ES 2346 645 T3

@ Numero de publicacién: 2 346 645

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 15/11 (2006.01)
ESPANA C12Q 1/68 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 03707900 .1
Fecha de presentacion : 12.03.2003

Numero de publicacién de la solicitud: 1490489
Fecha de publicacion de la solicitud: 29.12.2004

Titulo: Procedimientos y medios de supervision y modulacion del silenciamiento génico.

Prioridad: 14.03.2002 US 363852 P @ Titular/es: Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organisation

Limestone Avenue

Campbell, ACT 2612, AU

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Waterhouse, Peter;
19.10.2010 Wesley, Susan y
Helliwell, Chris

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lopez, Mario
19.10.2010

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 645 T3

DESCRIPCION

Procedimientos y medios de supervisién y modulacién del silenciamiento génico.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a procedimientos para alterar la expresion de genes en organismos eucariotas,
tales como plantas, pero también en animales tales como nematodos, insectos y artrépodos, mamiferos incluyendo
humanos, o levaduras, hongos o mohos, usando ARNbc capaz de alterar la expresion 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 invencién 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 accién de una tinica molécula de ARNbc inicial proporcionada
a la célula eucariota.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona procedimientos y medios para modular el grado de silenciamiento
de un gen diana en una célula eucariota, incluyendo en la molécula tnica inicial de ARNbc proporcionada a la célula
eucariota ademds del ARNbc diana que induce el silenciamiento del gen diana, una cantidad de secuencias de ARNbc
no relacionadas con el ARNbc diana, en una proporcién que refleja la modulacion deseada del grado de silenciamiento
del gen diana.

Técnica antecedente

Hasta recientemente, se conocian dos procedimientos predominantes para la modulacién de la expresion génica
en organismos eucariotas, que se conocen en la técnica como regulacién negativa “antisentido” o regulacién negativa
(13 M 29

con sentido”.

Trabajos recientes han demostrado que la eficacia silenciadora podria mejorarse mucho tanto a nivel cuantitativo
como cualitativo usando construcciones quiméricas que codifican ARN capaz de formar ARN bicatenario mediante
la formacién de pares de bases entre las secuencias de nucle6tidos de ARN antisentido y con sentido respectivamente
complementarias y homoélogas a las secuencias diana. Tales ARN bicatenarios (ARNbc) también se conocen como
ARN en horquilla (ARNh) o ARN interferente (ARNi).

La regulacion negativa de la expresion de secuencias de nucledtidos diana usando ARNbc se ha descrito como
un procedimiento de andlisis conveniente para el esclarecimiento de la funciéon de dcidos nucleicos cuyo papel se
desconoce (véase, por ejemplo, el documento W0O99/53050 o WO00/01846). El silenciamiento génico mediado por
ARNDc también puede usarse para modular la expresion de uno o mas genes diana en un organismo para obtener un
organismo modificado con un fenotipo o rasgo deseado (documento W099/53050).

Seria ttil para las aplicaciones anteriormente mencionadas tener una forma de supervisar facilmente la regulacion
negativa cuantitativa y cualitativa de los dcidos nucleicos diana. Esto es especialmente cierto cuando la determinacién
de la regulacién negativa de la expresion del gen diana a través del andlisis del fenotipo causado por la regulacién
negativa es costosa en mano de obra, coste y tiempo, requiere el uso de procedimientos de andlisis especializados,
etc. Cuando el silenciamiento génico mediado por ARNbc se usa para identificacidon/validacién de la funcién de
genes desconocidos, en los que por definicién el fenotipo a buscar no se conoce, puede ser fundamental tener un
procedimiento alternativo para supervisar la eficacia del silenciamiento.

Ademads, seria conveniente poder modular el grado de silenciamiento de un gen o genes diana particulares en un
organismo, por ejemplo generando una poblacién 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 especifica por introduccién 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 expresién génica de un gen diana en esa célula. El procedimiento puede ponerse en prictica ex vivo o in vivo. El
ARN tiene una regién con estructura bicatenaria. La inhibicién es especifica de secuencia puesto que las secuencias
de nucleétidos de la regién doble del ARN y/o una porcién del gen diana son idénticas.

Waterhouse y col. 1998, describen que la resistencia a virus y el silenciamiento génico en plantas pueden inducirse
mediante expresion simultdnea de ARN con sentido y antisentido. E1 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 region no
traducida 5°, causa supresion post-transcripcional, de alta frecuencia, de la expresion de ACC-oxidasa en tomate.
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El documento WO 98/53083 describe construcciones y procedimientos para mejorar la inhibicién de un gen dia-
na dentro de un organismo que implican insertar en el vector de silenciamiento génico una secuencia de repeticién
invertida de toda o parte de una regién polinucleotidica dentro del vector.

El documento WO 99/53050 proporciona procedimientos y medios para reducir la expresién fenotipica de un
dcido 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 4cido nucleico diana. Estas moléculas
son capaces de formar una regién ARN bicatenaria mediante la formacidn de pares de bases entre las regiones con
las secuencias de nucledtidos con sentido y antisentido o mediante la introduccién de las propias moléculas de ARN.
Preferentemente, las moléculas de ARN comprenden simultdneamente secuencias de nucledtidos tanto con sentido
como antisentido.

El documento WO 99/49029 se refiere, en general, a un procedimiento para modificar la expresion génica y a genes
sintéticos para modificar la expresion de genes endégenos en una célula, tejido u 6rgano 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 expresiéon de un gen
enddgeno o un gen diana de un organismo cuando se introducen en él.

El documento WO 99/61631 se refiere a procedimientos para alterar la expresién 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 asi la expresion del gen. La presente
invencion 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 genémica
del ADN de la célula en un vector adecuado en una orientacion relativa a un promotor o promotores capaces de iniciar
la transcripciéon del ADNc o ADN a ARN bicatenario (bc) tras la unién de un factor de transcripcién apropiado al
promotor o promotores; b) introducir la genoteca en una o més células que comprenden el factor de transcripcion, y c¢)
identificar y aislar un fenotipo particular de una célula que comprende la genoteca e identificar el fragmento de ADN
o ADNCc de la genoteca responsable de conferir el fenotipo. Usando esta técnica, también es posible asignar funcién a
una secuencia de ADN conocida mediante a) la identificacién de homdlogos de la secuencia de ADN en una célula,
b) el aislamiento del homdlogo o los homélogos del ADN pertinente o un fragmento del mismo de la célula, c) la
clonacién del homélogo o fragmento del mismo en un vector apropiado en una orientacién relativa a un promotor
adecuado capaz de iniciar la transcripcion de ARNbc a partir de dicho homdélogo de ADN o fragmento tras la unién
de un factor de transcripcién apropiado al promotor y d) introducir el vector en la célula de la etapa a) que comprende
el factor de transcripcion.

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

El documento WO 00/49035 describe un procedimiento para silenciar la expresion de un gen endégeno en una
célula, comportando el procedimiento la sobreexpresion en la célula de una molécula de 4cido nucleico del gen en-
dégeno y una molécula antisentido que incluye una molécula de dcido nucleico complementaria a la molécula de
acido nucleico del gen endégeno, en el que la sobreexpresién de la molécula de 4cido nucleico del gen endégeno y la
molécula antisentido en la célula silencia la expresion del gen endégeno.

Smith y col., 2000, asi como el documento WO 99/53050, describieron que el ARNbc que contiene intrones
aumentaba mds 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
fendmeno que ocurre en una amplia serie de organismos eucariotas, incluyendo plantas, levaduras u hongos, insectos,
artrépodos y animales vertebrados, incluyendo mamiferos.

El documento WO 93/23551 describe un procedimiento para la inhibicién de dos o mds genes diana que comprende
introducir en la planta un gen de control tinico que tiene regiones de ADN definidas homoélogas 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 expresion de cada uno de los genes diana.

El documento WO 99/49029 describe un procedimiento para fijar simultdneamente como objetivo la expresion
de varios genes diana que se coexpresan en una célula especifica, por ejemplo usando una molécula de acido nuclei-
co dispersada o molécula de 4cido nucleico extrafia que comprende secuencias de nucledtidos que son basicamente
idénticas a cada uno de dichos genes diana coexpresados.

El documento WO 02/10365 proporciona un procedimiento para la supresion génica en eucariotas mediante la
transformacién con una construccion recombinante que contiene un promotor, al menos una secuencia de nucleétidos
antisentido y/o con sentido para el gen o los genes que se van a suprimir, en el que se inhibe el transporte del nu-
cleo al citoplasma de los productos de transcripcién de la construccién. En una realizacién, el transporte del nicleo

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 645 T3

al citoplasma se inhibe en ausencia de una UTR 3’ normal. La construccién puede incluir opcionalmente al menos
una ribozima que se autoescinde. La construccién puede también incluir opcionalmente secuencias con sentido y/o
antisentido de multiples genes que se van a regular negativamente de manera simultdnea usando un dnico promo-
tor. También se describen vectores, plantas, animales, semillas, gametos y embriones que contienen la construccién
recombinante.

Elbashir y col., 2002, METHODS Vol. 26, paginas 199-213 analiza la estrategia de disefio para ARNpi y varios
protocolos de silenciamiento, que incluyen inactivacion génica doble en células HeLL.a 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 dificil o practicamente imposible
medir. La técnica anterior también continda siendo defectuosa para proporcionar un procedimiento para modular o
ajustar el grado de silenciamiento de un gen o genes diana especificos que usan ARNbc.

Estos 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 invencion

La invencion proporciona un procedimiento para supervisar la reduccién de la expresiéon 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 region, una
segunda regién, una tercera regioén y una cuarta regién en el que

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

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

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

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

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

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

b) supervisar la reduccién de la expresion del gen diana analizando la reduccién en la expresion de dicho segundo
gen,

en el que el organismo eucariota es una planta, una levadura, un hongo, un moho, o un animal a condicién 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:
¢) una regidn promotora que funciona en la célula eucariota; unida operativamente a

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

e) una regién de terminacién de transcripcion y poliadenilacién que funciona en las células del organismo euca-
riota.
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También es un objeto de la invencién proporcionar una molécula de ARN como se ha descrito asi como el uso de
dicha molécula de ARN para medir la reduccién de la expresion de un gen diana.

