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DESCRIPCIÓN

Procedimientos y medios de supervisión y modulación del silenciamiento génico.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a procedimientos para alterar la expresión de genes en organismos eucariotas,
tales como plantas, pero también en animales tales como nemátodos, insectos y artrópodos, mamíferos incluyendo
humanos, o levaduras, hongos o mohos, usando ARNbc capaz de alterar la expresión de genes diana, o genes que
codifican dicho ARNbc. También se proporcionan organismos eucariotas no humanos que comprenden dicho ARNbc
o genes que lo codifican.

En un primer aspecto, la invención proporciona procedimientos y medios para supervisar el silenciamiento de un
gen diana en una célula eucariota midiendo el grado de silenciamiento de un segundo gen, en los que el silenciamiento
del gen diana y del segundo gen se obtiene a través de la acción de una única molécula de ARNbc inicial proporcionada
a la célula eucariota.

En un segundo aspecto, la invención proporciona procedimientos y medios para modular el grado de silenciamiento
de un gen diana en una célula eucariota, incluyendo en la molécula única inicial de ARNbc proporcionada a la célula
eucariota además del ARNbc diana que induce el silenciamiento del gen diana, una cantidad de secuencias de ARNbc
no relacionadas con el ARNbc diana, en una proporción que refleja la modulación deseada del grado de silenciamiento
del gen diana.

Técnica antecedente

Hasta recientemente, se conocían dos procedimientos predominantes para la modulación de la expresión génica
en organismos eucariotas, que se conocen en la técnica como regulación negativa “antisentido” o regulación negativa
“con sentido”.

Trabajos recientes han demostrado que la eficacia silenciadora podría mejorarse mucho tanto a nivel cuantitativo
como cualitativo usando construcciones quiméricas que codifican ARN capaz de formar ARN bicatenario mediante
la formación de pares de bases entre las secuencias de nucleótidos de ARN antisentido y con sentido respectivamente
complementarias y homólogas a las secuencias diana. Tales ARN bicatenarios (ARNbc) también se conocen como
ARN en horquilla (ARNh) o ARN interferente (ARNi).

La regulación negativa de la expresión de secuencias de nucleótidos diana usando ARNbc se ha descrito como
un procedimiento de análisis conveniente para el esclarecimiento de la función de ácidos nucleicos cuyo papel se
desconoce (véase, por ejemplo, el documento WO99/53050 o WO00/01846). El silenciamiento génico mediado por
ARNbc también puede usarse para modular la expresión de uno o más genes diana en un organismo para obtener un
organismo modificado con un fenotipo o rasgo deseado (documento WO99/53050).

Sería útil para las aplicaciones anteriormente mencionadas tener una forma de supervisar fácilmente la regulación
negativa cuantitativa y cualitativa de los ácidos nucleicos diana. Esto es especialmente cierto cuando la determinación
de la regulación negativa de la expresión del gen diana a través del análisis del fenotipo causado por la regulación
negativa es costosa en mano de obra, coste y tiempo, requiere el uso de procedimientos de análisis especializados,
etc. Cuando el silenciamiento génico mediado por ARNbc se usa para identificación/validación de la función de
genes desconocidos, en los que por definición el fenotipo a buscar no se conoce, puede ser fundamental tener un
procedimiento alternativo para supervisar la eficacia del silenciamiento.

Además, sería conveniente poder modular el grado de silenciamiento de un gen o genes diana particulares en un
organismo, por ejemplo generando una población de organismos que exhiben un amplio espectro en los grados indi-
viduales de silenciamiento génico mediado por ARNbc e identificando los organismos con el grado de silenciamiento
deseado.

Fire y col., 1998, describen interferencia genética específica por introducción experimental de ARN bicatenario en
Caenorhabditis elegans.

El documento WO 99/32619 proporciona un procedimiento para introducir un ARN en una célula viva para inhibir
la expresión génica de un gen diana en esa célula. El procedimiento puede ponerse en práctica ex vivo o in vivo. El
ARN tiene una región con estructura bicatenaria. La inhibición es específica de secuencia puesto que las secuencias
de nucleótidos de la región doble del ARN y/o una porción del gen diana son idénticas.

Waterhouse y col. 1998, describen que la resistencia a virus y el silenciamiento génico en plantas pueden inducirse
mediante expresión simultánea de ARN con sentido y antisentido. El ARN con sentido y antisentido puede localizarse
en un transcrito que tenga autocomplementariedad.

Hamilton y col. 1998, describe que un transgén con ADN repetido, es decir, copias invertidas de su región no
traducida 5’, causa supresión post-transcripcional, de alta frecuencia, de la expresión de ACC-oxidasa en tomate.
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El documento WO 98/53083 describe construcciones y procedimientos para mejorar la inhibición de un gen dia-
na dentro de un organismo que implican insertar en el vector de silenciamiento génico una secuencia de repetición
invertida de toda o parte de una región polinucleotídica dentro del vector.

El documento WO 99/53050 proporciona procedimientos y medios para reducir la expresión fenotípica de un
ácido nucleico de interés en células eucariotas, especialmente en células vegetales, introduciendo genes quiméricos
que codifican moléculas de ARN con sentido y antisentido dirigidas hacia el ácido nucleico diana. Estas moléculas
son capaces de formar una región ARN bicatenaria mediante la formación de pares de bases entre las regiones con
las secuencias de nucleótidos con sentido y antisentido o mediante la introducción de las propias moléculas de ARN.
Preferentemente, las moléculas de ARN comprenden simultáneamente secuencias de nucleótidos tanto con sentido
como antisentido.

El documento WO 99/49029 se refiere, en general, a un procedimiento para modificar la expresión génica y a genes
sintéticos para modificar la expresión de genes endógenos en una célula, tejido u órgano de un organismo transgénico,
en particular en un animal o planta transgénica. También se proporcionan genes sintéticos y construcciones genéticas
capaces de formar un ARNbc que son capaces de reprimir, retrasar o reducir de otra manera la expresión de un gen
endógeno o un gen diana de un organismo cuando se introducen en él.

El documento WO 99/61631 se refiere a procedimientos para alterar la expresión de un gen diana en una planta
usando fragmentos de ARN con sentido y antisentido del gen. Los fragmentos de ARN con sentido y antisentido son
capaces de emparejarse y formar una molécula de ARN bicatenario, alterando así la expresión del gen. La presente
invención también se refiere a plantas, su progenie y semillas de las mismas obtenidas usando estos procedimientos.

El documento WO 00/01846 proporciona un procedimiento para identificar ADN responsable de conferir un fe-
notipo particular en una célula, comprendiendo dicho procedimiento a) construir una genoteca de ADNc o genómica
del ADN de la célula en un vector adecuado en una orientación relativa a un promotor o promotores capaces de iniciar
la transcripción del ADNc o ADN a ARN bicatenario (bc) tras la unión de un factor de transcripción apropiado al
promotor o promotores; b) introducir la genoteca en una o más células que comprenden el factor de transcripción, y c)
identificar y aislar un fenotipo particular de una célula que comprende la genoteca e identificar el fragmento de ADN
o ADNc de la genoteca responsable de conferir el fenotipo. Usando esta técnica, también es posible asignar función a
una secuencia de ADN conocida mediante a) la identificación de homólogos de la secuencia de ADN en una célula,
b) el aislamiento del homólogo o los homólogos del ADN pertinente o un fragmento del mismo de la célula, c) la
clonación del homólogo o fragmento del mismo en un vector apropiado en una orientación relativa a un promotor
adecuado capaz de iniciar la transcripción de ARNbc a partir de dicho homólogo de ADN o fragmento tras la unión
de un factor de transcripción apropiado al promotor y d) introducir el vector en la célula de la etapa a) que comprende
el factor de transcripción.

El documento WO 00/44914 también describe una composición y procedimientos para la atenuación in vivo e in
vitro de la expresión génica usando ARN bicatenario, especialmente en pez cebra.

El documento WO 00/49035 describe un procedimiento para silenciar la expresión de un gen endógeno en una
célula, comportando el procedimiento la sobreexpresión en la célula de una molécula de ácido nucleico del gen en-
dógeno y una molécula antisentido que incluye una molécula de ácido nucleico complementaria a la molécula de
ácido nucleico del gen endógeno, en el que la sobreexpresión de la molécula de ácido nucleico del gen endógeno y la
molécula antisentido en la célula silencia la expresión del gen endógeno.

Smith y col., 2000, así como el documento WO 99/53050, describieron que el ARNbc que contiene intrones
aumentaba más la eficacia del silenciamiento. El ARN en horquilla que contiene intrones también es conocido a
menudo como ARNhi.

Como ilustran las referencias anteriormente mencionadas, el silenciamiento génico mediado por ARNbc es un
fenómeno que ocurre en una amplia serie de organismos eucariotas, incluyendo plantas, levaduras u hongos, insectos,
artrópodos y animales vertebrados, incluyendo mamíferos.

El documento WO 93/23551 describe un procedimiento para la inhibición de dos o más genes diana que comprende
introducir en la planta un gen de control único que tiene regiones de ADN definidas homólogas a cada uno de los genes
diana y un promotor operativo en plantas adaptado a transcribir a partir de tales regiones definidas ARN antisentido o
con sentido que inhibe la expresión de cada uno de los genes diana.

El documento WO 99/49029 describe un procedimiento para fijar simultáneamente como objetivo la expresión
de varios genes diana que se coexpresan en una célula específica, por ejemplo usando una molécula de ácido nuclei-
co dispersada o molécula de ácido nucleico extraña que comprende secuencias de nucleótidos que son básicamente
idénticas a cada uno de dichos genes diana coexpresados.

