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INVENTOR(ES) (72)

1 HEATHER M. ANDERSON
MONSANTO TECHNOLOGY LLC,
800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, MO 63167,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2 JAMES A. BAUM

MONSANTO TECHNOLOGY LLC,

800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, MO 63167,
._ ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

3 CATHERINE A. CHAY
MONSANTO TECHNOLOGY LLC,
800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, MO 63167,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

4 JAMES K. ROBERTS
MONSANTO TECHNQLOGY LLC,
800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, MO 63167,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

5 BEI ZHANG
MONSANTO TECHNOLOGY LLC,
800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, MO 63167,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
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Senor

Jefe de la Division de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio

Ministerio de Comercio, Desarrollo, industria y Turismo

E. S. : ;D[= K ] ;
Ref.. PODER conferido por MONSANTO TECHNOLOGY LLC .

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada
como aparece al pié d_e mi firma, atentamente manifiesto a Ucii,s. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTEVL'LANOS ABONDANO, el poder que me confirio MONSANTO
TECHNOLOGY I'_LC,‘con domicilio en 800 Nbrth Lindberg Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, ESTADOS UNIDOS‘ ADE AMERICA, debidamente legalizado por
Apostilla bajo el No. 142500, el dia 21 de Diciembre de 2005, con las mismas facultades
que me fueron conferidas, para tramitar la solicitud de patente PCT Entrada en Fase
Nacional, para: “COMPOSICIONES INSECTICIDAS Y METODOQ :PARA CREAR

PLANTAS TRANSGENICAS RESISTENTES A INSECTOS".-
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COLOMBIA

PODER

El (los) MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Domiciliados en 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louls,
Missouri 63167, EEUU

Nombran por el presente a XIMENA CASTELLANOS A. y/o
MARGARITA CASTELLANOS A, abogadas con oficina$ en la
Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-Colombia para obtener la
proteccién de mi (nuestra) propiedad Industrial y con este fin
autorizamos a dichos apoderados para que nos representen
ante cualesquiera autoridades o personas de los érdenes
administrativo, contencioso —administrativo y judicial en todo lo
relacionado con los siguientes actos y gestiones:

a}” Obtencion de patentes de invencidén, modelos y dibujos

industriales; registro de marcas de fabrica, de semwicio, -,

colectivas o defensivas y de denominaciones de origen,
depdsito de nombres y -ensefias comerciales; su
renovacion, prérroga, inscripcién de traspaso y cambio de
nombre o domicitio, cancetacién voluntaria y el registro de
licencias de uso de esos derechos;

b) Para la obtencién de registros sanitarios;

c} Acciones de oposicidn, observacion, cancelacion, nulidad,
medidas cautelares y en general los juicios civiles, penales,
administrativos o “contencioso - administrativos que
promovarmos o Se nos promuevan. '

Pudiendo en todos los actos y gestiones arriba mencionados

sustituir éste mandato, transigir, desistir, recibir, cancelar,

renunciar, aceptar notificaciones y nombrar -apoderados .

judiciales y extrajudiciales.
Finalmente, este poder ratifica la validez de todos los actos y
solicitudes que, a nombre de la poderdante hubieren realizado

los apoderados en relacién con las facultades anteriormente
enumeradas, antes de la suscripcién del presente poder

Dadoy firmadohoy 19 de Diciembre de 2005

en St. Louis, Missouri, USA

por ~ MONSANTO TECHNOLOGY LLC

- {El notario debe suscribir el documento en la pagina siguiente)

(Se requiere legalizacion consular © mediante apostilla)

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

GO T F ~FRPCS

POWER OF ATTORNEY

| (we) the undersigned MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Of 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri

' 63167, EEUU

hereby -grant(s) Power of Attorney slo  XIMENA
CASTELLANOS A. and for MARGARITA CASTELLANOS a.
attomeys residing at Calle 94 A No. 7 A-Q9, Bogota-
Colombia, to - obtain the protection of my {our Industrial

Property, for which purpose we authorize the said attorneys to

‘represenit.us belore any authorities, or persons, specially
those, administrative, contentious and judicial, in all matters

. conceming the following:

a) Obtainment of patents models and designs, registration of

trademarks, sefvice, collective and defensive marks, and of

designations * of. origin; the deposit of trade names and

" ensigns; its renewal, extension, recordal of assignments,
-change of name or domicile, voluntary cancellation, and the
" registration of licenses of use of the above rights;

b) .For the obtainment of Sanitary registrations;

c) ‘Actions of opposition, canceliation, nullity, infringement,

granting of licenses; and in general the civil, criminal and
administrative suits related to those rights; actions and
suits instituted by us or against us;
In all the above matters they may substitute this power of
attomney, compromise, desist, cancel, receive, renounce,
accept notifications and appoint attorneys in fact, in or-out of
cour.

Finally, this power of attomey ratifies the validity of all acts
and applications made by the representatives in the name of
the signatary of this power of attorney, with regard to the
faculties above given, betore the execution of the present
power of attomney.

Given and signed this  19th December, 2005

in St. Louis, Mlssourl

bv
Hoe er

(Notary shall execute on the next page)
(Consular legalization or apostille is required) -

brrsgmin :
sta copz: comcide'con ef',c:rlg\nn
que fuve a la vigta,

NOTARIAL CERTIFICATION (Corporation)

ALVARO CASTELLANOS M. & CIA, 7



COLOMBIA

Hoy 19l Dic. delaio 2005
comparecit (eron) personalmente
DENNIS R. HOERNER

- & quienes conozco como la(s) personas que firma(n) en’

epresentacion de la Sociedad (Compaiiia) denominada
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Certifico :
a) Que MONSANTO TECHNOLOGY LLC

r

ed una sociedad/Camnpafiia legalmente constifuida y
existente de acuerdo con las leyes de

b} Que el domicilio de dicha Sociedad/Comparia es
St. Louis, Missouri

c) 'Que el objeto u objetos para los cuales se ctorga el
presente poder estdn comprendidos dentro del objefo

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

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

(Ciudad) St. Louis

(Estado) Missouri

Hoy 19del Diciembre de 2005

~ (Notario Piblico)

*Los documentos debe identificarse con fecha y origen. -

Onthis 19 dayofDec. of 2005
personally appeared

Dennis R. Hoerner

whom | know to be the person(s) who signed this document as
reprasentative(s} of the Corporation /Company named
Monsanto Technology LIC

i cemfy

a) That

Monsanto Technology LIC

is a corporation (Company 'Iegally constituted and in
existence in accordance with the laws of
b) That the domicile of said Corporation/Company is

St. Louis, Missouri

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

d) ThatMr. Dennis R. Hoerner

is (are} authorized to grant the present Power of Attorney. The
aforementioned was duly proven through the following
documents and | duly certify having seen them*:

(City) St. Louis
(State) Missouri

this 19 day oPecof the year 2005

{Notary Public)l

*Documents must be identified with date and origin

artbia,

SR A, MICHELLE LUDWiG
IF NUTARY%' chmﬂpims
* ! . uly 13,
%SEAL St. Lauis County
F

OF M Commission #05550747

B RAGUITin O
?i-‘rlll‘LI Q0L -
B MR SIS R e
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Apostille

GORF - FNP-

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

This public document
has been signed by

. Country: United States of America

MICHELLE LUDWIG

acting in the capacity of

NOTARY PUBLIC

MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

bears the seal/stamp of

at Jefferson City, Missouri

the 21%7

Certified

day of

DECEMBER 2005

by Robin Carnahan, Secretary of State,. State of Missouri

No. 142500

Seal/Stamp

)

Comm. 48 (01-2005)

10. Signature:

alavista.
SR S R 7 S

TE MG argn’
e g

e con ol origina

\ ~ - il
WK E -rA&I UNOJ
RORTIIEN. T i .



TRADUCCION OFICIAL No. 06-02-04
de un documento escrito en INGLES, el cual para su identificacion lleva

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

Minjusticia, al igual que la presente.—
{Adjunto a un documento de Poder otorgado por MONSANTO
TECHNOLOGY LLC)
-Sello Notarial:
MICHELLE LUDWIG
Mi comisién vence Julio 13, 2009

Condado de St. Louis — Comisién #05550747

APéSTILLA
(Convencion de La Haya de.oc'rubre 5. 1961)
1.- Pais: Estados Unidos de América
Este documento pL’Jblico
2. ha sido firmado por Michelle Ludwig
3. actuando en su caracter de Notario Pdblico
4. lUeva el sello de Michelle Ludwig ~ Notario Poblico - Estado de
Missouri |
CERTIFICADO
5. En lefferson City, 'Missouﬁ.

6. Eldia 21 de Diciembre de 2005

BT MO, ""SRIV
GTVaRiocuna, EIRA

LEF: ”‘N’T"’Mﬁ—lﬁa "-‘i ﬁ:&ﬁﬁrj

b
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7. por Robin Carnahan, Secretario de Estado, Estado de Missouri

8. No. 142500
10. Firma:

9. Sello (en d'orodo)
(fdo) Robin Carnahan

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, ala cual me remito,

Bogotd, D. C., Febrero 9, 2006. .-

DORA DUQUE pE BERNAL
TRAGUCTORA € INTERPRETE pigy,
RES. 02755/68 ¥ 01144/, - MINJUSTICHA
REP. DE coLompy

All: 5o
CIONES

FEDE BOROTA Y ¢

SABILIDAD pEy TExlg .
ELEGALIZA

Lta
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(54) Title:
PLANTS

INSECTICIDAL COMPOSITIONS AND METHODS FOR MAKING INSECT-RESISTANT TRANSGENIC

(57) Abstract: The present invention provides isolated polynucleotide sequences encoding ET37, THC810 and TIC812 proteins from
Bacillus thuringicensts, and nucleotide sequences for use in expressing TIC809, ET37, TIC810 and TIC812, and fusions of various
nsecticidally effective combinations of these proteins such as TIC 127, in plants. Methods of making and using the polynucleotide
sequences and the proteins in the development of transgenic plant cells and transgenic plants exhibiting improved insect resistance
against (J) Coleopteran insects including Western Com Rootworm (Dibrotica virgifera), Southern Corn Rootworm (Dibrotica unde-
cempunctaia), Northern Corn Rootworm (Diabrotica barbed), Mexican Carn Rootworm (Diabrotica virgifera zeae), Brazilian Corn
Rootworm (Diabrotica balreata) and Brazilian Corn Rooiworm complex (Diabrotica viridula and Diabrotica speciosa), and against

Hemipteran insects such as Lygus bugs, are disclosed.
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BACKGROUND OF THE INVENTION

The present invention relates generally to the field of plant molecular biology, and

more particularly to novel polynucleotide sequences and proteins encoded from such

sequences derived from Bacillus thuringiensis and that encode ET29, TIC809, ET37, TIC310
and TIC812 proteins that exhibit toxicity to coleopteran species and to insects within the
super-order referred to as Hemiptera. Coleopteran toxic proteins include ET29, TIC809 (an
amino acid sequence variant of ET29), and ET37 (a homologue of ET29). TIC810 and
TIC812 and nucleotide sequences encoding these proteins are also provided herein. When
TIC810 or TIC812 are combined together with ET29, TIC809 or ET37, insecticidal
compositions are provided that exhibit surprisingly greater potency against coleopteran
species as compared to the presentation of only ET29, TIC809, or ET37 alone, and the
combination of the two (TIC810 with either ET29, TICR09, or ET37, or TIC812 with either
ET29, TIC809, or ET37) surprisingly provides a Hemiptera toxic composition, particularly
when provided in the diet of species such as Lygus hesperus (western tarnished plant bug,
WTPB). Methods of making and using polynucleotides encoding these and related proteins
in the development of transgenic plants and plant cells that are resistant to Coleoptera and
Hemiptera insect infestation are also disclosed.

Environmentally-sensitive methods and compositions for controlling or eradicating
insect infestation are desirable in many instances because crops of commercial interest are
oftc;,n the targets of insect attack, particularly attack from coleopteran and lepidopteran insect
pests. This is particularly true for farmers, nurserymen, growers, and commercial and
residential arcas which seek to control insect populations using environmentally friendly
methods and compositions. Controlling or eradicating Hemiptera infestations of crops is
also of commercial importance, and is increasing in importance as biotechnology approaches
for coleopteran and Lepidopteran pest control methods become more widely available,
particularly because fewer chemical insecticidal applications are utilized, which result in
broad spectrum insecticidal activity.

The insecticidal properties of the bacterium Bacillus thuringiensis have been long
recognized. B. thuringiensis is well known for producing proteinaceous parasporal crystals,
or d-endotoxins, that exhibit specific toxicity to a variety of lepidopteran, coleopteran, and
dipteran larvae (English et. al., US Patent No. 6,063,597). Compositions comprising B.

thuringiensis strains that produce insecticidal proteins have been used commercially as
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environmentally acceptable insecticides because they exhibit toxicity to specific target
insects, and fail to exhibit toxicity to plants, animals and other non-target organisms.

More than 250 different J-endotoxins have been isolated and characterized.
Sequences encoding some of these d-endotoxins have been used to construct genetically
engineered B. thuringiensis products in which one or more insecticidal proteins are expressed
that exhibit specific insecticidal activity to target pests, and have been approved for
agricultural use as topically applied insecticidal compositions. Transgenic plants expressing
one or more Bt insecticidal delta endotoxin proteins for use in controlling one or more insects

within a specific class, such as Lepidopteran or coleopteran pests, have been approved for

. commercialization and have been successful. However, there is a risk that populations of

target pest insects that feed on these transgenic plants will develop resistance to one or more
of the toxins produced by the plants, and so there remains a need for identifying new
insecticidal proteins that can be used alone or together with others that manifest their toxic
effects through different modes of action. New insecticidal compositions are desirable for
producing transgenic plants that express one or more B. thuringiensis insecticidal proteins
toxic to the same insect species, providing a means for managing resistance and delaying or
eliminating the development of resistance of any particular susceptible insect species to any
of the one or more insecticidal agents expressed within a transgenic plant.

Most Bt toxins exhibit toxicity to lepidopteran species. Few have been shown to be
effective against coleopteran species, and other than cytolytic toxins which exhibit no host
range specificity, no Bt toxins have been shown to exhibit insecticidal activity to lepidopteran
or coleopteran species and to Hemipteran species of insect pests. Thus there is a need for
identifying new coleopteran and/or Hemipteran specific insecticidal compositions, and
methods for controlling infestations by members of the Coleoptera and Hemiptera insect
families, particularly for Coleoptera, by members of the family Chrysomelidae, more
particularly, by the genus Diabrotica in the family Chrysomelidae that may include those that
are from the genus Diabrotica including Diabrotica virgifera (western corn rootworm,
WCR), Diabrotica undecempunctata (southern corn rootworm, SCR), Diabrotica barberi
(Northern Com Rootworm, NCR), Diabrotica virgifera zeae (Mexican Corn Rootworrm,
MCR), Diabrotica balteata (Brazilian Corn Rootworm, BZR) and Brazilian Corn Rootworm
complex (BCR) consisting of Diabrotica viridula and Diabrotica speciosa), and particularly
by members of the super-order Hemiptera, which includes any insect pest within the sub-

order Heteroptera, including insects commonly referred to as stink bugs, Lygus bugs



10

15

20

25

30

WO 2007/627776 PCT/US2006/033867

(including Lygus Hesperus, Lygus lineolorus, and Lygus elisus), assassin bugs, bed bugs, and
flower bugs, and the sub-order Homoptera, including insects commonly known as cicadas,

aphids, leafhoppers, scale insects and whiteflies.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides polypeptide compositions isolated from BA.
thuringiensis that exhibit insecticidal activity against Coleoptera and Hemiptera insect pests,
and provides nucleotide sequences encoding such polypeptides. The present invention
provides control of Coleoptera and Hemiptera insect infestation by co-expressing at least two
B. thuringiensis proteins in plants either as independent proteins or as a fusion protein of the
two, resulting in surprisingly high levels of accumulation of the insecticidal proteins for
providing effective control of target Coleoptera and Hemiptera insect pests and provides
imi)rovements in insect resistance management of Coleoptera and Hemiptera insect
infestations. Additionally, a method of increasing the level of in planta accumulation of a B.
thuringiensis insecticidal protein or variant thereof is provided that also provides the
additional benefit of an absence of abnormal plant morphology for transgenic plants
expressing these proteins.

In accomplishing the foregoing, a polynucleotide molecule is provided as set forth in
SEQ ID NO:1, isolated from B. thuringiensis strain EG5078. The polynucleotide molecule
encodes an insecticidal protein as set forth in SEQ ID NO:2, designated herein as ET37,
exhibiting coleopteran insect pest inhibitory bioactivity.

A polynucleotide molecule as set forth in SEQ ID NO:3 is also provided that is
isolated from B. thuringiensis strain EG4096 that encodes a TIC810 amino acid sequence as
set forth in SEQ ID NO:4.

Yet another polynuclectide sequence is provided as set forth in SEQ ID NO:5 that
encodes a TIC812 amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:6, which is isolated from
B. thuringiensis strain EG5078. TIC812 is substantially identical to TIC810.

Specifically contemplated herein is an isolated polynucleotide molecule encoding an
insecticidal protein or an insecticidal fragment thereof that exhibits at least from about 70%
to about 99% or greater sequence similarity to a polypeptide sequence as set forth in SEQ ID
NO:4 and SEQ ID NO:6, or any percentage there between. The insecticidal protein or
nsecticidal fragment is encoded by an isolated polynucleotide molecule derived from B,
thuringiensis, and comprises a polynucleotide sequence that exhibits at least about 70%,

about 80%, about 90% or about 99% or more sequence identity or any percentage in betwecen,
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or that hybridizes under stringent conditions, to a polynucleotide sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NO:3 and SEQ ID NO:5 or the complement thereof.

In still another embodiment, there is provided a polynucleotide molecule for use in
achieving improved expression of an insecticidal protein in a plant. The insecticidal protein
preferably exhibits biological activity in controlling a Coleopteran or a Hemipteran insect
pest or both, but may be active against other than a Coleopteran or Hemipteran insect pest,
and may be encoded from a nucleotide sequence engineered for expression in a plant cell,
such as is set forth in SEQ ID NO:15 (TIC810) or SEQ ID NO:19 (ET37).

Other polynucleotide sequences are provided for herein, for use in achieving stably
transformed plant cells expressing one or more of the proteins of the present invention. Such
nucleotide sequences include but are not intended to be limited to SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:34,
SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:43, and SEQ ID NO:46.

Oligonucleotide sequences are provided for use in identifying related nucleotide
sequences in other bacteria, and in particular in other Bacillus bacterial strains including
Bacillus thuringiensis and Bacillus laterosperous and Bacillus entomocidus.

Insecticidal proteins are provided that are exemplified by the amino acid sequences as

“set forth at SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:14, and

SEQ ID NO:47 (TIC127). In particular embodiments, SEQ ID NO:4 (TIC810) and SEQ ID
NO:6 (TIC812) are provided as accessory proteins, chaperones, or proteins that otherwise
stabilize and enhance the expression and accumulation of a second protein expressed
contemporanecously along with these accessory proteins. TIC809, ET29 and ET37 are all
insecticidal proteins that exhibit greater levels of stability and therefore improved levels of
accumulation when each are contemporaneously expressed along with a TIC810 or a TIC812
amino acid sequence. These sequences may be expressed together in the same subcellular
compartment, i.e., both in the cytoplasm or both targeted for insertion into and accumulation
in the chloroplast or plastid of a plant cell, or contemporaneously expressed to accumulate in
different subcellular compartments, such as a TIC810 in the cytoplasm and an ET29 or
TIC809 targeted for insertion into and accumulation in the plant chloroplast or plastid. In
addition, the combination of any one of the TIC809, ET29, or ET37 proteins along with
either of the TIC810 or TIC812 proteins results in a composition that is surprisingly
stabilized for high level expression and accumulation of both protein components in'piant

cells and exhibits insecticidal activity directed to controlling plant pests in the orders
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Coleoptera and Hemiptera. The combination of proteins may also be expressed as a peptide
fusion, for example, such as SEQ ID NO:47.

In a further embodiment, the present invention relates to a biologically pure culture of
a B. thuringiensis wild type strain selected from the grdup consisting of EG5078, from which
the polynucleotide sequence as set forth in SEQ ID NO:1 encoding the ET37 protein and
SEQ ID NO:5 encoding the TIC812 protein are isolated, and EG4096, from which SEQ ID
NO:3 encoding the TIC810 protein and SEQ ID NO:7 encoding the ET29 protein are
isolated. EG4096 and EG5078 have been deposited with the Northem Regional Research
Laboratory of Agricultural Research Service Center Collection (NRRL), USDA, 1815 North
University Street, Peoria, IL. 61604, pursuant to the Budapest Treaty on the International
Recognition of the Deposit of Microorganism for the Purposes of Patent Procedure and have
been assigned the accession Numbers NRRL-B-21582 and NRRL-B-30841 respectively.
EG4096 was deposited on May 30, 1996 and EG5087 was deposited on May 3, 2005.

The present invention also relates to a recombinant DNA construct for expression in a
plant or plant cell comprising a double gene cassette simultaneously expressing a first
polynucleotide sequence and a second polynucleotide sequence wherein the first
polynucleotide sequence encodes a polypeptide sequence selected from the group consisting
of ET29, TIC809, and ET37 or insecticidally active fragments thereof, and wherein the
second polynucleotide sequence encodes a polypeptide sequence selected from the group
consisting of TIC810, and TIC812, and insecticidally active fragments thereof. The first
polynucleotide sequence is selected from the group consisting of SEQ IID NO:13 and SEQ ID
NO:17 and the second polynucleotide sequence is selected from the group consisting of SEQ
ID NO:15 and SEQ ID NO:19, wherein the second polynucleotide sequence is co-expressed
with the first polynucleotide sequence to enhance or improve expression of the first
polynucleotide sequence, and to facilitate insecticidal activity directed to controlling
Coleopteran and Hemipteran plant pest infestation. .

The present invention also relates to a host cell transformed to contain either the
cxpression vector or the recombinant DNA construct of the present invention, disclosed
herein. The bost cell may be selected from the group consisting of a bacterial cell, a fungal
cell, and a plant cell. In one aspect of the embodiment, the host cell is a bacterial cell such
as a B. thuringiensis cell that is transformed to contain the expression vector of the present
invention. In another‘aspect of the embodiment, the host cell is a transgenic plant cell
transformed to contain the recombinant DNA construct of the present invention. The

recombinant DNA construct may comprise polynuclectide sequences that encode a
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combination of two of the four proteins simultaneously which polypeptide sequences are set
forth in SEQ ID NO:14 (TIC809), SEQ ID NO:16 (TIC810), SEQ ID NO:18 (ET37) and
SEQ ID NO:20 (TIC812). Preferable combinations of the proteins may include TIC809 and
TIC810, TICR09 and TICR12, ET37 and TIC810, and ET37 and TIC812 wherein co-
expression of the polynucleotide sequence encoding TIC810 or TIC812 with the
polynucleotide sequence encoding TIC809 (or ET29) or ET37 will result (2) in increased
accumulation of TIC809 (or ET29) or ET37 protein in the plant cell, (b) in normal cell
growth, (c) in a transgenic plant regenerated from the host plant cell, (d) in a normal
phenotype, and (e) in increased levels of Coleopteran and Hemipteran insect resistance.

The transgenic plant cell of the present invention may comprise a maize plant cell, a
wheat plant cell, a rye plant cell, a barley plant cell, an oat plant cell, a buckwheat plant cell,
a sorghum plant cell, a rice plant cell, a sugarcane plant cell, a pigeon pea plant cell, a peanut
plant cell, an onion plant cell, a garlic plant cell, a grass plant cell (including bent grass,
fescue, brome, Timothy, orchard, Bermuda, zoysia, and the like), an Arabidopsis plant cell, a
broccoli plant cell, a sunflower plant cell, a canola plant cell, a pea plant cell, a cowpea plant
cell, a bean plant cell, a coffee plant cell, a soybean plant cell, a cotton plant cell, a linseed
plant cell, a cauliflower plant cell, an asparagus plant cell, a lettuce plant cell, a cabbage plant
cell, a tobacco plant cell, a spice plant cell (including curry, mustard, sage, parsley, pepper,
thyme, cilantro, bay, cumin, turmeric, nutmeg, cinnamon, and the like), a sugar beet plant
cell, a potato plant cell, a sweet potato plant cell, a carrot plant cell, a turnip plant cell, a
celery plant cell, a tomato plant cell, an egg plant cell, a cucumber plant ceil, a squash or
melon plant cell and the like, a fruit tree plant cell (including apple, apricot, peach, pear,
plum, orange, lemon, lime, and the like), a nut tree plant cell (including acorn, hickory,
Brazil, pecan, walnut, hazelnut, and the like), a grape plant cell, a berry plant cell (including
blackberry, blueberry, strawberry, cranberry, and the like), and flower plant cells.

In another embodiment, the present invention relates to a transgenic plant transformed
to contain a recombinant DNA construct, disclosed herein. The transgenic plant may be
regenerated from the transgenic plant cell of the present invention, or may be from a
transgenic seed that is obtained from the regenerated transgenic plant or its offspring, The
transgenic plant is selected from the group consisting of a monocot plant and a dicot plant

that may include monocots such as maize, wheat, rye, barley, oats, buckwheat, sorghum, rice,

* sugarcane, onion, garlic, grass, or dicots such as sunflower, canola, peas, cowpeas, pigeon

peas, beans, soybeans, coffee, broccoli, cotton, linseed, cauliflower, Arabidopsis, asparagus,

lettuce, tobacco, spice plants (including curry, mustard, sage, parsley, pepper, thyme, cilantro,
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bay, cumin, turmeric, nutmeg, cinnamon and the like), sugar beet, potato, sweet potato,
carrot, turnip, celery, tomato, egg plant, cucumber, squash or melon, fruit tree plant
(including apple, apricot, peach, pear, plum, orange, lemon, lime and the like), berry plants
(including blackberry, blueberry, strawberry, cranberry and the like), nut tree plants
(including acorn, hickory, Brazil, pecan, walnut, hazelnut, and the like), grape plants, and
flower plants.

In another embodiment, the present invention relates to a transgenic seed from the
transgenic plant transformed to contain a recombinant DNA construct. The transgenic seed
may be from the transgenic plant that is regenerated from the transgenic plant cell of the
present invention, or may be from offspring of the regeperated transgenic plant, or from
hybrids created as a result of crossing or breeding the transgenic plant with a non-transgenic
plant., In one aspect, the transgenic seed may be coated with a seed coating and wherein the
seed coating comprises a herbicidal composition, a fungicide seed coating, a bactericide seed
coating, an insecticide seed coating, a plant hormone seed coating, a nutrient seed coating, a
microbial inoculum seed coating, a color seed coating, an avian repellent seed coating, a
rodent repellent seed coating, an insecticidal protein seed coating, a bacterial seed coating
containing an insecticidal protein, a single stranded RNA seed coating, a double stranded
RNA seed coating, a micro RNA seed coating or a small interfering RNA sced coating. One
means for enabling and stabilizing a seed coating comprising such single or dsRNA
compositions is to combine such RNA molecules with complementary DNA molecules so
that stabilized DNA-RNA molecular hybrids are presented in the seed coating composition,
enabling the presentation of the dsRNA or single stranded RNA to a pest feeding on the seed
or the microenvironment within the realm of the sprouting seed or micro roots of an emerging
sprouting shoot upon germination of the coated seed.

In accordance with one embodiment of the present invention, there is provided a
method for generating a plant resistant to Coleopteran and/or Hemipteran insect infestation,
comprising the steps of: a) inserting into the genome of a plant cell a first nucleic acid
molecule that functions in the plant to encode a first protein selected from the group
consisting of SEQ ID NO:14 (TIC809) and SEQ ID NO:18 (ET37), and a second nucleic acid
molecule that functions in the plant to encode a second protein selected from the group
consisting of SEQ ID NO:16 (TIC810) and SEQ ID NO:20 (TIC812);

b) obtaining the plant cell containing the nucleic acid molecules of step (a); and
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c) generating from the plant cell a transgenic plant that expresses both proteins,
wherein the transgenic plant exhibits Coleopteran and/or Hemipteran pest resistance
compared to a plant lacking said molecuies.

In another embodiment, the present invention also provides a method for controlling a
Coleopteran and/or Hemipteran insect pest infestation of a plant, comprising providing in the
diet of the insect pest a plant, plant tissue or plant cells expressing a TIC809, ET2, or ET37
protein along with a TIC810 or TIC812 protein.

The polynucleotide and polypeptide compositions and methods disclosed herein will
find particular benefit when used against Coleopteran and Hemipteran insect pests selected
from the group of Coleopteran families consisting of Chrysomelidae, Cucujidae,
Scarabaeidae, Trogositidae, Tenebrionidae, Curculionidae, Elateridae and Bruchidae, and
from members of the order Hemiptera including specifically the members of the sub-orders
Heteroptera and Homoptera. In one aspect of the invention, the Coleopteran insects are
those from the family Chrysomelidaec. The exemplary Coleopteran insects in the family
Chrysomelidae may include those that are from the genus Diabrotica including D. virgifera
(WCR), D. undecempunctata (SCR), D. barberi (NCR), D. virgifera zeae (MCR), D. balteata
(BZR) and Brazilian Corn Rootworm complex (BCR) consisting of D. viridula and D.
speciosa).

A nucleic acid sequence molecule may be constructed to incorporate a third structural
gene sequence encoding a third agent (dsSRNA or protein) as a means for providing in the
same plant an additional agronomic trait exhibiting activity directed to controlling more than
one plant pest, such as exhibiting Coleopteran and/or Hemipteran insect control and an
additional trait for a Lepidopteran insect resistance, resistance to bacteria_l, viral, or fungal
infestation, nematode resistance, or for providing a supplemental trait such as a herbicide
resistance {rait, a yield trait, a stress trait, a feed enhancement or trait that results in the
enhancement of feed processing, and the like. The method may consist of the steps of
inserting into the genome of a plant cell a first nucleic acid molecule encoding a protein that
is selected from the group consisting of SEQ ID NO:14 (TIC809) and .SEQ ID NO:18
(ET37). The first nucleic acid molecule is linked to a second nucleic acid molecule that
encodes a protein selected from the group consisting of SEQ ID NO:16 (TIC810) and SEQ
ID NO:20 (TIC812). A third nucleic acid molecule that is introduced into the plant genome
encodes an agent that provides for an agronomic trait that is other than that provided for by
the first and second nucleic acid molecules, including but not limited to Lepidopteran insect

resistance, resistance to bacterial, viral, or fungal infestation, nematode resistance, or for
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providing a supplemental trait such as a herbicide resistance trait, a yield trait, a stress trait, a
feed enhancement or trait that results in the enhancement of feed processing, and the like.

In addition to providing the proteins of the present invention in a composition for
controlling Coleoptera or Hemiptera insect pest infestation, a polynucleotide sequence
transcribing a ribonucleotide acid (RNA) molecule that functions, when ingested by an
invertebrate pést, to control invertebrate pest infestation by inhibition of a biological function
within the pest as a second mode of action or as an insect resistance management feature of
the composition is also specifically contemplated. The RNA molecule may comprise a
dsRNA molecule, a siRNA molecule, a miRNA molecule, or an ssRNA molecule, and should
be specific for inhibiting an essential gene of a target pest such as a pest targeted By the
compositions of the present invention.

The compositions and methods disclosed by the present invention provide many
advantages over the prior art including those specifically outlined above. Thesec advantages
may include: obtaining improved control of susceptible insect i;)ests including not only those
that infest plants, obtaining a greater number of commercially viable insect resistant plant
lines; achieving season long protection from insect pathogens; and increasing the incidence of

morphologically-normal transformed plants.

DESCRIPTION OF THE SEQUENCES

SEQ ID NO:1 is a B. thuringiensis polynucleotide sequence encoding an insecticidal
ET37 protein. _

SEQID NO:2 is an ET37 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:1.

SEQ ID NO:3 is a polynucleotide sequence encoding an insecticidal TIC810 protein.

SEQID NO:4 is a TIC810 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:3.

SEQID NO:51s a B. thuringiensis polynucleotide sequence encoding a TIC812
protein.

SEQID NO:6 is a TIC812 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:5.

SEQID NO:7 is a B. thuringiensis polynucleotide sequence encoding an ET29
protein.

SEQ ID NO:8 is an ET29 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ 1D NO:7.

10
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SEQ ID NO:9 is a B. thuringiensis polynucleotide sequence encoding TIC810 from
nucleotide position 1 to nucleotide position 657 and encoding ET29 from nucleotide position
716 to 1411,

SEQ ID NO:10 is a B. thuringiensis polynucleotide sequence cncoding TIC812 from
nucleotide position 1 to 657 and encoding ET37 from nucleotide position 716 to 1411.

SEQ ID NO:11 is a polynucleotide sequence encoding TIC810 from nucleotide
position 1 to nucleotide position 657 and encoding ET37 from nucleotide position 716 to
1411,

SEQ ID NO:12 is a polynucleotide sequence encoding TIC812 from nucleotide
position 1 to 657 and encoding ET29 from nucleotide position 716 to 1411.

SEQ ID NO: 13 is a polynucleotide sequence constructed for expression in a plant cell
that encodes a TIC809 protein.

SEQ ID NO:14 is a TIC809 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:13.

SEQ ID NO:15 is a polynucleotide sequence constructed for expression in a plant cell
that encodes a TIC810 protein. '

SEQ ID NO:16 is a TIC810 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:15.

SEQ ID NO:17 represents a polynucleotide sequence constructed for expression in a
plant cell that encodes an ET37 protein,

SEQ ID NO:18 is an ET37 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:19. '

SEQ ID NO:19 is a polynucleotide sequence constructed for expression in a plant cell
that encodes a TIC812 protein.

SEQ ID NO:20 is a TIC812 amino acid sequence encoded by the polynucleotide
sequence as set forth in SEQ ID NO:17.

SEQ ID NO:21 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide
sequence encoding a TIC810 amino acid sequence and is referred to herein as pr370.

SEQ ID NO:22 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide
sequence encoding a TIC810 amino acid sequence and is referred to herein as pr371.

SEQ ID NO:23 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide
sequence encodiﬁg a TIC810 amino acid sequence and is referred to herein as pr375.

SEQ ID NO:24 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide

sequence encoding a TIC810 amino acid sequence and is referred to herein as pr376.
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SEQ ID NO:25 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide
sequence encoding a ET29 amino acid sequence and is referred to herein as pr363.

SEQ ID NO:26 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide
sequence encoding a ET29 amino acid sequence and is referred.to herein as pr372.

SEQ ID NO:27 is a thermal amplification primer for use in amplifying a nucleotide
sequence encoding a TIC810_ET29 or a TIC812_ET37 operon sequence and is referred to
herein as pr421.

SEQ ID NO:28 is a synthetic nucleotide sequence present in transformation vector
pMONG64138 and consisting of a first plant expression casseite encoding a TIC809 protein
and a second plant expression cassette encoding a TIC810 protein.

SEQ ID NO:29 is a TiC809 amino acid sequence encoded from the first plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:28.

SEQ ID NO:30 is a TIC810 amino acid sequence encoded from the second plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:28.

SEQ ID NO: 31 is a synthetic nucleotide sequence present in pMONG64139 and
consisting of a first plant expression cassette encoding a chloroplast targeted TIC809 and a
second plant expression cassette encoding a chloroplast targeted TIC810.

SEQ ID NO:32 is a TIC809 amino acid sequence encoded from the first plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:31.

SEQ ID NO:33 is a TIC810 amino acid sequence encoded from the second plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:31.

SEQ ID NO:34 is a synthetic nucleotide sequence present in pMON70513 and
consists of a plant expression cassette encoding a TIC809 amino acid sequence.

SEQ ID NO:35 is a TIC809 amino acid sequence encoded from the plant expression
cassette as sct forth in SEQ ID NO:34.

SEQ ID NO:36 is a synthetic nucleotide sequence present in pMON70514 and
consists of a plant expression cassette encoding a chloroplast targeted TIC809 amino acid
sequence.

SEQ ID NO:37 is a TIC809 amino acid sequence encoded from the plant expression
cassette as set forth in SEQ ID NO:36.

SEQ ID NO:38 is a synthetic nucleotide sequence present in pMONG64144 and

consists of a plant expression cassette encoding a chloropiast targeted TIC809 amino acid

sequence.
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SEQ ID NO:39 is a TIC809 amino acid sequence encoded from the plant expression
cassette as set forth in SEQ ID NO:38.

SEQ ID NO:40 is a synthetic nucleotide sequence present in pMON64150 and
consists of a first plant expression cassette encoding a chloroplast targeted TIC809 amino
acid sequence and a second plant expression cassette cncoding a chloroplast targeted TIC810
amino acid sequence.

SEQ ID NO:41 is a TIC809 amino acid sequence encoded from the first plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:40.

SEQ ID NO:42 is a TIC810 amino acid sequence encoded from the second plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:40.

SEQ ID NO:43 is a synthetic nucleotide sequence present in pMONG64151 and
consists of a first plant expression cassette encoding a TIC809 amino acid sequence and a
second plant expression cassette encoding a TIC810 amino acid sequence.

SEQ ID NO:44 is a TIC809 amino acid sequence encoded from the first plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:43.

SEQ ID NO:45 is a TIC810 amine acid sequence encoded from the second plant
expression cassette as set forth in SEQ ID NO:43.

SEQ ID NO:146 is a nucleotide sequence encoding a TIC127 peptide which
corresponds to a fusion between TIC809 (encoded by nucleotide position 1-696) and TIC810
(encoded by nucleotide position 754-1407), in which a short linker sequence (encoded by
nucleotide position 697-753) has been introduced to allow for the two proteins to be
separated by proteolysis after expression in a plant cell (or upon ingestion in the gut of a
target insect pest).

SEQ ID NO:47 is a TIC127 amino acid sequence.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PRESENT INVENTION

Polynucleotide sequences derived from B. thuringiensis are provided herein
that encode ET29, ET37, TIC809, TIC810 and TIC812 proteins as well as a fusion between
the ET29 derivative TIC809 and TIC810. Synthetic nucleotide sequences constructed for
expression in plants are also provided that encode ET29, TIC809, ET37, TIC810 and TIC812
amino acid sequences as well as the TIC127 protein fusion between TIC809 and TICS810.
Methods of making and using the polynucleotide sequences in the development of transgenic
plants and plant cells that are resistant to Coleopteran and Hemipteran insect infestation are

also disclosed. The proteins are also provided as insecticidal compositions either in
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formulations for topical application in various agricultural or animal environments, or as
insecticidal compositions produced by a preferred host cell such as a bacterial cell, a plant
cell, or a yeast or fungal cell. With reference to the term “dérived”, it is intended that a
sequence is directly isolatable from a particular source, or after isolation from a particular
source, a sequence such as a nucleotide sequence is modified to encode a protein that is
substantially the same as the sequence that was isolated from a particular source.
Alternatively, an amino acid sequence can be substantially the same as an amino acid
sequence isolated from a particular source, or encoded from a particular nucleotide sequence.
An amino acid sequence can be a chimera of a number of different amino acid sequences that
have becn each individually isolated from a particular source, but various segments of such
different amino acid sequences have been cobbled together to produce the chimera. In this
sense, the chimera is derived from each of the various different amino acid sequences. A
nucleotide sequence can be similarly derived from other nucleotide sequences. A nucleotide
sequence can be derived from other nucleotide sequences as a consequence of its production
or having been obtained by reference to one or more other nucleotide sequences. Similarly,
amino acid sequences can be obtained or produced by reference to one or more other amino
acid sequences, and thus be derived in that manner.

Synthetic polynucleotide sequences of the present invention are preferably designed
for in planta expression of insecticidal proteins in plant tissues and in plant cells. In
particular, the insecticidal proteins of the present invention are referred to as ET29, ET37,
TIC809, TIC810, TIC812 and TIC127proteins. An amino acid sequence of any of these
proteins is intended to be within the scope of the present invention so long as it exhibits
insecticidal activity at least equivalent to that of the full length protein from which it was
derived.

