACCCGGCCCCTTAACCCCAGCAGTTTTCAATCTACCTACCG
TCTCTACCATTTTCTTCTAGTTGGTGAAAATTTCTAACTTTGAGAAAACAAGCCAAAGTTTTTGTTT

CTAAGAACGCAAAATGAGTGAAATTTTITGCAGCAATGGCACAGATTAGCAGCATGAGGCAAGGG

ATACAGACCCCTAATCTTAATTCCTATTTTCCTAAAACCCAAAAGGTTCCTCTTTTITCGCATTCTA
TCTTCTTTGGATCAAAGAAAATAACCCAAAATTCAGCAAAATCTTTGTGGGTGTGTAAGAAAGATT
CAGTTTTGAGGGTGGCAAAGTCACCTTTTAGGATTTGTGCATCAGTGGCCACTGCACAGAAGCCCA

TTTCCAACCGTATTCTCCTTCTTGCTGCCCTTTCTGAGGGAAGGACTGTTGTTGACAATTTACTGAG
TAGTGATGACATTCATTACATGCTTGGTGCGTTGAAAACACTTGGACTTCATGTAGAAGATGACAA
TGAAAACCAACGAGCAATTGTGGAAGGTTGTGGTGGGCAGTTTCCTGTCGGCGAGAAGTCTGAGG
AAGAAATCCAACTATTCCTTGGAAATGCAGGAACAGCAATGCGGCCATTGACGGCAGCAGTTACT
GTAGCTGGAGGACATTCAAGATATGTACTTGATGGAGTTCCTAGGATGAGAGAGAGACCGAT
(SEQ ID NO:285),

CACTGACGTTGGATTAGAGGTAGGCTCCTTATATGTGCTTAAGCCTAACGTGCAGCCGGCCCCCAA
CCCCAGCAGTTTTCAATCTACCTACCGTCTCTACCATTITTCTTATAGTAGTTGAAAATTTCTAACTTT
GAGAAAACAAGCCAAAGTTTTGTTTCTAAGAACACAAAGGGAGTGAAATTTTTTGCAGCAATGGC
ACAGATTAGCAGCATGAGGCAAGGGATACAGACCCCTAATCTTAATTCCTATTTTCCTAAAACCCA
AAAGGTTCCTCTTTTTTCGCATTCTATCTTCATTGGATCAAAGAAAATAACCCAAAATTCAGCAAA
ATCTTTGTGGGTGTGTAAGAAAGATTCAGTTTTGAGGGTGGCAAAGTCACCTTTTAGGATTTGTGC
ATCAGTGGCCACTGCACAGAAGCCTAACGAGATTGTGCTGCAACCTATCAAAGATATATCAGGCA
CTGTTAAATTACCTGGTTCTAAATCCCTTTCCAATCGTATTCTCCTTCTTGCTGCCCTTTCTGAGGGA
AGGACTGTTGTTGACAATTTACTGAGTAGTGATGACATTCATTACATGCTTGGTGCATTGAAAACA
CTTGGACTTCATGTAGAAGATGACAATGAAAACCAACGAGCAATCGTAGAAGGTTGTGGTGGGCA
GTTTCCTGTCGGCAAGAAGTCTGAGGAAGAAATCCAACTATTCCTTGGAAATGCAGGAACAGCAA
TGCGGCCATTGACGGCAGCAGTTACTGTAGCTGGTGGACATTCTAGATATGTACTTGATGGAGTTC

CTAGGAT (SEQ ID NO:286), y
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AAATTCTTGGTTCGAGGAGGTCAGAAGTACAAGTCTCCTGGAAAAGCATATGTTGAAGGAGATGC
CTCAAGTGCTAGCTACTTTTTGGCGGGTGCAGCTGTCACAGGTGGAACTGTCACTGTTGAAGGTTG
TGGAACAAGCAGTTTACAGGGGGATGTTAAGTTTGCTGAGGTCCTCGAAAAGATGGGGGCAGAAG
TTACATGGACAGAGAACAGTGTCACGGTTAAAGGACCTCCAAGGAACTCTTCTGGAATGAAACAT
TTGCGGGCTGTTGACGTTAACATGAACAAAATGCCAGATGTTGCCATGACTCTTGCTGTAGTTGCA
CTTTTTGCTGATAGTCCTACTGCCATAAGAGATGTTGCTAGCTGGAGAGTTAAGGAAACTGAGCGG
ATGATTGCCATATGCACAGAACTTAGGAAGTTGGGTGCAACAGTTGTAGAAGGGCCAGACTACTG
CATAATCACTCCACCTGAAAAGTTAAAAGTAGCGGAAATTGATACATATGATGATCACAGAATGG
CCATGGCTTTCTCTCTTGCGGCTTGTGCTGATGTTCCAGTCACCATTAAGGACCCCGGTTGTACTCG
CAAAACCTTCCCCAACTACTTTGACGTTCTCCAGCAGTATTCCAAGCATTAAACCACTTTCCATTAA
GAATTTTGAAAAAGAGAGACTTTGACAACAATGGTGTCATACCGGAAGAGAAAAGCTTTGATCCA

AGCTTTCAACTCCTTTTCATTTGTCATGTGATGATCATTGTATTTGTTGAAGTTGAGCTGCTTTTCTT
TTGTCCAGAAGACATGTATGGATACTATTACTATATAGTTAAGGTGAACTCAGCA (SEQ ID NO:287). Se

disefiaron polinucledtidos antisentido con las secuencias CCACATGGTCCAGTATCTGCC (AK195, RBCS_1-2-3-4,
SEQ ID NO:288), CAAGCAAGGAACCCATCCATT (AK196, RBCS 1-2-34, SEQ ID NO:289),
GGCCACACCTGCATGCATTGC (AK197, RBCS_1-2-3-4, SEQ ID NO:290), GTGTTCACGGTAGACAAATCC
(AK198, RBCS_1-2, SEQ ID NO:291), TGCACTGCACTTGACGCACGT (AK199, RBCS_1-2, SEQ ID NO:292),
AACTGATGCATTGCACTTGAC (AK200, RBCS_3-4, SEQ ID NO:293), CAAATCAGGAAGGTATGAGAG (AK201,
RBCS_3-4, SEQ ID NO:294) y TGTCAAGGTTTTGTTTCCTGG (AK202, RBCS_3-4, SEQ ID NO:295) para el gen
enddgeno de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) de Nicotiana benthamiana , basandose en los
fragmentos de secuencia de ADNc 2A de cadena pequefia de RuBisCO cloroplastico de Nicotiana benthamiana

GCAATGGCTTCCTCAGTTCTTTCCTCAGCAGCAGTTGCCACCCGCAGCAATGTTGCTCAAGCTAAC

ATGGTTGCACCTTTCACAGGTCTTAAGTCTGCTGCCTCATTCCCTGTTTCAAGAAAGCAAAACCTTG
ACATCACTTCCATTGCCAGCAACGGCGGAAGAGTGCAATGCATGCAGGTGTGGCCACCAATTAAC

ATGAAGAAGTATGAGACTCTCTCATACCTTCCCGATTTGAGCCAGGAGCAATTGCTCTCCGAAATT
GAGTACCTTTTGAAGAATGGATGGGTTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGAAAGGATTTGTCTAC
CGTGAACACCACAAGTCACCAGGATACTATGATGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGCTACCTAT

GTTCGGATGCACTGATGCCACCCAAGTGTTGGCTGAGGTGGGAGAGGCGAAGAAGGAATACCCAC
AGGCCTGGGTCCGTATCATTGGATTTGACAACGTGCGTCAAGTGCAGTGCATCAGTTTCATTGCCT

CCAAGCCTGACGGCTAC (SEQ ID NO:296),

ACAATGGCTTCCTCAGTTCTTTCCTCAGCAGCAGTTGCCACCCGCAGCAATGTTGCTCAAGCTAAC
ATGGTTGCACCTTTCACTGGTCTTAAGTCAGCTGCCTTTTTCCCTGTTTCAAGGAAGCAAAACCTTG
ACATCACTTCCATTGCCAGCAACGGCGGAAGAGTGCAATGCATGCAGGTGTGGCCACCAATTAAC
AAGAAGAAGTACGAGACTCTCTCATACCTTCCTGATCTGAGCGTGGAGCAATTGCTTAGCGAAATT
GAGTACCTCTTGAAAAATGGATGGGTTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGCGCGGATTTGTCTAC
CGTGAACACCACAAGTCACCGGGATACTATGACGGCAGATACTGGACCATGTGGAAGTTGCCTAT
GTTCGGATGCACTGATGCCACCCAAGTGTTGGCCGAGGTGGAAGAGGCGAAGAAGGCATACCCAC
AGGCCTGGATCCGTATTATTGGATTCGACAACGTGCGTCAAGTGCAGTGCATCAGTTTCATTGCCT

ACAAGCCAGAAGGCTAC (SEQ ID NO:297),

CAAGCCAACATGGTTGCACCCTTCACTGGCCTCAAGTCCGCCTCCTCCTTCCCTGTTACCAGGAAA
CAAAACCTTGACATTACCTCCATTGCTAGCAATGGTGGAAGAGTTCAATGCATGCAGGTGTGGCCA
CCAATTAACATGAAGAAGTACGAGACACTCTCATACCTTCCTGATTTGAGCCAGGAGCAATTGCTT
AGTGAAGTTGAGTACCTTTTGAAAAATGGATGGGTTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGCGTGGA
TTCGTCTACCGTGAACACCACAACTCACCAGGATACTACGATGGCAGATACTGGACCATGTGGAA
GTTGCCCATGTTCGGGTGCACTGATGCCACTCAGGTGTTGGCTGAGGTCGAGGAGGCAAAGAAGG
CTTACCCACAAGCCTGGGTTAGAATCATTGGATTCGACAACGTCCGTCAAGTGCAATGCATCAGTT

TTATCGCCTCCAAGCCAGAAGGCTAC (SEQ ID NO:298),y
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GGCTCAGTTATGTCCTCAGCTGCCGCTGTTTCCACCGGCGCCAATGCTGTTCAAGCCAGCATGGTC
GCACCCTTCACTGGCCTCAAGGCCGCCTCCTCCTTCCCGGTTTCCAGGAAACAAAACCTTGACATT
ACTTCCATTGCTAGAAATGGTGGAAGAGTCCAATGCATGCAGGTGTGGCCGCCAATTAACAAGAA
GAAGTACGAGACACTCTCATACCTTCCTGATTTGAGCGTGGAGCAATTGCTTAGCGAAATTGAGTA

CCTTTTGAAAAATGGATGGGTTCCTTGCTTGGAATTCGAGACTGAGCATGGATTCGTCTACCGTGA
ACACCACCACTCACCAGGATACTACGATGGCAGATACTGGACGATGTGGAAGTTGCCCATGTTCG
GGTGCACCGATGCCACTCAGGTCTTGGCTGAGGTAGAGGAGGCCAAGAAGGCTTACCCACAAGCC
TGGGTCAGAATCATTGGATTCGACAACGTCCGTCAAGTGCAATGCATCAGTTTCATCGCCTACAAG
CCCGAAGGCTAT (SEQ ID NO:299),

215) Las plantas de Nicotiana benthamiana se trataron utilizando un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo
12. La solucién polinucleotidica (o de polinucleétidos mezclados en el caso de EPSPS y RuBisCO) se preparé en
Silwet L-77 al 0,01 % (v/v) y sulfato de amonio al 2 % (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8. Durante algunos
segundos, dos hojas completamente expandidas por planta, se sumergieron en una solucion de Silwet L-77 al 0,1 %
recién preparada con H20 bidestilada 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 polinucledtido antisentido de PDS (SEQ ID NO:34); para EPSPS, cada una de las 5 plantas
recibié 50 nanomoles de cada polinucledtido antisentido de EPSPS (SEQ ID NO:279-284); y para RuBisCO, cada una
de las 5 plantas recibié 50 nanomoles de cada polinucleétido antisentido de RuBisCO (SEQ ID NO:288-295). Las
plantas de control emparejadas se trataron con tampon (Silwet L-77 al 0,01 % (v/v) y sulfato de amonio al 2 % (p/v)
en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8). Los resultados se midieron como la altura de la planta después de 12 dias
(PDS y EPSPS) o 10 dias (RuBisCO) del tratamiento y se muestran en las Figuras 36A - 36B. Las plantas tratadas
con el polinucleétido antisentido de PDS mostraron retraso grave en el crecimiento (Figura 36A) y decoloracion. Las
plantas tratadas con el polinucleétido antisentido de EPSPS mostraron retraso grave en el crecimiento (Figura 36B)
y dafios importantes en los tejidos del meristemo y del tallo. Las plantas tratadas con los polinucleétidos antisentido
de RuBisCO mostraron retraso grave en el crecimiento (Figura 36C) y tejidos apicales deformes.

216) Se disefid un segundo conjunto de experimentos para investigar los efectos del silenciamiento de un componente
de la via de silenciamiento de iARN enddgeno en una planta. Las proteinas Argonauta (AGO) son componentes del
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, RNA-induced silencing complex) que une pequefios ARN en el
proceso de silenciamiento de iARN. Se esperaria que la supresion de Argonauta redujera el efecto fenotipico
observado causado por un proceso de silenciamiento con iARN. Se disefiaron 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),
TCTCAAGAATATCACGCTCCC (HL513, SEQ ID NO:303), CCCTTGGGGACGCTGGCAGGTCAC (HL514, SEQ ID
NO:304), TAATACGACTCACTATAGGGGGAGAGAGCTAGATCTTTTG (HL515, SEQ ID NO:305),
TAATACGACTCACTATAGGCACAGTATTTCTTCCTCCAACC (HL516, SEQ ID NO:306),
TTGCTCATCTTAAATACATGT (HL517, SEQ ID NO:307), TCATCTTAAATACATGTTTTGTCA (HL518, SEQ ID
NO:308), TTATCTTCAGGGATACATTAGC (HL519, SEQ ID NO:309), AATACTGCTTGCTCATCTTAAATA (HL520,
SEQ ID NO:310), GACAATTCCAAGTTCAGTTTC (HL521, SEQ ID NO:311), CCGTTTTAGATCACCATAAAGAGA
(HL522, SEQ ID NO:312), TTGTCTGGTAATATCACAATC (HL523, SEQ ID NO:313) para el gen enddégeno de
Argonauta-1 (AGO1) de Nicotiana benthamiana, basandose en dos secuencias de ADNc parcial de AGO1-2 de
Nicotiana benthamiana,
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ATGGTGAGGAAGAGGAGAACTGAGTTACCTGGTTCTGGTGAGAGCTCTGGGTCTCAAGAAACTGG
CGGACAGGGTCGTGGCCAGCATCCACAGCAGCTGCACCAAGCTACCTCCCAGACTCCATATCAAA
CTGCAATGACTACTCAGCCAATACCTTATGCAAGACCAACTGAAACATCCTCCGAAGCTGGTTCCT
CATCTCAGCCACCTGAGCAGGCAGCTCTACAAGTGACACAACAGTTCCAGCAACTTGCTTTGCAAC
AAGAAGCGGCTACAACGCAAGCAGTTCCACCTGCATCAAGCAAATTACTAAGGTTTCCCCTGCGTC
CAGGGAAGGGGAGCAATGGTATGAGATGCATAGTCAAAGCCAATCACTTCTTCGCAGAGCTGCCT
GACAAAGACTTGCACCAGTATGATGTCACAATTTCTCCAGAGGTGTCATCACGTGGCGTCAACCGT
GCTGTCATGGCGCAACTGGTGAAGCTGTACCAAGAATCTCATCTTGGGAAGAGACTTCCAGCATAT
GATGGAAGGAAAAGTCTATACACTGCAGGGCCCCTTCCATTTGTTCAAAAAGACTTCAAAATAACT
CTTATTGATGATGAGGATGGGCCTGGTGGTGCTAGAAGGGAAAGGGAATTTAAAGTTGTGATCAA
ATTGGCTGCCCGTGCTGATCTTCATCACTTGGGAATGTTTTTAGAAGGGAAACAGGCTGATGCACC
TCAAGAGGCGCTTCAAGTTCTGGATATTGTTCTGCGTGAGTTGCCAACATCTAGGTTTTGTCCTGTG
GGTCGTTCTTTCTATTCCCGTGATTTAGGGCGAAAGCAACCATTGGGTGAAGGTTTAGAAAGTTGG
CGTGGGTTCTATCAAAGCATTCGCCCCACACAAATGGGCTTATCACTGAACATCGATATGTCTTCC
ACTGCATTCATTGAGCCACTGCCAGTCATTGATTTTGTGACACAGCTTCTGAACCGAGATGTGCCA
TCTAGACCACTGTCTGATGCTGGCCGTGTAAAGATAAAAAAAGCTCTGAGAGGTGTGAAGGTGGA
GGTTACTCATCGTGGAAATATGCGGAGGAAGTACCGCATTTCGGGTTTAACATCTCAAGCAACAA
GAGAGTTGACCTTCCCTGTTGATGAAAATGGTACAGTGAAATCTGTAATTGAGTATTTTCGAGAAA
CATATGGGTTTGTAATTCAGCATACTCAGTGGCCTTGTCTACAAGTTGGAAATCAGCAGAGACCTA
ATTACTTGCCAATGGAAGTCTGCAAGATTGTGGAGGGACAAAGGTACTCAAAGCGCTTGAATGAG
AGACAGATTACTGCACTTCTGAAAGTGACCTGCCAGCGTCCCCAAGGGAGGGAGCGTGATATTCTT
GAGACCGTACATCATAATGCCTATGCTAATGACCCATATGCCAAGGAGTTTGGTATTAAGATTAGT
GACAAGTTGGCACAAGTTGAGGCTCGTATTTTGCCTCCACCTCGGCTTAAATATCATGATAACGGT
CGAGAAAAGGACTGCCTGCCACAAGTTGGCCAATGGAATATGATGAATAAGAAAATGGTAAATGG
AGGGACGGTGAACAATTGGATCTGCATAAACTTCTCTCGCAATGTGCAAGATAGTGTTGCTCATGG
GTTTTGCTCTGAGCTTGCACAAATGTGCCAGATATCTGGCATGAATTTCAATCCAAATCCTGTTCTG
CCACCTTCGAGTGCACGCCCTGATCAGGTCGAAAGAGTATTGAAAACTCGATTTCATGATGCTATG
ACTAAGTTGCAGCTGCATGGGAGAGAGCTTGATTTGCTAGTTGTCATCTTGCCAGACAATAATGGA
TCTCTTTATGGTGATCTGAAGCGCATTTGTGAGACTGAACTAGGAGTCGTCTCACAGTGCTGTTTG
ACAAAACATGTATTTAAGATGAGCAAACAGTATCTAGCCAATGTAGCGCTGAAAATCAATGTGAA
GGTGGGAGGGAGAAACACTGTGCTTGTTGATGCAATATCGAGGCGAATTCCTCTTGTCAGCGACC
GGCCTACCATCATTTTTGGTGCAGATGTCACCCACCCTCACCCTGGGGAGGACTCTAGCCCATCCA
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TTGCCGCGGTGGTTGCTTCTCAAGATTGGCCTGAGATTACAAAGTATGCTGGTCTAGTTTCTGCTCA
AGCCCATAGGCAAGAGCTTATTCAGGATCTGTACACGACTAGGCAAGATCCTGTTAAGGGGACAG
TTGCTGGTGGAATGATTAAGGACTTACTTATATCCTTCCGAAGAGCTACTGGACAAAAGCCCCAGA
GAATAATTTTCTATAGGGATGGTGTTAGTGAAGGACAATTTTATCAAGTGCTTCTGTTCGAACTTG
ATGCGATCCGCAAAGCATGTGCGTCTTTGGAGCCAAATTATCAGCCCCCAGTCACATTTGTTGTGG
TTCAGAAACGACATCACACAAGGCTTTTTGCCAATAACCACCGTGACAGAAATGCAGTTGACAGG
AGCGGGAACATTATACCTGGTACTGTTGTAGATTCAAAGATATGCCACCCGACAGAGTTTGATTTC
TATCTTTGTAGCCATGCCGGCATACAGGGTACGAGCCGTCCAGCTCACTACCATGTTCTATGGGAC
GAGAACAAATTCACAGCCGATGCGCTGCAGTCTTTGACCAACAACCTCTGCTATACATATGCAAGG
TGCACGCGTTCCGTCTCCATCGTTCCCCCTGCATATTATGCACATTTGGCAGCTTTCCGTGCTCGAT
TTTATATGGAGCCGGAGACATCTGACGGTGGTTCAGTAACAAGTGGGGCTGCTGGTGGCAGAGGG
GGTGGTGCAGGAGCTGCTGGAAGGAACACCCGAGCCCCAAGTGCTGGTGCTGCTGTTAGACCTCT

TCCTGCGCTCAAGGATAATGTGAAGAGGGTTATGTTCTACTGC (SEQ ID NO:314) y
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CACCTATCACTCTCTTTCTCTCTCTACAAACATATCGTGCCGTTTCTCTCTCGGCCTCTCTTCGTGTT
TTAGGGCACCGTGGTGGTTGGTATCCAGGCGGCGGTTTTGAGTTATTACCATGGTGCGGAAGAAGA
GGACTGATGTTCCTGGTGGTGCTGAGAGTTTTGAGTCCCATGAAACTGGAGGGGCACGAGGTGGT
GCCCAACGCCCATCACAGCAGCAGCAACATCAGCATCAGCAAGGCGGAGGAAGAGGCTGGGCAC
CTCAGCATGGAGGACATGGTGGCCGTGGTGGTGGGGGAGCTCCACGTGGTGGAATGGCCCCTCAA
CAATCCTATGGTGGACCTCCTGAATACTACCAACAGGGCAGGGGAACTCAACAGTATCAACGAGG
TGGAGGACAACCCCAGCGCCGTGGTGGCATGGGGGGCCGTGGGGCACGGCCACCAGTACCCGAGC
TGCACCAAGCAACCCAGACTCCACATCAGCCTGTACCATATGGAAGACCATCAGAAACATACTCA
GAGGCTGGTTCCTCGTCTCAGCCACCTGAACCAACGACACAGCAAGTGACTCAGCAATTCCAGCA

GGTTTCCACTCCGGCCAGGAAAGGGTAGTACTGGTATTAGATGCATAGTTAAGGCCAATCACTTCT
TTGCCGAGTTACCTGACAAAGATCTGCACCAGTATGATGTTTCAATTACTCCTGAGGTCGCCTCTC
GGGGTGTCAACCGGGCCGTCATGGAGCAGCTGGTGAAGCTTTATAGAGAATCCCATCTTGGGAAG
AGGCTTCCAGCCTATGACGGAAGAAAAAGTCTATACACAGCAGGGCCCCTCCCTTTTGTTCAAAAG
GATTTTAAAATCACTCTAATTGATGATGATGATGGACCTGGTGGTGCTAGGAGGGAAAGAGAGTTT
AAAGTTGTGATCAAGCTGGCGGCTCGTGCTGATCTTCATCACTTGGGGATGTTCTTACAAGGGAGA
CAGGCTGATGCACCGCAAGAAGCACTTCAGGTGCTGGATATTGTGCTACGTGAGTTGCCAACATCT
AGGTATTGTCCTGTGGGCCGCTCTTTCTATTCCCCTCATTTAGGACGAAGACAACCACTGGGTGAA
GGTTTAGAGAGCTGGCGTGGCTTCTATCAAAGTATTCGTCCTACACAGATGGGATTATCCCTGAAT
ATTGATATGTCTTCCACGGCTTTCATTGAGCCACTGCCGATTATTGACTTCGTGAGCCAGCTTCTGA
ATCGGGATATCTCTTCTAGACCACTGTCTGATGCTGACCGCGTTAAGATAAAGAAGGCACTGAGAG
GTGTAAAGGTGGGGGTCACTCATCGTGGAAATATGCGGAGGAAGTATCGCATTTCTGGCTTGACGT
CTCAAGCAACAAGAGAGTTGACTTTTCCTGTCGATGAAAGGGGTACGATGAAAGCTGTTGTGGAA
TATTTTCGGGAAACCTATGGTTTTGTCATTCGGCATACCCAGTGGCCTTGTCTTCAAGTTGGAAATA
CGCAGAGGCCAAATTACTTGCCAATGGAAGTATGTAAGATTGTAGAGGGACAGAGATACTCAAAG
CGCTTGAATGAGAGGCAGATAACAGCACTTCTAAAAGTGACCTGCCAACGTCCTCAAGAGAGAGA
ACGTGATATTCTTCAGACTGTTCATCACAATGCTTATGCTGATGACCCATATGCGAAGGAGTTTGG
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TATTAAGATCAGTGAGGAGCTTGCTCAAGTTGAGGCTCGCGTTTTGCCTGCACCTTGGCTTAAATA
CCATGATACAGGTCGAGAGAAAGACTGTCTGCCACAAGTGGGCCAGTGGAATATGATGAATAAGA
AAATGGTTAATGGAGGAACAGTGAACAACTGGATCTGTGTAAACTTTTCTCGCAATGTGCAAGAC
ACAGTTGCACGTGGATTTTGTTCCGAGCTTGCACAAATGTGCATGATATCCGGAATGAACTTCAAT
CCCAATCCTGTTCTACCACCAGTGAGTGCTCGCCCTGATCAAGTTGAGAGAGTCTTGAAAACTCGA
TTTCACGATGCTATGACAAAGTTGCAGCCAAATGGGAGAGAGCTAGATCTTTTGATTGTGATATTA
CCAGACAATAACGGCTCTCTTTATGGTGATCTAAAACGGATTTGTGAAACTGAACTTGGAATTGTC
TCACAATGCTGCTTGACAAAACATGTATTTAAGATGAGCAAGCAGTATTTAGCTAATGTATCCCTG
AAGATAAATGTGAAGGTTGGAGGAAGAAATACTGTGCTGGTTGATGCGCTCTCTAGACGAATTCC
CCTTGTCAGCGACCGCCCAACTATCATTTTTGGTGCAGATGTCACCCATCCCCACCCTGGGGAGGA
TTCTAGCCCGTCAATTGCTGCGGTGGTTGCTTCTCAAGATTGGCCTGAAATTACAAAGTATGCTGG
TTTGGTTTCTGCTCAAGCGCATAGGCAAGAGCTTATACAAGATCTGTACAAGACTTGGCAAGATCC
AGTTAGAGGACCTGTGACTGGTGGCATGATAAAGGAATTACTTATTTCCTTCCGTCGAGCAACTGG
ACAGAAGCCGCAGAGAATTATATTCTACAGAGATGGTGTTAGTGAAGGACAATTTTACCAAGTTCT
TCTTTTTGAACTTGATGCAATCCGCAAGGCATGTGCATCTTTAGAACCCAACTATCAGCCCCCGGTT
ACGTTTGTTGTGGTCCAGAAACGGCATCATACTAGGTTGTTTGCCAATAACCACCACGACAGAAAT
GCAGTTGATCGGAGTGGGAACATTTTGCCTGGTACCGTTGTAGATTCAAAGATATGCCACCCTACT
GAATTTGATTTCTATCTCTGTAGCCATGCCGGCATACAGGGTACTAGCCGCCCAGCTCATTATCAT
GTTCTGTGGGATGAGAACAATTTTACTGCTGACGCCCTGCAGTCTTTGACTAACAATCTTTGCTATA
CATATGCTAGGTGTACTCGTTCTGTCTCCATTGTTCCACCAGCATATTATGCACATTTGGCAGCTTT
CCGTGCTCGGTTTTACATGGAGCCAGAGACATCTGATAATGGATCAGTCACAAGCGCAGCTGCTTC
AAACAGAGGAGGTTTAGGAGCTATGGGAAGGAGCACGCGAGCACCAGGTGCTGGTGCTGCTGTAA

GGCCCCTTCCTGCTCTCAAGGAGAATGTTAAGAGGGTTATGTTTTATTGT (SEQ ID NO:315).