Otro objeto de la invencién es proporcionar una molécula de ADN para medir la reduccién de la expresién de un
gen diana en una célula eucariota, que comprende

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

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

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

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

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

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

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

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

¢) una regioén de terminacidn de transcripcion y poliadenilacién que funciona en células del organismo eucariota,
en la que dicho segundo gen es un gen endégeno del organismo eucariota o un transgén integrado de forma
estable en el genoma de células del organismo eucariota, asi como el uso de dicha molécula de ADN para medir
la expresion de un gen diana mediante la medicion de la reduccién en expresion de un segundo gen.

La invencion 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 invencién también proporciona un procedimiento para identificar, dentro de una poblacién 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
regién, una segunda region, una tercera regioén y una cuarta region

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

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

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

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

v) comprendiendo la cuarta regién una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucleétidos consecutivos que
tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de los 19 nucleétidos consecutivos
de la regién de nucleétidos con sentido del segundo gen;
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vi) siendo capaces la tercera y cuarta regién de formar una region 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 condicién de que cuando dicho organismo es un animal, la
célula no sea una célula en un cuerpo humano o animal.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra semillas de plantas T1 transformadas con la construcciéon 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 linea silenciada CHS homocigota (CHS). Los nimeros
indican los dias hasta el florecimiento de las lineas celulares de plantas transgénicas.

La figura 2 muestra un andlisis de transferencia de Northern de ARN preparado a partir de lineas 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 representacion grafica de la
cantidad de ARNm detectada a partir de la expresién de FLC trazada como funcién de la cantidad de ARNm detectada
de la expresién de CHS.

Descripcion de realizaciones detalladas

La invencidn se basa en la observacion inesperada de que cuando una célula eucariota, tal como una célula vegetal,
comprende un ARN bicatenario (ARNbc) en el que el ARNbc comprende simultineamente regiones complementarias
antisentido y con sentido para al menos dos genes diana, existe una correspondencia entre el grado de silenciamiento
de expresion de todos los genes fijados como objetivo. La correspondencia ademds depende del tamafio relativo de las
regiones antisentido y con sentido disefiadas para reducir la expresion de los diferentes genes diana.

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

Asi pues, en una realizacion de la invencidn, se proporciona un procedimiento para supervisar la reduccién o
silenciamiento de la expresion de un gen diana en una célula eucariota, que comprende las etapas de

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

- la primera regién comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucleétidos consecutivos que tienen
al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleétidos consecutivos de la regiéon de nucledtidos con
sentido del gen diana;

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

- la primera regién y la segunda regién son capaces de formar una regiéon de ARN bicatenario, preferentemente
sobre la extension completa de la primera y segunda region, y al menos sobre la extension de los 19 nucleétidos
mencionados;

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

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

- laterceray cuarta region son capaces de formar una region de ARN bicatenario, preferentemente sobre la exten-
sién completa de la primera y segunda region, y al menos sobre la extensién de los 19 nucle6tidos mencionados;

y

- monitorizar la expresion del grado de silenciamiento del gen diana, analizando la reduccién en expresién del
segundo gen.
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Preferentemente, la primera y segunda regién son capaces de formar una region de ARN bicatenario al mismo
tiempo que cuando la tercera y cuarta region estdn 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
expresion se usa para referirse a un segundo gen presente en la célula eucariota y que es diferente del gen diana.

Para los propésitos de la presente invencion, es igual que el segundo gen sea un gen endégeno, presente normal-
mente en la célula eucariota, o un transgén, que se ha introducido en la célula eucariota por intervenciéon humana en
algin momento de su historia, preferentemente integrado en el genoma de la célula eucariota de manera estable.

Preferentemente, el gen informador deberia tener un fenotipo cuyo andlisis es mas fécil que el andlisis del gen o
genes diana, en términos de requisitos de costes, especializacion, tiempo, mano de obra, aparatos usados, etc.

También preferentemente, el silenciamiento del gen informador no deberia 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 expresién 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 aplicacion de los procedimientos de la invencion en células
vegetales y plantas incluyen, pero no se limitan a gen de la Chalcona sintasa (CHS, en el que la regulacién negativa
de la expresién da como resultado una acumulacién de compuestos fluorescentes UV en el color de la cubierta de
la semilla); el gen de la fitoeno desaturasa (PDS, en el que la regulacién negativa de la expresion del gen da como
resultado fotoblanqueo), locus de flor C (FLC, en el que la regulacién negativa de la expresién del gen da como
resultado florecimiento temprano), gen de insensibilidad a etileno 2 (EIN2, en el que la regulacién negativa del gen da
como resultado plantas que son insensibles al etileno, y crecerdn en medios que contienen dcido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (AAC)), genes marcadores visuales tales como los genes del color de la cubierta de las semillas (por
ejemplo gen R en maiz), los genes GUS o GFP expresables en plantas, fitocromo B y similares.

Los ejemplos de genes informadores adecuados para la aplicacion de los procedimientos de la invencién en células
animales y animales incluyen, pero no se limitan a genes GUS o GFP unidos operativamente a regiones de expresion
adecuadas para células animales pero también genes como unc en Caenorhabditis elegans, cuyo silenciamiento causa
un patrén de retorcimiento caracteristico en nematodos y similares.

Los ejemplos de los genes informadores adecuados para la aplicaciéon de los procedimientos de la invencion en
células fiingicas incluyen pero no se limitan a genes GUS o GFP unidos operativamente a regiones de expresion
adecuadas para células flingicas, pero también genes cuyo silenciamiento causa crecimiento auxotréfico (tales como,
por ejemplo trpC), un fenotipo que puede explorarse facilmente en medios minimos. No hace falta decir que en
estos casos, una copia maestra de la genoteca de las células flingicas 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 nucleétidos que son al menos un 94% idénticos o complementarios a la secuencia de nucleétidos de 19
nucledtidos consecutivos del gen diana y/o el gen informador pueden estar comprendidos dentro de una molécula de
ARN mayor. Dicha molécula de ARN tendra una secuencia de nucleétidos que varia entre tan poco como 19 pb y una
longitud igual al tamafo del gen diana de grado de variacién global de identidad de secuencia.

Para el objeto de la presente invencion, la “identidad de secuencia” de dos secuencias de nucle6tidos o aminoa-
cidos relacionadas, expresada como porcentaje, se refiere al nlimero de posiciones en las dos secuencias alineadas
optimamente que tienen restos idénticos (x100) dividido por el nimero de posiciones comparadas. Un hueco, es decir,
una posicién en un alineamiento en el que un resto estd presente en una secuencia pero no en la otra se considera una
posicion 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
Version 10.1 (Genetics Computer Group, Madision, Wisconsin, Estados Unidos) usando la matriz de puntuacién por
defecto con una penalizacidn de creacion de huecos de 50 y una penalizacion de extension 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%, mds particularmente al menos
aproximadamente un 85%, bastante particularmente aproximadamente un 90%, especialmente aproximadamente un
95%, méas especialmente aproximadamente un 100%, y bastante especialmente son idénticas. Esta 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.
Asf pues, cuando se indica en esta solicitud que una secuencia de 19 nucleétidos consecutivos tiene una identidad de
secuencia del 94% con una secuencia de 19 nucle6tidos, esto quiere decir que al menos 18 de los 19 nucledtidos de la
primera secuencia son idénticos a 18 de los 19 nucledtidos de la segunda secuencia.
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De esta manera, las regiones de nucleétidos 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 mas larga es la secuencia menos riguroso serd el requisito para la identidad de secuencia
global.

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

Para el objeto de la invencidn, aunque las regiones se denominan consecutivamente, el orden de las regiones de
ARNDbc en la molécula de ARNbc no es importante. En otras palabras, no importa si, por ejemplo, la primera o segunda
regién o, como alternativa, la tercera o cuarta region estdn localizadas en el extremo 5’ 0 3’ de 1a molécula de ARN.

Como se usa en el presente documento, debe interpretarse que “que comprende” especifica la presencia de las
caracteristicas, nimeros enteros, etapas o componentes a los que se hace referencia, pero no excluye la presencia o
adicién de una o mds caracteristicas, nimeros enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos. Asi pues, por
ejemplo un 4cido nucleico o proteina que comprende una secuencia de nucleétidos o aminoécidos, puede comprender
mads nucledtidos o aminodcidos que los que de hecho se han citado, es decir, puede estar incluido en un 4cido nucleico o
proteina mayor. Un gen quimérico que comprende una regién de ADN que estd 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 regién, como se
define en el presente documento, puede incluir adicionalmente, por ejemplo, una quinta y sexta regién que tengan una
regién de nucledtidos de 19 nucledtidos 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 realizacién de la invencién, la molécula de ARNbc puede ademds comprender una o més regiones que
tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con regiones de 19 nucleétidos consecutivos de los nucledti-
dos con sentido de los genes diana, diferentes de los 19 nucleétidos consecutivos como se definen en la primera
regién, y una o mas regiones que tienen al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleétidos consecu-
tivos del complemento de los nucledtidos con sentido del gen diana, diferentes de los 19 nucleétidos consecutivos
como se definen en la segunda regién, en los que estas regiones adicionales pueden formar pares de bases entre
ellos. De forma similar, el ARNbc puede también comprender adicionalmente una o mds regiones que tienen al
menos un 94% de identidad de secuencia con regiones de 19 nucleétidos consecutivos de un gen informador dife-
rentes de los 19 nucleétidos de la tercera regiéon y una o mas regiones que tienen al menos un 94% de identidad
de secuencia con las regiones complementarias de 19 nucleétidos 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. Asi 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, ain sea posible la formacién de pares de bases entre regiones de ARN
complementarias.