El documento WO 02/10365 proporciona un procedimiento para la supresión génica en eucariotas mediante la
transformación con una construcción recombinante que contiene un promotor, al menos una secuencia de nucleótidos
antisentido y/o con sentido para el gen o los genes que se van a suprimir, en el que se inhibe el transporte del nú-
cleo al citoplasma de los productos de transcripción de la construcción. En una realización, el transporte del núcleo
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al citoplasma se inhibe en ausencia de una UTR 3’ normal. La construcción puede incluir opcionalmente al menos
una ribozima que se autoescinde. La construcción puede también incluir opcionalmente secuencias con sentido y/o
antisentido de múltiples genes que se van a regular negativamente de manera simultánea usando un único promo-
tor. También se describen vectores, plantas, animales, semillas, gametos y embriones que contienen la construcción
recombinante.

Elbashir y col., 2002, METHODS Vol. 26, páginas 199-213 analiza la estrategia de diseño para ARNpi y varios
protocolos de silenciamiento, que incluyen inactivación génica doble en células HeLa SS6 de lamina A/C y NuMA.

Wesley y col. 2001 (The Plant Journal 27 (6), 581-590) describe los vectores de silenciamiento pHANNIAL y
pHELLSGATE usados en la presente solicitud.

Sin embargo, ninguna de las referencias de la técnica anterior mencionadas anteriormente ha abordado el problema
de supervisar el grado de silenciamiento de un gen diana con un fenotipo que es difícil o prácticamente imposible
medir. La técnica anterior también continúa siendo defectuosa para proporcionar un procedimiento para modular o
ajustar el grado de silenciamiento de un gen o genes diana específicos que usan ARNbc.

Éstos y otros problemas se han resuelto como se describe en lo sucesivo en el presente documento en las distintas
realizaciones y reivindicaciones.

Sumario de la invención

La invención proporciona un procedimiento para supervisar la reducción de la expresión de un gen diana en una
célula de un organismo eucariota, tal como una planta, animal, levadura, hongo o moho, que comprende las etapas de

a) proporcionar a la célula de dicho organismo eucariota un ARNbc que comprende una primera región, una
segunda región, una tercera región y una cuarta región en el que

i) la primera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que
tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de una región de
nucleótidos con sentido de dicho gen diana;

ii) la segunda región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que
tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos complementaria a 19
nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido del gen diana;

iii) la primera región y la segunda región son capaces de formar una región de ARN bicatenario;

iv) la tercera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que
tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de una región de nu-
cleótidos con sentido de un segundo gen, tal como un gen endógeno o un transgén, integrado de forma
estable en el genoma de la célula eucariota y que es distinto del gen diana;

v) la cuarta región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que
tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de los 19 nucleótidos consecutivos
de la región de nucleótidos con sentido del segundo gen; y

vi) la tercera y cuarta región son capaces de formar una región de ARN bicatenario; y

b) supervisar la reducción de la expresión del gen diana analizando la reducción en la expresión de dicho segundo
gen,

en el que el organismo eucariota es una planta, una levadura, un hongo, un moho, o un animal a condición de
que cuando dicho organismo es un animal, la célula no sea una célula en un cuerpo humano o animal.

El ARNbc puede transcribirse a partir de un gen quimérico comprendido en células del organismo eucariota,
comprendiendo el gen quimérico:

c) una región promotora que funciona en la célula eucariota; unida operativamente a

d) una región de ADN que cuando se transcribe produce la molécula de ARNbc; y

e) una región de terminación de transcripción y poliadenilación que funciona en las células del organismo euca-
riota.
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También es un objeto de la invención proporcionar una molécula de ARN como se ha descrito así como el uso de
dicha molécula de ARN para medir la reducción de la expresión de un gen diana.

Otro objeto de la invención es proporcionar una molécula de ADN para medir la reducción de la expresión de un
gen diana en una célula eucariota, que comprende

a) una región promotora que funciona en la célula eucariota; unida operativamente a

b) una región de ADN que cuando se transcribe produce una molécula de ARNbc, en la que el ARNbc comprende
una primera, segunda, tercera y cuarta región;

i) comprendiendo la primera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de una región de
nucleótidos con sentido del gen diana;

ii) comprendiendo la segunda región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos complementaria a
19 nucleótidos consecutivos de la región de nucleótidos con sentido del gen diana;

iii) siendo capaces la primera región y dicha segunda región de formar una región de ARN bicatenaria;

iv) comprendiendo la tercera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de una región de
nucleótidos con sentido de un segundo gen presente en la célula eucariota y que es distinto del gen diana;

v) comprendiendo la cuarta región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que
tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de los 19 nucleótidos consecutivos
de la región de nucleótidos con sentido del segundo gen;

vi) siendo capaces la tercera y cuarta región de formar una región de ARN bicatenaria; en la que las regiones de
ARN bicatenarias formadas entre la primera y la segunda región y la región de ARN bicatenaria formada
entre la tercera y cuarta región son aproximadamente iguales en tamaño; y

c) una región de terminación de transcripción y poliadenilación que funciona en células del organismo eucariota,
en la que dicho segundo gen es un gen endógeno del organismo eucariota o un transgén integrado de forma
estable en el genoma de células del organismo eucariota, así como el uso de dicha molécula de ADN para medir
la expresión de un gen diana mediante la medición de la reducción en expresión de un segundo gen.

La invención proporciona también organismos eucariotas no humanos que comprenden una molécula de ARN o
una molécula de ADN como se describe en el presente documento.

La invención también proporciona un procedimiento para identificar, dentro de una población de organismos eu-
cariotas con silenciamiento génico mediado por ARNbc, aquellos organismos con el grado deseado de silenciamiento
de un gen diana, que comprende:

a) proporcionar a las células eucariotas de los organismos eucariotas un ARNbc que comprende una primera
región, una segunda región, una tercera región y una cuarta región

i) comprendiendo la primera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de una región de
nucleótidos con sentido del gen diana;

ii) comprendiendo la segunda región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos complementaria a
19 nucleótidos consecutivos de la región de nucleótidos con sentido del gen diana;

iii) siendo capaces la primera región y la segunda región de formar una región de ARN bicatenaria;

iv) comprendiendo la tercera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de una región de
nucleótidos con sentido de un segundo gen presente en las células eucariotas y que es distinto del gen
diana;

v) comprendiendo la cuarta región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que
tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de los 19 nucleótidos consecutivos
de la región de nucleótidos con sentido del segundo gen;
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vi) siendo capaces la tercera y cuarta región de formar una región de ARN bicatenaria; y

b) identificar el organismo con el grado deseado de silenciamiento del gen diana, seleccionando aquellos organis-
mos con el grado deseado de silenciamiento del segundo gen, en el que el organismo eucariota es una planta,
una levadura, un hongo, un moho, o un animal, a condición de que cuando dicho organismo es un animal, la
célula no sea una célula en un cuerpo humano o animal.

Breve descripción de las figuras

La figura 1 muestra semillas de plantas T1 transformadas con la construcción FLC/CHS, que emite fluorescencia
con luz UV, comparadas con semillas de tipo silvestre C24 (C24), un tipo silvestre C24 que contiene un gen GUS
quimérico bajo control de un promotor CaMV35S (GUS) y una línea silenciada CHS homocigota (CHS). Los números
indican los días hasta el florecimiento de las líneas celulares de plantas transgénicas.

La figura 2 muestra un análisis de transferencia de Northern de ARN preparado a partir de líneas vegetales trans-
génicas, que comprende genes que codifican ARNbc que tienen como objetivo tanto FLC como CHS, expuesto a una
sonda FLC (panel superior) y una sonda CHS (panel inferior) (Fig. 2A). La Fig. 2B es una representación gráfica de la
cantidad de ARNm detectada a partir de la expresión de FLC trazada como función de la cantidad de ARNm detectada
de la expresión de CHS.

Descripción de realizaciones detalladas

La invención se basa en la observación inesperada de que cuando una célula eucariota, tal como una célula vegetal,
comprende un ARN bicatenario (ARNbc) en el que el ARNbc comprende simultáneamente regiones complementarias
antisentido y con sentido para al menos dos genes diana, existe una correspondencia entre el grado de silenciamiento
de expresión de todos los genes fijados como objetivo. La correspondencia además depende del tamaño relativo de las
regiones antisentido y con sentido diseñadas para reducir la expresión de los diferentes genes diana.

Esta correspondencia puede usarse oportunamente para supervisar el silenciamiento de genes cuya expresión da
lugar a un fenotipo que no es fácil de supervisar. Esto puede conseguirse uniendo las regiones complementarias con
sentido y antisentido adecuadas para reducir o silenciar la expresión de dicho gen, a regiones complementarias con
sentido y antisentido adecuadas para reducir o silenciar la expresión de un gen cuya expresión da como resultado un
fenotipo que puede supervisarse de una manera fácil.