217) Las plantas de Nicotiana benthamiana se trataron utilizando un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo
12. La solucioén polinucleotidica (o de polinucleétidos mezclados en el caso de AGO1) se preparo en Silwet L-77 al
0,01 % (v/v) y sulfato de amonio al 2 % (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8. Durante algunos segundos, dos
hojas completamente expandidas por planta se sumergieron en una solucién de Silwet L-77 al 0,1 % recién preparada
con H20 bidestilada y se dejaron secar. Aproximadamente 30 minutos después, a cada una de las dos hojas
pretratadas se aplicaron 20 microlitros de solucién polinucleotidica. Para PDS, cada una de las 5 plantas recibié 25
nanomoles del polinucleétido antisentido de PDS (SEQ ID NO:34); para AGO1, cada una de las 5 plantas recibio 50
nanomoles de cada uno de los 14 polinucledtidos antisentido de AGO1 (SEQ ID NO:300-313); para los tratamientos
combinados con PDS y AGO, cada una de las 5 plantas recibié 25 nanomoles del polinucleétido antisentido de PDS
(SEQ ID NO:34) y 50 nanomoles de cada uno de los 14 polinucleétidos antisentido de AGO1 (SEQ ID NO:300-313)
aplicados en hojas distintas. Las plantas de control emparejadas se trataron con tampén (Silwet L-77 al 0,01 % (v/v)
y sulfato de amonio al 2 % (p/v) en fosfato de sodio 5 milimolar, pH 6,8). No se observaron diferencias entre las plantas
tratadas con los polinucleétidos antisentido de AGO1 y las plantas tratadas solo con tampén. Las plantas tratadas con
el polinucleétido antisentido de PDS mostraron decoloracion sistémica. Las plantas tratadas con el polinucleétido
antisentido de PDS vy los polinucleétidos antisentido de AGO1 aplicados por separado, no presentaron decoloracion
sistémica, indicando que la supresion de AGO1 bloqueé la propagacion sistémica de la sefial de silenciamiento.

Ejemplo 34

218) Este ejemplo ilustra un procedimiento para inducir la regulacion sistémica de un gen diana enddgeno en una
planta en crecimiento, que comprende revestir por via tdpica sobre hojas de dicha planta en crecimiento
polinucleétidos que tienen una secuencia esencialmente idéntica o esencialmente complementaria a una secuencia
de 18 o mas nucledtidos contiguos en dicho gen diana enddgeno o en el ARN mensajero transcrito a partir de dicho
gen diana endégeno, con lo cual dichos polinucledtidos se infiltran al interior de dicha planta en crecimiento e inducen
la regulacion sistémica de dicho gen diana enddgeno. Mas especificamente, este ejemplo ilustra el uso de una
composicion que comprende tensioactivo y polinucleétidos para inducir al menos transitoriamente la regulacion
sistémica del gen enddégeno de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de Zea mays.
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219) Una secuencia genémica del gen enddgeno de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de Zea mays
se identific6c como  ACCTACTTCCCCCTCGCCCCTCTCATGGTCTCTCTCGCGCCCAGATCTGCTACTA-
GACGGCACCGCT GCAGCGCGTCGTGTCGCGGGGGTTGGTGGCAGGCAGCGAGAGCTTGCCGTTCCTCTCTCT-

CAGTTG TCAGGTCCTAGGCTCACCTCACCGGCTCCCAGCCCGCTTCTATTTCTTCCTCCCCGACCCCGTGCAG
GTGGCAGTCCAGTCCACGCCACCAACCGCGAGGCGAACCAAACCAACCCACTCTCCCCAACCCCG
CGCGCCCAGGCCGCCCGCCCTACCAACCATCGGCGTCGGCAATGGCGGCCATGGCGACCAAGGCC
GCCGCGGGCACCGTGTCGCTGGACCTCGCCGCGCCGCCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGTGCA
GGCGGGTGCCGAGGAGATCGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCACCGTCAAGCTGCCGG
GGTCCAAGTCGCTTTCCAACCGGATCCTCCTGCTCGCCGCCCTGTCCGAGGTGAGCGATTTTGGTG
CTTGCTGCGCTGCCCTGTCTCACTGCTACCTAAATGTTTTGCCTGTCGAATACCATGGATTCTCGGT
GTAATCCATCTCACGATCAGATGCACCGCATGTCGCATGCCTAGCTCTCTCTAATTTGTCTAGTAGT
TTGTATACGGATTAATATTGATAAATCGGTACCGCAAAAGCTAGGTGTAAATAAACACTAGAAAA
TTGGATGTTCCCCTATCGGCCTGTACTCGGCTACTCGTTCTTGTGATGGCATGCTGTCTCTTCTTGGT
GTTTGGTGAACAACCTTATGAAATTTGGGCGCAAAGAACTCGCCCTCAAGGGTTGATCTTATGCCA
TCGTCATGATAAACAGTGGAGCACGGACGATCCTTTACGTTGTTTTTAACAAACTTTGTCAGAAAA
CTAGCATCATTAACTTCTTAATGACGATTTCACAACAAAAAAAGGTAACCTCGCTACTAACATAAC
AAAATACTTGTTGCTTATTAATTATATGTTTTTTAATCTTTGATCAGGGGACAACAGTGGTTGATAA
CCTGTTGAACAGTGAGGATGTCCACTACATGCTCGGGGCCTTGAGGACTCTTGGTCTCTCTGTCGA
AGCGGACAAAGCTGCCAAAAGAGCTGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGAAAGTTCCCAGTTGAGGATT
CTAAAGAGGAAGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGGCCATTGACAGCAGCT
GTTACTGCTGCTGGTGGAAATGCAACGTATGTTTCCTCTCTTTCTCTCTACAATACTTGCTGGAGTT
AGTATGAAACCCATGGGTATGTCTAGTGGCTTATGGTGTATTGGTTTTTGAACTTCAGTTACGTGCT
TGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGAGACCCATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAGCAGCTTG
GTGCAGATGTTGATTGTTTCCTTGGCACTGACTGCCCACCTGTTCGTGTCAATGGAATCGGAGGGC
TACCTGGTGGCAAGGTTAGCTACTAAGGGCCACATGTTACATTCTTCTGTAAATGGTACAACTATT
GTCGAGCTTTTGCATTTGTAAGGAAAGCATTGATTGATCTGAATTTGATGCTACACCACAAAATAT
CCTACAAATGGTCATCCCTAACTAGCAAACAATGAAGTAATACTTGGCATGTGTTTATCAAATTAA
TTTCCATCTTCTGGGGCATTGCCTGTTTTCTAGTCTAATAGCATTTGTTTTTAGCATTAATTAGCTCT
TACAATTGTTATGTTCTACAGGTCAAGCTGTCTGGCTCCATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCCTTGC
TGATGGCTGCTCCTTTGGCTCTTGGGGATGTGGAGATTGAAATCATTGATAAATTAATCTCCATTCC
CTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGCGTTTTGGTGTGAAAGCAGAGCATTCTGATAGCTG
GGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTCAAAAATACAAGTAAGCTCTGTAATGTATTTCACTACTTITG
ATGCCAATGTTTCAGTTTTCAGTTTTCCAAACAGTCGCATCAATATTTGAATAGATGCACTGTAGA
AAAAAAATCATTGCAGGGAAAAACTAGTACTGAGTATTTTGACTGTAAATTATTTTACCAGTCGGA
ATATAGTCAGTCTATTGGAGTCAAGAGCGTGAACCGAAATAGCCAGTTAATTATCCCATTATACAG
AGGACAACCATGTATACTATTGAAACTTGGTTTATAAGAGAATCTAGGTAGCTGGACTCGTAGCTG
CTTGGCATGGATACCTTCTTATCTTTAGGAAAAGACACTTGATTTTTTTTTTCTGTGGCCCTCTATG
ATGTGTGAACCTGCTTCTCTATTGCTTTAGAAGGATATATCTATGTCGTTATGCAACATGCTTCCCT
TAGCCATTTGTACTGAAATCAGTTTCATAAGTTCGTTAGTGGTTCCCTAAACGAAACCTTGTTTTTC
TTTGCAATCAACAGGTCCCCTAAAAATGCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTC
TTGGCTGGTGCTGCAATTACTGGAGGGACTGTGACTGTGGAAGGTTGTGGCACCACCAGTTTGCAG
GTAAAGATTTCTTGGCTGGTGCTACAATAACTGCTTTTGTCTTTTTGGTTTCAGCATTGTTCTCAGA
GTCACTAAATAACATTATCATCTGCAAATGTCAAATAGACATACTTAGGTGAATTCATGTAACCGT
TTCCTTACAAATTTGCTGAAACCTCAGGGTGATGTGAAGTTTGCTGAGGTACTGGAGATGATGGGA
GCGAAGGTTACATGGACCGAGACTAGCGTAACTGTTACTGGCCCACCGCGGGAGCCATTTGGGAG
GAAACACCTCAAGGCGATTGATGTCAACATGAACAAGATGCCTGATGTCGCCATGACTCTTGCTGT
GGTTGCCCTCTTTGCCGATGGCCCGACAGCCATCAGAGACGGTAAAACATTCTCAGCCCTACAACC
ATGCCTCTTCTACATCACTACTTGACAAGACTAAAAACTATTGGCTCGTTGGCAGTGGCTTCCTGG
AGAGTAAAGGAGACCGAGAGGATGGTTGCGATCCGGACGGAGCTAACCAAGGTAAGGCTACATA
CTTCACATGTCTCACGTCGTCTTTCCATAGCTCGCTGCCTCTTAGCGGCTTGCCTGCGGTCGCTCCA
TCCTCGGTTGCTGTCTGTGTTTTCCACAGCTGGGAGCATCTGTTGAGGAAGGGCCGGACTACTGCA
TCATCACGCCGCCGGAGAAGCTGAACGTGACGGCGATCGACACGTACGACGACCACAGGATGGCC
ATGGCCTTCTCCCTTGCCGCCTGTGCCGAGGTCCCCGTGACCATCCGGGACCCTGGGTGCACCCGG
AAGACCTTCCCCGACTACTTCGATGTGCTGAGCACTTTCGTCAAGAATTAATAAAGCGTGCGATAC
TACCACGCAGCTTGATTGAAGTGATAGGCTTGTGCTGAGGAAATACATTTCTTTTGTTICTGTTITTITT
CTCTTTCACGGGATTAAGTTTTGAGTCTGTAACGTTAGTTGTTTGTAGCAAGTTTCTATTTCGGATC
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TTAAGTTTGTGCACTGTAAGCCAAATTTCATTTCAAGAGTGGTTCGTTGGAATAATAAGAATAATA
AATTACGTTTCAGTGGCTGTCAAGCCTGCTGCTACGTTTTAGGAGATGGCATTAGACATTCATCAT
CAACAACAATAAAACCTTTTAGCCTCAAACAATAATAGTGAAGTTATTTTTTAGTCCTAAACAAGT
TGCATTAGGATATAGTTAAAACACAAAAGAAGCTAAAGTTAGGGTTTAGACATGTGGATATTGTTT TCCAT (SEQID
NO:316) con una region 5’ no traducida ubicada en las posiciones nucleotidicas 1 - 306 y una regién 3’ no traducida
ubicada en las posiciones nucleotidicas 3490 - 3907. La secuencia de ADNc de EPSPS se identific6 como
ACCTACTTCCCCCTCGCCCCTCTCATGGTCTCTCTCGCGCCCAGATCTGCTACTAGACGGCACCGCT
GCAGCGCGTCGTGTCGCGGGGGTTGGTGGCAGGCAGCGAGAGCTTGCCGTTCCTCTCTCTCAGTTG
TCAGGTCCTAGGCTCACCTCACCGGCTCCCAGCCCGCTTCTATTTCTTCCTCCCCGACCCCGTGCAG
GTGGCAGTCCAGTCCACGCCACCAACCGCGAGGCGAACCAAACCAACCCACTCTCCCCAACCCCG
CGCGCCCAGGCCGCCCGCCCTACCAACCATCGGCGTCGGCAATGGCGGCCATGGCGACCAAGGCC
GCCGCGGGCACCGTGTCGCTGGACCTCGCCGCGLCCGCCGGCGGCGGCAGLCGGLGGBLGGLGGTGCA
GGCGGGTGCCGAGGAGATCGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCACCGTCAAGCTGCLCGG
GGTCCAAGTCGCTTTCCAACCGGATCCTCCTGCTCGCCGCCCTGTCCGAGGGGACAACAGTGGTTG
ATAACCTGTTGAACAGTGAGGATGTCCACTACATGCTCGGGGCCTTGAGGACTCTTGGTCTCTCTG
TCGAAGCGGACAAAGCTGCCAAAAGAGCTGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGAAAGTTCCCAGTTGAG
GATTCTAAAGAGGAAGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGGCCATTGACAGC
AGCTGTTACTGCTGCTGGTGGAAATGCAACTTACGTGCTTGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGA
GACCCATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAGCAGCTTGGTGCAGATGTTGATTGTTTCCTTGGCA
CTGACTGCCCACCTGTTCGTGTCAATGGAATCGGAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTCAAGCTGTCTG
GCTCCATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCCTTGCTGATGGCTGCTCCTITGGCTCTTGGGGATGTGG
AGATTGAAATCATTGATAAATTAATCTCCATTCCCTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGC
GTTTTGGTGTGAAAGCAGAGCATTCTGATAGCTGGGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTCAAAAA
TACAAGTCCCCTAAAAATGCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTCTTGGCTGGT
GCTGCAATTACTGGAGGGACTGTGACTGTGGAAGGTTGTGGCACCACCAGTTTGCAGGGTGATGT
GAAGTTTGCTGAGGTACTGGAGATGATGGGAGCGAAGGTTACATGGACCGAGACTAGCGTAACTG
TTACTGGCCCACCGCGGGAGCCATTTGGGAGGAAACACCTCAAGGCGATTGATGTCAACATGAAC
AAGATGCCTGATGTCGCCATGACTCTTGCTGTGGTTGCCCTCTTTGCCGATGGCCCGACAGCCATC
AGAGACGTGGCTTCCTGGAGAGTAAAGGAGACCGAGAGGATGGTTGCGATCCGGACGGAGCTAA
CCAAGCTGGGAGCATCTGTTGAGGAAGGGCCGGACTACTGCATCATCACGCCGCCGGAGAAGCTG
AACGTGACGGCGATCGACACGTACGACGACCACAGGATGGCCATGGCCTTCTCCCTTGCCGCCTGT
GCCGAGGTCCCCGTGACCATCCGGGACCCTGGGTGCACCCGGAAGACCTTCCCCGACTACTTCGAT
GTGCTGAGCACTTTCGTCAAGAATTAATAAAGCGTGCGATACTACCACGCAGCTTGATTGAAGTGA
TAGGCTTGTGCTGAGGAAATACATTTCTTTTGTTCTGTTTTTTCTCTTTCACGGGATTAAGTTTTGAG
TCTGTAACGTTAGTTGTTTGTAGCAAGTTTCTATTTCGGATCTTAAGTTTGTGCACTGTAAGCCAAA
TTTCATTTCAAGAGTGGTTCGTTGGAATAATAAGAATAATAAATTACGTTTCAGTGGCTGTCAAGC
CTGCTGCTACGTTTTAGGAGATGGCATTAGACATTCATCATCAACAACAATAAAACCTTTTAGCCT
CAAACAATAATAGTGAAGTTATTTTTTAGTCCTAAACAAGTTGCATTAGGATATAGTTAAAACACA
AAAGAAGCTAAAGTTAGGGTTTAGACATGTGGATATTGTTTTCCAT (SEQ ID NO:317) Se disefid un
polinucleétido de ARN bicatenario de 240 pares de bases con una cadena correspondiente a la secuencia de ADN
TACTTGAGTGCCTTGCTGATGGCTGCTCCTTTGGCTCTTGGGGATGTGGAGATTGAAATCATTGATA
AATTAATCTCCATTCCGTACGTCGAAATGACATTGAGATTGATGGAGCGTTTTGGTGTGAAAGCAG
AGCATTCTGATAGCTGGGACAGATTCTACATTAAGGGAGGTCAAAAATACAAGTCCCCTAAAAAT
GCCTATGTTGAAGGTGATGCCTCAAGCGCAAGCTATTTCTTG (SEQID 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) Semillas de Zea mays (Gaspe) se hicieron germinar sobre papel de germinacion. Las plantulas se transfirieron a
macetas de 4 pulgadas y las plantas se cultivaron en una camara de cultivo. Se trataron por via tépica con
polinucleédtidos 3 plantas de 17 dias y tres plantas se usaron como controles. Dos hojas inferiores de cada planta se
marcaron y después se pretrataron sumergiéndolas en una soluciéon de Silwet L-77 al 0,1 %. 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 solucion tampdn 2X, 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 solucion tampon 2X era una mezcla
de 200 microlitros de Silwet L-77 al 0,1 %, 200 microlitros de fosfato de sodio 50 milimolar, 146 microlitros de fosfato
de amonio al 34% y 454 microlitros de agua. Después de 8 dias de tratamiento, dos de las tres plantas tratadas con
los polinucledtidos presentaban retraso en el crecimiento con hojas apicales muertas o dafiadas (similar al fenotipo
observado en plantas de Nicotiana benthamiana tratadas de forma similar con polinucleétidos de EPSPS), mientras
que las tres plantas de control presentaban un crecimiento y una morfologia normales (Figura 37).
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Ejemplo 35

221) Se investigd la eficacia de diferentes sustancias (incluidas sales, un agente quelante, un humectante y
poliaminas) como agentes de transferencia de polinucleétidos o como potenciadores de agentes de transferencia de
polinucleétidos conocidos. Anteriormente, el sulfato de amonio habia demostrado que potenciaba la infiltracion de
polinucleédtidos en las plantas (véase, por ejemplo, el Ejemplo 13). En la Tabla 26 se muestra el efecto sobre la
actividad herbicida (presentada como porcentaje del control/muerte de la maleza y como la altura de la planta) del
sulfato de amonio y de EDTA como aditivos para soluciones de pulverizacion Silwet L-77 al 1 % de polinucleotidos
(ARN) aplicados por via tépica sobre plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato. En este experimento
especifico, se descubrid que el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,004 % actia de forma similar al sulfato de
amonio al 2 % en la solucién de pulverizacion, mejorando la eficacia de los polinucleétidos y potenciando la actividad
herbicida del glifosato.

Tabla 26
Tratamiento Control de la palmera (%) Altura de la palmera (cm)
Sin adicion 0 75
+ sulfato de amonio al 2% 43 1,8
+ EDTA al 0,004% 45 1,0

222) En la Tabla 27 se muestra el efecto sobre la actividad herbicida (presentada como 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 Silwet L-77 al 1 %
para pulverizacion de polinucledtidos (ARN) aplicados por via topica sobre plantas de palmera amaranto resistentes
a glifosato. En este experimento especifico, se descubrié 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 potenciando la actividad herbicida del glifosato.

Tabla 27
Tratamiento Control de la palmera | Altura de la palmera (cm)
(%)
Sin adicion 0 16,0
+ cloruro de sodio al 2% 15 15,0
+ sulfato de sodio al 2% 7 17,0
+ sulfato de amonio al 2% 54 9,3
+ cloruro de amonio al 2% 52 10,3
+ cloruro de tetrametilamonio al 2% 19 15,0
+ cloruro de tetraetilamonio al 2% 27 12,0
+ bromuro de tetrapropilamonio al 2% 34 11,0
+ bromuro de tetrabutilfosfonio al 2% 19 13,3
+ bromuro de tetrabutilfosfonio al 2% 55 5,3

223) En la Tabla 28 se muestra el efecto del humectante glicerina sobre la actividad herbicida (presentada como
porcentaje del control/muerte de la maleza y como la altura de la planta) de polinucleétidos (ARN) aplicados por via
topica sobre plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato. Se descubrié que la glicerina mejoraba la eficacia
de los polinucleodtidos, potenciando la actividad herbicida del glifosato.
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Tabla 28
Tratamiento Control de la palmera | Altura de la palmera (cm)
(%)
Sin adicion 0 16,0
Silwet L-77/AMS (sin glicerina) 54 9,3
Silwet L-77/AMS + glicerina al 0,5 % 57 6,3

224) En la Figura 38 se 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 como la altura de la planta) de polinucleétidos
(ARN) aplicados por via tépica sobre plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato. Se preparé una mezcla de
polinucleétidos de EPSPS (IDT [1] (SEQ ID NO:83-84), IDT [2] (SEQ ID NO:85-86), IDT [3] (SEQ ID NO:87-88) e IDT
[4] (SEQ ID NO:89-90)) en Silwet L-77 al 0,5 %, sulfato de amonio al 2 % en tampon de fosfato de sodio 10 milimolar,
pH 6,8 con portador Roundup® WeatherMax® al 0,2 % (MON56151 tensioactivo de amina de sebo mezcla de amina
de sebo (16-18C) y cocoamina (12-14C) en la relacion de 55:45) y 1682 g de equivalente acido por hectarea de una
de las sales de glifosato; K+ glifosato, isopropilamonio + glifosato o monoetanolamonio + glifosato a 215 litros/acre
mediante pulverizador Milli en 3 copias de palmera amaranto resistente a glifosato de 4-6 pulgadas que contenian 16
copias de EPSPS. La altura de la planta se puntud 21 dias después del tratamiento con glifosato. En la Tabla 29 se
proporcionan los resultados (presentados como porcentaje del control/muerte de la maleza y como la altura de la
planta). Las sales de isopropilamonio y monoetanolamonio de glifosato proporcionaron mejor actividad herbicida en
comparacion con la sal de potasio.

Tabla 29
Tratamiento Control de la palmera (%) Altura de la palmera (cm)

Sin adicion 0 16

K+ glifosato 23 12,3
K+ glifosato + polinucledtidos de EPSPS 32 10,8
IPA+ glifosato 9 14,5
IPA+ glifosato + polinucleétidos de EPSPS 66 55
MEA+glifosato 9 14,5
MEA+ glifosato + polinucleétidos de EPSPS 66 55

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 (ARN) aplicados
por via tépica sobre plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato. Las soluciones polinucleotidicas se
prepararon utilizando una mezcla de las mismas cantidades de las cuatro moléculas oligonucleotidicas de ARNbc de
tamafio “corto” descritas en el Ejemplo 1, que tienen una cadena antisentido disefiada para hibridarse con el ARNm
transcrito a partir del gen de EPSPS de la 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 saliente de dos nucleétidos en el extremo
3’ de la cadena antisentido y en el extremo 3’ de la cadena sentido tenian, como nucleétidos terminales, dos
desoxinucleétidos. Las soluciones de polinucleétidos de ARNbc se prepararon con espermina o espermidina 1 o 10
milimolar o con sulfato de amonio al 2%, en un tampoén de fosfato de sodio 10 milimolar (pH 6,8). Las soluciones de
control (sin polinucleétidos) se prepararon con espermina o espermidina 1 o 10 milimolar o con sulfato de amonio al
2%, en un tampon de fosfato de sodio 10 milimolar (pH 6,8). Las plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato
(33, 36 0 57 copias de EPSPS) se prepulverizaron con Silwet L-77 al 1 %. Las soluciones de polinucleétido de ARNbc
(11,6 gramos/acre) o las soluciones tampon se aplicaron en forma de gotas con una pipeta en cuatro hojas inferiores
completamente expandidas de palmera amaranto resistente a glifosato. Dos dias después del tratamiento con
polinucledtidos las plantas se pulverizaron con glifosato (3360 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la
marca Roundup® WeatherMAX®). Las plantas se fotografiaron 14 dias después del tratamiento con glifosato; los
resultados se muestran en la Figura 39. El tratamiento con ARNbc y con espermina 10 milimolar con posterior
tratamiento con glifosato, causé la muerte de la palmera amaranto resistente a glifosato con 33 copias de EPSPS, la
lesiond gravemente y produjo retraso en el crecimiento en la palmera amaranto resistente a glifosato con 36 copias
de EPSPS. El tratamiento solo con espermidina 10 mM produjo retraso en el crecimiento en la palmera amaranto
resistente a glifosato con 33 copias. En este experimento particular, ni la espermina nila espermidina a 1 o 10 milimolar
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tuvieron el mismo rendimiento que el sulfato de amonio al 2%.
Ejemplo 36

226) Se evaluo la eficacia de diferentes tensioactivos como agentes de transferencia de polinucleétidos en soluciones
de polinucledtidos para pulverizacion aplicadas a la palmera amaranto resistente a glifosato. Se adquirieron
tensioactivos Break-Thru de Evonik Industries; se adquirieron tensioactivos Silwet de Momentive. Las soluciones para
pulverizacion se prepararon el mismo dia de la pulverizaciéon. Se afiadié una mezcla de polinucleétidos de EPSPS
(IDT [1] (SEQ ID NO:83-84), IDT [3] (SEQ ID NO:87-88) e IDT [4] (SEQ ID NO:89-90)) a las soluciones de
pulverizacion, 15 a 50 minutos antes de la pulverizacién y utilizando un pulverizador comun de bajo volumen muerto
(“milli”), se aplicaron de 1 a 2 mililitros a plantas de palmera amaranto resistentes a glifosato de una a cuatro pulgadas
(R-22) cultivadas a partir de esquejes. Se aplicé un total de entre 10 y 225 microgramos de polinucledtidos a cada
planta, dependiendo del experimento; por lo general, se aplicé un total de 23 microgramos de polinucledtidos por
planta. Las plantas tratadas se colocaron en un invernadero con una programacion fijada de temperatura de 26,7/21,1
grados centigrados o 29,4/21,1 grados centigrados durante 14/10 horas y luz complementaria. Después de 2 a 3 dias,
las plantas se pulverizaron con glifosato (“2X Wmax” o 1682 g de equivalente acido por hectarea de herbicida de la
marca Roundup® WeatherMAX®) con un pulverizador comun (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 y 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
temporal. A cada tratamiento se le otorgd una puntuacion global de lesion de la planta entre 0 y 3 basandose en el
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 de cualquier
lesion observada causada con 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 muestran en la Tabla 30. El
mismo dia de la medicion, se prepararon setenta mililitros de solucion de tensioactivo (tensioactivo al 0,5% en solucion
acuosa que contenia sulfato de amonio al 2 %, tampdn (fosfato de potasio 20 milimolar, pH 6,8), con o sin adicion de
un polinucleétido de EPSPS (IDT [2] (SEQ ID NO:85-86), 0,09 miligramos/mililitro). La tensién superficial dinamica se
midio a temperatura ambiente (22 a 23 grados centigrados) en un tensiémetro Kruss BP100 utilizando el procedimiento
de presion maxima de burbujeo, representando graficamente la tension superficial con respecto a la edad de la
superficie. El instrumento se programo para detectar automaticamente la superficie y sumergir el capilar hasta una
profundidad de 10 mm. Se registraron las mediciones de tension superficial de tres edades de superficie
(aproximadamente 20, 500 y 1250 ms). La tensién superficial en dinas por cm se indic6 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 tensidn superficial dinamica. Los valores de equilibrio hidréfilo-lipofilo (HLP, hydrophile-lipophile balance) de los
tensioactivos se obtuvieron a partir de referencias de tensioactivo e informacién del producto.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sammons, Robert D.
Ivashuta, Sergey .

Liu, Hong
Wang, Dafu
Feng, Paul C.C.

Kouranov, Andrei Y.

Andersen, Scott

E.