In one embodiment, the present invention relates to a biologically pure culture of a
B. thuringiensis bacterium containing a nucleotide sequence encoding one or more of the
proteins disclosed herein. In particular, the nucleotide sequences are those set forth in SEQ
ID NO:1 encoding ET37 (SEQ ID NO:2), SEQ ID NO:3 encoding TIC810 (SEQ ID NO:4),
SEQ ID NO:5 encoding TIC812 (SEQ ID NO:6), and SEQ ID NO:7 encoding ET29 (SEQ ID
NO:8). Also, fusions are contemplated and specifically embodied herein, such as TIC127
(SEQ ID NO:46 encoding SEQ ID NO:47). A biologically pure culture may also include
those that are transformed with a polynucleotide sequence of the present invention or with
two or more polynucleotide sequences, at least a first polynucleotide sequence being selected

from the group consisting of an ET37 coding sequence and an ET29 coding sequence, and at
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least a second polynucleotide sequence being selected from the group consisting of a TIC810
coding sequence and a TIC812 coding sequence. Exemplary bacterial strains, i.e., EG4096
and EGS5078, have béen deposited in the Northern Regional Research Laboratory of
Agricultural Research Service Center Collection (NRRL), USDA, 1815 North University
Street, Peoria, IL 61604, pursuant to the Budapest Treaty on the International Recognition of
the Deposit of Microorganism for the Purposes of Patent Procedure and have been assigned

the accession numbers as indicated in Table 1.

Table 1. Exemplary B. thuringiensis strains

Bt Strain | Nature of Strains | Toxins contained | NRRL numbers | Deposit Dates

EG4096 | Wild type ET29, TIC810 NRRL-B-21582 | May 30, 1996

EG3078 | Wild type ET37, TIC812 NRRL B-30841 | May 3, 2005

The naturally occurring (native) polynucleotide sequence encoding ET37 is set forth
at SEQ ID NO:1. This sequence exhibits about 99% sequence identity to the polynucleotide
sequence encoding an ET29 insecticidal protein, as disclosed in US Pat. No. 6,093,695, and
as disclosed herein at SEQ ID NO:7. The ET37 amino acid sequence encoded from SEQ ID
NO:1 is set forth at SEQ ID NO:2. Insecticidal activity of the ET37 protein is demonstrated
herein in bioassays using Coleopteran insects of the genus Diabrotica, including WCR and
SCR, and Hemipteran insects of the genus Lygus. In the course of conducting sequence
analysis of the extra-chromosomal plasmids on which the ET37 and ET29 coding sequences
are located in their respective strains, a single open reading frame was identified upstream of
each of the ET37 and ET29 open reading frames, these corresponding respectively to
sequences encoding the proteins TIC812 and TICS 10. The native polynucleotide molecule
(SEQ ID NO:3) encoding a TIC810 protein (SEQ ID NO:45 is positioned immediately
upstream of the ET29 coding sequence in B. thuringiensis strain EG4096. The uative
polynucleotide molecule (SEQ ID NO:5) encoding a TIC812 protein (SEQ ID NO:6) is
positioned immediately upstream of the ET37 coding sequence in B. thuringiensis strain
EG5078.

ET29, ET37, TIC810 and TIC812 all may be distantly related to the Cyt insecticidal
toxin family, however from a phylogenetic perspective, the ET29 and 37 proteins are much
closer to each other than to other Cyt proteins, and the TIC810 and 812 proteins arc also

much closer to each other than to other Cyt proteins. The ET37 amino acid sequence shares
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about 99% sequence similarity with that of ET29. TIC810 and TIC812 exhibit about 97%
amino acid sequence similarity to each other. TIC810 exhibits about 33% amino acid
sequence similarity with ET29 and ET37. Similarly, the TIC812 protein exhibits about 32%
amino acid sequence similarity withET29 and ET37. The similarity comparison is based
upon Pairwise alignments between the proteins using the Wisconsin Package Version 10.3,
Accelrys Inc., San Dieéo, CA.

In accordance with the present invention, certain combinations of expression of the
TIC810, TIC812, ET37 and ET29 proteins in a host cell function to achieve a desireable
clevated level of insecticidal protein accumulation in the host cell, resulting in improved
insecticidal activity directed to certain target Coleopteran and Hemipteran insect pests. A
polynucleotide sequence encoding ET29 can be co-expressed with a polynucleotide sequence
encading a TIC810 protein to achieve enhanced expression and or accumulation of the ET29
insecticidal protein in a host cell. Similarly, a polynucleotide sequence encoding ET37 can be
co-expressed with a polynucleotide sequence encoding TIC812 to achieve an enhanced
expression and or accumulation of the ET37 insecticidal protein in a host cell. It is
envisioned that TIC812 is interchangeable with TIC810 as an insecticidal agent, and as a
chaperone or accessory protein required for stabilization, accumulation, and improved host
range bioactivity of either ET37 or ET29. Co-expression of TIC810 or TIC812 along with
ET37 or ET29 results in improved expression and/or accumulation of ET37 or ET29. Such
combinations are referred to herein as stabilized insecticidal compositions. Furthermore, the
stabilized compositions exhibit a greater host range, at least with reference to its insecticidal
efficacy directed to Coleopteran and Hemipteran insect pests, than any of the individual
components of the compositions. A recombinant cell in which a first protein consisting of
either ET37 or ET29 and a second protein consisting of either TIC810 or TIC812 exhibits
increased levels of ET29/ET37 accumulation, provides levels of Coleopteran and Hemipteran
insect resistance that were previously unattainable with the insecticidal proteins ET37 and
ET29, and results in an absence of abnormal morphology and/or phenotype of the cell or
organism consisting of such recombinant cells, all in comparison to a cell expressing either
ET29 or ET37 in the absence of TIC810 or TIC812. - |

The above insecticidal combinations may also be expressed in a plant along with at
least one additional insecticidal protein differént from either protein comprising the
combination, cxhibiting’ a mode of action different from ecither protein comprising the
combination, and toxic to the same insect species as the proteins of the combination. This

second combination, which includes the additional insecticidal protein, provides a means of
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Coleopteran insect resistance management. Such additional proteins include_: but are not
limited to the Coleopteran toxins Cry3Bb and variants, Cry22A, TIC901, TIC1201, TIC407,
TIC417, CryET70, the binary toxins PS149B1, ET33/34, and ET80/76, and various other
proteins that have been shown to exhibit Coleopteran insecticidal activity such as patatins,
Cry3Aa variants, and non-specific insecticidal compositions isolatable from bacterial species
such as Xenhorabdus and Photorhabdus.

ET29 or ET37 protein each may be combined with TIC810 or TIC812 and co-
expressed in a plant with an agent that exhibits insecticidal activity directed to other than a
Coleopteran insect pest species, achieving desired contrel of more than one type of common
plant pests selected from the group consisting of Lepidopteran insect pests, and Hemipteran
insect pests. Furthermore, such combinations could be combined with still other agents that
are effective in controlling virus pests, bacterial pests, fungal pests, and the like. The agents
contemplated in such combinations can be expressed along with the ET29/ET37 and
TIC810/TIC812 combination or provided through application of insecticidal or pesticidal
agents in an agriculturally acceptable formulation, perhaps with a carrier such as an
emollient, colloid, spray, powder, mixture, or dust. In situations in which the compositions
would be useful in controlling animal pests such as fleas, ticks, lice, mites and the like, it is
useful to include along with the ET29/ET37 and TIC810/TIC812 combination an agent that is
effective for controlling the same or other pests to which the combination is directed, and so
such applications should be provided in a pharmaceutically acceptable formulation,
Particular formufations of the insecticidal combinations of the present invention are
contemplated for use in topical and/or systemic application to field crops, grasses, fruits and
vegetables, and ornamental plants. In one embodiment, the insecticidal composition
comprises an oil flowable suspension of bacterial cells that is expressing one or more of the
novel insecticidal proteins disclosed herein. Exemplary cells may be B. thuringiensis strains
EG4096, EG5078, sIC8134 or sIC8135, however, any such bacterial host cell such as B.
megaterium, B. subtilis, E. coli, or Pseudomonas spp. expressing an insecticidal composition
would be useful.

The insecticidal compositions of the present invention may be combined with other
biotechnology methods, such as double stranded RNA mediated gene suppression
technology, to achieve desired control of one or more pests of a particular plant. Specific
nucleotide sequences selected from the sequences native to the cells of a particular pest that
are involved in an essential biological pathway are expressed in a plant cell in such a way as

to result in the formation of a double stranded RNA, or even a stabilized double stranded
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RNA. In this manner, upon ingestion by the pest of a pesticidally effective amount of the
RNA, i.e., one or more plant cells expressing the double stranded RNA derived from the cells
of such pest, suppression of one or more essential biological pathways is suppressed in the
pest. The pest contemporaneously ingests along with the dsRNA, a pesticidally effective
amount of the insecticidal compositions described herein, resulting in the provision of an
effective insect or pest resistance management system which avoids the likelihood of the
onset of resistance because the two pesticidal agents are functioning through different modes
of action. A particular recombinant plant cell expressing a composition corresponding to the
Coleopteran and Hemipteran insecticidal proteins of the present invention can also express as
dsRNA molecules one or more sequences derived from the genome of a targeted Coleopteran
pest and one or more sequences derived from the genome of a targeted Hemipteran pest,
resulting in the provision of multiple insccticidally effective amounts of the proteins of the
present invention and of the dsRNA’s designed for suppression of one or more essential
genes in the targeted Coleopteran and/or Hemipteran pests. Plants conéisting of the gene
encoding one or more the proteins of the present invention alone or in combination with
additional pest controlling agents such as dsRNA agents exhibit improved yield and drought
tolerance compared to plants lacking such pesticidal agents. This may be because these
traits result in stabilized root masses that are more uniform, strong and healthy and provides
greater nutrient and moisture gathering capacity in comparison to root masses lacking such
agents,

A chimeric protein may be synthesized in which a sequence encoding ET29 or ET37
and a sequence encoding TIC810 or a TIC812 is fused together, providing for expression of
the stabilized insecticidal composition as a single protein. It is contemplated that the
chimeric protein may not be stabilized or exhibit insecticidal bioactivity unless the two fused
peptides are unlinked.  This physical separation can be accomplished by including as a
spacer between the proteins a unique peptide sequence that is the target for any number of
proteases known in the art. The chimeric protein can also be linked to other sequences that
affect the stability of the chimera, resulting in formation of a crystalline form or inclusion
body that consists substantially of the chimera-fusion peptide to the exclusion of other
contaminating compositions, peptides, or molecules. Such chimeras or fusions are
exemplified herein in Example 11 as TIC127 (sequential fusion of TIC809 and TIC810
linked by a short peptide) and TIC128 (sequential fusion of TIC810 and TIC809) and arc

shown to exhibit Coleopteran and Hemipteran insecticidal bioactivity.
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Expression vectors for use in a host cell are also provided, Expréssion vectors
comprising sequeﬁcés that result in the expression of a combination of at least two of the
polynucleotide sequénces disclosed herein are provided in exemplary embodiments. In one
embodiment, an expression vector is an isolated and purified polynucleotide molecule
comprising a comﬁ:ination’ of two ‘, different polynucleotide sequences, each sequence
containing a promoter functional in a desired host cell that is operatively linked to a
nlcleatide segmenf encoding a TICB09, TICS10, TIC812, ET29, or ET37. In some
embodiments, a transcription termination and polyadenylation sequence may be included 3°
of the nucleotide segment encoding one of these proteins. |

Expression vectors fm.use in a bacterial host cell are provided, e.g., in an £. coli cell
or a Bacillus cell including one from B. thuringiensis, B. megaterium, B. subrilis, or related
Bacillus species. Bacterial host cell expression vectors can contain one nucleotide sequence
expressing one or more of the prczteiﬁs of the present invention in series, in much the same
way that proteins can be expressed in most bacterial cells, i.e., in a polycistronic expression
cassette. Alternatively, a bacterial éxpression vector may consist of a nucleotide sequence
encoding only one of the proteins of the present invention.

Promoters that function in bacteria are well-known in the art.  An exemplary
promoter for the B&cillu.s crystal proteins may include any of the known crystal protein gene
promoters, including the ET29 gene promoter (US Pat. No. 6,093,695), and promoters
specific for B. thuringiensis sigma factors (Baum and Malvar, Molec. Microbiol., 18(1): 1- 12
1995). Altematively, mutagenized or recombinant crystal protein-encoding gene promoters
may be engineered by those skilled in the art and used to promote expression of the novel
polynucleotide Seé]LleﬂCCS disclosed' herein. For purpose of the present invention, the
promoter used herein for expression of the polynucleotide sequences is cryl A promoter,

Recombinant DNA ccmstructs for expression in a plant cell are provided. Such
constructs typically contain two or more plant functional expression casscites that are linked
together in such a way as to enable the simuitaneous introduction of the two or more
expression casseftes into the same lécus in a plant genome, or alternatively may contain two
or more plant functional expression cassettes that are linked within the construct or vector,
but are capable of being introduced independently inio different loci within a plant genome.
These cxpression cassettes may be referred to as a first and a second expression cassette
eXpressing, respeétively, a first polynucleotide sequence encbding a first protein and a second
polynucleoti_cie sequence ericoding a second protein. It is intended that the first protein can

be any of the proteins disclosed herein, and the second protein can be 'any of the other
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proteins disclosed herein other than the first protein. Exemplary polynucleotide sequences

are provided as set forth in SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17 and SEQ I
NO:19. : ;

Promoters I.Nf.‘.d in the recombmant DNA construct of the present invention should
exhibit the ab1hty to drwc expression of the polynucleotide sequences cncoding the
insecticidal agents when mtroduced into plant cells. Promoters that are useful in expressing
the polypeptide sequences in plants can be inducible, constitutive, tissue-specific or
developmentaily specific promoteré for use in a monocot or a diéot plant. In one
embodiment, the promoter selected for use may be a constitutive promoter and, for the
purpose of the present invention, the promoter may specifically comprise an enhanced
cauliflower rnosaip virus (CaMV 355) promoter. In another embodiment, the promoter

selected nay be a 'tissue-specific promoter and, for the purpose of the present invention, the

promoter may specifically comprise a root-specific promoter Rec3 isolated from rice (US

Patent Application Serial No. 11075,113).

A vector or construct may also include elements that funiction to regulate the level and
timing of expression of the gene of interest to which they are linked, in addition to one or
more promoters. For example, the construct may include an intron sequence, The intron
sequence empluyéd in the present invention may include a rice actin intron (U.S. Patent No.
5,641,876). The recombinant DNA construct may also have a translation leader sequence
between the promoter and the coding sequence. The vector or construct may also include,
within the coding region of interest, a nucleic acid sequence that acts, in whole or in part, to
terminate traﬁscription of that regic}n. In one embodiment, the polyadenylation sequence of
the present invérition may be from the 3' untranslaied region of a wheat heat shock protein
gene (tahspl7), | |

A recombinant DNA construct may include other elements as well. For example, the
construct may contain DNA segments that provide replication function and one or more
selectable markeri; for use in bacterial cells. The construct may also comprise a screenable
marker, a selectable marker and ‘other elements as appropriate for selection of plant. or
bacterial cells having the recombinant DNA constructs of the invention. The recombinant
DNA constructs are designed with suitable sclectable markers that can confer antibiotiﬁ: or
herbicide tolerance to the cell. The antibiotic tolerance i)olynucleotide sequences include,
but are not limited to, polymucleotide sequences encoding for proteins involved in tolerance
to kanamycin, neomycin, hygmmﬁcin, and other antibiotics known in the art. An antibiotic

tolerance gene in such a vector may be replaced by a herbicide tolerance gene encoding for 5-
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enolpymvylshikimate-3-phosphate  synthase (EPSPS, des:cribed in U.S. Patent Nos.
3,627,061, and 5,633,435; Padgette eé al. Herbicide Resistant Crops, Lewis Publishers, 53-85,
1996) or other selectable marker génes and their equivalen;cs such as basta tolerance, bar
talerance, methotrexate resistance, glyphosate oxidoreductase, glyphosate acetyl transferase,
phosphonate acetylase (phnO and alleles derived from Enterobacteriaceae), and dicamba
tolerance genes, and the like. Plants expressing the insect tolerance properties of the present
invention that are coupled with one"or more such selectable markers are particularly useful
for commercial purposes. |

The polyfnucleotide séquencés of the present invention may be used to transform a
plant cell that can be regenerated to produce a transgenic plant that exhibits improved insect
resistance when compared to the plant or plant cell from which the transgenic plant is
derived. The pblynucleotide sequences of the present invention may be modified to improve
their expression in the plant host cell. Expression of the bolyuucleutide sequences of the
present invention in the plant cell ﬁay achieve accumulations of the insecticidal proteins in
the cytoplasm, or ‘can result in the insecticidal proteins being accumuiated into a subcellular
orgéneilc such as a chloroplast, a plastid or a mitochondrion. | |

In accomplishing the foregding, the pelynucleotide sequences encoding the proteins
of the present invention as set forth in SEQ ID NO:14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:18 and
SEQ 1D NO:20 é\nd SEQ ID NO:47have been improved for expression in plants. Such
polynucleotide chuences exemplified herein are set forth in SEQ ID NO:13 (TIC809), SEQ
1D NO:15 (TIC810), SEQ ID NO:17.(ET37), SEQ ID N0:19 (TIC812), and SEQ 1D NO:46
(TIC127), and furthennbre in expression cassette sequences as set forth at SEQ ID NO:28,
SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:38, SEQ > NO:40, and SEQ
ID NO:43. Co-expressioﬁ of at least one of a TIC810 or TIC812 protein along with one or
more of a ET29, THC809, or ET37 insecticidal protein improves (or assists, acts as a
chaperone to, stabilizes, or may otherwise interact with the insecticidal protein as an
accessory protein) with the‘ expression and/or accumulation of the insecticidal protein. Co-
expression in a transgenic plant resulis in the absence of low levels of expression and/or
accumulation and absence of phytotoxic effects observed when only an insecticidal protein
such as ET29, ET37, or TIC809 are expressed alone.

There éré many methods for introducing the recombinant DNA, construct comprising
the combination of the polynucleotide sequences into cells and suitable methods are believed
to include virtﬁally any mei‘_hod by which DNA can be introduced into a plant cefl, such as by
Agrobacterium infection, direct delivery of DNA such as, for example, by PEG-mediated
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transformation of proteplasts (Omirulleh et al., Plant Mol. Biol., 21:415-428, 1993), by
desiccation/inhibition-mediated DNA uptake, by electroﬁoration or by microprojectile
bombardment and the Jike.

In consideration of insect resistance managemen;' (IRM), the compositions and
methods of the present invention are useful in producing transgenic plants which express two
or more B. thuringiensis proteins toxic to the same insect species and which confers a level of
resistance management for delaying the onset of resistance of any particular susceptible
insect species t0 one or more of the insecticidal agents expressed within the transgenic plant.
Alternatively, expression of a B. thuringiensis insecticidal protein toxic to a particular target
insect pest along w1th a different proteinaceous agent toxic to the same insect pest but which
confers toxicity by a means different from that exhibited by the B. thuringiensis toxin is
desirable. Such other different proteinaceous agents may comprise any of Cry insecticidal

proteins, Cyt insecticidal proteins, insecticidal proteins from Xenorhabdus sp. or

Photorhabdus sp., B. thuringiensis vegetative insecticidal proteins, and the like. One means

for achieving thi's, result would be to produce two different transgenic events, one event
expressing a combination of the two insecticidal proteins of the present invention, active
against Coleoptefan and Hemipteran insects, and the other expressing a third insecticidal
protein, and breeding the two traits together into a hybrid plant. The third insecticidal
protein conld be one t_haf exhibits Coleopteran insecticidal activity, one that exhibits
Hemipteran in5qéticidal activity, one that exhibits insecticidal activity directed to both
Coleopteran and ermipteran (and perhaps toxicity to other insect orders as well), or one that
exhibits inse'ctic:idal activity directed to one or more other orders of insects other than
Coleopteran and Hemipteran insect pests including but not limited to Lepidopteran,
Orthoptera, Diptera and the like.

A pesticidal amount of the insecticidal proteins of the present invention may be
provided in the dif:t of an insect pest.  Typically, the diet consists of a plant part upon which
the insect nofm;:illy feeds, such as a plant tissue or plant cell, but may alse include other
compositions such as an artificial diet formulated for enhancing the development and survival
of a particular insect pest. The insecticidal protein can be provided in a composition that is
applied to the surface of the diet, or more preferably can be produced by the protein synthésis
machinery of a cell and, as described above, accumulated within the plant ¢cell or secrcted

outside of the plant cell, so long as the amount of the protein toxin provided is an insecticidal

amount sufficient to inhibit the insect pest from further feeding, or to inhibit the further .

growth and development of the insect pest, or to cause mortality to the insect pest.
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Transgenic plants can be selfed (self-pollinated) to gencrate seeds that exhibit a
genotype that is homozygous with respect to the transgene encoding the insecticidal protein.
Such seeds produce plants and seeds that are only homozygcjus with respect to the transgene
encoding the insecticidal protein. Often, the transgenic plants that are produced are
generated in varietfcs thalt fail to exhibit the most desirable agronomic qualities. Therefore,
homozygous racoénbinant plants can be crossed with inbred lines that exhibit particular
agronomically imp;ortant qualities, :

The pre:sen:t’E invention will find particular utility in the creation of transgenic plants of
conumercial mtereét including various turf grasses, wheat, comn, rice, barley, oats, a variety of
ornamentat plants:and vegetables, as well as a number of nut- and fruit-bearing trees and
plants, Spccjﬁ(;al‘,ly, these plants may include maize, wheat, rye, barley, vats, buckwheat,
sorghum, rice, bTIliOﬂ, grass, sunflower, canola, peas, beans, soybeans, cotton, linseed,
cauliflower, af;parlagus lettuce, tobacco mustard, sugar beet, potato, sweet potate, carrot,
turnip, celery, tomato, egg plant, cucumber, squash, apple, apricot, pcach, pear, plum, orange,
biackberry, blueberry strawberry, cranberry and lemon. In general, the invention is useful
in monncotyiedonous and dicotyledonons plant varieties. The iransgenic plant is selected
from the group n:{:msisting of a monocot plant and a dicot plant that may include monacots
such as maize, w'heat, rye, barley, oats, buckwheat, sorghum, rice, sugarcane, oﬁion, garlic,
grass, of dicots §11Cl] as sunflower, canola, peas, cowpeas, pigeon peas, beans, soybeans,
coffe_e, broceoli, ¢otton, linseed, cauliflower, Arabidopsis, asparagus, lettuce, tobacco, spice
plants {including curry, mustard, sage, parsley, pepper, thyme, cilantro, bay, cumin, turmeric,
nuimeg, cinnamon and the like), sugar beet, potato, sweet potato, carrot, turnip, cellcry,
tomato, égg plrari:t, Cucilmber, squash or melon, fruit tree plant (including apple, apricot,
peach, pear, piuﬁl, oranige, lemon, lime and the like), berry plants (including blackberry,
blueberry, strawberry, cranberry and the like), nut tree plants (including acom, hickory,
Brazil, pecan, walnut, hazelnut, and the like), grape plants, and flowering plants. _

DNA seqﬁence information provided herein allows for the preparation of nucleotide
sequences or probes and/or primers exhibiting the ability to specifically hybridize to
nucleotide Seql:leflces disclosed herein, or to homologous sequences encoding proteins related
to TIC810, TICR12, ET37 and ET29. The ability of such nucleic acid probes to specifically
hybridize to a sequence encoding a related toxin or accessoryfcha‘peronin—iike protein
provides particul‘]ar utility in a variety of embodiments. Most importantly, the probes may be
used In a variety of assays for detecting the presence of complementary sequences in a given

sample. The ngn1re of the regulatory environment under which transgenic plants containing
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the genes of the present invention are commercialized provides a particular utility to being
able to detect the presence of the sequences encoding the proteins as well as the proteins of
the present invention in a biological sample and provides a means for detecting infringement
of certain claimed embodiments during the term of any patent that is issued thereon.

In certain embodiments, it is advantageous to use oligonucleotide primers, either
alone or in pairs or other primer sets. The sequence of such primers is designed using a
polynucleotide of the present invention for use in detecting, amplifying or mutating a defined
segment of a toxin or accessory/chaperonin-like protein coding sequence from B.
thuringiensis or other sources using thermal amplification methods. Segments of related
toxin or accessory/chaperonin-like coding sequences from other species may also be
amplified.

Kits for detecting, in a biological sample, polynucleotide or amino acid sequences of
the present invention are also envisioned. Such kits contain one or more polynucleotide
sequences cach for use as a probe for detecting the presence of a polynucleotide sequence
encoding an insecticidal protein of the present invention or fragment thereof. Such kits
could also or alternatively contain antibody specific for binding to one or more polypeptides
of the proteins of the present invention, as well as reagents for use with the probe or antibody,
and the kits would also contain control samples for use in ensuring that the nucleotides or
peptides identified with the probe and or antibody and reagents were functioning according to
the manufacturers” instructions. All of the reagents necessary for carrying out the methods
of identification of either nucieotide sequences or peptides would be packaged together in a
kit along with instructions for use. An exemplary kit could contain a TIC810 or related
polynucleotide sequence encoding an insecticidal protein along with a sample of the
exemplary nucleotide sequence amplification primers pr375 and pr376 as set forth in SEQ ID
NO:23 and SEQ ID NO:24, together with the necessary reagents necessary for carrying out
an amplification reaction, all packaged together in the kit,

The antibodies that bind specifically to epitopes presented only by any one of ET37,
TIC810 and TIC812 proteins or their homologs may also be used for identifying the presence
of any one of ET37, TIC810 and TIC812 proteins or its homologs, for purifying the proteins
or homologs, for identifying a nucleotide sequence from which an ET37, TIC810 or TIC812
protein or a homolog is being expressed, and for use in the kits designed to allow the
detection an ET37, TIC810 or TIC812 protein or a homolog or the detection of a nucleotide

sequence expressing the protein or its homolog. The skilled artisan will readily appreciate
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that such antibodies also provide for the identification of fusions of such proteins, such as
TIC127 and the like.

Agronomically and commercially important products and/or compositions of matter
including but not limited to animal feed, commodities, and cotton or soybean or corn
products and by-products that are intended for use as animal feeds or for use as food for
human consumption or for use in compositions that are intended for human consumption
including but not limited to cotton seed, cotton seed oil, cotton seed solids, and the like, soy
meal, soy oil, soy flour, and the like, corn flour, corn meal, corn syrup, com oil, corn starch,
popcorn, corn cakes, cereals containing com or soy, and corn by-products, and the like are
intended to be within the scope of the present invention if these products and compositions of
matter contain detectable amounts of the nucleotide sequences set forth herein as being
diagnostic for the presence of a sequence encoding an ET29, an ET37, a TIC809, a TIC810, a
TIC812, a TIC127, or combinations thereof and the like. Distillers dry goods solids are also
contemplated as an agronomically and commercially important product, especially if it
contains detectable amounts of a nucleotide sequence encoding one or more of the proteins of
the present invention, or detectable amounts of one or more of the proteins of the present
invention.

Seed comprising detectable amounts of nucleotide sequences encoding these proteins,
or seed or plant parts that can be processed into products that contain detectable amounts of
such nucleotide sequences or proteins are within the scope‘of the present invention.

Those of skill in the art, in light of these examples, should appreciate that many
changes can be made to the foregoing disclosure without departing from the spirit and scope
of the inventions disclosed.

Having illustrated and described the principles of the present invention, it should be
apparent to persons skilled in the art that the invention can be modified in arrémgement and
detail without departing from such principles. We claim all modifications that are within the
spirit and scope of the appended claims.

All publications and published patent documents cited in this specification are
incorporated herein by reference to the same extent as if each individual publication or patent

application was specifically and individually indicated to be incorporated by reference.
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EXAMPLES
Example 1

This example illustrates the construction of a nucleotide sequence that functions to
achieve expression of an ET29 protein in maize plant cells.

ET29 is a protein derived from B. thuringiensis and has been previously shown to
exhibit corn rootworm insecticidal biological activity when provided in the diet to corn
rootworm larvae (U. S. Patent No.’s 6,093,695; 6,537,756, 6,686,452). Native Bt coding
sequences have been shown to exhibit unacceptable levels of protein synthesis when
expressed in plant cells (US Patent No. 5,500,365). Expression of ET29 protein in corn
plant cells, and specifically in cells of corn roots, could provide corn plants with protection
from corn rootworm feeding damage. Accordingly, a nucleotide sequence encoding a B.
thuringiensis ET29 insecticidal protein was constructed that was anticipated to be more
highly expressed in plants, avoiding certain inimical nucleotide sequences that have been
previously shown to be problematic, while maintaining a nucleotide sequence that encodes
the native insecticidal protein with one exception; a supplemental Alanine codon at position
two (2) of the coding sequence (SEQ ID NO:13) was included in the synthetic sequence to
facilitate ease of cloning. The ALAZ2 variant ET29 amino acid sequence as set forth at SEQ
ID NO:14 has been designated as TIC809 and in bioassays exhibits no less biclogical activity
than the native ET29.

The TIC809 coding region as set forth in SEQ ID NO:13 was subcloned into a binary
plant transformation vector. Elements upstream of the TIC809 coding region included a
enhanced CaMV 35S promoter, a wheat major chlorophyll a/b-binding protein 5’
untranslated leader sequence, a rice actin 1 gene first intron and flanking untranslated leader
region (UTL) exon sequence, and, optionally, a maize ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase
small subunit chloroplast transit peptide coding sequence. In planta expression of a fusion
protein consisting of the chloroplast transit peptide (ctp) linked to the N-terminus of the
TIC809 protein enables targeting of the TIC809 protein into plastids. A wheat hspl7 3’
untranslated region (UTR) was incorporated downstream of the TIC809 to achieve
transcription termination and polyadenylation of mRNA transcripts.

Plant transformation vectors contain a glyphosate tolerance selectable marker. The
plant transformation vector pMON70513 provides for expression of a cytoplasm soluble

TIC809 protein while pMON70514 provides for expression of a plastid targeted TICR09

protein.
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Example 2 ‘

This example illustrates the comparison of plastid targeted versus non-targeted
expression of TIC809 in transient corn protoplast assays, and the subsequent analysis of
transgenic plants transformed to express the TIC809 protein targeted to maize plastids.

Transient expression assays using corn protoplasts transformed with either
pMON70513 or pMON70514 were compared to ea'ch other and to an empty vector control.
The results indicated low levels of expression of the untargeted TIC809 protein compared to
the targeted TIC809 protein. Accordingly, only pMON70514 was analyzed further,
Transgenic comn events were produced after Agrobacterium-mediated transformation of corn
protoplasts. Regenerated corn plants (“RO plants™) were screened for glyphosate tolerance
and the copy number of the wheat hsp17 (tahsp17) 3' UTR. Six-leaf stage (V6) root and leaf
samples from each transgenic corn event were screened for the presence and amount of ET29
protein using an ELISA method. '

Nineteen (19) out of eighty-seven (87) transgenic events analyzed by ELISA
displayed a distinctive abnormal phenotype characterized by a chlorotic stalk, and eight (8) of
these exhibited tassel or ear abnormalities. The average TIC809 expression level in leaf and
root tissue from plants exhibiting an abnrormal phenotype was 2.2 and 2.0 parts per million,
respectively. The average TIC809 levels in leaf and root from phenotypically normal plants
was 1.4 and 1.1 ppm, respectively. These results suggested that higher levels of TIC809

protein may be correlated with the observed abnormal phenotypes.

Example 3
This example illustrates cloning of a gene encoding TIC810, a protein expressed from

within an operon in Bacillus thuringiensis in which the ET29 (#ic809) gene also resides, and

the identification that expression of TIC810 exhibits no comn rootworm insecticidal

bioactivity,

€29 was originally cloned on a 7.1 kb EcoRI fragment from DNA obtained from B.
thuringiensis strain EG4096 (U. S. Patent No. 6,686,452), and was retained in plasmid
pEG1303, a shuttle vector capable of replication in B. thuringiensis and in E. coli.
Recombinant B. thuringiensis strain EG11502 containing pEG1303 produces low levels of
ET29 crystal protein when grown in C2 medium (Donovan et al, Mol. Gen. Genet. 214: 365-
372, 1988).

The ET29 coding sequence was.subcloned from the large 7.1 EcoRI fragment in
pEG1303 as a ~1.5 kb Kpnl-Clal fragment into the high copy-number shuttle vector
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| pEG854.9 (Baum et al, (1996) Appl. Env. Microbiol. 62:4367-4373) with the expectation that

an increase in the level of ET29 expression would be observed from the smaller fragment.
The resulting plasmid, pMON78402, was believed to contain sufficient native DNA 5’ and 3’
of the ET29 coding region to incorporate any necessary expression elements such as a
sporulation dependent promoter. Surprisingly, no protein crystal formation was detected
when pMON78402 was introduced into the acrystalliferous B. thuringiensis host strain
EG10650, suggesting that the 5’ region present on pMON78402 may not contain the native
ET29 promoter and that ET29 transcription from the clone in pEG1303 was driven from a
fortuitous vector-borme promoter. Furthermore, sequencing of the entire 7.1 kb EcoRI
fragment in pEGI1303 revealed the presence of an interrupted open reading frame
immediately upstream of the ET29 coding region. The interrupted coding region contained
one of the terminal EcoRI sites used to clone the 7.1 kb EcoRI fragment in pEG1303. A
FASTX search of the existing non-redundant protein databases as well as a database of B.
thuringiensis crystal protein sequences suggested that this partial ceding region encodes an
amino acid sequence exhibiting approximately 36% sequence identity to that of the ET29
protein.  This related protein was designated TIC810. This suggested that the ET29 gene
resided within an uncharacterized operon that included at least the upstream TIC810 gene,
and that since TIC810 was probably co-expressed with ET29, it too might also exhibit com
rootworm insecticidal activity.

The native ET29 coding sequence is set forth at SEQ ID NO:9 from position 716
through 1408. A single Nhel site was present within this coding sequence (nucleotides 820-
825 as set forth at SEQ ID NQO:9). The partial TIC810 coding sequence in pEG1303 is
shown as set forth at SEQ ID NO:9 from nucleotide position 369 to 654. The EcoRI site that
bisected the TIC810 coding sequence is set forth at SEQ ID NQ:9 at nucleotides 369 — 374.
Nhel digestion of EG4096 DNA or digestion with Nhel and compatible restriction enzymes
coupled with ligation and inverse PCR allowed for the identification of the nucleotide
sequence of the 5’ end of the TIC810 coding region.

EG4096 genomic DNA (5 ug) was digested in 50 puL volumes with compatible
restriction enzymes in various combinations that include Nhel, Nhel + Binl, Nkel + Spel, and

Nhel + Xbal. Ten microliters of the complete digests were mixed with 80 pL sterile water,
10 pL 10X ligase buffer (New England BioLabs, Beverly, MA) and 2 uL T4 ligase and
incubated overnight at 4C. The ligation products were used as thermal amplification
templates using an Elongase® kit from Invitrogen (Carlsbad, CA) and the divergent primers
pr370 and pr371  (as set forth at SEQ ID NO:21 and SEQ ID NO. 22 respectively). SEQ
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ID NO:21 corresponds to the reverse complement of nucleotides 650-671 as set forth in SEQ
D NO:9, and SEQ ID NO:22 corresponds to nucleotides 744-764 as set forth in SEQ ID
NO:9.

Restriction enzymes used for each reaction produced compatible ends. B.
thuringiensis DNA is AT-rich, and so it was anticipated that the restriction enzymes Spel and
Xbal would yield smaller PCR products than the Binl and Nhel restriction enzymes. Only
the Spel-Nhel and Xbal-Nhel combinations yielded amplified DNA fragments. The
amplified DNA fragments were cloned and sequenced and assembled with the EcoRI-Nhel
segment consisting of nucleotides 369 — 825 as set forth at SEQ ID NO:9. An assembled
sequence predicted to encode TIC810 was identified as set forth at SEQ ID NO:3. The
TIC810 gene was subsequently amplified directly from EG4096 genomic DNA using a high-
fidelity thermostable polymerase. Multiple clones were used to confirm the sequence. The
TIC810 gene is predicted to encode a ~25,000 Dalton protein as set forth in SEQ ID NO:4.
The deduced TIC810 amino acid sequence exhibits about 33% amino acid sequence identity
to the ET29 amino acid sequence, suggesting that TIC810 may also exhibit insecticidal
bioactivity. |

The expression of TIC810 in an acrystalliferous strain of B. thuringiensis was
examined. The TIC810 gene was amplified using primers pr375 and pr376 (as set forth in
SEQ ID NO:23 and SEQ ID NO:24, respectively), producing an amplicon encoding a
TIC810 amino acid sequence variant that contains an ATG translation initiation codon
substituted for the native GTG codon. Primer pr375 also incorporates a Spel site 5° to the
TIC810 coding region while primer pr376 incorporates an Xhol site 37 to the TIC810 coding
region amplicon, permitting subcloning of the amplicon into the B. thuringiensis-E. coli
shuttle vector pMON47407. The amplicon encoding TIC810 was inserted into this vector
just down stream of a vector-endogenous crylA promoter. Sequences positioned
downstream of the crylA promoter exhibit sporulation-dependent expression in B.
thuringiensis. The resulting recombinant plasmid pMON78409 containing the sequence
encoding the TIC810 protein was introduced into the acrystalliferous B. thuringiensis host
strain EG10650 by electroporation to generate the recombinant B. thuringiensis strain
SIC8116. Strain SIC8116 produced parasporal inclusion bodies containing TIC810 protein
when grown in C2 sporulation medium. No insecticidal bioactivity was observed when corn
rootworm larvae were exposed to artificial media overlaid with sporulated cultures of

SIC8116, suggesting that the TIC810 protein did not exhibit insecticidal bioactivity directed
to CRW.
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Example 4
This example illustrates that ET29 expression under the control of a crylA

sporulation dependent promoter results in poor expression levels and aberrant physiological
host cell behavior.

The recombinant B. thuringiensis strain EG11502, containing the plasmid pEG1303,
produced small amounts of the ET29 crystal protein. In an attempt to increase the
expression of ET29 in B. thuringiensis, the ET29 coding sequence was inserted into the B.
thuringiensis-E. coli shuttle vector pMON47407. The ET29 coding sequence was amplified
from pEG1303 DNA using primers pr365 and pr372 (SEQ ID NO:25 and SEQ ID NO:26,
respectively). Following sequence confirmation, the amplified ET29 gene fragment was
inserted into the pMON47407 vector backbone in an orientation effective for expression of
ET29 from the vector-endogenous crylA promoter. To assess ET29 protein production, the
resulting reccombinant plasmid, pIC17507, was introduced into B. thuringiensis strain
EG10650, to produce the recombinant strain SIC8114. Strain SIC8114 produced a lower
amount of ET29 protein than did the original ET29 recombinant strain EG11502 and
exhibited poor sporulation in C2 sporulation medium. This result suggested that
overexpression of ET29 may be detrimental to the host cell,‘ or that some other factor present
in the native strain EG4096 and not in the recombinant strain was required for efficient

expression and/or accumulation of ET29.

Example 5

This example illustrates the identification of an operon exhibiting homology to the
TIC810/ET29 operon.

Other strains of Br were examined by Southern blot analysis for the presence of
sequences related to the TIC810/ET29 operon in EG4096. A 5.4 kb Clal restriction
fragment from Bt strain EG5078 total DNA was found to hybridize to an ET29-specific
hybridization probe. This 5.4 kb Clal fragment was cloned into the B. thuringiensis-E, coli
shuttle vector pEG854 (Baum et al., (1990) Appl. Env. Microbiol. 56:3420-3428) and also
into the E. coli vector PBIuescript IISK to generate the recombinant plasmids pEG1325 and
PEG1323, respectively. Sequence analysis of the 5.4 kb insert revealed two tightly linked
genes similar to the ET29 and TIC810 genes in B. thuringiensis strain EG4096. The 5’
proximal coding sequence was designated as #ic812 (as set forth in SEQ ID NO:5) and was
predicted to encode a TIC812 polypeptide (as set forth in SEQ ID NO:6). TIC81?2 exhibits
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about 97% amino acid sequence identity to the TIC810 protein. The 3’ proximal coding
sequence was designated as er37 (SEQ ID NO:1) and was predicted to encode the ET37
amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:2. ET37 exhibits greater than about 99%
amino acid sequence identity to the ET29 protein, differing only at one amino acid position.
The shuttle vector pEG1325, containing both the TIC812 and ET37 genes, was
introduced into the acrystalliferous B. thuringiensis host strain EG106350 using an

electroporation procedure. The resulting recombinant strain, EG11541, produced a high

level of the ET37 protein when grown in C2 sporulation medium. However, the amount of

TIC812 protein present in the spores was approximately only 25% of the amount of ET37
protein. The ET37/TIC812 protein mixture produced by strain EG5078 was found to be

toxic to com rootworm larvae when tested in bioassay.