Así pues, en una realización de la invención, se proporciona un procedimiento para supervisar la reducción o
silenciamiento de la expresión de un gen diana en una célula eucariota, que comprende las etapas de

- Proporcionar a la célula eucariota un ARNbc que comprende una primera región, una segunda región, una
tercera región y una cuarta región, en las que

- la primera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tienen
al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de la región de nucleótidos con
sentido del gen diana;

- la segunda región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tienen
al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos complementaria a 19 nucleótidos
consecutivos de la región de nucleótidos con sentido del gen diana;

- la primera región y la segunda región son capaces de formar una región de ARN bicatenario, preferentemente
sobre la extensión completa de la primera y segunda región, y al menos sobre la extensión de los 19 nucleótidos
mencionados;

- la tercera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene
al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de la región de nucleótidos con
sentido de un segundo gen presente en la célula eucariota y que es diferente del gen diana;

- la cuarta región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tienen
al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucleótidos consecutivos de la región
de nucleótidos con sentido del mismo segundo gen;

- la tercera y cuarta región son capaces de formar una región de ARN bicatenario, preferentemente sobre la exten-
sión completa de la primera y segunda región, y al menos sobre la extensión de los 19 nucleótidos mencionados;
y

- monitorizar la expresión del grado de silenciamiento del gen diana, analizando la reducción en expresión del
segundo gen.
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Preferentemente, la primera y segunda región son capaces de formar una región de ARN bicatenario al mismo
tiempo que cuando la tercera y cuarta región están formando un ARN bicatenario.

El segundo gen diferente del gen diana se usa como gen informador para supervisar el grado de silenciamiento
del gen diana y siempre que se hace referencia en el presente documento a un gen informador, se entiende que esta
expresión se usa para referirse a un segundo gen presente en la célula eucariota y que es diferente del gen diana.

Para los propósitos de la presente invención, es igual que el segundo gen sea un gen endógeno, presente normal-
mente en la célula eucariota, o un transgén, que se ha introducido en la célula eucariota por intervención humana en
algún momento de su historia, preferentemente integrado en el genoma de la célula eucariota de manera estable.

Preferentemente, el gen informador debería tener un fenotipo cuyo análisis es más fácil que el análisis del gen o
genes diana, en términos de requisitos de costes, especialización, tiempo, mano de obra, aparatos usados, etc.

También preferentemente, el silenciamiento del gen informador no debería tener una influencia negativa en la
viabilidad de la célula huésped o el organismo huésped, aunque la ausencia de influencia negativa puede depender de
condiciones particulares.

Oportunamente, el silenciamiento de la expresión del gen informador puede dar como resultado un fenotipo visible,
aunque la visibilidad del fenotipo puede, de nuevo, ser condicional.

Los ejemplos de genes informadores adecuados para la aplicación de los procedimientos de la invención en células
vegetales y plantas incluyen, pero no se limitan a gen de la Chalcona sintasa (CHS, en el que la regulación negativa
de la expresión da como resultado una acumulación de compuestos fluorescentes UV en el color de la cubierta de
la semilla); el gen de la fitoeno desaturasa (PDS, en el que la regulación negativa de la expresión del gen da como
resultado fotoblanqueo), locus de flor C (FLC, en el que la regulación negativa de la expresión del gen da como
resultado florecimiento temprano), gen de insensibilidad a etileno 2 (EIN2, en el que la regulación negativa del gen da
como resultado plantas que son insensibles al etileno, y crecerán en medios que contienen ácido 1-aminociclopropano-
1-carboxílico (AAC)), genes marcadores visuales tales como los genes del color de la cubierta de las semillas (por
ejemplo gen R en maíz), los genes GUS o GFP expresables en plantas, fitocromo B y similares.

Los ejemplos de genes informadores adecuados para la aplicación de los procedimientos de la invención en células
animales y animales incluyen, pero no se limitan a genes GUS o GFP unidos operativamente a regiones de expresión
adecuadas para células animales pero también genes como unc en Caenorhabditis elegans, cuyo silenciamiento causa
un patrón de retorcimiento característico en nemátodos y similares.

Los ejemplos de los genes informadores adecuados para la aplicación de los procedimientos de la invención en
células fúngicas incluyen pero no se limitan a genes GUS o GFP unidos operativamente a regiones de expresión
adecuadas para células fúngicas, pero también genes cuyo silenciamiento causa crecimiento auxotrófico (tales como,
por ejemplo trpC), un fenotipo que puede explorarse fácilmente en medios mínimos. No hace falta decir que en
estos casos, una copia maestra de la genoteca de las células fúngicas silenciadas debe mantenerse en condiciones que
permitan el crecimiento, por ejemplo en presencia del compuesto nutriente requerido.

Preferentemente, el gen informador debe expresarse al menos en condiciones en las que se expresa el gen diana.

Los 19 nucleótidos que son al menos un 94% idénticos o complementarios a la secuencia de nucleótidos de 19
nucleótidos consecutivos del gen diana y/o el gen informador pueden estar comprendidos dentro de una molécula de
ARN mayor. Dicha molécula de ARN tendrá una secuencia de nucleótidos que varía entre tan poco como 19 pb y una
longitud igual al tamaño del gen diana de grado de variación global de identidad de secuencia.

Para el objeto de la presente invención, la “identidad de secuencia” de dos secuencias de nucleótidos o aminoá-
cidos relacionadas, expresada como porcentaje, se refiere al número de posiciones en las dos secuencias alineadas
óptimamente que tienen restos idénticos (x100) dividido por el número de posiciones comparadas. Un hueco, es decir,
una posición en un alineamiento en el que un resto está presente en una secuencia pero no en la otra se considera una
posición con restos no idénticos. El alineamiento de las dos secuencias se realiza por el algoritmo de Needleman y
Wunsch (Needleman y Wunsch 1970). El alineamiento de secuencias asistido por ordenador anterior, puede realizarse
oportunamente usando un programa de software convencional tal como el GAP, que es parte del Wisconsin Package
Versión 10.1 (Genetics Computer Group, Madision, Wisconsin, Estados Unidos) usando la matriz de puntuación por
defecto con una penalización de creación de huecos de 50 y una penalización de extensión de huecos de 3. Las se-
cuencias se indican como “esencialmente similares” cuando dicha secuencia tiene una identidad de secuencia de al
menos aproximadamente un 75%, particularmente al menos aproximadamente un 80%, más particularmente al menos
aproximadamente un 85%, bastante particularmente aproximadamente un 90%, especialmente aproximadamente un
95%, más especialmente aproximadamente un 100%, y bastante especialmente son idénticas. Está claro que cuando
las secuencias de ARN van a ser esencialmente similares o tienen un cierto grado de identidad de secuencia con se-
cuencias de ADN, la timina (T) en la secuencia de ADN se considera igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN.
Así pues, cuando se indica en esta solicitud que una secuencia de 19 nucleótidos consecutivos tiene una identidad de
secuencia del 94% con una secuencia de 19 nucleótidos, esto quiere decir que al menos 18 de los 19 nucleótidos de la
primera secuencia son idénticos a 18 de los 19 nucleótidos de la segunda secuencia.
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De esta manera, las regiones de nucleótidos con sentido o antisentido mencionadas pueden ser de aproximadamente
50 nt, 100 nt, 200 nt, 300 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt, o incluso aproximadamente 5000 nt de longitud o mayores,
teniendo cada una una identidad de secuencia global respectivamente de aproximadamente un 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% o 100%. Cuanto más larga es la secuencia menos riguroso será el requisito para la identidad de secuencia
global.

La primera, segunda, tercera y cuarta regiones pueden separarse, cada una, mediante una región espaciadora que
tiene una secuencia de nucleótidos que no está relacionada con la secuencia de nucleótidos del gen diana o el gen
informador.

Para el objeto de la invención, aunque las regiones se denominan consecutivamente, el orden de las regiones de
ARNbc en la molécula de ARNbc no es importante. En otras palabras, no importa si, por ejemplo, la primera o segunda
región o, como alternativa, la tercera o cuarta región están localizadas en el extremo 5’ o 3’ de la molécula de ARN.

Como se usa en el presente documento, debe interpretarse que “que comprende” especifica la presencia de las
características, números enteros, etapas o componentes a los que se hace referencia, pero no excluye la presencia o
adición de una o más características, números enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos. Así pues, por
ejemplo un ácido nucleico o proteína que comprende una secuencia de nucleótidos o aminoácidos, puede comprender
más nucleótidos o aminoácidos que los que de hecho se han citado, es decir, puede estar incluido en un ácido nucleico o
proteína mayor. Un gen quimérico que comprende una región de ADN que está definida funcional o estructuralmente,
puede comprender regiones adicionales de ADN.

Por lo tanto, una molécula de ARNbc que comprende una primera, segunda, tercera y cuarta región, como se
define en el presente documento, puede incluir adicionalmente, por ejemplo, una quinta y sexta región que tengan una
región de nucleótidos de 19 nucleótidos con al menos un 94% de identidad o complementariedad de secuencia con,
por ejemplo, un gen diana, que puede ser el mismo gen diana que el primer gen diana o puede ser uno diferente.

En una realización de la invención, la molécula de ARNbc puede además comprender una o más regiones que
tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con regiones de 19 nucleótidos consecutivos de los nucleóti-
dos con sentido de los genes diana, diferentes de los 19 nucleótidos consecutivos como se definen en la primera
región, y una o más regiones que tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecu-
tivos del complemento de los nucleótidos con sentido del gen diana, diferentes de los 19 nucleótidos consecutivos
como se definen en la segunda región, en los que estas regiones adicionales pueden formar pares de bases entre
ellos. De forma similar, el ARNbc puede también comprender adicionalmente una o más regiones que tienen al
menos un 94% de identidad de secuencia con regiones de 19 nucleótidos consecutivos de un gen informador dife-
rentes de los 19 nucleótidos de la tercera región y una o más regiones que tienen al menos un 94% de identidad
de secuencia con las regiones complementarias de 19 nucleótidos consecutivos de los genes informadores, en las
que estas regiones adicionales son capaces de formar pares de bases entre ellas. De nuevo, no se requiere un or-
den particular de las regiones, y estas regiones pueden dispersarse entre ellas. Así pues, por ejemplo, las regiones
de ARNbc que se dirigen a silenciar el gen diana pueden alternarse con regiones de ARNbc dirigidas a silenciar el
gen informador siempre que, por supuesto, aún sea posible la formación de pares de bases entre regiones de ARN
complementarias.