Oportunamente, el ARNbc como se ha descrito puede introducirse en la célula huésped mediante introduccién y
posible integracién de un gen quimérico, cuya transcripciéon produce dicho ARNbc. Asi pues, la invencién también se
dirige a proporcionar dicho gen quimérico que comprende

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

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

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

- la primera regién y segunda regién son capaces de formar una regién de ARN bicatenario, preferentemente
sobre toda la extension de la primera y segunda regién, y al menos entre los 19 nucleétidos mencionados de la
primera y segunda region;

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

- latercera y cuarta regién son capaces de formar una regiéon de ARN bicatenario, preferentemente sobre toda la
extension de la primera y segunda region, y al menos sobre la extension de los 19 nucledtidos mencionados;

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

- una regién de terminacion de la transcripcién y de poliadenilacion 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 iniciacién de la transcripcion.
Un promotor incluye el sitio de iniciacién de la transcripcion y los sitios de unién para factores de iniciacién de la
transcripcion y ARN polimerasa, y puede comprender otros diversos sitios (por ejemplo, potenciadores), a los que
pueden unirse las proteinas reguladoras de la expresion génica.

La expresion “region reguladora”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier ADN que esté
involucrado en dirigir la transcripcidn y supervisar (es decir, regular) el ritmo y nivel de transcripcién de una secuencia
de ADN dada, tal como un ADN que codifica una proteina o polipéptido. Por ejemplo, una regién reguladora 5’ (o
“regién promotora”) es una secuencia de ADN situada aguas arriba (es decir, 5°) de una secuencia codificante y que
comprende el promotor y la secuencia lider no traducida 5. Una regioén reguladora 3’ es una secuencia de ADN
localizada aguas abajo (es decir, 3’) de la secuencia codificante y que comprende sefiales adecuadas de terminacién
(y/o regulacion) de la transcripcidn, incluyendo una o mas sefiales de poliadenilacion.

En una realizacion de la invencion, el promotor es un promotor constitutivo. En otra realizacién de la invencidn, la
actividad promotora se potencia por estimulos externos o internos (promotor inducible), tales como pero no limitados
a hormonas, compuestos quimicos, impulsos mecdnicos, condiciones de estrés abidtico o bidtico. La actividad del
promotor también puede regularse de una forma temporal o espacial (promotores especificos de tejido; promotores
regulados por el desarrollo).

En una realizacion particular de la invencién, el promotor es un promotor expresable en plantas. Como se usa en el
presente documento, la expresion “promotor expresable en plantas” se refiere a una secuencia de ADN que es capaz
de supervisar (iniciar) la transcripcion 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 transcripcion 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 subterrdneo N° 4 o N° 7 (documento
W09606932), promotores del gen ADN-T pero también promotores especificos de tejido o especificos de érgano que
incluyen, pero no se limitan a promotores especificos de semilla (por ejemplo, documento WO89/03887), promotores
especificos de primordios de 6rganos (An y col., 1996), promotores especificos de tallo (Keller y col., 1988), promo-
tores especificos de hoja (Hudspeth y col., 1989), promotores especificos de mesdfilo (tales como los promotores de
la Rubisco inducibles por luz), promotores especificos de raiz (Keller y col., 1989), promotores especificos de tubér-
culo (Keil y col., 1989), promotores especificos de tejido vascular (Peleman y col., 1989), promotores selectivos de
estambres (documentos WO 89/10396, WO 92/13956), promotores especificos de zona de dehiscencia (documento
WO 97/13865) y similares.

En otra realizacion particular de la invencidn, el promotor es un promotor expresable en hongos. Como se usa en
el presente documento, la expresion “promotor expresable en hongos” se refiere a una secuencia de ADN que es capaz
de supervisar (iniciar) la transcripcion en una célula fingica, 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 transcripcién en una célula
flingica.

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

Las moléculas de ARNbc ttiles para la invencién pueden producirse también por transcripcién in vitro. Para este
objetivo, el promotor de los genes quiméricos de acuerdo con la invencién puede ser un promotor reconocido por una
ARN polimerasa de subunidad sencilla de bacteriéfago, tal como los promotores reconocidos por la ARN polimerasa
de subunidad sencilla de bacteriéfago tales como las ARN polimerasas derivadas de los fagos de E. coli T7, T3, ¢l, ¢Il,
W31, H, Y, Al, 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 N° 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 especifico de la ARN polimerasa de
T3 y un promotor especifico 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 esta
modificado en las posiciones de nucledtidos -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 invencién en combinacién 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 bacteriéfago apropiada en condiciones bien conocidas para el experto en la ma-
teria. E1 ARNbc asi producido puede usarse después para introducirse en células propensas al silenciamiento génico,
tales como células vegetales, células flingicas o células animales. EIl ARNbc puede introducirse en células animales
mediante liposomas u otros agentes de transfeccién (por ejemplo, reactivo de transfeccion Clonfection o el kit de
transfeccién de mamiferos 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 microinyeccién, bombardeo con par-
ticulas cubiertas por el ARNbc, inmersion de la célula o los organismos en una solucién del ARNbc, electroporacién
de las membranas celulares en presencia del ARNbc, liberacién mediada por liposomas del ARNbc y transfeccién
mediada por compuestos quimicos tales como el fosfato de calcio, infeccién viral, transformacién y similares. El
ARNDbc puede introducirse junto con componentes que aumentan la captacion de ARN por la célula, estabilizan las
cadenas hibridadas, o aumentan de otra manera la inhibicion del gen diana. En el caso de un animal completo, el
ARNDc se introduce oportunamente por inyeccién o perfusién en una cavidad o espacio intersticial de un organismo,
o sistémicamente por administracion oral, tépica, parenteral (incluyendo administracién subcutdnea, intramuscular o
intravenosa), vaginal, rectal, intranasal, oftdlmica o intraperitoneal. E1l ARNbc puede administrarse también a través
de un dispositivo de liberacién prolongada implantable.

Los genes quiméricos de acuerdo con la invencidn capaces de producir un ARNbc también pueden equiparse con
cualquier promotor procariota adecuado para la expresion de ARNbc en un huésped procariota especifico. El huésped
procariota puede usarse como fuente de ARNbc, por ejemplo, alimentando con él a un animal, tal como un nematodo
0 un insecto, en el que se prevé el silenciamiento del gen diana y se controla por reduccioén de la expresiéon del gen
informador. En este caso, estara claro que el gen diana y los genes informadores deberian ser genes presentes en las
células del organismo eucariota diana y no del organismo huésped procariota. El ARNbc de acuerdo con la invencion o
los genes quiméricos capaces de producir dichas moléculas de ARNbc pueden producirse asi en un organismo huésped.
El ARNbc puede administrarse a otro organismo diana (por ejemplo a través de la alimentacién, administracién oral,
como una molécula de ADN o ARN desnuda o encapsulada en un liposoma, en una particula de virus o una particula de
virus atenuado, o en una particula inerte, etc.) y efectuar una reduccién de la expresion del gen en el gen o genes diana
y gen o genes informadores en otro organismo. En este caso, estara claro que el gen diana y los genes informadores
deberian ser genes presentes en las células del organismo (eucariota) diana y no del organismo huésped.

Las regiones adecuadas de terminacién de transcripcion y poliadenilacidn incluyen, pero no se limitan a la sefial
de poliadenilacién de SV40, la sefial de poliadenilacién 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
subterrdneo, el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans y similares.

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

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

En otra realizacion preferida, los genes quiméricos pueden proporcionarse en una molécula de ADN capaz de
replicarse de forma auténoma 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 invencidn también pueden usarse para identi-
ficar, dentro de una poblacién 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 poblacién de organismos que
contienen ARNbDc, en la que el ARNbc comprende una primera region, una segunda region, una tercera region y una
cuarta region, comprendiendo la primera regién una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucledtidos consecutivos
que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleétidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos
con sentido del gen diana. La segunda regién comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucleétidos
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consecutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos con sentido del gen diana. La tercera regién comprende una secuencia de nucleétidos
de al menos 19 nucledtidos consecutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucle6tidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos con sentido de un segundo gen presente en la célula eucariota y que es
diferente del gen diana. La cuarta regiéon comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucleétidos conse-
cutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con el complemento de 19 nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucleétidos con sentido del mismo segundo gen. La primera y segunda y la tercera y cuarta region son
capaces de formar una regién de ARN bicatenario, preferentemente sobre toda la extension de la primera y segunda
o tercera y cuarta regiones, y al menos entre los tramos mencionados de 19 nucleétidos, y en los que las regiones de
ARN bicatenario formadas entre la primera y segunda regién y la regién de ARN bicatenario formada entre la tercera y
cuarta region son aproximadamente iguales en tamafio. La poblacidn de organismos que contienen ARNbc se analiza
después para la regulacién negativa de la expresion del gen informador y se seleccionan y aislan los organismos que
contienen ARNbc en los que la regulacion negativa de la expresion del gen informador corresponde al grado deseado
de regulacién negativa.

La correspondencia en el grado de silenciamiento de dos o mds genes inducido por la presencia de ARNbc que
comprende las regiones de ARN con sentido y antisentido complementarias bicatenarias para los dos o mis 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 mds genes depende del tamafo 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 inclusién en la misma molécula de ARNbc que comprende regiones de ARN complementarias
con sentido y antisentido, disefiada para silenciar la expresién de un gen o genes diana particulares, un exceso de
secuencias complementarias no relacionadas, también capaces de formar un ARN bicatenario mediante formacién de
pares de bases.

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

Asi pues, en una realizacién de la invencién, se proporciona un procedimiento para modular la reduccién de la
expresion de un gen diana en un organismo eucariota, que comprende las etapas de

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

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

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

- la primera regién y la segunda regién son capaces de formar una regiéon de ARN bicatenario, preferentemen-
te sobre toda la extensién de la primera y segunda regién, y al menos entre los tramos mencionados de 19
nucleétidos;

- la tercera y cuarta regién comprenden secuencias de nucledtidos complementarias no relacionadas con la se-
cuencia de nucleétidos del gen diana y son capaces de formar un ARN bicatenario. El tamafio del ARN bicate-
nario que puede formarse por formacion de pares de bases entre la tercera y cuarta region, es preferentemente
igual o mayor que el tamafio del ARN bicatenario que puede formarse por formacién de pares de bases entre
la primera y la segunda region. El tamafio de la tercera/cuarta regién puede también ser mas pequefio que el
tamaflo de la primera/segunda regién, dependiendo del grado deseado de modulacién del silenciamiento.