ES 2809 679 T3

<120> MOLECULAS POLINUCLEOTIDICAS PARA LA REGULACION GENICA EN PLANTAS

<130> P 101471

<140> vacio

<141> 08-03-2011

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

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

<150> 61/381.556
<151> 10-09-2010

<160> 320

<170> Patentin version 3.5

<210>1
<211> 1557
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 1

atggctcaag
cccaaaaccc
tctccaaagt
aagattcaag
ttacaaccca
aatcgaatcc
tatagtgatg
gatgatagta
aaagatggaa
ttgacagcetg
agaatgaggg
gtagattgtt
ccagggggca

atggctacte

ctactaccat
agttacccaa
tcatgtcttt
cttectgttge
tcaaagagat
ttcttttage
atattcttta
cagccaaaag
aggaagagat
cggttgeegt
agcgcccceat
ttecttggeac
aggtcaagct

ctttgggtcet

caacaatggt
atcttcaaaa
aaccaataaa
tgctgecaget
ctetggtact
tgctttgtet
tatgttggac
ggcagtcgta
tcaactttte
tgetggagga
tggggatctg
aaattgcccet

ctectggateg

tggagacgtg

gtccatactg
actcttaatt
agagttggtg
gagaaacctt
gttcaattge
gagggcacaa
gctctcagaa
gagggttgtg
cttggtaatg
aattcaagtt
gtagcaggtc
cctgtteggg
gttagtagecc

gagattgaga

80

gtcaattgca
ttggatcaaa
ggcaatcatc
catctgtecece
ctgggtcaaa
cagtggtcga
ctecttggttt
gtggtectgtt
caggaacagc
atgtgcttga
taaagcaact
tcaatgctaa
aatatttaac

tagttgataa

ccatacttta
cttgagaatt
aattgttecece
agaaattgtg
gtetttatece
caacttgctg
aaaagtggag
tecctgttggt
gatgegecca
tggagtacca
tggttcagat
aggaggcctt
tgcacttecte

attgatttet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gtaccgtatg
agtgatagtt
gcatatgttg
ggtgggactg
gccgaagttc
actggaccac
aacaaaatgc
accgccatca
tgcacagaac
actccgectg
atggcattct

acccgtaaaa

<210> 2
<211> 1761
<212> ADN

ttgaaatgac
gggacaggtt
agggtgatge
tcactgtcaa
ttgagaagat
ccagggattc
cagatgttgc
gagatgtgge
tgagaaagct
aaaagctaaa
ctcttgetge

cctteecegga

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 2

atgccccaaa
ctttggagcect
ttgttatgtt
gccacgaccce
ccaagaccag
tttcgtactt
ggtggtttgt
gcaagagatg
gagactgggt
ctagggattg
aagccagggg
attttggcca
attggactct
agtgttaagg
attgccatgt

ttgattgett

tcggacttagt
cgaggtcttce
ttggtagtag
gaagattgac
agctagacaa
cctcacgececce
ctacagcaaa
tecctaggtag
tgecacatatt
atgatecggtt
agttcagccg
tactaaagaa
tgccagcaat
actggatgag
caaaggcact

tgaacagatt

ES 2809 679 T3

aataaagttg
ctacattcga
ttcaagtget
gggttgtgga

gggttgcaag

atctggaaag
tatgactctt
tagctggaga
tggggcaaca
ccccaccgcece
ctgtgcagat

ctactttgat

atctgectgtt
gttgggaact
cgactccatg
aaaggacttt
tacagttaac
aactaaacca
atatctggca
gaaggtagcet
ctttgggget
gcagtggaag
ctttgatttt
caacgaaatg
gcttggaggg

aaagcaaggt

taacttcata

tcttecaggag

atggaacget
ggtggtcaga
agctacttcce
acaagcagtt
gtcacctgga
aaacatctge
gcagttgttg
gtgaaggaaa
gttgaggaag
attgaaactt
gttccecgtca

gttttagaaa

aatttgagag
gaaagtcaag
gggcataagt
aatcctttaa
tatttggagg
ttggagattg
gatgctggtc
gcatggaaag
tacccaaata
gaacattcaa
cctgaagcetc
cttacgtggce
caatcttatg
gtgcctgata
aaccctgacg

aaacatggtt

81

ttggagtatc
aatacaaatc
tagcecggage
tacagggtga
cagagaatag
gtgctatcga
ccttgtatge
ccgaacggat
gatctgatta
atgacgatca
ctatccttga

agttecgecaa

tccaaggtaa
atgtttgctt
taaggattcg
aggtagtctg
cggegttatt
ttattgctgg
acaaaccgat
atgatgatgg
tgcagaacct
tgatatttgce
ttcectgegece
ccgagaaagt
ttgaagctca
gggtgacaga
agctttegat

caaaaatggce

cgtagaacat
tcctggaaag
cgeegteact
tgtaaaattt
tgtaactgtt
cgtcaacatg
agatgggccce
gattgccatt
ctgtgtgatc
ccgaatggcce
tccgggatge

gcattga

ttcagettat
gcaaaggaat
tactccaagt
cattgattat
atcatcatcg
tgcaggtttg
attgctggag
agattggtac
gtttggagaa
gatgcctaac
attaaatgga
caaatttgcet
agacggttta
tgaggtgttc
gcagtgcatt

ctttttagat

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1557

60
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720

780
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ggtaacccte
caagtcagac
tgttttatac
gtggatatct
ttggagaagc
aagaacacat
atgtctgtta
gcacccgeag
gaactagcga
aagtatcatg
tgtcggcect
cagaagtact
attgtacagg
gtagttagca
<210> 3

<211> 559
<212> ADN

ctgagagact
taaactcacg
tgaataatgg
tgaagcttct
tagtgggagt
ctgataatct
catgtaagga
aagagtggat
agcttttecece
ttgtcaaaac
tgcaaagatc
tggcttcaat
attacgagtt

tagtgaacta

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 3

ggcccatagg
cacatcgcett
tgcgacgagce
gacggccgag
gttcatcacg
gatcatcgaa
gcgegectte
gggcgaccgt
ccgtcgecaa

tegttttttt

<210> 4
<211>10
<212> ADN

ccttttteta
aggtaaagaa
gacgtctege
aggcggtege
gtegceccett
ggegegeggt
gatgatcgac
gatgaacggt
tggcctcaag

tggcaaaaa

<213> secuencia artificial

ES 2809 679 T3

ttgcatgeeg
aataaaaaag
cagtacaatt
tttgectgaa
tcetgtgata
gctcttcage
atattacaac
aaatcgtagt
tgatgaaatt
cccaaggtct
ccctatagag
ggaaggtget
acttcttgge

a

aaataggccc
agcagctgag
cctcatcgea
ttaagattag
ccgcgaaggc
cttececggeac
gaatatccga
ctggaagaac

ctcaatggcg

attgtggaac
atcgagctga
aaaggagatg
gactggaaag
aatgtccata
agaagcccgt
cccaatcagt
gactcagaaa
tcggcagatc
gtttataaaa
ggtttttatt
gtcttatcag

cggagecaga

atttaagcta
tttatatatg
atccacgcea
catgtccttg
ggcggcgaca
cgtgacgcecat
ttectegetgt
tcecgegtcaa

tggattgcga

82

atattgagtce
atgaggatgg
cttttgtgtt
agatcccata
tatggtttga
tgctcagtgt
ctatgttgga
ttattgatgce
agagcaaagc
ctgtgccagg
tagctggtga
gaaagctttg

agatgttgge

ttaacaatct
gttagagacg
ttgagcttga
acgcggagtt
gcgagaatcg
aaacacggtg
cgccgecgec
ggaaagcgac

tgagggcgag

aaaaggtggce
aagtgtcaaa
tgccactcca
tttccaaaag
cagaaaactg
gtacgctgac
attggtattt
tacaatgaag
aaaaatattg
ttgtgaaccc
ctacacgaaa
tgcacaagct

agaagcaagc

tcaaaagtac
aagtagtgat
ggccattgge
cttecagace
gatattcgtc
ccggaagacce
ttcgeggaag
cgecctctegg

acgtcgctcg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 4
tceccacateg

<210>5

<211>13

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 5
aagattagca cgg

<210> 6

<211> 11

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 6
acgcataaaa t

<210>7

<211>6

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400>7
tttttt

<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 8
accctccacg actgcccttt

<210>9

<211>19

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 9
gtttccttca ctctccage

<210>10

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 10
gtagcttgag ccattattgt

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

ES 2809 679 T3
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<400> 11
gttgatggta gtagcttgag

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 12
accctccacg actgcccettt

<210>13

<211>19

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 13
gtttecectteca ctetecage

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<400> 14
aagcggttga gecactgaa

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 15
accctccacg actgeccecttt

<210> 16

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

ES 2809 679 T3

taatacgact cactataggg caagagatgt cctaggtggg

<210> 17

<211> 44

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 17

taatacgact cactatagga cagatttctt caggagaaac atgg

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 18

gcaagagatg tcctaggtgg g
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<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

acagatttct tcaggagaaa catgg

<210> 20

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

taatacgact cactataggc atctccttta attgtactge c

<210> 21

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

taatacgact cactataggt ttaattgtac tgccattatt c

<210> 22

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22
catctecttt aattgtactg cc

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23
tttaattgta ctgccattat tc

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

cacttcecate ctcattcage tcgat

<210> 25
<211> 24

ES 2809 679 T3
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25
acacctcatec tgtcacccta tcag

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26
cagtctcgta ccaatctcca tcat

<210> 27

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 27

taatacgact cactataggg atccatgata tcgtgaacat c

<210> 28

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 28

ES 2809 679 T3

taatacgact cactataggg gcaaagaaaa atgcgtcg

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29
atccatgata tcgtgaacat c¢

<210> 30

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30
gcaaagaaaa atgcgtcg

<210> 31

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31
tgttttatac tgaataatgg cagtacaatt aaaggagatg

<210> 32

<211>15

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32
catctcecttt aattg

<210> 33

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33
catctecttt aattgtac

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34
catctecettt aattgtactg ¢

<210> 35

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35
catctccttt aattgtactg ccattattca gta

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36
gcagtacaat taaaggagat g

<210> 37

<211> 1614

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 37

87

40
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18
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tcaatttcat

aaagtttatg
tatcctagge

acttttcgga
ttggctggte
gaagcacgag
tatgagactg
gaacttggta
agcaagcccg
ggcatatggg
gccattgget
ttgagtgtce
tttattgcca
atcttgattg
gacggaaacc
ggtgaagtta
aagagttttt
ccagttgaca
aaacttgaga
ttaaagaata
gatatgtcgg
tttgcacceg
aaagagcttg
ctcaaatatc
ccttgtegge
aaacaaaaat
gctategtac
<210> 38

<211> 1761
<212> ADN

ctattggaag

gagcaaagca

cagagcttga
attcgecteg
tatccacgge
atgttttagg
ggctacatat
taaatgaccg
gtgaattcag
caatcctaag
tgttgectge
aagagtggat
tgtcaaagge
ctctgaaccg
ctccagagag
aacttaactc
tgctaaataa
tettgaaget
aattagtggg
catatgacca
agacatgcaa
cggaggaatg
ccaagctttt
atgtcgtcaa
cgctgcaaag
atttggectte

aggattatga

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 38

ES 2809 679 T3

tgattttttg

aagaaatggg

aagtacatcc
tcctcagaag
aaagtattta
aggaaaggtt
attectttggg
actgcaatgg
tcgetttgat
aaataatgaa
tatggcaggce
gagaaaacaa
actgaactte
attcctgcag
gctgtgecatg
tcgtatacaa
cgggagggaa
gttactacct
cgttectgtg
tctactette
ggaatataag
gatttcacga
cccggatgaa
aactccaagg
atcaccaata

tatggaaggt

tctgctgagt

ggtcattctg

cactgcecctt
aatttcttgg

ccattagaag
gctgatgecag
gcagcgtgga
gcatatccaa
aaggagcact
tttecececgaaa
atgctaacct
ggacagtcat
ggagtacccg
ataaatcceg
gagaaacatg
cctattgtta
aagattcagt
atacgaggag
gatacttgga
attaatgttc
agcaggagtc
gatccaaata
agcgacactg
atcgctgceceg
tcggtttata
gagggtttct
gctgtettat

tctegageac

88

tgagaaattt

taaaggttgt

aagccgccta
ttgtaattge
gtcacaaacc
aggatgagga
atgtccaaaa
ctatgatttt
tcectgectge
ggccagaaaa
atgttgaagc
atcgtgtaac
atgaacttte
gttctaagat
aacacatcga
tggaccagag
atgcctatgt
aggaaatctce
acatatggtt
ctcttttgag
gatccatgct
atattataga
atggaagcaa
agactgtacc
atttagctgg
ctgggaagcet

aaagagaatt

cagtgttagt

ttgtatagat
cttatcttet

tggagcaggt
catattgttg
tggtgactgg
tctatttgga
tgcaatgccc
accattaaat
aatcaagttt
acaagatggt
tgatgatgtg
aatgcagtge
ggccttecta
gtcactaggt
tggaagcgtg
ttttgecace
atacttcaaa
tgacagaaaa
tgtctatget
ggaattggtt
ggcaacaatg
ggccaagatc
ggattgtgaa
tgattacaca
ttgtgcacag

ggcyg

60

120
180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1614



5

atgccccaaa tcggacttgt

ctttggagect cgaggtcttce

ttgttatgtt ttggtagtag

gccacgaccce

ccaagaccag
tttcgtactt
ggtggtttgt
gcaagagatg
gagactgggt
ctagggattg
aagccagggyg
attttggceca
attggactct
agtgttaagg
attgeccatgt
ttgattgcectt
ggtaaccctc
caagtcagac
tgttttatac
gtggatatct
ttggagaagc
aagaacacat
atgtctgtta
gcacccgcag
gaactagcga
aagtatcatg
tgtecggeect
cagaagtact
attgtacagg
gtagttagca
<210> 39

<211> 22
<212> ADN

gaagattgac
agctagacaa
cctcacgccce
ctacagcaaa
tecctaggtgg
tgcacatatt
atgatcggtt
agttcagececg
tactaaagaa
tgccagcaat
actggatgag
caaaggcact
tgaacagatt
ctgagagact
taaactcacg
tgaataatgg
tgaagcttct
tagtgggagt
ctgataatct
catgtaagga
aagagtggat
agecttttecee
ttgtcaaaac
tgcaaagatc
tggcttcaat
attacgagtt

tagtgaacta

ES 2809 679 T3

atctgetgtt

gttgggaact

cgactccatg
aaaggacttt

tacagttaac
aactaaacca
atatctggca
gaaggtagcect
ctttggggcect
gcagtggaag
ctttgatttt
caacgaaatg
gcttggaggg

aaagcaaggt

taacttcata
tcttcaggag
ttgcatgceg
aataaaaaaqg
cagtacaatt
tttgecctgaa
tcctgtgata
gctcttcagce
atattacaac
aaatcgtagt
tgatgaaatt
cccaaggtcet
ccctatagag
ggaaggtgct
acttcttggce

a

aatttgagag
gaaagtcaag

gggcataagt

aatcctttaa
tatttggagg
ttggagattg
gatgctggte
gcatggaaag
tacccaaata
gaacattcaa
cctgaagete
cttacgtgge
caatcttatg
gtgcctgata
aaccctgacg
aaacatggtt
attgtggaac
atcegagetga
aaaggagatg
gactggaaag
aatgtccata
agaagcccgt
cccaatcagt
gactcagaaa
tcggcagatce
gtttataaaa
ggtttttatt

gtcttatcag

cggagccaga

89

tccaaggtaa
atgtttgett

taaggattcg
aggtagtctg

cggcgttatt
ttattgctgg
acaaaccgat
atgatgatgg
tgcagaacct
tgatatttgc
ttectgegee
ccgagaaagt
ttgaagctca
gggtgacaga
agctttecgat
caaaaatggc
atattgagtc
atgaggatgg
cttttgtgtt
agatcccata
tatggtttga
tgctcagtgt
ctatgttgga
ttattgatgce
agagcaaagc
ctgtgccagg
tagctggtga
gaaagctttg

agatgttggc

ttcagcttat
gcaaaggaat

tactccaagt
cattgattat

atcatcatcg
tgcaggtttg
attgetggag
agattggtac
gtttggagaa
gatgcctaac
attaaatgga
caaatttgct
agacggttta
tgaggtgtte
gcagtgcatt
ctttttagat
aaaaggtggce
aagtgtcaaa
tgccacteca
tttccaaaag
cagaaaactg
gtacgctgac
attggtattt
tacaatgaag
aaaaatattg
ttgtgaacce
ctacacgaaa
tgcacaagct

agaagcaagc

60

120

180
240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1761
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<213> Nicotiana benthamiana

<400> 39

ggcagtacaa ttaaaggaga

<210> 40
<211> 1557
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 40

atggctcaag
cccaaaaccce
tctccaaagt
aagattcaag
ttacaaccca
aatcgaatcc
tatagtgatg
gatgatagta
aaagatggaa
ttgacagcetg
agaatgaggg
gtagattgtt
ccagggggca
atggctactc
gtaccgtatg
agtgatagtt
gcatatgttg
ggtgggactg
gccgaagttce
actggaccac
aacaaaatgc
accgccatca
tgcacagaac
actcegectg
atggcattct

acccgtaaaa

ctactaccat
agttacccaa
tcatgtcttt
cttctgttge
tcaaagagat
ttettttage
atattcttta
cagccaaaag
aggaagagat
cggttgecegt
agcgcccceat
ttcttggeac
aggtcaagct
ctttgggtct
ttgaaatgac
gggacaggtt
agggtgatge
tcactgtcaa
ttgagaagat
ccagggattc
cagatgttgce
gagatgtgge
tgagaaagct
aaaagctaaa
ctcttgectge

cctteceecgga

ES 2809 679 T3

tg

caacaatggt
atcttcaaaa
aaccaataaa
tgctgcagcet
ctctggtact
tgectttgtet
tatgttggac
ggcagtegta
tcaactttte
tgctggagga
tggggatctg
aaattgccct
ctctggatcg
tggagacgtg
aataaagttg
ctacattcga
ttcaagtget
gggttgtgga
gggttgcaag
atctggaaag
tatgactctt
tagctggaga
tggggcaaca
ccecaccegec
ctgtgcagat

ctactttgat

gtccatactg
actcttaatt
agagttggtg
gagaaacctt
gttcaattge
gagggcacaa
gctctcagaa
gagggttgtg
cttggtaatg
aattcaagtt
gtagcaggtc
cctgtteggg
gttagtagcc
gagattgaga
atggaacgct
ggtggtcaga
agctacttece
acaagcagtt
gtcacctgga
aaacatctge
gcagttgttg
gtgaaggaaa
gttgaggaag
attgaaactt

gttccegtea

gttttagaaa

90

gtcaattgca
ttggatcaaa
ggcaatcatc
catctgtccce
ctgggtcaaa
cagtggtcga
ctcttggttt
gtggtetgtt
caggaacagc
atgtgcttga
taaagcaact
tcaatgctaa
aatatttaac
tagttgataa
ttggagtatc
aatacaaatc
tagcecggage
tacagggtga
cagagaatag
gtgctatcga
ccttgtatge
ccgaacggat
gatctgatta
atgacgatca
ctatccttga

agttcgccaa

ccatacttta
cttgagaatt
aattgttccc
agaaattgtg
gtctttatce
caacttgectg
aaaagtggag
tcectgttggt
gatgcgecca
tggagtacca
tggttcagat
aggaggcctt
tgcacttctc
attgatttct
cgtagaacat
tcctggaaag
cgecegtecact
tgtaaaattt
tgtaactgtt
cgtcaacatg
agatgggccc
gattgccatt
ctgtgtgatce
ccgaatggece
tccgggatge

gcattga

22

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1557
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15

20

25

<210> 41
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<220>

<221> misc_feature

<222> (27).(27)

<223>nesa,c,g,ot

<400> 41
cgccagggct

tgtcatgtaa
atgttgagtc
ctctactcta

ggtaagaact

<210> 42
<211> 244
<212> ADN

gcagacgcgt
aacacgcgaa
atcccacacc

ctagagtcta

<213> Amaranthus palmeri

<400> 42

caccaaccca ctttctcttt
ctttccette tctctcettaa
gccaaattca gaggaagaat

actggtcaat tgcaccatac

aatt

<210> 43
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 43
ccatacttta
cttgagaatt

aattgttcce
agaaattgtg
gtectttatece
<210> 44

<211> 250
<212> ADN

cccaaaaccc
tctccaaagt
aagattcaag

ttacaaccca

<213> Amaranthus palmeri

<400> 44

ES 2809 679 T3

tacgtantcg
tcagaccggt
aaccccaaaa

caccaaccca

gcccaccaaa
aagcctaaaa
aatgatggcet

tttacccaaa

agttacccaa
tcatgtettt
cttetgttge

tcaaagagat

gatccagaat
ccactettgt
aattcaacaa

ctttctettt

actttggttt
tccacctaac
caagctacta

acccagttac

atcttcaaaa
aaccaataaa
tgctgecaget

ctectggtact

tcgtgattaa
tttaatttga
caaactctta

gcccaccaaa

ggtaagaact

tttttcagce
ccatcaacaa

ccaaatcttce

actcttaatt
agagttggtg
gagaaacctt

gttcaattgce

cgtcacagca
gacaattttg
taatgattce

actttggttt

aagccctctt
aacaaacaac
tggtgtcecat

aaaaactctt

ttggatcaaa
ggcaatcatce

catetgtece

ctgggtcaaa

tcaaagagat ctctggtact gttcaattge ctgggtcaaa gtctttatce aatcgaatce

91

60

120

180

240

250

60

120

180

240

244

60

120

180

240

250

60
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15

20
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ttcttttage tgetttgtet gagggcacaa cagtggtcga

atattcttta tatgttggac gctctcagaa ctcttggttt

cagccaaaag ggcagtcgta gagggttgtg gtggtctgtt

aggaagagat

<210> 45
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 45

gagggttgtg gtggtctgtt
cttggtaatg caggaacagc
aattcaagtt atgtgcttga

gtagcaggtc taaagcaact

cctgtteggg

<210> 46
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 46

tggttcagat gtagattgtt
aggaggcctt ccagggggca
tgcacttcte atggctactce

attgatttct gtaccgtatg

cgtagaacat

<210> 47
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 47

ttgaaatgac

gggacaggtt

aataaagttg

ctacattcga

agggtgatgc ttcaagtgct

tcactgtcaa gggttgtgga

ttgagaagat

<210> 48
<211> 250
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

tcectgttggt
gatgcgccca
tggagtacca

tggttcagat

ttettggeac
aggtcaagct
ctttgggtct

ttgaaatgac

atggaacgct
ggtggtcaga
agctacttcc

acaagcagtt

aaagatggaa
ttgacagctg
agaatgaggg

gtagattgtt

aaattgeccct
ctctggatcg
tggagacgtg

aataaagttg

ttggagtatc
aatacaaatc
tagccggage

tacagggtga

92

caacttgctg

aaaagtggag

tcetgttggt

aggaagagat
cggttgecegt
agcgccccat

ttettggeac

cctgtteggg
gttagtagcc
gagattgaga

atggaacgct

cgtagaacat
tcctggaaag
cgccgtcact

tgtaaaattt

tatagtgatg
gatgatagta

aaagatggaa

tcaactttte
tgctggagga
tggggatctg

aaattgcccet

tcaatgctaa
aatatttaac
tagttgataa

ttggagtatc

agtgatagtt

gcatatgttg

ggtgggactg

gccgaagtte

120

180

240

250

60

120

180

240

250

60

120

180

240

250

60

120

180

240

250
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15

20

<400> 48
acaagcagtt

gtcacctgga
aaacatctge
gcagttgttg
gtgaaggaaa
<210> 49

<211> 250
<212> ADN

tacagggtga
cagagaatag
gtgctatcga

ccttgtatge

<213> Amaranthus palmeri

<400> 49

agatgggccce
gattgccatt
ctgtgtgatce

ccgaatggcec

tcegggatge

<210> 50
<211> 257
<212> ADN

accgccatca
tgcacagaac
actcecgectg

atggcattct

<213> Amaranthus palmeri

<400> 50
ctettgetge

cctteececgga
acgagatcct
tataaataaa

atttgaagta

<210> 51
<211> 273
<212> ADN

ctgtgcagat
ctactttgat
taaattgtac
ctggctttet

gcttata

<213> Amaranthus palmeri

<400> 51

taattatgaa
tactaaagtc
ggcttgacct
ttatctcatt

ctttettatt

<210> 52

attctttgta
tagaaataag
tgtatttgtg
tttttttaat

ctaaccaaat
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tgtaaaattt
tgtaactgtt
cgtcaacatg

agatgggccce

gagatgtgge
tgagaaagct
aaaagctaaa

ctecttgectge

gttccegtea
gttttagaaa
gccgaaggtt

gcttgagtaa

ttatgtttgt
ttatgtatct
acctaaagag
ttttgattta

gtaatactecce

gccgaagttce
actggaccac
aacaaaatgc

accgccatcea

tagctggaga
tggggcaaca
cceccacegec

ctgtgcagat

ctatcettga
agttcgecaa
ttgatttgag

ttatgaaatt

gagatttgaa
tttaaatcaa
tactaacttt
aattgtttat

tte

93

ttgagaagat
ccagggatte
cagatgttge

gagatgtgge

gtgaaggaaa
gttgaggaag
attgaaactt

gttccegtca

tcecgggatge
gcattgatga
tctaatagta

ctttgtatta

gtagecttata
tgagaaatgc
ggagtttcca

ttttatgagt

gggttgcaag
atctggaaag
tatgactctt

tagctggaga

ccgaacggat
gatctgatta
atgacgatca

ctatccttga

acccgtaaaa
gtagctatat

gataaaaggc

tgtttgtgag

aattacaatg
atacttgaaa
actcatttgt

aatcatgtat

60

120

180

240

250

60

120

180

240

250

60

120

180

240

257

60

120

180

240

273



10

<211> 301
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 52

tatgagtaat
taaacgtcca
ttataataat
gtcttgttga
ataaagcgaa

t

<210> 53
<211>1710
<212> ADN

catgtatctt
cactctggge
tgtaaatgtg
acataggata

ttgacctgaa

<213> Lactuca sativa

<400> 53
atgtctetgt

ctttcaageca
gttttgtcat
tcttttacac
ccaagaccag
ttcagaactt
gctggtttat
gcaagagatg
gagacaggtt
ctaggaatta
aagcctggag
atttttgcta
attgggetgt
agtgttcagg
attgcaatgt
ctcattgcete
gggagcccac

caagtcagag

ttggaaatgt
cacaaatcac
ttggatgetg
caagatcaaa
atcttgataa
ccccacgece
caactgctaa
ttettggtgg
tacacatatt
atgatagatt
aatttagtag
tattgaggaa
tgcctgeaat
actggatgag
caaaagcatt
taaaccgttt
cagaaagact

tcaactcacg
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tcttattcta
acagagtgta
gtagttagaa
tttaggtaaa

aagaaaagtg

ttectgecatt
ttcaagagat
tgatgetatg
gaagaatgtc
cacatctaat
atctaagcca
gtatttaget
aaaggtggca
ctttggagcect
acagtggaag
gtttgacttc
caatgaaatg
gttaggtgga
aaagcaaggt
aaactttata
tcttcaggaa
ttgcaagcca

aatacaaaaa

accaaatgta
atagtgtggt
tattttaagt
aaatctatgce

gacatgtata

aactcaagtg
tgtttcaaga
ggtaacagat
tccecctctaa
ttcttggaag
ttgaagattg
gatgcaggtce
gcttggaaag
tacccaaatg
gagcattcta
ccagatgttt
ctgacgtggc
caggcttatg
atacctgatc
aatccagatg
aagcatggtt
attgttgacc

attgagttaa

94

atactccttc
ggttggagtc
aatgtaggtg

aaaaaaagga

gtgagttgga

gaaagtgtat
ttacctcagg
tgcaattcce
aggtagtttg
ctgctcactt
taattgctgg
acaagccaat
atgatgatgg
tacaaaattt
tgatatttge
tacctgcacc
ctgagaaagt
ttgaggccca
gagttactac
aactttcaat
ccaagatggce
acatcgagtc

acaaagacgg

caactctctt
ttttaagtga
gggtattatg
aagtaagcaa

ggaagtattt

agtaatgaat
gcaaaaagat
aagtgctegt
tgttgattat
gtcttcaacc
tgcaggttta
tttactagaa
agattggtat
atttggagag
aatgccaaat
attgaatgga
gaagtttgca
agatgggctt
tgaagtgttt
gcaatgtatt
atttttagat
acteggtgge

aactgtccgg

60

120

180

240

300

301

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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15