Oportunamente, el ARNbc como se ha descrito puede introducirse en la célula huésped mediante introducción y
posible integración de un gen quimérico, cuya transcripción produce dicho ARNbc. Así pues, la invención también se
dirige a proporcionar dicho gen quimérico que comprende

- un promotor o una región de promotor que es capaz de expresarse en células del organismo eucariota de interés;
unida operativamente a una región de ADN que cuando se transcribe produce una molécula de ARNbc que
comprende una primera región, una segunda región, una tercera región y una cuarta región, en la que

- la primera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tienen
al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia de nucleótidos con
sentido del gen diana;

- la segunda región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene
al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia
de nucleótidos con sentido del gen diana;

- la primera región y segunda región son capaces de formar una región de ARN bicatenario, preferentemente
sobre toda la extensión de la primera y segunda región, y al menos entre los 19 nucleótidos mencionados de la
primera y segunda región;

- la tercera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tienen
al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia de nucleótidos con
sentido de un segundo gen presente en la célula eucariota y que es diferente del gen diana;
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- la cuarta región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tienen al
menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia
de nucleótidos con sentido del mismo segundo gen;

- la tercera y cuarta región son capaces de formar una región de ARN bicatenario, preferentemente sobre toda la
extensión de la primera y segunda región, y al menos sobre la extensión de los 19 nucleótidos mencionados;

y en la que las regiones de ARN bicatenario formadas entre la primera y la segunda región y la región de ARN
bicatenario formada entre la tercera y cuarta región son aproximadamente iguales en tamaño; y

- una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación adecuada para la célula eucariota elegida.

Como se usa en el presente documento, el término “promotor” indica cualquier ADN que reconoce y al que se
une (directa o indirectamente) una ARN polimerasa dependiente de ADN durante la iniciación de la transcripción.
Un promotor incluye el sitio de iniciación de la transcripción y los sitios de unión para factores de iniciación de la
transcripción y ARN polimerasa, y puede comprender otros diversos sitios (por ejemplo, potenciadores), a los que
pueden unirse las proteínas reguladoras de la expresión génica.

La expresión “región reguladora”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier ADN que esté
involucrado en dirigir la transcripción y supervisar (es decir, regular) el ritmo y nivel de transcripción de una secuencia
de ADN dada, tal como un ADN que codifica una proteína o polipéptido. Por ejemplo, una región reguladora 5’ (o
“región promotora”) es una secuencia de ADN situada aguas arriba (es decir, 5’) de una secuencia codificante y que
comprende el promotor y la secuencia líder no traducida 5’. Una región reguladora 3’ es una secuencia de ADN
localizada aguas abajo (es decir, 3’) de la secuencia codificante y que comprende señales adecuadas de terminación
(y/o regulación) de la transcripción, incluyendo una o más señales de poliadenilación.

En una realización de la invención, el promotor es un promotor constitutivo. En otra realización de la invención, la
actividad promotora se potencia por estímulos externos o internos (promotor inducible), tales como pero no limitados
a hormonas, compuestos químicos, impulsos mecánicos, condiciones de estrés abiótico o biótico. La actividad del
promotor también puede regularse de una forma temporal o espacial (promotores específicos de tejido; promotores
regulados por el desarrollo).

En una realización particular de la invención, el promotor es un promotor expresable en plantas. Como se usa en el
presente documento, la expresión “promotor expresable en plantas” se refiere a una secuencia de ADN que es capaz
de supervisar (iniciar) la transcripción en una célula vegetal.

Esto incluye cualquier promotor de origen vegetal, pero también cualquier promotor de origen no vegetal que es
capaz de dirigir la transcripción en una célula vegetal, es decir, ciertos promotores de origen viral o bacteriano ta-
les como el CaMV35S (Hapster y col., 1988), el promotor del virus del trébol subterráneo Nº 4 o Nº 7 (documento
WO9606932), promotores del gen ADN-T pero también promotores específicos de tejido o específicos de órgano que
incluyen, pero no se limitan a promotores específicos de semilla (por ejemplo, documento WO89/03887), promotores
específicos de primordios de órganos (An y col., 1996), promotores específicos de tallo (Keller y col., 1988), promo-
tores específicos de hoja (Hudspeth y col., 1989), promotores específicos de mesófilo (tales como los promotores de
la Rubisco inducibles por luz), promotores específicos de raíz (Keller y col., 1989), promotores específicos de tubér-
culo (Keil y col., 1989), promotores específicos de tejido vascular (Peleman y col., 1989), promotores selectivos de
estambres (documentos WO 89/10396, WO 92/13956), promotores específicos de zona de dehiscencia (documento
WO 97/13865) y similares.

En otra realización particular de la invención, el promotor es un promotor expresable en hongos. Como se usa en
el presente documento, la expresión “promotor expresable en hongos” se refiere a una secuencia de ADN que es capaz
de supervisar (iniciar) la transcripción en una célula fúngica, tal como, pero sin limitarse al promotor del gen trpC de
A. nidulans, o el promotor de GAL4 de S. cerevisiae que es capaz de supervisar (iniciar) la transcripción en una célula
fúngica.

En otra realización particular más de la invención, el promotor es un promotor expresable en animales. Como se
usa en el presente documento, la expresión “promotor expresable en animales” se refiere a una secuencia de ADN que
es capaz de supervisar (iniciar) la transcripción en una célula animal e incluye pero no se limita a promotores tardíos y
tempranos de SV40, promotores CMV-IE de citomegalovirus, promotor RSV-LTR, promotor SCSV, promotor SCBV
y similares.

Las moléculas de ARNbc útiles para la invención pueden producirse también por transcripción in vitro. Para este
objetivo, el promotor de los genes quiméricos de acuerdo con la invención puede ser un promotor reconocido por una
ARN polimerasa de subunidad sencilla de bacteriófago, tal como los promotores reconocidos por la ARN polimerasa
de subunidad sencilla de bacteriófago tales como las ARN polimerasas derivadas de los fagos de E. coli T7, T3, ϕI, ϕII,
W31, H, Y, A1, 122, cro, C21, C22 y C2; fago gh-1 de Pseudomonas putida; fago SP6 de Salmonella typhimurium;
fago IV de Serratia marcescens; fago VIII de Citrobacter y fago Nº 11 de Klebsiella [Hausmann, Current Topics in
Microbiology and Immunology, 75: 77-109 (1976); Korsten y col., J. Gen Virol. 43: 57-73 (1975); Dunn y col., Nature
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New Biology, 230: 94-96 (1971); Towle y col., J. Biol. Chem. 250: 1723-1733 (1975); Butler y Chamberlin, J. Biol.
Chem., 257: 5772-5778 (1982)]. Son ejemplos de tales promotores un promotor específico de la ARN polimerasa de
T3 y un promotor específico de la ARN polimerasa de T7 respectivamente. Un promotor de T3 que va usarse como
un primer promotor en el CIG puede ser cualquier promotor de los genes de T3 que se describen en McGraw y col,
Nucl. Acid Res. 13: 6753-6766 (1985). Como alternativa, un promotor de T3 puede ser un promotor de T7 que está
modificado en las posiciones de nucleótidos -10, -11 y -12 para que se reconozcan por la ARN polimerasa de T3
[(Klement y col., J. Mol. Biol. 215, 21-29 (1990)]. Un promotor de T3 preferido es el promotor que tiene la secuencia
“consenso” de un promotor de T3, como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.037.745. Un promotor de T7
que puede usarse de acuerdo con la invención en combinación con la ARN polimerasa de T7 comprende un promotor
de uno de los genes de T7 como se describe en Dunn y Studier, J. Mol. Biol. 166: 477-535 (1983). Un promotor de
T7 preferido es el promotor que tiene la secuencia “consenso” para un promotor de T7, como se describe en Dunn y
Studier (anteriormente).

El ARNbc puede producirse en grandes cantidades poniendo en contacto el ADN del vector aceptor con la ARN
polimerasa de subunidad sencilla de bacteriófago apropiada en condiciones bien conocidas para el experto en la ma-
teria. El ARNbc así producido puede usarse después para introducirse en células propensas al silenciamiento génico,
tales como células vegetales, células fúngicas o células animales. El ARNbc puede introducirse en células animales
mediante liposomas u otros agentes de transfección (por ejemplo, reactivo de transfección Clonfection o el kit de
transfección de mamíferos CalPhos de ClonTech) y puede usarse para procedimientos de tratamiento de animales,
incluyendo humanos, mediante el silenciamiento de los genes diana apropiados. El ARNbc puede introducirse en la
célula de varias formas diversas. Por ejemplo, el ARNbc puede administrarse por microinyección, bombardeo con par-
tículas cubiertas por el ARNbc, inmersión de la célula o los organismos en una solución del ARNbc, electroporación
de las membranas celulares en presencia del ARNbc, liberación mediada por liposomas del ARNbc y transfección
mediada por compuestos químicos tales como el fosfato de calcio, infección viral, transformación y similares. El
ARNbc puede introducirse junto con componentes que aumentan la captación de ARN por la célula, estabilizan las
cadenas hibridadas, o aumentan de otra manera la inhibición del gen diana. En el caso de un animal completo, el
ARNbc se introduce oportunamente por inyección o perfusión en una cavidad o espacio intersticial de un organismo,
o sistémicamente por administración oral, tópica, parenteral (incluyendo administración subcutánea, intramuscular o
intravenosa), vaginal, rectal, intranasal, oftálmica o intraperitoneal. El ARNbc puede administrarse también a través
de un dispositivo de liberación prolongada implantable.