Because of the similarity between the TIC810/ET29 and the TIC812/ET37 operons,

and because ET37 and ET29 differ at only one amino acid position, it is unlikely that the two
proteins exhibit significantly different insecticidal or cytotoxic properties. The low level of
ET29 when expressed alone compared to the greater level of ET37 protein when expressed
from its native operon, coupled with the substantial identity between the TIC810 and TIC812
proteins, suggests that the TIC810 and TIC812 proteins may be playing a role in increasing
the lévels of, or providing some stabilization to, their respective ET29 or ET37 proteins.
Therefore, co-expression of TIC812 along with the ET37 protein may be the cause of the
observed overproduction of ET37 in strain EG11541. Also, co-expression of TIC810 and
ET29 may likewise result in overproduction of ET29.

To test this hypothesis, the individual ET29, ET37, TIC810 and TIC812 coding
sequences were amplified and cloned into the B. thuringiensis expression vector
pMON47407 described above, so that expression of each was under the control of the vector-
endogenous crylA promoter. The naturally occurring GTG codon at position 1 of the
TIC812 coding sequence was modified to an ATG codon. The TIC810-ET29 tandem coding
sequences (SEQ ID NO:9) and the TIC812-ET37 tandem coding sequences (SEQ ID NO:10)
were each amplified from genomic DNA and cloned into the TOPO cloning vector pCR2.1-
TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) and their sequences confirmed. The amplified DNA
fragments were then cloned into the vector pMON47407 so that the tandem coding sequences
were under the control of the vector-endogenous crylA promoter. Thus, each insert was
cloned into pMON47407 in the same orientation and employed the same promoter. The

acrystalliferous B. thuringiensis strain EG10650 was used as the host strain for all expression
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studies. The plasmid constructs and recombinant B. thuringiensis strains containing these

plasmids are listed in Table 2.

Table 2. Plasmids Constructed for Expression Analysis of TIC810/ET29 and TIC812/ET37

Strain Coding Plasmid Primer pair*
Sequence(s)
EG10650 - - -
SIC8114 ET29 pIC17057 pr372-pr3635
SIC8116 TIC810 pMON78409 pr375-pr376
SIC8130 ET37 pMON78404 pr372-pr365
SIC8131 TIC812 pMON78405 pr375-pr376
SIC8134 TIC810_ET29 pMON78406 prd21-pr365
SIC8135 TIC812_ET37 pMON78407 pr421-pr365
1 — primer pair used for amplification of the coding sequence inserted into
pMON47407

The reco‘mbinant strains and EG10650 were each grown in 30 milliliters of C2
medium in a 250 milliliter baffled flask for 3 days at 28C with vigorous agitation. Spores
and crystals were collected by low-speed centrifugation, washed once with 30 milliliters of
wash buffer (10 mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA, 0.005% Triton X-100, pH 6.8), and
resuspended in wash buffer at a final volume of 3 milliliters. These 10X C2 concentrates
were then analyzed by SDS-PAGE. Protein concentrations were determined by
densitometry using BSA as a standard.

SDS-PAGE analysis indicated that 1} both ET29 and ET37 exhibited poor production
when expressed alone; 2) both TIC810 and TIC812 accumulated to high levels when
expressed alone; and 3) ET29 and ET37 exhibited dramatically elevated levels of expression
when co-expressed along with TIC810 or TIC812, respectively. ET29 protein production
was about 4.6 fold higher in the presence of TIC810 than in its absence, and ET37 production
was about 6.6 fold higher in the presence of TIC812 than in its absence. Furthermore,
strains SIC8134 containing the TIC810_ET29 tandem coding sequence and SIC8135
containing TIC812_ET37 tandem coding sequence exhibited normal sporulation and lysis.
These results indicated that TIC810 and TIC812 were required for the high-level production
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of ET29 and ET37 in B. thuringiensis, respectively, and may be acting as accessory or
chaperone proteins.

The 10X TIC812/ET37 spore-crystal suspension was used directly in a bioassay
against WCR. Crystal proteins in the suspensions were quantified by SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis and densitometry using bovine serum albumin as a standard. 200 mL of
WCR diet was prepared in a manner similar to that described by Pleau et al. (Entomol. Exp.
Appl. 105:1-11, 2002). Twenty L of test sample were applied per well and allowed to dry
before applying a single neonate insect larvae per well with a fine bristle paintbrush. Plates
were sealed with mylar and ventilated using an insect pin. Twenty-four larvae were tested
per sample concentration. The bioassay plates were incubated at 27C, 60% RH, in complete
darkness for 5 — 7 days. The number of surviving larvae per treatment was recorded at the
end of 5-7 days, depending on the experiment. Surviving larvac were weighed on a
microbalance (Cahn C-33). Data were analyzed using JMP® 4 statistical software (SAS
Institute, Cary, N. C., USA). The bioassay data are listed in Table 3.

The results suggest that sporulated cultures of wild type B. thuringiensis strain
EGS5078 containing a mixture of ET37 and TIC812 were found to be toxic to Western corn
rootworm larvae, causing significant larval mass reducticn when compared to the control. A
comparable 10X spore suspension from the cry- B. thuringiensis host strain EG10650
exhibited no activity against WCR larvae in bioassay. A sample containing 500 mg Cry3Bb

rootworm insecticidal protein was included as a positive control.
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Table 3. Western Corn Rootworm Bioassay vs ET37/TIC812

! | Lo UP
Sample Concentration' | N |Mean | SD? | SEM | 95% | 95% | P>ltl
UTC? 0.250 6 | 036 | 005 | 002 | 031 | 04l
Cry3Bb 0.500 3 | 020 | 003 | 002 | 0.13 | 026 | 0.0003
TIC812-
ET37 " 1.000 3| 016 | 004 | 003 | 005 | 027 |<0.0001
TTIC812- |
ET37 0.500 3| 019 | 008| 005 | -001 | 039 | 0.0002
TIC812-
ET37 0.250 3| 025 |001| 001 | 022 | 029 | 0.0084
TIC812-
ET37 0.125 3| 025 | 008| 004 | 006 | 044 | 0.0073

1 — mg/ml; 2 — Standard Deviation; 3 - untreated check;
Variances not equal, Levene's method, P>F 0.0053;
There is an effect due to treatment, SLS, P>F 0.0002; and
5 Means with a P value <0.05 are significantly different from UTC, Planned Contrasts.

Example 6

This example illustrates the co-expression of TIC810 and TIC809 proteins in corn
10 protoplasts.
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Synthetic nucleotide sequences encoding the B. thuringiensis TIC810 and ET29
(TIC809) proteins were constructed for expression in plants, The synthetic sequence
encoding TIC809 is set forth at SEQ ID NO:13 and the amino acid sequence translation is set
forth at SEQ ID NO:14. The synthetic sequence encoding TIC810 is set forth at SEQ ID
NO:15, and the amino acid sequence translation is set forth at SEQ ID NO:16. The synthetic

coding sequences for TIC809 and TIC810 were cloned into expression vectors for transient

expression studies with corn protoplasts. Genetic elements around the coding region(s) of

the TIC809 and TIC810 coding sequences were identical, except for the addition of the
chloroplast transit peptide (ctp), as described in Example 1. The plasmid constructs are

described in part in Table 4 below.

Table 4. Plasmid Constructs for Transient Assay of TIC810/TIC809 Expression

Plasmid Encoded Cry Protein (s) | Protein Localization
pMONB4202 | TIC809 Untargeted
pMONS84203 | ctp-TIC809 Targeted to chloroplasts
pMONG64134 | TIC809, TIC810 Untargeted

PMONG64135 | ctp-TIC809, ctp-TIC810 | Targeted to chloroplasts

pMONG64136 | TIC809, ctp-TIC810 TIC809 untargeted,;
TIC810 targeted to chloroplasts
pMONG64137 | ctp-TIC809, TIC810 TIC809 targeted to chloroplasts;
TIC810 untargeted

Protoplasts were prepared by digesting 12-day corn leaf tissue in 0.6 M mannitol, 10
mM MES pH 5.7, 2% celiulase RS, and 0.3% macerozyme R10 for 2 hours. All
transformations were performed using 50 ug DNA and 1.3 x 10° cells.

TICB09 expression in protoplasts was measured using an ELISA with polyclonal
antibodies raised against the ET29 protein. Results are shown in Table S and represent the

average of three duplicate samples.
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Table 5. Transient expression of TIC809 in corn protoplasts

|

Maan2 Standard :
__ Plasmid Cry Proteins Error Comparisons
pMONB4202 | TIC809 51 0.6 c
pMONG64134 | TIC809, TIC810 1203 749 a
PMONG4136 | 1yogng cipTICB10 | 29.2 3.0 be
pMONB4203 | 1 r1c800 111.4 3.2 a
pMONG4137 | T1c800, TIC810 | 90.2 18.0 ab

ctpTIC809,

PMON64135 | oTICR10 1489 | - 152 a

1 - Comparisons for all pairs using Tukey-Kramer HSD, alpha = 0.05. Treatments

with the same letter are not significantly different from each other.

2 - (ng ET29/mg total protein)

The results indicate that the chloroplast targeted TIC809 protein resulted in an
increase in TIC809 expression in the transient system compared to the non-targeted TIC809
expression. By comparing expression from pMON84203 with expression from
pMONS84202, targeted TIC809 protein expression is observed to be approximately 20-fold
higher than that of the untargeted TIC809 protein. However, co-expression of the untargeted
TIC810 protein with the untargeted TICB09 also results in a significant increase in the
expression of TIC809 protein (compare pMON64134 with pMON84202). In five out six
experiments, targeting both TIC810 and TIC809 to the plastid resulted in equivalent or
greater levels of expression and accumulation of TIC809 compared to that amount
accumulated when TIC809 is targeted to the plastid alone. In any event, co-expression of
TIC809 and TIC810 together in any common cellular location results in increased levels of
accumulation of TICB09 compared to levels of TICB09 accumulation when expressed in that
compartment in the absence of TIC8I10.

pMON64136 and pMONG64137 were construicted to test the effect of expression of
TIC809 when localized to a different subcellular compartment from TIC810. Targeting
TIC810 to the plastid had no significant impact on the expression of the non-targeted TIC809
(compare pMONG64136 with pMON84202). Similarly, the non-targeted TIC810 had no
significant impact on the accumulation of the targeted TIC809 (compare pMONG64137 with
pMONS84203). However, the non-targeted TIC810 increased or stabilized the accumulation
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of the non-targeted TIC809. These results suggest that localization of the two proteins to the
same space within the cell results in a greater accumulation of the rootworm insecticidal
protein TIC809, perhaps as a result of some interaction between the proteins, stabilizing the
accumulation of the TIC809 protein. These results are consistent with the observation that
co-expression of TIC810 and ET29, or co-expression of TIC812 and ET37, results in high-
level expression of ET29 or ET37 respectively in B. thuringiensis.

A plasmid containing a luciferase (LUX) gene was included as a control in the
transient protoplast expression assays. Although luciferase is generally included in transient
assays as an indicator of transformation efficiency, it was observed that luciferase expression
levels varied widely depending on the plasmid construct tested, presumably due to phytotoxic
effects of the accumulated Bt proteins. 'Low accumulation of TIC809 was correlated with
low luciferase levels. In each case, other than when TIC809 is localized to the chloroplast,
co-expression of the untargeted TIC810 in the same compartment with TIC809 resulted in a
dramatic increase in both luciferase and TIC809 expression levels (compare pMON64134
with pMON84202). The luciferase data is shown in Table 6.

Table 6. Luciferase levels in transient assay experiment

Plasmid Encoded Cry protein(s) g;'usnetzon d §;a$ga$e::0r Comparisons'
pMONB4202 | TIC809 67.4 1.7 b
pMONG64134 | TIC809, TIC810 518.6 135.7 a
pMON64136 | TIC809, ctpTIC810 70.8 23 b
pMONB84203 | ctpTIC809 408.0 84.7 a
pMON64137 | ctpTIC809, TIC310 2772 2.6 ab
pMONG64135 | ctpTIC809, ctpTIC810 | 284.9 32.8 ab

: Comparisons for all pairs using Tukey-Kramer HSD, alpha = 0.05. Treatments with
the same letter are not significantly different from each other.

Example 7
This example illustrates the results of co—expréssion of TIC810 and TIC809 in
(ransgenic corn.
TIC809, ctp-TIC809, TIC809-TIC810, and ctpTICSOQ-ctpTICSiO expression
cassettes were introduced into binary plant transformation vectors suitable for use in corn

transformation. Other than the sequences enceding the Bt proteins, constructs differ from
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each other only with respect to the presence or absence of a chloroplast-targeting peptide
coding sequence. A gene conferring glyphosate tolerance was used as a selectable marker
for Agrobacterium-mediated transformation.

pMONG64138 contains a cassette for in planta expression of TIC809 and TIC810.
pMONG64139 contains a cassette for in planta expression of chloroplast targeted TIC809 and
chloroplast targeted TIC810. pMON70513 contains a cassette for in planta expression of
TICR09. pMONT70514 contains a cassette for in planfa expression of a chloroplast targeted
TIC809. Regenerated transgenic corn plants obtained after transformation vsing these four
plasmids and glyphosate selection were screened using a TagMan® assay for the presence of
the glyphosate selectable marker gene and the presence of the tahspl7 3’ sequence(s). An
endpoint PCR assay was used to confirm the presence of the TIC809 and/or TIC810 coding
sequences, where relevant, in each event. " Events transformed with constructs containing
both TIC809 and TIC810 were expected to exhibit two copies of the tahspl7 3° sequence
because each coding sequence is bordered on its 3’ end by the tahspl7 3’ element.
Transgenic and control plants containing six leaves (V6 stage) and roots were assayed using
an ET29 ELISA to determine the level of accumulation of TIC809.

Plants regenerated after transformation with pMON70513 containing only the
cytoplasm targeted TIC809 coding sequence behaved as indicated above in examples 1 and 2.
Plants exhibited substantially abnormal phenotypes and characteristics, typicall)A/
characterized visually by a chlorotic stalk, among other abnormalities. The TIC809
expression and/or accumulation levels averaged no more than about 2.0 ppm in root tissue.

Fifteen RO plants transformed with pMONG64138 were assayed for the presence of the
glyphosate marker and the presence and copy number of the tahspl7 3’ elements, as well as
for the presence of the OriV for detection of any vector backbone, and for the presence and
intactness of the genes encoding the cytoplasm targeted TIC809 and TIC810 proteins. One
event did not contain the full length TIC809 coding sequence and was also determined to
exhibit undetectable levels of TIC809 protein. The remaining 14 events displayed an
average of about 12 ppm TIC809 (fresh weight) in leaf tissue or root tissue. The levels of
TIC809 in root tissue ranged from about 0.2 ppm in one plant to about 45 ppm in the plant
exhibiting the greatest level of expression and/or accumulation. This result suggested that
the éo-expression of TIC810 along with TIC809 in the plant tissues provides for improved
levels of expression and/or accumulation of the TIC809 protein. More significantly,
abnormal phenotypes were not observed in the plants expressing both TIC809 and TIC810 in

the cytoplasm. The expression level of TIC809 was more uniform in root tissue, than in leaf
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tissue, and more plants exhibited higher levels of TIC809 expression in the roots than in the
leaves.

Fifteen RO plants were regenerated from transformed plant cells using pMON64139
containing the chloroplast targeted TIC809 and TIC810 coding sequences. One event was
identified in the screening analysis that did not contain the full length TIC809 expression
cassette, and also did not exhibit detectable levels of TIC809 protein. The remaining 14
cvents averaged about 4.4 ppm and about 8.6 ppm TIC809 protein in root and leaf tissue
respectively.  The levels of TIC809 in roots ranged from about 0.2 ppm to about 45 ppm.
Corn plants transformed with pMON70514, containing the ctpTIC809 gene, averaged only
about 1.7 ppm TIC809 protein in leaf tissue and about 6.3 ppm TIC809 protein in root tissuc.
Thus, co-expression of the non-targeted TIC810 along with the -targeted TIC809 resulted in
higher levels of TIC809 expression and/or accumulation than was achieved with the
chloroplast-targeted TIC809 protein. Furthermore, the RO plants producing elevated levels
of TIC809 protein did not exhibit stalk chlorosis or other manifestations of phytotoxicity
associated with in planta expression of the TIC809 protein alone. Co-expression of
chloroplast targeted TIC810 along with chloroplast targeted TIC809 also resulted in
increased levels of TIC809 accumulation when compared to levels of chloroplast targeted
TIC809 protein expressed in the absence of TIC810.

Eighteen RO plants transformed to co-express the targeted TIC809 and targeted
TIC810 proteins were assayed for the glyphosate tolerance selectable marker gene, the
tahspl7 3’ copy number, presence of OriV (backbone), and for intact TIC809 and TIC810
coding sequences. One event did not contain an intact TIC809 coding sequence and failed to
exhibit detectable levels of TIC809 protein. The remaining 17 plants averaged 8.6 and 4.4
ppm TIC809 protein in leaf and in root, respectively. Root expression of TIC809 protein
ranged from about 1 ppm to about 9 ppm. Events exhibiting chloroplast targeted TIC809
and TIC810 protein expression failed to exhibit stalk chlorosis or other manifestations of

phytotoxicity associated with in planta expression of the TIC809 protein alone.

Example 8

This example illustrates maize root enhanced expression of plastid targeted
TIC809.

PMONG64144 was constructed to contain a chloroplast targeted TIC809 under the
operable control of a RCc3 root promoter (US Pat Appiication Serial No. 11\075,113) and
flanked 5° of a CTP coding sequence by a maize heat shock protein HSP70 intron and 3’ of
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the TIC809 coding sequence by a wheat hspl7 3’ tramscription termination and
polyadenylation sequence. The sequence of the expression cassette is ‘set forth at SEQ ID
NO:38.

Corn plants were regenerated after Agrobacterium mediated transformation of comn
tissue with the vector pMONG64144. Regenerated corn plants were screened using a
TagMan® assay for the presence of the glyphosate selectable marker and the wheat 3’
flanking sequence. The presence of intact TIC809 coding sequence was confirmed using
endpoint PCR assay. Root and leaf samples from 23 RO com plants at the six-leaf stage
were screened using an ET29 ELISA.

The average level of TIC809 accumulated in root tissue was 0.4 ppm. No TIC809
protein was detected in leaves, suggesting that RCc3 promoter activity is enhanced in root
cells. - 8 of the 23 RO plants exhibited a TIC809 protein concentration below the level of
detection in root. None of the plants tested exhibited levels greater than about 1ppm
TIC809. In contrast, a similar construct under the control of a €35S promoter exhibited on

average about 1.4 ppm TIC809 protein in root tissue and about 1.7 ppm in leaves (n=87).

Example 9

This example illustrates in planta co-expression of TIC809 and TIC810, each under
the control of different promoters.

In Example 7 the TIC809 and TIC810 genes were each expressed in planta from
separate expression cassettes, expression of each coding sequence being driven from separate
but identical e35S promoters. In this example expression cassettes were designed so that
expression of TIC809 was substantially localized to the root tissue using a RCc3 promoter,
while expression of TIC810 was under the control of an 35S promoter.

pMONG4150 contains two expression cassettes. One cassette (SEQ ID NO:40)
contained a chloroplast targeted TIC809 coding sequence operably linked at its 5° end to a
rice RCc3 promoter and a maize heat shock protein HSP70 intron, and at its 3’ end to a wheat
hspl7 3’ transcription tprmination and polyadenylation sequence. The other cassette (SEQ
ID NO:40) contained a chloroplast targeted TIC810 coding sequence operably linked at its 5°
end to an €35S promoter and a rice actin intron sequence, and at its 3’ end to a wheat hsp17
3’ transcription termination and polyadenylation sequence.

pMON®64151 is identical to pMONG64150 except that the coding sequences in the two

expression cassettes lack the chloroplast targeting peptide coding sequence (SEQ ID NO:43
and SEQ ID NO:40, respectively).
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Plants >reg¢nerated from corn tissue transformed with either pMON64150 or
pMON64151 were tested to confirm the presence and intactness of the TIC809 and TIC810
coding sequences. Leaves and roots from these events were tested at the 6 leaf stage using
an ET29 ELISA to determine the levels of TIC809 protein accumulation. Plants transformed
with pMON64150 exhibited on average about 1.5 ppm TIC809 per plant, while plants
transformed with pMONG64151 exhibited on average about 0.4 pm TIC809 per plant.
pMON64150 plants exhibited TIC809 root accumulation levels from about 0.4 to about 6
ppm, with more than two thirds of the events exhibiting TIC809 levels at least about 1 ppm.
Leaf tissue consistently exhibited levels of TIC809 accumulation below the limits of
detection for the assay.

Average root accumulation of TIC809 was greater in pMONG4151 events than in
events generated using the chloroplast targeted pMONG64150 expression cassettes
(pPMONG64151, 6.6ppm vs pMONG64150, 1.4ppm). These results are consistent with the
results obtained using constructs in which TIC809 was expressed from the e35S promoter
(pMON64138 and pMONG64139). The greatest difference between plants expressing
TIC809 from the RCc3 versus the e35S promoter. was the lack of accumulation of TIC809 in
leaves when expression was controlled by the RCc3 promoter. Both pMON64150 and
pMONG64151 events exhibited normal phenotypes.

Example 10
This example illustrates Hemipteran species insecticidal bioactivity of compositions
comprising TIC 809 and TIC 810, and homologs thereof as disclosed herein.

Compositions comprising ET29 and/or TIC809 or ET37 have been disclosed
herein to be insecticidal to Coleopteran species of insect pests. TIC810 and TIC812 have
not demonstrated insecticidal bioactivity to Coleopteran insect species, but as disclosed
herein, are useful for facilitating the high level expression and stability of ET29 and or
TIC809 and ET37. ET29 had also previously demonstrated insecticidal bioactivity directed
to Ctenocephalides species, and it is anticipated that ET37 would also demonstrate activity to
this species. It was speculated that TIC810 and/or TIC812 also exhibit insccticidal
bioactivity and so these proteins were tested in bioassay against other plant pests, for example
against Hemipteran insect pest species such as Lygus hesperus (Western Tarnished Plant
Bug; WTPB).

The WTPB, is a phytophagous, piercing-sucking insect that attacks numerous weeds
and crops. The WTPB damages agricultural crops, including cotton, by direct feeding
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damage. An assay for testing insecticidal compositions using this class of insects must allow
for the insect’s natural feeding behavior. The feeding assay employed is based on a 96 well
micro-titer plate format using a sachet system as described by Habibi ct al., (Archives of
Insect Biochem. and Phys. 50: 62-74 (2002)). The WTPB artificial diet is supplied by Bio-
Serv ® (Bio-Serv ® Diet F9644B, Frenchtown, NI).

Five hundred and eighteen milliliters of autoclaved, boiling water are combined with
156.3 grams of Bio-Serv ® Diet F9644B in a surface sterilized blender. The contents of four
surface sterilized chicken eggs are added and the mixture is blended until smooth, then
adjusted to one liter total volume and allowed to cool. Toxin samples are prepared by
mixing twenty microliters of sample in the desired concentration with two hundred
microliters of blended diet (1:10 ). Depending upon the number of individual samples
desired for testing this amount can be scaled up or down.

A shect of Parafilm® (Pechiney Plastic Packing, Chicago, IL) is placed over a
vacuum manifold designed for 96-well format (Analytical Research Systems, Gainesville,
FL) and a vacuum of approximately -20 millimeters mercury is applied, which is sufficient to
cause extrusion of the Parafilm® into the wells. Forty microliters of test sample are added to
the Parafilm® wells. A sheet of Mylar film (Clear Lam Packaging, Inc., Eik Grove Village,
IL) is then placed over the Parafilm® and sealed gently with a tacking iron (Bienfang
Sealector II, Hunt Corporation, Philadelphia, PA). The Parafilm® sachets are then placed
over a flat-bottom 96-well plate containing WTPB eggs suspended in agarose. Upon
hatching, WTPB nymphs will feed by piercing the sachet that is presented above them.
Extraoral digestion as a result of extrusion of WTPB oral secretions into the sachet may lead
to proteolysis and degradation of diet contents prior to ingestion by the insect. To assure
intact protein was being presented to the insect in its diet, the diet sachets are replaced every
two days. This enhancement allows for longer presentation of the intact diet contents over
the course of the feeding assay. Insect diet sachets are replaced on days two, four and six.
Stunting and mortality scores are determined on day 8 and compared to the untreated check
(UTC).

The proteins ET29 (or TIC809), TIC810, ET37 and TIC812 (US Patent Application
number 60\713,111), were tested ihdividually and in combinations such as, for example,
TIC809 plus TIC810, for their toxicity to the WTPB. Crystal proteins were expressed in
the acrystalliferous Bacillus thuringieu.'s‘is strain EG10650 and purified over sucrose step
gradients to eliminate spores and cell debris. Sucrose step gradients (10 mL each of 55-, 70-

and 79-% sucrose in 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, 0.005% Triton X-100, pH 7.5) were
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prepared in 25- by 89- mm Ultra-Clear centrifuge tubes (Beckman Instruments, Inc., Palo
Alto, CA). Spore-crystal suspensions were layered on top of the gradients and centrifuged at
18,000 rpm (4°C) for 4-18 hr in an ultracentrifuge equipped with a SW28 rotor. Protein
crystals were recovered from either the 55-70% or the 70-79% sucrose interface and
suspended in 25 mM Tris-HCl pH 7.5. Initial bioassays contained the purified Bt
insecticidal proteins at a final concentration of 200 parts per million (ppm). The Coleopteran
specific toxin, Cry3Bbl (Donovan et al., Appl. Environ. Microbiol. 58: 3921-3927 (1992)),
the Lepidopteran specific toxin CrylAc (Baum et al., Appl. Environ. Microbiol. 56:3420-
3428 (1990), and the Lepidopteran specific toxin CrylBbl (U.S Patent No. 5,322,687) were
each included as negative controls in the feeding assay. Surprisingly, WTPB nymphs
exhibited stunting and mortality when exposed to the combination of the TIC810 plvs ET29
proteins and as expected, no stunting and mortality were detected when exposed only to
ET29, or to any of the other BT proteins Cry3Bbl, CrylAc, or CrylBbl, all of which
exhibited no significant difference when compared to the untreated control.

The Lygus bioassays were expanded to include individual crystal preparations of
TIC810, TIC812, and a mixture of TIC812 and ET37. Similar to the results described
above, only the combination of the two proteins exhibited significant insecticidal activity.
TIC810 plus ET29 and TIC812 plus ET37 exhibited significant mortality and mass reduction
when compared to untreated controls or to the bioassays using only the individual proteins.
However, combinations of TIC810 plus ET29 (or TIC809) exhibited greater mortality and
mass reduction than the TIC812 plus ET37 combination.

The results of these bioassays indicated that neither TIC810 nor TIC812 alone are
toxic to WTPB, and that a mixture of either TIC810 and ET29 or of TIC812 and ET37 is

toxic to WTPB, similar to the results observed when tested against corn rootworm larvae.

Example 11

This example illustrates construction of cassettes for expressing TIC809 and/or
TIC810, and homologs thereof.

Plant transformation vectors are constructed to achieve high-level expression of
rootworm-toxic TIC809 and/or ET37 proteins in plants. Vectors containing TIC812 and
ET37 ceding sequences may be used to co-express TIC812 and ET37 protein, thereby
achieving insect protected plants exhibiting high levels of in planta ET37 protein production.
Co-expression of TIC810 along with ET37 is sufficient for achieving stable high levels of
accumulation of ET37 in a host cell. Similarly, co-expression of TIC812 along with ET29 or
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even TIC809 is sufficient to achieve stable high levels of accumulation of ET29 or TIC809 in

a host cell. As indicated hereinabove,

It is anticipated that proteins of the Cytl and Cyt2 class that exhibits from about
15 to about 100 per cent amino acid sequence similarity to ET29 and/or ET37 will exhibit
improved expression and/or accumulation when expressed in a host cell along with TIC810,
TIC812, or an orthologous or homologous protein exhibiting an amino acid sequence that
exhibits from about 50 to about 100% amino acid sequence similarity to TIC810 or TIC812,
and that any negative phenotypic effects caused by such Cyt protein expression will be
ameliorated by co-expression of such Cyt protein with TIC810, TIC812, or variants thereof.
The above specification describes prefesred embodiments of the present invention. It
will be understood by those skilled in the art that, without departing from the scopé and spirit
of the present invention and without undue experimentation, the present invention can be
performed within a wide range of equivalent parameters. While the present invention has
been described in connection with specific embodiments thereof, it will be understood that it
is capable of further modifications. The present invention is intended to cover any uses,
variations, or adaptations of the invention following the principles of the invention in general.
Various permutations and combination of the elements provided in all the claims that follow
are possible and fall within the scope of this invention.
All publications, patents and published patent applications referred to in this
specification are herein incorporated by reference as if each individual publication or patent

was specially and individually stated to be incorporated by reference.
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Claims

What is claimed is:

1. An isolated and purified nucleotide sequence encoding an insecticidal protein, said protein
being selected from the group consisting of SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, and SEQ ID NO:47.

2. The isolated and purified nucleotide sequence of claim 1 selected from the group
consisting of SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:11, and SEQ ID NO:46.

3. An isolated and purified insecticidal protein selected from the group consisting of an ET29,
an ET37, a TIC810, a TIC812, a TIC809, and a TIC127.

4. A plant or plant cell transformed with a nucleotide sequence encoding an insecticidal
protein, said insecticidal protein being selected from the group consisting of an ET29, an
ET37, a TIC810, a TIC812, a TIC809, and a TIC127.

5. Progeny or seed from the plant of claim 4, wherein said progeny or seed comprises said

nucleotide sequence.

6. A vector comprising a nucleotide sequence encoding a protein selected from the group

consisting of an ET29, ET37, TIC810, TIC812, TIC809, and TIC127.

7. A method for enhancing the accumulation of a first insecticidai protein in a host cell, said
method comprising contemporaneously expressing said first protein selected from the group
consisting of ET29, TIC809, and ET37 with a second insecticidal protein selected from the
group consisting of TIC810 and TIC812, wherein said contemporaneous expression enhances

the accumulation of the first protein compared to the accumulation of said first protein

expressed in the absence of said second protein.

8. A composition exhibiting insecticidal activity comprising a first protein selected from the
group consisting of ET29, ET37, and TIC809, and a second protein selected from the group
consisting of TIC810 and TIC812,
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9. The composition of Claim 8 wherein said first protein is TIC809 and said second protein is
TIC810.

10. The composition of claim 8 wherein the ratio of said first protein to said second protein is

from about 1:1 to about 2:1.

11. The composition of claim 8 provided in the diet of a Coleopteran or a Hemipteran plant

pest in an agriculturally acceptable formulation.

12. The composition of Claim 11 wherein said formulation consists of both proteins

expressed in a plant cell.

13. The composition of claim 11 wherein said Coleopteran pest is a corn rootworm -and said

Hemipteran pest is a Lygus bug.

14. A commodity product comprising a detectable amount of a first protein selected from the
group consisting of ET29, ET37 and TIC809 and a detectable amount of a second protein
selected from the group consisting of TIC810 and TIC812.

. 15. A commodity preduct comprising a detectable amount of (1) a first nucleotide sequence
encoding a first protein selected from the group consisting of ET29, ET37 and TIC809 and
second nucleotide sequence encoding a second protein selected from the group consisting of
TIC810 and TIC812; (2) a first protein selected from the group consisting of ET29, ET37,
and TIC809 and a second protein selected from the group consisting of TIC810 and TIC812,;
(3) both (1) and (2); or (4) any combination of (1) and (2).

16. The commodity product of any of claims 14-15 selected from the group consisting of
cotton seed, cotton sced oil, cotton seed meal, soybean seed, soybean oil, soybean meal,
soybean ftour, distillers’ dry goods solids, corn seed, corn flour, corn meal, corn syrup, corn

oil, corn starch, animal feed, and cereals manufactured in whole or in part to contain soybean

and/or corn by-products.
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17. A method for making a plant cell resistant to an insect pest comprising transforming said
plant cell to express an insecticidally effective amount of a toxin composition, said toxin
composition comprising a first protein selected from the group consisting of ET29, ET37 and

TIC809 and a second protein selected from the groﬁp consisting of TIC810 and TIC812.

18. The method of claim 17 wherein said plant cell is regenerated into a fertile transgenic

plant.

19. The method of claim 17 wherein said plant cell is selected from the group consisting of a

monocot plant cell and a dicot plant cell.

20. The method of claim 19, wherein (1) said monocot plant cell is selected from the group
consisting of corn, wheat, oat, rice, sorghum, milo, buckwheat, rye, grass (fescue, timothy,

brome, orchard, St. Augustine, Bermuda, bentgrass), and barley plant cell, and (2) said dicot

plant cell is selected from the group consisting of alfalfa, apple, apricot, asparagus, bean,

berry, blackberry, blueberry, canola, carrot, cauliflower, celery, cherry, chickpea, citrus tree,
cotton, cowpea, cranberry, cucumber, cucurbit, egg plant, fruit tree, grape, lemon, lettuce,
linseed, melon, mustard, nut bearing tree, okra, orange, pea, peach, peanut, pear, plum,
potato, soybeans, squash, strawberry, sugar beet, sunflower, sweet potato, tobacco, tomato,

turnip, and vegetable plant cells.

21. The method of claim 18, wherein progeny plants and seeds are produced from said

transgenic plant, and wherein said progeny plants and seed comprise said first and second

protein.

22. A host cell comprising a nucleotide sequence encoding a cyt protein, said protein being

selected from the group consisting of a TIC809, a ET37, a TIC810, a TIC812, and a TIC127.

23. The host cell of claim 22 selected from the group consisting of a plant cell, 2 fungal cell

and a bacterial Icell.
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24. The host cell of claim 23 wherein said plant cell is selected from the group consisting of a

monocot plant cell and a dicot plant cell.

25. The host cell of claim 24 wherein (1) said monocot plant cell is selected from the group
consisting of corn, wheat, oat, rice, sorghum, milo, buckwheat, rye, grass (fescue, timothy,
brome, orchard, St. Augustine, Bermuda, bentgrass), and barley plant cell, and (2) said dicot
plant cell is selected from the group consisting of alfalfa, apple, apricot, asparagus, bean,
berry, blackberry, blueberry, canola, carrot, cauliflower, celery, cherry, chickpea, citrus tree,
cotton, cowpea, cranberry, cucumber, cucurbit, egg plant, fruit tree, grape, lemon, lettuce,
linseed, melon, mustard, nut bearing tree, okra, orange, pea, peach, peanut, pear, plum,
potato, soybeans, squash, strawberry, sugar beet, sunflower, sweet potato, tobacco, tomato,

turnip, and vegetable plant cells.

26. An expression cassette for use in expressing an insecticidal protein in a host cell, wherein
said expression cassette comprises in operable linkage a promoter sequence functional in said
host cell and a nucleotide sequence encoding said protein, said protein being selected from
the group consisting of TIC809, TIC810, TIC812, ET37, and TIC127.

27. The expression cassette of Claim 26 wherein said host cell is selected from the group

- consisting of a bacterial cell, a fungal cell, a mammalian cell, and a plant cell.

28. The expression cassette of Claim 27 wherein

(a) said bacterial cell is selected from the group consisting of a Bacillus species cell, a
Enterobacteriacae species cell, a Pseudomonas species cell, a Clostridium species

cell, and a Rhizobium species cell, and a Agrobacterium species cell; and

(b) said plant cell is selected from the group of plants consisting of a dicotyledonous plant
and a monocotyledonous plant, said dicotyledonous plant being further selected from
the group consisting of alfalfa, apple, apricot, asparagus, bean, berry, blackberry,

blueberry, canola, carrot, cauliflower, celery, cherry, chickpea, citrus tree, cotton,
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cowpea, cranberry, cucumbes, cucurbit, egg plant, fruit tree, grape, lemon, lettuce,
linseed, melon, mustard, nut bearing tree, okra, orange, pea, peach, peanut, pear,
plum, potato, soybeans, squash, strawberry, sugar beet, sunflower, sweet potato,
tobacco, tomato, turnip, and vegetable, and said monocotyledonous plant being
further selected from the group consisting of corn, wheat, oat, rice, sorghum, milo,
buckwheat, rye, grass (fescue, timothy, brome, orchard, St. Augustine, Bermuda,

bentgrass), and barley.

29, The expression cassette of Claim 26 wherein said host cell is a plant cell and said
expression cassette further comprises in operable linkage a sequence selected from the
group consisting of an expression enhancer sequence, an untranslated leader sequence, an
intron sequence, a chloroplast targeting peptide encoding sequence, and a transcription

termination and polyadenylation sequence.

30. A vector comprising the expression cassette of any of Claims 26 through Claim 29.

31. A transgenic plant or plant cell resistant to insect infestation comprising a nucleotide
sequence encoding a first cyt toxin selected from the group consisting of ET29, TIC809,
and ET37 and a second cyt toxin selected from the group consisting of TIC810 and
TIC812.

32. The transgenic plant or plant cell of claim 31 wherein said transgenic plant is selected
from the group consisting of a dicot plant or dicot plant cell and a monocot plant or
monocot plant cell, said dicot plant or dicot plant cell being further selected from the
group consisting of alfalfa, apple, apricot, asparagus, bean, berry, blackberry, blueberry,
canola, carrot, cauliflower, celery, cherry, chickpea, citrus tree, cotton, cowpea,
cranberry, cucumber, cucurbit, egg plant, fruit tree, grape, lemon, lettuce, linseed,
melon, mustard, nut bearing tree, okra, orange, pea, peach, peanut, pear, plum, potato,
soybeans, squash, strawberry, sugar beet, sunflower, sweet potato, tobacco, tomato,

turnip, and vegetable, and said monocot plant being further selected from the group
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consisting of corn, wheat, oat, rice, sorghum, milo, buckwheat, rye, grass (fescue,

timothy, brome, orchard, St. Augustine, Bermuda, bentgrass), and barley.

The transgenic plant or plant cell of claim 32 resistant to (1) coleopteran insect
infestation, wherein said coleopteran insect is selected from the group consisting of a
Chrysomelidae, Cucujidae, Scarabaeidae, Trogositidae, Tenebrionidae, Curculionidae,
Elateridae and Bruchidae, and (2) hemiptera insect infestation, wherein said hemiptera are

selected from the sub-orders Heteroptera and Homoptera.

The transgenic plant or plant cell of claim 33, wherein said Chrysomelidea is a Diabrotica
species selected from the group consisting of D. virgifera (western corn rootworm), D.
undecempunctata {(southern corn rootworm), D. barberi (northern cormn rootworm}, D.
virgifera zeae (Mexican corn rootworm), D. balteata (brazilian corn rootworm) and
Brazilian Corn Rootworm complex (BCR) further comprising D. viridula and D.

speciosa.

Progeny or seed of the transgenic plant or plant cell of claim 33, wherein said progeny or

seed comprise said nucleotide sequence.

A method for controlling coleopteran or hemipteran insect infestation of a plant by
providing in the diet of the insect one or more plant cells transformed with a nucleic acid
sequence comprising in operable linkage a plant functional promoter and a nucleotide
sequence encoding a fusion protein, wherein said fusion protein comprises a first amino
acid sequence selected from the group consisting of a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:8, and
SEQ ID NO:14, and a second amino acid sequence selected from the group consisting of
SEQ ID NO:4 and SEQ ID NO:6.