20

25

30

aactttctat
gttgacatte
ttagagaagt
aaaaacacat
atgtcagtga
gctccagetg
gaactttcaa
aaatataaag
tgtcgaccce
caaaagtatt

attttacaag

<210> 54
<211> 42
<212> ADN

tgagtgatgg
tcaagecttcet
tagtcggtgt
atgatcactt
catgtaagga
aggaatggat
ggctttttee
ttgttaaaac
tacaaagatc
tggcttcaat

attatgagat

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 54

ES 2809 679 T3

gaatgttcta
tttaceccgaa
tcctgttata
acttttcagt
atattatgat
ttcaagaagt
tgatgaaatt
accaaggtct
tccaattcaa

ggggggtgct

gcttgctaca

gaagctgatg
gaatggaaac
aacgttcata
aggtcaccte
ccgaataagt
gacactgata
gcagctgatc
gtttataaaa
ggattttatt

gttttatectg

cttatgtttt
caattccata
tatggtttga
tgctgagtgt
caatgttgga
ttattgatgc
aaagtaaagc
ctgttccaga
tatctggtga

gaaaaatttg

taatacgact cactataggg tttggagctt acccaaatgt ac

<210> 55
<211> 45
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 55

taatacgact cactataggg aggccacgtc agcatttcat tgttc

<210> 56
<211> 23
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 56

ccattcaatg gtgcaggtaa aac

<210> 57
<211>21
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 57

95

cgctaceccct
tttcaaaaaa
cagaaagctg
gtatgctgac
gttggttett
aacaatgagt
aaaaatcttg
ttgtgaacca
ttatactaaa

tgcacaagct

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1710

42

45

23
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15
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catagaatge tccttecact g

<210> 58
<211> 33
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 58

caaataaatt ttgtacattt gggtaagctc caa

<210> 59
<211> 2349
<212> ADN

<213> Solanum lycopersicum

<400> 59
gggtttatct

atgagatttg
ttagtttgtt
ttctgggtaa
cccaaccaaa
cattcgttce
aaggtagtte
atggttgett
taaagattcg
aggtcegtatg
ctgcattttt
ttattgctgg
acaaaccgat
atgatgatgg
ttcagaacct
tgatatttge
taccecgetece
cagagaaagt

ttgaagctca

cgcaagtgtg
atttaaaggg
tatttataca
ctgccaaacce
tttatttget
gagtaaaatg
agcttatett
gcaaaggaat
tactceoccecat
cattgattat
atcatcaacg
tgcaggtttg
actgctggag
agattggtac
gtttggagaa
aatgccaagc
tttaaatgga
caaatttgca

agatgggata

gctatggtgg

aattggccaa
gaattatacg
accacaaatt
taattgtgca
cctcaaattg
tggagctecga
tcgttatgtt
gccacgacca
ccaagaccag
ttcegtgett
ggtggtttgt
gcaagggatg
gagactggtt
ttagggatta
aagccaggag
attttagcca
attggactct

agtgttaagg

gacgtgtcaa

atcaccgaaa
cttttactag
tcaagtttce
gaaccactcc
gacttgtttc
ggtegtette
ttgctggtag
gaagattggt
agctggacaa
ctccgegecce
ctacagcaaa
ttctaggtgg
tgcatatatt
acgatcgatt
aattcagccg
tcttaaagaa
tgccagcaat

actggatgag

96

attttggatt
gcaggcatct
ttatagcatt
atttaactct
ctatatecttce
tgctgttaac
tttgggaact
cgaatcaatg
taaggacttg
tacagttaac
aactaaacca
atatttggca
aaaggtagct
ctttgggget
gcaatggaag
ctttgattte
taacgaaatg

gcttggaggg

aaagcaaggt

gtagccaaac
tcatcataaa
cggtatcttt
tcaacttcaa
taggtgcecttt
ttgagagtcc
gaaagtcgag
ggtcataagt
gggcctttaa
tatttggagg
ttggagattg
gatgctggtc
gcatggaaag
tacccaaata
gaacattcaa
tccgaagett
cttacatggce
caatcttatg

gtgececggaca

21

33

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



gggtgacaga
aactttcaat
caaaaatggc
acattgagtc
atgaggatgg
cttttgtgtt
agattccata
tatggtttga
tgctcagtgt
ctatgttgga
ttattgatge
aaagcaaagc
ctgtgeccagg
tagccggtga
gaaagctttg
agaagttgte
aaatttatga
agtaggagaa
tttttaatec
ttgtaatccc

aaaactcga

<210> 60
<211> 200
<212> ADN

tgaggtgttce
gcagtgcatt
ctttttagat
aaaaggtggc

aagtgtcaag

tgececgeteca
tttccaaaag
cagaaaactg
gtatgctgac
attggttttt
aacgatgaag
aaaaatattg
ttgtgaaccc
ctacacgaaa
tgctcaaget
ggaagcaagc
tgcaagaagc
atgttaggaa
caagtttaaa

tttatatctt

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 60

tcgecagegac tcagaaatta

tgaaatttca gcagatcaaa

gaggtctgtt tataaaactg

aatagagggg ttttatttag

<210> 61
<211> 43
<212> ADN
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attgctatgt
ttgatcgcecat
ggtaatcctc
caagtcagac
agttttatac
gtggatattt
ttggagaagt
aagaacacat
atgtctgtta
gcacctgcag
gaactagcaa
aagtaccatg
tgtecggectt
cagaaatact
attgtacagg
gtagtttage
gttgtacaca
agctcctata
tataaagcat

tatgcaatct

caaaggcact
tgaacaggtt
ctgagagact
tgaactcacg
tgagtgacgg
tcaagecttet
tagtcggagt
atgatcattt
catgtaagga
aagagtggat
cgetttttee
ttgtcaaaac
tacaaagatc
tggcttecaat
attatgagtt
tttgtggtta
acatatagaa
caaaaggatg
attttatgta

ttacgttagt

caactttata
tcttecaggag
ttgcatgccg
aataaaaaag
tagtgcaatc
attgcctgaa
acctgtgata
gctcttcage
atattacaac
atctcgecage
tgatgaaatt
teccgaggtet
cccaatagag
ggaaggcget
acttgttgga
ttatttaget
gaagagtgcg
gcatgttgaa
ccactttectt

taaaaaaaaa

aaccctgacg
aaacatggtt
attgttgaac
attgagctga
gagggagatg
gactggaaag
aatgtacata
agaagctcac
cccaatcagt
gactcagaaa
tcagcagatc
gtttataaaa
gggttttatt
gtcttatcag
cgtagccaaa
tetgtacact
aggtgaagca
gattagcatc
tatctggggt

daaaaaaaaa

ttgatgcaac gatgaaggaa ctagcaacge tttttcecetga

gcaaagcaaa aatattgaag taccatgttg tcaaaactcce

tgccaggttg tgaaccctgt cggectttac aaagatcceccce

97

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2349

120

180

200
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 61
taatacgact cactataggg tcgcagcgac tcagaaatta ttg 43

<210> 62

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 62
taatacgact cactataggg gtaaaggccg acagggttca caacc 45

<210> 63

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 63
cuaccaucaa caaugguguc C 21

<210> 64

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 64
ggacaccauu guugauggua g 21

<210> 65

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 65
gucgacaacu ugcuguauag u 21

<210> 66

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 66
acuauacagc aaguugucga c 21

<210> 67

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 67
ggucaccugg acagagaaua g

<210> 68

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 68
cuauucucug uccaggugac C

<210> 69

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 69
aaugccagau guugcuauga C

<210>70

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 70
gucauagcaa caucuggcau u

<210> 71

<211> 2827

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 71

atggcaacaa tggcttccct agtgagtttg ggaagctctg gagcaacttg ctcagggcaa

99

21

21

21

21

60



ttggaggttt
aattttaggc
gtcactactg
gagagtaaag
tctgatggaa
gataatgtag
gagagattag
aaaccgtete
gggaagccta
aaagtagtgc
agccaatcgt
caggcaaagc
gggatgtect
attctagtgg
gtaattgcce
aagaagggtc
atgcatgaag
ggcaggaaat
gctcctgtta
gcatacaact
aaaccagatg
gacgtggagg
attttcgacg
ggtcatgtag
gcttetgaag
gatggcaagt
atgagggctc
gggatccgtce
gtggttgcaa
ctttcatcaa

agtgctctaa

ccttttecatt
aattaggagg
attatgttte
aagagggtct
atcggaaatt
aggagaggaa
aaacggcgaa
cgagtgtaag
aagctgcgaa
aagaatctcc
ctgaaacgat
cttetactge
ccagagctga
acaaatttgc
caccaaaacc
ttgcagetgg
acacttcaga
ggagtaaggc
aagtggaaat
tggctattag
gtgtgcaaac
ttttggacge
aagatgacct
atcatggcaa
ctggtgggat
tgctgecttg
gtggagcaag
ctcaaacaaa
ttaataagat
ttggtctaat

aaggtgaaaa

ES 2809 679 T3

ggttaagaaa
ggggaggaga
tgagcaagga
catcttgaag
tggggagagt
gaaggttatt
cttacaagca
tagttecaacce
gagcgtttgg
gaagattgaa
aagaccccca
tcectecaccee
tgggaaggac
caccaagaag
tgctaaattt
tgggcegaag
gctcggtett
aagtcgcaag
cttagaggtt
cgaaggtgaa
tcttgacaag
actttctgaa
tgacaagctt
gacgaccctt
tacacaaggt
tgtectttett
agtgacagat
tgaagccata
tgacaaggat
gccagaggat

tgtggacgag

attacattge
tggcgttacg
aatgctgttt
ccttetecta
tcggtggegt
gattcattgg
gataatagaa
aatggtaaac
agaaagggaa
aaggttgaga
gtgccactac
atgcctaaga
cagtctgtga
gcatcagttg
ccttetggaa
aggegtatgg
tctattcectg
gctgccagac
gaagaaaagg
attettgggt
gcaatggtaa
caaatggaag
gaagataggc
ctggattata
attggtgett
gacactcccg
attgctatta
gcacatgcaa
ggggctaate
tggggtggtg

ttactcgaga

100

ctagaagaaa
tttecggtgtg
ctcttgaaaa
agccggtttt
tttcgagtaa
atgaggtatt
aggatagcac
ctgtaaataa
atccagttte
gagtggaagc
agaggcctga
agcecggtttt
aatctaaaga
atccgtcgat
agtttaaaga
tcaatgatga
gtgctgctac
gccaagcagc
gcatgtcgac
acctgtatte
agatgatatg
aaatggctcg
ctcctgtget
tacggaagag
ataaagtgga
gacacgaggc
tagttgtagce
aagcagctgg
cggaccgtgt
ataccccaat

cagccatget

ttgtagttge
tagactttct
tgcatatagt
gaaatccggg
tgggaaattg
agaaaaggcc
aaatgtaaat
tttgaacaaa
tactgtgcaa
tcgaacgacc
gattaagttg
gaaggatgtg
gaggaagcct
tgctcaagca
tgattatecgg
tgatattgaa
ggctcggaaa
tagagatgcc
cgaagaatta
taaggggata
tgaaagatat
aaagaaggaa
tactataatg
caaggttgct
agtaccggtt
gttcggggea
tgctgacgat
tgtacctatt
gatgcaagag
ggtcaagata

tgtegeegag

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



10

15

ttgcaagagt
cttcataaat
ggggatactg
gggaatcgcg
gttccttttg
gcagaggtcc
aaggttacgce
ttgcaccagt
caagctctag
ggagatgtta
ttcaatgtga
cggctttata
ctagatccecg
agtggtagtg
gggattcgag

cgagtaa

<210> 72
<211> 200
<212> ADN

taaaggctaa
caaaaggacc
tagtttgtgg
ttgatgaagc
ccggtgatga
gtgcagagtc
tgtcatcett
taaatatcat
aagttcttecc
ctacaagtga
aggcaccagg
aagtcattta
ttgaggaaca
gcegtgtege

tgatacggaa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 72
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tcctcagagg
cattgeccact
ggaagcattt
tggtccatct
gttcgaggta
tttacgaaat
ggcatcggcect
tttgaaggtt
tcaagataac
tgttgatctt
ttectgtcgaa
tgatctaatt
agttgcaatt
tggatgecatg

gggaaaaact

aacgctaagg
tttattgtge

gggaaggttc

attccegtge
gtgagttccc
gagcgtatag
gtttcttcag
gatgttcagg
gtcactttga
gcagttgcta
aaattagcag
gacgacatgc
ggttcagccg
gtgaccgagyg

gtccacgttg

gcactgtaat
agaatggtac
gtgecectatt
aggttattgg
ttgatatagce
ctgctaaggce
ggaagatggc
gatcaatcga
agtttctectt
gtaaagctat
ataacaaagg
ggagtgcaat
aagtgcgggce
gaaagattac

gagttcttga

tgaggctggt
cctcaaacaa
tgatcacgga
attgaataat
tcgtgaaaag
cggagacgga
tggtttggat
ggcattgagg
acaagcgacc
tatcttgggg
tgttgaaatt
ggaaggaatg
tacattcagt
caaaggctgt

ttegttgegt

tttecgagtaa tgggaaattg gataatgtag aggagaggaa gaaggttatt gattcattgg

atgaggtatt agaaaaggcc gagagattag aaacggcgaa cttacaagca gataatagaa

aggatagcac aaatgtaaat aaaccgtcte cgagtgtaag tagttcaacce aatggtaaac

ctgtaaataa tttgaacaaa

<210> 73
<211> 160
<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 73

uucgaguaau gggaaauugg auaauguaga ggagaggaag aagguuauug auucauugga

ugagguauua gaaaaggecg agagauuaga aacggcgaac uuacaagcag auvaauagaaa

101

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2827

60

120

180

200

60

120
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ggauagcaca aauguaaaua aaccgucucc gaguguaagu

<210> 74

<211> 160

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 74

acuuacacuc ggagacCcgguu uauuuacauu ugugcuaucCcC uuucuauuau cugcuuguaa

guucgccguu ucuaaucucu cggccuuuuc uaauaccuca uccaaugaau caauaaccuu

cuuccucucc ucuacauuau ccaauuuccc auuacucgaa

<210>75

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 75
atttctccaa acgctctteg ca

<210> 76

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 76
atccaatttec ccattactecg aa

<210> 77

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 77
gtttctaate teteggectt tt

<210>78

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 78
ttgaactact tacactcgga g

<210>79

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

102

160

60
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160

22

22

22
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<223> Construccion sintética

<400> 79
taaccttctt cctctectet a

<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 80
gtcctteeca tecagetctgg a

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 81
cgtagcagca ccaggaatag

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 82
cagcagctac aactataata g

<210> 83

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 83
cuaccaucaa caaugguguc cauac

<210> 84

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 84
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guauggacac cauuguugau gguagua

<210> 85

<211> 23

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 85

103
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20
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aguugguggg caaucaucaa uug

<210> 86

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 86
aacaauugau gauugcccac caacucu

<210> 87

<211> 24

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 87
ggucgacaac uugcuguaua guga

<210> 88

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 88
aucacuauac agcaaguugu cgaccuc

<210> 89

<211> 24

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 89
ugcaagguca ccuggacaga gaaa

<210> 90

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 90
uauucucugu ccaggugacc uugcaac

<210> 91

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 91
aacaugaaca aaaugccaga u

<210> 92

104
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<211> 21
<212> ARN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 92
aucuggcauu uuguucaugu u

<210> 93

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 93
guauggacac cauuguugau gguagua

<210> 94

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 94
uacuaccauc aacaauggug uccauac

<210> 95

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 95
aauaauugau gauugcccac caacucu

<210> 96

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 96
agaguuggug ggcaaucauc aauuauu

<210> 97

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 97
aucacuauac agcaaguugu cgaccac

<210> 98

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 98
guggucgaca acuugcugua uagugau

<210> 99

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 99
uauucucugu ccaggugacc uugcaac

<210> 100

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 100
guugcaaggu caccuggaca gagaaua

<210> 101

<211>29

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 101
gguauggaca ccauuguuga ugguaguac

<210> 102

<211>29

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 102
gcuaccauca acaauggugu ccauaccac

<210> 103

<211> 29

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 103
gaagaauuga ugauugccca ccaacucac

<210> 104

<211> 29

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

106
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<400> 104
gaguuggugg gcaaucauca auuauucac

<210> 105

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 105
gaucacuaua cagcaaguug ucgacac

<210> 106

<211> 27

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 106
gucgacaacu ugcuguauag ugaucac

<210> 107

<211> 29

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 107
guauucucug uccaggugac cuugcacac

<210> 108

<211>29

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 108
gugcaagguc accuggacag agaauacac

<210> 109

<211> 58

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 109

guauggacac cauuguugau gguaguagaa auacuaccau caacaauggu guccauac

<210> 110

<211> 58

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 110

aauaauugau gauugcccac caacucugaa aagaguuggu gggcaaucau caauuauu

107
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27

27

29
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<210> 111

<211> 58

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 111
aucacuauac agcaaguugu cgaccacgaa aguggucgac aacuugcugu auagugau

<210> 112

<211> 58

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 112
uauucucugu ccaggugacc uugcaacgaa aguugcaagg ucaccuggac agagaaua

<210> 113

<211> 168

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 113

gaucacaaau uugccgguuu augaucaaau acggaacaua agacagauac acuugaacac
caugauucgc auugggggug ugguuacucg ucguucugga guauucccuc aguugaugca

ggugaaguau gacugcaaua aauguggggc uauccugggu cccuuuuu

<210> 114

<211> 168

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 114

aaaaagggac ccaggauagc cccacauuua uugcagucau acuucaccug caucaacuga
gggaauacuc cagaacgacg aguaaccaca cccccaaugc gaaucauggu guucaagugu
aucugucuua uguuccguau uugaucauaa accggcaaau uugugauc

<210> 115

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 115
uuuucuaaua ccucauccaa ugaau

<210> 116
<211> 25

108
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<212> ARN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 116
auucauugga ugagguauua gaaaa

<210> 117

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 117
uaucugcuug uaaguucgcc guuuc

<210> 118

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 118
gaaacggcga acuuacaagc agaua

<210> 119

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 119
ggagacgguu uauuuacauu ugugc

<210> 120

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 120
gcacaaaugu aaauaaaccg ucucc

<210> 121

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 121
uauuuacagg uuuaccauug guuga

<210> 122

<211> 25

<212> ARN

<213> secuencia artificial

ES 2809 679 T3

109

25

25

25

25

25

25



10

15

20

25

30

35

ES 2809 679 T3

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 122
ucaaccaaug guaaaccugu aaaua

<210> 123

<211> 185

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 123

gacggaaacc cuccagagag gcugugcaug ccuauuguua aacacaucga gucacuaggu
ggugaaguua aacuuaacuc ucguauacaa aagauucagu uggaccagag uggaagcgug
aagaguuuuu ugcuaaauaa cgggagggaa auacgaggag augccuaugu uuuugccacce

ccagu

<210> 124

<211> 185

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 124

acuggggugg caaaaacaua ggcaucuccCu Cguauuuccc ucccguuauu uagcaaaaaa
cucuucacgcC uuccacucug guccCaacuga aucuuuugua uacgagaguu aaguuuaacu
ucaccaccua gugacucgau guguuuaaca auaggcaugc acagccucuc uggaggguuu

ccaguc

<210> 125

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 125
gtgatattac ctccaacacg at

<210> 126

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 126
atagtaagca caggatcgga g

<210> 127
<211>21
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 127
ctttcaatcc actgtcaacc g

<210> 128

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 128
atcaagegtt cgaagaccte at

<210> 129

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 129
cagcaatggc ggtaggtaac a

<210> 130

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 130
gcaattgccc gaatcctttt a

<210> 131

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 131
tagctcaata tcaaggtecct a

<210> 132

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 132
tcataagcac cctctataca c

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 133
ttcttaacct cgtcgagatg

<210> 134

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 134
atacccgagt atccttgcaa a

<210> 135

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 135
tagggcccac ggccttggag t

<210> 136

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 136
agcggatata acctcagcta g

<210> 137

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 137
cttegtggee caacgaatga c

<210> 138

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 138
caagctecggg tcecctgettg ¢

<210> 139

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 139
ggaaggtaga tgacatgagt t

<210> 140

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 140
gatggcatag ttaccactgt c

<210> 141

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 141
tecegtagett acataccgaa g

<210> 142

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 142
tccaagtgaa taggagaaac a

<210> 143

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 143
agcagcttet gegtetteta ¢

<210> 144

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 144
acagcacgca cgccaagacc g

<210> 145

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 145
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<210> 146

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 146
cgaggggatt gcagcagaag a

<210> 147

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 147
gtaggagaat acggtgaagt a

<210> 148

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 148
gaccccaaga aaatcgtctg c

<210> 149

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 149
gtcttacaag ggttctcaa

<210> 150

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 150
atctatgttec acctececectgt g

<210> 151

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 151
ataaaccatt agctttccecg g
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<210> 152

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 152
tttattggaa caagcggagt t

<210> 153

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 153
tatagcacca cttceccgata g

<210> 154

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 154
gcaccacgag gatcacaaga a

<210> 155

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 155
ccacccgaga aacctctecca a

<210> 156

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 156
cagtcttgac gagtgattcec t

<210> 157

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 157
gttcttcagg gectaaategg ga

<210> 158
<211> 22
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 158
gttcaagagce ttcaacgaga ac

<210> 159

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 159
atacaaactc caacgcgtcc ag

<210> 160

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 160
ctcttggaaa gecatcagtac ca

<210> 161

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 161
ctagaaagat acccacccaa tt

<210> 162

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 162
actagaatte aaacacccac cc

<210> 163

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 163
tttctgectca ttcaactecet cc

<210> 164

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 164
tatgtatgtg cccggttagce tt

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 165
tcatatccaa gccagatcct ¢

<210> 166

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 166
tgcatcacac atcaccaaga t

<210> 167

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 167
gtactcctgt tcaatgccat a

<210> 168

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 168
attgatacca gcatagagac a

<210> 169

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 169
agcaattctc tctagaatgt a

<210> 170

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 170
catcattcet catcgactta g

<210> 171

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 171
ctctegttge cctctecata a

<210> 172

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 172
caacgcccca ggagaaagtt ¢

<210> 173

<211>195

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 173

cugaagcugg ugaaggugaa gauggacgaa ugaaaucugc gauuggaauu gggacccuud
uucaggaugg cuugggagau acgaucaggg ugucucuaac agaaccacca gaagaggaga
uagacccuug cagaagguug gcaaaucuug gaacaaaage agcugaaauu cagcaaggag

uggcaccauu ugaag

<210> 174

<211>195

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 174

cuucaaaugg ugccacuccu ugcugaauuu cagcugcuuu uguuccaaga uuugccaacc
uucugcaagg gucuaucucc ucuucuggug guucuguuag agacacccug aucguaucud
CCaagccaucC cugaagaagg gucccaauuc caaucgcaga uuucauucgu ccaucuucac
cuucaccagc uucag

<210> 175

<211> 183

<212> ARN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 175

ucccaucaaa guucccuaca aaauaugugc aguuuccuau cuuccuugcec gccauucaua
caaacuaugu ugauuguaca agguggcuug gugauuuugu ucuuucuaag aguguugaca
augagauugu acugugggag ccaauuauga aggagcaauc uccuggagag gguucaguug

aca

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

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 176

ugucaacuga acccucucca ggagauugcu ccuucauaau uggcucccac aguacaaucu
cauugucaac acucuuagaa agaacaaaau caccaagcca ccuuguacaa ucaacauagu
uuguaugaau ggcggcaagg aagauaggaa acugcacaua uuuuguaggg aacuuugaug

gga

<210> 177
<211> 143
<212> ARN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 177

uugugcuuaa aacaucgacc agacagacaa uauuucuucc uguuguugga cuaguugauc
cugauacgcu gaaaccuggu gauuuaguug gugucaacaa agauaguuau cuuauccugg

acacucugcc gucggaauau gau

<210> 178
<211> 143
<212> ARN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 178

aucauauucc gacggcagag uguccaggau aagauaacua ucuuuguuga caccaacuaa
aucaccaggu uucagcguau caggaucaac uaguccaaca acaggaagaa auauugucug
ucuggucgau guuuuaagca caa

<210> 179

<211> 159
<212> ARN
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 179

cgcugcaguu ggugaaguag aucccggcaa ggggauuuca cuccgguuuc cacgucuggu
ucguauccga gaggauaaau cuccagagga cgccacauca ucugagcagg uggcggauau

guacagaucu caagcCaaacCa auccacaccg cCaaaaagag

<210> 180
<211> 159
<212> ARN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 180

cucuuuuugc gguguggauu guuugcuuga gaucuguaca uauccgccac cugcucagau
gauguggcgu ccucuggaga uuuauccucu cggauacgaa ccagacgugg aaaccggagu

gaaauccccu ugccgggauc uacuucacca acugcagcg

<210> 181

<211> 159

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 181

uaaagauggc ggaaaaaucg acuaugauaa auugauugac aaauucggcu gucagcgacu
ugauuuaucg cucauucaga gaauugagcg caucacugcu cguccugcuc auguauuucu
ucgccgcaac guuuucuucg cucaccguga uuugaauga

<210> 182
<211> 159
<212> ARN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 182

ucauucaaau cacggugagc gaagaaaacg uugcggcgaa gaaauacaug agcaggacga
gcagugaugc gcucaauucu cugaaugagc gauaaaucaa gucgcugaca gccgaauuug
ucaaucaauu uaucauaguc gauuuuuccg ccaucuuua

<210> 183
<211> 150
<212> ARN
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 183
ugaagcugau gougaaggaa aggauauuga ugcuagugaa guaguucgec caagggugecd
auuagaagcu ugccuagcua gcuacucage uccggaggag gugauggacu ucuacagceac

ugcauugaag gcaaaggcaa cugcuacaaa

<210> 184

<211> 150

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 184

uuuguagcag uugccuuugc cuucaaugca gugcuguaga aguccaucac cuccuccgga
gcugaguage uagcuaggca agcuucuaau ggcacccuug ggcgaacuac uucacuagca
ucaauauccu uuccuucagc aucagcuuca

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

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 185

acaccugccce uaacaucucg ggguuuucuc gaagaagauu uuguuaaagu ggccgaguau
uuugaugcug cuguuaagcu ggcucuaaaa aucaaggcug acacaaaagg aacaaaguug

aaggacuucg uugccaccuu gcagucuggu guuuu

<210> 186

<211> 155

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 186

aaaacaccag acugcaaggu ggcaacgaag uccuucaacu uuguuccuuu ugugucagcc
uugauuuuua gagccagcuu aacagcCagCa ucaaaauacCu cggccCacuuu aaCaaaaucu

ucuucgagaa aaccccgaga uguuagggca ggugu

<210> 187

<211> 159

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 187

ugaacuacga agcaggcaaa uucuccaaaa guaaaggcau uggaguuuuu gggaaugacg
ccaagaauuc uaauauaccu guagaagugu ggagauacua ucugcuaaca aacaggccug
agguaucaga cacauuguuc acuugggcgg aucuucaag

<210> 188

<211> 159

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 188

cuugaagauc cgcccaagug aacaaugugu cugauaccuc aggccuguuu guuagcagau
aguaucucca cacuucuaca Jgguauauuag aauucuuggcC gucauuccca aaaacuccaa

ugccuuuacu uuuggagaau uugccugcuu cguaguuca

<210> 189

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 189
tcececatectee cacatgggtt actg

<210> 190

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 190
cagtaaccca tgtgggagat ggga