Los genes quiméricos de acuerdo con la invención capaces de producir un ARNbc también pueden equiparse con
cualquier promotor procariota adecuado para la expresión de ARNbc en un huésped procariota específico. El huésped
procariota puede usarse como fuente de ARNbc, por ejemplo, alimentando con él a un animal, tal como un nematodo
o un insecto, en el que se prevé el silenciamiento del gen diana y se controla por reducción de la expresión del gen
informador. En este caso, estará claro que el gen diana y los genes informadores deberían ser genes presentes en las
células del organismo eucariota diana y no del organismo huésped procariota. El ARNbc de acuerdo con la invención o
los genes quiméricos capaces de producir dichas moléculas de ARNbc pueden producirse así en un organismo huésped.
El ARNbc puede administrarse a otro organismo diana (por ejemplo a través de la alimentación, administración oral,
como una molécula de ADN o ARN desnuda o encapsulada en un liposoma, en una partícula de virus o una partícula de
virus atenuado, o en una partícula inerte, etc.) y efectuar una reducción de la expresión del gen en el gen o genes diana
y gen o genes informadores en otro organismo. En este caso, estará claro que el gen diana y los genes informadores
deberían ser genes presentes en las células del organismo (eucariota) diana y no del organismo huésped.

Las regiones adecuadas de terminación de transcripción y poliadenilación incluyen, pero no se limitan a la señal
de poliadenilación de SV40, la señal de poliadenilación de HSV TK, el terminador del gen de la nopalina sintasa de
Agrobacterium tumefaciens, el terminador del transcrito de CaMV 35S, terminadores del virus del enanismo del trébol
subterráneo, el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans y similares.

La invención también pretende proporcionar las moléculas de ARNbc que pueden obtenerse por transcripción de
estos genes quiméricos y que son útiles para los procedimientos de acuerdo con la invención.

Es otro objeto de la invención proporcionar células eucariotas y organismos no humanos eucariotas que contienen
las moléculas de ARNbc de la invención o contienen los genes quiméricos capaces de producir las moléculas ARNbc
de la invención. En una realización preferida, los genes quiméricos están integrados de forma estable en el genoma de
las células del organismo eucariota.

En otra realización preferida, los genes quiméricos pueden proporcionarse en una molécula de ADN capaz de
replicarse de forma autónoma en las células del organismo eucariota, tal como, por ejemplo, vectores virales. El gen
quimérico o el ARNbc también pueden proporcionarse transitoriamente a las células del organismo eucariota.

Las moléculas de ARNbc de acuerdo con este primer aspecto de la invención también pueden usarse para identi-
ficar, dentro de una población de organismos con silenciamiento génico mediado por ARNbc, los que tienen el grado
deseado de silenciamiento de un gen o genes diana. Para este objetivo se genera una población de organismos que
contienen ARNbc, en la que el ARNbc comprende una primera región, una segunda región, una tercera región y una
cuarta región, comprendiendo la primera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia de nucleótidos
con sentido del gen diana. La segunda región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos
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consecutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucleótidos consecutivos
de la secuencia de nucleótidos con sentido del gen diana. La tercera región comprende una secuencia de nucleótidos
de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos
consecutivos de la secuencia de nucleótidos con sentido de un segundo gen presente en la célula eucariota y que es
diferente del gen diana. La cuarta región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos conse-
cutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucleótidos consecutivos de
la secuencia de nucleótidos con sentido del mismo segundo gen. La primera y segunda y la tercera y cuarta región son
capaces de formar una región de ARN bicatenario, preferentemente sobre toda la extensión de la primera y segunda
o tercera y cuarta regiones, y al menos entre los tramos mencionados de 19 nucleótidos, y en los que las regiones de
ARN bicatenario formadas entre la primera y segunda región y la región de ARN bicatenario formada entre la tercera y
cuarta región son aproximadamente iguales en tamaño. La población de organismos que contienen ARNbc se analiza
después para la regulación negativa de la expresión del gen informador y se seleccionan y aíslan los organismos que
contienen ARNbc en los que la regulación negativa de la expresión del gen informador corresponde al grado deseado
de regulación negativa.

La correspondencia en el grado de silenciamiento de dos o más genes inducido por la presencia de ARNbc que
comprende las regiones de ARN con sentido y antisentido complementarias bicatenarias para los dos o más genes
diana, también puede usarse para modular el grado de silenciamiento de esos genes diana. La correspondencia en
el grado de silenciamiento de dos o más genes depende del tamaño relativo de las regiones de ARN con sentido y
antisentido complementarias bicatenarias. Por consiguiente, el grado de silenciamiento de un gen particular puede
modularse mediante la inclusión en la misma molécula de ARNbc que comprende regiones de ARN complementarias
con sentido y antisentido, diseñada para silenciar la expresión de un gen o genes diana particulares, un exceso de
secuencias complementarias no relacionadas, también capaces de formar un ARN bicatenario mediante formación de
pares de bases.

Sin restringir la invención a un particular modo de actuar, se piensa que la enzima de células eucariotas que es
responsable de generar moléculas de ARN pequeñas de aproximadamente 21 nt a partir del ARNbc (tal como DICER
en Drosophila) puede saturarse mediante la inclusión en el ARNbc de un exceso de secuencias de ARNbc (es decir,
moléculas de ARN complementarias) cuya secuencia no está relacionada con la secuencia de nucleótidos del gen o
genes diana que van a silenciarse.

Así pues, en una realización de la invención, se proporciona un procedimiento para modular la reducción de la
expresión de un gen diana en un organismo eucariota, que comprende las etapas de

- proporcionar a la célula eucariota un ARNbc que comprende una primera región, una segunda región, una
tercera región y una cuarta región, en el que

- la primera región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene
al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia de nucleótidos con
sentido del gen diana;

- la segunda región comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos consecutivos que tiene
al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucleótidos consecutivos de la secuencia
de nucleótidos con sentido del gen diana;

- la primera región y la segunda región son capaces de formar una región de ARN bicatenario, preferentemen-
te sobre toda la extensión de la primera y segunda región, y al menos entre los tramos mencionados de 19
nucleótidos;

- la tercera y cuarta región comprenden secuencias de nucleótidos complementarias no relacionadas con la se-
cuencia de nucleótidos del gen diana y son capaces de formar un ARN bicatenario. El tamaño del ARN bicate-
nario que puede formarse por formación de pares de bases entre la tercera y cuarta región, es preferentemente
igual o mayor que el tamaño del ARN bicatenario que puede formarse por formación de pares de bases entre
la primera y la segunda región. El tamaño de la tercera/cuarta región puede también ser más pequeño que el
tamaño de la primera/segunda región, dependiendo del grado deseado de modulación del silenciamiento.

Preferentemente, la primera y segunda región son capaces de formar una región de ARN bicatenario a la vez que
la tercera y cuarta región están formando un ARN bicatenario. Además, preferentemente, el gen diana es un gen
endógeno de la célula eucariota o un transgén integrado de manera estable en el genoma de las células eucariotas.

Como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia está “no relacionada” con un gen diana, cuando
la identidad de secuencia global entre la secuencia no relacionada y la secuencia diana es de menos del 50%, par-
ticularmente menos del 45%, más particularmente menos del 35%. La secuencia no relacionada preferentemente no
debe tener una secuencia de nucleótidos que tenga al menos un 94% de identidad de secuencia con un tramo de 19
nucleótidos consecutivos del gen diana o del complemento del mismo.
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La variación natural en regulación negativa de la expresión de un gen diana que ocurre entre líneas diferentes de
un organismo eucariota que comprende la misma molécula de ARNbc se desplazará hacia el extremo inferior del
espectro del silenciamiento génico. Esto se debe a la inclusión de secuencias de nucleótidos de ARNbc extra que no
están relacionadas con el gen diana, que se unen operativamente al ARNbc formado por la primera y segunda región
de ARN.

La relación de tamaño del ARN bicatenario que puede formarse por formación de pares de bases entre la tercera y
la cuarta región y el tamaño del ARN bicatenario que puede formarse por formación de pares de bases entre la primera
y la segunda región puede variar de 0,1 a 20, preferentemente de 1 a 10. Cuanto mayor sea la relación mencionada
más organismos de una población de organismos eucariotas que comprenden ese ARNbc tendrán un menor grado de
silenciamiento génico (es decir, un mayor nivel de expresión del gen diana).

Los 19 nucleótidos de la primera o segunda regiones de ARN que son idénticas o complementarias en al menos un
94% a una secuencia de nucleótidos de 19 nucleótidos consecutivos del gen diana pueden estar comprendidos dentro
de una molécula de ARN mayor. Tal molécula de ARN más larga tendrá una secuencia de nucleótidos que varía entre
tan poco como 19 pb y una longitud igual a la del tamaño del gen diana con un grado global variable de identidad de
secuencia.

Las mencionadas regiones de nucleótidos con sentido o antisentido pueden así ser de aproximadamente 50 nt, 100
nt, 200 nt, 300 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt o incluso aproximadamente 5000 nt o mayores en longitud, teniendo cada
una una identidad de secuencia global de respectivamente aproximadamente un 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o
100%. Cuanto más larga es la secuencia, menos riguroso es el requisito de identidad de secuencia global.