A method for protecting a crop in a field from insect infestation comprising growing a
transgenic crop plant comprising an insecticidally effective amount of a first protein and a
second protein, said first protein being selected from the group consisting of an ET37, an
ET29, and a TIC809 and said second protein being selected from the group consisting of
TIC810 and TICB12, and providing the proteins together in the diet of the insect to inhibit

the insect from surviving on said transgenic crop plant.
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38. The method of claim 37 wherein said insect is selected from the group consisting of a

coleopteran insect and a Hemipteran insect.

39. The method of claim 37, wherein said transgenic crop plant further comprises an
additional insecticidal agent toxic to the same insect as the first and second proteins,
wherein said additional insecticidal agent is selected from the group consisting of a
Bacillus toxin, a Xenorhabdus toxin, a Photorhabdus toxin, and a dsRNA specific for

suppression of one or more essential genes in said insect.

40. The method of claim 37-39 wherein the yield of said crop is improved compared to the

yield of an isogenic crop lacking said insecticidal proteins,
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165

gtt
Val

38-21 (53327) B

gtt
Val

att
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu

aac
Asn
70

atg
Met

att
Ile

aca
Thr

tac
Tyr

gct
Ala
150

gca
Ala

act
Thr
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att
Ile

tat
Tyr

tat
Tyr

aaa
Lys
55

act
Thr

ata
Ile

gat
Asp

tte
Phe

aaa
Lys
135

ata
Ile

ttt
Phe

atc
Iie
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aca
Thr

cag
Gln

tte
Phe
40

gec
Ala

tta
Leu

gac
Asp

aac
Asn

aca
Thr
120

gaa
Glu

cag
Gln

gat
Asp

aag
Lys

3g-21
SEQUENCE LISTING

tta
Leu

gta
val
25

caa
Gln

tta
Leu

aat
Asn

aag
Lys

aaa
Lys
108

aat
Asn

gat
Asp

gat
Asp

att
Ile

gat
Asp

aca
Thr
10

gct
Ala

gga
Gly

caa
Gln

caa
Gin

att
Ile
90

aag
Lys

cta
Leu

gca
Ala

gag
Glu

agt
Ser
170

act
Thr

gta
val

cca
Pro

gca
Ala

att
Ile

act
Thr
15

gta
val

ttt
Phq

aat
Asn

cat
His

gaa
Glu
155

gta
Val

gaa
Glu

cca
Pro

caa
Gln

att
Ile

gca
Ala
60

gtg
val

gac
Asp

tgg
Trp

tcyg
Ser

aaa
Lys
140

aca

Thr

gat
Asp

aat
Asn

tct
Ser

tat
Tyr

gat
Asp
45

aat

Asn

cag
Gln

att
Ile

gat
Asp

caa
Gin
125

act
Thr

ggt
Gly

att
Ile

tat

-“Tyr

teca
Ser

gtg
Val
30

ggt
Gly

gat
Asp

caa
Gln

atg
Met

cag
Gln
110

gaa
Glu

agt
Ser

gg9
Gly

gaa
Glu

gct
Ala

Page 1

gat
Asp
15

aat
Asn

tca
Ser

att
Iie

ggt
Gly

aag
Lys
g5

gta
val

age
Ser

tac
Tyr

gta
Val

aaa
Lys
175

gkt
val

(53327) B SEQ LISTING,ST25.txt

gtg
val

caa
Gln

aca
Thr

cca
Pro

aca
Thr
80

aat
Asn

aca
Thr

gaa
Glu

tat
Tyr

atg
Met
160

gaa

Glu

aca
Thr
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96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576
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gta
val

aaa
Lys

cat
His
225

aaa
Lys

gtt
val
210

aca
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<4Q00>

Met

1

Val

Ala

Leu

Gln

65

val

val

Ala

Ala

Tyr

145

Ala

Lys

val

Lys

His

Phe

Asn

Leu

Arg
50

Ala

Gln

Leu

Ala

1rp

130

Asn

Thr

val

Lys

Val

210

Thx

WQ 2007/027776

gct
Ala
195

gta
val

att
Ile

2
231
ERT

180
att
Ile

gat
Asp

tgt
Cys

Bacillus

2

Phe

Tyr

Thr

35

Phe

Ala

val

Ser

Ile

115

Ile

Ile

Leu

Leu

Ala

195

val

Ile

Asn

Ser

20

Leu

Rsp

val

Ser

Ile

100

Thr

Phe

Leu

Pro

Phe

180

Ile

Asp

Cys

aat gta
Asn Val

gct ttt
Ala Phe

agt aac
Ser Asn
230

gta
Val

aaa
Lys
215

tct
Ser

caa
Gln
200

tcg
Ser

taa

thuringiensis

Arg Val
S

Glu Ile

Ala Lys

Phe Glu

Val Asn

70

Val Met
B85

Val Ile
Asn Thr
Tyr Tyr
Phe Ala

150

Ile Ala
165

Val Thr
Asn vVal

Ala phe

Ser Asn

Ile

Tyr

Tyr

Lys

55

Thx

Ile

Asp

Phe

Lys

135

Ile

Phe

Ile

Val

Lys

215

Ser

Thr

Gln

Phe

40

Ala

Leu

Asp

Asn

Thr

120

Glu

Gln

Asp

Lys

Gln

200

Ser

38~

185

gca
Ala

cca
Pro

Leu

val

25

Gln

Leu

Asn

Lys

Lys

105

Asn

Asp

ASp

Ile

Asp

185

Ala

Pro

22

ctt
Leu

cgt
Arg

Thr

10

Ala

Gly

Gln

Gln

Ile

90

Lys

Leu

Ala

Glu

Ser

170

Thr

Leu

Arg

caa
Gln

cac
His

Val

Pro

Ala

Ile

Thr

75

Val

Phe

Asn

His

Glu

155

val

Glu

Gln

His

tect
Ser

tta
Leu
220

Pro

Gln

Ile

Ala

60

Val

Asp

Trp

Ser

Lys

140

Thr

Asp

Asn

Ser

Leu
220

tcc
Ser
205

cct
Pro

Ser

Tyx

Asp

45

Asn

Gin

Ile

Asp

Gln

i25

Thr

Gly

Ile

Tyr

Ser

205

Pro

130

cga
Arg

aga
Arg

Ser

val

30

Gly

Asp

Gln

Met

Gln

110

Glu

Ser

Gly

Glu

Ala

190

Arg

Arg

Page 2

gat
Asp

aaa
Lys

Asp

is

Asn

Ser

Ile

Gly

Lys

95

val

Ser

Tyr

Val

Lys

175

val

Asp

Lys

(53327)-B SEQ LISTING.ST25.txt

tca
Ser

aga
Arg

val

Gln

Thr

Pro

Thr

80

Asn

Thr

Gla

Tyr

Met

160

Glu

Thr

Ser

Arg
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225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
gtg agt
val Ser
1

tta tat
Leu Tyr

gca tat
Rla Tyr

aga gaa
Arg Glu
50

act tta
Thr Leu
65

gaa att
Glu Ile

gat acc
Asp Thr

aca gaa
Thr Glu

gaa tat
Glu Tyr
130

tat aac
Tyr Asn
145

cca atg
Pro Met

aag tta

W0 2007/027776

3
657
DNA

230

Bacillus thuringiensis

CcDS

{1)..(8657)
TICB10

3
aaa
Lys

tta
Len

tta
Leu
35

tcg
Ser

gtt
val

cta
Leu

tta
Leu

tta
Leu
115

att
Ile

atc
Ile

gga
Gly

aca

Lys Leu Thr

gct tta
Ala Leu

gct aca
Ala Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

aat
Asn
195

tta
Leu

4
218
ERT

gaa
Glu

aaa
Lys
20

tta
Leun

gat
Asp

acg
Thr

gtt
val

ggt
Gly
100

att
Ile

tat
Tyr

ctt
Ligu

ttc
Phe

cct
Pro
180

att
Ile

aaa
Lys

Bacillus

4

att
Ile

ata
Ile

tgt
Cys

ttt
Phe

gtt
val

agt
Ser
85

ate
Ile

gga
Gly

ttt
Phe

tte
Phe

gat
Asp
165

aaa

Lys

att
Ile

aag
Lys

cgt
Arg

ctt
Leu

aga
Arg

gac
Asp

ggt
Gly
70

gat
Asp

aca
Thr

aat
Asn

tat
Tyr

gtt
val
150

gtg
val

gat
Asp

caa
Gln

gca
Ala

tta
Leu

gct
Ala

gaa
Glu

aaa
Lys
55

aca
Thr

ttg
Leu

gac
Asp

tta
Leu

gag
Gilu
135

Lttt
Phe

act
Thr

aaa
Lys

ctt
Leu

cta
Leu
215

aat
Asn

Lttt
Phe

ttt
Phe
49

aca
Thr

atg
Met

att
Iie

att
Ile

ttt
Phe
120

gaa
Glu

gaa
Glu

gtg
Val

gtc
val

atc
Ile
200

aaa
Lys

thuringiensis

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

ttg
Leu

gta
val
25

gag
Glu

ctt
Leu

aat
Asn

acg
Thr

gat
Asp
105

gtg
Val

aaa
Lys

.aaa

Lys

aac
Asn

act
Thr
185

aca
Thr

act
Thr

agt
Ser
10

aaa
Lys

tct
Ser

acc
Thr

act
Thr

caa
Gln
90

gca
Ala

aat
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

act
Thr
179

tat
Tyr

gaa
Glu

cta
Leu

aga
Arg

cct
Pro

atc
Ile

att
Ile

aaa
Lys
79

gtt
val

aat
Asn

ctg
Leu

aag
Lys

tct
Ser
155

aat
Asn

ggt
Gly

gat
Asp

taa

gaa
Glu

gag
Glu

gta
Val

gta
val
60

ctt
Leu

gga
Gly

aca
Thr

aat
Asn

caa
Gln
140

ttt
Phe

aaa
Lys

cat
His

aaa
Lys

tca
Ser

cat
His

gat
Asp
45

aag
Lys

gtg
val

agt
Ser

cag
Gln

tct
Ser
125

aca
Thr

atc
Ile

gaa
Glu

gta
Val

ttt
Phe
205

999
Gly

ttt
Phe
30

cct
Pro

agt
Ser

aat
Asn

cag
Gln

caa
Glin
110

caa
Gln

agt
Ser

acc
Thr

gcg
Ala

tca
Ser
180

aac
Asn

Page 3

gca
Ala
15

Lttt
Phe

aca
Thr

gat
Asp

agt
Ser

ata
Ile
95

caa
Gln

gtt
val

tat
Tyr

att
Ile

gtt
Val
175

gta
val

ttt
Phe

gat
Asp

caa
Gln

aca
Thr

teca
Ser

caa
Gln
80

gct
Ala

tta
Leu

caa
Gln

cgc
Arg

tta
Leu
160

ctt
Leu

aaa
Lys

ctt
Leu

48

9%

144

192

240

289

336

384

432

480

528

576

624
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val

Leu

Ala

Arg

Thr

65

Glu

Asp

Thr

Glu

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

aAla

Ser

Tyxr

Tyr

Glu

50

Leu

Ile

Thr

Glu

Tyx

130

Asn

Met

Leu

Leu

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
gtg agt aaa
vVal Ser Lys

1

5

657
DA
Bacillus

WO 2007/027776

Lys

Leu

Leu

Ser

val

Leu

Leu

Leu

115

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn

195

Leu

CDs
{1)..{657}
TIC812

tta tat tta
Leu Tyr Leu

gca tat tta
Ala Tyr Leu

35

Glu

Lys
20

Leu

Asp

Thr

val

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

gaa
Glu

aaa
Lys
20

tta
Leu

Ile

Ile

Cys

Phe

val

Ser

85

Ile

Gly

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Asn

Tyr

val

150

Val

nsp

Gln

Ala

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu
215

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Glu

Val

val

Ile

200

Lys

thuringiensis

att
Ile

ata
Ile

tgt
Cys

cgt
Arg

ctt
Leu

aga
Arg

tta
Leu

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

ttt
Phe

ttt
Phe
40

38-21
Leu Ser Arg Glu Ser Gly Ala Asp

Val
25

Glu

Leu

Asn

Thr

Asp
105

val

Lys

Lys

Asn

Thr
18%

Thr

Thr

ttg
Leu

gta
vVal
25

gag
Glu

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gin

90

Ala

Asn

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Leu

agt
Ser
10

aaa

Lys

tct
Ser

(53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

Pro

Ile

Ile

Lys

15

Val

Asn

Leu

Lys

Ser

155

Asn

Gly

Asp

aga
Arg

cct
Pro

atc
Ile

Glu

val

val

60

Leu

Gly

Thr

Asn

Gln

140

Phe

Lys

His

Lys

gaa
Glu

gag
Glu

gta
Val

His

Asp
15

Lys

val

ser

Gln

Ser

125

Thr

Ile

Glu

Val

Phe
205

tca
Ser

cat
His

gat
Asp
45

Phe
30

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln
110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser
1580

Asn

g9g9
Gly

ttt
Phe
30

cct
Pro

Page 4

15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

Gln

val

Tyr

Ile

val

175

Val

Phe

gca
Ala
15

ttt
Phe

aca
Thx

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Arg

Leu

160

Leu

Lys

Leu

gat
Asp

caa
Gln

aca
Thr

48

96
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aga gaa
Arg Glu
50

act tta
Thr Leu
65

gaa att
Glu Ile

gat acc
Asp Thr

acg gaa
Thr Glu

gac tat
Asp Tyr
130

tat aac
Tyr Asn
145

cea atg
Pro Met

aag tta
Lys Leu

get tta
Ala Leu

get aca
Ala Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Val Ser
1

Leu Tyr

Ala Tyr

Axg Glu
50

Thr Leu
65

Glu Ile

Asp Thr

WO 2007/027776

ttg
Leu

gtt
val

cta
Leu

tta
Leu

tta
Leu
115

att
Iie

atc
Ile

gga
Gly

aca
Thr

aat
Asn

gat
Asp

acyg
Thr

gtt
val

ggt
Gly
100

att
Ile

tat
Tyr

ctt
Leu

tte
Phe

cct
Pro
180

att
Ile

195 -

tta
Leu

6
218
PRT

aaa
Lys

Bacillus

6

Lys

Leu

Leu

35

Leu

val

Leu

Leu

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

val

Gly
100

ttt
Phe

gtt
val

agt
Ser
85

att
Ile

gaa
Glu

ttt
Phe

tte
Phe

gat
Asp
165

aaa

Lys

att
Ile

aag
Lys

gac
Asp

gat
Gly
70

gat
Asp

aca
Thr

aat
Asn

tat
Tyr

gtt
Val
150

gtg
val

gat
Asp

caa
Gln

gca
Ala

aaa
Lys
55

aca
Thx

ttg
Leu

gac
Asp

tta
Leu

gag
Glu
135

ttt
Phe

act
Thr

aaa
Lys

ttt
Phe

cta
Leu
215

acyg
Thr

atg
Met

att
Ile

att
Ile

ttt
Phe
120

gaa
Glu

gaa
Glu

gtg
Val

gtc
val

atc
Ile
200

aaa
Lys

thuringiensis

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

aArg

Leu

Arg

Asp

Gly

Asp

Thr

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thrx

Leu

Asp

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

ctt
Leu

aat
Asn

aag
Lys

gat
Asp
105

gtg
val

aaa
Lys

aaa
Lys

aac
Asn

act
Thr
185

aca
Thr

act
Thr

Leu
Val
25

Glu
Leu
Asn

Lys

Asp
105

acc
Thr

act
Thr

caa
Gln
90

gca
Ala

aat
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

act
Thr
170

tat
Tyr

gaa
Glu

cta
Leu

Ser

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

90

Ala

att
Ile

aaa
Lys
15

gtt
val

aat
Asn

ctg
Leu

aag
Lys

tct
Ser
155

aat

Asn

ggt
Gly

gat
Asp

taa

Rrg

Pro

Ile

Ile

Lys

75

val

Asn

gta
val
60

ctt
Leu

gga
Gly

aca
Thr

aat
Asn

caa
Gln
140

ttt
Phe

aaa
Lys

cat
His

aaa
Lys

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

aag
Lys

gtg
val

agt
Sex

cag
Gln

tct
Ser
125

aca

Thr

atc
Ile

gaa
Glu

gta
val

ttg
Leu
205

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gln

agt
Ser

aat
Asn

cag
Gln

caa
Gln
110

caa

Gln

agt
Ser

acc
Thx

gcg
Ala

teca
Ser
190

aac
Asn

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln
110
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gat
Asp

agt
Ser

ata
Ile
95

cga
Arg

gtt
Val

tat
Tyr

att
Ile

gtt
Val
175

gta
val

ttt
Phe

Ala

135

Phe

Thrx

Asp

Ser

Ile

95

Arg

teca
Ser

caa
Gln
80

gct
Ala

tta
Leu

caa
Gln

cgc
Arg

tta
Leu
160

ctt

Leu

aaa
Lys

ctt
Leu

AsSp

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

192

240

288

336

384

528

576

624

657
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Thr Glu Leu Ile Glu Asn Leu Phe Val Asn Leu Asn Ser Gln Val Gln
115 120 125

Asp Tyr Ile Tyx Phe Tyr Glu Glu Lys Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg
130 135 140

Tyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys Glu Ser Phe Ile Thr Ile Leu
145 150 155 160

Pro Met Gly Phe Asp Val Thr val Asn Thr Asn Lys Glu Ala Val Leu
165 170 175

Lys Leu Thr Pro Lys Asp Lys Val Thr Tyr Gly His Val Ser Val Lys
180 185 190

Ala Leu Asn Ile Ile Gln Phe Ile Thr Glu Asp Lys Leu Asn Phe Leu
195 200 205

Ala Thr Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr Leu
210 215

<210> 7 ‘
<211> 696

<212> DNA

<213> Bacillus thuringiensis

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(696)
<223> ET29

<400> 7

atg tte ttt aat cgc gttt att aca tta aca gta cca tct tca gat gtg 48
Met Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp Val

1 5 10 15

gtt aat tat agt gaa att tat cag gta get cca caa tat gtg aat caa a6
Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr Val Asn Gln
20 25 30

gct ctt acg cta get aaa tat ttc caa gga gca att gat ggt tca aca 144
Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp Gly Ser Thr
35 49 45

tta cgt ttt gat ttt gaa aaa gcc tta caa att geca aat gat att cca 152
Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile Pro
50 55 60

cag gca gca gtg gta aac act tta aat caa act gtg cag caa ggt aca 240
Gln Ala Ala Val Val Asn Thr Leu ARsn Gln Thr Val Gla Gln Gly Thr

gtc caa gta tca gtg atg ata gac aag att gta gac att atg aag aat 288
Val Gln Val Ser val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys Asn
85 90 95

gta tta tct att gta att gat aac aaa aag ttt tgg gat cag gta aca 336
Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gln Val Thr
100 105 110

gct gct att aca aat aca ttc aca aat cta aat tcg caa gaa age gaa 384
Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Glu Ser Glu
115 120 125
gca tgg att ttt tat tac aaa gaa gat gca cat aaa act agt tac tat 432
RAla Trp Ile Phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr Tyr
130 135 140
tat aat atc tta ttt gct ata cag gat gag gaa aca ggt ggg gta atg 480
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Tyr
145

gcg
Ala

aag
Lys

gta
val

aaa
Lys

cat
His
225

Asn

aca
Thr

gtt
val

aaa
Lys

gtt
val
210

aad
Lys

<210>
<211>
<z212>
<213>

<400>

W0 2007/027776

Ile

tta
Leu

cta
Leu

gct
Ala
1958

gta
val

att
Ile

8
231
PRT

Leu

ceg
Pro

ttt
Phe
180

att
Ile

gat
Asp

tgt
Cys

Bacillus

8

Met Phe Phe

1

Val

Ala

Leu

Gln

65

vVal

val

Ala

Ala

Tyr

145

Ala

Lys

Asn

Leu

Arg

50

Ala

Gln

Leu

Ala

Trp

130

Asn

Thr

val

Tyr

Thr

35

Phe

Ala

val

Ser

Ile

115

Ile

Ile

Leu

Leu

Asn

Ser

20

Leu

Asp

Val

Ser

Ile

100

Thr

Phe

Leu

Pro

Phe
180

Phe

att
Ile
165

gtt
Val

aat
Asn

gct
Ala

agt
Ser

Ala
150

gca
Ala

act
Thr

gta
val

ttt
Phe

aac
Asn
230

Ile

Lttt
Phe

atc
Ile

gta
Val

aaa
Lys
215

tct
Ser

Gln

gat
Asp

aag
Lys

caa
Gln
200

tcg
Ser

taa

thuringiensis

Arg

Glu

Ala

Phe

val

val

Val

Asn

Tyr

Phe

Ile

165

val

val

Ile

Lys

Glu

Asn

70

Met

Ile

Thr

Tyr

Ala

150

Ala

Thr

Ile

Tyr

Tyr

Lys

55

Thr

Ile

Asp

Phe

Lys

135

Ile

Phe

Ile

Thr

Gln

Phe

40

Ala

Leu

Asp

Asn

Thr

120

Glu

Gln

Asp

Lys

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

Bsp Glu Glu Thr Gly Gly Val Met

att
Ile

gat
Asp
185

gca
Ala

cca
Pro

Leu

Val

25

Gln

Leu

Asn

Lys

Lys

105

Asn

Asp

Asp

Ile

Asp
185

agt
Ser
170

act
Thr

ctt
Leu

cgt
Arg

Thr

10

Ala

Gly

Gln

Gln

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

Sexr

170

Thr

155

gta
val

gaa
Glu

caa
Gln

cac
His

val

Pro

Ala

Ile

Thr

75

Vval

Phe

Asn

His

Glu

155

Val

Glu

gat
Rsp

aat
Asn

tct
Ser

tta
Leu
220

Pro

Gln

Ile

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

Lys

140

Thr

Asp

Asn

att
Ile

tat
Tyr

tece
Ser
205

cct
Pro

Ser

Tyr

Rsp

45

Asn

Gln

Ile

‘Asp

Gln

125

Thr

Gly

Ile

Tyx

gaa
Glu

gcg
Ala
190

cga
Rryg

aga
Arg

Ser

val

30

Gly

Asp

Gln

Met

Gln

110

Glu

Ser

Gly

Glu

Ala
190

Page 7

aaa
Lys
175

gtt
Val

gat
Asp

aaa
Lys

Asp
13

Asn
Ser
Ile
Gly
Lys
95

val
Ser
Tyr
Yal
Lys
175

val

160
gaa

Glu

aca
Thr

tca
Ser

aga
Arg

val

Gln

Thr

Pro

Thr

a0

Asn

Thr

Glu

Tyr

Met

160

Glu

Thr

528

576

624

672

696

PCT/US2006/033867
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WO 2007/027776

Val Lys Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp Ser

195

200

205

Lys Val val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys Arg

210

215

His Lys Ile Cys Ser Asn Ser
230

225

<210> 9

<211> 1411
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

().
<400> 9

atgagtaaag
atacttgett
gagtctatcg
aagagtgatt
gaaattctag
attacagaca
gtgaatctga
acaagttatc
ccaatgggat
aaagataaag
acagaagata
ggttaagtag
ctttaatcge
ttatcaggta
agcaattgat
tatteccacag
agtatcagtg
tgataacaaa
aaattcgcaa
ttactattat
attaccgatt
tatcaaggat
tcaatcttce
aaaaagacat
<210> 10

<211> 1411

<212> DPNA
<213>

nisc_feature

. (1411)

aaattcegttt
ttgtaaaacc
tagatectac
caactttagt
ttagtgattt
ttgatgcaaa
attctcaagt
gctataacat
tcgatgtgac
tcacttatgg
aatttaactt
gtaaaataga
gttattacat
gcteccacaat
ggttecaacat
gcagcagtgg
atgatagaca
aagttttggg
gaaagcgaag
aatatcttat
gcatttgata
actgaaaatt
cgagattcaa

aaaatttgta

Bacillus thuringiensis

aaatttgagt
tgagcattit
aacaagagaa
tacggttggt
gattacgcaa
tacacagcaa
tcaagaatat
ccttttegtt
tgtgaacact
tcatgtatca
tecttgctaca
attaaaatga
taacagtacc
atgtgaatca
tacgttttga
taaacacttt
agattgtaga

atcaggtaac

‘catggatttt

ttgetataca
ttagtgtaga
atgeggttac

aagttgtaga

gtaactctta

Bacillus thuringiensis

TIC810 ORF 1-657; ET29 ORF 716-1411

agagaatcag
tttcaagcat
tcggattttyg
acaatgaata
gttggaagtc
caattaacag
atttattttt
tttgaaaaag
aataaagaag
gtaaaagctt
ttaaaaaagg
aacagtatga
atcttcagat
agctcttacg
ttttgaaaaa
aaatcaaact
cattatgaag
agctgctatt
ttattacaaa
ggatgaggaa
tattgaaaaa
agtaaaagct
tgcttttaaa

a

220

gggcagattt
atttattatg
acaaaacact
ctaaacttgt
agatagctga
aattaattgg
atgaggaaaa
agtcttttat
cggttecttaa
taaatattat
cactaaaaac
aaggggtaat
gtggttaatt
ctagctaaat
gccttacaaa
gtgcagcaag
aatgtattat
acaaatacat
gaagatgcac
acaggtgggg
gaaaaggttc
attaatgtag

togecacgte

Page 8

atatttaaaa
tagagaattt

taccattgta

gaatagtcaa’

taccttaggt
aaatttattt
agaaaagcaa
caccatttta
gttaacacct
tcaacttatc
tctataagcg
tttatatagtt
atagtgaaat
atttccaagg
ttgcaaatga
gtacagtcca
ctattgtaat
tcacaaatct
ataaaactaqg
taatggegac
tatttgttac
tacaagcact

acttacctag

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1411

PCT/US2006/033867
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 10
atgagtaaag

atacttgctt
gagtctatcg
aagagtgatt
gaaattctag
attacagaca
gtgaatctga
acaagttate
ccaatgggat
aaagataaaq
acagaagata
ggttaagtag
ctttaatcge
ttatcaggta
agcaattgat
tattccacag
agtatcagtg
tgataacaaa
aaattcgcaa
ttactattat
attaccgatt
tatcaaggat
tcaatcttec
agaaaagacat
<210> 11

<211>
<212> DNA
<213>
<220>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 11

(1}.

1531

misc_feature
(1411}
TICB12 ORF 1-657;

aaattcgttt
ttgtaaaacc
tagathtac
caactttagt
ttagtgattt
ttgatgcaaa
attctcaagt
gctataacat
tcgatgtgac
tcacttatgg
aattgaactt
gtaaaataga
gttattacat
gctccacaat
ggttcaacat
gcagcagtgg
atgatagaca
aagttttggg
gaaagcgaag
aatatcttat
gcatttgata
actgaaaatt
cgagattcaa

acaatttgta

ORF TICB1l0 1-657;

misc_feature
(1).
TIC810 ORF 1-657; ET37 ORF 716-1411

- (1531)

gaattcgecec ttgoectaggt

gggcagattt

atatttaaaa

atttattatg tagagaattt

acaaaacact taccattgta

ctaaacttgt gaatagtcaa

aaatttgagt
tgagcatttt
aacaagagaa
tacggttggt
gattaagcaa
tacacagcaa
tcaagactat
ccttttegtt
tgtgaacact
tcatgtatca
tcttgctaca
attaaaatga
taacagtacc
atgtgaatca
tacgttttga
taaacacttt
agattgtaga
atcaggtaac
catggatttt
ttgctataca
ttagtgtaga
atgctgttac
aagttgtaga

gtaactctta

Artificial Sequence

atgagtaaag

atacttgett

gagtctatcg

aagagtgatt

gaaattctag

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

ET37 ORF 716-1411

agagaatcag
tttcaagcat
ttggattttyg
acaatgaata
gttggaagte
cgattaacgg
atttattttt
tttgaaaaag
aataaagaag
gtaaaagctt
ttaaaaaagg
aacagtatga
atcttcagat
agctcttacy
ttttgaaaaa
aaatcaaact
cattatgaag
agctgctatt
ttattacaaa
ggatgaggaa
tattgaaaaa
agtaaaagct
tgcttttaaa

a

ORF ET37 716 - 1411

aaattcgttt
ttgtaaaacc
tagatectac
caactttagt

ttagtgattt

gggcagattt
atttattatg
acaaaacgct
ctaaacttgt
agatagctga
aattaattga
atgaggaaaa
agtcttttat
cggttcttaa
taaatattat
cactaaaaac
aaggggtaat
gtggttaatt
ctagctaaat
gccttacaaa
gtgcagcaag
aatgtattat
acaaatacat
gaagatgcac
acaggtgggy
gaaaaggttc
attaatgtag

tcgececacgtce

aaatttgagt
tgagcatttt

aacaagagaa

tacggttggt

gattacgcaa

Page 9

atatttaaaa
tagagaattt
taccattgta
gaatagtcaa
taccttaggt
aaatttattt
agaaaagcaa
caccatttta
gttaacacct
tcaatttate
tctataagtg
tttatatgtt
atagtgaaat
atttccaagg
ttgcaaatga
gtacagtcca
ctattgtaat
tcacaaatct
ataaaactag
taatggcgac
tatttgttac
tacaagcact

acttacctag

agagaatcag
tttcaagcat
tcggattteg
acaatgaata

gttggaagtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1411

60
120
180
240

300

PCT/US2006/033867
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WO 2007/027776

agatagcetga
aattaattgg
atgaggaaaa
agtcttttat
cggttcttaa
taaatattat
cactaaaaac
aaggggtaat
gtggttaatt
ctagctaaat
gccttacaaa
gtgcagcaag
aatgtattat
acaaatacat
gaagatgcac
acaggtgggyg
gaaaaggttce
attaatgtag
tegecacgtce
caataagata
cactaaatgg
<210> 12

<211>
<212> DNB
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<223>

<400> 12
gaattcgece

gggcagattt
atttattatg
acaaaacgcet
ctaaacttgt
agatagctga
aattaattga
atgaggaaaa
agtcttttat

cggttcttaa

1531

taccttaggt
aaatttattt
agaaaagcaa
caccatttta
gttaacacct
tecaacttatc
tetataageg
tttatatgtt
atagtgaaat
atttccaagg
ttgcaaatga
gtacagtcca
ctattgtaat
tcacaaatct
ataaaactaqg
taatggcgac
tatttgttac
tacaagcact
acttacctag
aaatcttatt

actcgagtta

ORF TIC812 1-657:

misc_feature
<222> (1).

. (1531)

TICB12 ORF 1-657;

ttgecctaggt
atatttaaaa

tagagaattt

taccattgta

gaatagtcaa
taccttaggt
aaatttattt
agaaaagcaa
caccatttta

gttaacacct

attacagaca
gtgaatctga
acaagttatc
ccaatgggat
aaagataaagq
acagaagata
ggttaagtag
ctttaatcgc
ttatcaggta
agcaattgat
tatteccacag
agtatcagtg
tgataacaaa
aaattcgcaa
ttactattat
attaccgatt
tatcaaggat
tcaatcttee
aaaaagacat
gectatcttc

agggcgaatt

Artificial Segquence

atgagtaaag
atacttgett
gagtctatceg
aagagtgatt
gaaattctag
attacagaca
gtgaatctga
acaagttatc
ccaatgggat

aaagataaag

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

ttgatgcaaa tacacagcaa

attctcaagt
gctataacat
tcgatgtgac
tcacttatgg
aatttaactt
gtaaaataga
gttattacat
gcteccacaat
ggttcaacat
gcagcagtgg
atgatagaca
aagtttiggg
gaaagcgaag
aatatcttat
gcatttgata
actgaaaatt
cgagattcaa
acaatttgta
ttagaataac

c

ORF ET29 716-1411

ET2¢ ORF 716-1411

aaattcgttt
ttgtaaaacc
tagatcctac
caactttagt
ttagtgattct
ttgatgcaaa
attctcaagt
gctataacat
tcgatgtgac

tcacttatgg

tcaagaatat
ccttttegtt
tgtgaacact
tcatgtatca
tcttgctaca
attaaaatga
taacagtacce
atgtgaatca
tacgttttga
taaacacttt
agattgtaga
atcaggtaac
catggatttt
ttgctataca
ttagtgtaga
atgctgttac
aagttgtaga
gtaactctta

aaatggctgt

aaatttgagt
tgagcatttt
aacaagagaa
tacggttggt
gattaagecaa
tacacagcaa
tcaagactat
cctettegtt
tgtgaacact

tcatgtatca

Page 10

caattaacag
atttattttt
tttgaaaaag
aataaagaag
gtaaaagctt
ttaaaaaagg
aacagtatga
atcttcagat
agctcttacyg
ttttgagaaa
aaatcaaact
cattatgaag
agctgctatt
ttattacaaa
ggatgaggaa
tattgaaaaa
agtaaaagct
tgcttttaaa
agaagaccga

tatggggaag

agagaatcag
tttcaagcat
ttggattttyg
acaatgaata
gttggaagtc
cgattaacgg
atttattttt
tttgaaaaag
aataaagaag

gtaaaagctt

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1531

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

PCT/US2006/033867
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WO 2007/027776

taaatattat tcaatttatc acagaagata
cactaaaaac tctataagtg ggttaagtag
aaggggtaat tttatatgtt ctttaatcgce
gtggttaatt atagtgaaat ttatcaggta
ctagctaaat atttccaagg agcaattgat
gccttacaaa ttgecaasatga tattccacag
gtgcagcaag gtacagtcca agtatcagtg
aatgtattat ctattgtaat tgataacaaa
acaaatacat tcacaaatct aaattcgcaa
gaagatgcac ataaaactag ttactattat
acaggtgggg taatggcgac attaccgatt
gaaaaggttc tatttgttac tatcaaggat
attaatgtag tacaagcact tcaatcttce
tcgeccacgte acttacctag aaaaagacat
caataagata aaatcttatt gtctatcttce
cactaaatgy actcgagtta agggcgaatt
<210> 13
<211> 702
<212> DKNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
planta
<220>
<221> Cbs
<222> (1)..(702)
<223> TICBOS
<400> 13
atg gce ttc ttc aac cgg gtg atc
Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile
1 5
gtg gtc aac tac tcg gag atc tac
Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr
20
cag gce ctg acc ctg gec aag tac
Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr
35 40
acc ctg agg ttc gac ttc gag aag
Thr Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys
50 55
ccg cag gece gog gtg gtc aac acc
Pro Gin Ala Ala Val Val Asn Thr
65 70
acc gtc cag gte age gtc atg atc
Thr Val Gln Val Ser val Met Ile
85
aat gtc ctg tece atc gtg ata gac
Asn Val Leu Ser I1le val Ile Asp
100
acg gct gee ate acc aac ace tte
Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe

38-21
aattgaactt

gtaaaataga
gttattacat
gcteccacaat
ggttcaacat
gcagcagtgg
atgatagaca
aagttttggg
gaaagcgaag
aatatcttat
gcatttgata
actgaaaatt
cgagattcaa
aaaatttgta
ttagaataac

c

tcttgetaca
attaaaatga
taacagtacc
atgtgaatca
tacgttttga
taaacacttt
agattgtaga
atcaggtaac
catggatttt
ttgctataca
ttagtgtaga
atgcggttac
aagttgtaga
gtaactetta

aaatggetgt

synthetic sequence for use in expressing TICB09

ttaaaaaagg
aacagtatga
atcttcagat
agctcttacg
ttttgaaaaa
aaatcaaact
cattatgaag
agctgctatt
ttattacaaa
ggatgaggaa
tattgaaaaa
agtaaaagct
tgcttttaaa
agaagaccga

tatggggaag

(53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

660
720
780
840
900
960
10290
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1531