<210> 191

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 191
ggctgatgaa attcaagtge ta

<210> 192

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 192
aaactgagct tggaaataat c
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<210> 193

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 193
gaacccaaaa ttgtcacttt tt

<210> 194

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 194
atgcacttgt ttatactctt gtca

<210> 195

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 195
atttattagt gttctaaaga a

<210> 196

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 196
tgtagtagct tataagatta gett

<210> 197

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 197
gttgtcecett ttatgggtet tt

<210> 198

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 198
cccgtgeaat ttetgggaag ¢

<210> 199
<211> 24
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 199

attagttttt tatacacgaa agat

<210> 200

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 200

atctttegtg tataaaaaac taat

<210> 201

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 201
ttggtggttt ggccacttece gt

<210> 202

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 202
tttgtttget atttagetgg a

<210> 203

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 203

caatttgcag caactcgcac tgga

<210> 204

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 204
tcccaccatt ggctattceg ac

<210> 205

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 205
ctgtctctet ttttaattte t

<210> 206

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 206
ccactttgca cacatctccec actt

<210> 207

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 207
gaggatccac gtatagtagt ag

<210> 208

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 208
tttaaataaa gaaattattt a

<210> 209

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 209
taatacgact cactataggg cttgagttta taacgaagct

<210> 210

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 210
taatacgact cactataggg cttctaattt tcaaggacg

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 211
agcttctaat tttcaaggac gata

<210> 212

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 212
gtcatgtgac tccactttga ttttg

<210> 213

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 213
ctcaattccg ataaatttaa gaaat

<210> 214

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 214
cgaagctatt ggaccgacct aattte

<210> 215

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 215
ggaattgagg gcttcccaga aattge

<210> 216

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 216
atgacttttt gattggtgaa actaa

<210> 217

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 217
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taatacgact cactataggt ggaactccaa cacacaaaaa atttc

<210> 218

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 218
taatacgact cactataggt tgaaaaataa tcataatttt a

<210> 219

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 219
gcataatata ttgatccggt at

<210> 220

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 220
ctgaaagttc atacataggt actc

<210> 221

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 221
ggtactccaa ttttcagtat at

<210> 222

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 222
ctgaaaattg gagtacctat gtat

<210> 223

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 223
atgtatgaac tttcagaata ttatacc
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<210> 224
<211> 22
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 224

taccggatca atatattatg

<210> 225
<211> 647
<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 225

ttcaaaatga
gacccgaaat
ctaacaaggg
caatggctta
ttatttatgt
ttcttgatgt
tctgagagaa
catcatacag
aaaacaatat
tetegagetg
atatttecgac

<210> 226
<211>738
<212> ADN

atttaaaatt
agttgacttg
tcagattgeg
ggggtaacgg
tgagttagtt
ggtgtagtgg
caagaagtga
agagatgaag
tatagtgagg
gtactagtet

ttaagtctaa

<213> Amaranthus palmeri

<400> 226

ttttgetttt ttactattat
cttcctatgt attacccata

actcctatac aacgtgtgaa
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ct

atataaaaat
aaatcaacct
tacatcaaac
gaatgtgtgt
ttttttttgg
tgatgaagat
gttcagecccet
ggcgaactcecc
agcctttact
ctgaaccgat

tttacatcgt

ttcecttcettt
tgtctetgta

tattgeccegg

caatatggac
gatgacccga
ccctcaaate
gctatgtaca
atcaaatata
caggctgaga
tcgtgetget
gatgaggcat
acgtcatttg
tgecetttett

tttgtacatt

tcaaggattt
taggcattac

catcctaatce

128

acaagaccgg
atgaacacct
ctgecttaggt
ttgtgcatct
aagagcttaa
gaatctaaat
ggtgttggtyg
tcattectatt
gaacccccte
ctgetttgtt

tgttate

atatcaatcce
ctagttatca
gggagcttgt
attcttatge
cttttgtatt
tggccaaaat
tgattagttg
ggtcagcaga
tatctatgta

attttgtgtg

gagttgttta ttgctgactg
gggagctgta cctacatcta

gccccacttt tcttgaccac

22

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

647

60

120

180
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gtattcagca
cttcaataaa
cattttgecat
tatagttact
gggaagaaat
aatgctttac
aatacttttc
taccctaatg
ttttagagag

aagggtaaat

<210> 227
<211> 880
<212> ADN

tcacagaaaa
gtacatccat
aattagtttg
ggccttggta
acgaaggaaa
tataatgttt
ttattactat
gaattaacac
tcaaatagtt

ttccaaaa

<213> Amaranthus palmeri

<400> 227

atgtgatcaa
catagagccc
ttctattaat
tctecacttta
ttgacttatt
agataaaata
tgtccccaaa
tataaaacga
ggcctatgta
cagttggctt
agataactct
ttececatgteg
tcatgetttt
ttaatcaatt
tggaggttca
<210> 228

<211> 453
<212> ADN

ttaaagaaaa
atggggtcac
aagagtaaaa
gtaattttgt
ttgttccatt
gttgttaatc
aagtccgaac
gttcagttat
ttatccaaat
aatctaccaa
cacaccactt
ctaattttet
tatgtcaatt
ttgtatgatt

taatgtattg

<213> Amaranthus palmeri

<400> 228
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ggtttctgat
tatcaatctt
tggaactaca
cgatagatgg
atattgecacg
tactttaatt
tacttaggtt
atggtaatta

caggttaaac

agtctaatta
gtgeccectteg
atgtaaaatt
cttatttatt
ttcttttatg
ttacaaataa
tacaaatcga
taaaggaaaa
gtgatactcc
gcgegtggece
atcatcacaa
actgattcag
tcttgttteg
gttggaataa

ctagatttgt

ttattataat
tacggaggtt
tggagatcgt
taggcgttat
gaatttcggg
taattaccta
cctaatgcac
agctctcege

tagagetttt

tatgagcceg
gggtttttag
aatattaaac
tattttatct
gtatgccgta
aactctatcg
ccactgtcat
taggaaacac
agtccacatt
ataaatgcct
ttcacaatta
gttttattet
cattttgtet
ttgtatgtat

ttactttcac

129

ttttgtcatt
gttcacacaa
gctggttatg
atgttcattg
atgecctacte
tgttatttag
aaaaaccgta
tttgtgtaat

catacccaaa

tctcacagtg
aaaaaattca
tcttttgata
catgtgttta
tttaaaattt
aaatttcatc
cacatggtga
gaaacagtta
actcagtcct
ctaacacttt
ctctaattct
cagcttttat
tcecacttget

ttttcatgat

tgtattcact
cttcttgttt
atgaccctge
gtcatcaaaa
ctcatgggta
gatgaaaatg
attattaatg
taatccaatt

taataaaacc

acggagctat
aagtatactt
ataaatactc
ataaggtcag
tagcaagtaa
cattagttaa
gatagtctca
atttaggcgg
tccaattgaa
tcaatctcte
ttttattecct
caattttatt
gtctgtttta

tttectetta

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

880



aatttgageg
taaaattaat
aaagctataa
taaccaaggg
aacgatcata
tcatatcata
gtttatatcg

ctacagcagc

<210> 229
<211> 3953
<212> ADN

ggaaaatttt
agtcaaactt
taaaattata
ctaacacgta
aaacaaaatt
aaattgecttce
tegtcecttace

aatttctaca

<213> Amaranthus palmeri

<400> 229
ggaaaattta

ggggtatttg
ttaccagaaa
ataaaaaatt
tettttttga
ggaaaatatc
aaaaattacg
aggaccttat
ccttaattgt
tagggttaat
cacattattt
tgttgactag
aaaagaagta
tgcggtgtga
tattattgeg
ttctaccgaa
ctgggtcecge
aaataaaatt
atttttttte

atacacactt

cctagaataa
cctaaagtaa
attaaaaatg
ttaaataata
aaaaataaaa
cctcaaagtt
aataaattgg
tagtgattet
attgtaactt
aaaatctaag
taaatgacat
ggggattaaa
tatttcaata
atgacatact
atatttgcag
ttttttatta
cactgctagc
tttttggceca
cttttatata

gaaagcatcg
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aatatcatta
attgtaatag
aaaaaatata
tcattaaata
gtcacttteca
tttcteattt
actcaatcac

gttcaacaac

tccaatttat
ttaaacttgg
aaaattaatt
aaaaaaatat
cttagttata
gagattattc
attattgttg
ccctectactt
ttaactattg
attttatcta
tcgtcaaata
gaaagaatag
tgtcaaactt
tcacecttttt
taatgaaaat
atttaattca
taacattaaa
taatttttag
tataaaataa

atgatatcga

aatagtettt
catgcactaa
tgtgaaaaac
gtctttactt
gtagcaaact
gttgtgttge
ttttagattt

ctc

tcgtgatttt
ataccccgat
taaaattaga
aaattttttt
gcaagtgatc
atggttaata
gtaatttttt
tggaggagta
attctttaaa
atttcacttt
aaaaaaaata
tatcaataat
tgatctegtt
cattatttta
ttttttggtt
acacgttggt
caatttaaca
aattttagtt
aaaaaaatcc

agaaaaacca

130

gctttagtat
tctataataa
taatttgagce
tagtatatag
tacaaaatga
tctecatttta

attagtagca

tctacaaatt
gacctgectat
gaaaaatttt
gaacatttta
tggtcaccgg
aataggtgag
tttcaaaact
tattgtggac
aaaaagaact
gattattececg
gtttecattge
cgtaatgtag
gtaacttgta
tactggtagt
gttgctttta
gttacccatg
aactcaatac
tttaaacatt
aaaaaagggg

gatggggtgc

atagaatagt
tcttatcectg
gggaaaattt
aatgataatt
gcagagtacc
ggagttcatc

cttecctecaat

ccaacttcaa
agtagataat
gaaatttcat
ttttaatcta
gtttactecta
attattatag
atccctagga
tteccecatett
tataaaattg
attttgtatt
attccaattt
caagtagtac
atttgtacga
gacatgggat
caaacaaaaa
atttataggt
accaacctaa
atatttggga
acacacatta

ccaattatct

60

120

180

240

300

360

420

453

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tegtetecett
ccaacttteg
gcattgccag
attcaaaaaa
aatttggecct
attgttgaat
gggtttgtag
tatttggttc
atgtcaatta
ctgtgtttga
agaaaacagg
gacggagaga
gcagctttac
aagacccgat
atcatataaa
aatgaatgcc
ctaagttcat
cccccagcaa
tcatattcca
cattttgatce
tgggttagtt
gacaatgcaa
tgtaactgtt
cacctagtaa
ccaacatcag
ggtgcatgaa
aaattttgaa
ttgaaatttg
ctttgtagaa
tttttttgte

ttggcctaat

cgatattatc
aaaccaatat
cttecttette
tcactaccac
tttctccaag
ttttcagggt
tattggattt
ttgtgattca
actgttacat
atctecttget
ttaaagggaa
ggggtetttt
ttcacttaga
atttaccgga
agcaatatgg
tctactetta
gttttecttceca
taggttgaat
ttgtteagtt
catgttatgg
tattttgetce
aacattttca
gatgaatgtg
agaaattttt
tacccgagtc
aaacgcgtga
ttgctaaaac
atccaaattg
tctttecagge
ttaactctta

tctaatttec
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gaattcatta
tcgecgtatt
tcctgeaatt
tegettteta
gtttattttc
ttaacggtat
ggcattgett
aggttattga
tacattgcett
tctctatgta
atctataage
tggagaaggce
cactcttaag
ctttgtaaac
acttaaaccg
agcatgtcaa
actacaaatg
ggcatttagt
tagttgttag
ttgtctggga
taggaggggt
tacttggtac
taaaaatata
ctaacacgag
caagtaacat
ttgtagecgag
gctatcagga
ttaaattatt
cgcattctca
tgcagttcat

ttctaggttyg

acaacattat
tttectectatt
tcggaatcac
aggttteatt
tatctctttt
aatatttgtg
ttaatttttg
tttgctgecat
tatggtttte
ctatttaate
ttagtaaatt
agttttcata
tagaggtcat
aacttaacce
attttgaacc
ctgtaatatg
aaattttatg
tcagttgatt
tagctgtaca
taaacggatt
tatgtcatat
gttgttgcegt
ctacatgate
aagttcaaaa
agggtgtccce
gatagtaggce
tettgttttt
gagactaatt
cagtgaaggc
tatctecttet

ctttggatgg

131

atcaaaaacc
caacaatccc
ccacttgcaa
cggttttact
ttaattggtt
ggtttttteg
agattgggtt
taaactgtat
atcatgctga
tgatacaaca
aacacttgaa
ttattgectca
aggtgttcag
gacttcaaaa
gaccttgacc
aaatagaatt
acccaaataa
ttagcagacc
taatagacta
ggaattgtat
gtgcactctg
gttttgtgcece
atatgctagt
catattccca
tttatgatag
gggagaggta
cttactttga
cctgttgatc
tcaattaaac
actgatgaga

ttcaaatcat

aaccaaatta
tacaatggcg
ttttettect
cccaagccta
aatcaattgg
agtacattct
ttttgggttt
ttatggaatg
ttagtgatta
agtacaacct
agaagctaat
gttectctagt
aatagatcca
tgaatttaca
ggttgatceg
ataatataaa
tgtgtgaata
acatctgeccc
attaagttgt
aataaaagtt
ttggcaaccc
cttegtattt
aggtcttett
ttaccattat
tataagaatt
caggatttga
tgttgectttt
ctgtcgtgaa
aaggtgagtc
aaaccactat

gcteccatcac

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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cttcgecacga
aatcttctec
ccggtcttgt
ataacgagat
agagagaacg
caattgaatt
tttgtggtct
ctgtgagata
acatgtegtt
ttcaccagece
gccatcactt
tggcgageeg
ttatatcaat
agataaagtt

aatcgaggta

<210> 230
<211> 595
<212> ADN

aaaatctggg
tgcagecatca
caagtatgta
gtctttagag
agataaatac
tgcattatgg
agacttgtgg
ttgatccgea
gcaatgcaac
actcctegte
ccacctctca
cetttegtga
ttttgecattt
aagaaaggac

cgtatgttat

<213> Amaranthus palmeri

<400> 230

acaaaaagca
ttaaaacggt
ctteccaccct
ttatgttcaa
acttctatat
gcaaatgcaa
aaaatttccg
tagatggatt
tgaattgtga
ggattgattg
<210> 231

<211> 667
<212> ADN

caaattcaat
tcececcacttt
ctctaatgge
gacacgaatt
ttgaaaaaca
cagtaaatat
atttacaatt
cttatttgtt
ttattectgat

aagttgcaat

<213> Amaranthus palmeri

<400> 231
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ctaccagcce
gtgtctgaag
acattcttta
acgtctgggg
taatatatat
tgaactacca
attctagaga
agcaggaagc
caccaccacc
ctgegttacce
agagccctat
aggtaagtgt
tgtgaagctg
aagtcatatg

tgctttaaac

aatatactct
cttectecgac
ggctgtttcecce
cgtttgtggg
tatgccaaaa
agttecctgtt
aaattaatct
tattggtatt
tgtatgtcaa

aaggtgatgg

aagaaaagaa
aacgagtctce
ttttcattect
aacaagggag
gaatatttca
aagaatcgaa
cattgtagag
tattcctcaa
tgectgtageg
tgceocccageg
gtcaggcaca
ataccecettt
aaaataaatc
cattatcgag

ttecatgeett

ttaagtttgt
tctecacaatt
ttcaatatca
tttgtaagaa
acttcaaggt
tcagctcatt
tgttttgtag
tgtttataaa
ggtttaggtt

cgtgatgetg

132

gaacgatgag
cgaattcttyg
tccacacact
aaatgagtct
taatccacat
tattttttaa
ttgcaattaa
ccacaaattc
tctgeececag
cctgetgeca
ttctaccgta
tttagtgttg
tttcatttte
gctatgaagt

aggccgtgaa

ttatcttcta
atctteccct
atggtggaaa
aatttcattt
ttaaagcaat
ctaggtaatt
gtaatgaatt
tttttgttta
gttattaata

attgttgtaa

ccgtctagtg
agccaagttg
cgcaatttgg
agaggttgct
taaaaaaata
tactccatgt
aacaactgga
ctaatcctac
ctececegtete
cgtcagectaa
gtccagectce
tatttetgtg
cataggttgg
tgatgaatga

gtt

attagttegg
attcattttt
gattggaact
tagaactcat
ggaagtttct
ttattteteg
gcagaagaaa
tattagttte
aatgtaaatt

atttt

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3953

60

120

180

240

300

360

420

480

540

595



caacaatgag
agaacaacca
agctttecte
ccacttette
aatcatccat
tcctecegeceg
cttecegetac
tttccegatt
aacgtgaagg
aagctcttac
ttttegetge

ctggtce

<210> 232
<211> 2415
<212> ADN

aatttagaat
ttgttaagecg
tegeactaat
aaacccacca
ttacgctatc
ccceccttcaa
tataactcaa
tagccctgaa
tgttaccgat
tegttctaat

tgaaggctac

<213> Amaranthus palmeri

<400> 232
atttggataa

gatttaatga
tttggatatg
aatgctcttg
tctaagaatg
aattcaattt
atatttagaa
caagttgtat
ttaaagccta
tctaaaattt
ttttttatac
aaattatgaa
atgactatgt
gtgcecccaaa
tcactttaac

tatgtttaaa

cttttteett
aagtggagga
aaagtggagyg
gaaatgacca
aactatttag
taaccttaaa
aaattataat
catttatata
ggtgaaagat
tgaagcataa
ttgccgagac
aatttgatat
tttaacttat
acaaatggga
atcaaaattg

tactacttta
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ccatatcaat
ccteccactat
tacctecatt
ttttectett
cctttgtcca
atctcatcat
tcaccttecat
gaacccagaa
gtttttgett
atcattagaa

gctegtgeta

tgattcgaat
agtttcaatt
aagtttcaat
agagttcaag
aacttaaagt
tttataaatt
tcggcttatce
atcaaatata
atgttgtage
ccatatagtc
aacatttaaa
taataatctt
agattaaaaa
caacttagat
atcacttata

aattgaaatt

cttgatatte
cttetteett
tgcaaccttt
ttactaaacce
attctcttaa
cttcttctca
ctctcaccga
aaggttgcga
accctggtgg
atgttcttece

ctggacgegt

cggattattt
tttaaagttg
ttcgaatcat
gcttcttgtt
aattaaatta
atgaccttaa
agtctcatat
attatgagtg
atctttgtga
cctecgaattce
cccttaatat
tgtattgaaa
aaaatacaaa
gaattggagg
ggttcaaatt

gatattttta

133

aagggtattt
ctcattetcee
caagctttea
taacaaaatc
acccacttct
atcacctaaa
tgataaaccce
tgttctegtt
agcatccatg

tcgacatgaa

tggagtttgt

ttaatacagt
taggtgtaat
gtttgeccagt
ataaaacatt
ttagttataa
aaagatcaag
tgagacggtc
tattcatgta
aagtcagecect
attcaagttg
ttctaattaa
cgaatttaac
ttaagagtga
taatattagg
gaaactttta

aggtcaaaat

aagtaattaa
attctcgett
acaatggegt
cctaatetge
tcttcttcaa
cctaaacctc
tcttettttg
gaagctcttg
gaaatccatc

caaggtgggg

attgccactt

attatgaact
gttttctecat
tgattcaatg
tcaattttga
cttataaaaa
tattgaacgc
tcgtccaaga
ggtttcaact
ataacttggt
tccaatttac
tcttaattaa
aagatctcac
taagtgaata
tagcaagtga
ctttaattga

tgaaaccttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

667

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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aagattataa ttgaaaattg gcagaagaaa aacaaagaga aagaatataa gacacgcaaa 1020
ttgtaccgat ctactcttat ttcaatttga gacggtctcg cccaagacta gatgttcggt 1080
catcctacac caaccccaaa aaattcaaca acaaagtctt ataatgattc cctctaatcet 1140
actacagtct acaccaaccc actttctctt tgecccaccaa aactttggtt tggtaagaac 1200
taagccectet tetttecett ctetetcetet taaaagectg aaaaatccac ctaacttttt 1260
tttaagccaa caaacaacgc caaattcaga gaaagaataa tggctcaage tactaccatc 1320
aacaatggtg tccaaactgg tcaattgcac catactttac ccaaatccca gttacccaaa 1380
tcttcaaaaa ctcttaattt tggatcaaac ttgagaattt ctccaaagtt catgtcttta 1440
accaataaaa aagagttggt gggcaatcat tcaattgttc ccaagattca agcttctgtt 1500
gctgctgecag ctgagaaacc ttcatctgtc ccagaaattg tgttacaacc catcaaagag 1560
atctectggta ctgttcaatt gocctgggtca aagtctttat ccaatcgaat ccttetttta 1620
gctgetttgt ctgaggtatt tatttcectcaa ctgegaaaac aatctcetatt tgatattgga 1680
atttatatta catactccat cttgttgtaa ttgcattagt agatacttat gttttgacct 1740
ttgttcattt gtttgttgaa ttggtagtgt tgagaatttg aatgtaatta tttgtttttc 1800
catgtgaatt taatctgatt aaatccactt cttatttatg ttaagttgca atgatgtttg 1860
ccaaatggtt atcattgaag gataagtttg cctacttttg accctcccaa cttcgeggtg 1920
gtagagccat tttatgttat tgggggaaat tagaaagatt tatttgtttt gectttcegaa 1980
atagtagegt tegtgattet gatttgggtg tcectttataga tatgatatat gggttattca 2040
tgtaatgtgt aggtttatge attatgttgg atgcatgtet ggtgttattg ctgtaaatgg 2100
atgaatgttg ttatttggag acattttttc attcattttt tcccttttta attggaactg 2160
gaagagggaa agttattggg agtaattaaa aggttgtgag ttcgatacac tgcatcaaag 2220
acgaagaact tgacatagat gttgaaggct aatccttatc actgcttgaa ttcaatatgt 2280
atctgaaaat tttacccctc tatatgcatc tgtttttget aataaagtgt ttttggacta 2340
tcatgttttg tgatgettaa gagggtgata ttactgagat aaatggaaat atcaaaataa 2400
catctattgt gaagt 2415
<210> 233

<211> 3049

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 233

caagcttcaa ttatcgtttt caaaataagt atttcaaagt ctataaagat attgtataag 60
ttttagttca aatttaataa gttttttttt tttttttttt tttttttttg aaaatccaaa 120
ttgaataagt taatarttaa attatgacat ataattatga catataattt gaccatgata 180

134



ttttacaatc
ataagtattt
agttttattg
attttttata
tccaagttgt
tctaattaat
aaatctaaca
ttaagagtaa
tagtattagg
gaaactttta
aggtcaaaat
agagaaagca
tctcgeecaa
ctecttataat
accaaaactt
ctaaaaccca
ctcaagctac
aaacccagtt
caaagttcat
ttcaagcette
aacccatcaa
gaatccttct
gtgatgatat
atagtacagc
atggaaagga
cagctgecggt
tgagggagcg
attgttttect
ggggcaaggt
ctactccttt

cgtatgttga

taacttaatt
aaattgtata
actatttatt
taacttegtt
ccaatttact
gttaattaaa
agatcccaca
taagtgaata
tagcaagtga
ctttaattga
tgaaaacttt
tgtaagacac
gaccagatgt
gattcectct
tggtttggtg
ccaacttttt
taccatcaac
acccaaatct
gtctttaacc
tgttgetget
agagatctet
tttagectgcet
tetttatatg
caaaagggca
agagattcaa
tgcegttget
ccccattggg
tggcacaaat
caagctctct
gggtcttgga

aatgacaata
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ttgaacttat
gatatattgt
tggkgtttga
ctaaaatttt
ttttcatact
aattatgaaa
tgactatgtt
gtgtcccaaa
tcactttaac
tatgtttaaa
aagattataa
gcaaattgaa
tcagtcatcc
aatctactag
agaactaagc
cagccaagaa
aatggtgtcc
tcaaaaactc
aataaaagag
gcagctgaga
ggtactgtte
ttgtctgagg
ttggacgcte
gtegtagagg
cttttecettg
ggaggaaatt
gatctggtag
tgcectectg
ggatcggtta
gacgtggaga

aagttgatgg

tatttctaat
ataacattta
aattcatcca
gaagcataac
tgcecgaggea
atttgatatt
ttaacttata
acaaatagga
atcaaaattg
tactacttta
ttgaaaaatg
ccagtctact
tacaccaacc
agtctacacc
cctettettt
acaacgcgaa
atactggtca
ttaattttgg
ttggtgggca
aacctteate
aattgecctgg
gcacaacagt
tcagaactct
gttgtggtgg
gtaatgcagg
caagttatgt
caggtctaaa
ttcgggtcaa
gtagccaata
ttgagatagt

aacgctttgg

135

attcaattat
gttcaaattt
tagaatgata
catatactcc
acatttaaac
aataatcctt
gattaagaat
caacttggat
atcagttaca
aattgaaatt
cccagaagat
cttgtttcaa
ccaaaaaatt
aacccacttt
cccttetete
attcagagga
attgcaccat
atcaaacttg
atcatcaatt
tgtcccagaa
gtcaaagtcet
ggtcgacaac
tggtttaaaa
tctgtttect
aacagcgatg
gcttgatgga
gcaacttggt
tgctaaagga
tttaactgca
tgataaattg

agtatccgta

cgttctaaaa
aattattgat
gaataacacc
ctccaattca
ccttaatatt
gtattgaaac
aaaatacaaa
gaattggagg
ggttcaaatt
gatattctta
gaaaaaacag
tttgagacgg
caacaacaaa
ctectttgece
tcttaaaagc
agaataatgg
actttaccca
agaatttctc
gttcccaaga
attgtgttac
ttatcecaate
ttgctgtata
gtggaggatg
gttggtaaag
cgcccattga
gtaccaagaa
tcagatgtag
ggccttcecag
cttctecatgg
atttctgtac

gaacatagtg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



atagttggga
atgttgaggg
ggactgtcac
cctteacatt
gcaatttgac
tcatattgag
atggtttectt
tgaaattgct
tgattgggat
tcttgagaag
acccagggat
gccagatgtt
cagagatgtg
actgagaaag
tgaaaagcta
ctectettget

aacctteeceg

<210> 234
<211> 1113
<212> ADN

caggttctac
tgatgcttca
tgtcaagggt
gttctgetaa
cgcaaaaaaa
ttttggegte
ttgtctttat
gtgtagccta
cttatttgte
atgggttgeca
tcatctggaa
gctatgactc
gctagetgga
cttggggcaa
aaccccaccg
gcctgtgeag

gactactttg

<213> Amaranthus palmeri

<400> 234
tcttaatttg

tgattcgtcet
ttacaaatat
ttgtgttgaa
aatttgtett
attctaaatg
ggtatttagg
taaataagga
agtgtgaaac
caaataggtt

attgatatcc

tattttatta
ctatgcaagg
taacgaacga
taggagggag
ctatatatgt
ggaagaacat
taaaaaaatc
aagtggacat
ataatcatat
aaaattgaaa

tttaaggtta
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attcgaggtg
agtgctagcet
tgtggaacaa
attctagagg
ttgcaaaatt
aacataaacc
gactagacac
cacctcatgt
ccctggattt
aggtcacctg
agaaacatct
ttgcagttgt
gagtgaagga
cagttgagga
ccattgaaac
atgttccegt

atgttttaga

ttaatctata
attttcatat
ataagtgcat
tatacattaa
ctaaaaaatc
taagaaacgg
tatgccaaaa
ttaaaatgaa
ttaggtaaaa
ttttttatgt

aaattaatac

gtcagaaata
acttcctage
gcagtttaca
accctttcaa
attctgetga
taatcaaata
tctctattat
tcagattttg
tgcatagggt
gacagagaat
gcgtgectate
tgccttgtat
aaccgaacgg
aggatctgat
ttatgacgat
cactatcctt

aaagttegece

agttaaaaca
caacttttca
taaaaagagt
gatgaatcta
ttgatcaaat
agggagtact
gtagaaagtg
tcggagggag
aaattatcaa
taattgatct

ctctaaaatt

136

caaatctcct
cggagccgec
ggtataatgt
ttctgggtgg
tagaacatct
atgaaaaata
tccttgattg
ttcgtatacc
gatgtaaaat
agtgtaactg
gacgtcaaca
gcagatgggc
atgattgcca
tactgtgtga
caccgaatgg
gatccgggat

aagcattga

tagtcaagtg

taatttttga
gcaaaaagca
acgagatcte
ttctetttee
tataagttaa
gacaattaga
catattaact
tttaacgtca
attgttcact

aaaattatta

ggaaaggcat
gtcactggtg
taacccttac
gataagcacg
cgagatgaga
caaacatcat
ggatcttatt
agacttttct
ttgccgaagt
ttactggacc
tgaacaaaat
ccaccgccat
tttgcacaga
tcactecegee
ccatggcatt

gcaccegtaa

agatcttgtt
ttatacacaa
aatgggacac
acatggatat
aaaatagaat
gatagttggg
gtgactttac
ttattttcaa
aaattgatca
ttaaattgaa

aaggcccaga

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3049

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

15

aaataaaaaa
cgcgcgaatt
ttatttatta
attttgagga
aaaagaggta
ctcttettat
aatgatctcg
tggtaataca