La primera, segunda, tercera y cuarta regiones pueden separarse, cada una, por una región espaciadora que tiene
una secuencia de nucleótidos que no está relacionada con la secuencia de nucleótidos del gen diana o informador.

Oportunamente, las moléculas de ARNbc pueden introducirse en las células u organismos eucariotas por transcrip-
ción a partir de un gen quimérico que comprende un promotor o una región promotora capaz de transcribir una región
de ADN, que cuando se transcribe produce el ARNbc de acuerdo con este aspecto de la invención. Se entiende que
diferentes realizaciones que conciernen promotores adecuados, etc., mencionadas en relación con el primer aspecto de
la invención también pueden aplicarse aquí.

La invención también pretende proporcionar ARNbc o genes quiméricos capaces de producir tales moléculas
de ARNbc de acuerdo con el segundo aspecto de la invención, así como organismos eucariotas no humanos que
comprenden tal ARNbc o genes quiméricos.

La parte de repeticiones invertidas de los genes quiméricos de la invención puede construirse convencionalmente
por clonación recombinatoria, usando los medios y procedimientos descritos en las solicitudes de Patente de Estados
Unidos 60/244067 y 60/333743 o el documento WO02/059294. Los vectores de acuerdo con las solicitudes de Patente
de Estados Unidos 60/244067 o 60/333743 pueden modificarse para incluir una tercera y cuarta regiones capaces de
formar un gen de ARN bicatenario, en el que la tercera y cuarta regiones son capaces de regular negativamente la
expresión de un gen marcador tal como EIN2, PHYB, FLC y CHS.

Los genes quiméricos que codifican ARNbc de acuerdo con la invención comprenden preferentemente un intrón,
preferentemente en la región entre la segunda y tercera región, para aumentar la eficacia (como se describe en el
documento WO99/53050). Como se usa en el presente documento, un “intrón” o secuencia intermedia se usa para
referirse a una región de ADN dentro de una región transcrita mayor, que se transcribe en el núcleo para producir una
región de ARN que es parte de un ARN mayor, sin embargo, dicho ARN que corresponde a la secuencia intrón se
retira del ARN mayor cuando se transfiere al citoplasma. El ARN correspondiente también se conoce como un intrón o
secuencia intermedia. Las secuencias intrón están flanqueadas por sitios de corte, y pueden hacerse intrones sintéticos
uniendo sitios de corte apropiados a cualquier secuencia que tenga un punto de ramificación apropiado. Los ejemplos
de intrones incluyen el intrón pdk2, el intrón catalasa de ricino, el intrón Delta 12 desaturasa de algodón, el intrón
Delta 12 desaturasa de Arabidopsis, el intrón de ubiquitina de maíz o el intrón de SV40.

En una realización de la invención, combinando el primer y segundo aspecto de la invención, una molécula de
ARNbc puede proporcionarse a una célula eucariota para supervisar la regulación negativa de la expresión de un gen
diana mediante el análisis de la regulación negativa de un segundo gen o gen informador, como se describe en el
presente documento. En tal realización, la relación entre el tamaño del ARNbc que tiene secuencia para el gen diana
o su complemento y el tamaño del ARNbc que tiene secuencia para el segundo gen o su complemento está entre 2 y
10. Se espera que de esta forma, mediante la identificación de los organismos en los que la expresión del segundo gen
se regula negativamente de manera eficaz, se identificará una población de organismos en la que la expresión del gen
diana se regula negativamente de forma severa.

Los procedimientos y medios descritos en el presente documento pueden aplicarse a cualquier organismo eucario-
ta en el que tiene lugar el silenciamiento génico, que incluye pero no se limita a plantas (tales como maíz, algodón,
Arabidopsis, arroz, verduras, soja, tabaco, árboles etc.), animales invertebrados (tales como insectos, marisco, molus-
cos, crustáceos tales como cangrejos, langostas y gambas), animales vertebrados (peces, aves, mamíferos, humanos),
levaduras y hongos entre otros.
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Los siguientes ejemplos no limitantes describen un procedimiento y medios para supervisar el silenciamiento
mediado por ARNbc de la expresión de un gen diana a través del análisis de un segundo gen, además de procedimientos
y medios para modular el grado de silenciamiento génico mediado por ARNbc en células eucariotas.

A menos que se indique otra cosa en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo de
acuerdo con protocolos convencionales como se describe en Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Segunda Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los Volúmenes 1 y 2 de Ausubel y col.
(1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, Estados Unidos. Se describen materiales y proce-
dimientos convencionales para el trabajo molecular en plantas en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D.
Croy, conjuntamente publicado por BIOS Scientific Publications Ltd (UK) y Blackwell Scientific Publications, UK.
Otras referencias para técnicas de biología molecular convencionales incluyen Sambrook y Russell (2001) Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Volúmenes I y II de
Brown (1998) Molecular Biology LabFax, Segunda Edición, Academic Press (UK). Pueden encontrarse materiales y
procedimientos convencionales para las reacciones en cadena de la polimerasa en Dieffenbach y Dveksler (1995) PCR
Primer: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, y en McPherson y col., (2000) PCR-Basics:
From Background to Bench, Primera Edición, Springer Verlag, Alemania.

A lo largo de la descripción y los ejemplos, se hace referencia a las siguientes secuencias:

SEC ID Nº 1: cebador oligonucleotídico para reacción PCR del fragmento CHS/FLC.

SEC ID Nº 2: cebador oligonucleotídico para reacción PCR del fragmento CHS/FLC.

SEC ID Nº 3: cebador oligonucleotídico para reacción PCR del fragmento CHS/FLC.

SEC ID Nº 4: cebador oligonucleotídico para reacción PCR del fragmento CHS/FLC.

SEC ID Nº 5: sitio de recombinación attB1.

SEC ID Nº 6: sitio de recombinación attB2.

SEC ID Nº 7: pHELLSGATE 8.

Ejemplos

Ejemplo 1

Una construcción de ARNhi que tiene como objetivo dos genes da silenciamiento estequiométrico

Construcción de una construcción de ARNhi que tiene como objetivo dos genes

Se construyó un gen quimérico que codifica una construcción de ARNhi que tiene como objetivo dos genes dife-
rentes que comprende 300 nt del gen del Locus de Flor C (FLC) (Nº de Acceso del Genbank AF116527, bases 620-
920) seguidos de 300 nt del gen de la Chalcona sintasa (CHS) (Nº de Acceso del Genbank Y18603, bases 147-532) en
orientación con sentido, y una secuencia de nucleótidos complementaria a los mencionados 300 nt de CHS seguida de
la secuencia de nucleótidos complementaria a los mencionados 300 nt de FLC.

El inserto CHS/FLC se generó amplificando un fragmento de 300 pb de FLC con los cebadores oligonucleotídicos
que tienen las siguientes secuencias:

- 5’ CTCGAGTCTAGAGGAGCAGAAGCTGAGATGGAG 3’ (SEC ID Nº 1) (cebador 138)

- 5’ CTGCAGGAATAAGGTACAAAGTTCATC 3’ (SEC ID Nº 2) (cebador 136) y clonando el producto resul-
tante en pGEM T-easy (Promega, Madison, WI).

El fragmento de CHS se amplificó con los cebadores oligonucleotídicos que tienen las siguientes secuencias:

- 5’ CTGCAGGCACTGCTAACCCTGAGAAAC 3’ (SEC ID Nº 3) (cebador 133)

- 5’ GGTACCTTGACTTGGGCTGGCCCCACT 3’ (SEC ID Nº 4) (cebador 143) y también se clonaron en un
pGEM T-easy.

Un fragmento de 300 pb se escindió de pGEM T-easy CHS que contenía el fragmento de CHS y se insertó en
un sitio Pstl de pGEM T-easy FLC. El inserto quimérico CHS/FLC resultante se amplificó usando cebadores con
las mismas secuencias específicas de gen que 138 y 143 pero modificadas para comprender también la secuencia de
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nucleótidos que codifica los sitios de recombinación attB1 (GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT; SEC
ID Nº 5) y attB2 (GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT; SEC ID Nº 6), respectivamente en sus extremos 5’
con Taq ADN polimerasa F1 (Fisher Biotec, Subiaco, WA, Australia) usando el protocolo del fabricante.

Los productos de PCR se precipitaron mediante la adición de 3 volúmenes de TE y dos volúmenes de PEG 3000 al
30% (p/v), MgCl2 30 mM y centrifugación a 13000 g durante 15 minutos. La reacción de recombinación de productos
de PCR con pDONR201 (Invitrogen, Groningen, Países Bajos) se llevó a cabo en un volumen total de 10 µl con 2 µl
de tampón BP clonasa (Invitrogen), 1-2 µl de producto de PCR, 150 ng de vector plasmídico y 2 µl de BP clonasa
(Invitrogen). La reacción se incubó a temperatura ambiente (25ºC) durante entre 1 h y una noche. Después de la
incubación, se añadió 1 µl de proteinasa K (2 µg/µl; Invitrogen) y se incubó durante 10 minutos a 37ºC. Se usaron 1-
2 µl de la mezcla para transformar E. coli DH5α y las colonias se seleccionaron con los antibióticos apropiados. Los
clones se comprobaron por digestión de minipreparaciones de ADN o por PCR.