Preferentemente, la primera y segunda region son capaces de formar una regiéon de ARN bicatenario a la vez que
la tercera y cuarta regién estan formando un ARN bicatenario. Ademads, preferentemente, el gen diana es un gen
enddgeno 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 estd “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%, mas particularmente menos del 35%. La secuencia no relacionada preferentemente no
debe tener una secuencia de nucleétidos que tenga al menos un 94% de identidad de secuencia con un tramo de 19
nucledtidos consecutivos del gen diana o del complemento del mismo.
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La variacién natural en regulacion negativa de la expresién de un gen diana que ocurre entre lineas diferentes de
un organismo eucariota que comprende la misma molécula de ARNbc se desplazard hacia el extremo inferior del
espectro del silenciamiento génico. Esto se debe a la inclusién de secuencias de nucleétidos de ARNbc extra que no
estdn relacionadas con el gen diana, que se unen operativamente al ARNbc formado por la primera y segunda regién
de ARN.

La relacion de tamafio del ARN bicatenario que puede formarse por formacion de pares de bases entre la tercera y
la cuarta region y el tamaiio del ARN bicatenario que puede formarse por formacién de pares de bases entre la primera
y la segunda regién puede variar de 0,1 a 20, preferentemente de 1 a 10. Cuanto mayor sea la relacién mencionada
mads organismos de una poblacién de organismos eucariotas que comprenden ese ARNbc tendran un menor grado de
silenciamiento génico (es decir, un mayor nivel de expresion del gen diana).

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

Las mencionadas regiones de nucleétidos con sentido o antisentido pueden asi 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 mas 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 regioén espaciadora que tiene
una secuencia de nucleétidos que no esta relacionada con la secuencia de nucleétidos del gen diana o informador.

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

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

La parte de repeticiones invertidas de los genes quiméricos de la invencidon puede construirse convencionalmente
por clonacién recombinatoria, usando los medios y procedimientos descritos en las solicitudes de Patente de Estados
Unidos 60/244067 y 60/333743 o el documento W0O02/059294. 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
expresion de un gen marcador tal como EIN2, PHYB, FLC y CHS.

Los genes quiméricos que codifican ARNbc de acuerdo con la invencién comprenden preferentemente un intrén,
preferentemente en la regién entre la segunda y tercera region, para aumentar la eficacia (como se describe en el
documento W099/53050). Como se usa en el presente documento, un “intrén” o secuencia intermedia se usa para
referirse a una regién de ADN dentro de una regidn transcrita mayor, que se transcribe en el nicleo para producir una
regiéon de ARN que es parte de un ARN mayor, sin embargo, dicho ARN que corresponde a la secuencia intrén se
retira del ARN mayor cuando se transfiere al citoplasma. E1 ARN correspondiente también se conoce como un intrén o
secuencia intermedia. Las secuencias intrén estan flanqueadas por sitios de corte, y pueden hacerse intrones sintéticos
uniendo sitios de corte apropiados a cualquier secuencia que tenga un punto de ramificacién apropiado. Los ejemplos
de intrones incluyen el intrén pdk2, el intrén catalasa de ricino, el intrén Delta 12 desaturasa de algodén, el intrén
Delta 12 desaturasa de Arabidopsis, el intrén de ubiquitina de maiz o el intrén de SV40.

En una realizacién de la invencién, combinando el primer y segundo aspecto de la invencién, una molécula de
ARNDbc puede proporcionarse a una célula eucariota para supervisar la regulacion negativa de la expresion de un gen
diana mediante el andlisis de la regulacién negativa de un segundo gen o gen informador, como se describe en el
presente documento. En tal realizacion, la relacion entre el tamafio del ARNbc que tiene secuencia para el gen diana
o su complemento y el tamafio del ARNbc que tiene secuencia para el segundo gen o su complemento estd entre 2 y
10. Se espera que de esta forma, mediante la identificacién de los organismos en los que la expresion del segundo gen
se regula negativamente de manera eficaz, se identificard una poblacién de organismos en la que la expresion 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 maiz, algodén,
Arabidopsis, arroz, verduras, soja, tabaco, arboles etc.), animales invertebrados (tales como insectos, marisco, molus-
cos, crusticeos tales como cangrejos, langostas y gambas), animales vertebrados (peces, aves, mamiferos, 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 expresion de un gen diana a través del andlisis de un segundo gen, ademads 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 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los Volimenes 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 biologia molecular convencionales incluyen Sambrook y Russell (2001) Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Volimenes I y II de
Brown (1998) Molecular Biology LabFax, Segunda Edicién, 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 Edicién, Springer Verlag, Alemania.

A lo largo de la descripcion y los ejemplos, se hace referencia a las siguientes secuencias:
SEC ID N° 1: cebador oligonucleotidico para reaccién PCR del fragmento CHS/FLC.
SEC ID N° 2: cebador oligonucleotidico para reaccién PCR del fragmento CHS/FLC.
SEC ID N° 3: cebador oligonucleotidico para reaccién PCR del fragmento CHS/FLC.
SEC ID N° 4: cebador oligonucleotidico para reaccién PCR del fragmento CHS/FLC.
SEC ID N° 5: sitio de recombinacion attB1.

SEC ID N° 6: sitio de recombinacién attB2.

SEC ID N° 7: pHELLSGATE 8.

Ejemplos
Ejemplo 1
Una construccion de ARNhi que tiene como objetivo dos genes da silenciamiento estequiométrico

Construccion de una construccion de ARNhi que tiene como objetivo dos genes

Se construy6 un gen quimérico que codifica una construccién de ARNhi que tiene como objetivo dos genes dife-
rentes que comprende 300 nt del gen del Locus de Flor C (FLC) (N° de Acceso del Genbank AF116527, bases 620-
920) seguidos de 300 nt del gen de la Chalcona sintasa (CHS) (N° de Acceso del Genbank Y 18603, bases 147-532) en
orientacion con sentido, y una secuencia de nucleétidos complementaria a los mencionados 300 nt de CHS seguida de

la secuencia de nucleétidos complementaria a los mencionados 300 nt de FLC.

El inserto CHS/FLC se gener6 amplificando un fragmento de 300 pb de FLC con los cebadores oligonucleotidicos
que tienen las siguientes secuencias:

- 5" CTCGAGTCTAGAGGAGCAGAAGCTGAGATGGAG 3’ (SEC ID N° 1) (cebador 138)

- 5 CTGCAGGAATAAGGTACAAAGTTCATC 3’ (SEC ID N° 2) (cebador 136) y clonando el producto resul-
tante en pGEM T-easy (Promega, Madison, WI).

El fragmento de CHS se amplific6 con los cebadores oligonucleotidicos que tienen las siguientes secuencias:

- 5 CTGCAGGCACTGCTAACCCTGAGAAAC 3’ (SEC ID N° 3) (cebador 133)

- 5" GGTACCTTGACTTGGGCTGGCCCCACT 3’ (SEC ID N° 4) (cebador 143) y también se clonaron en un
pGEM T-easy.

Un fragmento de 300 pb se escindié de pGEM T-easy CHS que contenia el fragmento de CHS y se insert6 en
un sitio Pstl de pGEM T-easy FLC. El inserto quimérico CHS/FLC resultante se amplificé usando cebadores con
las mismas secuencias especificas de gen que 138 y 143 pero modificadas para comprender también la secuencia de
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nucledtidos que codifica los sitios de recombinacién attB1 (GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT; SEC
ID N°5) y attB2 (GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT; SEC ID N° 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 adicién de 3 volimenes de TE y dos volimenes de PEG 3000 al
30% (p/v), MgCl, 30 mM y centrifugacion a 13000 g durante 15 minutos. La reaccién de recombinacién de productos
de PCR con pDONR201 (Invitrogen, Groningen, Paises Bajos) se llevo a cabo en un volumen total de 10 ul con 2 ul
de tampdn BP clonasa (Invitrogen), 1-2 ul de producto de PCR, 150 ng de vector plasmidico y 2 ul de BP clonasa
(Invitrogen). La reaccion se incubd a temperatura ambiente (25°C) durante entre 1 h y una noche. Después de la
incubacion, se afiadié 1 ul de proteinasa K (2 ug/ul; Invitrogen) y se incubé durante 10 minutos a 37°C. Se usaron 1-
2 ul de la mezcla para transformar E. coli DHS5a y las colonias se seleccionaron con los antibiéticos apropiados. Los
clones se comprobaron por digestién de minipreparaciones de ADN o por PCR.

Las reacciones de recombinacién de clones de pPDONR201 con pHellsgate 8 se llevaron a cabo en un volumen total
de 10 1 con 2 pl de tampén LR clonasa (Invitrogen), 2 ul de clon de pDONR201 (aproximadamente 150 ng), 300 ng
de pHellsgate 8 y 2 ul de LR clonasa (Invitrogen). La reaccién se incub6 durante una noche a temperatura ambiente y
la proteinasa se trat6 y se usé para transformar DHSa@ como para la reaccién de BP clonasa.

pHELLSGATE 8 es un vector adecuado para la clonacién recombinante de tal manera que se genera una repeticion
invertida del ADN inserto de interés. La construccion de pHELLSGATE 8, y su uso para la clonacién de recombinacién
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

e una secuencia de extremo derecho de la region de ADN-T de Agrobacterium tumefaciens;

e una region promotora de CaMV 358S;

e un sitio de recombinacion atfR1;

e un gen marcador de seleccién ccdB de E. coli;

e un sitio de recombinacion attR2;

e una secuencia intrén de pdk2 (intrén 2 de piruvato ortofosfato diquinasa de Flavineria trinerva);

e un sito de recombinacién de affR2;

e un gen marcador de seleccién ccdB;

e un sitio de recombinacion atfR1;

e una regién terminadora del gen de la octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (ocs);

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

e unaregién de ADN-T de extremo izquierdo de Agrobacterium tumefaciens;

e un origen de replicacién para E. coli y un gen de resistencia a estreptomicina.

La secuencia completa de pHELLSGATE 8 se representa en SEC ID N° 7.

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

e una regién promotora de CaMV35S;

e una secuencia de nucledtidos que corresponde a las bases 620-920 de FLC;
e una secuencia de nucleétidos que corresponde a las bases 147-532 de CHS;
e un intrén pdk2

e una secuencia de nucleétidos complementaria a las bases 147-532 de CHS;
e una secuencia de nucledtidos complementaria a las bases 620-920 de FLC;
e una region 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 asi introducirse en Agrobacterium que comprende las
funciones auxiliares requeridas, y usarse para transformar células vegetales.