(ET29 MET-ALA) in

acc
Thr

cag
Gln
25

ttc
Phe

gcqg
ARla

ctg
Leu

gac
Asp

aac
Asn
10s

acg
Thr

ctc
Leu
10

atg
Val

cag
Gln

tta
Leu

aac
Asn

aag
Lys
90

aag
Lys

aac
Asn

acg gtg
Thr val

gct cct
Ala Pro

ggc gcc
Gly Ala

cag atc
Gln Ile
60

cag acc
Gln Thr
15

atc gtg
Ile val

aaqg ttt
Lys rfhe

ctg aac
Leu aAsn

ceg
Pro

cag
Gln

atc
Ile
45

gcc
Ala

gtc
Val

gac
Asp

tag
Trp

agc
Ser

Page

teg
Ser

tat
Tyr
30

gac

Asp

aag
Asn

cag
Gln

atc
Ile

gat
Asp
110

cag
Gln

11

tca
Ser
15

gtc
val

ggc
Gly

gac
Asp

cag
Gln

atg
Met
95

cag

Gln

gag
Glu

gac
Asp

aac
Asn

agc
Ser

atc
Ile

g99
Gly
80

aag

Lys

gtc
val

teyg
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

PCT/US2006/033867
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gag
Glu

tat
Tyr
145

atg
Met

gag
Glu

acc
Thr

tct
Ser

ag9g9
Arg
225

gce
Ala
130

tac
Tyr

gcc
Ala

aag
Lys

gtc
val

aag
Lys
2190

cat
His

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

WO 2007/027776

115

tgg
Trp

aac
Bsn

acg
Thr

gtc
val

aag
Lys
195

gtg
Val

aag
Lys

14

232
PRT
Artificial Sequence

14

Met Ala Phe

1

val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr
145

val

Ala

Leu

Gln

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Asn

Leu

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

ate
Ile

atc
Ile

ctg
Leu

ctg
Leu
180

gcg
Ala

gtt
Val

att
Ile

Phe

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

tte
Phe

cte
Leu

ccc
Pro
165

ttc
Fhe

atc
Ile

gat
Asp

tgc
Cys

Asn

Ser

Leu

Asp

val

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Leu

tat
Tyr

tte
Phe
150

atc
Ile

gtg
val

aac
Asn

gcg
Ala

tet
Ser
230

Arg

Gliu

Ala

Phe

val

val

val

Asn

Tyr

Phe
150

tac
Tyr
135

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
val

ttc
Phe
215

aac
Asn

Synthetic Construct

val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

TYT

135

Ala

120
aaqg
Lys

atc
Ile

tte
Phe

atc
Ile

gtc
Val
200

aaa
Lys

tcyg
Ser

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thx

Ile

ASp

Phe

120

Lys

Ile

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

gag
Glu

cag
Glin

gac
Asp

aag
Lys
18S

cag
Gln

tcg
Ser

kga

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

gac
Asp

gac
Asp

atc
Ile
170

gac

Asp

gca
Ala

cca
Pro

tga

Leu

10

val

Gln

Leu

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

gce
Ala

gaa
Glua
155

agt
Ser

act
Thr

cte
Leu

cqg
Arg

Thr

Rla

Gly

Gln

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu
155

cac
His
140
gag
Glu

gtg
val

gag
Glu

cag
Gln

cac
His
220

val

Pro

Ala

Ile

Thr

val

Phe

Asn

His

140

Glu

125
aag

Lys

acg
Thr

gac
Asp

aat
Asn

tct
Ser
205

tta
Leu

Pro

Gln

Ile

45

Ala

val

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Page

acg
Thr

ggt
Gly

ate
Ile

tac
Tyr
190

agc
Ser

ccC
Pro

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

12

tce
Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gce
Ala

agg
Arg

cgg
Arg

Ser

15

val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

tac
Tyr

qtg
val
160

aag
Lys

gte
val

gat
Asp

aag
Lys

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly

80

Lys

val

Ser

Tyr

val
160

432

480

528

576

624

672

102

PCT/US2006/033867

74



Met Ala

Glu Lys

Thr Val

Ser Lys
210

Arg His
225

<210>
<211>

WO 2007/027776

Thr

val

Lys

195

val

Lys

15
666

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<Z220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg agc
Met Ser
1

ctg tac
Leu Tyr

gcg tac
Ala Tyr

cgc gag
Arg Glu
50

acc ctc
Thr Leu
65

gag atc
Glu Ile

gat acc
Asp Thr

acg gag
Thr Glu

gag tac
Glu Tyr
130

tac aac
Tyr Asn
145

cca atg
Pro Met

cDps
{1} ..(666)
TIC810

15

aaa
Lys

ctc
Leu

ctc
Leu
35

tct
Ser

gtg
Vval

ctc
Leu

cte
Leu

ctg
Leu
115

atc
Ile

atc
Ile

ggc
Gly

Leu

Leu
180

Ala

val

Ile

gaa
Glu

aag
Lys
20

ctg
Leu

gac
Asp

ace
Thr

gtg
val

ggc
Gly
100

atc
Ile

tac
Tyr

cte
Leu

tte
Phe

Pro
168
Phe
Ile

Asp

Cys

atc
Ile

atc

Ile

tgce
Cys

tte
Phe

gtg
Val

teg
Ser
85

ate
Ile

ggc
Gly

ttc
Phe

tte
Phe

gac
Asp

Ile

val

Asn

Ala

Ser
230

synthetic sequence for use in expression

agg
Arg

ctc
Leu

cge
Arg

gac
Asp

ggc
Gly
70

gac
Rsp

acg
Thr

aac
Asn

tac
YL

gtg
val
150

gtg
val

38-21 {53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys
170 175

Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
185 186G

val val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp
200 205

Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Proc Arg Lys
215 220

Asn Ser

cte aac ctt tcet cgt gag agec ggc gec gac
Leu Asn Leu Ser Arg Glu Ser Gly Ala Asp
10 15

gee tte gtg aag ccc gag cac tte ttt cag
Ala Phe Val Lys Pro Glu His Phe Phe Gln
25 30

gag ttc gag agc atc gtg gat cct aca acc
Glu Phe Glu Ser Ile Val Asp Pro Thr Thr
40 45

aag acyg ctg acc atc gtg aag tcg gac tec
Lys Thr Leu Thr Ile Val Lys Ser Asp Ser
55 60

acg atg aac acc aag ctg gtc aat agc caa
Thr Met Asn Thr Lys Leu Val Asn Ser Gln
. 75 B0

ttg atc act caa gtec ggt tcc cag ate gee
Leu Ile Thr Gln Val Gly Ser Gln Ile Ala
90 95

gac atc gac ¢gcc aac acc cag caa cag ctc
Asp Ile Asp Ala Asn Thr Gln Gln Gln Leu
105 110

ctc ttc gtg aac ctc aat tcec caa gtt cag
Leu Phe Val Asn Leu Asn Ser Gln Val Gln
120 125

gag gag aag gag aag cag acc tcc tac cge
Glu Glu Lys Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg
135 140

ttc gaa aag gag tcg ttc atc acc att ctg
Phe Glu Lys Glu Ser Phe Ile Thr Ile Leun
155 160

acc gtg aac acg aac aag gag gcc gtc ctg
Thr Val Asn Thr Asn Lys Glu Ala Val Leu

Page 13

of TICB10 in planta

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

PCT/US2006/033867




aag
Lys

gcc
Ala

gca
Ala

ctg
Leu

cte
Leu

acc
Thr
210

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

1

Leu

Ala

Arg

Thr

65

Giu

Asp

Thr

Glu

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Tyx

Tyr

Glu

50

Leu

Tle

Thr

Glu

Tyr

130

Asn

Met

Leu

Leu

Thr
210

WO 2007/027776

acce
Thr

aac
Asn
195

cte
Leu

16

218
PRT
Artificial Sequence

16

Leu

Leu

Ser

val

Leu

Leun

Leu

115

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn

195

Leu

ccg
Pro
180

ate
Ile

aag
Lys

Lys

20

Leu

Asp

Thr

val

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

165

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys

Ile

Cys

Phe

val

ser

85

Ile

Gly

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

gac
Asp

cag
Gln

gct
Ala

Met Ser Lys Glu Ile Arg
5

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Asn

Tyr

Val

150

val

Asp

Gln

Ala

aag
Lys

ctc
Leu

cte
Leu
215

Synthetic Construct

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu
215

gtt
val

att
Ile
200

aag
Lys

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Glu

val

val

Ile

200

Lys

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

acc
Thr
185

acg
Thr

acc
Thr

Leu

Val

25

Glu

Leu

Asn

Thr

Bsp

105

Val

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

Thr

170

tac ggc cac

Tyr

gag
Glu

ctg
Leu

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

S0

Ala

Asn

Glu

Glu

Thr

170

TyT

Glu

Leu

Gly

gac
Asp

tga

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

75

Val

Asn

Leu

Lys

Ser

15§

Asn

Gly

Asp

His

aag
Lys

tga

Glu
Glu
val
Val
60

Leu
Gly
Thx
Asn
Gln
140
Phe
Lys

His

Lys

gtc
val

ttc
Phe
205

gaa
Glu

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gln

Ser

125

Thr

Ile

Glu

val

Phe
205

Page

age
Ser
190

aac
Asn

tte
Phe
220

Gly

Phe

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln

110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser

190

Asn

14

175

gtc
Val

tte
Phe

ala

15

Phe

Thx

Asp

Ser

Ile

95

Gln

val

Tyx

Ile

val

175

val

Phe

aag
Lys

cte
Leu

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Arg

Leu

160

Leu

Lys

Leu

576

024

666

PCT/US2006/033867
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<210>
<«211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<Z223>

<400>

WO 2007/027776

17
699
DNA

Artificial Sequence

3g-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

synthetic sequence for expression of

CDS
..
ET37

17

atg ttc ttc
Met Phe Phe

1

gtc aac tac
Val Asn Tyr

gec ctg acc
Ala Leu Thr

35

ctg agg ttce
Leu Arg Phe

50

cag gcc geg
Gln Ala Rla

63

gtc cag gtc
Val Gln Vval

gtc ctg tec
val Leu Ser

gct gee atce
Ala Ala Ile

115

gce tgg ate
Ala Trp Ile
130

tac aac atc
Tyr Asn Ile

145

gcec acg ctg
Ala Thr Leu

aag gtc ctg
Lys Val Leu

gtc aag gcg
val Lys Ala

185

aag gtg gtt
Lys Val val
210

cat acc att
His Thr Ile

225

<210>

18

(699)

aac
Asn

tcyg
Ser
20

ctg
Leu

gac
Asp

gtg
Vval

agc
Ser

atc
Ile
100

acc
Thr

ttec
Phe

ctc
Leu

ccc
Pro

tte
Phe
180

ate
Ile

gat
Asp

tge
Cys

<99
Arg

gag
Glu

gee
Ala

tte
Phe

gtc
Val

gtc
Val
85

gtg
val

aac
Asn

tat
Tyr

ttc
Phe

atc
Ile
165

gtg
Val

aac
Asn

gcg
Ala

tct
Ser

atg
val

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

aac
Asn
10

atg
Met

ata
Ile

acc
Thr

tac
Tyr

gce
Ala
150

gcc
Ala

acc
Thr

gty
Val

tte
Phe

aac
Asn
230

atc
Ile

tac
Tyr

tac
Tyr

aag
Lys
55

acce
Thr

atc
Ile

gac
Asp

ttc
Phe

aag
Lys
135

atc
Ile

ttc
Phe

atc
Ile

gte
Val

aaa
Lys
215

tcg
Ser

acc
Thr

cag
Gln

ttc
Fhe
40

gcg
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

aac
Asn

acg
Thr
120

gag
Glu

cag
Gln

gac
Asp

aag
Lys

cag
Gln
200

tecg
Ser

tga

ctc
Leu

gtg
Val
25

cag
Gln

tta
Leu

aac
Asn

aag
Lys

aag
Lys
105

aac

Asn

gac
Asp

gac
Asp

atc
Ile

gac
Asp
185

gca
Ala

cca
Pro

tga

acyg
Thr
10

gct
Ala

g9c
Gly

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile
g0

aag
Lys

ctg
Leu

gcc
Rla

gaa
Glu

agt
Ser
170

act
Thr

cte
Leu

cgg
Arg

gtg
val

cct
Pro

gcc
Ala

atc
Ile

acc
Thr
75

gtg
Val

ttt
Phe

aac
Asn

cac
His

gag
Glu
155

gtg
val

gag
Glu

cag
Gln

cac
His

ET37 in

ccg
Pro

cag
Gln

atc
Ile

gcc
Ala
60

gte
val

gac
Asp

tgg
Trp

age
Ser

aag
Lys
140

acg
Thr

gac
hsp

aat

Asn

tct
Ser

tta
Leu
220

tcg
Ser

tat
Tyxr

gac
Asp
45

aac
Asn

cag
Gln

atc
Ile

gat
Asp

cag
Gln
125

acg
Thr

gat
Gly

atc
Ile

tac
Tyr

age
Ser
205

cce
Pro

planta

tca
Ser

gtc
val
30

ggc
Gly

gac
Asp

cag
Gln

atg
Met

cag
Gln
110

gag
Glu

tce
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

gce
Ala
190

agg
Arg

€gg
Arg

Page 15

gac
Asp
15

aac
Asn

agc
Ser

atc
Ile

gg99
Gly

aag
Lys
95

gtc
Val

tcg
Ser

tac
Tyr

atyg
val

aag
Lys
175

gtc
val

gat
Asp

aag
Lys

gtg
val

cag
Gln

acc
Thr

ccg
Pro

acc
Thr
80

aat
Asn

acg
Thr

gag
Glu

tat

Tyr.

atg
Met
160

gag
Glu

acc
Thr

tct
Ser

agg
Arg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

699

PCT/US2006/033867

A




WO 2007/027776

38-21 (53327} B SEQ LISTING.ST25.txt

<211> 231
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<400> 1B

Met

1

val

Ala

Leu

Gln

65

Val

val

Ala

Ala

Tyr

145

Ala

Lys

Val

Lys

His
225

phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp
5 10 15

Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Prc Gln Tyr Val Asn
20 25 30

Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp Gly Ser
35 40 45

Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile

Ala Ala Val val Asn Thr Leu Asn Gln Thr Val Gln Gln Gly
70 75

Gln Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys
85 ’ S0 95

Leu Ser Ile val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gin Val
100 108 110

Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Glu Ser
115 120 125

Trp Ile Phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr
130 135 140

Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Gly Val
150 15%

Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys
165 170 175

Val Leu Phe vVal Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
180 185 190

Lys' Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp
185 200 205

Val val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys
210 215 220

Thr Ile Cys Ser Asn Ser
230

<210> 19
<211> 657
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> synthetic sequence for expression of TIC812 in planta

<220>

Page 16

val

Gln

Thx

Pro

Thr

80

Asn

Thr

Glu

Tyr

Met

180

Glu

Thr

Ser

Arg

PCT/US2006/033867

3%




<221>

<222>

<223>

<400>

WO 2007/027776

CDS

{1)..(657)

19

atg agc aaa
Met Ser Lys

1

ctg
Leu

gcg
Ala

cgc
Arg

acc
Thr

gag
Glu

gat
Asp

acg
Thr

gac
Asp

tac
Tyr
145

cca

Pro

aag
Lys

gcc
Ala

gca
Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

tac
Tyr

tac
Tyr

gag
Glu
50

ctc
Leu

ate
Tle

ace
Thr

gag
Glu

tac
Tyr
130

aac
Asn

atg
Met

ctg
Leu

cte
Leu

acc
Thr
210

<220>

<223>

<400>

1

cte
Leu

cte
Leu
35

ctg
Leu

gtg
val

ctc
Leu

ctec
Leu

ctg
Leu
115

atc
Ile

atc
Ile

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
195

ctc
Leu

20
218
PRT
artificial Sequence

20

TICB12

gaa
Glu

aag
Lys
20

ctg
Leu

gac
Asp

acc
Thr

gtg
Val

ggc
Gly
100

atc
Ile

tac
Tyr

cte
Leu

tte
Bhe

ccg
Pro
180

atc
Ile

aag
Lys

atc
Ile

atc
Ile

tgc
Cys

tte
Phe

qtg
Val

tecg
Ser
85

atc
Ile

gag
Glu

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp
165

aag

Lys

atc
Ile

aag
Lys

agg
Arg

ctc
Leu

cge
Arg

gac
Asp

ggc
Gly
10

gac
Asp

acg
Thr

aac
Asn

tac
Tyr

gtg
val
150

gtg
val

gac
Asp

cag
Gln

gct
Ala

ctc
Leu

gce
Ala

gag
Glu

.aag

Lys
55

acg
Thr

ttg
Leu

gac
Asp

cte
Leu

gag
Glu
135

tte
Phe

acc
Thr

aag
Lys

tte
Phe

ctc
Leu
218

Synthetic Construct

aac
Asn

cttc
Phe

ttc
Phe
40

acg
Thr

atg
Met

atc
Ile

atc
Ile

tte
Phe
120

gag
Glu

gaa
Glu

gty
val

gtt
val

att
Ile
200

aag
Lys

38-

ctt
Leu

gtg
Val
25

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

gac
Asp
105

gtg
Val

aag
Lys

aag
Lys

aac
Asn

acc
Thr
185

acg
Thr

acc
Thr

21

tct
Ser
10

aag
Lys

age
Ser

acc
Thx

acc
Thr

caa
Gln
g0

gee
Ala

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

acg
Thr
170

tac
TYyr

gag
Glu

ctg
Leu

10

cgt
Arg

cee
Pro

atec
Ile

atc
Ile

aag
Lys
75

gtc
val

aac
Asn

ctec
Leu

aag
Lys

teg
Ser
155

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

tga

gag
Glu

gag
Glu

gtg
val

gtg
Val
60

ctg
Leun

gqt
Gly

acc
Thr

aat
Asn

cag
Gln
140

ttec
Phe

aag
Lys

cac
His

aag
Lys

agc
Ser

cac
His

gat
Asp
45

aag
Lys

gtc
val

tce
Ser

cag
Gln

tecc
Ser
125

acc
Thr

atc
Ile

gag
Glu

gte
Val

cte
Leu
208

Met Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu Ser
5

Leu Tyr Leu Lys Ile Leu Ala Phe Val Lys Pro Glu His

25

ggc
Gly

tte
Phe
30

cect
Pro

tcg
Sex

aat
Asn

cag
Gln

caa
Gln
110

caa
Gln

tce
Ser

acc
Thr

gce
Ala

age
Ser
190

aac
Asn

Page 17

gce
Ala
15

ttt
Phe

aca
Thr

gac
Asp

age
Ser

atc
Ile
95

agg
Arg

gtt
Val

tac
Tyt

att
Ile

gtc
Val
175

gtc
val

ttc
FPhe

(53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

gac
Asp

cag
Gln

acc
Thr

tcc
Ser

caa
Gln

gce
Ala

ctc
Leu

cag
Gin

cgce
Arg

ctg
Leu
160

ctg
Leu

aag
Lys

cte
Leu

Gly Ala Asp
15

Phe Phe Gln
30

48

96

144

182

240

288

336

3849

432

480

528

576

624

657

PCT/US2006/033867

¥




g0

WO 2007/027776 PCT/US2006/033867

38-21 {53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

Ala Tyr Leu Leu Cys Arg Glu Phe Glu Ser Ile Val Bsp Pro Thr Thr
35 40 45

Arg Glu Leu Asp Phe Asp Lys Thr Leu Thr Ile val Lys Ser Asp Ser
50 55 60

Thr Lew Val Thr Val Gly Thr Met Asn Thr Lys Leu Val Asn Ser Gin
65 70 75 89

Glu Ile Leu val Ser Asp Leu Ile Lys Gln Val Gly Ser Gln Ile Ala
85 S0 a5

Asp Thr Leu Gly Ile Thr Asp Ile Asp Ala Asn Thr Gln Gln Arg Leu
100 108 110

Thr Glu Leu>11e Glu Asn Leu Phe Val Asn Leu Asn Ser Gin Val Gln
115 120 125

Asp Tyr Ile Tyr Phe Tyr Glu Glu Lys Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg
130 135 : 140

Tyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys Glu Ser Phe Ile Thr Ile Leu
145 150 155 160

Pro Met Gly Phe Asp Val Thr Val Asn Thr Asn Lys Glu Ala Val Leu
165 170 175

Lys Leu Thr Pro Lys.Asp Lys Val Thr Tyr Gly His Val Ser Val Lys
180 185 190

Ala Leu Asn Ile Ile Gln Phe Ile Thr Glu Asp Lys Leu Asn Phe Leu
195 200 205

Ala Thr Leu Lys Lys ARla Leu Lys Thr Leu

210‘ 215
<210> 21
<211> 22
<212> DA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic seguence; thermal amplification primer

<220>

<221> misc_feature

€222> (1)..(22)

<223> thermal amplification primer; pr370

<400> 21
cctacttaac cecgettatag ag 22

<210> 22

<211> 231

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic sequence; thermal amplification primer

<220>
<221> misc_feature
<222>  (1)..(21)

Page 18




WO 2007/027776 PCT/US2006/033867

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt
223> thermal amplification primex; pr37i

<400> 22 21
cagtaccatc ttcagatgtg g

<210> 23

<211> 49

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic sequence; thermal amplification primer

<220>

<221> misc_feature

€222> (1)..(49)

<223> thermal amplification primer; pr375

<400> 23

gactagtaat gagtaaagaa attcgtttaa atttqgagtag agaatcagqg 49
<210> 24

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic sequence; thermal amplification primer

<220>

<221> misc_feature

€222> {1)..{(30)

<223> thermal amplification primer; pr376

<400> 24 :

aactcgagec tacttaaccce gettatagag 30
<210> 25

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
223> synthetic sequence; thermal amplification primer

<220>

<221> misc_feature

222>  (1}..(35)

<223> thermal amplification primer; pxr365

<400> 25 B
aactcgagtc catttagtge ttccccataa cagcec 35

<210> 26

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic sequence; thermal amplification primer

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(43)

<223> thermal amplification primer; pr3?2

<400> 26 N
aacctaggat gttctttaat cgcgttatta cattaacagt acc 43
<210> 27

Page 19




<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

WO 2007/027776 PCT/US2006/033867

38-21 (53327} B SEQ LISTING.ST25.txt
49
DNA
Artificial Seguence

synthetic sequence; thermal amplificaticn primer

nisc_feature
(1)..{(49)
thermal amplification primer; pr421

27

gectaggtat gagtaaagaa attcegtttaa atttgagtag agaatcagg 49

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>

28

4257

DNA

Artificial Sequence

synthetic sequence; pMON64138 expression cassettes enceding TIC8S
and TICB1Q

misc_feature
pMON64138 first and second plant expression cassettes

promoter
(1)..1(614)
e35s

5'UTR
{650} .. (710}
Wheat CAB leader

Intron
{(727)..({1206)
rice actin

cDS
(1216)..{1917)
TICBOS

terminator
{1921).. (2130}
Wheat Hspl7

promoter
(2168)..{2781)
caMv 35S enh

5'UTR
(2817)..(2877)
Wheat CAB leader

Intron
{2884)..(3373)
rice actin

Ccns
(3383)..(4042)
TICB810

terminator
(4048)..(4257)

i Page 20

gL




WO 2007/027776

€223> Wheat Hspl?

<400> 28
ggtccgatgt

cccagetate
ccatcattge
agatggacce
aaagcaagtg
gaaacctect
aggaaggtgg
cctetgecga
aagacgttecc
gggatgacge
ttcatttgga
acacactcaa
aggcclicege
ttecgteteg
cgegeecaga
gatccggecec
attgggggag
ggaaaagggc
tgctagatct
ggtagttttt

tagaagtogat

ccg tcg tca gac gtg gtc aac tac tcg gag atc tac cag
Ser Glu Ile

Pro Ser Ser
i5

cag tat gtc
Gln Tyr Val
30

atc gac ggc
Ile Asp Gly
45

gce aac gac
Ala Asp Asp

gtc cag cag
Val Gln Gln

gac atc atg
Asp Ile Met
85

tgg gat cag
Trp Asp Gln
110

agc cag gag
Ser Gln Glu
125

gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
cggattccat
ctectacaaa
cagtggtccce
aaccacgtct
acaatcccac
gaggacacgc
gccacactat
cgeegeeggt
gtetecgatcet
teggtgegey
ggatctegeg
atgatgggag
actatggttt
ttetttctte

ctitttcatga

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccategt
ggagcatcgt
atggtccgat
tgcccagcta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttcge
tgacaagctg
tggagaacac
aaccaccccg
ttggccttgg
ggaggggcgg
gggaatgggg

gtttaaaatt
atatttttat
tttttgtggg

tttgtgacaa

caacc atg gec tte tteo
Met Ala Phe Phe

1

Asp Val Vel Asn Tyr

20

aac cag gcc ctg acc
Asn Gin Ala Leu Thr Leuw Ala Lys

agc acc ctg

35

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgee
ggaaaaagaa
gtgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccececacccac
tggattgatg
aagacccttce
actctagcag
acagggacaa
ccccteteet
tagtttgggt
gatctcgegg
ctcteggatg
tccgecgtge
atatttctge
tagaatttga

atgcagcecte

aacctcctcg
gaaggtgget
tctgecgaca
gacgttccaa
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctee
ctctatataa
atcctctaga
cacaccataa
ctttetttet
gggcgagagyg
ctggaggetet
tagatctgeg
taaacaagat
tgettegtea
atccecteage

gtgcggaget

gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtctte
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagakg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
accatcttce
gatccaaggg
cegttttttt
cgygcttegtg
cgccggegty
atccgecgtt
caggaagagqyg
ggcttagatg
attgttecatc

tttttgtagg

aac cgg gtg atc acc ctec acyg gtg
Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val
10

5

ctg gce aag

agg ttc gac ttc gag

Ser Thr Leu Brg Phe Asp Phe Glu
350

55

atc ccg cag gee geg gtg gtc aac
Ile Pro Gln Ala Ala Val Val Asn

65

70

ggg acc gtc cag gtc age gtc atg
Gly Thr Val Gln Val Ser Val Met
85

80

aag aat gtc ctg tcc ate gtg ata
Lys Asn Val Leu Ser Tle val Ile

100

gtc acg gct gee atc acc aac acce
Val Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr

115

tcg gag gecec tgg atc tte tat tac
Ser Glu Ala Trp Ile Phe Tyr Tyr
130

135

25

gtg gct cct
Tyr Gln val

Ala Pro

tac ttc cag ggc geo

Tyr Phe Gln

40

aag gcg tta
Lys Ala Leu

acc ctg aac
Thr Leu Asn

atc gac aagqg
Ile Asp Lys

=10]

gac adac aag

Gly Ala

cag atc
Gln Ile
60

cag acc
Gln Thr
75

atc gtg
Ile Val

aag ttt

Asp Asn Lys Lys Phe

tte
Phe
120

aag
Lys

105

acg
Thr

gag
Glu

Page

aac ctg aac
Asn Leu Asn

gac gcc cac
Asp Ala His
140

21

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
1140
1200

1251

1289

1347

1395

1443

1491

1539

1587

1635
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Ser Arg Glu Ser Gly Ala ASp Leu Tyr Leu Lys
250

245

Ile Leu Ala Phe Val

255

Pagae 22

aag acg tcc tac tat tac aac atc ctc ttc gec atc cag gac gaa gag 1683
Lys Thr Ser Tyr Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu
145 150 155
acg ggt gge gtg atg gec acg ctg cce atc gec tte gac atc agt gtg 1731
Thr Gly Gly Val Met Rla Thr Leu Pro Ile Rla Phe Asp Ile Ser Val
160 165 170
gac atc gag aag gag aag gtc ctg ttc gtg acc atc aag gac act gag 1779
Asp XIle Glu Lys Glu Lys Val Leu Phe Val Thr Ile Lys Asp Thr Glu
175 180 185
aat tac gcc gtc acc gtc aag geg ate aac gtg gte cag gea cte cag 1827
"Rsn Tyr Ala val Thr vVal Lys Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln
180 195 200
tct age agg gat tct aag gtg gttt gat geg ttc aaa tcg cca cgg cac 1875
Ser Ser Arg Asp Ser Lys Val Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His
205 210 215 220
tta ccc ¢gg aag agg cat aag att tge tet aac teg tga tga 1917
Leu Pro Arg Lys Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser
225 230
attctgcatg cgtttggacg tatgctcatt caggttggag ccaatttggt tgatgtgtgt 1977
gcegagttett .gegagtctga tgagacatct ctgtattgtg tttctttece cagtgttttc 2037
tgtacttgtg taatcggeta atcgecaaca gattcggoga tgaataaatg agaaataaat 2097
tgttctgatt ttgagtgcaa asaaaaagga attagatctg tgtgtgtttt ttggatccec 2157
agcttctgca ggtccgatgt gagacttttc aacaaagggt aatatcecgga aacctccteg 2217
gattccattg cccagctatc tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggct 2277
cctacaaatg ccatcattge gataaaggaa aggccatcegt tgaagatgec tctgecgaca 2337
gktggtcecaa agatggaccc ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa 2397
ccacgtcttc aaagcaagtg gattgatgtg atggtccgat gtgagacttt tcaacaaagy 2457
gtaatatccg gaaacctect cggattccat tgoccageta tctgtcactt tattgtgaag 2517
atagtggaaa aggaaggtgg ctcctacaaa tgecatcatt gcgataaagg aaaggccatc 2577
gttgaagatg cctctgecga cagtggtecc aaagatggac cecccacccac gaggageate 2637
gtggaaaaag aagacgttce aaccacgtct tcaaagcaag tggattgatg tgatatctec 2697
actgacgtaa gggatgacge acaatcccac tatccttcge aagacceotte ctetatataa 2757
ggaagttcat ttcatttgga gaggacacge tgacaagctg actctagcag atcctctaga 2817
accatcttcc acacactcaa gccacactat tggagaacac acagggacaa cacaccataa 2877
gatccaaggg aggectcoge cgecgecggt aaccaccecg cccctoteet ctttetttet 2937
ccgttttttt ttecgteteg gtctegatet ttggecttgg tagtttgggt gggcgagagg 2997
cggcttegtg cgogoccaga tcggtgcgey ggaggggegg gatctegegg ctggggetct 3057
cgceggegtg gatecggecc ggatctegeg gggaatgggg ctoctoggatg tagatctgeg 3117
atccgeegtt gttgggggag atgatggggg gtttaaaatt tccgeocegtge taaacaagat 3177
caggaagagg ggaaaagggc actatggttt atatttttat atatttctge tgettcgtea 3237
ggcttagatg tgctagatct ttcttbtcttc tttttgtggg tagaatttga atcectcage 3297
attgttcatc ggtagttttt cttttcatga ttigtgacaa atgcagecte gtgeggaget 3357
tttttgtagg tagaagtgat cesacc atg agc aaa gaa atc agg cte aac ctt 3409
Met Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu
235 240
tct cgt gag age gge gec gac ctg tac cte aag atc ctc gce tte gtg 3457
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aag ccc gag cac tte ttt cag gcg tac ctc ctg tge cge gag ttc gag
Lys Pro Glu His Phe Phe Gln Ala Tyr Leu Leu Cys Arg Glu Phe Glu
260 265 270

agc atc gtg gat cct aca acc cgc gag tct gac ttc gac aag acg ctg
Ser Ile val Asp Pro Thr Thr Arg Glu Ser Asp Phe Asp Lys Thr Leu
275 280 285

acc atc gtg aag tcg gac tcc acc cte gtg acc gtg gge acg atg aac
Thr Ile val Lys Ser Asp Ser Thr Leu Val Thr Val Gly Thr Met Asn
290 285 300 305

acc aag ctg gtc aat agc caa gag atc ctc gtg tcgqg gac ttg atc act
Thr Lys Leu Val Asn Ser Gln Glu Ile Leu Val Ser Asp Leu Ile Thr
310 315 320

caa gtc ggt tce cag atec gocec gat ace cte ggc atc acg gac atc gac
Gln Val Gly Ser Gln Ile Ala Asp Thr Leu Gly Ile Thr Asp Ile Asp
325 330 335

gcc aac acc cag caa cag ctc acg gag ctg atc ggc aac ctc tte gtg
Ala Asn Thr Gln Gln Gln Leu Thr Glu Leu Ile Gly Asn Leu Phe val
340 345 350

aac ctc aat tce caa gtt cag gag tac atc tac ttc tac gag gag aag
Asn Leu Asn Ser Gln Val Gln Glu Tyr Ile Tyr Phe Tyr Glu Glu Lys
358 360 365

gag aag cag acc tce tac cge tac aac atce cte tte gtg ttc gaa aag
Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg Tyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys
370 375 380 385

. gag tcg ttc atc acc att ctg cca atg ggc tte gac gtg acc gtg aac
Glu Ser Phe Ile Thr Ile Leu Pro Met Gly Phe Asp Val Thr Val Asn
390 395 ) 400

acg aac aag gag gcc gtc ctg aag ctg acc ccg aaq gac aag gtt acc
Thr Asn Lys Glu Ala Val Leu Lys Leu Thr Pro Lys Asp Lys Val Thr
405 410 415

tac ggc cac gtc agc gtec aay gcoc cte aac atc atc cag ctc att acg
Tyr Gly His val Ser Val Lys Ala Leu Asn Ile Ile Gln Leu Ile Thr
420 425 430

gag gac aag ttc aac ttc ctc gca acc ctc aag aag get ctc aag acc
Glu Asp Lys Phe Asn Phe Leu Ala Thr Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr

435 440 445
ctg tga tga gaattctgeca tgcgtttgga cgtatgetca ttcaggttgg
Leu
450

agccaattty gttgatgtgt gtgcgagttc ttgcgagtct gatgagacat ctctgtattg
tgtttcttte cccagtgitt tctgtacttg tgtaatcgge taatcgecaa cagattcgge

gatgaataaa tgagaaataa attgttctga ttitgagtgc aaaaaaaaag gaatt

<210> 29
<211> 232
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Synthetic Construct

<400> 29

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp
1 5 10 15

Val val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr Val Asn
20 25 30

Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp Gly Ser

Page 23

3505

3553

3601

3649

3697

3745

3783

3841

3889

3937

3985

4033

4082

4142

4202

4257
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35 40 45

Thr Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile
50 55 60

Pro Gln Ala Ala Val Val BAsn Thr Leu Asn Gln Thr Val Gln Gln Gly
65 70 15 80

Thr Val Gln Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys
85 90 95

Asn Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gln Val
100 108 110

Thr Ala Ala Ilie Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Glu Ser
115 120 125

Glu Ala Trp Ile Phe TQ: Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr
130 135 140

Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Giy Val
145 150 155 160

Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys
. 165 170 175

Glu Liys val Leu Phe Val Thr Ile Lys asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
180 185 190

Thr Val Lys Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp
195 200 205

Ser Lys Val Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Brg His Leu Pro Arg Lys
210 215 220

Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser
225 230

<210> 30

<211> 218

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<400> 30

Met Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu Ser Gly Ala Asp
1 5 10 15

Leu Tyr Leu Lys Ile Leu Ala Phe Val Lys Pro Glu His Phe Phe Gln
20 25 30

Ala Tyr Leu Leu Cys Arg Glu Phe Glu Ser Ile Val Asp Pro Thr Thr
35 40 45

Arg Glu Ser Asp Phe Asp Lys Thr Leu Thr Ile Val Lys Ser Asp Ser
50 55 60

Thr Leu Val Thr val Gly Thr Met Asn Thr Lys Leu Val Asn Ser Gln
65 70 75 80

Page 24
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Glu Ile Leu val Ser Asp Leu Ile Thr Gln Val Gly Ser Gln ;ée Ala
85 90

Asp Thr Leu Gly Ile Thr Asp Ile Asp Ala Asn Thr Gln Gln Gln Leu
100 105 110

Thr Glu Leu Ile Gly Asn Leu Phe Val Asn Leu Asn Ser Gln Val Gln
115 120 125

Glu Tyr Ile Tyr Phe Tyr Glu Glu Lys Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg
130 135 140

Tyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys Glu Ser Phe Ile Thr Ile Leu
145 150 153 160

Pro Met Gly Phe Asp Val Thr Val Asn Thr Asn Lys Glu Ala Val Leu
165 170 175

Lys Leu Thxr Pro Lys Asp Lys Val Thr Tyr Gily His val Ser Val Lys
180 185 150

Ala Leu Asn Ile Ile Gln Leu Ile Thr Glu Asp Lys Phe Asn Phe Leu
195 200 205

Ala Thr Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr Leu
210 215

€210> 31

<211> 5079

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>

<223> synthetic sequence; expression cassettes encoding TICB809 and
TIC810 in pMON64139

<220>
<221> misc_feature
<223> pMON64139

<220>

<221> promoter
<222> (1)..({6e14)
<223> e358

<220>

<221> S'UTR

<222> (650)..(710)
<223> Wheat CAB leader

<220>

<221> Intron

<222> (727)..(1206)

<223> rice actin (Exon 727-738; intron 739-1199; Exon 1200-1206)

<220>

<221> transit_peptide
<€222> (1230}..(1370)
<223> Maize SSU-signal

<220>

€£221> 1Intron

<222> (1231)..(1539)
<223> 2m RbcS

<220>
<221> transit peptide

Page 25
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<222>
<223>

{1540)..(1626)
Zm RbcS

<220>

<221> <CDS

<222> (1627)..{2328)
<223> TICB09

<220>
221>
<222>
<223>

terminator
{2332)..(2541)
Wheat Hspl?

<220>
<221>
<222>
<223>

promoter
{2579)..(3192)
CaMv 358 enh

<220>
<221>
<222>
<223>

5'UTR
(3228)..(3288)
wheat CAR leader

<220>
<221>
<222> .
<223>

Intron
(3305)..(3784)
Rice actin (Exon 3305-3316; intron 3317-3777; Exon 3778-3784)

<220>
<221>
<222>
<223>

transit_peptide
{3808)..(3948)
Maize SSU - signal

<220>
<221>
€222>
<223>

Intron
(3949)..(4117)
Zm RbcS

<220>
<221>
<222>
<223>

transit_peptide
(4118} .. (4204)
Z2m RbcS

<220>

<221> CDS

<222> (4205)..(4864)
«223> TIC810

1 <220>
<221>
<222>
<223>

terminator
(4870) .., {5079)
Wheat Hspl7

<400>

31

ggtcegatgt
cccagetate
ccatcattge
agatggaccc
aaagcaagtg
gaaacctect
aggaaggtgg
cctetgeecga
aagacgttcc
gggatgacgc
ttcatttgga
acacactcaa

aggectecge

gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccaceccacga
gattgatgtg
cggattceat
ctcctacaaa
cagtggtcce
aaccacgtct
acaatcccac
gaggacacge
gccacactat

cgccgeeggt

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggcecategt
ggagcatcgt
atggtccgat
tgcccageta
tgecatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttege
tgacaagctg
tggagaacac

aaccaccccg

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
gtgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacccac
tggattgatg
aagacccttc
actctagecag
acagggacaa

ccecctectect

aacctcctceg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
tcaacaaaqg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctce
ctctatataa
atcctctaga
cacaccataa

ctttetttet
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gattccattg
cctacaaatg
gtggtcecaa
ccacgtettc
gtaatatceg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
accatcttee
gatccaaggg

ccgttttttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ttecgteteg
cgcgeccaga
gatceggecc
gttgggggag
ggaaaagggc
tgctagatct
ggtagttttt
tagaagtgat
ccaccgecgt
gctecctccag
caaatgcate
taggaaggga
cattteeccaa
aagttcgaga
caggece atg

Met
1
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gtctcgatet ttggecttgg tagtttgagt
toggtgegeg ggaggggcgg gatctegeag
ggatctcgeg gggaatgggg ctceteggatg
atgatggggg gtttaaaatt tcecgecgtge
actatggttt atatttttat atatttctgce
ttctttette tttttgtggg tagaatttga
cttttcatga tttgtgacaa atgcagcctc
caacctctag aggatcagca tggcgeccac
cgcteegtte ctggggctea agtccaccéc
aagecctcgge aacgtcagca acggcggaag
ctagctagta gttctttgca ttgcagcage
actgatgatc catgcatgga ctgatgtgtg
acgaaccgaa aacaccgtac tacgtgcagg

cgctgtegta cctgecgecg ctgtegacceg

gggcgagagg cggcttcgtg

ctggggctct
tagatctgeg
taaacaagat
tgcttegtca
atccectcage
gtgcggagcet
cgtgatgatg
cagcctcecec
gatccggtge
tqecagctage
ttgceecatee
tgtggcccta

gcgggegeat

gce tte ttec aac cgg gtg ate acc ctc acg gtg
Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val

5

tca gac gtg gtc aac tac tcg gag atc tac cag
Ser Asp Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln

15

20 25

gtc aac cag goc ctg acc ctg gece aag tac tte
vVal Asn Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe

35 40

ggc age acc c¢tg agg ttc gac tte gag aag geg
Gly ser Thr Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala

50 5%

gac atc ccg cag gcc geg gbg gtc aac acc ctg
Asp Ile Pro Glm Ala Ala Val Val Asn Thr Leu

65

70

cag ggg acc gtc cag gtc agec gtc atg atc gac
Gin Gly Thr Val Gln Val Ser Val Met Ile asp

80

8s

atg aag aat gtc ctg tecec atc gtg ata gac aac
Met Lys Asn Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn

95

100 105

cag gtc acg get gee ate acc aac acc ttc acg
Gln val Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr

115 120

gag tcg gag gec tgg atc tte tat tac aag gag
Glu Ser Glu Ala Trp Ile Phe Tyr Tyr Lys Glu

130 135

tcc tac tat tac aac atc cte tte gee atc cag
Ser Tyr Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln
145 150

ggc gtg atg gcc acg ctg ccc atc gec ttc gac
Gly Val Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp

160

165

gag aag gag aag gtc ctg ttc gtg acc atc aag
Glu Lys Glu Lys val Leu Phe Val Thr Ile Lys

175

180 i8S

gce gte ace gtc aag geg atc aac gtg gtc cag
Ala Val Thr val Lys Ala Ile Asn Val Val Gin