Las reacciones de recombinación de clones de pDONR201 con pHellsgate 8 se llevaron a cabo en un volumen total
de 10 µl con 2 µl de tampón LR clonasa (Invitrogen), 2 µl de clon de pDONR201 (aproximadamente 150 ng), 300 ng
de pHellsgate 8 y 2 µl de LR clonasa (Invitrogen). La reacción se incubó durante una noche a temperatura ambiente y
la proteinasa se trató y se usó para transformar DH5α como para la reacción de BP clonasa.

pHELLSGATE 8 es un vector adecuado para la clonación recombinante de tal manera que se genera una repetición
invertida del ADN inserto de interés. La construcción de pHELLSGATE 8, y su uso para la clonación de recombinación
se han descrito en la solicitud PCT PCT/AU02/00073, US 60/264.067 o la solicitud de prioridad de Estados Unidos
US 60/333.743. pHELLSGATE 8 comprende los siguientes elementos de ADN que codifican

• una secuencia de extremo derecho de la región de ADN-T de Agrobacterium tumefaciens;

• una región promotora de CaMV 35S;

• un sitio de recombinación attR1;

• un gen marcador de selección ccdB de E. coli;

• un sitio de recombinación attR2;

• una secuencia intrón de pdk2 (intrón 2 de piruvato ortofosfato diquinasa de Flavineria trinerva);

• un sito de recombinación de attR2;

• un gen marcador de selección ccdB;

• un sitio de recombinación attR1;

• una región terminadora del gen de la octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (ocs);

• un gen nptII quimérico flanqueado por un promotor del gen de la nopalina sintasa (nos) y un terminador nos;

• una región de ADN-T de extremo izquierdo de Agrobacterium tumefaciens;

• un origen de replicación para E. coli y un gen de resistencia a estreptomicina.

La secuencia completa de pHELLSGATE 8 se representa en SEC ID Nº 7.

Tras la clonación recombinante del CHS/FLC, el inserto amplificado por PCR como se describe anteriormente, se
genera un gen quimérico que comprende

• una región promotora de CaMV35S;

• una secuencia de nucleótidos que corresponde a las bases 620-920 de FLC;

• una secuencia de nucleótidos que corresponde a las bases 147-532 de CHS;

• un intrón pdk2

• una secuencia de nucleótidos complementaria a las bases 147-532 de CHS;

• una secuencia de nucleótidos complementaria a las bases 620-920 de FLC;

• una región terminadora de ocs.
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Este gen quimérico se localiza entre las secuencias de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, junto con el gen
marcador seleccionable expresable en plantas. El vector puede así introducirse en Agrobacterium que comprende las
funciones auxiliares requeridas, y usarse para transformar células vegetales.

Transformación de plantas

La transformación de ecotipo Arabidopsis C24 se realizó mediante el procedimiento de inmersión floral (Clough y
Bent, 1998). Las plantas se seleccionaron en medio MS solidificado con agar suplementado con timentina a 100 mg/l
y kanamicina a 50 mg/l.

Procedimientos de análisis fenotípico para plantas en las que los genes FLC o CHS están silenciados

Las plantas con ARNhi FLC T1 se valoraron transfiriéndolas a placas MS y contando los días hasta la floración
de las flores o de las hojas en roseta comparadas con las plantas de tipo silvestre C24 y las líneas mutantes flc. Las
líneas vegetales en las que la expresión del gen FLC se reduce o elimina florecen antes que las del ecotipo C24 de tipo
silvestre. Un bloque de biosíntesis de antocianina por reducción de la expresión del gen de la chalcona sintasa (CHS)
lleva a una acumulación de malonil-CoA, que aumenta la fluorescencia de la semilla observada bajo luz UV.

Todas las plantas T1 transformadas con la construcción hi CHS/FLC florecieron antes que el tipo silvestre C24
(36 días) y más tarde que la línea flc-13 marcada con transposón (17 días; Sheldon y col, 1999). Las semillas de
cuatro plantas hi CHS/FLC que florecieron a tiempos diferentes se ensayaron con respecto a su fluorescencia (Figura
1) comparadas con el tipo silvestre C24, una línea 35S::GUS y una línea CHS silenciada por ARNhi homocigota
(Wesley y col, 2001). Las concentraciones relativas de los diferentes intermedios en la ruta de la chalcona sintasa
también se determinaron por análisis de HPLC.

La línea CHS ARNhi muestra una fuerte fluorescencia que refleja la acumulación de malonil-CoA en esta línea
mientras que el tipo silvestre C24 y las líneas 35S::GUS no muestran fluorescencia bajo luz UV. Las cuatro líneas
hi CHS/FLC examinadas mostraron algo de fluorescencia, mostrando las líneas de floración más temprana la mayor
fluorescencia.

Ejemplo 2

Modulación del grado de silenciamiento del gen CHS por dilución con secuencias extra no diana en el brazo del
ARNhi

Para ensayar la influencia de la inclusión de nucleótidos extra, no relacionados con las secuencias de ADN diana,
en las moléculas de ARNhi o ARNbc sobre el grado de silenciamiento de un gen diana, se generaron varios genes
quiméricos que comprendían cada uno 100 pb de la secuencia de nucleótidos de CHS (que corresponde al Nº de
Acceso del Genbank Y18603) en orientación tanto con sentido como antisentido (conocidas como CHSantisentido y
CHSsentido respectivamente).

Progresivamente, más secuencias de nucleótidos (desde 100 pb hasta 900 pb; conocidas como Extra-NNN-ntsentido o
Extra-NNN-ntantisentido) no relacionadas con el gen CHS se insertaron tanto en orientación con sentido como antisentido.
Las secuencias de nucleótidos no relacionadas se obtuvieron del gen FLC (que corresponde al Nº de Acceso del
Genbank Nr AF116527).

Las diferentes construcciones de nucleótidos CHS/Extra se amplificaron por PCR con cebadores ampliados attB1
y attB2 y se introdujeron en pHELLSGATE 8 como se describe en el Ejemplo 1. Los plásmidos resultantes contienen
así los siguientes genes de ARNbc quiméricos:

1. <CaMV35S-CHSsentido-Extra_100_ntsentidointrónpdk2-Extra_100_ntantisentido-CHSantisentido-terminador ocs> o

2. <CaMV35S-CHSsentido-Extra_300_ntsentido-intrónpdk2-Extra_300_ntantisentido-CHSantisentido-terminador ocs> o

3. <CaMV35S-CHSsentido-Extra_500_ntsentido-intrónpdk2-Extra_500_ntantisentido-CHSantisentido-terminador ocs> o

4. <CaMV35S-CHSsentido-Extra_900_ntsentido-intrónpdk2-Extra_900_ntantisentido-CHSantisentido-terminador ocs>

Las líneas de planta Arabidopsis transformadas que comprenden uno de los cuatro genes quiméricos mencionados
anteriormente se generaron como se describe en el Ejemplo 1, y la fluorescencia bajo luz UV para supervisar el
silenciamiento del gen CHS se valoró como se describe en el Ejemplo 1 para semillas de plantas de cada línea. Las
líneas transgénicas independientes se clasificaron de acuerdo con el grado de fluorescencia. Los resultados se resumen
en la Tabla 1.
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TABLA 1

Número de líneas transgénicas independientes que muestran distintas clases de fluorescencia

A partir de estos resultados está claro que cuanto mayor es la relación de las secuencias de nucleótidos extra frente
a las secuencias diana en la construcción de ARNhi, mayor es la proporción de líneas de plantas transgénicas obtenidas
con un nivel bajo de fluorescencia, es decir, con un grado más bajo de silenciamiento de la expresión del gen diana
CHS.

La inclusión de secuencias extra no relacionadas en ARNhi o ARNbc desplaza eficazmente la distribución del silen-
ciamiento en la población de líneas transgénicas hacia el extremo inferior del espectro del silenciamiento
génico.

Ejemplo 3

Análisis Northern de líneas de plantas transgénicas que comprenden un gen quimérico que codifica simultáneamente
regiones de ARNbc dirigidas a FLC y CHS

El ARN se preparó a partir de diferentes líneas de planta Arabidopsis que comprenden dos construcciones en
horquilla FLCCHS. Una construcción fue un vector Hellsgate12 modificado (véase el documento WO02/059294) con
una horquilla FLC próxima al intrón con un fragmento de CHS insertado en los sitios attR. La otra construcción fue
un Hellsgate12 modificado con una horquilla CHS próxima al intrón con un fragmento de FLC insertado en los sitios
attR. Se procesaron y se sometieron a transferencia dos geles idénticos y se sondearon con sondas de ARN antisentido
de FLC o CHS. Las manchas de transferencia se trataron con ARNasa para asegurar que las señales fueran específicas.
El auto-radiograma resultante se representa en la Figura 2A. Las estimaciones de la cantidad de hibridación para las
diferentes sondas y líneas se resumen en la Tabla 2 y está representadas gráficamente en la Figura 2B. Parece haber
una alta relación directa lineal entre la cantidad de señales de FLC y CHS en cada línea, lo que indica que cuando un
gen se silencia el otro gen también se silencia en el mismo grado.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 2

Estimaciones de señales de hibridación en distintas plantas usando sondas antisentido de FLC o CHS

Referencias

An y col., 1996 The Plant Cell 8, 15-30

Butler y Chamberlin, 1982 J. Biol. Chem., 257: 5772-5778

Dunn y Studier 1983 J. Mol. Biol. 166: 477-535

Dunn y col., 1971 Nature New Biology, 230: 94-96

Fire y col., 1998 Nature 391, 806-811

Hamilton y col. 1998 Plant J. 15: 737-746

Hapster y col., 1988 Mol. Gen. Genet. 212, 182-190

Hausmann, 1976 Current Topics in Microbiology and Immunology, 75: 77-109

Hudspeth y col., 1989 Plant Mol Biol 12: 579-589

Keil y col., 1989 EMBO J. 8: 1323-1330

Keller y col., 1988 EMBO J. 7: 3625-3633
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Keller y col., 1989 Genes Devel. 3: 1639-1646