Transformacion de plantas

La transformacién de ecotipo Arabidopsis C24 se realizé mediante el procedimiento de inmersion floral (Clough y
Bent, 1998). Las plantas se seleccionaron en medio MS solidificado con agar suplementado con timentina a 100 mg/1
y kanamicina a 50 mg/I.

Procedimientos de andlisis fenotipico para plantas en las que los genes FLC o CHS estdn silenciados

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

Todas las plantas T1 transformadas con la construccién hi CHS/FLC florecieron antes que el tipo silvestre C24
(36 dias) y mas tarde que la linea flc-13 marcada con transposén (17 dias; 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 linea 35S::GUS y una linea 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 andlisis de HPLC.

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

Ejemplo 2

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

Para ensayar la influencia de la inclusién de nucleétidos 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 comprendian cada uno 100 pb de la secuencia de nucleétidos de CHS (que corresponde al N° de
Acceso del Genbank Y18603) en orientacién tanto con sentido como antisentido (conocidas como CHSsenidco ¥
CHS;..iqo TESpPECtivamente).

Progresivamente, mds secuencias de nucleétidos (desde 100 pb hasta 900 pb; conocidas como Extra-NNN-nt 4o O
Extra-NNN-nt,,senigo) 1O relacionadas con el gen CHS se insertaron tanto en orientacidn con sentido como antisentido.
Las secuencias de nucleétidos no relacionadas se obtuvieron del gen FLC (que corresponde al N° de Acceso del
Genbank Nr AF116527).

Las diferentes construcciones de nucle6tidos 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 pldsmidos resultantes contienen
asf los siguientes genes de ARNbc quiméricos:

1. <CaMV35S-CHS,.pi0o-Extra_100_nt;qointrénpdk2-Extra_100_nt,senido-CHS antisentido-terminador ocs> o

2. <CaMV35S-CHS,.i¢-Extra_300_nt;q-intronpdk2-Extra_300_nt,ysenido-CHS antisentigo-t€rminador ocs> o

3. <CaMV35S-CHS,.is-Extra_500_nt,;q-intronpdk2-Extra_500_nt,ygsentido-CHS antisentigo-terminador ocs> o

4. <CaMV35S-CHS,. i4-Extra_900_nt,;q,-intrénpdk2-Extra_900_nt,gsenido-CHS antisentido -t€rminador ocs>

Las lineas 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 valoré como se describe en el Ejemplo 1 para semillas de plantas de cada linea. Las

lineas 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

Niimero de lineas transgénicas independientes que muestran distintas clases de fluorescencia

Nivel de fluorescencia
- + ++ +++
100 nt CHS+ 100 ntextra |12 0 20 0
100 nt CHS+ 300 ntextra |11 18 11 1
100 nt CHS+ 500 ntextra |5 7 13 0
100 nt CHS+ 900 ntexira |18 8 3 0

A partir de estos resultados estd claro que cuanto mayor es la relacién de las secuencias de nucledtidos extra frente
a las secuencias diana en la construccién de ARNhi, mayor es la proporcién de lineas de plantas transgénicas obtenidas
con un nivel bajo de fluorescencia, es decir, con un grado mds bajo de silenciamiento de la expresion del gen diana
CHS.

La inclusién de secuencias extra no relacionadas en ARNhi o ARNbc desplaza eficazmente la distribucién del silen-
ciamiento en la poblaciéon de lineas transgénicas hacia el extremo inferior del espectro del silenciamiento
génico.

Ejemplo 3

Andlisis Northern de lineas de plantas transgénicas que comprenden un gen quimérico que codifica simultdneamente
regiones de ARNbc dirigidas a FLC y CHS

El ARN se prepard a partir de diferentes lineas de planta Arabidopsis que comprenden dos construcciones en
horquilla FLCCHS. Una construccién fue un vector Hellsgate12 modificado (véase el documento W002/059294) con
una horquilla FLC préxima al intrén con un fragmento de CHS insertado en los sitios attR. La otra construccién fue
un Hellsgate12 modificado con una horquilla CHS préxima al intrén 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 sefiales fueran especificas.
El auto-radiograma resultante se representa en la Figura 2A. Las estimaciones de la cantidad de hibridacién para las
diferentes sondas y lineas se resumen en la Tabla 2 y estd representadas graficamente en la Figura 2B. Parece haber
una alta relacién directa lineal entre la cantidad de sefiales de FLC y CHS en cada linea, lo que indica que cuando un
gen se silencia el otro gen también se silencia en el mismo grado.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2

Estimaciones de sefiales de hibridacion en distintas plantas usando sondas antisentido de FLC o CHS

Planta ARNm de FLC ARNm de CHS
HG12 2FLC + 2CHS N2 1 13867 15154
HG 12 2FLC + 2CHS N° 2 21962 26467
HG 12 2FLC + 2CHS N2 3 40434 40096
HG12 2FLC + 2CHS N¢ 4 0 0
HG 12 2FLC + 2CHS N2 5 41122 38987
HG12 2FLC + 2CHS N® 6 16609 23091
HG12 2FLC + 2CHS N¢ 7 18417 3357
HG 12 2FLC + 2CHS N2 8 16463 17400
HG 12 2FLC + 2CHS N2 9 47210 59680
HG12 2FLC + 2CHS N° 10 10792 18879
HG12 2CHS + 2FLC N¢ 1 3399 9694
HG12 2CHS + 2FLC N¢ 2 3692 14317
HG12 2CHS + 2FLC N® 3 1725 51004
HG12 2CHS + 2FLC N° 4 4620 16067
HG12 2CHS + 2FLC N¢ 5 21826 38643
HG12 2CHS + 2FLC N2 7 13288 34043
HG12 2CHS + 2FLC N° 8 6716 5949
HG12 2CHS + 2FLC N® 9 3027 8036
HG12 2CHS + 2FLC N® 10 1021 4677
C24 tipo silvestre 23376 36279
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de supervision de la reduccién de la expresién 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 regién, una
segunda region, una tercera region y una cuarta region

1) comprendiendo dicha primera region una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucleétidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucleétidos consecutivos de
una region de nucledtidos con sentido de dicho gen diana;

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

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

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

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

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

b) supervisar la reduccidn de la expresién de dicho gen diana mediante el andlisis de la reduccion en expresion
de dicho segundo gen,

en el que el organismo eucariota es una planta, una levadura, un hongo, un moho, o un animal, a condicién 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 reivindicacién 1, en el que dicho organismo eucariota se selecciona del grupo constituido
por algodén, patata, maiz, trigo, arroz, cafia de azicar, colza, Arabidopsis, remolacha azucarera, tabaco y soja.

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

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho segundo gen es un gen
endégeno 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 reivindicacién 1 o reivindicacién 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 region y la region de ARN bicatenaria formada entre la tercera y cuarta regién
son aproximadamente iguales en tamaiio.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha primea y segunda regién y
dicha tercera y cuarta region 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 regién promotora que funciona en dicha célula eucariota; unida operativamente a
b) una regién de ADN que al transcribirse produce dicha molécula de ARNbc; y

¢) unaregién de terminacidn de la transcripcion y de poliadenilacién que actiia en dicho organismo eucariota.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho gen quimérico estd 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 regién y la region de ARN bicatenario formada entre la
tercera y cuarta regién son aproximadamente iguales en tamaiio.

13. Uso de una molécula de ARN de acuerdo con la reivindicacién 12 para medir la reduccién de expresién 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 condicién 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 reivindicacién 12, para reducir la expresion 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 condicién 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 reduccién de la expresién de un gen diana en una célula de un organismo
eucariota, que comprende

a) una region promotora que actda en dicha célula eucariota; unida operativamente a

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

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

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

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

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

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

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

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

¢) unaregién de terminacidn de la transcripcion y de poliadenilacién que actiia en dicho organismo eucariota,
en la que dicho segundo gen es un gen endégeno 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 reivindicacion 15 para medir la expresion de dicho gen diana
mediante la medicién de la reduccidn de la expresion 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 condicién 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 reivindicacién 15 para reducir la expresién 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 condicién 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 reivindicacién
12.

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

20. El organismo eucariota no humano de acuerdo con las reivindicaciones 18 6 19, que se selecciona de una
planta, un animal, una levadura, un hongo o un moho.

21. Un procedimiento para identificar, dentro de una poblacién 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 region,
una segunda regidn, una tercera region y una cuarta regién

1) comprendiendo dicha primera region una secuencia de nucleétidos de al menos 19 nucleétidos con-
secutivos que tiene al menos un 94% de identidad de secuencia con 19 nucledtidos consecutivos de
una region de nucledtidos con sentido de dicho gen diana;

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

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

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

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

vi) siendo capaces dicha tercera y cuarta region de formar una regién 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
condicién de que cuando dicho organismo es un animal, la célula no sea una célula en un cuerpo humano
0 animal.