1C

cgccggegty
atccgeegtt
caggaagaqg
ggcttagatg
attgticarc
tttttgtagg
gectegtegg
gtcgeccgee
atgcaggtaa
gagttagtaa
catceccatec
cggcaacaag
ccgetgeatg

ccg teg
Pro Ser

gtg gct cct cag tat
Val Ala Pro Gln Tyr

30

cag ggc gec atc gac
Gln Gly Ala Ile Asp

45

tta cag atc gcc aac
Leu Gln Ile Ala Asn

60

dac cag acc gtce cag
Asn Gln Thr Val Gln

15

aag atc gtg gac ate
Lys Ile Val Asp Ile

90

aag aag ttt tgg gat
Lys Lys Phe Trp Asp

110

aac ctg aac age cag
Asn Leu Asn Ser Gln

125

gac gcc cac aag acyg

Asp Ala His
140

Lys Thr

gac gaa gag acg ggt
Asp Glu Glu Thr Gly

155

atc agt gtg gac atc

Ile Ser Vval
170

asp Ile

gac act gag aat tac
Asp Thr Glu Asn Tyr

gca ctc cag
Rla Leu Gln
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190

tet age
Ser Ser

840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1668

1716

1764

1812

1860

1908

1956

2004

2052

2100

2148

2196

2244
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195 200 203
agg gat tct zag gtg gtt gat gcg ttc aaa tcg cca cgg cac tta ccc 2292
Arg Asp Ser Lys Val Vval Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro
210 215 220
cgg aag agg cat aag att tgc tct aac teg tga tga attctgecatg 2338
Arg Lys Arg His Lys Ile Cys Sex Asn Ser
225 230
cgtttggacg tatgctcatt caggttggag ccaatttggt tgatgtgtgt gcgagttctt 2398
gcgagtetga tgagacatct ctgtattgtg tttetttecce cagtgtttte tgtacttgtg 2458
taatcggcta atcgecaaca gattcggega tgaataaatg agaaataaat tgttctgatt 2518
ttgagtgcaa aaaaaaagga attagatctg tgtgtgtttt ttggatccce agecttctgea 2578
ggtcegatgt gagacttitc aacaaagggt aatatccgga aacctcctceg gattccattg 2638
cccagctate tgicacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggcht cctacaaatg 2698
ccatcattge gataaaggaa aggccatcgt tgaagatgcc tctgeccgaca gtggtcccaa 2758
agatggacce ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa ccacgtctte 2818
aaagcaagtg gattgatgtg atggtccgat ghtgagacttt tcaacaaagg gtaatatccg 2878
gaaaccteocet cggattccat tgeccageta tetgtcactt tattgtgaag atagtggaaa 2938
aggaaggtgg ctcctacaaa tgecatcatt gcgataaagg aaaggecatc gttgaagatg 25998
cetetgeega cagtggtcee aaagatggac ccocacccac gaggagcatc gtggaaaaag 3058
aagacgttcee aaccacgtct tcaaagcaag tggattgatg tgatatctcc actgacgtaa 3118
gggatgacgc acaatcccac tatccttcge aagacccttc ctctatataa ggaagttcat 3178
ttcatttgga gaggacacgc tgacaagctg actctagcag atectetaga accatettee 3238
acacactcaa gccacactat tggagaacac acagggacaa cacaccataa gatccaaggg 3298
aggectecge cgecgeeggt aaccaccceg cccctcteet ctttetttcot cegttttttt 3358
ttcegtoteg gtetcgatet tiggecttgg tagtttgggt gggcgagagg cggettogtg 3418
cgcgeccaga tceggtgegeg ggaggggegg gatctegegg ctggggetet cgecggegtg 3478
gatceggece ggatctogeg gggaatgggg cteteggatg tagatctgeg atcegecegtt 3538
gttgggggag atgatggggyg gtttaaaatt teegecgtge taaacaagat caggaagagy 3598
ggaaaagggc actatggttt atatttttat atatttetge tgcttcgtca ggettagatg 3658
tgctagatcet ttetttetto tttttgtggg tagaatttga atccctcage attgttcatc 3718
ggtagttttt cttbtcatga titgtgacaa atgcagecte gtgcggaget tttttgtagg 3778
tagaagtgat caacctctag aggatcagca tggegeccac cgtgatgatyg gectegtegg 3838
ccaccgeegt cgetcogtte ctggggectca agtccaccge cagectcece gtegeccgee 3898
gctectocag aagectegge aacgtcagea acggoeggaag gatceggtge atgcaggtaa 3958
caaatgcatc ctagctagta gttetttgea ttgecageage tgeagetage gagttagtaa 4018
taggaaggga actgatgatc catgcatgga ctgatgtgtg ttgecccatce catcccatcce 40178
catttcccaa acgaaccgaa aacaccgtac tacgtgcagg tgtggeccta cggcaacaaq 4138
aagttcgaga cgctgtegta cetgeocgecg ctgtegaceg gegggegeat cegetgeatg 4198
caggcc atg agc aaa gaa atc agg ctc aac ctt tct cgt gag age gge 4246
Met Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu Ser Gly
235 240 245
gcc gac ctg tac ctc aag atc ¢te gec ttc gtg asag cce gag cac tte 4294

Ala Asp Leu Tyr Leu Lys Ile Leu Ala Phe Val Lys Pro Glu His Phe
255

250

260
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ttt cag gcg tac cte ctg tge cgc gag ttc gag agc atc gtg gat cct 4342
Phe Gln Ala Tyr Leu Leu Cys Arg Glu Phe Glu Ser Ile Val Asp Pro
265 270 275

aca acc cgc gag tct gac ttc gac aag acg ctg acc atc gtg aag teg 4390
Thr Thr Arg Glu Ser Asp Phe Asp Lys Thr Leu Thr Ile Val Lys Ser
280 285 290

gac tcc acc cte gtg acc gtg gge acg atg aac acc aag ctg gtc aat 4438
BRsp Ser Thr Leu Val Thr Val Gly Thr Met Asn Thr Lys Leu Val Asn
295 300 305 310

agc caa gag atc ctec gtg tcg gac ttg atc act caa gte ggt tcec cag 4486
Ser Gln Glu Ile Leu Val Ser Asp Leu Ile Thr Gln Val Gly Ser Gln
315 320 325

atc gcc gat ace cte gge ate acg gac atc gac goc aac acc cag caa 4534
Ile Ala Asp Thr Leu Gly Ile Thr Asp Ile Asp Ala Asn Thr Gln Gln
330 335 340

cag ctc acg gag ctg atc ggc aac cic ttec gtg aac ctc aat tcec caa 4582
Gln Leu Thr Glu Leu Ile Gly Asn Leu Phe Val Asn Leu Asn Ser Gln
345 350 355

gtt cag gag tac atec tac ttc tac gag gag aag gag aag cag acc tcc 4630
Val Gln Glu Tyr Ile Tyr Phe Tyr Glu Glu Lys Glu Lys Gla Thr Ser
360 365 370

tac cgc tac aac atec cte tte gtg ttc gaa aag gag tcg ttc ate acc 4678
Tyr Arg Tyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys Glu Ser Phe Ile Thr
375 380 3835 390

att ctg cca atg gge ttc gac gtg acc gtg aac acg aac aag gag gce 4726
Ile Leu Pro Met Gly Phe Asp Val Thr Val Asn Thr Asn Lys Glu Ala
385 . 400 405

gtc ctg aag ctg acc ccg aag gac aag gtt acc tac ggc cac gte age 4774
Val Leu Lys Leu Thr Pro Lys Asp Lys Val Thr Tyr Gly His Val Ser
410 415 420

gtc aag gcc ctc aac atc atc cag ctc att acg gag gac aag ttc aac 4822
Val Lys Ala Leu Asn Ile Ile Gln Leu Ile Thr Glu Asp Lys Phe Asn
425 430 435

tte ctc gca acc ctc aag aag got ctec aag acc ctg tga tga 4864
Phe Leu Ale Thr Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr Leu

440 445 450
gaattctgca tgegtttgga cgtatgetca ttcaggttgg agecaatttg gttgatgtgt 4924
gtgcgagttc ttgegagtct gatgagacat ctctgtattg tgtttctttc cccagtgttt 4984

tetgtacttg tgtaatcgge taatcgeoccaa cagattegge gatgaataaa tgagaaataa 5044

attgttctga ttttgagtge aaaaaaaaag gaatt 5079
<210> 32

<211> 232

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<A00> 32

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp
1 5 10

Val val Asnp Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr Val Asn
20 25 30

Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Tle Asp Gly Ser
. 35 40 45
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Thr Leu Arg
50

Pro Gln Ala
5]

Thr vVal Gln

Asn Val Leu

Thr Ala Ala
115

Glu Ala Trp
130

Tyr Tyr Asn
145

Met Ala Thr

Glu Lys Vval

Thr Val Lys
195

Sexr Lys Val

210

Arg His Lys

225

<210> 33

<211> 218

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 33

Met Ser Lys

1

Leu Tyr Leu

Ala Tyr Leu
35

Arg Glu Ser
50

Thr Leu Val
65

Phe

Rla

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Rla

val

Ile

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

Asp Phe Glu
55

val val Asn
70

Ser Val Met
85

Ile val Ile

Thr Asn Thr

Phe Tyr Tyr
135

Leu Phe Ala
150

Pro Ile Ala
165

Phe Val Thr

Ile Asn Val

RAsp Ala Phe
215

Cys Ser Asn
230

artificial Sequence

Synthetic Construct

Ile Arg Leu
5

Ile Leu Ala

Cys Arg Glu

Phe Asp Lys
55

Val Gly Thr
70

Lys
Thr
Ile
Asp
Phe
120
Lys
Ile
Phe
Ile
val
200

Lys

Ser

Asn
Phe
Phe
40

Thr

Met
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Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile

Leu

Asp

Asn

105

Thx

Glu

Gln

asp

Lys

18s

Gin

Ser

Leu

val

25

Glu

Leu

Asn

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Rla

Pro

Sex

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Giu

153

Ser

Thr

Leu

Arg

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys
75

60

Thr val

vVal Asp

Phe Trp

Asn Ser
125

His Lys
140

Glu Thr
Val Asp
Glu asn
Gln Ser

205

His Leu
220

Glu Ser

Glu His

Val BAsp
45

val Lys
60

Leu Val

Page

Gln

Ile

Asp

116

Gln

Thr

Gly

Ile

Tyr

150

Ser

Pro

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

30

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Rla

Arg

Arg

Ala

15

Phe

Thr

Asp

Ser

Gly

80

Lys

val

Ser

Tyr

val

160

Lys

val

Asp

Lys

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln
80
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Glu Ile Leu Val Ser Asp Leu Ile Thr Gln Val Gly Ser Gln ;ée Ala
85 90

asp Thr Leu Gly Ile Thr Asp Ile Asp Ala Asn Thr Gln Gln Gln Leu
100 105 110

Thr Glu Lea Ile Gly Asn Leu Phe Val Asn Leu Rsn Ser Gln Val Gln
115 120 125

Glu Tyr Ile Tyr Phe Tyr Glu Glu Lys Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg
130 135 140

Pyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys Glu Ser Phe Ile Thr Ile Leu
148 150 155 160

Pro Met Gly Fhe Asp Val Thr Val Asn Thr Asn Lys Glu Ala Val Leu
165 170 175

Lys Leu Thr Pro Lys Asp Lys Val Thr Tyr Gly His Val Ser Vval Lys
180 185 150

Ala Leu Asn Ilc Ile Gln Leu Ile Thr Glu Asp Lys Phe Asn Phe Leu
195 200 205

Ala Thr Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr Leu
210 215

<210> 34

<211> 2148

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> gynthetic sequence; expression cassette in pMON70513 encoding
TIC809

<220>
<221> misc_feature
<223> pMON70513 plant expression cassette

<220>

<221> promoter
<222> (1).. (614}
<223> e35%

<220>

<221> S'UTR

<222> {650)..(710)
<223> Wheat CAB leader

<220>

<221> Intron

<222> (727)..1{1206)
<223> rice actin

<220>

<221> CDS

<222> (1216)..(1917)
<223> TICH09

<220>

<221> terminator
<222> (1839)..(2148)
<223> Wheat Hspl?

<400> 34
ggtccgatgt gagacttttc aacaaagggt aatatcogga aacctectcg gattccaktg 60

cccagetate tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggct cctacaaatg 120
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ccatcattge gataaaggaa aggccatcgt tgaagatgec tctgecgaca gtggteccaa 180
agatggaccc ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa ccacgtecttce 240
aaagcaagtg gattgatgtg atggtccgat gtgagacttt tcaacaaagg gtaatatccg 300
gaaacctcct cggattccat tgoccageta tctgtcactt tattgtgaag atagtggaaa 360
aggaaggtgg ctcctacaaa tgccatcatt gcgataaagg aaaggccatc gttgaagatg 420
cctetgeega cagtggtcece aaagatggac ccccacccac gaggagcatc gtggaaaaag 480
aagacgttcc aaccacgtct tcaragcaag tggattgatg tgatatctce actgacgtaa 540
gggatgacgc acaatcccac tatccttege aagaccctte ctctatataa ggaagtteat 600
ttecatttgga gaggacacgc tgacaaqctg actctageag atcctctaga accatcttec 660
acacactcaa gccacactat tggagaacac acagggacaa cacaccataa gatccaaggg 120
aggcctecge cgecegecggt aaccaccecg cocctetoct ctttetttet cegttttttt 780
ttccgtcteg gtetegatct ttggectitgg tagtttgygt gggecgagagg cggettegtyg 840
cgegeccaga teggtgegey ggaggggcgyg gatctegegyg ctggggetet cgeeggegtg 900
gatcecggece ggatctcegeg gggaatgggg ctctcqggatg tagatctgeg atccgocogtt 960
gttgggggag atgatggggy gtttaaaatt tccgecgtge taaacaagat caggaagagg 1020
ggoaaagggc actatggttt atatttttat atatttctge tgecttcgteca ggettagatg 1080
tgctagatet ttetttcttce tttttgtggg tagaatttga atccctcage attgttcate 1140
ggtagttttt cttttcatga tttgtgacaa atgcagccte gtgocggaget tttttgtagg 1200
tagaagtgat caacc atg gcc ttc ttc aac cgg gtg atc acc cte acqg gtg 1251
Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Tle Thr Leu Thr Val
1 5 10
ccg teg teca gac gtg gte aac tac tcg gag atc tac cag gtg get cct 1299
Pro Ser Ser Asp Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro
15 20 25
cag tat gtc aac cag gcc ctg acc ctg gecc aag tac ttc cag gge gec 1347
Gln Tyr val Asn Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala
30 35 10
atc gac ggc age acc ctg agg ttc gac ttc gag aag gog tta cag ate 1395
Ile Asp Gly Ser Thr Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile
45 50 55 60
gcc aac gac atc ceg cag gcc geg gtg gbtc aac acc ctg aac cag acec 1443
Ala Asn Asp Ile Pro Gln Ala Rla Val Val Asn Thr Leu Asn Gln Thr
65 70 75
gtc cag cag ggg acc gtc cag gte age gtc atg atc gac aag atc gtg 1491
Val Gln Gln Gly Thr Val Gin Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val
80 85 %0
gac atc atg aag aat gtc ctg tce atc gtg ata gac aac aag aag ttt 1538
asp Tle Met Lys Asn Vval Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys Phe
95 100 105
tgg gat cag gtc acg gct goe ate ace aac acc ttc acg aac ctg aac 1587
Trp Asp Gln Val Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn
110 115 120
agc cag gag tcg gag gec tgg ate tte tat tac aag gag gac gocc cac 1635
Ser Gln Glu Ser Glu Ala Trp Ile Phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His
125 130 135 140 '
aag acg tcc tac tat tac aac atc ctec ttc gec atec cag gac gaa gag 1683
Lys Thr Ser Tyr Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu
145 150 155
acg ggt ggc gtg atg gocc acg ¢ty cec ate gee tte gac atc agt gtg 1731

Thr Gly Gly Val Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Vval
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160 165 170

gac atc gag aag gag aag gtc ctg ttc gtg acc atc aag gac act gag 177%
Asp Ile Glu Lys Glu Lys Val Leu Phe Val Thr Ile Lys Asp Thr Glu
175 180 185

aat tac gcc gtc acc gtec aag gecg atc aac gtg gtc cag geca ctc cag 1827
Asn Tyr Ala Val Thr val Lys Ala Ile Asn Val Val Gln Rla Leu Gln

190 195 200
tct age agg gat tct aag gtg gtt gat geg ttc aaa tcg cca cgg cac 1875
Ser Ser Arg Asp Ser Lys Val Val Asp Ala FPhe Lys Ser Pro Arg His
205 210 215 220
tta ccc cgg aag agg cat aag att tge tct aac teg tga tga 1917
Leu Pro Arg Lys Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser

225 230

attcggatcc aagggcgaat tctgcatgeg tttggacgta tgetcattca ggttggagec 1977
aatttggttg atgtgtgtge gagticttge gagtctgatg agacatctct gtattgtgtt 2037
tctttcecca gtgttttetg tacttgtgta atcggetaat cgecaacaga ttcggcegatg 2087
aataaatgag aaataaattg ttctgatttt gagtgcaaaa aaaaaggaat t 2148
<210> 35
<211> 232
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic Construct

<400> 35

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp
1 5 10 15

val val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr Val Asn
20 25 30

Gln Ala Leu Thr Leu Rla Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp Gly Ser
35 40 45

Thr Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile
50 55 60

Pro Gln Ala Ala Val val Asn Thr Leu Asn Gln Thr val Gln Gln Gly
65 70 75 80

Thr Val Gln Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys
85 90 85

Asn Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gln Val
100 105 110

Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Giu Ser
115 120 125

Glu Ala Trp Ile Phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr
130 135 140

Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Gly Val
145 150 155 160

Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu LyS
165 170 175
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Glu Lys Val Leu Phe Val Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
180 185 190

Thr val Lys Rla Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp
195 200 205

Ser Lys Val Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys
210 215 220

Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser

225 230

<210> 36

<211> 2541

<212> DNA

<213> Artificial Segeuence

<220>

<223> synthetic sequence; expression cassette in pMON70514 encoding
TICB0S

<220>

<221> misc_feature
<223> pMONT0Q514 plant expression cassette

<220>

. <221> promoter
<222> (1)..{614}
<223> 358

<220>

<221> S5'UTR

<222> (650)..(719)
<223> Wheat CAB leader

<220>

<221> Intron

<222> (727)..(1206)
<223> rice actin

<220>

<221> transit_peptide
<222> (1230)..(1270)
<223> 2Zm RbcS

<220>

<221» 1Intron

<222> {1371)..(1539)
<223> zm RbcS

<220>

<221> transit_peptide
<222> (1540)..(1626)
€223> Zm RbcS

<220>

<221> (DS

<€222>  (1627})..(2328)
<223> TIC80Y9

<220>

<221> terminator
<222> (2332)..(2541)
<223> wheat Hspl7

<400> 36 .
ggtccgatgt gagacttttc aacaaagggt aatatccgga aacctccteg gatteocattg 60
V

cccagctate tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggct cctacaaatg 120

ccatcattge gataaaggaa aggccatcgt tgaagatgec tctgccgaca gtggtcccaa 180
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agatggacec ccacccacga ggageatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa ccacgtcttc 240
aaagcaagtg gattgatgtg atggtccgat gtgagacttt tcaacaaagg gtaatatccg 300
gaaaccteect cggattcocat tgoccageta tctgtcactt tattgtgaag atagtggaaa 360 .
aggaaggtgg ctoctacaaa tgccatcatt gcgataaagg aaaggecatc gttgaagatg 420
cctectgeega cagtggtecc aaagatggac ccccacccac. gaggageatc gtggaaaaag 480
aagacgticc aaccacgtct tcaaagcaag tggattgatg tgatatctce actgacgtaa 540
gggatgacgc acaatcccac tatcctbtcocge aagacccttc ctctatataa ggaagticat 600
ttcatttgga gaggacacgc tgacaagctg actctagecag atcctetaga accatcttee 660
acacactcaa geccacactat tggagaacac acagggacaa cacaccataa gatccaaggg 720
aggcctcocge cgcecgecggt aaccacceccg cccectctect étttctttct cegtttittt 780
ttccgtcteg gtetegatet ttggecttgy tagtttgggt gggegagagg cggcttcgtyg 840
cgcgeccaga teggtgegeg ggaggggegg gatctogegyg ctggggetct cgecggegtg 900
gatccggece ggatctegeg gggaatgggg ctceteggatg tagatctgeg atccgecgtt 960
gttgggggag atgatggggg gtttaaaatt tccgccgtge taaacaagat caggaagagg 1020
ggaaaagggc actatggttt atatttttat atatttctge tgecttcgtca ggcttagatg 1080
tgctagatet ttctttcttce tttttgtggg tagaatttga ateccctecage attgtteate 1140
ggtagtttit cttttcatga tttgtgacaa atgcagectc gtgecggaget tttttgtagg 1200
tagaagtgat caacctctag aggatcagca tggcgeccac cgtgatgatg qcctcgfcgg 1260
ccaccgeegt cgcectecgtte ctggggecteca agtccaccge cagectecee gtegeccgee 1320
gctectecag aagectcgge aacgtcagca acggceggaag gatccggtge atgcaggtaa 1380
caaatgcatc ctagctagta gttectttgea ttgcagcage tgcagcectage gagttagtaa 1440
taggaaggga actgatgatc catgcatgga ctgatgtgtg ttgecccatce catcccatee 1500
catttcccaa acgaaccgaa aacaccgtac tacgtgcagg tgtggeccta cggcaacaag 1560
aagttcgaga cgctgtcgta cctgeegeoecyg ctgtcgaceg gogggegeat cegotgeatg 1620
caggce atg gece tte tfc aac cgg gtg ate acc cte acg gtg ccg tcg 1668

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser

1 S 10
tca gac gtg gtc aac tac tcg gag ate tac cag gtg get cct cag tat 1716
Ser Asp Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr
15 20 25 30
gtc aac cag gcc ctg acc ctg goc aag tac tte cag gge gec ate gac 1764
Val Asn Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp

s 40 45
ggc agc acc ctg agg ttc gac tte gag aag geg tta cag. atc gee aac . 1812
Gly Ser Thr Leu Arg Phe Asp.Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn
5Q 5S 60
gac atc ccg cag gcc gcg gtg ghkc aac acc ctg aac cag acc gtc cag 1860
Asp Ile Pro Gln Rla Ala Val Val Asn Thr Leu Asn Gln Thr Val Gln
' 65 70 15
cag ggg acc gtc cag gtc agc gtc atg atc gac aag atc gtg gac atc 1508
Gln Gly Thr Val Gln Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile
80 85 90

atg aag aat gtc ctg tec atc gtg ata gac aac aag aag ttt tgg gat 1856
Met Lys Asn Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys bhe Trp Asp
95 100 105 110
cag gtc acg gct gce atc acc aac ace tte acg aac ctg aac age cag 2004

Gln Val Thr Ala Ala Xle Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln
115 120 125
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gag
Glu

tcc
Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gce

Ala

agg
Arg

<gg
Arg

cgtttggacg tatgctcatt
gcgagtctga tgagacatct
taatcggcta atcgccaaca

ttgagtgcaa aaaaaaagga

tecg
Ser

tac
Tyr

gtg
val
160

aag

Lys

gtc
Val

gat
Asp

aag
Lys

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

WO 2007/027776

gag
Glu

tat
Tyr
145

atg
Met

gag
Glu

acc
hr

tect
Ser

agg
Arg
225

37
232
PRT
Artificial Segeuence

37

gce
Ala
130

tac
Tyr

gce
Ala

aag
Lys

gtc
val

aag
Lys
210

cat
His

Met Ala Phe Phe

I3

val
Gln
Thr
Pro
65

Thr

AsSn

Thr

Val

Ala

Leu

50

Gln

Val

Val

Ala

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala
115

Tyr
20

Thr
Phe
Ala
Val
Ser
100

Ile

tag
Trp

aac
Asn

acg
Thr

gte
val

aag
Lys
195

gtg
Val

aag
Lys

Asn

Ser

Leu

Asp

val

Sex

85

Ile

Thr

atc
Ile

atc
Ile

cktg
Leu

ctg
Leu
180

gcyg
Ala

gtt
val

att
Ile

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

70

val

Val

Asn

tte
Phe

cte
Leu

ccoc
Pro
163

tte
Phe

atc
Ile

gat
Asp

tgc
Cys

att

Synthetic Construct

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

tat
Tyr

ttec
Phe
150

atc

Ile

gtg
val

aac
Ran

gcg
Ala

tct
Ser
230

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe
120

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

tac
Tyr
135

gce

Ala

gee
Ala

acc
Thr

gtg
Vval

ttc
Phe
215

aac
Asn

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thx

aag
Lys

atc
Ile

ttc
Phe

atc
Ile

gte
Val
200

aaa

Lys

teg
Ser

Leu

10

val

Gln

Leu

Asn

Lys

20

Lys

AsSn

gag gac
Glu Asp

cag gac
Gln Asp

gac atc
Asp Ile
170

aag gac
Lys Asp
185

cag gca
Gln Ala

tcg cca
Ser Pro

tga tga

Thr Val

Ala Pro

Gly Ala

Gla Ile

60

Gln Thr

15

Ile val

Lys Phe

Leu Asn

gcc
Ala

gaa
Glu
155

agt
Ser

act
Thr

ctc
Leu

cgg
Arg

cac
His
140

gag
Glu

atg
Val

gag
Glu

cag
Gln

cac
His
220

aag
Lys

acg
Thr

gac
Asp

aat
Asn

tct
Ser
208

tta
Leu

attctgecatg

Pro

Gin

Ile

45

Ala

val

Asp

Trp

Ser
125

Page

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gin

36

Ser

15

val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

acg
Thr

ggt
Gly

atc
Ile

tac
Tyr
190

agc

Sexr

ccc
Pro

caggttggag ccaatttggt tgatgtgtgt gcgagttcett
‘ctgtattgtg tttctttcce cagtgtttte tgtacttgtg

gattcggega tgaataaatg agaaataaat tgttctgatt

Asp
Asn
Ser
Ile
Gly
80

Lys

Val

Ser

2052

2100

2148

2136

2244

2292

2338

2398

2458

2518

2541
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Glu Ala Trp Ile.Phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Sexr Tyr
130 135 140

Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Gly val
145 150 155 160

Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys
165 170 175

Glu Lys val Leu Phe val Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
180 185 190

Thr Val Lys Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp
195 200 205

Ser Lys Val Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leun Pro Arg Lys
210 215 220

Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser
225 230

<210> 38

<211> 4083

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic sequence; expression cassette in pMON64144 encoding
TIC809

<220>
<221> misc_feature
<223> pMONG4144 plant expression cassette

<220>

<221> promoter
<222> (1)..(1B44)
<223> rice Rcc3

<220>

<221> 5'UTR

<222> (1845)..(1943)
€223> rice Rcc3

<220>

<221> Intron

<222> (1852)..(275%)
<223> HSPT0

<220>

<221> transit_peptide
<€222>  (2772)..(2912)
<223> Zm RbcS

<220>

<221> Intron

<222> (2913)..(3081)
<223> 2m RbcS

<220>

<221> . transit_peptide
<222> (3082)..(3168)
<223> 2Zm RbcS

<220>

<221> CDS

<222> (3169)..(3870}
<223> TICB0S
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<221>
<222>
<223>

<400> 138
gcaatcaacc

ctgattctta
caccactagt
cccgaceaat
attagccaac
aaggacaaga
aacgcacaac
cgecocgegeaa
ctecegacaga
dggaatcagga
acacttgcag
acgctactea
cagactctaa
cagcaccaag
tgggtcttgy
aaaggccttg
tattcaatga
gaagaagagy
ggaggaggagy
aatcccagge
ctaageggge
gaagecacge
aagcttagaa
attecteegy
taaacggcaa
cgcecgatag
cgcgatgtgt
caaatattcg
taatctacga
cacgcteaca
cggggetega
tecatctceag
cgatcgatct
tctgecttty
ggtttagetg
cgtectttgt

cagcaatacg

terminator
{3874)..(4083)
Wheat Hspl?

aacatatact
aacttaagty
ctacgcgatt
ggttggttga
ttgtcaatgt
tcacatggaa
ttcttggeat
atgtaaaaca
ttggcaaccc
aacggeecte
actggacaac
agtggtggga
togctattagt
agctteeggt
€gggcgcgaa
agacggtaaa
aattggtggc
attttgttcg
gattttcagg
geccatggge
cgacctagita
tgecaatggcea
tcttettgee
tcteggttca
aagaaaatca
gccaagateqg
cgtgtgcage
gccgatgatt
gcettgetag
tgatggecagg
ctataaatac
ctgatcaaga
cgggtacgta
ttactgccac
gatctagaat
agcagcaaaa

agaaatgtgt

gaatatggga
agaatctagce
gcaaaaaaga
ccteggtitg
ctagggtgct
gctaactagt
aaaagcttca
ttegettege
gtgggtaatc
accteetgge
atgtgaacaa
ggccaccgcea
cgcctaggat
ggctagtctg
acaccttgat
gttttctatt
tcactggtte
tgagagagag
cttcgcattg
tggcagttta
gcecacghtgee
tettecectg
cgttggactg
tgtgatgtec
ccaacttgct
cgagataaaa
aatcttégtc
taacacatta
ggcaggtgtt
gcagggttca
ctcectaate
gctecttaatt
gcaatagatc
gtttctctga
tacactctga
tatagggaca

aatttggtgc
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aagtttecttt
ctgttcaggg
agaatgcaag
ccggtaaccet
gttcatagec
cacggcgaat
atttcaatgc
ttggettgtt
gaaaatggct
ggagtgtaga
ataagaccaa
tgttccaacg
atttggaatg
atagccaaaa
aggtggctta
tgegettgeg
attaaaaaaa
agagagagag
cccaacctcet
ccacggacct
tagtgtagat
tecttegegt
ggacacccac
tctecttgtgt
cacgcagtca
taacaaccaa
atttgcggga
tcagcgtaga
ctgccageca
catgagctct
ccatgatcaa
agctagctag
taccgtctte
atgctetett
aatcgtgttc
tggtagtacg

ttageggtat

tagcttttet
gcgécggcta
cctgcaacaa
caggctggac
tgcagttgac
acatgacgac
cecectatctgg
atccaaaata
ccatctgcce
tatgtgaaag
cgttatggeca
aagcgccaaa
aaaggaaccg
ttaaggagga
ccttttaaca
catgtacaat
aaagaatcta
agagagagag
gettetgttg
acctagecta
taaagttgee
acgtgaaaac
caatcccace
gatcacggag
cgctgcaccyg
tgatcataag
tcgagtgctt
tgtacgtacg
atccagatcg
aacggtcgat
aaccatctca
tgattagcetg
ggtacgcgcet
gtgtggtgat
tgcetgtget
aaacgaagat

ttatttaage

Page 38

aaattaagta
aaggacatag
gtatcgettt
gacagaacta
agagtacgaa
atcggectac
aagcectagg
gagtatggac
ctttgtegaa
aatctaggcg
acaagccteg
gaaagecttg
cagagttttt
tgccaaaaca
tgttegggee
tttattcétc
gcctgttegg
agagagagaa
gcccaagaag
ccttagctat
gggccageag
aaacccaggt
atgeececgat
caagcattct
cgcgaagega
gaaacaagcc
cacagctaac
atttgttaat
cecctegtatg
taattaatccec
agcagqcctaa
cgcttgtgat
cactcegeee
tgctgagagt
gattacttge
agaacctaca

acatgttggt

60
lz20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220
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gttataggge acttggattc agaagtttge tgttaattta ggcacagget tcatactaca 2280
tgggtcaata gtatagggat tcatattata ggcgatacta taataatttg ttcgtctgca 2340
gagcttatta tttgccaaaa ttagatattc ctattctgtbt tttgtttgtg tgctgttaaa 2400
ttgttaacge ctgaaggaat aaatataaat gacgaaattt tgatgtitat ctctgctcct 2460
ttattgtgac cataagtcaa gatcagatgc acttgtttta aatattgttg tctgaagaaa 2520
taagtactga cagtattttg atgcattgat ctgecttgttt gttgtaacaa aatttaaaaa 2580
taaagagttt cctttttgtt gctctectta cctcctgatg gtatctagta tctaccaact 2640
gacactatat tgcttctectt tacatacgta tcttgectcga tgecttctec ctagtgttga 2700
ccagtgttac tcacatagtc tttgctcatt tcattgtaat gcagatacca ageggectcet 2760
agaggatcag catggcgcec accgtgatga tggoctecgtc ggccaccgec gtogetccgt 2820
tcctgggget caagtccacc gecagectcc cogtegecceyg cegetectec agaagecteg 2880
gcaacgtcag caacggegga aggatccggt gcatgcaggt aacaaatgca tcctagetag 2940
tagttctttg cattgecagca gctgcageta gegagttagt aataggaagg gaactgatga 3000
tccatgeatg gactgatgtg tgttgeceat cccatcccat cccatttccc aaacgaaceg 3060
aaaacaccgt actacgtgea ggtgtggcce tacggcaaca agaagttcga gacgetgteg 3120
tacctgcege cgeotgtcgae cggegggege atccgetgea tgcaggee atg gec tte 3177
Met Ala Phe
1
ttc aac cgg gtg atc acc cte acg gtg ccg teg tca gac gtg gtc aac 3225
Phe Asn Arg val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp Val Val Asn
5 10 15
tac tcg gag atc tac cag gtg get cct cag tat gtc aac cag gee ctg 3273
Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln val Ala Pro Gln Tyr Val Asn Gln Ala Leu
20 25 30 35
acc ctg gecc aag tac ttc cag ggc gece atc gac gge age acc ctg agg 3321
Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp Gly Ser Thr Leu Arg
40 45 50
tte gac ttc gag aag gcg tta cag atc goc aac gac atc ccg cag gec 3368
Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile Pro Gla Ala
5% 60 65
gcg gtg gtc aac acc ctg aac cag acc gtc cag cag ggg acc gtc cag 3417
Ala Val val Asn Thr Leu Asn Gln Thr Val Gln Gln Gly Thr val Gln
70 75 80
gtc age gte atg atc gac aag atc gtg gac atc atg aag aat gtc ctg 3465
Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys Asn Val Leu
85 90 95
tcec atc qtg ata gac aac aag aag ttt tgg gat cag gtc acg gct gee 3513
Ser 1le val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gln Val Thr Ala Ala
100 105 i10 115
atc acc aac acc ttc acg aac ctg aac age cag gag tcg gag gcc tgg 3561
Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Glu Ser Glu Ala Trp
120 125 130
atc ttc tat tac aag gag gac gcc cac aag acg tcc tac tat tac aac 3609
Ile Phe Tyr Tyr Lys Giun Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr Tyr Tyr Asn
138 140 145
atc cte tte gee atc cag gac gaa yag acqg ggt gge gtg atg gcc acg 3657
Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Gly Val Met Ala Thr
150 155 166
ctg ccec atc gee tte gac atc agt gtg gac atc gag aag gag aag gtc 3705
Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys Glu Lys Val
165 170 175
ctg ttc gtg acc atc aag gac act gag aat tac gecc gtc acc gtc aag 3753
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Leu Phe Val Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala val Thr Val Lys
180 185 190 195

gcg atc aac gtg gtc cag gca ctc cag tct age agg gat tct aag gtg 3801
Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp Ser Lys Val
200 205 210
gtt gat gcg tte aaa tcg cca cgg cac tta ccc cgg aag agg cat aag 3849
Vval Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys Arg His Lys
215 220 225
att tgc tct aac teg tga tga attctgcatg cgtttggacg tatgctcatt 3900
Ile Cys Ser Asn Ser
230

caggttggag ccaatttggt tgatgtgtgt gcgagttctt gecgagtctga tgagacatcet 3560
ctgtattgtg tttctttecc cagtgttttc tgtacttgtg taatcggcta atcgccaaca 4020

gattcggega tgaataaatqg agaaataaat tgttctgatt ttgagtgcaa aaaaaaagga 4080

att 4083
<210> 39

<21i> 232

<€212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> H
<223> Synthetic Construct

<400> 38

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp
1 5 10 15

val val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pre Gln Tyr Val Asn
20 25 30

Gln Ala Leu Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp Gly Ser
35 40 45

Thr Leu Arg Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln Ile Ala Asn Asp Ile
50 55 [y]

Pro Gln Ala Ala Val Vval Asn Thr Leu Asn Glm Thr Val Gln Gln Gly

Thr Val Gln Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys
85 90 85

Asn Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gln Val
100 105 110

Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Glu Ser
115 120 125

Glu Ala Trp Ile phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr
130 135 140

Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Giu Thr Gly Gly Val
145 150 155 160

Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys
165 170 175

Glu Lys Val Leu Phe val Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
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Thr val Lys Ala Ile Asn

Ser Lys Val Val Asp Ala
210
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180 . 185
195 200

215

Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
€223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

230

40

6641

DNA

Artificial Sequence

-

synthetic sequence; expression cassettes in pMON641350 encoding

TICB0% and TICB10

misc feature

pMONgdlSO first and second plant expression cassettes

promoter
(1})..(1844)
rice Rec3

5'UTR
(1845)..(1943)
rice Rcc3 leader

Intron
(1952),,(2753)
HSP70 intron

transit_peptide
(2772)..4{2912)
Zm Rbcs ’

Intron
(2913)..(3081)
Zm RbcS

transit_peptide
(3082)..(3168)
Zm RbcS

CcDS
(3169)..(3870)
TIC809%

terminator
(3874)..(4083)
Wheat Hspl7

promoter
(4139) .. (4750)
e358

5'UTR
{4751)..(4758)
leader

220

190

val val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp

205

Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys

Rage 41
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<220>
<221> S5'UTR
<222> (4786)..(4846)
<223> 1Wheat CAB leader
<220>
<221> 1Inktren
<€222> (4863)..(5342)
<223» rice actin
<220>
<221> transit peptide
<222> (5366}..{55086}
<223> Zm.RbecS
<220>
<221> Intron
<222> {5507)..(5676)
<223> 2Zm.RbcS
<220>
<221> transit_peptide
<222> {5677)..(57686)
<223> 2Zm RbcS
<220>
<221> CDS
€222> {5767)..{6426)
<223> TICB10
<220>
<221> terminator
<222> (6432)..{6641)
<223> wWheat Hspl?
<400> 40
gcaatcaacc aacatatact gaatatggga
ctgattctta aacttaagtg agaatctage
caccactagt ctacgecgatt gcaaaaaaga
cccgaccaat ggttggttga ccteggtttg
attagecaac ttgtcaatgt ctagggtgect
aaggacaaga tcacatggaa gctaactagt
aacgcacaac ttettggecat aaaagettca
cgeegegecaa atgtaaaaca ttegettcge
ctecgacaga ttggcaacco gtgggtaatce
ggaatcagga aacggccctc acctectgge
acacttgcag actggacaac atgtgaacaa
acgctactca agtggtggga ggccaccgca
cagactctaa tgectattagt cgcctaggat
cagcaccaag agcttccggt ggctagtctg
tgggtcttgg cgggcgcgaa acaccttgat
aaaggcctty agacggtaaa gttttctatt
tattcaatga aattggtggc tcactggttc
gaagaagagg attttgttcg tgagagagag
ggaggaggag gattttcagg cttegeattg
aatcccagge geccatggge tggcagﬁtta
ctaagcggge cgacctagta gccacgtgec
gaagccacgce tgcaatggea tcttccectg

2
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aagtttettt
ctgttcaggg
agaatgcaag
ccggtaacct
gttcatageeo
cacggcgaat
atttcaatge
ttggettgtt
gaaaatggct
ggagtgtaga
ataagaccaa
tgttccaacg
atttggaatg
atagccaaaa
aggtggctté
tgcgcttgeg
attaaaaaaa
agagagagag
cccaacctet
ccacggacct
tagtgtagat

teccttegegt

tagcttttet
gcgacggcta
cctgcaacaa
caggctggac
tgcagttgac
acatgacgac
cectatctgg
atccaaaata
ccatctgecce
tatgtgaaag
cgttatggca
aagcgccaaa
aaaggaaccg
ttaaggagga
ccttttaaca
catgtacaat
aaagaatcta
agagagagag
gettetgttg
acctagccta
taaagttgce
acgtgaaaac

Page 42

aaattaagta
aaggacatag
gtatcgcttt
gacagaacta
agagtacgaa
atcggectac
aagccctagg
gagtatggac
ctttgtcgaa
aatctaggceg
acaagccteg
gaaagccttg
cagagttttt
tgccaaaaca
tgttcgggee
tttattcete
gectgttegy
agagagagaa
gcccaagaag
ccttagcectat
gggccageag

aaacccaggt

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

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
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aagcttagaa
attecctecgg
taaacggcaa
cgcccgatag
cgegatgtgt
caaatattcg
taatctacga
cacgctcaca
cggggctega
tcatctccag
cgatcgatct
tctgecectttg
ggtttagectg
cgtccttigt
cagcaatacyg
gttatagggc
tgggtcaata
gagcttatta
ttéttaacgc
ttattgtgac
taagtactga
taaagagttt
gacactatat
ccagtgttac
agaggatcag
tcctgggget
gcaacgtcag
tagttetttg
tccatgcatg
aaaacaccgt

tacctgecge

WO 2007/027776

tcttetigeco
tcteggttca
aagaaaatca
gccaagateg
cgtgtgcagce
gcegatgatt
gcecttgetag
tgatggcagg
ctataaatac
ctgatcaaqga
cgggtacgta
ttactgccac
gatctagaat
agcagcaaaa
agaaatgtgt
acttggattc
gtatagggat
tttgccaasaa
ctgaaggaat
cataagtcaa
cagtattttyg
cettttbgtt
tgcttctctt
tcacatagtc
cat:ggcgcce
caagtecacc
caacggcgyga
cattgcagea
gactgatgtg
actacgtgea

cgctgtegac

cgttggactg
tgtgatgtcc
ccaacttget
cgagataaaa
aatcttggtce
taacacatta
ggcaggtgtt
gcagaggttca
ctcectaate
gctcttaatt
gcaatagatc
gtttctctga
tacactctga
tatagggaca
aatttggtge
agaaqtttge
tcatattata
ttagatéttc
aaatataaat
gatcagatgce
atgcattgat
gctetectta
tacatacgta
tttgctcatt
accgtgatga
gccagectce
aggatccggt
gctgcagceta
tgttgcecat
ggtgtggeec

cggcgggcege

ttc aac cgg gtg atc acc cte acg
Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser

10

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

ggacacccac
tectettgtgt
cacgcagtca
taacaaccaa
atttgcggga
tcagcgtaga
ctgccagcea
catgagctct
ccatgatcaa
aéctagctag
taccgtcettc
atgctctctt
aatcgtgtte
tggtagtacg
ttagcggtat
tgttaattta
ggcgatacta
ctattctgtt
gacgaaattt
acttgtttta
ctgcttgttt
cctectgatyg
tcftgctcga
tcattgtaat
tggcctcgté
ccgtcgeeeg
gcatgcaggt
gcgagttagt
ccecatcecat
tacggcaaca

atccgetgea

gtg ccg teg

tac tecg gag atc tac cag gtg get cct cag tat
Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala

20

acc ctg gcc

25

Pro Gln Tyr
30

aag tac ttec caq ggc gec ate gac

Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile Asp

40

45

ttc gac ttc gag aag gcg tta cag atc gce aac
Phe Asp Phe Glu Lys Ala Leu Gln

Tle Ala Asn

caatcecace
gatcacggag
cgctgcaccg
tgatcataag
tcgagtgett
tgtacgtacg
atccagatcg
aacggtcgat
aaccatctca
tgattagctg
ggtacgeget
gtgtggtgat
tgcctgtget
aaacgaagat
ttatttaagc
ggcacaggcet
taataatttg
tttgtttgtyg
tgatgtttat
aatattgttyg
gttgtaacaa
gtatctagta
tgccttectee
gcagatacca
ggccaccgec
ccgectectec
aacaaatgca
aataggaagg
cccattteee
agaagttcga
tgcaggece at
Me
1
tca gac gtg
Ser Asp Val
15 .
gtc aac cag

Val asn Gln

gge agc acc
Gly Ser Thr

gac atc ccg
Asp Ile Pro

Page 43

atgccccgat
caagcattct
cgcgaagcga
gaaacaagcc
cacagctaac
atttgttaat
ccctegtatyg
taattaatcc
agcagcctaa
cgcttgtgat
cactcegceee
tgctgagagt
gattacttgc
agaacctaca
acatgttggt
tcatactaca
ttegtctgea
tgctgttaaa
ctctgctect
tctgaagaaa
aatttaaaaa
tctaccaact
ctagtgttga
agcggectct
gtecgotecgt
agaagccteg
tectagetag
gaactgatga
aaacgaaccg
gacgctgtcg
g gcc ttc

t Ala Phe

gtc aac
Val Rsn

gce ctg
Ala Leu
35

ctg agg
Leu Arg
50

cag gcc
Gln Ala

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3177

3225

3273

3321

3369

PCT/US2006/033867
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gtg
val

gcg
Ala
70

gtc
val

agc
Ser

atc
Ile

tcc
Ser
100

atc
Tle

acc
Thr

ttc
Phe

atc
Ile

cte
Leu

atc
Ile

gte
val

gtc
val

gtg
val

aac
Asn

tat
Tyr

tte
Phe

55

aac
Asn

acc
Thr

atc
Ile

atg
Met

ata
Ile

gac
Rsp

ctg
Leu

gac
Asp

aac
Asn

aac
Asn

cag
Gln
s

atc
Ile

aag
Lys
90

aag
Lys

aag
Lys

105

ttc
Phe
120

acc
Thr

tac
Tyr
135

aag
Lys

atc
Ile

gcc
Ala

150

ctg
Leu

cce
Pro
165

ttc
Phe

ctg
Leu
180

atc
Ile

gcg
Ala

gkt
val

gat
Asp

att
Ile

tgc
Cys

atc
Ile

gtg
val

aac
Asn

gcg
Ala

tct
Ser

tte
Phe

gcc
Ala

atc
Ile

acc
Thr

acg
Thr

gag
Glu

cag
Gln

gac
Asp

aag
Lys

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp

gce
Ala

gac
Rsp

gaa
Glu
155

atc
Ile
170

agt
Ser

act
Thr

gac
Asp

185

gtc
Val
200

gtg
val

tte
Phe
215

aaa
Lys

aac
Asn

tcg
Ser

230

caggttggag
ctgtattgtg
gattcggcga
attagatctyg
tccgattgag
agctatetgt
tcattgcgat
tggaccecca
gcaagtggat
ccteetegga
aggtgygctec
tgccgacagt
cgttccaacce
tgacgcacaa
tttggagagg
actcaagcca

ctecgeegece

ccaatttggt
tttctttece
tgaataaatg
tgtgtgtttt
acttttcaac
cactttattg
aaaggaaagyg
cccacgagga
tgatgtgatg
ttccattgee
tacaaatgee
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tcecactate
acacgctgac
cactattgga

gcoggtaace

cag
Gln

tcg
Ser

tga

ctc
Leu

gca
Ala

cca
Pro

cgg
Arg

tga

tgatgtgtgt
cagtgttttc
agaaataaat
ttggatccee
aaagggtaat
tgaagatagt
ccatcgttga
gecatcgtgga
gtccga;tga
cagctatcetg
atcattgcga
atggaccecee
agcaagtgga
cttcgecaaga
aagctgacte
gaacacacag

acceccgeeee

38-21 (53327} B SEQ LISTING.ST25.txt

60

acc gtec
Thr Vval

cag
Gln

atc
Ile

gtg
vVal

gac
Asp

ttt
phe

gat
Asp
110

tag
Trp

aac
Asn

agc
Ser
125

cag
Gln

cac
His
140

aag
Lys

acg
Thx

ggt
Gly

gag
Glu

acg
Thr

atc
ile

gtg
val

gac
Asp

aat
Asn

tac
Tyr
180

gag
Glu

tct
Ser
205

cag
Gln

age
Ser

tta
Leu

cac
His
220

ccc
Pro

gcgagttett
tgtacttgtg
tgttctgatt
ggggcggccg
atccggaaac
ggaaaaggaa
agatgcctct
aaaagaagac
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
cccttectet
tagcagatcc
ggacaacaca

teteoctettt

65

cag
Gln

999
Gly
80

atg
Met
95

aag
Lys

gtc
val

cag
Gln

tcg
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

tcc
Ser

aat
Asn

acg
Thr

gag
Glu

tat
Tyr

acc gtc cag
Thr

val Gln

gte
val

ctg
Leu

gct
Ala

gcc
Ala
115

tgg
Trp

gecc
Ala
130

tac
Tyr

aac
Asn

145

gtg
Val
160

ggc
Gly

gag
Glu
175

aag
Lys

gtc
val

gee
Ala

gat
Asp

agg
Arg

cgg aag
Arg Lys

atg
Met

gag
Glu

acc
Thr

tct
Ser

agy
Arg

gecc
Ala

acg
Thr

gtc
val

aag
Lys

gtc
val

aag
Lys
185

aag
Lys
210

gtg
val

cat
His

aag
Lys

225

gcgagtctga
taatcggcta
ttgagtgcaa
cgttaacaag
ctccteggat
ggtggctect
gcégacagtg
gttccaacca
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
atctccactg
atataagéaa
tctagaacca
ccataagatc
ctttcteegt

Page 44

attctgcatg cgtttggacg tatgctcatt

tgagacatct
atcgccaaca
aaaaaaagga
cttctgcagq
tcecattgeee
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttea
tecttccacac
caagggaggc

ttttttttece

3417

3465

3513

3561

3609

3657

3705

3753

3801

3849

3900

3960
4020~
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920
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gtctcggtct
cccagatcgg
cggcccggat
ggggagatga
aagggcacta
agatetttct
gtttttettt
agtgatcaac
cgecegteget
cktccagaagc
tgcatcctag
aagggaactg
acceccaaacy
aagttcgaga

caggece atg
Met

cgatetttgg
tgcgcgggag
ctcgcgggga
tggggggttt
tggtttatat
ttcttetttt
tcatgatttg
ctctagagga
ccgttccagg
ctcggcaacg
ctagtagtte
atgatccatg
aaccaaaaca

cgctgtegta

cettggtagt
gggcgggatc
atggggctct
aaaatttccg
ttttatatat
tgtgggtaga
tgacaaatgce
tcagcatggce
ggctcaagtc
tcagcaacgg
tttgecattge
catggactga
cacgtactac

cetgecgeey

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

ttgggtgggc
tecgeggetygyg
cggatgtaga
ccgtgctaaa
ttctgetget
atttgaatece
agecctegtge
gcececacegtg
caccgccage
cggaaggatc
agcagctgca
tgtgtgttge
gtgcaggtgt

ctgtcgaccyg

gagaggcgge
ggctetegee
tctgegatece
caagatcagg
tcgteagget
ctcagcattag
ggagctttit
atgatggecct
ctccecgteg
cggtgcatge
gctagegagt
ccatcccatce
ggccggecta

gcgggegeat

agce aaa gaa atc agg ctc aac ctt tct cgt gag
Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu

235

gec gac ctg tac cte aag atc ctc
Ala Asp Leu Tyr Leu Lys Ile Leu

250

ttt cag gcg tac cte ctg tgc cgce

Phe Gln Ala

263

Tyr Leun Leu Cys Arg

270

aca ace cge gag tct gac tte gac
Thr Thr Arg Glu Ser Asp Phe Asp

280

285

gac tcc acc cte gtg zcc gtg ggc
Asp Ser Thr Leu Val Thr Val Gly
300

295

agc caa gag atc ctc gtg teg gac
Ser Gln Glu Ile Leu Val Ser Asp

315

atc gcc gat acc ctc ggc atc acg
Ile Ala Asp Thr Leu Gly Ile Thr

330

cag ctc acg gag ctg ate gge aac
Gln Leu Thr Glu Leu Ile Gly Asn
345

350

gtt cag gag tac atc tac tte tac
Val Gln Glu Tyr Ile Tyr Phe Tyr

360

385

tac cgec tac aac atc ctc tte gty

Tyr Arg Tyr

375

Asn Ile Leu Phe Val

380

att ctg cca atg ggc ttc gac gtg
Ile Leu Pro Met Gly Phe Asp Val

395

gtc ctg aag ctg acc ccg aag gac
vVal Leu Lys Leu Thr Pro Lys Asp

410

gtc aag gec ctc aac atc atc cag
Val Lys Rla Leu Asn Ile Ile Gln

240

gce tte gtg
Ala Phe Val
255

gag ttc gag
Glu Phe Glu

aag acg ctg
Lys Thr Leu

acg atg aac
Thr Met Asn
305

ttg atc act
Leu Ile Thr
320

gac atc gac
Asp Ile Asp
335

ctc tte gtg
Leu Phe Val

gag gag aag
Glu Glu Lys

ttc gaa aag
Phe Glu Lys
385

acc gtg aac
Thr val Asn
400

aag gtt acc
Lys Val Thr
415

cte att acg
Leu Ile Thr

ttcgtgegeg
ggcgtggate
geegttgttg
aagaggggaa
tagatgtgct
ttcatcggta
tgtaggtaga
cgtcggecac
ccecgecgete
aggtaacaaa
tagtaatagg
ccatttecea
cggcaacaag
cegetgceatg
age ggc

Ser Gly
245

aag ccc gag cac ttc
Lys Pro Glu His Phe
260

agc atc gtg gat cct

Ser Ile Val

275

Asp Pro

acc atc gtg aag tcg
Thr Ile Val Lys Ser

290

acc aag ctg gtc aat
Thr Lys Leu Val Asn

310

caa gtc ggt tcc cag
Gln val Gly Ser Gln

3258

gcc aac ace cag caa
Ala Asn Thr Gln Gln
340

aac ctc aat

tce caa

Asn Leu Asn Ser Gln

35§

gag aag cag acc tcc
Glu Lys Gln Thr Ser

370

gag tcg ttec atc acc
Glu Ser Phe Ile Thr

390

acg aac aag gag gco

Thxr Asn Lys

tac ggc cac
Tyr Gly His

Glu Ala
405

gtc agce
Val Ser

420

gag gac aag
Glu Asp Lys

Page 45

ttc aac
Phe Asn

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5808

5856

5904

5952

6000

6048

6096

6144

6192

62490

6288

6336

6384
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425

430

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST35.txt

ttc cte gea acc ctc aag aag got cte aag acc
Phe Leu Ala Thr Ieu Lys Lys Ala Leu Lys Th

440

gaattctgea tgegtttgga cgtatgotca

gtgcgagttc ttgogagtct gatgagadat
i

tctgtactty tgtaatcgge taatcgeocaa

attgttctga ttttgagtgc aaaaaaaaag

<210> 41
<211» 232
<212»> FRT
<213>
<2205
<223>
<400> 41

Met Ala Fhe
l .

Yal wal Asn

Gln ala leu
: 35

Thr Leu Arg
50

Pro Gln Ala
65 "

Thx val Gln
Rsn Val Leun
Thr Ala Ala

Glu Bla Trp
130

Tyr Tyr Asn
145

Met Ala Thr
Glu Lys Val

Thr val Lys

195

Ser LQS val
210

Fhe

Tyx

20

Thr

Bhe

Ala

Val

Ser

100

Ile

Iie

Leu

Leu

180

Ala

val

Asn

Ser

Leu

asp

Val

Ser

Iile

Thr

Phe

Leu

Pro

1S

Phe

Ile

Asp

Arg

Glu

Ala

Phe

val

70

Val

Val

Asn

Tyr

Fhe

15¢

Ile

val

Asn

Ala

145

artificial Sequence

Synthetic Construct

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Mat

Ile

Thr

Tyr

135

Rla

Ala

Thr

Val

Phea
215

Ile

Ty®

Ty

40

Lys

Thz

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ile

fhe

Ile

val

200

Lys

ttcaggttgg
ctetgtatig
cagattcgge

gaatt

Thr Leu Thro
10

Gln val Ala
Phe Gln Gly
Ala Leu Gln

Leu Asn Gln
75

Asp Lys Ile

90

Asn Lys Lys
105

Thr Asn Leu

Glu Rap Ala

Gln Asp Glu
155

]

Asp Ile Ser
170

Lys Asp Thr
185

Gln Ala Leu

Ser Pro Aryg

435

otg tga tga
Leu
450

agccaatktig gttgatgtgh
tgttheckkke cccagtgttt

gatgaaktaaa tgagaaataa

val Pro Ser Ser Asp

18

fre Glo Tyr Val Asn
30

Ala Ile Asp Gly Ser
45

Ile Ala Asn Asp lle
60

Thr val Gln Gln Gly

80

Val Asp Ile Met
95

Lys

Ehe Trp Rsp Gln val
110

Asn Ser Glp Glu Ser
125

His Lys Thr Ser Tyr
140

Glu Thr Gly Gly Val
‘ 180

Val Asp Ile Glu Lys
175

Glu Asn Tyr Ala Val
190

GLn Ser Sec Lrg Asp
205

His Leu Fro Arg Lys
220 '

Page 46

642¢€

6486
634G
6506
6641
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Arg His bys Ile Cys Ser Asn Ser

223

<210>
<3211>
<Z1Z2>
<213>

<220
<223>»

<400>

L ¥
218
PRT

230

artificial Seguence

Synthetic Construct

42

Met Ser Lys

1

Leu Tyr Leu

Ala Tyr Leu

35

Brg Glu Ser

Thr Leu val

63

Glu Ile Leu

Bsp Thr Leu

Thr Glu Leu

11%

Glu Tyr Tle
130

Tyr Asn Ile

145

Prc ﬁet Gly

Lys Leu Thr

Ala Leu Asn

195

Rla Thr Leu
210

<210>
<Z21il>
<212
<213>

<22{>
<223>

43
5813
DMA

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thz

val

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

1ys

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Sexr

85

Ile

Gly

FPhe

Fhe

150

Rsp

165

Lys

Ile

Lys

ATg

Leu

Arg

Rsp

Gly

70

Asp

Thr

Asn

Tyr

Val

Val

Asp

Eln

Ala

Leu

Rla

Glu

Lys

]

The

Leu

Asp

Len

Glu

135

Fhe

Thr

Lys

Len

Leu

215

Artificial Seguence

synthetie sequence; expression cassettes in pMONG64151 encoding

Lsn
Phe
Fhe
40

Thr

Met.

Ila
Ila
Phe
120
Glu
Glu
val
val
Ile

200

Lys

38-21 (53327} B SEQ LISTING.ST25.txt

Leun

Val

25

Gla

Leu

Rsn

Thr

hsp

105

Val

Lys

Lys

Bsn

‘Thr

185

Thr

Thr

Ser
10

Lys
Sex
Thr
Thr
Gln
aAla
Asn
Glua
G1n
Thr
170
Ty

Glu

Leu

Arg
Pro
Ile
Ile
Dys
75

Val
ABN
Leu
Lys
SRer
155
ASTL

Gly

hsp

Glu

Glu

Val

Val

80

heu

Gly

Thx

ABT

z1ln

140

Fhe

Lys

His

Liys

Sar

His

Ser
Gln
Sar
125
Thr
Tle
Gla

Val

Fhe
208

Page

Gly
Phe
Pro
Ser
Asn
Gln
Gln
1}0
Gln
Ser
Thr
ala
Ser

130

Asn

47

Ala
15

Fhe
Thr
Asp
Ser
Tle
Gln
Yal
T?r
Ile
val
175

Val

Phe

Ror
Gln
Thr
ser
Gln
80

Ala
Leu
Gln

Arg

Leuw
160

Leu’

Lys

Len

PCT/USZO06/033867
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TIC809 and TICB10

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST25.txt

pMONG4151 first and second plant expression cassettes

gaatatggga
agaatctage
gcaaaaaaga
ccteggtttg
ctagggtgct
gctaactaagt
aaaagcttea
ttcgettege
gtgggtaate

accteetgge

<220>

<221> wnisc_feature
<223>

<220>

<221> promoter

<222> (1}..(1B44)
<223> rice Rce3
<220>

€221> S5'UTR

<222> (1845)..1(1843)
<223> rice Reed leader
<220>

<221> Intron

<222> (1952)..(2755)
<223> HSP70 intron
<220>

<221> (DS

<222> (2772)..{3473)
<223> TIC809

<220>

<221> terminatox
<222> (3477)..(3686)
<223> Wheat Hspl7
<220>

<221> promoter

€222> (3724)..(4337)
<223> e35S

<220>

<221> 5'UTR

<222> (4373)..(4433)
<223> Wheat CAB leader
<220>

<221> Intron

<222> (4450)..(4928)
<223> rice actin
<220>

<221> CDS

€222> (4939)..(5588)
<223> TIC810

<220>

<221> terminator
<222> (5604)..(5813)
<223> Wheat Hspl?
<400> 43

gcaatcaacc aacatatact
ctgattetta aacttaagtyg
caccactagt ctacgcgatt
cccgaccaat ggttggttga
attagccaac ttgtcaatgt
aaggacaaga tcacatggaa
aacgcacaac ttcttggcat
cgccgcgcaa atgtaaaaca
ctccgacaga ttggcaacce
ggaatcagga aacggcccte
acacttgcag actggacaac

atgtgaacaa

aagtttettt
ctgttcaggg
agaatgcaag
ccyggtaacct
gttcatagcc
cacggecgaat
atttcaatgc
ttggcttgtt
gaaaatggct
ggagtgtaga

ataagaccaa

tagetttict
gegacggeta
cctgcaacaa
caggectggac
tgcagttgac
acatgacgac
ccctatetgg
atccaaaata
ccatctgeccc
tatgtgaaag
cgttatggeca

Page 48

aaattaagta
aaggacatag
gtatcgettt
gacagaacta
agagtacgaa
atcggcctac
aagccctagg
gagtatggac
ctttgtcgaa
aatctaggeg

acaagectcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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acgctactea
cagactctaa
cagcaépaag
tgggtettyy
aaagqécttg
tattcéatqa
gaagaagagyg
ggaggagaad
aateccecagge
ctaag;gggc
gaageeacge
aagctgagaa
attCCEﬁcgg
taaacggcaa
cgctcéatag
cgegatgegt
caaatattog
taatctacga
cacgctcaca
cggggttega
tcatepccag
cgategatcet
tctgoctitg
ggttbtagcty
cgtcdﬁttgt
cagcaagtacyg
gttatagoge
tgggtcaata
gagettatta
ttgtéaacgc
ttatigtgac
- taagtactga
taaadagttt
gacactatat
ccagtgttac

agaggatcte

agtggtggga
tgotattagh
agcttocggt
cgggceygcgaa
agecggtaaa
aattggtgge
attttgttcyg
gattttcagg
geccatggee
cgacctagta
tgcaatggeca
tettctigee
tcteggttea
aagaanatca
gcecaagatog
cgtgtgcage
gocgaktgatt
gocttgetag
tgatggeagy
ctataaatac
clyatcaaga
cqqgtaqgta
tiactgccac
gatctagaat’
agcagcaaaa
agaaatgtgt
acttggatic
gtatagggat
tttgccaaaa
ctgaaggaat
cataagtcaa
cagtattttg
cctthttgte
tgottctett

tcacatagtc

'

¢

38-21 (53327} B SEQ LISTING.STZ5.txt

ggccacegea tgttecaacyg
cgocctaggat atttggaatyg
gagctagtcty atagccaaaa
acaccttgat aggtggetta
gttttctatt kgogottgeg
teactggttc attaaaaaaa
tgagagagag . agagagagag
cttegoattyg cccaacctet
tggcagttta:ccacggacct
qccacqtgcc;tagtgtagat
teottoeccty, toeottegegt
agttggacty ggacacccac
tgkgatgtoc tetettgtgt
ccaactiget cacgcagtca
cgagataaaa taacaaccaa
aatcttgqtcuatttgcgéga
taacacaﬁt&%tcagcgtaga
ggcaggtgtﬁ;ctgccagcca
gcagggttcé‘catgagctct
ctccctaaté‘ccatgatcaa
gctcttaatg‘agctagctag
goaatagate taceogtettic
gtttctetga atgotetett
tacactcotga aatcgtqtté
tatagggaca tggtagtacy
aatttggtge ttagegghat
agaagtttéé tgttaattta
tcatattat% ggcgatacta
ttagatatt% ctattctgkt
aaatataaa% gacgaaattt
gatc#gatgc acttgtttta
atgcattgat ctgcttgtit
gctoctoctta cctectgaty
tacatacgta tecttgeotega

tttgcfcat{ tcattgtaat

aagegooaaa
aaaggaaccyg
ttaaggagga
cecttttaaca
catgtacaat
aaagaatcota
agagagagag
gotrotgtsg
acctagecta
tazagttgee
acgtgaaaac
caatccqacc
gatcacggag
cgctgeaceg
tgatcataag
tcgagtgett
tgtacgtacyg
atccaygateg
aacggtcgat
aaccatctea
tgattagctg
ggtacgeget
gtotoggtgat
tgootgtget
aszacgaagat
ttatttaage
gygcacagygct
taataattig
tttgtttotg
tgatgtttat
aatattgthg
gttgtaacaa
gkatctagta
tgecktckes

geagatacea

gaaagccttg
cagagttttt
tgccaaaaca
tgttocgggec
tttattccte
gectgttegy
agagagagaa
gccoaagaag
ccttagotat
gggccageag
aaacccagat
atgceococgat
caageatkct
cgogaagcega
gaaacaageo
cacagctadc
atttgttaat
ccctegtaty
taattaatcc
agcagectaa
cgettgtgat
cactcogoes
tgctgagagt
gattacttge
agaacctaca
acatgttggt
tcatactaca
ttegictgea
tgctgttana
ctetygckect
tckgaagaaa
gatttaaaaa
tckaccaact
ctagtgttyga

agoggoctet

¢ aty gee tbto tte aac egy gty atc ace cto acyg gtg ccg
Met Ala Phe Phe Asn Arg Vil Ile Thr Lau Thr Val Bro

1

E

10

teg tea gac gty gte aac tac teg gag ato tac cag gtg got cot bag
3er Ser Asp Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr
20 i

15

Gln val Ala Pro Gla

25

Page 42

720
780
340
agao
960
102G
1080
1140¢

1200

1580
162G
1680
174C
1800

l8eC

2858
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tat gte aac
Tyr Val Asn

a0

33

3B-21 (53327] B SEQR LISTING.ST25.LxtC
cay gce ctg acc ctg goo aag tac thte cag gac goo ate
Gln Ala Ley Thr Leu Ala Lys Tyr Phe Gln Gly Ala Ile

40

gac gge age acc ctg agg the gac ttc gag aag
ASp Gly Ser Thr Leu Arg Fhe Asp

50

aac gac atc cog cag geo gog gtg !
nsn Bsp Ile Pro Gln ala Rla val

cag cag ggg acc gtc cag ghc age
Gln Gin 8ly Thr Val Gln Val Ser

‘85

ate atg aag aat gte ctg teoc ate
Ile Met Lys Asn Val Leu Ser Ile

95

100

Phe Glu Lys
55

gte aac aca
val Asn Thr
0

gtc atg atc
Val Met Ile

gtg aka gac
val Ile Asp

gat cag gte acg get gec ate acc;aac acc tkc
Asp Gln val Thr Ala Ala Ile Thx -
115

110

cag deg tcg gag gee tgg atc tic,
Gl Glu Ser Glu Ala Trp Ile Phe!

acg tcc tac

130

tat tac aac atc cﬁc
Thr Ser Tyr Tyr Tyr psn Tle Lenl

145

ggt. ggc gbtg atg goc acg ¢ty coc,
Gly Gly Val Met Ala Thr Leu Pro
' 160

165

atc gag aag gag aag gto cig tte
Tle Glu Lys Glu Lys Val Leu Phe

175

18¢

tac dgcoc gte ace gtoc aag geg ate
Tyr Ala val Thr Val Lys Ala Ile
' 185 .

130

age agg gat tct aag gty gtt gat
ger Arg Asp Ser Lys val val Asp!

210

coc cgg aag sgg cat aag att tge.
arg His Lys Ile Cys.

Pro Arg Lys

cgtttggacg
gcgagtctga
taatéggcta
ttgagtgeaa
ggtccgatgt
cocagetate
ccatcattge
agatggaccc
aaagcaagtyg
gaaacctoct
aggaaggtgy
.cctctqccga
aagacgttcc

gggatgacqge

225

Asn Thr Fhe
120

tat tac aag
Tyr Tyr Lys
135

tto goc ate
Phe Ala Ile
150

atec gee ttc
Ilz #la Phe

gtg ace ate
Val Thr Lle

aac gtg gte
Asn val val
200

geg ttc aaa
Ala Phe Lys
218

tect aac teg
3er hen Ser
230

tatgeteatt caggttggag ccaatttgght

tgagacatct
atcgecaaca
aaaasdagga
gagactrttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccaccracyga
gattgatgkg
cggattccat
¢tectacaaa
cagtggteec
aaccacgtct

acaakceocac

ctgtattgtg

ttictttece

gattcggcga tgaataaatg

attagatoty bgtgtgtitt

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcot
ggagcatcgt
atggtccgat
tgcccagcté
tgecateatt
aaagatqqac
tcaﬁagdaaﬁ

tatcctthb

aataktecgga
agtggaaaag
tgaagatgee
ggaaaaagaa
gtgagacttt
-tctgtcaétt
gegataaagg
crceacecac
tggattqaﬁg

aagacccetie

45

gcg tta cag atc goc
&la Leun Gln Ile Zla

&0

ctyg aac cag acc gte
Leu Asn Gla The Val

73

gac aag atc gtg gac
Asp Lys Ile val B3p

a0

aag aag aag bttt tgg
Asn Lys Lys Phe Trp'

105

dcg aac c¢tg aac agco
Thr Asn Leu Asn Ser

125

gag gac goc cac aag
Glu Aszp Ala His Lys

140

cag gac gaa gag acg
Gln Asp Glu Glp Thr
155

gac atc aqt gtg gac
Asp Ile Ser val Asp

i70

aag gac act gag aat
Lys Asp Thr Glu Asn

185

cag goa cte cag tet
G;n ala Leu Gln Ser

205

tog cca ogg cac tta
Ser Pro Arg His Leu

220

toga tga attctgcatg

tgatgtgtgt
cagbgtttte
agaaataaat
ttyggateeec
aaccteoceteg
gaaggtogot
tctgecgaca
gacgttcecaa
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatce
gaggageate
tgatatctec
ctetatataa

Page 50

gcecgagttott
tgtacttgtg
tgttctgatt

agcttctgea

gattcrattg

cctacaaatg

gtggteccaa
ccacgtetie
gtaatateoeg
atagtyggaaa
gttgaagatg
giggaaaaaq
actgacgtaa

ggaagtteat

2908

2954

002

3050

3088

3146

3194

3242

3250

3338

31388

3434

3483

3543

3603

3663
3723

T3783

3843
3903
3963
4023
4083
4143
4203
4283

4323
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tboatttgga
acacactcaa
aggoatecge
ttecegteteg
cgogeceaga
gatccggeec
qttgqqqéag
ggaaaaqggac
tgctagatet
ggtagehtit

tagaagtgat

gaggacacge
gooacactat
cgecgeeggt
gtctcgatcot
tegytyegeg
ggatctegeg
atgatggggyg
actatggttt
ttetttctte

cttitcatga

"38-21 (5332%) B &EQ LISTING.ST25.txt

tgaCaagctJ
tggagaaca;
aaccaccecy
ttggoacttgyg
ggaggggcag
gqgaatgqqé
gtttaaaatt
atattttteg
tttttqtqqé

titgtgacaa

Ccaatc atg agec aaa gaa
Met Ser Liys Gia

235

actctageag
acagggacaa
ceechatect
tagtttgggt
gatctogegyg
ctctcggatyg
teageogtge
atatttctge
tagaattfga

atgcagecctkco

atectetaga
cacaccataa
ctitctttcot
gggcgagagqg
ctygggetet
tagaktctgeg
tazacaagat
tgettegtea
atcoctoage

gtgcggaget

accatctteo
gatccaaggyg
ceghtttiit
cggcttegtg
cgoocggogta
atccgeegtt
caggaagagy
ggcttagatg
attgttcate

tttttgtagg

atc agg ctc aac ot tet cgt gag
Ile Arg Leu Asn Leu Ser hrg Glu

age ggc gec gac ctg bac cte aaghatc ctc goo
hsp Leu Tyr Leu Lys - Ile Leu Ala
250 :

Ser Gly Ala

245

cac tte ttte

gat cet aca

»

255

£Afg geyg tac ctc ctg'tge cge gag
His Phe Phe &ln Ala Tyr Leu Leu Cys Arg Glu

265

270

acc cac gag tot gac'ttc gac aag
Asp Pro Thr Thr Arg Glu Ser Asp 'Pha Asp Lys
] 1 285

il

280

aag tecg gac teoe dece cote gty acc gtg gge acyg
Lys Ser Asp Ser Thr Leu ¥al Thri¥al Gly Thr
295

300"

gtc aat agt caa gag ate ok gfqttcg gac ttyg
val Asn Ser Gln Glu Ile Leu Val'Ser Asp Leuy

310

315

tcc cag aktc goo gat acc cte gge ate acg gac
Ala Rsp Thr Leu Gly:Ile Thr Asp
330

Ser Gln Ile

325

335

cag caa cag cte acg gag ckg atcrggc aac cto
Gin Gln Gln Leu Thr Glu Leu Ile. Gly RAsn Leu

tec caa gtt
Ser Glo Val

345

350

cag gag tac ate tag tte tac gag
Gln Glu Tyr Ile Tyr' Phe Tyr Glu
L 365

3e0

ace tcc tac cgo tac azc atc cbel tte gtg tte
Thr Ser Tyr Arg Tyr Asn Ile Leu'Phe Val Phe

375

380

ate acc att ctg cca atg gge €te gac gtg acc
Ile Thr Ile Leu Fro Met Gly Phe Bhsp Val Thr

380

385

gag goe gie cig aag ctg acg ccg aag gac aayg

Glu Ala val

105

Leg Lys Leu Thr

110

ro' Lys Asp Lys

415

gtc égc gtc aag goo oto aac ate ate cag cte
val Ser Val Lys Ala Leu Asn Ile Ile Gln Leu

425

430

tte zac btc cte gea ace cte aag aag got cte

Phe Asn Phe

Leu Ala Thr

440

Leu Lys Lys Rla Leu

ETE

gaatfctgea tgcgtttgga cgtatgetca thcaggtigg

¢
0

240

ttec gtg aag
Phe Vval Lys

cCe gag
Pro clu
260

ttc gag agc ate gtg
Phe Glu Ber Ile Val

acg ctg acc
Thr Leu Thr

275

atc gtg
Lle Val

290

atg aac acc aag ctg
Mat Asn Thr Lys Leu

305

atc act caa

gte ggt

Ile Thr Gln Val Gly

320

atc gac gec aac acc

Ile Asp Ala asn Thr

340

ttc gtg 2ac ckc aat
Phe Val Asn Leu Asn

3563

gag aag gag aag cag
Glu Lys Giu Lys Gln
370

gaa aag gay teg tte
Glu Lys Glu Ser Phe

385

¢ty aac acg aac aag
Val ARen Thr Asn Lys

400

gtt acc tac

ggc cac

Val Thr Tyr Gly His

420

att acg gag gac aag
Tle Thr Glu Asp Lys

435

aag acc ¢ty tga tga

Lys Thr Leu
450

agccaatttg

Page 51

gttagatgtgt

4383
4443
4503
4563

41623

4683

4743
4803
4563
4923
4874

5070

5113

Z166

5214

5262

5310

5358 -

54086

5454

5502

5550

5598

5658
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Letgtactty tgtaatcgge taatogecaa cagattcogyge' gabgaataaa tgagaaataa

WO 20074027776

3§-21 {53327} B SEQ LISTING.ST25.txt
gtgcegaghte ttgegagtet gatgacacat ctohgtattg tgtttettte cecagigttt

atigttctga Ltttgagtyc aaaaaasaay gaatt

<210>
<211
<212>
£213>

220>
<2235

<400

14

232

BFRT

Artificial Segquence

Synthetic Construct

44

Met Ala Phe

1

val

Gin

Thr

Pro

&5

Thr

Lan

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ser

Arg
226

Val
Ala
Leu
50

zln
Val
Val
Ala
Ala
130
Tyr
Ala
Lys
val
Lys
210

ﬁis

<210
<2i1>

Asn

bLeu

35

arg

Rla

Gin

Leu

ala

115

Trp

Asn

Thr

val

Lys

195

Val

Lys

43
218

Phe
Tyr
20

Thr
Phe
&la
val
Ser
100
Tla
Ile
Ile
Leu
Leu
180

Ala

Val

hen Arg Val
5

Sar

Leu

ASp

Val

Sex

85

Ile

Thi:

Fhe

Leu

Ero

188

Phe

Ile

Rsp

Glu
&la
Fhea
val
70

Val
Val
Asn
Ty
Phe
150
Ile
Val
hsnt

Ala

Ser
230

Lle

Lys

Glu

Asn

Mat

Ile

Thr

Tyx

135

Rla

Ala

Thr

val

Fhe

215

asn

Ile
Tyr
Tyx
410

Lys
Thr
1le
Asp
Phe
124G
Lys

Ile

Phe

val
200

Lys

Ser

Thr

Gln

25

Phe

ala

Leu

Asp

AsN

105

Thx

Glu

Gln

AsSpP

Lys
185

Gln

Sex

Leu

10

val

Gln

Leu

Asn

Lys

90

Lys

AsSn

asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Fro

Thr

ala

Gly

Gln

Glo

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Sey

Thr

Leu

Arg

val

3 1]

Als

Ile

60

Thx

val

Fha

Azn

His

140

Glu

val

Glu

Gln

His
220

Gln
Ile
a5

Ala
Vval
ASD
Trp
Sar
125
Lys
Thr
Asp
Asn
Ser
208

Leu

ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Bsp

- k10

G}n
Thr
Gly
Ile
Ty
120

Ser

Pro

Page 52

Ser
15

val
Cly
AsSp
Gln
Met
95

Gln
=3 §i}
Sexr
Gly
Glu
175
Ala

Arg

Arg

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly
80

Lys.

val

Ser

Tvr

Val

180

Lys

val

Asp

Lys
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38-21 (53327} B SEQ LISTING,S5T23. txt
<Zz12> PRT .
<?13> aArtificial Seguence

<220
<223> Synthetic¢ Construct

<400> 45
Met Ser Lys Glu Ile Arg Lsu Asn Leu Ser Arg Glu Ser &ly Ala Asp
1 . 5 10 ‘ 15

Leu Tyr Leu Lys Ile Leu Ala Phe Val lys Pro Glu His Phe Phe Gln
20 R 25 . 30

ala Tyr Leu Lew Cys Arg Glu Phe Glu Sexr Ile val Asp Pro Thr Thr
35 40 45

Arg Glu Ser Asp Phe Bsp Lys Thr Leu Thr Ile Val Lys Ser Asp Ser
50 535 60

-Thx Lew ¥al Thr Val Gly Thr Met Asn Thr Lys Leu Val Asn Ser Gln
g5 70 3 80

Glu Ile Lew Val Ser Asp Leu Ile Thr Gln Val Sly Ser Gln Tle Ala
B85 ag 95

Asp Thr Leu Gly Ile Thr asp Ile Asp BRla Asn Thr Gin Gln Gln Leu
100 105 ‘ 110

Thr Glu Leu Tle Gly Asn Leu Fhe ¥al Asn Leu Rsn Sér Gln val Gln
1i5 120 125

Glu Tyr Ile Tyr fhe Tyr Glu Glu Lys Glu Lys Gln Thr Ser Tyr Arg
130 133 140

Tyr Asn Ile Leu Phe Val Phe Glu Lys Glu Ser FPhe Ile Thr Tle Lew
145 150 155 160

Pro Met Gly Phe Asp ¥al Thr val asn Thr hén Lys Glu Ala Val Leu
165 17 175

Lys Ley ‘Thr Pre Lys Asp Lys Val Thr Tyr Gly His Val Ser Val Lys
180 188 1aq

fla Leu Asn Tle Ile Gln Leu Ile Thr Glu Asp Lys Phe Asn Phe Leu
1895 200 205

Ala Thr Leu kys Lys Ala Lesu Lys Thr Leu

210 218
<€210> 4%
<211> 1413
<212 DNA

<213» Articifial Sequence

€220

<221»> CDS

<222> (1)..{1407)
<223> TIC1lR?7

<220> )
<223> gynthatic Construct

<220>

Page 33




€223>

<220>
<223>

<Z20>
<223

WO 2007/027776

{L)..[(698)
223> TICB0OY9 amipo acid sequence

{697} .. {753
<223> 'proteclysis susceptible spacer or

[734)..(1407}

38-21 (53327) B SEQ LISTING.ST23.txt

€223> TICBLO amdino acid sequence

€400 46
atg geo tbe tte

Met Ala
i

gty gte
Yal Val

cag géc
¢ln Ala

acc ctg
Thr Leu
50

eeg cag
Pro Gln
85

ace gtc
Thr Val

aat dtc
Asn Val

acg get
Thr Ala

gag ges
Glu Ala
130

tat tac
Tyr Tyr
145

aktg Yoo
Mel Ala

gag &ag
Giu Lys

acc gke
Thr Val

tct aag
Ser Lys
210

agg cat
Arg His
225

coce cge

Pro Arg

agyg ckto
Arg Leuw

Pha

adac
Bsn

cty
Ley
35

agy
arg

gcc
bla

cag
Gln

cta
L

gco
Rla
11s

tag
Trp

aac
ASn

acg
Thr

gte
val

aaq
Lys
185

gty
val

a4y
Lys

gee
Ala

aac
Asn

Ehe

tac
Tyr
20

acc
The

tke
Phe

gcg
ala

gtc
Val

tec
Ser
100

ate
Ile

ztec
Ile

ate
Ile

oty
Len

ctg
Leu
180

gcg
nla

gtt
val

att
Tle

gag
Glu

ctt
Leu
2460

gag
asn

toyg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

geg
val

agc
Ser
85

atc
Ile

aco
Thr

ttc
FPhe

ctc
Liew

oo
Pro
165

tie
Phe

ate
Ile

gat
asp

tgc
Cys

gag
Glu
245

tct
Ser

cgyg
Arg

gag
Glu

geoe
Ala

ko
Phe

gte
Val
70

gte
Val

atg
val

aac
Asn

tat
Tyr

tte
Phe
150

ate
Ile

gLy
val

aac
Asn

gcyg
Ala

tot
Ser
230
gag
Glu

cgt
Arg

gtg
wal

ate
Ile

aag
Liys

gag
Glu

3%

aac
Asn

atyg
Mat

ata
Ila

ace
Thr

tac
Tyr
135

gcc
Ala

goo
Ala

acg
Thr

gty
VFal

tte
Phe
215

aac

Asn

ctyg
Leu

gag
Glu

atc
Ile

tac
TYr

tac
Tyr
40

aag
Lys

aca
Thr

atc
Ilae

gac
Asp

kte
Phe
120

aag.