<210> 235
<211> 882
<212> ADN

aaaagaagac
gagccggccc
ttttattatt
gacgggctat
tctggtggag
tctetttecat
ttaaccttaa

acaatccttc

<213> Amaranthus palmeri

<220>

<221> misc_feature
<222> (451)..(459)

<223>nesa,c,

<400> 235

aaaaaaccgt
gtcataagtg
ttecatatttt
tcaaatttta
tetttetgac
tttttacctt
aaagatttta
tagaaaattt
ttctaccecac
cttggttttt
aaaataaata
gtttttactc
gtttgttaaa
caaactaaat
tttaatctat

<210> 236
<211> 1083
<212> ADN

g,ot

cttatttgta
agtggcatca
ttgtgatttc
tttgttcece
tccactgaga
taatcccact
actttttact
ctataaataa
cattttttte
gtgtatatac
aaatagaata
aaacttttta
cccatatgta
aacaaattta

atcgaaaaaa

<213> Amaranthus palmeri
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aggctattag
acttttagtt
ttattgtttt
tagtaaaatt
ccttaaatcet
ctatttcecte
tctctectgaa

ctctttttca

gaaaataaaa
aacttgttct
taaatagaag
aaaaaaacat
agatcattge
ttttgttttt
tttttgtgta
ataaataaat
atcaattttt
caatcattta
aaaatgtaat
cccttgttaa
atctatateg
ggaataaact

tgatagcgag

taaaattatt
tcaatttgaa
aagctcaatg
aatagttgga
gcgecaattga
ctttgatcaa
actaccgata

ttt

aactaaaaag
ataaaaaggg
aacatactca
gtetettett
tgaatacata
acccaccatt
tataacatte
nnnnnnnnnt
cttaaagatt
ttttcactag
cactagatta
aaaaataatg
aaaaaattag
tttgagggtt

ctttgtatag

137

aagtatgtaa
acagtctcaa
ggttggactt
atcttttttg
agtectcaat
actacgccat

agattatcgc

tagtatcaac
aagagttcct
tctteccactt
acagatctca
tggtcagttt
tttttcatct
attttttcaa
accttaatcce
ttaacttttt
tgtaggttaa
acccatgaat
atataaataa
atagcgggtt
tattgaaaaa

at

ggttgataca
tcaagaccaa
gataaattat
atatactata
acacatcteg
gtctectetta

tgaatacata

ttttagacta
caacttgaga
ctcttattceca
tcaatcttaa
tcatceccttt
attttctctt
ttgggtaggt
cactttttgt
ttaacttttt
aaaatatcta
tatttccctt
atttttgagg
ttgttgtgga

ataacccata

720

780

840

900

960

1020

1080

1113

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

882



<400> 236

cgtcgaagta
ctgtgtttet
ggatgttgtg
tgggtttgag
gttggatcat
gtttactggg
tggattgaat
acctgtgtat
ggctggtgta
gaggaagaga
ccggaatttg
agagttgggg
acctattgga
ctagcaaatt
aatactcgct
acatattgeg
taatggcata
attaatgecte

aaa

<210> 237
<211>788
<212> ADN

gaagacgcgg
cctattecaat
ctteggtatg
gaaatgcecgg
gctgtaggga
tttcatgagt
tcagccgtat
gggacaaaaa
cagcatttgg
agtgttcttg
aggaacagag
attttggtgg
gacaggtaaa
tgatcgcatt
acattecgcta
actaatgtgt
ctttecatcecat

aaaattgtgce

<213> Amaranthus palmeri

<400> 237

aaaaccaaag
tagtaactta
atcaacaagg
gtgcttggtg
acgggtgagg
ctccatgagt
cgctaagcca

atttettatt

gaaataagtt
aactgtgata
tgcatcttet
gggagcaatc
ccaaagtgeg
agtcaccggce
agtagccaat

tttactetet
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aagctgettt
tggaaaacgg
taagctacgg
aggaatcatc
atgtccctga
ttgctgagtt
tggcaaacaa
ggaagagcca
ctttgatgag
gtgggtttga
ctgctgatgt
ataaagatga
ttttaatctt
ttgttgctta
cattttgttt
aactaaaaat
attaaatttt

attggattgc

ataggtagga
cceccggattt
tttctaggga
ttaggatggg
ttaaaaagac
ggtacgagag
agcaacatgt

tttatetett

taacatcage
tgtegtttta
aaatgaatgt
gtttagagga
gttggctcct
tacagctgaa
tgatgaaatg
aattcaaact
tgaagacata
gtttatgccg
attgagtgag
tcagggcact
gctttcaatt
tatgacttga
tgtgcactat
atagtcaagt
tataattttt

gtaaaaaagt

aaaattgtta
agcttaaaaa
gcccatttge
tgacctcctg
ttgtgttggt
gccggggtgt
gtggcctgeg

ttaggettta

138

gtttecgecatg
tetgaggtte
ggggatgtgt
cttgattttg
gcaattgectt
gatgttggga
gtgttgttte
tatttggagce
ttttggactt
tcgcegecete
gagcagatga
ttgcttcaaa
gcttttgett
tgatacttcc
tcatcgttca
gggatcttgt
agattagtgt

gaaatgtagc

ttgaagttaa
gagattgata
taagaactct
ggaagttttc
ctgtggggcet
tacataaaca
gacagtcaca

gccatcaaca

gggctattce
atttatatgg
tttttecttce
gcattcgaag
atttgaagaa
cgagtgaaag
cgatgaatga
ataatgaagg
taagggagat
cgacttatta
aggagtgtga
tcttcaccaa
gatggattga
tctgtttcga
agcttatttt
ttgaatcgte
agtttaagat

aagtattatg

tgtagtaaac
gactactcat
acagttaagc
ctgggtgcge
tgtctacagt
gactcaaagg
aaaacacaca

ataaaacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1083

60

120

180

240

300

360

420

480



atgataaagce
tcagtttcac
ttaaacccaa
gtcattttgg
caaataaccc

atttcagt

<210> 238
<211> 2631
<212> ADN

aattcattta
ataccctcett
aaatcaaaac
atatgcttgt

cacttcaatt

<213> Amaranthus palmeri

<400> 238
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ctgctaaatt
atcaatctat
ttttgattga
gctactcaat

tcatctattg

ccaacaattt ggtccetttt
atccaaaact atttcatttt
agaacaaact ttgggggttt
ccacatcaag atatgttctt

gaagtgattt tttgggtcat

139

tecctgttett
ccaaactctt
tggaaaatga
ttaggaaatt

tctgtgagaa

540

600

660

720

780

788



tggtacctac
ttgattctta
ggtgatcctt
aagggtggta
ccaccgecte
ttaccttaat
cctaaaccta
gccattgetg
tgctaatact
tatcgtggac
aaacacccga
acattgcaag
ttegtttatt
tggctacaat
cgcataatgt
gttaatacca
agggggttta
gtececttggga
agatcaagga
ttgctaatct
gtcattttga

gggcatacat

cctgtttaca
tccatgtgtg
ctaagttgag
gtatcattge
gagacccgte
atacatgtat
agggccagac
ctaggtatct
agtatgttta
actttctaat
tggaccggtt
tagcectgett
gttgtccaat
gttaactgat
ttgtttggat
attacaagtg
gattagtgtce
tggagcccct
aagaaactgg
tatcacaaat
gtgaatctcg

aggtaggaat
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ttttcaattt
ttctatggga
tatgaaagcet
cggtacactce
cgtaatcacc
ttaattgata
tgttggatcc
tttgactctc
ccatcttttt
attgataagt
tctgttagga
cgtececgetet
gtcttgttaa
tcaggcactg
gttaggaatt
tgttcttcaa
caatgtgaaa
gatacccaag
gtggttccte
cgtaaaaaat
aacttaaaaa

ttggtttttt

ccececttttt
attgacatta
gcatttggaa
aaaactatte
attactcatt
atgtcacatt
tttaggaaag
aaatcttaaa
atttttttag
cgctcaatgg
ccaaagcggt
cagtgagtat
acaccagttt
tgggagatgc
gcattgaaaa
cttectgeaat
ctagcaaatg
acagtattca
aaatcgtaaa
gaattatggt
gcgagtcttce

actatttgag

140

tctctactac
attgttcagg
aggtctggac
aggaaaggaa
gctttectte
gcctcatttg
ggctcattat
tatttctcat
gcttggecagt
tgaatacaat
tgtcatgact
cattctttecce
ggccttgtge
ctaagtttct
attgcttttg
accttgtteg
aactccaagc
aaccctctaa
aaatgaatac
cgattttgga
tagcagttct

ccttttgact

tcctacttta
tgtgtatgct
cttagagcaa
gaataatcct
accttgtatc
cagccgectt
gttacctacc
cttecteette
aaagtcaaac
ctcacttate
gtcecectteat
ttcatttett
tcgtgaatta
aaaacctctg
tgatgttgat
agtgagcttg
getgggatag
gtagagtgag
agtgtcatga
ctatttttgg
tgttacagcg

gttgtggeceg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

15

gtaatatgga
gatcgcactt
tcaggaggaa
aattggagtg
tgttgattac
tcttectete
accttcecect
tcactgtett
gatttagcta
ataaatacca
caaaatttac
gttgcaatca
atttgttact
ttccttgecaa
tttecctgete
gcagtgtcce
ctaaaaggat
tcccattcaa
ggtgacgtta
ggtcgagcac
ggcatattac

ggtatcaatc

<210> 239
<211> 23
<212> ADN

atagtctagc
aactctcaga
agaaaattga
gagagatttg
aaaatttctc
cctttettte
tectgttettt
atgaacgaga
gatcatcttt
ataggtcttg
accatggaga
gttttatggt
attacgtgaa
tttgectettt
aggatgttgc
tttettatece
tcgggcaatt
ctatatctca
aattttgatt
cacctggtag
aaaaggcaag

ctgacgacat

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 239

agtttacagg gagatgtaaa

<210> 240
<211> 23
<212> ADN

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 240

agtttgcagg gagatgtgaa

<210> 241
<211> 23
<212> ADN
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acttctgcgt
taaaacctta
gggatttgtt
gaaggaagaa
caaaagtgga
cctcettaaac
tttttetete
attcttttet
ggttagctac
tcaagaagta
tatctgcgga
ttgecettgea
gtttagtgtt
gaagtataaa
tgcagattct
caaagaagca
gcatcctege
atttttatga
gtactcgaca
gaccttgatc
tcatttatac

gcttgettgt

gtt

att

gtgtacaact
agcactaaca
ggtatataga
ttttataggyg
aagattttga
aaacaaggaa
caaaattctt
tcctaatact
tcaaaatatt
gtttcaatge
taagaactag
aatcaaactt
cgcccttcac
gtgctgagtyg
ctttctcaat
attagaccag
agccagggtyg
gtatttttet
ggaacaattt
ttgagctaca
aattatatct

atcgatgcag

141

agtatttatt
ttttgttttg
ttcetttgtt
attagttccce
gtgaaaatgt
agttaatctt
atcctaacgt
gettgtgttyg
tacataaaat
tataagtttt
taactgtagc
tggatgttgt
attgtacttt
ctgagtgctg
tttactatcc
aatgcttgat
tggaaacctt
ttctctgaat
atagttcatc
ttggaggtge
gttgtatcct

agtgaagatg

gtaattatgt
gttgaaggaa
tggataacaa
attacactta
tttttattte
atcattcegt
agtgttattg
cacagtcaat
acttgtagaa
aaccaatcct
agctgtaact
ttgececttaca
ggtttttgtt
agtgctgacce
accagtcgca
cgatggagaa
gggtatatgce
tattcaattt
tettttecet
tacaaatgtt
caaataagtg

a

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2631

23

23
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<213> Ambrosia trifida

<400> 241
agtttacagg gggatgtaaa gtt

<210> 242

<211>23

<212> ADN

<213> Abutilon theophrasti

<400> 242
agtttgecagg gtgatgtaaa att

<210> 243

<211> 23

<212> ADN

<213> Xanthium strumarium

<400> 243
agtttgcagg gtgatgtgaa att

<210> 244

<211> 23

<212> ADN

<213> Ipomoea hederacea

<400> 244
agtttacagg gggatgttaa gtt

<210> 245

<211>23

<212> ADN

<213> Chenopodium album

<400> 245
agtttacagg gtgatgtaaa att

<210> 246

<211> 23

<212> ADN

<213> Digitaria sanguinalis

<400> 246
agtttgcagg gtgatgtgaa att

<210> 247

<211> 23

<212> ADN

<213> Senna obtusifolia

<400> 247
agtttacagg gagatgtaaa att

<210> 248

<211> 23

<212> ADN

<213> Amaranthus rudis/tuberculatus

<400> 248
agtttacagg gtgatgtaaa att

<210> 249

<211>23

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 249

142

23

23

23

23

23

23

23

23
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agtttacagg gtgatgtaaa

<210> 250

<211>23

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 250
agtttacagg gtgatgtaaa

<210> 251

<211>54

<212> ADN

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 251
tcgatgtgaa catgaacaaa

<210> 252

<211>55

<212> ADN

<213> Euphorbia heterophylla

<400> 252
tcgatgtgaa tatgaacaaa

<210> 253

<211> 55

<212> ADN

<213> Ambrosia trifida

<400> 253
tcgatgttaa catgaacaaa

<210> 254

<211>55

<212> ADN

<213> Abutilon theophrasti

<400> 254
ttgatgtcaa catgaacaaa

<210> 255

<211> 55

<212> ADN

<213> Xanthium strumarium

<400> 255
ttgatgtcaa catgaacaaa

<210> 256

<211> 55

<212> ADN

<213> Ipomoea hederacea

<400> 256
ttgatgtcaa catgaacaaa

<210> 257

<211>55

<212> ADN

<213> Chenopodium album

<400> 257
ttgatgtcaa catgaacaaa
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att

att

atgccagatg

atgccagatg

atgccagatg

atgccagatg

atgcctgatg

atgccagatg

atgccagatg

tcgectatgac

ttgctatgac

ttgcecatgac

ttgccatgac

tcgecaatgac

ttgcecatgac

tcgcaatgac

143

attggctgtg gttg

attagctgtg gttge

gcttgeagte gttge

tctcgetgtt gttge

tcttgectgtg gttge

tcttgetgta gttge

tcttgetgtt gttge

23

23

54

55

55

55

55

55

55
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<210> 258

<211>55

<212> ADN

<213> Digitaria sanguinalis

<400> 258
ttgacgtcaa catgaacaaa atgcctgatg tcgcaatgac tecttgetgtg gttge

<210> 259

<211> 55

<212> ADN

<213> Senna obtusifolia

<400> 259
ttgatgtcaa catgaacaag atgccagatg ttgccatgac gecttgetgta gttge

<210> 260

<211> 55

<212> ADN

<213> Amaranthus rudis/tuberculatus

<400> 260
tcgacgtcaa catgaataaa atgccagatg ttgctatgac tecttgeagtt gttge

<210> 261

<211>55

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 261
tcgacgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgctatgac tecttgcagtt gttge

<210> 262

<211>55

<212> ADN

<213> Amaranthus palmeri

<400> 262
tcgacgtcaa catgaacaaa atgccagatg ttgctatgac tcttgecagtt gttge

<210> 263

<211> 55

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (32)..(32)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(35)
<223>nesa,c,g,ot

144
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55

55

55
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<220>

<221> misc_feature
<222> (41)..(41)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (47)..(47)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (50)..(50)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 263
tngangtcaa catgaacaaa atgccagatg tngcnatgac ncttgengtn gttge 55

<210> 264

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 264
aacaugaaca aaaugccaga u 21

<210> 265

<211> 21

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 265
aucuggcauu uuguucaugu u 21

<210> 266

<211> 22

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 266
aacaugaaca aaaugccaga ug 22

<210> 267

<211> 22

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 267
caucuggcau uuuguucaug uu 22

<210> 268

<211> 24

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> Construccion sintética

<400> 268
caacaugaac aaaaugccag augu 24

<210> 269

<211> 24

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 269
acaucuggca uuuuguucau guug 24

<210> 270

<211> 35

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 270
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcu 35

<210> 271

<211> 35

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 271
agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 35

<210> 272

<211> 45

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 272
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcuaugac ucuug 45

<210> 273

<211> 45

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 273
caagagucau agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga 45

<210> 274

<211> 55

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 274
ucgacgucaa caugaacaaa augccagaug uugcuaugac ucuugcaguu guugc

<210> 275

<211> 55

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 275
gcaacaacug caagagucau agcaacaucu ggcauuuugu ucauguugac gucga

<210> 276

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 276
taatacgact cactataggg ctttattgaa tttagectatg taatce

<210> 277

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 277
taatacgact cactataggg tttatcaacc aaatgtgcag c

<210> 278

<211> 49

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 278
taatacgact cactataggg ttgtctgtac ataattgtga gatttgtgg

<210> 279

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 279
ctgtgatcat catatgtatc a

<210> 280

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 280

147

55

55

45

41

49

21



10

15

20

25

30

35

ccttaactct ccagctagca a

<210> 281

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 281
cagcccgcaa atgtttcatt c

<210> 282

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 282
gccegtcaatg gecgeattge t

<210> 283

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 283
tccttececte agaaagggeca g

<210> 284

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 284
ttgecectecatg ctgectaatet g

<210> 285

<211>789

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 285

ES 2809 679 T3
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cttatatgtg
cctaccgtcet
caaagttttt
tagcagcatg
aaaggttcct
agcaaaatct
taggatttgt
caaagatata
ccttettget
cattcattac
aaaccaacga
ggaagaaatc
agttactgta
gagaccgat

<210> 286
<211> 799
<212> ADN

cttaagccta
ctaccatttt
gtttctaaga
aggcaaggga
cttttttege
ttgtgggtgt
gcatcagtgg
tcaggcactg
gccctttetg
atgcttggtg
gcaattgtgg

caactattcc

gctggaggac

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 286

cactgacgtt
ccccaacecce
aaatttctaa
aattttttgce
ttaattccta
gatcaaagaa
ttttgagggt
ctaacgagat
ctaaatcecct
ttgacaattt
gacttcatgt
agtttcctgt
cagcaatgcg

ttgatggagt

ggattagagg
agcagtttte
ctttgagaaa
agcaatggca
ttttcctaaa
aataacccaa
ggcaaagtca
tgtgctgeaa
ttccaategt
actgagtagt
agaagatgac
cggcaagaag
gccattgacg

tecctaggat

ES 2809 679 T3

acgtgcaccc
cttctagttg
acgcaaaatg
tacagaccce
attctatctt
gtaagaaaga
ccactgcaca
ttaaattgcc
agggaaggac
cgttgaaaac
aaggttgtgg
ttggaaatgc

attcaagata

taggctcett
aatctaccta
acaagccaaa
cagattagca
acccaaaagg
aattcagcaa
ccttttagga
cctatcaaag
attctectte
gatgacattc
aatgaaaacc
tctgaggaag

gcagcagtta

ggccecttaa
gtgaaaattt
agtgaaattt
taatcttaat
ctttggatca
ttcagttttg
gaagcccaac
tggttctaaa
tgttgttgac
acttggactt
tgggcagttt
aggaacagca

tgtacttgat

atatgtgctt
cegtetetac
gttttgtttc
gcatgaggca
ttectetttt
aatctttgtg
tttgtgecate
atatatcagg
ttgetgeccet
attacatget
aacgagcaat
aaatccaact

ctgtagctgg
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ccccagecagt
ctaactttga
tttgecageaa
teectatttte
aagaaaataa
agggtggcaa
gagattgtge
tceccttteea
aatttactga
catgtagaag
cctgteggeg
atgcggccat

ggagttccta

aagcctaacg
cattttetta
taagaacaca
agggatacag
ttegecattet
ggtgtgtaag
agtggccact
cactgttaaa
ttetgaggga
tggtgeattg
cgtagaaggt
attccttgga

tggacattct

tttcaatcta
gaaaacaagc
tggcacagat
ctaaaaccca
cccaaaattce
agtcaccecttt
tgcaacccat
accgtattct
gtagtgatga
atgacaatga
agaagtctga
tgacggcagc

ggatgagaga

tgcagccggce
tagtagttga
aagggagtga
acccctaatc
atcttcattg
aaagattcag
gcacagaagc
ttacctggtt
aggactgttg
aaaacacttg
tgtggtggge
aatgcaggaa

agatatgtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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<210> 287
<211> 845
<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 287

aaattcttgg
gatgcctcaa
gttgaaggtt
aagatggggg
aactcttctg
gttgccatga
gttgctaget
aagttgggtg
ttaaaagtag
gcggcttgtg
cccaactact
ttttgaaaaa
caagecttteca
tgecttttett
cagca
<210> 288

<211> 21
<212> ADN

ttcgaggagg
gtgctagcta
gtggaacaag
cagaagttac
gaatgaaaca
ctecttgetgt
ggagagttaa
caacagttgt
cggaaattga
ctgatgttcce
ttgacgttct
gagagacttt
actcectttte

ttgtccagaa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 288

ES 2809 679 T3

tcagaagtac
ctttttggeg
cagtttacag
atggacagag
tttgcggget
agttgecactt
ggaaactgag
agaagggcca
tacatatgat
agtcaccatt
ccagcagtat
gacaacaatg

atttgtcatg

gacatgtatg

ccacatggte cagtatctge ¢

<210> 289
<211> 21
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 289

caagcaagga acccatccat t

<210> 290
<211>21
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

aagtctectg
ggtgcagctg
ggggatgtta
aacagtgtca
gttgacgtta
tttgectgata
cggatgattg
gactactgca
gatcacagaa
aaggaccccg
tccaagcatt
gtgtcatacc
tgatgatcat

gatactatta

150

gaaaagcata
tcacaggtgg
agtttgctga
cggttaaagg
acatgaacaa
gtecctactge
ccatatgcac
taatcactce
tggccatgge
gttgtactcg
aaaccacttt
ggaagagaaa
tgtatttgtt

ctatatagtt

tgttgaagga
aactgtcact
ggtcctcgaa
acctccaagg
aatgccagat
cataagagat
agaacttagg
acctgaaaag
tttetetett
caaaaccttc
ccattaagaa
agctttgatc
gaagttgage

aaggtgaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

845

21
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<400> 290
ggccacacct gcatgcattg c

<210> 291

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 291
gtgttcacgg tagacaaatc c

<210> 292

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 292
tgcactgcac ttgacgcacg t

<210> 293

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 293
aactgatgca ttgcacttga ¢

<210> 294

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 294
caaatcagga aggtatgaga g

<210> 295

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 295
tgtcaaggtt ttgtttcctg g

<210> 296

<211> 543

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 296

ES 2809 679 T3
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gcaatggett
gctaacatgg
aagcaaaacc
gtgtggccac
caggagcaat
gaattcgaga
gatggcagat
gtgttggetg
ggatttgaca
tac

<210> 297

<211> 543
<212> ADN

cctecagttet
ttgcaccttt
ttgacatcac
caattaacat
tgecteteega
ctgagaaagg
actggaccat
aggtgggaga

acgtgegtca

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 297

acaatggctt
gctaacatgg
aagcaaaacc
gtgtggecac
gtggagcaat
gaattcgaga
gacggcagat
gtgttggeeg
ggattcgaca

tac

<210> 298
<211> 486
<212> ADN

ccteocagttcet
ttgcaccttt
ttgacatcac
caattaacaa
tgcttagcga
ctgagcgegg
actggaccat
aggtggaaga

acgtgegtca

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 298

ES 2809 679 T3

ttectecagea
cacaggtctt
ttccattgece
gaagaagtat
aattgagtac
atttgtctac
gtggaagcta
ggcgaagaag

agtgcagtge

ttecctecagea
cactggtett
ttcecattgee
gaagaagtac
aattgagtac
atttgtctac
gtggaagttg
ggcgaagaag

agtgcagtgce

gcagttgeca
aagtctgctg
agcaacggcg
gagactctct
cttttgaaga
cgtgaacace
cctatgtteg
gaatacccac

atcagttteca

gcagttgececa
aagtcagctg
agcaacggcg
gagactctct
ctcttgaaaa
cgtgaacacc
cctatgtteg
gcatacccac

atcagtttca

152

cccgcagcaa
cctcattece
gaagagtgca
cataccttcce
atggatgggt
acaagtcacc
gatgcactga
aggcetgggt

ttgecctecaa

cccgecagcaa
ccttttteee
gaagagtgca
cataccttce
atggatgggt
acaagtcacc
gatgcactga
aggcctggat

ttgcctacaa

tgttgctcaa
tgtttcaaga
atgcatgcag
cgatttgagc
tecttgettyg
aggatactat
tgccacccaa
ccgtatcecatt

goctgacgge

tgttgctcaa
tgtttcaagg
atgcatgcag
tgatctgage
tcecttgettg
gggatactat
tgccacccaa

ccgtattatt

gccagaaggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

543

60

120

180

240

300

360
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caagccaaca
aggaaacaaa
caggtgtgge
agccaggagc
ttggaattcg
tacgatggca
caggtgttgg
attggattcg

ggctac

<210> 299
<211> 537
<212> ADN

tggttgcacc
accttgacat
caccaattaa
aattgcttag
agactgagcg
gatactggac
ctgaggtcga

acaacgtccg

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 299

ggctecagtta
atggtcgcac
aaccttgaca
ccgccaatta
caattgctta
gagactgagc
agatactgga
gctgaggtag
gacaacgtcc
<210> 300

<211>21
<212> ADN

tgtcetcecage
ccttcactgg
ttacttccat
acaagaagaa
gcgaaattga
atggattecgt
cgatgtggaa
aggaggccaa

gtcaagtgca

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 300

ES 2809 679 T3

cttecactgge
tacctccatt
catgaagaag
tgaagttgag
tggattegte
catgtggaag
ggaggcaaag

tcaagtgcaa

tgecogetgtt
cctcaaggcc
tgctagaaat
gtacgagaca
gtaccttttg
ctaccgtgaa
gttgcccatg
gaaggcttac

atgcatcagt

ggaggcaaaa tacgagcctc a

<210> 301
<211> 21
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 301

cactaatctt aataccaaac t

ctcaagtccg
gctagcaatg
tacgagacac
taccttttga
taccgtgaac
ttgecccatgt
aaggcttacce

tgcatcagtt

tccacecggeg
gcctectect
ggtggaagag
ctctcatacc
aaaaatggat
caccaccact
ttcgggtgceca
ccacaagcect

ttcatcgecet

153

cctectectt
gtggaagagt
tctecataccet
aaaatggatg
accacaactc
tcgggtgcecac
cacaagcctg

ttatcgeccte

ccaatgetgt
tcccggttte
tccaatgcecat
ttcctgattt
gggttcettg
caccaggata
ccgatgccac
gggtcagaat

acaagcccga

ccectgttace
tcaatgcatg
tecctgatttg
ggttececttge
accaggatac
tgatgccact
ggttagaatc

caagccagaa

tcaagccage
caggaaacaa
gcaggtgtgg
gagcgtggag
cttggaatte
ctacgatggc
tcaggtcttg
cattggattc

aggctat

60

120

180

240

300

360

420

480

486

60

120

180

240

300

360
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480
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<210> 302