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

<110> Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization

<120> Procedimientos y medios para control y modulacién del silenciamiento génico
<130> COLINA-PCT

<150> US 60363852

<151> 14-03-2003

<160> 7

<170> PatentIn versién 3.0

<210> 1

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

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para amplificacién por PCR de fragmento CHS/FLC

<400> 1
ctcgagtcta gaggageaga agctgagatg gag 33

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

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para amplificacién por PCR de fragmento CHS/FLC

<400> 2

ctgcaggaat aaggtacaaa gttcatc 27

<210>3

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

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para amplificaciéon por PCR de fragmento CHS/FLC

<400> 3

ctgcaggceac tgctaaccet gagaaac 27

<210> 4

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

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para amplificacion por PCR de fragmento CHS/FLC



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 4

ggtacctiga cttgggetgg ceccact

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

<220>
<223> sitio de recombinacion de attB1

<400> 5
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggcet

<210> 6

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

<220>
<223> sitio de recombinacion de attB2

<400> 6
ggaccactit gtacaagaaa gctgggt

<210>7

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

<220>
<223> plasmido pHELLSGATE 8
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ggccgeacta
tcgeccctata
gaaaaccceg
cgtaatagcg
gaatggaaat
gaaaccatta
tgtcaaaaat
attcactctc
attrcegecc
gactgggcac
gggcgoeccgy
gaggcagcge
gttgtcactg
ctgtcatcte
ctgecatacgce
cgagcacgta
caggggctcg
gatctecgtcg
ttttctggat
ttggctacce
ctttacggta
ftcttctgag
cacgagattt
gggacgccgy
ccgatecaac
tgccgcageg
tactgactat
tgcatgccct
tgtcgeggea
tattattcat
taacttcagt
gatggtggag
ttcttaagat
tacgttaagce
atgattagag
aactaggata

gtgatatccc
gtgagtcgta
gcgttaccca
aagaggccceg
tgtaaacgtt
ttgocgegttce
gctccactga
aatccaaata
ggatccgggc
aacagacaat
ttcttttbgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgetec
ttgatcegge
cteggatgga
cgccagecga
tgacccatgg
ctcatecgactg
gtgatattgc
tcgecegetce
cgggactctg
cgattccacc
ctggatgatc
acttacgttt
tgtggattge
gaaactttga
gacaacatgg
attgcagcta
gcggggaaag
tecagcgact
taaagaagga
tgaatcctgt
atgtaataat
tccegeaatt
aattatcgeg
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gcggecatdg
ttacaattca
acttaatcgc
caccgatcge
aatgggtttc
aaaagtcgcce
cgttccataa
atctgcaaty
aggttctccg
cggctgetct
caagaccgac
gctggecacy
ggactggctg
tgcegagaaa
tacctgcecca
agccggtett
actgttegee
cgatgcctge
tagccggetg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgaaa
gecegecttct
ctccagegeg
gcaacgtecca
gtctcaattc
gggaatactg
aacatcgcta
ttgccaacat
gcaagattaa
tgattcgettet
gtgcgtcgaa
tgceggtcett
taacatgtaa
atacatttaa

cgcggtgtea

cggceegggag
ctggececgteg
cttgcagcac
ccttcccaac
tggagtttaa
taaggtcact
attccecteg
gcaattacct
gcecgettggg
gatgccgeeyg
ctgtcecggtyg
acgggegtte
ctattgggcyg
gtatccatca
ttecgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagy
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctcat
agagcaaata
tctecttgecag
cctagcaccyg
tttttetgaa
cgaactaccce
tccaactggc
tggtgctacc
gcagatcgtt
gcgatgatta
tgcatgacgt
tacgegatag
rctacgttac

catgcgacgt
ttttacaacg
atcccecttt
agttgecgcag
tgagctaagc
atcagctage
gtatccaatt
tatcecgeaac
tggagaggcet
tgttccgget
ccctgaatga
cttgecgcage
aagtgceggg
tggctgatgc
aagcgaaaca
atgatctgga
cgegecatgec
tcatggtgga
accgcratca
gggctgaccy
tctatcgeet
agcgacgecec
gggcttcgga
gctggagtte
gaccacgaac
gaatgcaatg
tcacctcata
gaattatgct
ctecacgeatyg
aaatcatcca
cacgttttca
caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat

tagatcgaat

cgggecccaat
tcatgactgyg
cgccagetgy
cctgaatggc
acatacgtca
aaatatttge
agagtctcat
ttctttacct
attcggctat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcag
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttccteogtg
t¢cttgacgag
aacctgccat
atcgttitcec
ttegeccace
geccggaaggt
atgaatatga
acgktgcatca
cgttggagga
cattcatcaa
gegtgattgg
ataaggacga
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atagcgcgca
taattccagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

1020
1080
114¢
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20440
2100
2160
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cggtgaaggy
attaaaaacyg
tatatcctgc
ctcgatacayg
cagactttgc
aaacacggat
cctgtgatca
ctcgettaac
tggataaagc
gtcgacggat
tatatccatc
cttggtgtat
ggtgttcctt
tgcgaggctd
ccaagccaac
ggtgctcecag
gtgcgtaacg
acatggcaac
gatatggcca
aacacgattt
cgggcagtga
aatcgegeoca
acgtattcgy
ttgacgtgdt
agetgeacgt
ggcagcacct
atgacaaagt
cccaaccagg
gattgaggaa
ccagggetac
caatggecgac
cacggcgcgg
ggacgagectt
ttagccgeta
tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgegtgce
ccaagatcga
cecgrggageg
tcgacacgcy

caatcagcteg
tcegeaatgt
caccagccag
gcagcceatc
tcargttacce
gatctegegyg
aatatcatct
cgtgacaggc
cgctgaggaa
cttrrecget
ctitttegea
ccaacggegt
cttcactgtc
gccggetace
caggggtgac
tggettetgt
gcaaaagcac
tgcagttcac
tgaatggecgt
tacgtcactt
cgtcatcgte
gcgctggctg
tgaacgcact
gatatggatg
aatcagcaag
ggcacggctg
catcgggeat
aagggcagec
aaggcggcgg
aaaatcacgyg
ctgggeegec
ttcggtgatg
ggcaaggtca
aaacggcecgg
cgacttcgeg
cggccagacg
ggcaccagdc
ccogcaagga
cgacgcggygg
gceoceogegaa
gcgcgacage
ttcgecgtegt
aggaactatyg
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ttgcecegtct
gttattaagt
ccaacagete
agtccgggac
gatgctattc
agggtagceat
cectogecaga
tgtcgatcrt
gctgagtgge
gcataaccct
cgatatacag
cagccgggea
ccttattege
gcoggcegtaa
gctgccaact
ttctatcagce
cgcecggacat
ttacaccgct
tggatgccgg
azaaaactca
tgcgcggaaa
ttttacgegt
atggcgacygc
acggatgget
cgatatacge
ggacggaagt
tatctgaaca
cacctatcaa
cggccggcat
gecgtegtgga
tgggcggect
ccacgatcect
tgatgggegt
ggggtgcgcy
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
tttreccgeey
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagyg
acgaccaaga

cactggtgaa
tgtctaageg
ccecgacegge
ggcgtcageg
ggaagaacgg
gttgattgta
gatccgaatt
gagaactatg
gctatttett
gceteggggt
gattttgeca
ggataggtga
acctggeggt
cagatgaggyg
tactgattta
tgtcectect
cagcgetate
tctcaacccy
gcaacagceec
ggccgeagtic
tggacgaaca
atgacagtct
tggggcgtct
gycegetgta
agcgaattga
cgetgtegtt
taaaacacta
ggtgtactge
gagcectgteg
ctatgagcac
gctgaaactc
cgcecectgetg
ggtcecgccecyg
tgattgccaa
tcgtgcagyy
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgteggcetce
cteceeccetge
aggcggeagy
agcgaaaaac

aagaaaaacc
tcaatttgtt
agctcggeac
dggagagccgt
caactaagct
acgatgacag
atcagccttce
ccgacataat
tagaagtgaa
cattatagcy
aagggttcgt
agtaggcecca
gctcaacggg
caagcggatyg
gtgtatgatg
gttcagetac
tctgctetca
gtacgcacca
gcattatggy
ggtaacctcy
gtggggcrat
ccggaagacg
tatgagectyg
tgaatcecege
gecggcataac
ctcaaaatcg
tcaataagtt
cttccagacg
gcctacctge
gtcegegage
tggctcaccyg
gcgaagatcyg
agggcagagc
gcacgtccce
caagattcgg
tgecgataag
gcacattgce
tgaccggaayg
aaccatcgca
gatggtccag
cctgeecegeyg
tttggcgaag
cgecggegayg

accccagtac
tacaccacaa
aaaatcacca
tgtaaggcag
gecgggtttyg
agegttgcetyg
ttattcattt
aggaaatcgc
cgttgacgat
atttttecgg
gtagactttc
cccgegageg
aatcctgctce
gctgatgaaa
gtgttttoga
tgacggggtg
ctgccgtaaa
gaaaatcatt
cgttggecte
cgcatacagc
grcggggctea
gttgttgcge
ctgtcaccct
ctgaagggaa
ctgaatctga
gtyggagcrge
ggagtcatta
aacgaagagc
tggccgicgg
tggeccgeat
acgacecgeg
aagagaagca
catgacttct
atgcgcteca
aataccaagt
gtggattatec
ccggegtgayg
gcatacaggc
agccgcacceg
caagctacdg
ccatcggcecg
tcgatgacca
gacctggcaa

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
282¢
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
1360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
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aacaggtcag
aaatgcagcet
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgcggge
cccotatcgg
cgatcaatgy
cgatgggctt
tccgegtect
ccgtcgtgcet
tgtcgcecgac
tcaagctaga
gcgagcagdgt
gggtcaatga
ggggttcage
cttgcttege
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcatte
ggacggccce
gcgaggccga
gatgatcgtc
acttaatatt
gotcgeggeg
gctaggtage
ggcgetgttg
gdgcgggogcg
gectetgete
agctttagtg
gtggctogge
actcgaacct
attgecoceg
cgcatcaggc
cggcgagegg
aacgcaggaa
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctccecteg
ctcececttogg
taggtcgtte
gccrratcecg
gcagcagcca

cgaggccaag
cceceegtte
cecgetetgec
ggtcatttec
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtgge
gtttgctgge
ggcccgacgg
aacctteege
cggcgaagee
tgacctggtg
ageccageget
tcagtatcge
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcetaca
aaggacgcte
ggggtcgecyg
cgacagatte
tegetatoet
acggtaggcy
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccg
tttgatcege
ctgatcggag
acagttgttte
atcttcatat
gctcttecege
tatcagctca
agaacatgtg
cgttttecea
ggtggcgaaa
tgcactetee
gaagcghgge
gctccaaget
gtaactatcyg
ctggtaacag
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caggccgegt
gatattgcge
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgegttggge
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgea
tgattaaggc
gattgtcggc
aaaagcecat
tcgacggega
acaaggcgca
gtatgctgcect
caacggdaat
ggagettgtt
ctgtgcagec
tgatggcagr
caaacgcage
cgttcggaac
cctggcaact
caatcecgat
cgggtttaac
ccttactggg
gcggtgtgaa
ttcetegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggcteocge
cccgacagga
tgtrcegace
gctttctcaa
gggetgtgty
tctrtgagtec
gattagcaga