Klement y col., 1990 J. Mol. Biol. 215, 21-29

Korsten y col., 1975 J. Gen Virol. 43: 57-73

McGraw y col, 1985 Nucl. Acid Res. 13: 6753-6766

Needleman y Wunsch 1970

Peleman y col., 1989 Gene 84: 359-369

Smith y col., 2000 Nature 407: 319-320

Towle y col., J. Biol. Chem. 250: 1723-1733 (1975)

Waterhouse y col. 1998 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 13959-13964.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de supervisión de la reducción de la expresión de un gen diana en una célula de un organismo
eucariota, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

a) proporcionar a la célula de dicho organismo eucariota un ARNbc que comprende una primera región, una
segunda región, una tercera región y una cuarta región

i) comprendiendo dicha primera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de
una región de nucleótidos con sentido de dicho gen diana;

ii) comprendiendo dicha segunda región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos
complementaria a 19 nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido del gen
diana;

iii) siendo capaces dicha primera región y dicha segunda región de formar una región de ARN bicatena-
rio;

iv) comprendiendo dicha tercera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de
una región de nucleótidos con sentido de un segundo gen presente en dicha célula eucariota y que es
diferente de dicho gen diana;

v) comprendiendo dicha cuarta región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de dichos 19
nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido de dicho segundo gen;

vi) siendo capaces dicha tercera y cuarta región de formar una región de ARN bicatenario; y

b) supervisar la reducción de la expresión de dicho gen diana mediante el análisis de la reducción en expresión
de dicho segundo gen,

en el que el organismo eucariota es una planta, una levadura, un hongo, un moho, o un animal, a condición de que
cuando dicho organismo es un animal, la célula no sea una célula en un cuerpo humano o animal.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que dicho organismo eucariota se selecciona del grupo constituido
por algodón, patata, maíz, trigo, arroz, caña de azúcar, colza, Arabidopsis, remolacha azucarera, tabaco y soja.

3. El procedimiento de la reivindicación 1 o reivindicación 2, en el que dicho organismo eucariota se selecciona del
grupo constituido por insectos, marisco, moluscos, crustáceos, cangrejos, langostas, gambas, peces, aves, mamíferos
y seres humanos.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho segundo gen es un gen
endógeno presente en dicha célula de dicho organismo eucariota.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho segundo gen es un transgén
integrado de forma estable en el genoma de dicha célula de dicho organismo eucariota.

6. El procedimiento de la reivindicación 1 o reivindicación 2, en el que dicho organismo es una planta y dicho
segundo gen se selecciona del grupo que consiste en PDS, EIN2, FLC y PhyB.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha célula de dicho organismo
eucariota comprende un gen GUS o GFP expresado de forma funcional y dicho segundo gen es un gen GUS o GFP.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las regiones de ARN bicatenario
formadas entre la primera y la segunda región y la región de ARN bicatenaria formada entre la tercera y cuarta región
son aproximadamente iguales en tamaño.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha primea y segunda región y
dicha tercera y cuarta región tienen una longitud de aproximadamente 300 nt.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho ARNbc se transcribe a partir
de un gen quimérico comprendido dentro de las células de dicho organismo eucariota, comprendiendo dicho gen
quimérico:
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a) una región promotora que funciona en dicha célula eucariota; unida operativamente a

b) una región de ADN que al transcribirse produce dicha molécula de ARNbc; y

c) una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación que actúa en dicho organismo eucariota.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 10, en el que dicho gen quimérico está integrado de forma
estable en el genoma de células de dicho organismo eucariota.

12. Una molécula de ARN como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en la que las regiones
de ARN bicatenario formadas entre la primera y la segunda región y la región de ARN bicatenario formada entre la
tercera y cuarta región son aproximadamente iguales en tamaño.

13. Uso de una molécula de ARN de acuerdo con la reivindicación 12 para medir la reducción de expresión de un
gen diana en una célula de un organismo eucariota, en el que dicho organismo eucariota es una planta, una levadura,
un hongo, un moho o un animal, a condición de que cuando dicho organismo es un animal la célula no sea una célula
de un cuerpo humano o animal.

14. Uso de una molécula de ARN de acuerdo con la reivindicación 12, para reducir la expresión de dicho gen diana
y dicho segundo gen en una célula de un organismo eucariota, en el que dicho organismo eucariota es una planta, una
levadura, un hongo, un moho o un animal, a condición de que cuando dicho organismo es un animal, la célula no sea
una célula en un cuerpo humano o animal.

15. Una molécula de ADN para medir la reducción de la expresión de un gen diana en una célula de un organismo
eucariota, que comprende

a) una región promotora que actúa en dicha célula eucariota; unida operativamente a

b) una región de ADN que cuando se transcribe produce una molécula de ARNbc, comprendiendo dicho
ARNbc una primera, segunda, tercera y cuarta región;

i) comprendiendo dicha primera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de
una región de nucleótidos con sentido de dicho gen diana;

ii) comprendiendo dicha segunda región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos
complementaria a 19 nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido del gen
diana;

iii) siendo capaces dicha primera región y dicha segunda región de formar una región de ARN bicatena-
rio;

iv) comprendiendo dicha tercera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de
una región de nucleótidos con sentido de un segundo gen presente en dicha célula eucariota y que es
diferente de dicho gen diana;

v) comprendiendo dicha cuarta región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de dichos 19
nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido de dicho segundo gen;

vi) siendo capaces dicha tercera y cuarta región de formar una región de ARN bicatenario;

en la que las regiones de ARN bicatenario formadas entre la primera y la segunda región y la región de
ARN bicatenario formada entre la tercera y cuarta región son aproximadamente iguales en tamaño; y

c) una región de terminación de la transcripción y de poliadenilación que actúa en dicho organismo eucariota,
en la que dicho segundo gen es un gen endógeno de dicho organismo eucariota o un transgén integrado de
manera estable en el genoma de células de dicho organismo eucariota.

16. Uso de una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicación 15 para medir la expresión de dicho gen diana
mediante la medición de la reducción de la expresión de dicho segundo gen en una célula de un organismo eucariota,
en el que dicho organismo eucariota es una planta, una levadura, un hongo, un moho o un animal, a condición de que
cuando dicho organismo es un animal, la célula no es una célula en un cuerpo animal o humano.
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17. Uso de una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicación 15 para reducir la expresión de dicho gen diana
y dicho segundo gen, en una célula de un organismo eucariota, en el que dicho organismo eucariota es una planta, una
levadura, un hongo, un moho o un animal, a condición de que cuando dicho organismo es un animal, la célula no sea
una célula en un cuerpo humano o animal.

18. Un organismo eucariota no humano que comprende una molécula de ARN de acuerdo con la reivindicación
12.

19. Un organismo eucariota no humano que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicación
15.

20. El organismo eucariota no humano de acuerdo con las reivindicaciones 18 ó 19, que se selecciona de una
planta, un animal, una levadura, un hongo o un moho.

21. Un procedimiento para identificar, dentro de una población de organismos eucariotas con silenciamiento génico
mediado por ARNbc, los organismos con el grado deseado de silenciamiento de un gen diana, que comprende:

a) proporcionar células de dichos organismos eucariotas con un ARNbc que comprende una primera región,
una segunda región, una tercera región y una cuarta región

i) comprendiendo dicha primera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de
una región de nucleótidos con sentido de dicho gen diana;

ii) comprendiendo dicha segunda región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con una secuencia de nucleótidos
complementaria a 19 nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido del gen
diana;

iii) siendo capaces dicha primera región y dicha segunda región de formar una región de ARN bicatena-
rio;

iv) comprendiendo dicha tercera región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleótidos consecutivos de
una región de nucleótidos con sentido de un segundo gen presente en dicha célula eucariota y que es
diferente de dicho gen diana;

v) comprendiendo dicha cuarta región una secuencia de nucleótidos de al menos 19 nucleótidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de dichos 19
nucleótidos consecutivos de dicha región de nucleótidos con sentido de dicho segundo gen;

vi) siendo capaces dicha tercera y cuarta región de formar una región de ARN bicatenario; y

b) identificar dicho organismo con dicho grado deseado de silenciamiento de dicho gen diana, seleccionando
dichos organismos con el grado deseado de silenciamiento de dicho segundo gen,

en el que dicho organismo eucariota es una planta, una levadura, un hongo, un moho o un animal, a
condición de que cuando dicho organismo es un animal, la célula no sea una célula en un cuerpo humano
o animal.

22. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 21, en el que las regiones de ARN bicatenario formadas
entre la primera y la segunda región y la región de ARN bicatenario formada entre la tercera y cuarta región son
aproximadamente iguales en tamaño.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization
<120> Procedimientos y medios para control y modulación del silenciamiento génico
<130> COLINA-PCT
<150> US 60363852
<151> 14-03-2003
<160> 7
<170> PatentIn versión 3.0

<210> 1
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotídico para amplificación por PCR de fragmento CHS/FLC

<400> 1

<210> 2
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotídico para amplificación por PCR de fragmento CHS/FLC

<400> 2

<210> 3
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotídico para amplificación por PCR de fragmento CHS/FLC

<400> 3

<210> 4
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotídico para amplificación por PCR de fragmento CHS/FLC
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<400> 4

<210> 5
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sitio de recombinación de attB1

<400> 5

<210> 6
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sitio de recombinación de attB2

<400> 6

<210> 7
<211> 17476
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plásmido pHELLSGATE 8
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<400> 7
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