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 302
tatgggtcat tagcataggc attat

<210> 303

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 303
tctcaagaat atcacgctcc c

<210> 304

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 304
cccttgggga cgctggecagg tcac

<210> 305

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 305
taatacgact cactataggg ggagagagct agatcttttg

<210> 306

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 306

taatacgact cactataggc acagtatttc ttecctcecaac ¢

<210> 307

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 307
ttgctcatct taaatacatg t

<210> 308
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<211> 24
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 308
tcatcttaaa tacatgtttt gtca

<210> 309

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 309
ttatcttcag ggatacatta gec

<210> 310

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 310
aatactgett gcectcatctta aata

<210> 311

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 311
gacaattcca agttcagttt c

<210> 312

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 312
cegttttaga tcaccataaa gaga

<210> 313

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 313
ttgtctggta atatcacaat c

<210> 314

<211> 2937

<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

ES 2809 679 T3
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<400> 314

atggtgagga
actggcggac
ccatatcaaa
tccgaagetg
ttccagecaac
agcaaattac
gtcaaagcca
acaatttcte
aagctgtacce
ctatacactg
gatgaggatg
gctgccegtg
cctcaagagg

tgtcctgtgg

agaggagaac
agggtcgtgg
ctgcaatgac
gttcctcatce
ttgectttgeca
taaggtttcc
atcacttctt
cagaggtgtc
aagaatctca
cagggcccect
ggcctggtygg
ctgatcttca
cgcttcaagt

gtcgttcttt

ES 2809 679 T3

tgagttacct
ccagcatcca
tactcagecca
tcagccacct
acaagaagcg
cctgegteca
cgcagagctg
atcacgtgge
tcttgggaag
tccatttgtt
tgctagaagg
tcacttggga
tctggatatt

ctattccegt

ggttctggtg
cagcagctgc
ataccttatg
gagcaggcag
gctacaacgce
gggaagggga
cctgacaaag
gtcaaccgtg
agacttccag
caaaaagact
gaaagggaat
atgtttttag
gttctgegtg

gatttagggce

156

agagctctgg
accaagctac
caagaccaac
ctctacaagt
aagcagttcce
gcaatggtat
acttgcacca
ctgtcatggce
catatgatgg
tcaaaataac
ttaaagttgt
aagggaaaca
agttgccaac

gaaagcaacc

gtctcaagaa
ctceccagact
tgaaacatcc
gacacaacag
acctgcatca
gagatgcata
gtatgatgtc
gcaactggtg
aaggaaaagt
tcttattgat
gatcaaattg
ggctgatgca
atctaggttt

attgggtgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ggtttagaaa
ctgaacatcg
acacagcttc
ataaaaaaag
aagtaccgca
gaaaatggta
cagcatactc
atggaagtct
attactgcac
gagaccgtac
attagtgaca
catgataacg
aagaaaatgg
gtgcaagata
ggcatgaatt
gaaagagtat
gagcttgatt
aagcgcattt
tttaagatga
gggagaaaca
cctaccatca
tccattgecg
gtttetgete
ccetgttaagg
gctactggac
ttttatcaag
ccaaattatc
tttgccaata
actgttgtag
gccggeatac

ttcacagceg

acgcgttecg

gttggegtgg
atatgtcttce
tgaaccgaga
ctctgagagg
tttegggttt
cagtgaaatc
agtggccttg
gcaagattgt
ttctgaaagt
atcataatgc
agttggcaca
gtcgagaaaa
taaatggagg
gtgttgecteca
tcaatccaaa
tgaaaactcg
tgctagttgt
gtgagactga
gcaaacagta
ctgtgettgt
tttttggtge
cggtggttge
aagcccatag
ggacagttge
aaaagcccca
tgecttetgtt
agcccccagt
accaccgtga
attcaaagat
agggtacgag
atgecgctgea

tctcecategt

ES 2809 679 T3

gttctatcaa
cactgecatte
tgtgececatct
tgtgaaggtg
aacatctcaa
tgtaattgag
tctacaagtt
ggagggacaa
gacctgccag
ctatgctaat
agttgaggct
ggactgecctg
gacggtgaac
tgggttttge
tecctgtteotg
atttcatgat
catcttgcca
actaggagtc
tctagecaat
tgatgcaata
agatgtcacc
ttctcaagat
gcaagagcett
tggtggaatg
gagaataatt
cgaacttgat
cacatttgtt
cagaaatgca
atgccacccg
ccgtececaget
gtctttgace

tccceectgea

agcattegee
attgagccac
agaccactgt
gaggttactc
gcaacaagag
tattttecgag
ggaaatcagc
aggtactcaa
cgtcceccaag
gacccatatg
cgtattttge
ccacaagttg
aattggatct
tctgagettg
ccaccttega
gctatgacta
gacaataatg
gtctcacagt
gtagcgetga
tcgaggcgaa
caccctcace
tggecctgaga
attcaggatc
attaaggact
ttetataggg
gcgatccgeca
gtggttcaga
gttgacagga
acagagtttg
cactaccatg
aacaacctct

tattatgcac
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ccacacaaat
tgccagtcat
ctgatgectgg
atcgtggaaa
agttgacctt
aaacatatgg
agagacctaa
agcgettgaa
ggagggagcg
ccaaggagtt
ctccaccteg
gccaatggaa
gcataaactt
cacaaatgtg
gtgcacgecec
agttgcagcet
gatctcttta
gctgtttgac
aaatcaatgt
ttcctettgt
ctggggagga
ttacaaagta
tgtacacgac
tacttatate
atggtgttag
aagcatgtgc
aacgacatca
gcgggaacat
atttctatct
ttctatggga
gctatacata

atttggcagc

gggcttatca
tgattttgtg
ccgtgtaaag
tatgcggagg
ccctgttgat
gtttgtaatt
ttacttgcca
tgagagacag
tgatattctt
tggtattaag
gcttaaatat
tatgatgaat
ctctecgcaat
ccagatatct
tgatcaggte
gcatgggaga
tggtgatctg
aaaacatgta
gaaggtggga
cagcgaccgg
ctctagecca
tgctggtcta
taggcaagat
cttecgaaga
tgaaggacaa
gtctttggag
cacaaggctt
tatacctggt
ttgtagccat
cgagaacaaa
tgcaaggtge

tttcegtget

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



cgattttata tggagccgga gacatctgac ggtggttcag taacaagtgg ggctgctggt

ggcagagggg gtggtgcagg agctgectgga aggaacaccc gagccccaag tgetggtget

gctgttagac

<210> 315
<211> 3274
<212> ADN

ctcttectge

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 315

cacctatcac
ttegtgtttt
ggtgcggaag
tggaggggca
aggcggagga
agctccacgt
acagggcagg

catgggggge

acatcagcct
tcagccacct
gccagaagca
actccggecca
tgccgagtta
ctcteggggt
tcttgggaag
cccttttgtt
tgctaggagg
tcacttgggg
gctggatatt
ctattccecct
cttctatcaa
cacggcttte
tatctecttet

tgtaaaggtg

gacgtctcaa

tetetttete
agggcaccgt
aagaggactg
cgaggtggtg
agaggctggg
ggtggaatgg
ggaactcaac
cgtggggcac
gtaccatatg
gaaccaacga
gctgcaacce
ggaaagggta
cctgacaaag
gtcaaccggg
aggcttccag
caaaaggatt
gaaagagagt
atgttcttac
gtgctacgtg
catttaggac
agtattegtce
attgagccac
agaccactgt
ggggtcactc

gcaacaagag

ES 2809 679 T3

gctcaaggat

tetetacaaa
ggtggttggt
atgttecectgg
cccaacgecc
cacctcagca
cceccteaaca
agtatcaacg
ggccaccagt
gaagaccatc
cacagcaagt
aagcaataca
gtactggtat
atctgcacca
ccgtcatgga
cctatgacgg
ttaaaatcac
ttaaagttgt
aagggagaca
agttgccaac
gaagacaacc
ctacacagat
tgccgattat
ctgatgctga
atcgtggaaa

agttgacttt

aatgtgaaga gggttatgtt ctactgce

catategtge
atccaggegg
tggtgctgag
atcacagcag
tggaggacat
atcctatggt
aggtggagga
acccgagctg
agaaacatac
gactcagcaa
accagcatcg
tagatgcata
gtatgatgtt
gcagctggtg
aagaaaaagt
tctaattgat
gatcaagcetg
ggctgatgca
atctaggtat
actgggtgaa
gggattatce
tgacttecgtg
ccgcegttaag
tatgcggagg

tcctgtegat
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cgtttetete
cggttttgag
agttttgagt
cagcaacatc
ggtggccgtg
ggacctectg
caaccccagce
caccaagcaa
tcagaggctg
ttccagecaac
agcaagtcga
gttaaggcca
tcaattactc
aagctttata
ctatacacag
gatgatgatg
gcggctegtyg
ccgcaagaag
tgtcctgtag
ggtttagaga
ctgaatattg
agccagcttc
ataaagaagg

aagtatcgca

gaaaggggta

teggectete
ttattaccat
cccatgaaac
agcatcagca
gtggtggggg
aatactacca
gcegtggtgg
cccagactcc
gttcctegte
ttgttgtgca
tgaggtttce
atcacttctt
ctgaggtcgce
gagaatccca
cagggccecct
gacctggtgyg
ctgatcttceca
cacttcaggt
gccgetettt
gctggegtgyg
atatgtctte
tgaatcggga
cactgagagg
tttectggett

cgatgaaagce

2820

2880

2937

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



tgttgtggaa
tcttcaagtt
agagggacag
gacctgccaa
ttatgctgat
agttgaggct
agactgtctg
aacagtgaac
tggattttgt
tcctgttcta
atttcacgat
gatattacca
acttggaatt
tttagctaat
tgatgegete
agatgtcacc
ttctcaagat
gcaagagctt
tggtggecatg
gagaattata
tgaacttgat
tacgtttgtt
cagaaatgca
atgccaccct
ccgeccaget
gtctttgact
tccaccagceca
gacatctgat
tatgggaagg

caaggagaat

<210> 316
<211> 3907
<212> ADN

tattttcggg
ggaaatacgc
agatactcaa
cgtecctcaag
gacccatatg
cgcegttttge
ccacaagtgg
aactggatct
tcegagettg
ccaccagtga
gctatgacaa
gacaataacg
gtctcacaat
gtatccctga
tctagacgaa
catccccace
tggcctgaaa
atacaagatc
ataaaggaat
ttctacagag
gcaatccgca
gtggtccaga
gttgatcgga
actgaatttg
cattatcatg
aacaatcttt
tattatgcac
aatggatcag
agcacgcgag

gttaagaggg

<213> Zea mays

ES 2809 679 T3

aaacctatgg
agaggccaaa
agcgcttgaa
agagagaacg
cgaaggagtt
ctgcaccttg
gccagtggaa
gtgtaaactt
cacaaatgtg
gtgctecgcecece
agttgcagce
gctctettta
gctgcttgac
agataaatgt
ttccecttgt
ctggggagga
ttacaaagta
tgtacaagac
tacttatttc
atggtgttag
aggcatgtgce
aacggcatca
gtgggaacat
atttctatct
ttctgtggga
gctatacata
atttggcagce
tcacaagcge
caccaggtgce

ttatgtttta

ttttgtecatt
ttacttgcca
tgagaggcag
tgatattctt
tggtattaag
gcttaaatac
tatgatgaat
ttctegeaat
catgatatcc
tgatcaagtt
aaatgggaga
tggtgatcta
aaaacatgta
gaaggttgga
cagcgaccge
ttctagecceg
tgctggtttg
ttggcaagat
cttecegtcga
tgaaggacaa
atctttagaa
tactaggttg
tttgecctggt
ctgtagccat
tgagaacaat
tgctaggtgt
tttcegtget
agctgettca
tggtgctget

ttgt
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cggcataccc
atggaagtat
ataacagcac
cagactgtte
atcagtgagg
catgatacag
aagaaaatgg
gtgcaagaca
ggaatgaact
gagagagtct
gagctagate
aaacggattt
tttaagatga
ggaagaaata
ccaactatca
tcaattgctg
gtttctgcte
ccagttagag
gcaactggac
ttttaccaag
cccaactatc
tttgccaata
accgttgtag
gccggcatac
tttactgcectg
actcgttctg
cggttttaca
aacagaggag

gtaaggccce

agtggccttg
gtaagattgt
ttctaaaagt
atcacaatge
agcttgetcea
gtcgagagaa
ttaatggagg
cagttgcacg
tcaatcccaa
tgaaaactcg
ttttgattgt
gtgaaactga
gcaagcagta
ctgtgctggt
tttttggtge
cggtggttge
aagcgcatag
gacctgtgac
agaagccgca
ttcttctttt
agcccccggt
accaccacga
attcaaagat
agggtactag
acgccctgea
tctccattgt
tggagccaga
gtttaggagce

ttcctgetet

1560

1620

1680

1740

1800

1860

15920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3274



<400> 316

acctacttce
caccgctgea
tctecteoteag
tccteeccega
aaccaaccca
tcggcaatgg
gcgecgecgg
cagcccatca
cggatcctce
ctgtetcact
atctcacgat
ttgtatacgg
gaaaattgga
gtctcttett
aagggttgat
gtttttaaca
caaaaaaagg
tttttaatct
cactacatgc
aaaagagctg
gtgcagctcet
gctgetggtg
tagtatgaaa
tacgtgcecttg
ttgaagcagc
gtcaatggaa
ttecttetgta
gatctgaatt

caatgaagta

ccetegececce
gcgegtegtg
ttgtcaggtce
ccccgtgcag
ctctcececcaa
cggccatgge
cggcggcagce
aggagatctc
tgctcgeege
gctacctaaa
cagatgcacc
attaatattg
tgttccecta
ggtgtttggt
cttatgeccat
aactttgtca
taacctcget
ttgatcaggg
tcggggcecett
tagttgttgg
tcttggggaa
gaaatgcaac
cccatgggta
atggagtacc
ttggtgcaga
teggaggget
aatggtacaa
tgatgctaca

atacttggeca
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tctcatggtce
tcgegggagt
ctaggctcac
gtggcagtcc
ccccgegege
gaccaaggcc
ggcggcggeg
cggcaccgtce
cctgtccgag
tgttttgeet
gcatgtcgea
ataaatcggt
tcggectgta
gaacaacctt
cgtcatgata
gaaaactagc
actaacataa
gacaacagtg
gaggactctt
ctgtggtgga
tgctggaact
gtatgtttce
tgtctagtgg
aagaatgagg
tgttgattgt
acctggtggce
ctattgtcga
ccacaaaata

tgtgtttate

tctetegege
tggtggcagg
ctcaccgget
agtccacgcc
ccaggccgcece
gccgegggea
gtgcaggcgg
aagctgeccgg
gtgagcgatt
gtcgaatacce
tgcectagete
accgcaaaag
ctcggctact
atgaaatttg
aacagtggag
atcattaact
caaaatactt
gttgataacc
ggtctctctg
aagttcccag
gcaatgecgge
tctetttete
cttatggtgt
gagagaccca
ttccttggeca
aaggttagct
gcttttgecat
tcctacaaat

aaattaattt
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ccagatetge
cagcgagage
cccagececgce
accaaccgcg
cgccctacca
cegtgteget
gtgccgagga
ggtccaagtc
ttggtgcttg
atggattcte
tctctaattt
ctaggtgtaa
cgttcttgtg
ggcgcaaaga
cacggacgat
tecttaatgac
gttgettatt
tgttgaacag
tcgaagcgga
ttgaggattc
cattgacagce
tctacaatac
attggttttt
ttggecgactt
ctgactgccc
actaagggcc
ttgtaaggaa
ggtcatccct

ccatcttetg

tactagacgg
ttgecegttee
ttctatttct
aggcgaacca
accatcggcecg
ggacctegee
gatcgtgetg
gctttccaac
ctgcgectgece
ggtgtaatcce
gtctagtagt
ataaacacta
atggcatgct
actcgcecte
cctttacgtt
gatttcacaa
aattatatgt
tgaggatgtc
caaagctgcce
taaagaggaa
agctgttact
ttgectggagt
gaacttcagt
ggttgtcgga
acctgttegt
acatgttaca
agcattgatt
aactagcaaa

gggcattgece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



tgttttctag
ctacaggtca
gctcectttgg
tacgtcgaaa
agctgggaca
tcactacttt
aatagatgca
tgtaaattat
aatagccagt
ttataagaga
taggaaaaga
ctattgettt
actgaaatca
caatcaacag
tcttggetgg
gtttgcaggt
agcattgttc
taggtgaatt
tttgctgagg
gttactggece
atgaacaaga
ccgacageca
actacttgac
agaccgagag
atgtctcacg
atccteggtt
tactgcatca
cacaggatgg
gaccctgggt
aagaattaat
gaggaaatac

taacgttagt

tctaatagea
agctgtctgg
ctcttgggga
tgacattgag
gattctacat
gatgccaatg
ctgtagaaaa
tttaccagtc
taattatcce
atctaggtag
cacttgattt
agaaggatat
gtttcataag
gtccecctaaa
tgctgcaatt
aaagatttct
tcagagtcac
catgtaaccg
tactggagat
caccgeggga
tgecctgatgt
tcagagacgg
aagactaaaa
gatggttgcg
tegtettteco
gctgtctgtg
tcacgcegece
ccatggectt
gcacccggaa
aaagcgtgceg
atttcttttg

tgtttgtagc
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tttgttttta
ctccatcagce
tgtggagatt
attgatggag
taagggaggt
tttcagtttt
aaaatcattg
ggaatatagt
attatacaga
ctggactegt
tttttttetg
atctatgteg
ttegttagtg
aatgcctatg
actggaggga
tggctggtge
taaataacat
tttcettaca
gatgggagcg
geccatttggg
cgccatgact
taaaacattc
actattggct
atccggacgg
atagcteget
tttteccacag
ggagaagctg
ctececettgee
gaccttcececc
atactaccac
ttetgttttt

aagtttctat

gcattaatta
agtcagtact
gaaatcattg
cgttttggtg
caaaaataca
cagttttceca
cagggaaaaa
cagtctattg
ggacaaccat
agctgettgg
tggccctcta
ttatgecaaca
gttececctaaa
ttgaaggtga
ctgtgactgt
tacaataact
tatcatctgc
aatttgctga
aaggttacat
aggaaacacc
cttgctgtgg
tcagcecctac
cgttggcagt
agctaaccaa
gecteottage
ctgggagcat
aacgtgacgg
gcetgtgeceg
gactacttcg
gcagcttgat
tctetttcac

ttcggatctt

161

gctcttacaa
tgagtgcctt
ataaattaat
tgaaagcaga
agtaagctet
aacagtcgca
ctagtactga
gagtcaagag
gtatactatt
catggatacc
tgatgtgtga
tgettecett
cgaaaccttg
tgecctcaage
ggaaggttgt
gettttgtet
aaatgtcaaa
aacctcaggg
ggaccgagac
tcaaggegat
ttgcecctett
aaccatgcct
ggcttecctgg
ggtaaggcta
ggcttgectyg
ctgttgagga
cgatcgacac
aggtcccegt
atgtgctgag
tgaagtgata
gggattaagt

aagtttgtgc

ttgttatgtt
gctgatggct
ctccattcee
gcattctgat
gtaatgtatt
tcaatatttg
gtattttgac
cgtgaaccga
gaaacttggt
ttecttatett
acctgcttcet
agccatttgt
tttttetttg
gcaagctatt
ggcaccacca
ttttggttte
tagacatact
tgatgtgaag
tagcgtaact
tgatgtcaac
tgcegatgge
cttctacate
agagtaaagg
catacttcac
cggtegetec
agggccggac
gtacgacgac
gaccatcegg
cactttcgtc
ggcttgtgcet
tttgagtctg

actgtaagcc

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



aaatttcatt tcaagagtgg ttcgttggaa taataagaat aataaattac gtttcagtgg
ctgtcaagee tgctgctacg ttttaggaga tggcattaga cattcatcat caacaacaat
aaaacctttt agecctcaaac aataatagtg aagttatttt ttagtcctaa acaagttgea

ttaggatata gttaaaacac aaaagaagct aaagttaggg tttagacatg tggatattgt

ttteccat

<210> 317
<211> 2149
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 317

acctacttce
caccgctgceca
tecteteteag
teccteccega
aaccaaccca
teggeaatgg
gegecgecgg
cagcccatca
cggatcctcce
agtgaggatg
gacaaagctg
tctaaagagg
gcagectgtta
agggagagac
tgtttececttg
ggcaaggtca
gcteectttgg
tacgtcgaaa
agctgggaca
gttgaaggtg
actgtgactg
gtactggaga

ccaccgegygyg

ccectegecee
gcgcgtcegtg
ttgtcaggte
cccegtgeag
ctctecececcaa
cggccatgge
cggcggcagce
aggagatctc
tgectcgeege
tccactacat
ccaaaagagc
aagtgcagcet
ctgetgetgg
ccattggega
gcactgactg
agctgtctgg
ctecttgggga
tgacattgag
gattctacat
atgcctcaag
tggaaggttg
tgatgggagce

agccatttgg

ES 2809 679 T3

tctcatggtc
tcgegggggt
ctaggctcac
gtggcagtecc
ccecgegege
gaccaaggcc
ggcggcggcg
cggcaccgtce
cctgtecgag
gcteggggec
tgtagttgtt
cttettgggg
tggaaatgca
cttggttgte
cccacctgtt
ctccatcage
tgtggagatt
attgatggag
taagggaggt
cgcaagctat
tggcaccacc
gaaggttaca

gaggaaacac

tctctegege
tggtggcagg
ctecacecgget
agtccacgec
ccaggecgec
gccgegggea
gtgcaggcgg
aagctgecegg
gggacaacag
ttgaggactc
ggctgtggtyg
aatgctggaa
acttacgtge
ggattgaagc
cgtgtcaatg
agtcagtact
gaaatcattg
cgttttggtg
caaaaataca
ttcttggetg
agtttgcagg
tggaccgaga

ctcaaggega
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ccagatctgce
cagcgagagc
cccageecge
accaaccgcg
cgecectacca
ccgtgteget
gtgeccgagga
ggtccaagtc
tggttgataa
ttggtctcte
gaaagttcce
ctgcaatgeg
ttgatggagt
agcttggtge
gaatcggagg
tgagtgecctt
ataaattaat
tgaaagcaga
agtcccctaa
gtgctgcaat
gtgatgtgaa
ctagcgtaac

ttgatgtcaa

tactagacgg
ttgcegttec
ttctatttet
aggcgaacca
accatcggeg
ggacctegec
gatcgtgetg
gctttccaac
cctgttgaac
tgtcgaagceg
agttgaggat
gccattgaca
accaagaatg
agatgttgat
gctacctggt
gctgatggcet
ctcecattcce
gcattctgat
aaatgcctat
tactggaggg
gtttgctgag
tgttactggce

catgaacaag

3720

3780

3840

3900

3907

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

15

atgecctgatg
atcagagacg
gagctaacca
ccggagaagce
ttcteecettg
aagaccttcce
cgatactacc
tgttectgttt
gcaagtttct
ggttcgttgg
cgttttagga
acaataatag

acaaaagaag

<210> 318
<211> 240
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 318

tcgecatgac
tggcttectg
agctgggage
tgaacgtgac
ccgectgtge
ccgactactt
acgcagcettg
tttectettte
atttcggatc
aataataaga
gatggcatta
tgaagttatt

ctaaagttag

tacttgagtg ccttgctgat

attgataaat taatctccat

ggtgtgaaag cagagcattc

tacaagtccec ctaaaaatgce

<210> 319
<211> 297
<212> ADN

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 319

gctgtatcat
gacaagagta
ttgggttect
atttccaagc

atgacccagt

<210> 320
<211> 269
<212> ADN

atcttcttet
taaacaagtg
ataaactgta
tcagtttctt

aacccatgtg

<213> Nicotiana benthamiana

ES 2809 679 T3

tettgetgtg
gagagtaaag
atctgttgag
ggcgatcgac
cgaggtcecece
cgatgtgcetg
attgaagtga
acgggattaa
ttaagtttgt
ataataaatt
gacattcatc
ttttagtect

ggtttagaca

ggctgectect
tcegtacgtce
tgatagctgg

ctatgttgaa

ttagaacact
catctatgaa
tttacattat

caacttaaat

ggagatggga

gttgecectet
gagaccgaga
gaagggccgyg
acgtacgacg
gtgaccatcc
agcacttteg
taggcttgtyg
gttttgagtc
gcactgtaag
acgtttcagt
atcaacaaca
aaacaagttg

tgtggatatt

ttggctcttg
gaaatgacat
gacagattct

ggtgatgccet

aataaattaa
gatttgaggt
tgttatttge
gaaggtagca

gcaaagtggt

163

ttgeecgatgg
ggatggttge
actactgcat
accacaggat
gggaccctgg
tcaagaatta
ctgaggaaat
tgtaacgtta
ccaaatttca
ggctgtcaag
ataaaacctt
cattaggata

gttttececat

gggatgtgga
tgagattgat
acattaaggg

caagcgcaag

acttcgagat
tgtccaaaaa
aactataaaa
cttgaatttc

caaactttag

cccgacagec
gatcecggacyg
catcacgeceg
ggccatggee
gtgcaccegg
ataaagecgtg
acatttettt
gttgtttgta
tttcaagagt
cctgetgeta
ttagecctcaa

tagttaaaac

gattgaaatc
ggagcgtttt
aggtcaaaaa

ctatttecttg

aatgatttct
agtgacaatt
attttagatt
atcagcctct

aaggaat

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2149

60

120

180

240

60

120

180

240

297



<400> 320

gtatgaactt
ttaaataatt
ttaaaattat
gaaagaacta

gcaaagtggt

tcagaatatt
tetttattta
gattattttt
ctactatacg

caaatcttag
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ataccggatc aatatattat gctgaaatat ttttcggact
aatttatttt tatacaaaaa taactaaatt tcaattactt
caattaccac ttatacatcc tgctattttg aatttcacce
tggatcctca atgacccagt aacccaagtg ggagatgtgt

aaggaatga
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para regular la expresion de un gen diana endégeno en plantas en crecimiento, que comprende:
aplicar por via topica sobre la superficie de dichas plantas en crecimiento:

(a) al menos un ARN bicatenario no transcribible que comprende una secuencia esencialmente idéntica o
esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucledtidos contiguos en cualquiera de dicho gen
diana endégeno o ARN mensajero transcrito a partir de dicho gen diana endégeno; y

(b) una cantidad eficaz de un agente quimico de transferencia, en el que dicho agente quimico de transferencia
permite que dicho al menos un ARN bicatenario no transcribible se infiltre al interior de dichas plantas en
crecimiento, en el que dicho agente quimico de transferencia es un tensioactivo de organosilicona, y mediante lo
cual dicho al menos un ARN bicatenario no transcribible regula la expresion de dicho gen diana endégeno.