tgctgaaaca
cgtggcocegga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tcrtacgaget
aggaatgccect
acctggaatc
cccgtigeca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggatte
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggegegcte
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggegtee
gatcattggy

tctgtcegge

gcgggcgttyg
ctggtggatg
grctatttcg
gctgatggte
cctgggggct
gctagatect
cgtgctgacce
ggcggcegga
gcctacagga
ctacttcett
ctttctcage
ataccgcaca
actgactege
gtaatacggt
cagcaaaagyg
ccecectgacyg
ctataaagat
ctgecgetta
tgcteacget
cacgaaccecce
aacccggtaa
gcgaggtatyg

cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaateocceg
gatcacctac
gttggagtac
tcgccaggac
gtcgcegecta
ggtgtcgctyg
ggtcctgatg
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtg
cggcctggty
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactge
cggcttggag
gctcoccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtet
gttttegtag
ccggcgggtt
cgcatcttea
gtctaccgec
gtgttcatct
atttgcggaa
gteggegteg
cgcaagtgge
ggacttctge
accaatgttc
tggttceggg
cgggatggcey
gatgcgtaag
tgcgecteggt
tatccacaga
ccaggaaccy
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
cegttcagee
gacacgacktt
taggcggtge

cagatcaagg
gogatgecaa
cgcgaggcac
accggcecgteyg
gcgaagegea
ctgggctggt
caggcgacgyg
ctgcaccgcet
gacgaggaaa
taccgcaage
ccgtaccege
aagaagtggc
gaacacgcct
gttcecggetg
gctcgacgcea
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggte
tgcgagatge
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctegt
tecteggege
tgccgggegyg
ctgccgetet
ctgegggegt
cagcgggect
aacctcgcgt
tcgttecagt
tcggectgge
ggatctcgcg
ctaagaagct
gagaaaatac
cgttcggctg
atcaggggat
taaaaaggcce
aaatcgacgce
tecccectgga
gtccgectte
cagttcggtyg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc

4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
§960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
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ttgéagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcecceyg
gcaatgatac
gccggaaggyg
aaacaagtgg
aggtttgecga
gcaggtggeg
gcacctatec
ttacatctcg
agagcttgtc
cattgttgtyg
gaaaaagtgg
tgtacetgee
cacgtataaa
gggagcacag
aattcagygag
agaggtagtt
cggctccgea
gaccgtaagy
ggectteceet
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
cgatcecggtt
cteogeegece
gtacagcgea
gcgeetgeeg
agaagatcgc
cgagatcacc
cgcggcygegg
ggtggttcta
tgttttagtg
tccaagcaac
ctctgagagce
taggcttata
caatgggaca
ggggcgeggc

ggectaacta
ttaccttegy
gtggttrtte
ctttgatctt
tgotcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
cecgtgtagat
cgcgagacce
ccgagegeag
cagcaacgga
tcecgetgtge
gaaacattgg
gaccaagoct
gatgatgact
gggaagattg
tcgcacacgc
gcactaagca
cgcaatttgt
actagaccte
gatgacgcct
ttaaacatca
ggcgtcatcy
gtggatggcg
cttgatgaaa
ggagagagcyg
ccgtggcgrt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggcty
gfaaccggca
geccecagtate
ttggecctege
aaggtagtcg
¢cttaactcaa
agcetcgtac
gatgaagcectc
tacgacaact
aactacgata
taragcgcaa
acgaacttct
gtctatggcg
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cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggy
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtect
ttdgcaaacc
caggegttag
atgctgagaa
ttgaactatc
ctgatgaaga
aactcaacte
accgaggcaa
gacagctect
acgcaaaatg
aagtctegaa
aécaattcat
tgagggaagc
agcgccatet
gcctgaagee
caacgcggcg
agarttctceg
atccagetaa
tcttcgagee
atagegttge
atctatttga
gcgatgagcg
aaatcgecgcc
agcccgtcat
gegecagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
ttgcgatggce
gtcttcccta
ccataagcaa
atagttecatc
atgggtctcg
trtcecacate
gcaaagatgyg

agaaggacag
ggtagctcett
cagcagatta
tctgacgetre
aggatcttca
tatgagraaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tgteacgect
gocgtcatatyg
ccatttcatt
taccagaagt
ctctgettge
aacatggaac
aggagtcgceg
tggcatacga
tggctttact
cgaaacagcg
tcaagccgac
ggtgatcgec
cgaaccgacy
acacagtgat
agctttgatc
cgctgtagasa
gcgcgaactyg
agccacgatce
ctrgataggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgte
acttgaagct
gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
atcggggcay
tgactactce
ttacgacaat
caattacgac
cactttegec
tggcaaaagg
gagcttetygce

cattcggtat
gatccggeaa
cgegeagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttagtctga
ttegtteate
taccatctgg
tatcagcaat
cecgcectocat
tttgtgccaa
aagatttcgg
gttcgtgaag
gtgagcccct
tatggcgeat
gatctagect
cacagtctca
ttagagacac
ctcggoggea
atgtactggt
accgettegce
gaagtatcga
ttgctggeeyg
attgatttgc
aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagcggcegy
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgecgact
aggcaggcett
tttgttcact
cgttcaagec
actatgeogeg
gcacttgetg
ccatccaact
agtccatcaa
aatagtcgca
ggctactacyg
atgttctaca

ggggcattgg

ctgcgectctg
acaaaccacc
aaaaggatat
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgece
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
aagccgegceg
tgatccctga
tgttegatgt
accggaagga
tcatcgacca
ctatcgaaca
tcgaatttgce
aaacgaacaa
ttgacctgtt
actggttcte
ggcgcggetet
ctcaactate
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcagceg
tggctatcett
aggadactctt
cgctatggaa
cccgeatttg
gggcaatgga
atcttggaca
acgtgaaagg
gacgeccgett
atctgttgaa
acctgccaat
acgacatttc
attacgacaa
acggaaatcg
tcattgccaa
ceccaaaagy
tcgtcataaa

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7520
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
B460
4520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
5480
8540
2600
2660
9720
9780
9840
9900



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tggccaattt
geectgetete
ggccgagggy
gagaaggggd
aaaaacaagqg
gaaaaacggyg
tgtcaatagg
ccotcatcotg
gecttgtecac
ggctgaccag
gececgggtgag
gttttccgeg
acggegttte
ccagcecgygt
ttcocecgeceac
acggaacttt
acgattttcg
gaccgegttyg
ccaagggatc
acagaagtca
cacatacaaa
ataaacgcete
aaactgaagqg
gacceccgee
attgaaggag
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg
atracgccaa
ggagctetec
aatctgagcet
atatcaacta
gtacaaaggc
cagaggcaag
tcacccocaa
caccaaagca
cCcccaagaga
atctaggaag
aggttagcct
cagcaggtct
ccaagaaggt
aagacatatt
ataaaccaag

tcgecttgecce
taataaaatg
cgcagccccet
ggcacceece
tttataaata
cggaaaccck
tgcgcccctc
tcagtagtcg
atcatcegtg
ctcecacgteg
tecggecccte
aggtatccac
tggegegttt
gagcgtegga
agacccggat
ggcgegtgat
acagcgtcgg
agggatcaag
tttttggaat
ttatcgtacg
tggacgaacys
ttttctctta
cgggaaacyga
gatgacgcgg
ccactcagec
ctggcacgac
ttagcktcackt
tggaattgtg
gctatttagg
catatcgacc
taacagcaca
ctacgttgtg
ggcaacaaac
agcageaget
aggagaagct
aaaagcccac
gatctectert
gaagttcgaa
cttcaatttc
catcaagacg
taaagatgca
tctcaagatc
gcaagtaata
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tgacagataa
ttaggagctt
ggggggatgyg
ttcggegtgc
ttggtttaaa
tgcaaatgct
atctgtcagce
cgcecectceaa
ggaaactcge
ceggccgaaa
aagtgtcaac
aacgccggcy
gcagggeeat
aagggtcgac
tgaaggcgagyg
gactggccayg
atttgcgate
ccacagcagce
gctgctecgt
gaatgceage
gataaacctt
ggtttacccy
caatctgatc
gacaagccgt
ccaatacgea
aggtttcecyg
cattaggcac
agcggataac
tgacactata
tgcaggcggce
gtbgetecte
tataacggtc
ggcgtbcceccg
gacgegtaca
caactcaagc
tggctcacgc
gceecgygaga
ggtgaaggtyg
agaaagaatg
atctacccga
gtcaaaagat
agaagtacta
gagattygag

cggcctgaag
ggoctgecatt
gaggcccgcy
gcggtcacge
agcaggttaa
ggattttctyg
actctgeccece
gtgtcaatac
gtaaaatcag
tcgagectge
gtccgecect
gccggccgeg
agacggccge
atcttgctge
atccagcaac
gacgtcggec
gaggattttt
ccactcgace
cgtcaggctt
actccegagy
ttcacgcctt
ccaatatatc
atgagcggag
tttacgtttg
aaccgectet
actggaaagc
cccaggettce
aacttcacac
gaatactcaa
cgctcgacga
tcagagcaga
cacatgcegy
gagttgcaca
caacaagtca
ccaagagett
taggaaccaa
ttacaatgga
acgacactat
ctgacccaca
gtaacaatct
tcaggactaa
ttccagtatg
tctctaaaaa

atcatgtate
ttrggggtga
ttagcagggee
gccagggege
aagacaggtt
cctgtggaca
tcaagtgtca
cgcagggcac
gegttttege
cceteateotg
catctgtcag
gtgtctcgca
cagcccagoeg
gttcggatat
tcgecgecaga
gaaagagcga
cggegetgeyg
ttctagccga
tccgacgttt
ggaaccctgt
tttazatatc
ctgtcaaaca
aattaaggga
gaactgacag
cceegogegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc
gctatgecatce
attaattoca
atcgggtatt
tatatacgat
caagaaattt
gcaaacagac
tgctaaggee
aaggcccage
cgattoeote
gttcaccact
gatggttaga
ccaggagatc
ttgcatcaag
gacgattcaa
ggtagttecct

taagcaacta
ggccgttoge
gggagggtte
agecectggtt
agcagtyggee
gcccctcaaa
aggatcgege
ttatccccag
cgatttgcga
tcaacgecege
tgagggccaa
cacggcettceg
gcgagggcaa
tttcatggag
tcatcectgtg
caagcagatce
ctacgtccgc
cccagacgag
gggtggttga
ggttggcatg
cgttattcta
ctgatagttt
gtcacgttat
aaccgcaacg
tggeegatte
cgcaacgcas
ctteccggeto
tatgaccatg
caacgcgttg
atcccacaaa
caacaccctc
gactggggtt
gccactatta
aggttgaact
ctaacaagce
agtgatccag
tatcttracg
gataatgaga
gaggcckacy
zaataccttce
aacacagaga
ggcttgette
actgaatcta