2. Una composicién que comprende:

(a) una solucién de ARN bicatenario no transcribible que comprende una secuencia esencialmente idéntica o
esencialmente complementaria a una secuencia de 18 o mas nucleétidos contiguos de un gen enddégeno de una
planta o a la secuencia de ARN transcrita a partir de dicho gen enddgeno; en el que dicho ARN bicatenario no
transcribible es capaz de hibridarse en condiciones fisiolégicas en las células de dicha planta con dicho gen
enddgeno o con dicho ARN transcrito a partir de dicho gen endégeno para efectuar el silenciamiento de dicho gen
enddgeno; y

(b) un agente quimico de transferencia eficaz para facilitar la transferencia de dicho ARN bicatenario no
transcribible desde la superficie exterior de dicha planta al interior de las células de dicha planta, en el que dicho
agente quimico de transferencia es un tensioactivo de organosilicona.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1,

en el que dicha expresion de dicho gen diana enddgeno se regula en células vegetales distintas de las que han
recibido la aplicacion topica;

en el que dicho gen diana enddgeno se regula por via sistémica en al menos un 6rgano vegetal;

en el que dichos polinucleétidos no transcribibles se dirigen a diferentes segmentos de un gen enddgeno o a
diferentes genes endogenos;

en el que dichas plantas se cultivan en un campo abierto;

en el que dichas plantas se cultivan en un invernadero;

en el que dichas plantas también se pulverizan con un herbicida no polinucleotidico; o una combinacién de uno o
mas de los mismos.

4. La composicion de la reivindicacion 2,

en la que dicho tensioactivo de organosilicona es un copolimero de poliéter y silicona; en la que dicho copolimero de
poliéter y silicona es un copolimero de heptametil trisiloxano modificado con 6xido de polialquileno y
aliloxipolipropilenglicol metiléter (disponible como tensioactivo Silwet® L-77); comprendiendo ademas una molécula
herbicida no polinucleotidica; o una combinacién de los mismos.
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Figura 1

ATGGCTCAAGCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAAAA
CCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCAT

GTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGCAATCATCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCT

GCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTA
CTGTTCAATTGCCTGGGTCAAAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGG
CACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTCAGAACT

CTTGGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAAAAGGGCAGTCGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGT
TTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCG
CCCATTGACAGCTGCGGTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGGTTCAGATGTAGATTGTT
TTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAAGGTCAA
GCTCTCTGGATCGGTTAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGA
GACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATGTTGAAATGACAATARAGTTGA
TGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCA
GAAATACAAATCTCCTGGAAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTAGCC
GGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACTGTCACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAGGGTGATG
TAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGT
TACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATGAACAAA
ATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAG

ATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAAAGCT
TGGGGCAACAGTTGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAAAAGCTAARCCCCACC
GCCATTGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCCATGGCATTCTCTCTTGCTGCCTGTGCAGATGTTC
CCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGCACCCGTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAAA
GTTCGCCAAGCATTGA

SEQ ID NO:1
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Figura 2

GGCCCATAGGCCTTTTTCTAAAATAGGCCCATTTAAGCTATTAACAATCTTCAAAAGTACCACATCG
CTTAGGTAAAGAAAGCAGCTGAGTTTATATATGGTTAGAGACGAAGTAGTGATTGCGACGAGCGACG
TCTCGCCCTCATCGCAATCCACGCCATTGAGCTTGAGGCCATTGGCGACGGCCGAGAGGCGGTCGECT
TAAGATTAGCATGTCCTTGACGCGGAGTTCTTCCAGACCGTTCATCACGGTCGCCCCTTCCGCGAAG
GCGGCGGCGACAGCGAGAATCGGATATTCGTCGATCATCGAAGGCGCGCGGTCTTCCGGCACCGTGA
CGCATAAAcacggtgccggaagaccgcgcgecttcgatgatcgacgaatatcecgattetegetgteg
ccgccgcecttcecgecggaaggggcgaccgtgatgaacggtectggaagaactccgegtcaaggaaagecga
ccgcectcecteggecgtegecaatggectcaagetcaatggegtggattgegatgagggcgagacgteg
ctcgtcgTTTTTTTTGGCAAAAR

SEQ ID NO:3
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Figura 3
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Figura 4
Antes del tratamiento 3 dias después de tratamiento 9 dias después de tratamiento

con ARNbc con ARNbc con ARNbc

Control

ARNbc de 200nt

ARNbc de 700nt
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Figura 5

ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGGTCTTCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTGG
TAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGACA
AAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACAGTTA
ACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCATTGGA
GATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGTCAC
AAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATG
GAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAACCTGTTTGG
AGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATGCCTAACAAG
CCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGAATTTTGGCCA
TACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGARAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGC
AATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAAAG
CAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGCACTTAACTTCATAA
ACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGG
TTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAACATATT
GAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAA
GTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCACTCC
AGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAARAGTTGGAG
AAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAACACATCTG
ATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACATGTAAGGA
ATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGATARATCGT
AGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGAAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGG
CAGATCAGAGCAAAGCARAAAATATTGAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATARAAC
TGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGT
GACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGARAAGCTTTGTGCAC
AAGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGT
AGTTAGCATAGTGAACTAA

SEQ ID NO:2
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Figura 6
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Figura 7

Expresion de ARNm de EPSPS
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Figura 8
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Figura 10

>gi|93117609|gb|DQ469932.1| Nicotiana benthamiana

ARNm de fitoeno desaturasa, cds completa
ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAATTCAGCTTATCTTTGGA
GCTCGAGGTCTTCGTTGGGAACTGAAAGTCAAGATGTTTGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTITGG
TAGTAGCGACTCCATGGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGACA
AAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCAGAGCTAGACAATACAGTTA
ACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATCGTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCATTGGA
GATTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAARAATATCTGGCAGATGCTGGTCAC
AAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGCTGCATGGAAAGATGATGATG
GAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATATTCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAACCTGTTTGG
AGAACTAGGGATTGATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATGCCTAACAAG
CCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGCCATTAAATGGAATTTTGGCCA
TACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGGCCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGC
AATGCTTGGAGGGCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGAGAARAG
CAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATGTCAAAGGCACTTAACTTCATAA
ACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCATTTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGG
TTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAACATATT
GAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAAGATCGAGCTGAATGAGGATGGAA
GTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATGGCAGTACAATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCACTCC
AGTGGATATCTTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGCGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAAGTTGGAG
AAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAAGAACACATCTG
ATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCGTTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACATGTAAGGA
ATATTACAACCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGATAAATCGT
AGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCGAAGCTTTTCCCTGATGAARATTTCGG
CAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATTGAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAARAAC
TGTGCCAGGTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTATTTAGCTGGT
GACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGCTGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCAC
AAGCTATTGTACAGGATTACGAGTTACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGT
AGTTAGCATAGTGAACTAA

SEQ ID NO:2
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Figura 11
7UQ nt
" 200 nt
40 meros 44 meros
sentido sentido
SEQID NO:16 SEQID NO:17
I 1 R 2 fitoeno desaturasa
T7 ™ ™ SEQID NO:2
__
~ T7
25 meros 24 meros 24 meros 3 al
antisentido antisentido antisentido mezcla 41 meros
SEQ ID NO:24 SEQ ID NO:25 SEQ ID NO:26 antisentido
SEQID
NO:20,21
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SEQID NO: 16, 17, 20,

oligos de ADNmc
21,2425, y 26

(1

Figura 12
ARNbc de 200 nt
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Control

SwNQy ap obijo
JU 00Z 9P JANYY
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o
7
. JWNQY 9p obijo
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16

10 20
Palmera T----- CAA------- TTTCATCT------- ATTGGA------- AGTGAT

Benthamiana ATGCCCCAAATCGGACTTGTATCTGCTGTTAATTTGAGAGTCCAAGGTAA
10 20 30 40 50

30 40 50
Palmera TT--------- TTTGG-------- GTCATTCTGTGAGAAATTTCAGTG--

Benthamiana TTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGAGGTC TTCGTTGGGAACTGAAAGTCAA
60 70 80 90

60
Palmera —-—=-=========——————- TTAGTAAAGTTT -~ === =======m=== AT

Benthamiana GATGTTTGCTTGCAAAGGAATTTGTTATGTTTTGGTAGTAGCGACTCCAT

100 110 120 130 140
70 80 90

Palmera GGAGCA-AAGCAAAGAAATGGGC----- ACTGCC---————————————~—

Benthamiana GGGGCATAAGTTAAGGATTCGTACTCCAAGTGCCACGACCCGAAGATTGA
150 160 170 180 190

100 110 120 130
Palmera  ----------—---- CTTTAAAGGTTGTTTGTATAGATTATCCTAGGCCA

Benthamiana CAAAGGACTTTAATCCTTTAAAGGTAGTCTGCATTGATTATCCAAGACCA
200 210 220 230 240

140 150 160 170 180
Palmera GAGCTTGAAAGTACATCCAATTTCTTGGAAGCCGCCTACTTATCTTCTAC

...............
---------------

Benthamiana GAGCTAGACAATACAGTTAACTATTTGGAGGCGGCGTTATTATCATCATC
250 260 270 280 290

190 200 210 220 230
Palmera TTTTCGGAATTCGCCTCGTCCTCAGAAGCCATTAGAAGTTGTAATTGCTG

.................

Benthamiana GTTTCGTACTTCCTCACGCCCAACTAAACCATTGGAGATTGTTATTGCTG
300 310 320 330 340

240 250 260 270 280
Palmera GAGCAGGTTTGGCTGGTCTATCCACGGCAAAGTATTTAGCTGATGCAGGT

Benthamiana GTGCAGGTTTGGGTGGTTTGTCTACAGCAAAATATCTGGCAGATGCTGGT

350 360 370 380 390
290 300 310 320 330
Palmera CACAAACCCATATTGTTGGAAGCACGAGATGTTTTAGGAGGAAAGGTTGC

Benthamiana CACAAACCGATATTGCTGGAGGCAAGAGATGTCCTAGGTGGGAAGGTAGC
400 410 420 430 440

181

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38
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Figura 16 (continuacion)

340 350 360 370 380
Palmera AGCGTGGAAGGATGAGGATGGTGACTGGTATGAGACTGGGCTACATATAT

Benthamiana TGCATGGAAAGATGATGATGGAGATTGGTACGAGACTGGGTTGCACATAT
450 460 470 480 490

3590 400 410 420 430
Palmera TCTTTGGGGCATATCCAAATGTCCAAAATCTATTTGGAGAACTTGGTATA

Benthamiana TCTTTGGGGCTTACCCAAATATGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGGATT
500 510 520 530 540

440 450 460 470 480
Palmera AATGACCGACTGCAATGGAAGGAGCACTCTATGATTTTTGCAATGCCCAG

Benthamiana GATGATCGGTTGCAGTGGAAGGAACATTCAATGATATTTGCGATGCCTAA

550 560 570 580 590
490 500 510 520 530
Palmera CAAGCCCGGTGAATTCAGTCGCTTTGATTTTCCCGAAATCCTGCCTGCAC

Benthamiana CAAGCCAGGGGAGTTCAGCCGCTTTGATTTTCCTGAAGCTCTTCCTGCGC
600 610 620 630 640

540 550 560 570 580
Palmera CATTAAATGGCATATGGGCAATCCTAAGAAATAATGAAATGCTAACCTGG

Benthamiana CATTAAATGGAATTTTGGCCATACTAAAGAACAACGAAATGCTTACGTGG
650 660 670 680 690

590 600 610 620 630
Palmera CCAGAAAAAATCAAGTTTGCCATTGGCTTGTTGCCTGCTATGGCAGGCGG

...............
---------------

Benthamiana CCCGAGAAAGTCAAATTTGCTATTGGACTCTTGCCAGCAATGCTTGGAGG
700 710 720 730 740

640 650 660 670 680
Palmera ACAGTCATATGTTGAAGCACAAGATGGTTTGAGTGTCCAAGAGTGGATGA

.................................

Benthamiana GCAATCTTATGTTGAAGCTCAAGACGGTTTAAGTGTTAAGGACTGGATGA
750 760 770 780 790

690 700 710 720 730
Palmera GAAAACAAGGAGTACCCGATCGTGTAACTGATGATGTGTTTATTGCCATG

Benthamiana GAAAGCAAGGTGTGCCTGATAGGGTGACAGATGAGGTGTTCATTGCCATG
800 810 820 B30 840

740 750 760 770 780
Palmera TCAAAGGCACTGAACTTCATAAATCCCGATGAACTTTCAATGCAGTGCAT

Benthamiana TCAAAGGCACTTAACTTCATAAACCCTGACGAGCTTTCGATGCAGTGCAT
850 860 870 880 890

182

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38
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Figura 16 (continuacion)

790 800 810 B20 830
Palmera CTTGATTGCTCTGAACCGATTCCTGCAGGAGAAACATGGTTCTAAGATGG

Benthamiana TTTGATTGCTTTGAACAGATTTCTTCAGGAGAAACATGGTTCAAAAATGG
900 910 920 930 940

840 850 860 870 880
Palmera CCTTCCTAGACGGAAACCCTCCAGAGAGGCTGTGCATGCCTATTGTTAAA

Benthamiana CCTTTTTAGATGGTAACCCTCCTGAGAGACTTTGCATGCCGATTGTGGAA
950 960 970 980 990

890 900 910 920 930
Palmera CACATCGAGTCACTAGGTGGTGAAGTTAAACTTAACTCTCGTATACAAAA

Benthamiana CATATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTAAACTCACGAATAAAAAA

1000 1010 1020 1030 1040
940 950 960 970 980
Palmera GATTCAGTTGGACCAGAGTGGAAGCGTGAAGAGTTTTTTGCTAAATAACG

Benthamiana GATCGAGCTGAATGAGGATGGAAGTGTCAAATGTTTTATACTGAATAATG

1050 1060 1070 1080 1090
990 1000 1010 1020 1030
Palmera GGAGGGAAATACGAGGAGATGCCTATGTTTTTGCCACCCCAGTTGACATC

Benthamiana GCAGTACRATTAAAGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCACTCCAGTGGATATC

1100 1110 1120 1130 1140
1040 1050 1060 1070 1080
Palmera TTGAAGCTGTTACTACCTGATACTTGGAAGGAAATCTCATACTTCAAAAA

..................
------------------

Benthamiana TTGAAGCTTCTTTTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATCCCATATTTCCAAAA

1150 1160 1170 1180 1190
1090 1100 1110 1120 1130
Palmera ACTTGAGAAATTAGTGGGCGTTCCTGTGATTAATGTTCACATATGGTTTG

......................................

Benthamiana GTTGGAGAAGCTAGTGGGAGTTCCTGTGATAAATGTCCATATATGGTTTG

1200 1210 1220 1230 1240
1140 1150 1160 1170 1180
Palmera ACAGAAAATTAAAGAATACATATGACCATCTACTCTTCAGCAGGAGTCCT

Benthamiana ACAGAAAACTGAAGAACACATCTGATAATCTGCTCTTCAGCAGAAGCCCG

1250 1260 1270 1280 1290
1180 1200 1210 1220 1230
Palmera CTTTTGAGTGTCTATGCTGATATGTCGGAGACATGCAAGGAATATAAGGA

Benthamiana TTGCTCAGTGTGTACGCTGACATGTCTGTTACATGTAAGGAATATTACAA
1300 1310 1320 1330 1340
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SEQ ID NO:37

SEQ ID NO:38

SEQ ID NO:37
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Figura 16 (continuacion)

1240 1250 1260 1270 1280
Palmera TCCARAATAGATCCATGCTGGAATTGGTTTTTGCACCCGCGGAGGAATGGA

Benthamiana CCCCAATCAGTCTATGTTGGAATTGGTATTTGCACCCGCAGAAGAGTGGA

1350 1360 1370 1380 1390
1250 1300 1310 1320 1330
Palmera TTTCACGAAGCGACACTGATATTATAGAGGCAACAATGARAAGAGCTTGCC

Benthamiana TAAATCGTAGTGACTCAGAAATTATTGATGCTACAATGAAGGAACTAGCG

1400 1410 1420 1430 1440
1340 1350 1360 1370 1380
Palmera AAGCTTTTCCCGGATGAAATCGCTGCCGATGGAAGCAAGGCCAAGATCCT

Benthamiana AAGCTTTTCCCTGATGAAATTTCGGCAGATCAGAGCAAAGCAAAAATATT

1450 1460 1470 1480 1490
1390 1400 1410 1420 1430
Palmera CAAATATCATGTCGTCAAAACTCCAAGGTCGGTTTATAAGACTGTACCGG

Benthamiana GAAGTATCATGTTGTCAAAACCCCAAGGTCTGTTTATAAAACTGTGCCAG

1500 1510 1520 1530 1540
1440 1450 1460 1470 1480
Palmera ATTGTGAACCTTGTCGGCCGCTGCAAAGATCACCAATAGAGGGTTTCTAT

Benthamiana GTTGTGAACCCTGTCGGCCCTTGCAAAGATCCCCTATAGAGGGTTTTTAT

1550 1560 1570 1580 1590
1490 1500 1510 1520 1530
Palmera TTAGCTGGTGATTACACAAAACAAAAATATTTGGCTTCTATGGAAGGTGC

........................................
----------------------------------------

Benthamiana TTAGCTGGTGACTACACGAAACAGAAGTACTTGGCTTCAATGGAAGGTGC

1600 1610 1620 1630 1640
1540 1550 1560 1570 1580
Palmera TGTCTTATCTGGGAAGCTTTGTGCACAGGCTATCGTACAGGATTATGA--

.......................................

Benthamiana TGTCTTATCAGGAAAGCTTTGTGCACAAGCTAITGTACAGGATTACGAGT
1650 1660 1670 1680 1690

1590 1600 1610
Palmera -==-=-TCT--GCTG-~-~-=-=-~-~ AGTTCTCG--AGCACAAAGAGAA-TTGGC

Benthamiana TACTTCTTGGCCGGAGCCAGAAGATGTTGGCAGAAGCAAGCGTAGTTAGC
1700 1710 1720 1730 1740

Palmera G--=-======== SEQ ID NO:37

Benthamiana ATAGTGAACTAA SEQ ID NO:38
1750 1760

184
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Figura 17

Tampén ARBbc de 260 nt DV49  ARBbc de 200 nt PDS ARBbc de 700 nt PDS
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Acondicionamiento Sin Sin Tampon

con Silwet al 0,1% acondicionamiento acondicionamiento

seguido de ADNmc con Silwet; con Silwet;

de PDS 1 nanomol Infiltrado de ADNmc  Infiltrado de ADNmc

+ Silwet al 0,01% de PDS 1 nanomol de PDS 1 nanomol
+ Silwet al 0,01% (sin Silwet)

B
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Figura 19

Trasp.n.®3 Trasp.n.°2 Trasp.n.°1

R31 (35 copias de EPSPS)
Trasp.n.6 Trasp.n.°5 Trasp.n.°4

R34 (57 copias de EPSPS)

Trasp n.°9 Trasp n.°8 Trasp n.e7

R28 (87 copias de EPSPS)
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Figura 20

ATGGCTCAAGCTACTACCATCAACAATGGTGTCCATACTGGTCAATTGCACCATACTTTACCCAAAA
CCCAGTTACCCAAATCTTCAAAAACTCTTAATTTTGGATCAAACTTGAGAATTTCTCCAAAGTTCAT
GTCTTTAACCAATAAAAGAGTTGGTGGGCAATCATCAATTGTTCCCAAGATTCAAGCTTCTGTTGCT
GCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAARATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTA
CTGTTCAATTGCCTGGGTCARAGTCTTTATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGG
CACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATATTCTTTATATGTTGGACGCTCTCAGAACT
CTTGGTTTAAAAGTGGAGGATGATAGTACAGCCAAAAGGGCAGTCGTAGAGGGTTGTGGTGGTCTGT
TTCCTGTTGGTAAAGATGGAAAGGAAGAGATTCAACTTTTCCTTGGTAATGCAGGAACAGCGATGCG
CCCATTGACAGCTGCGGTTGCCGTTGCTGGAGGAAATTCAAGTTATGTGCTTGATGGAGTACCAAGA
ATGAGGGAGCGCCCCATTGGGGATCTGGTAGCAGGTCTAAAGCAACTTGGTTCAGATGTAGATTGTT
TTCTTGGCACAAATTGCCCTCCTGTTCGGGTCAATGCTAAAGGAGGCCTTCCAGGGGGCAAGGTCAA
GCTCTCTGGATCGGTTAGTAGCCAATATTTAACTGCACTTCTCATGGCTACTCCTTTGGGTCTTGGA
GACGTGGAGATTGAGATAGTTGATAAATTGATTTCTGTACCGTATGTTGAAATGACAATAAAGTTGA
TGGAACGCTTTGGAGTATCCGTAGAACATAGTGATAGTTGGGACAGGTTCTACATTCGAGGTGGTCA
GAAATACAAATCTCCTGGAAAGGCATATGTTGAGGGTGATGCTTCAAGTGCTAGCTACTTCCTAGCC
GGAGCCGCCGTCACTGGTGGGACTGTCACTGTCAAGGGTTGTGGAACAAGCAGTTTACAGGGTGATG
TAAAATTTGCCGAAGTTCTTGAGAAGATGGGTTGCAAGGTCACCTGGACAGAGAATAGTGTAACTGT
TACTGGACCACCCAGGGATTCATCTGGAAAGAAACATCTGCGTGCTATCGACGTCAACATGAACAAA
ATGCCAGATGTTGCTATGACTCTTGCAGTTGTTGCCTTGTATGCAGATGGGCCCACCGCCATCAGAG
ATGTGGCTAGCTGGAGAGTGAAGGAAACCGAACGGATGATTGCCATTTGCACAGAACTGAGAAAGCT
TGGGGCAACAGTTGAGGAAGGATCTGATTACTGTGTGATCACTCCGCCTGAAAAGCTAAACCCCACC
GCCATTGAAACTTATGACGATCACCGAATGGCCATGGCATTCTCTICTTGCTGCCTGTGCAGATGTTC
CCGTCACTATCCTTGATCCGGGATGCACCCGTAAAACCTTCCCGGACTACTTTGATGTTTTAGAAARN
GTTCGCCAAGCATTGA

SEQ ID NO:40
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Figura 21

Control 4X ARNbc Control 4X ARNbc
RN 3 3 : R ¥
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Figura 22

Prueba de cinco reactivos de transfeccion
(ARNbDc el 18 de junio, 4X WM el 21 de junio; Clasificado 7-DTT)

L \f‘iﬁ&l‘%\*@&?&\\\\\\\\\\@\\\\\\\\\\\

\\\N

Palmera con 35 copias EPSPS; 10X ARNbc
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Figura 23

% de Gl

tampon ARN/ADN ARNbc
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Figura 24

e e

10X ADNmc 1X ARNbc
fb 2X WM fb 2X WM

2X WM

Palmera con 16 copias EPSPS)
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Figura 25

5’ UTR ADNc de EPSPS

1
— 2_ 3 ARNbcl largo = partesden.22yn.23

e i 5 ARNbc2 largo = partesde n.24,5y 6
I 5
—— 8 ARNbc3 largo = partesde n.28 yn.29
[ == ]

A
4 moléc.
Tampon 9e€ARN 259491 36912 1,4710 1,23 456 7,89
cortas

Alturas de la planta
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Figura 26

el Elepadyciane (boms o s Raras s tade)

erl

ST 2XWM  2X WM fb ARN ST 2XWM  2X WM fb ARN

2 horas t/c WM y ARN 24 horas t/c WM y ARN
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Figura 27

Mezcla de ARNbc, Silwet L-77,

y glifosato aplicado en una sola etapa

20X ARNbc 100X ARNbc  Solo
+ Silwet + Silwet glifosato

+ Glifosato + Glifosato

195
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PDS 1nmol
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Figura 29

Tampon PDS (2nmol) PDS (4 nmol)
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Figura 30

ARNbc de PDS

AR

~ Control ARNbc de PDS
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Figura 31

Altura de la planta de Palmera con poca cantidad§
de copias (pulgadas) 3
“glifosatosin glifosato
9,0 A A
oo [ 1
8,0 ...............................................

10,0 v

70 +-
5,0
40

3,0

Altura de la planta (pulgadas)

2,0

1,0 -
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Figura 32

— I, s,
. T§§ o
I%\\\%\\\\\\\w\\\\%\\\\\\\\\\\%\% A
—————_,

/

sin glifosato. .
|
Q0
&
&

L\\N x\\\\\\m\\\m\\\\x\\\\\\xu@%&,
%,
2

de copias (pulgadas)

glifosato . .

m T\\\%\\\\\\\%\\\\%\\\
- T§\§Ah§\§.o%

de la planta de Palmera con gran cantidad
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Figura 33

.....................................................................................................................................................................................................................................

Altura de la planta (mm)
N oo N S N O
(== TG | o (&3] o (&) o

,,,,,

S {< 2
(“Q ‘\o ‘\o Qg \;\\0 ég@ ,_;b g eﬂz‘r@ 6‘}0 c.:" "'\(\
< ¢ & & & & & & &
@@ @0 oé(o o x@@! QO xQo é)é 0’5(0 V.O «\Qx
& T & & N
& 3
» 3
N v
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Figura 34
810 820 830 840 850 860
PDS-2_ GTATGAACTTTCAGAATATTATACCGGATCAATATATTATGCT--GAAATATT--TTTCG
AR RN N R RN RN AR
PDS-1_ GCTGTATCATATCTTCTTCTTTAGAACACTAATAAATTAAACTTCGAGATAATGATTTCT
330 340 350 360 370 380
870 880 890 900 910
PDS-2 GAC---—- TTTAAATAATTTCTT-TATTTAAATTTATTTTTATACAAAAATAACTAAATT
ay e A R ERRE L
PDS-1_ GACAAGAGTATAAACAAGTGCATCTATGAAGATTTGAGGTTGTCCAAAAAAGTGACAATT
390 400 410 420 430 440
920 930 940 950 960 970
PDS-2_ TCAATTACTTTTAAA----ATTATGATTATTTTTCAATTACCACT-TATACATCCTGC--
| IR T T T T O B A O O B
PDS-1_ TTGGGTTCCTATAAACTGTATTTACATTATTGTT-ATTTGCAACTATAAAARATTTTAGAT
450 460 470 480 490
980 990 1000 1010
PDS-2 TATTTTGAAT---—---—-- TTCACCCGAAA-GAAC-TACTACTATACGTGGATC---CTC
FEErr 1 I T I I 1 O O I A [
PDS-1 TATTTCCAAGCTCAGTTTCTTCRACTTAAATGAAGGTAGCACTTGAATTTCATCAGCCTC
500 510 520 530 540 550

1020 1030 1040 1050 1060 1070

PDS-2 AATGACCCAGTAACCCAAGTGGGAGATGTGTGCAAAGTGGTCAAATCTTAGAAGGAATGA

PDS-1_

Ferrrrrerrerrerreerrrrrrer o rrrrrrrrrr et rrrrr e
TATGACCCAGTAACCCATGTGGGAGATGGGAGCAAAGTGGTCAAACTTTAGAAGGAAT

560 570 580 590 600 610

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

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

202



ES 2809 679 T3

Figura 35

£

mE \
- *

& ) 3
&

s i,"
&

PDS promotor 2

o ;
211
i / ?";‘i \\@‘y

AR

3

A

o f’§§§ §\€§ %ﬁ §§§

B i i 2
Mg, N
SR

o Mexcn
A\ NN
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Altura de la planta

25

Altura de la planta

Altura de la planta

ES 2809 679 T3

Figura 36

l Control

~ PDS

B Control

E

PSPS
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Figura 37

oligo ADN de EPSPS Tampodn (control)

; N\

205



ES 2809 679 T3

Figura 38

TN O ® VW N O
—

(sepes|nd)
ejue|d e| 9p eamyje
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Figura 39

2% AMS 1mMSPMD 10mM SPMD imM SPM 10mM SPM 2% AMS
fb4aX WM Th4XWM fh4XWM fh4XWM fhaX WM fhaX WM

Comparacion de espermina (SPM), espermidina (SPMD), sulfato de amonio (AMS)
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