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
108860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11490
11460
11520
11580
11640
11790
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
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aggccatgca
ggcgaacagt
atggtggagce
caaagggcta
tgcccagcta
tgccatecatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatcecttegc
tcgagacaag
tattaaatta
agtcactatg
caaatgttet
tcaaacggaa
aaaaagaaat
acctatteat
caactcttat
cttactaaac
tataagggag
attttegegy
catatcgatg
acgggagact
gggecgtgtca
ataggtgtaa
tcatttcaat
cggcacgcag
catcatatat
cttcatagca
ccaaaagttg
gaagtgatct
cttagtcgac
ttgtgtttta
atbtatatca
ggtaccccag
aagtgatgtt
tataaatata
taagacgaag
atgtaagatg
ttgatgaatt
ataatatttt
tattttagtt
caataaacaa

agtaatctaa

tggagtctaa
tcatacagag
acgacactct
ttgagactet
tctgtcactt
gcgataaagg
ccecacceac
tggattgatyg
aagaccctrc
tttgtacaaa
gattttgcat
aatcaactac
tcgggtgatyg
tcgtcogtate
aagaaaaaga
atacgctagt
acttktctct
gtgataaagt
cctgacattt
tggctgagat
gtcatcatge
Ltatctgaca
ataatatcac
accttaaact
aaaccgggcyg
acgacgggct
gccttgagca
cacctetoet
gcccagggcet
tcegtcacag
tacaggtcac
cagtattatg
ttttacgttt
cttggtaagg
aattagtatg
ttgtttacat
aagataaaag
atatactage
aaatatcaat
tttatgatta
taaaagttaa
aatattaaat
tgtaacaaaa

ES 2 346 645 T3

gattcaaatc
tcttrcacga
ggtctactecc
tcaacaaagg
catcgaaagy
aaaggctatce
gaggagcatc
tgacatctcc
ctctatataa
daagctgaac
aaaaaacaga
ttagatggta
ctgecaactt
cagcctactce
ggtgcgagcec
gtcatageccc
tacaagtcgt
ttctgtaatt
atattcceca
cagccactte
gccagettte
gcagacgtgc
tctgtacate
gecatttcacc
acctcagceca
tcattctgea
actgatagct
tgacatactt
tcceggtate
gtatttatte
taataccate
tagtetgttt
ctegetecage
aaataattat
attataataa
aaacaacata
ttgagagtaa
attaatattt
gataaaatac
atagtttatt
taaatatttt
aacaagctaa
cataatctaa

gaggatctaa
ctcaatgaca
aaaaatgtca
ataatttcgg
acagtagaaa
attcaagatc
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
gagaaacgta
ctacataata
ttagtgacct
agtcgacega
gctattgtce
tetbttbtgt
tgaaaatcat
tcggcecttcat
tctactgtat
gaacatcagg
tteceocgata
atcccecgata
actggccagyg
cacaaacaga
agtceetgtt
tceccttcctg
tggttgtget
gtcgctgteca
cgggtagtge
aacaggdgaca
ggcgcaaagt
taagtagttyg
tttatgcaaa
trtctegtac
tttcttttet
tatagttgtt
gtaatgtaaa
gtatattatt
gttttaatca
tatagtaaaa
atataattaa
gttagaaatt
agtaacaaat

tgctaatata

cagaactcgc
agaagaaaat
daagatacagt
gaaacctcct
aggaaggtgg
tcretgeega
aagacgttee
gggatgacgce
ttcatttgga
aaatgatata
ctgtaaaaca
gtagtcgace
cagcctteca
tcaatgeegt
gtgacaaaat
ctgcatcaag
ctggattgtc
cgacetgcag
ttaatggcgt
acggagaccg
tgcaccaccg
gggatcacca
cgataacggc
ctegteagea
attttccget
taccagaccyg
actgtcactg
cgatcaacgt
ccaggatita
gcgteggatg
attcatagtg
atctaattta
aaagtggtct
ccttttagta
ataattgtga
aaaatatgac
tttaatgaat
taatagtaat
ataagaataa
atatctatac
ccaatctgcect
aatatcaaac

acaaagcgca

cgtgaagact
cttcgtcaac
ctcagaagac
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtccce
aaccacgtct
acaatcccac
gaggacacge
aatatcaata
caacatatcc
gacagccttc
aatgttecttc
attaaatcat
aaaaacatct
aacaatttca
agectctata
actggetgtg
ttttgatgtc
gcacactagc
ggtaaagtte
Cececgtecgeec
tctctctttt
aaagagcegt
ttccagegtt
gagatattga
taatacgctyg
ctcatttteg
tttattctge
atgctgccaa
actggatcatg
atatattgat
cgaggaattc
taaaatagtt
aaaaataatrt
aagtgatgtg
ttgatcgaac
tctagctggt
ataaattaaa
cattactaaa
tgtaatttat
taatagaaac

agatctatca

12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14320
14580
14840
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
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ttttatatag
ttattaactt
aggtaacatg
gttgggaage
agctgaacga
aaaacagact
agatggtatet
Cgaataaata
tgatacecggg
actcttatac
tactaaacgt
taagggagec
tctegeggtyg
tatcggtggt
gggagacttt
gegtgtcaat
aggtgtaaac
atttcaataa
gcacgcagac
tcatatatgce
tcatagcaca
gacactagcyg
acctcectrtote
ctggatacga
cagcatcace
taagtagttg
tttatgcaaa
ttttrrgtac
gcatgatatt
cagatcctta
ttttatgaat
tattaaaatg
gccacaataa
aaccggtcaa
gggcetagtat
gtteecegec
ccgaaagtta
gcecccgagaa
aaccttgaca
cgaggctcag
tgtcacctaa

tattatttte
ctaaatggat
atagatcatg
tgggttcgaa
gaaacgtaaa
acataatact
agtgacctgt
cctgtgacygy
aagceetggg
ttttctctta
gataazagttt
tgacatttatc
gctgagateca
catcatgecge
atctgacagce
aatatcactc
cttaaactge
accggygcgac
gacgggctte
cttgagcaac
cctctttttg
tatatgaata
cttattteott
cgattcegtt
cgaagaacat
attcatagtg
atctaattta
aaacttgect
tgcttrcaat
cogeeggttt
aatattctecc
aaaacaatat
caaacaattg
acctaaaaga
ctacgacaca
ggcgegeaty
cgggcaccat
ttatgcagca
gtgacgacaa
caggacctge
atctge
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aatcaacatt
tgactattaa
tcatetgtgtt
atcgataagce
atgatataaa
gtaaaacaca
agtcgactaa
aagatcactt
ccaacttttyg
caagtecgtte
ctgtaattte
attccecaga
gccacteert
cagctttcat
agacgtocac
togtacatcca
atttcaccag
ctcagecaktc
attctgeatg
tgatagctgt
acatacttct
aggtagatgtt
tttatgatect
tgagaagaac
ttggaaggct
actggatatg
atatattgat
agagtcctge
tctgttgtac
cggttcatee
gttcaattta
attgtgctga
cgttttatta
ctgattacat
ccgagegygceyg
ggtgagatte
tcaacccggt
tttttttggt
atcgttgggce
aggcatgcaa

cttattaatt
ttazatgaat
atrattgate
ttggatcete
tatcaatata
acatatccag
gttggcagca
cgcagaataa
gcgaaaatga
ggcttcatct
tactgtateg
acatcaggtt
ccocogataac
ccccgatatyg
tggccaggygg
caaacagacg
tcectgttet
ccttectgat
gttgtgctta
cgetgtcaac
gttottgatg
tteattttgt
aatacggcat
atttggaagy
gteggtegac
ttgtgtttta
atttatatca
tttaatgaga
acgttgtaaa
taatgaatat
ctgattgtac
ataggtttatc
ttacaaatcc
aaatcttatt
aactaataac
cttgaagttg
ccagcacggce
gtatgtgagc
gggtccagag
gctagcttac

tctaaataat
tagtcgaaca
ttacatttagg
tagaccactt
Ctaaattaga
tcactatgaa
tcacecgacg
ataaatcctyg
gacgttgatc
ggattttcag
acctgcagac
aatggcgtet
ggagaccgge
caccaccggyg
gatcaccatc
ataacggectc
cgtcagcaaa
tttcecgetee
tcagaccgga
cgtcactgta
cagatgattt
cacacaaaaa
tgaggacaat
ctgtcggtcg
tacaggtcac
cagtattatg
ttttacgttt
tatgcgagac
aaacctgagc
atcacccgtt
cctacractt
agcgacatct
aattttaaaa
caaatttcaa
gttcactgaa
agtattggec
ggccgggtaa
cccaaatgaa
cgaattttge
tagtgatgea

acttgtagtt
tgaataaaca
attgattaca
tgtacaagaa
tttegeataa
tcaactacte
cactttgegc
gtgtcecetge
ggatttcaca
cctetatact
tggctgtgta
ttgatgtcat
acactggcca
taaagttcac
cgrcgeecgg
tctcttttat
agagccgtte
ccagcgttcg
gatattgaca
atacgetget
tcaggacrcat
agaggctege
agcgagtagg
actaagttgg
taataccatce
tagtctgtete
ctcgrtteage
geectatgate
atgtgtaget
actatcgtat
atatgtacaa
atgatagage
asagcggeag
aaggccccag
gggaacteeg
gteegeteta
ccgactiget
gtgcaggtca
gacaacatgt
tattctatag

15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15500
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
156740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
11476
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