Lys

atc
Ile

ttc
Fhe

ate
Iie

gtc

val

200
aaa

Lys

tcg
Ser

oot
Bro

age
Sen

acc
Thr
cag
25

ttc

rhe

gcg
Rla

ety

Leu

gac
asp

aac
Asn
105

acqg
Thr

gag
Glu

cag
Gin

gac
Asp

aag
Lys
185

cag
GIin

teg
Ser

aag
Lys

cco
Pre

ggc
Gly
2G5

cto
Leu
10

gty
val

cag
Gln

tta
Ly

aac
RSO

aaqg
Lys
20

aag
Liys

aac
AETL

gac
Asp

gac
Asp

atc
Ile
170

gac

Asp

gca
Ala

cca
Fro

cco
Ero

Gye
arg

250

goo

Ala

linker amine acid sequence

acg.

Thr

gct
Ala

‘age

Gly

cag
Gln

cag
Gln
75

atc
Ile

aag
Lys

ckg
Leu

gee
Ala

gaa
Glu
155

agt
Ser

act
Thrx

ctc
Leu

<gyg
Arg

gee
ala
235

aag

Lys

gac
Asp

gty
Yal

cot
Bro

gog
Ala

ate
Ile
80

acc
Thr

gtyg
val

ttt
Fhe

adc
Asn

cac
His
140

gag
Glu

gtg
Val

gaqg
Sla

cag
Gln

cac
His
220

ctg
Leu

atg
Met

ctyg
Leu

ceg
pro

caqg
Gln

atc
Ile
45

gec
hla

gte
Val

gac
Asp

tgg
Trp

age
Ser
125

aag
Lys
acg
Thr

gac
Asp

aat
Asn

tot
Sex
203
tha
Leu

cto
Leu

age
Ser

tac
Tyr

Page

teg
Ser

tat
Tyr
30

gac
Asp

aac
Asn

cag
Gln

arc
Ile

gat
Asp
119

cag
Gln

acg
Thr

ggt
Gly

atc
Ile

tac
Tyx
150

age
Ser

CcCC
Pro

aag
Lys

aaa
Lys

cte
Leu
270

54

tca
Sar

gtc
val

g9
Gly

gac
hsp

cag
Gln

atg
Met,
935

cag
Gln

gag
Glu

too
Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gec
Ala

agg
Arg

cqq
nrg

qag
Glu

gaa
Glu
255

aag
Lys

gac
Asp

aac
ASD

agco

Ser

atc
Ile

g9
Gly
80

aag
Lys

gtc
al

teg
Ser

tac
Tyr

gtg
val
1460

aag
Tys

gtc
val

gat
Rsp

aag
Lys

got
ala
240

atc
Ile

atc
Ile

48

98

192

240

288

336

384

432

480

528

376

624

720

768

Bl1E
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ctc
Leu

cge
hrg

gac
Asp
308

ggc
Gly

gac
. hsp

acqg
Thr

anc
Asn

tac
Tyxr
385

gtg
Val

gtg
val

gac
Asp

cag
Gln

got
- Als
4165

gec
Ala

gag
Glu
290

aag
L¥s

dog
Thr

ttg
Leu

Jac
Asp

cte
Leu
are

gag
Glu

Eol ol o3
Phe

acc
Thr

aag
Lys

cte
Leu
450

ctec
Tau

<210>
<Z11>
<212>

<213>

400>

1

- WO 2007/027776

ttec
Phe
2715

Lic
Phe

acy
Thr

atg
Met

atc
Ile
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COMPOSICIONES INSECTICIDAS Y METODOS PARA CREAR PLANTAS
TRANSGENICAS RESISTENTES A INSECTOS
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En general, la presente invencién se relaciona con el campo de la biologia

molecular de plantas, y mas particularmente, con nuevas secuencias de
polinucleétidos, y proteinas codificadas por estas secuencias, que derivan de
Bacillus thuringiensis y codifican proteinas ET29, TIC809, ET37, TIC810 y TIC812,
que son toxicas para especies de coledpteros e insectos dentro del superorden
conocido como Hemiptera. Las proteinas toxicas para coleopteros incluyen ET29,
TIC809 (una variante de la secuencia de aminoacidos de ET29) y ET37 (un
homologo de ET29). En la presente documentacion también se proporcionan
TIC810 y TIC812, y las secuencias de nuclebtidos que codifican estas proteinas.
Cuando se combina TIC810 o TIC812 con ET29, TIC809 o ET37, se obtienen
compaosiciones insecticidas que presentan una potencia sorprendentemente mayor
contra especies de coledpteros, en comparacion con la presentacién de ET29,
TIC809 o ET37 solas, y la combinacion de dos de ellas (TIC810 con cualquiera de
ET29, TIC809 o ET37, o TIC812 con cualquiera de ET29, TICB09 o ET37)
sorprendentemente provee una composicion téxica para hemipteros, en particular
cuando se la coloca en la dieta de una especie tal como Lygus hesperus (chinche
vegetal manchada occidental, WTPB). También se describen métodos para
preparar y usar los polinucleétidos que codifican estas y otras proteinas
relacionadas en el desarrolio de plantas transgénicas y celulas vegetales que son
resistentes a la infestacién por parte de insectos coledpteros y hemipteros.

Los métodos y las composiciones sensibles al ambiente para controlar o
erradicar infestacicnes de insectos son deseables en muchos casos, ya que los
cultivos de interés comercial comunmente son el blanco del ataque de los
insectos, particularmente el ataque de insectos plaga coledpteros y lepidopteros.
Esto es particularmente verdadero para los granjeros, los cuidadores, los
encargados de cultivos y las areas comerciales y residenciales que desean
controlar las poblaciones de insectos usando métodos y composiciones que no
darnien el ambiente. E! control o la erradicacién de las infestaciones de hemipteros
en los cultivos también es de importancia comercial, y tiene una importancia que
crece a medida que hay cada vez mas abordajes biotecnolégicos disponibles para
los metodos de control de plagas de coledpteros y lepiddpteros, particularmente
porque se utilizan menos aplicaciones de insecticidas quimicos, lo que resulta en

una actividad insecticida de amplio espectro.
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Las propiedades insecticidas de la bacteria Bacillus thuringiensis han sido
reconocidas desde hace tiempo. B. thuringiensis es bien conocida porque produce
cristales parasporales proteinaceos, o §-endotoxinas, que presentan una toxicidad
especifica para una variedad de larvas de lepidopteros, coledpteros y dipteros
(English et. al., Patente de los EEUU N° 6063597). Las composiciones que
comprenden cepas de B. thuringiensis que producen proteinas insecticidas han
sido usadas en el ambitc comercial como insecticidas aceptables para usar en el
medio ambiente, ya que presentan una toxicidad especifica para insectos blanco
especificos y no presentan toxicidad sobre plantas, animales y otros organismos
distintos del blanco.

Se han aislado y caracterizado mas de 250 &-endotoxinas diferentes. Se
han usado secuencias que codifican algunas de estas §&-endotoxinas para
construir productos de B. thuringiensis modificados genéticamente, en los que se
expresan una o mas proteinas insecticidas que presentan actividad insecticida
especifica sobre plagas blanco, y han sido aprobadas para usar como
composiciones insecticidas aplicadas de forma topica. Las plantas transgénicas
que expresan una o mas proteinas insecticidas delta endotoxinas Bt, que pueden
usarse para controlar uno o0 mas insectos dentro de una clase especifica, tales
como los lepidopteros o los coledpteros plaga, han sido aprobadas para la
comercializacion y han resultado exitosas. Sin embargo, existe el riesgo de que las
poblaciones de los insectos.plaga blanco que se alimenten con estas plantas
transgénicas desarrollen resistencia a una o mas de las toxinas producidas por las
plantas, por lo que subsiste la necesidad de identificar nuevas proteinas
insecticidas, que puedan usarse solas o en combinacidon con ofras, que
manifiesten sus efectos téxicos a través de distintos modos de accion. Se desean
nuevas composiciones insecticidas para producir plantas transgenicas que
expresen una o mas proteinas insecticidas de B. thuringiensis toxicas para la
misma especie de insecto, con lo que se proporcionara un medio para manejar la
resistencia y demorar o eliminar el desarrollo de resistencia de cualquier especie
de insecto particular, susceptible a cualquiera de los uno o mas agentes
insecticidas expresados dentro de una planta transgénica.

La mayor parte de las toxinas Bt son toxicas para especies de lepidépteros.
Se ha demostrado que unas pocas son efectivas contra especies de coledpteros, y

gue otras contienen toxinas citoliticas que presentan un rango nulo de

especificidad de huésped. No se ha demostrado que haya foxinas Bt que'

presenten actividad insecticida sobre insectos plaga pertenecientes a especies de
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lepidopteros, coledpteros y hemipteros. Por consiguiente, existe la necesidad de
identificar nuevas composiciones insecticidas especificas para coledpteros y/o
hemipteros, y métodos para controlar infestaciones provocadas por insectos
miembros de los érdenes Coleoptera y Hemiptera, particularmente Coleoptera, por
miembros de la familia Chrysomelidae, mas particularmente, por el género
Diabrotica de la familia Chrysomelidae, que puede incluir aquellas especies del
género Diabrotica, tales como Diabrotica virgifera (oruga de la raiz del maiz
occidental, WCR), Diabrotica undecempunctata (oruga de la raiz del maiz del sur,
SCR), Diabrotica barberi (oruga de la raiz del maiz del norte, NCR), Diabrotica
virgifera zeae (oruga de la raiz del maiz mexicana, MCR), Diabrotica balteata
(oruga de la raiz del maiz del Brasil, BZR), y el complejo de la oruga de la raiz del
maiz del Brasil (BCRj, que consiste en Diabrotica viridula y Diabrotica speciosa), y
particularmente por miembros del superorden Hemiptera, gue incluye cualquier
insecto plaga dentro del suborden Heteroptera, incluyendo los insectos conocides
comunmente como chinches de olor, chinches Lygus (incluyendo Lygus hesperus,
Lygus lineolorus y Lygus elisus), chinches asesinas, chinches de cama y chinches
de las flores, y el suborden Homoptera, incluyendo los insectos conocidos
comunmente como cigarras, pulgones, cotorritas, cochiniltas y moscas blancas.
RESUMEN DE LA INVENCION

En la presente invencidén se proveen composiciones de polipéptidos
aislados a partir de B. thuringiensis, que presentan actividad insecticida contra
insectos plaga coledpteros y hemipteros, y se proveen secuencias de nucledtidos
que codifican estos polipéptidos. En la presente invencion se provee el control de
infestaciones de insectos coledpteros y hemipteros, mediante la co-expresion de
al menos dos prbteinas de B. thuringiensis en plantas, ya sea como proteinas
independientes o como una proteina de fusibn de ambas, 1o que resulta en niveles
sorprendentemente elevados de acumulacion de las proteinas insecticidas, para
proporciona.r el control efectivo de insectos plaga colebpteros y hemipteros, y
provee mejoras en el manejo de la resistencia de los insectos coledpteros y
hemipteros responsables de las infestaciones. Adicionalmente, se proporciocna un
meétodo para incrementar el nivel de acumuiacidén in planta de una proteina
insecticida de B. Thuringiensis, o una variante de ésta, que también provee el
beneficio adicional de la ausencia de morfologias anormales para las plantas
transgénicas que expresan estas proteinas.

Para lograr lo anterior, se proporciona una molécula de polinucledtido como
se indica en SEQ ID N° 1, aislada a partir de la cepa de B. thuringiensis EG5078.
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La molécula de polinucleétido codifica una proteina insecticida como se indica en
SEQ iD N° 2, designada en la presente documentacidon ET37, que presenta
actividad biolégica de inhibicidn de insectos coledpteros plaga.

También se proporciona una molécula de polinucleétido como se indica en
SEQ ID N° 3, que ha sido aislada a partir de la cepa de B. thuringiensis EG4096,
que codifica una secuencia de aminoacidos TIC810, comoe se indica en SEQ ID N°
4. _

Se proporciona aun otra secuencia de polinucledtidos como se indica en
SEQ ID N° 5, que codifica una secuencia de aminoacidos TIC812, como se indica
en SEQ ID N° 6, que ha sido aislada a partir de |la cepa de B. thuringiensis
EG5078. TIC812 es sustancialmente idéntica a TIC810.

En la presente documentacion se contempla especificamente una molécula
de polinucleétido aislada que codifica una proteina insecticida, o un fragmento
insecticida de ésta, que presenta entre aproximadamente 70% y aproximadamente
99%, o mas similitud de secuencia con una secuencia de polipéptido como se
indica en SEQ ID N° 4 y SEQ ID N° 6, o cualquier porcentaje intermedio. La
proteina insecticida o el fragmento insecticida esta codificado por una molécula de
polinucledtido aisiada derivada de B. thuringiensis, y comprende una secuencia de
polinucledtidos que presenta al menos aproximadamente 70%, aproximadamente
80%, aproximadamente 90% o aproximadamente 99%, o mas identidad de
secuencia, o cualquier porcentaje intermedio, o que hibridiza bajo condiciones
estrictas, con una secuencia de polinucledtidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID N° 3 y SEQ ID N° 5, o el complemento de ésta.

En aun otra realizacion, se proporciona una molécula de polinucleotido para
usar con el fin de obtener la expresidn mejorada de una proteina insecticida en
una planta. La proteina insecticida preferiblemente presenta actividad biologica de
control de plagas de insectos coledpteros o hemipteros, o ambos, pero puede ser
activa contra otros insectos plaga distintos de los coledpteros o los hemipteros, y
puede estar codificada por una secuencia de nucleétidos disefada para que se
exprese en una ceélula vegetal, tal como se detalla en SEQ ID N° 15 (TIC810) o
SEQ ID N° 19 (ET37).

En la presente documentacidon se proporcionan otras secuencias de
polinucledtidos que pueden usarse para obtener células vegetales transformadas
en forma estable, que expresan una o mas de las proteinas de la presente
invencion. Estas secuencias de nucleotidos incluyen, sin limitaciones, SEQ 1D N°
13, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 31,
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SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 38, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 43 y SEQ
ID N° 46.

Se proporcionan secuencias de oligonucleétidos para usar en la
identificacion de secuencias de nucleétidos relacionadas en otras bacterias, y en
particular, en otras cepas de bacterias Bacillus, incluyendo Bacillus thuringiensis,
Bacillus laterosperous y Bacillus entomocidus.

Se proporcionan proteinas insecticidas que comprenden, por ejemplo, las
secuencias de aminoacidos indicadas en SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6,
SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 14 y SEQ ID N° 47 (TIC127). En realizaciones
particulares, se proporciona SEQ ID N° 4 (TIC810) y SEQ ID N° 6 (TIC812) como
proteinas accesorias, chaperonas, o proteinas que de otrc modo estabilizan y
mejoran la expresion y la acumulacion de una segunda proteina, que se expresa
al mismo tiempo que estas proteinas accesorias. TIC809, ET29 y ET37 son todas
proteinas insecticidas que presentan mayores niveles de estabilidad, lo que
significa niveles de acumulacién mejorados cuando se expresan ambos al mismo
tiempo junto con una secuencia de aminoacidos TIC810 o TIC812. Estas
secuencias pueden expresarse juntas en el mismo compartimiento subcelular, es
decir, en el citoplasma, o mediante una insercién y una acumulaciéon dirigida en el
cloroplasto o el plastido de una célula vegetal, 0 pueden expresarse al mismo
tiempo para que se acumulen en distintos compartimientos subcelulares, tales
come TIC810 en el citoplasma y ET29 o TIC809 con una insercion y una
acumulacion dirigida en el cloroplasto o el plastido de la planta. Ademas, la
combinacion de cualquiera de las proteinas TIC809, ‘ET29 o ET37, juntoc con
cualquiera de las proteinas TIC810 o TIC812, resulta en una composicién que esta
sorprendentemente estabilizada para obtener un nivel elevado de expresion y
acumulacion de componentes proteicos en células vegetales, y presenta actividad
insecticida dirigida al control de plagas de plantas de los érdenes Coleoptera y
Hemiptera. La combinaciéon de proteinas también puede expresarse como un
péptido de fusidn, por ejemplo, tal como SEQ ID N° 47,

En otra realizacion, la presente invencién se relaciona con un cultivo puro
desde el punto de vista biolégico de una cepa tipo salvaje de B. thuringiensis
seleccionada de! grupo que consiste en EG5078, a partir del cual se aisla la
secuencia de polinucledtidos que se indica en SEQ ID N° 1, que codifica la
proteina ET37, y SEQ ID N° 5, que codifica la proteina TIC812, y EG4096, a partir
det cual se aisla SEQ ID N° 3, que codifica la proteina TIC810, y SEQ ID N° 7, que
codifica la proteina ET29. EG4096 y EG5078 han sido depositados en el
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Laboratorio de Investigacion Regional del Norte de la Coleccion Central del
Servicio de Investigacion Agricola (NRRL), USDA, 1815 North University Street,
Peoria, IL 61604, de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
Internacional de Depositos de Microorganismos para Propositos de
Procedimientos de Patentes, y se les han asignado los Numeros de acceso NRRL-
B-21582 y NRRL-B-30841, respectivamente. EG4096 se deposito el 30 de Mayo
de 1996, y EG5087 se deposité el 3 de Mayo de 2005.

La presente invencién también se relaciona con una construccion de ADN
recombinante que puede expresarse en una planta o una celula vegetal, que
comprende un cassette genético doble que expresa simultdneamente una primera
secuencia de polinuctedtidos y una segunda secuencia de polinucleétidos, donde
la primera secuencia de polinucleétidos codifica una secuencia de polipéptido
seleccionada del grupo que consiste en ET29, TIC809 y ET37, o fragmentos de
ésta con actividad insecticida, y donde la segunda secuencia de polinuclesdtidos
cedifica una secuencia de polipéptido seleccionada del grupo que consiste en
TIC810 y TIC812, y fragmentos de ésta con actividad insecticida. La primera
secuencia de polinucledtidos se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N°
13 y SEQ ID N° 17, y la segunda secuencia de polinucledtidos se selecciona del
grupo que consiste en SEQ ID N° 15 y SEQ ID N° 19, donde la segunda secuencia
de polinuclettidos se co-expresa con la primera secuencia de polinucleétidos para
potenciar o mejorar la expresion de la primera secuencia de polinucleétidos, y para
facilitar la actividad insecticida dirigida para controlar infestaciones de insectos
coleopteros y hemipteros que son plagas de plantas.

La presente invencion también se relaciona con una célula huésped
transformada para que contenga el vector de expresién o la construccion de ADN
recombinante de la presente invencion, descripta en la presente documentacion.
La célula huésped puede seleccionarse del grupo que consiste en una célula
bacteriana, una‘ célula fingica y una célula vegetal. En un aspecto de la
realizacién, la célula huésped es una célula bacteriana, tal como una célula de B.
thuringiensis que ha sido transformada para que contenga el vector de expresion
de la presente invencion. En otro aspecto de la realizacion, la célula huésped es
una

celula vegetal transgénica transformada para que contenga la construccion

de ADN recombinante de la presente invenciéon. La construccion de ADN

. recombinante puede comprender secuencias de polinucledtidos que codifican una

combinacion simultdnea de dos de las cuatro proteinas, cuyas secuencias de
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polipéptidos se indican en SEQ ID N° 14 (TIC809), SEQ ID N° 16 (TIC810), SEQ
ID N° 18 (ET37) y SEQ ID N° 20 (TIC812). Las combinaciones de las proteinas
preferidas pueden incluir TIC809 y TIC810, TIC809 y TIC812, ET37 y TIC810, y
ET37 y TIC812, donde la co-expresion de la secuencia de polinucleétidos que
codifica TIC810 o TIC812 con la secuencia de polinucleétidos que codifica TIC808
(o ET29) 0 ET37 resultara en (a) una mayor acumulacion de TIC809 (o ET29) o la
proteina ET37 en la célula vegetal, (b) un crecimiento celular normal, (c) una
planta transgénica regenerada a partir de la célula vegetal huésped, (d) un
fenotipo normal, y (e) mayores niveles de resistencia a insectos coledpteros y
hemipteros.

La célula vegetal transgénica de la presente invencion puede comprender
una celula vegetal de maiz, una célula vegetal de trigo, una célula vegetal de
centeno, una célula vegetal de cebada, una célula vegetal de avena, una célula
vegetal de trigo sarraceno, una céluta vegetal de sorgo, una célula vegetal de
arroz, una célula vegetal de cafa de azucar, una célula vegetal de guisante, una
celuia vegetal de mani, una célula vegetal de cebolla, una célula vegetal de ajo,
una celula vegetal de pasto (incluyendo pasto curvo, festuca, broma, Timothy,
vergel, Bermuda, zoysia, y semejantes), una célula vegetal de Arabidopsis, una
celula vegetal de brécoli, una célula vegetal de girasol, una célula vegetal de
canola, una célula vegetal de arveja, una célula vegetal de garbanzo, una célula
vegetal de poroto, una célula vegetal de café, una célula vegetal de soja, una
celula vegetal de algoddn, una célula vegetal de lino, una célula vegetal de coiiflor,
una célula vegetal de esparrago, una célula vegetal de lechuga, una célula vegetal
de repollo, una célula vegetal de tabaco, una célula vegetal de especia (incluyendo
curry, mostaza, salvia, perejil, pimienta, tomillo, cilantro, baya, comino, curcumina,
nuez moscada, canela y semejantes), una célula vegetal de remolacha, una célula
vegetal de papa, una celula vegetal de batata, una célula vegetal de zanahoria,
una célula vegetal de nabo, una célula vegetal de apio, una célula vegetal de
tomate, una célula vegetal de berenjena, una célula vegetal de pepino, una célula
vegetal de zapallito o una célula vegetal de melon, y semejantes, una célula
vegetal de un arbol frutal (incluyendo manzana, albaricoque, durazno, pera,
ciruela, naranja, limon, lima y semejantes), una célula vegetal de un arbol
productor de frutas secas (incluyendo bellota, nuez americana, Brasil, pecana,
castafa, avellana y semejantes), una célula vegetal de uva, una célula vegetal de
baya (incluyendo zarzamora, grosella, frutilla, arandano agrio y semejantes), y

células vegetales de flores.

|2
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En otra reaiizacion, la presente invencién se relaciona con una planta
transgénica transformada para que contenga una construccién de ADN
recombinante descripta en la presente documentaciéon. La planta transgenica
puedé regenerarse a partir de la célula vegetal transgénica de la presente
invencién, o puede provenir de una semilla transgénica que se obtiene a partir de
la planta transgénica regenerada o su descendencia. La planta transgénica se
selecciona del grupo que consiste en una planta monocotiledénea y una planta
dicotiledénea, que puede incluir monocotiledénea_s, tales como - maiz, trigo,
centeno, cebada, avena, trigo sarraceno, sorgo, arroz, cafna de azlcar, guisante,
mani, cebolla, ajo, pasto, o dicotiledéneas, tales como girasol, canocla, arveja,
garbanzo, poroto, café, soja, algoddn, lino, coliflor, esparrago, lechuga, repollo,
tabaco, piantas productoras de especias (incluyendo curry, mostaza, salvia, perejil,
pimienta, tomillo, cilantro, baya, comino, curcumina, nuez moscada, canela y
semejantes), remolacha, papa, batata, zanahoria, nabo, apio, tomate, berenjena,
pepino, zapallto o melon, y semejantes, un arbol frutal (incluyendo manzana,
albaricoque, durazno, pera, ciruela, naranja, limén, lima y semejantes), un arbol
productor de frutas secas (incluyendo bellota, nuez americana, Brasil, pecana,
castafia, avellana y semejantes), uva, plantas productoras de bayas (incluyendo
zarzamora, grosella, frutilla, ardndano agrio y semejantes) y plantas florales.

En otra realizacion, la presente invencidn se relaciona con una semilla
transgénica de la planta transgénica transformada para que contenga una
construccion de ADN recombinante. La semilla transgénica puede ser de la planta
transgenica que se regenera a partir de la célula vegetal transgénica de la
presente invencion, o puede ser de la descendencia de la planta transgénica
regenerada, o de hibridos creados como resultado del cruzamiento o el cultivo de
la planta transgénica con una planta no transgénica. En un aspecto, la semilla
transgénica puede estar recubierta con un recubrimiento para semillas, donde la
semilla comprende una composicién herbicida, un recubrimiento fungicida para
semillas, un recubrimiento bactericida para semillas, un recubrimiento insecticida
para semitllas, un recubrimiento de hormonas vegetales para semillas, un
recubrimiento de nutrientes para semillas, un recubrimiento de inéculos
microbianos para semillas, un recubrimientc colorante para semillas, un
recubrimiento repelente de aves para semillas, un recubrimiento repelente de
roedores para semillas, un recubrimiento de proteinas insecticida para semillas, un

recubnmiento bacteriano para semillas que contiene una proteina insecticida, un

recubrimiento de ARN de cadena simple para semillas, un recubrimiento de ARN
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. de cadena doble para semillas, un recubrimiento de micro ARN para semillas o un

recubrimiento de ARN pequerio de interferencia para semillas. Un medio para
permitir y estabilizar un recubrimiento para semillas que comprende estas
composiciones de ARN de cadena simple o doble comprende combinar estas
molécuias de ARN con moléculas de ARN complementarias, de modo que los
hibridos moleculares de ADN-ARN estabilizados se presentan en la composicion
de recubrimiento para semillas, lo que permite la presentacion del ARN de cadena
doble o el ARN de cadena simple a una plaga que se alimenta con la semilla, o al
microambiente dentro del reino de la semilla en brotacién o las micro-raices de un
brote emergente en brotacion, una vez que germina la semilla recubierta.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, se proporciona un
método para generar una planta resistente a una infestaciéon por insectos
coledpteros y/o hemipteros, que comprende los pasos de:

a) insertar en el genoma de una célula vegetal una primera molécula de acido
nucleico, que funciona en la planta para codificar una primera proteina
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N° 14 (TIC809) y SEQ ID N° 18
(ET37), y una segunda molécula de acido nucleico, que funciona en la planta para
codificar una segunda proteina seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N°
16 (TIC810) y SEQ ID N° 20 (TIC812);

b) obtener la célula vegetal que contiene las moléculas de acidos nucleicos del
paso (a); y

c) regenerar una planta transgénica que expresa ambas proteinas a partir de la
celula vegetal, donde la planta transgénica presenta resistencia a coledpteros y/o
hemipteros plaga, en comparacion con una planta que carece dichas moléculas.

En otra realizacién, en la presente invencién también se provee un método
para controlar una infestacion por insectos coledpteros y/o hemipteros plaga en
una planta, que comprende introducir en la dieta del insecto plaga una planta, un
tejido vegetal o células vegetales que expresan una proteina TIC809, ET2, o una
proteina ET37 junto con una proteina TIC810 o TIC812.

El polinucleétido y las composiciones de polipéptidos y los métodos
descriptos en la presente documentacién seran particularmente beneficiosos
cuando se los use contra insectos plaga coledpteros y hemipteros seleccionados
del grupo de familias de coledpteros que consiste en Chrysomelidae, Cucujidae,
Scarabaeidae, Trogositidae, Tenebrionidae, Curculionidae, Eiateridae y Bruchidae,
y miembros del orden Hemiptera, incluyendo especificamente los miembros de los

subdrdenes Heteroptera y Homoptera. En un aspecto de la invencién, los insectos
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coledpteros son aquellos de la familia Chrysomelidae. Los ejemplos de insectos
coleopteros en ifa familia Chrysomelidae pueden incluir aquellos del geénero
Diabrotica, incluyendo D. virgifera (WCR), D. undecempunctata (SCR), D. barberi
(NCR), D. virgifera zeae (MCR), D. balteata (BZR), y el complejo de la oruga de la
raiz del maiz del Brasil (BCR), que consiste en D. viridula y D. speciosa.

Es posible construir una molécula con una secuencia de acido nucleico que
incorpore una tercera secuencia genética estructural que codifique un tercer
agente (un ARN de cadena doble o una proteina), como un medio para introducir
en la misma planta un caracter agricola adicional que presente una actividad
dirigida al control de mas de una plaga de plantas, tal como el control de insectos
coledpteros y/o hemipteros, y un caracter adicional de resistencia a insectos
lepidépteros, resistencia a infestaciones bacterianas, virales o fangicas, resistencia
a nematodes, 0 para proporcionar un caracter suplementario, tal como un caracter
de resistencia a herbicidas, un caracter de rendimiento, un caracter de estrés, un
caracter de alimentacién o un caracter de que resulta en la mejora del proceso de
alimentacioén, y semejantes. El método puede consistir en los pasos de insertar en
el genoma de una célula vegetal una primera molécula de acido nucleico que
codifica una proteina que se selecciona del grupo que consiste en SEQ 1D N° 14
(TIC809) y SEQ ID N° 18 (ET37). La primera molécula de acido nucleico esta
unida a una segunda molécula de acido nucleico que codifica una proteina
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N° 16 (TIC810) y SEQ ID N° 20
(TIC812). Una tercera molécula que se introduce en el genoma de i{a planta
codifica un agente que provee un caracter agricola que es distinto de los
proporcionados por la primera y la segunda molécula de &cido nucleico,
incluyendo, sin limitaciones, resistencia a insectos lepidopteros, resistencia a
infestaciones bacterianas, virales o fungicas, resistencia a nematodes, o para
proporcionar un caracter suplementario, tal como un caracter de resistencia a
herbicidas, un caracter de rendimiento, un caracter de estrés, un caracter de
mejora de la alimentacién o un caracter de que resulta en la mejora del proceso de
alimentacién, y semejantes

Ademas de proporcionar las proteinas de la presente invencién en una
composicion para controlar infestaciones de insectos plaga de los ordenes
Coleoptera o Hemiptera, tambien se contempla especificamente una secuencia de
polinucleétidos que se transcribe en una molécula de acido ribonucleico (ARN)
gue, cuando es ingerida por un invertebrado plaga, funciona cecntrolando la

infestacion del invertebrado plaga, mediante la inhibicién de una funcién biolégica

\ 21



20

25

30

35

11

en la plaga, como un segundo modoe de accidn o como una caracteristica de
manejo de Ié resistencia a insectos de la composicién. La molécula de ARN puede
comprender una molécula de ARN de cadena doble, una molécula de ARN de
cadena sim,p‘le, una molécula de ARN pequefio de interferencia o una molécula de
ARNss, y deberia ser especifica para inhibir un gen esencial de un insecto plaga,
tal como una plaga atacada por las composiciones de la presente invencidn.

Las composiciones y los métodos descriptos en la presente invencién

~ proporcionan diversas ventajas respecto de la técnica previa, incluyendo aquellas

detalladas - especificamente con anterioridad. Estas ventajas pueden incluir:

obtener un control mejorado de insectos plaga 'susceptibles, incluyendo no

solamente aquellos que infestan plantas, obtener una mayor cantidad de lineas de

plagas resisttentes a insectos comercialmente viables;  oblener una proteccion
durante toda una temporada contra insectos patogénicos; e incrementar |a
incidencia de plantas transformadas con morfologia normal. |
DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS |
- SEQ ID N° 1 es una secuencia de polinucledtidos de B. thuringiensis que

codifica una proteina i’nsecticid:a ET37.

SEQ ID N? 2 es una secuencia de aminocacidos ET37 codificada por la
secuencia de polinucledtidos que se indica en SEQ .ID N° 1.

SEQ ID N° 3 es una secuencia de polinucledtidos que codifica una proteina
insecticida TIC810. | ‘

SEQ ID N? 4 es una secuencia de aminoacidos TIC810 codificada por la
secuencia de polinucledtidos qlue se indica en SEQ ID N° 3.

SEQ ID N° 5 es una secuencia de polinucledtidos de B. thuringiensis que
codifica una proteina TIC812. ' '

SEQ ID N° 6 es una secuencia de aminoacidos TIC812 codificada paor la
secuencia de polinucledtidos que se indica en SEQ ID N° 5.

SEQ ID N° 7 es una secuencia de polinucledtidos de B. thuringiensis que
codifica una proteina ET29. '

SEQ ID N° 8 es una secuencia de arﬁinoé'cidos ET29 codificada por la
secuencia de polinucledtidos que se indica en SEQ ID N° 7.

SEQ ID N° 9 es una secuencia de polinucleédtidos de B. thuringiensis que
codifica TIC810, desde el nucledtido en Ia pasicion 1 hasta el nucledtide en la

posicion 657, y que codifica ET29, incluyendo los nucledtidos entre las posiciones
716 y 1411,




Ln

15

20

25

12

SEQ ID N° 10 es una secuencia de polinucledtidos de B. thuringiensis que
codifica TIC812, incluyendo los nucledtidos entre las posiciones 1 y 657, y que
codifica ET37, incluyendo los nucledtidos entre las posiciones 7168 y 1411.

SEQ ID N° 11 es una secuencia de polinucledtidos que codifica TICB’Id,
desde el nucledtido en la posicidn 1 hasta el nucledtido en la posicidn 657, y que
codifica ET37, incluyendo los nucledtidos entre ias posiciones 718 y 1411. .

SEQ 1D N° 12 es una secuencia de polinucledtidos que codifica TIC812,
incluyendo los nucledtidos entre las posiciones 1 y 657, y que codifica ET29,
incluyendo Iqs.pucleétidos entre las posiciones 716 y 1411.

SEQ ID N° 13 es una secuencia de polinucledtidos construida para expresar
en una célula vegetal, que codifica una proteina TIC809.

SEQ ID N°® 14 es una secuencia de aminoacidos TICB09 codificada por la
secuencia de polinUcIec’)tidos que se indica en SEQ 1D N° 13.

SEQ ID N° 15 es una secuencia de polinucleétidos construida para expresar
en una celula vegetal, que codifica una proteina TICS10.

SEQ ID N° 18 es una s]_ecuencia de aminoacidos TIC810 codificada por |a
secuencia de polinucleétidos qUe se indica en SEQ 1D N° 15.

SEQ IQ N° 17 representa una secuencia de polinucledtidos construida para
expresar en una célula vegetal, que codifica una proteina ET37.

SEQ ID N° 18 es una secuencia de aminoacidos ET37 codificada por la
secuencia de polinucledtidos que se indica en SEQ ID N° 19,

SEQ ID N° 19 es una secuencia de polinucledtidos construida para expresar
en una célula vegetal, que codifica una proteina TIC812.

SEQ ID N° 20 es una secuencia de aminoacidos TIC812 codificada por la
secuencia de polinucledtidos que se indica en SEQ ID N° 17.

SEQ ID N° 21 es un cebador de amplificacion térmica para usar en la
amplificaciéon de una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de .
aminoacidos TIC810, y se conoce en |a presente documentacion como pr370.

SEQ 1D N® 22 es un cebador de amplificacion térmica para usar en I.a
amplificacion de una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de
aminoacidos TIC810, y se conoce en la presente documentacion como praz1.

SEQ IVD N° 23 es un cebador de amplificacﬁién térmica para usar en la
amplificacion de una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de

aminoacidos TIC810, y se‘conoce en la presente documentacion como pr37s.
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- SEQ ID N° 24 es un cebador de amplificacién térmica para usar en la
amplificacion de una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de

aminoacidos TIC810, y se conoce en la presente documentacion como pr376.

SEQ ID N° 25 es un cebador de amplificacién térmica para usar en la

amplificacién de una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de
aminoacidos ET29, y se conoce en la presente documentacion como pr3g5s.

SEQ ID N° 26 es un cebador de amplificacion térmica para usar en la
amplificacidn de una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de
aminoacidos ET29, y se conocé en Ia.presente documentacidn como pr372.

SEQ ID N° 27 es un ﬁebador de amplificacién térmica para usar en la
amplificacion de una secuenr.j:'ia de nucledtidos que codifica una secuencia de
operon TIC810_ET29 0 TIC812_ET37, y s conoce en la presente documentacion
como prd21. ‘ |

SEQ ID N° 28 es una secuencia de nucledtidos sintética presente en el
vector de transformacion pMON64138, que consiste en un primer cassette de
expresion para plantas que codifica una proteina TIC809 y un segundo cassette
de expresion para plantas que codifica una proteina TIC810.

SEQ 1D N° 289 es una secuencia de aminoacidos TIC809 codificada por el
primer cassette de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 28.

SEQ 1D N° 30 es una secuencia de aminoacides TICB10 codificada por el
segundo casselte de expresion para plantas que se indica en SEQ 1D N° 28.

SEQ ID N° 31 es una secuencia de nucledtidos sintética presente en
pMONG4139, QUe consiste en un primer cassette de expresién para plantas que
codifica una TIC809 dirigida al cioroplasto y un segundo cassette de expresion
para plantas que codifica una TIC810 dirigida al cloroplasto.

SEQ ID N° 32 es una secuencia de aminoacidos TIC809 codificada por el
primer cassétte de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 31.

SEQ ID N° 33 es una secuencia de aminoacidos TIC810 codificada por el
segundo cassette de expresidén para plantas que se indica en SEQ ID N° 31.

SEQ ID N° 34 es una secuencia de nucledtidos sintética presente en
pMON70513, y consiste en un cassette de expresion para plantas que codifica una
secuencia de aminoacidos TICSOQ.

SEQ ID N° 35 es una secuencia de aminoacidos TIC809 codificada por el

cassette de expresién para plantas que se indica en SEQ 1D N° 34,

|34
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SEQ ID N° 36 es una secuencia de nucledtidos sintética presente en
pMON70514, y consiste en un cassette de expresion para plantas que codifica una
secuencia de aminoacidos TIC809 dirigida al cloroplasto. '

SEQ ID N® 37 es una secuencia de aminoacidos TIC809 codificada por el
cassette de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 36.

SEQ ID N° 38 es una secuencia de nucledtidos sintética presente en
pMONGE4 144, y conéiste en un cassette de expresion para plantas que codifica una
secuencia de aminodcidos TIC809 dirigida al cloroplasto.

_SEQ 1D N° 39 es una secuencia de aminoacidos TIC809 codificada por el

cassette de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 38.

SEQ ID N° 40 es una secuencia de nuclebtidos sintética presente en

pMONG4150, y consiste en un primer cassette de expresidén para plantas gque
codifica una secuencia de éminoécidos TICBO9 dirigida al cloroplasto y un
segundo cassette de expresidn para plantas que codifica una secuencia de
aminoacidos TIC810 dirigida al cloroplasto.

SEQ ID N° 41 es una secuencia de aminoééidos TIC809 codificada por el
primer cassette de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 40.

SEQ ID N° 42 es una secuencia de aminoacidos TIC810 codificada por el
segundo cassette de expresion para plantas que se indica en SEQ 1D N°® 40.

SEQ ID N° 43 es una secuencia de nuclestidos sintética presente en
pMON64151,"y consiste en un primer cassette de expresiéon para plantas que

codifica una secuencia de aminoacidos TIC809 y un segundo cassette de

expreston para plantas que codifica una secuencia de aminoacidos TIC810.

SEQ 1D N® 44 es una secuencia de aminoacidos TIC809 codificada por el
primer cassette de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 43. )

SEQ ID N° 45 es una secuencia de aminoacidos TICB10 cadificada por el
segundo casselte de expresion para plantas que se indica en SEQ ID N° 43,

SEQ ID N° 46 es una secuencia de nucledtidos que codifica un péptido
TIC127, que corresponde a una fusién entre TIC809 (codificada por los
nucleotidos en las posicibnes‘1—696) y TIC810 (codificada por los nucledtidos en
las posiciones 754-1407), donde se ha intraducido Lma secuencia conectora corta
(codificada por los nucledtidos en las posiciones 897-753) para permitir que las
dos proteinés se separen pof protedlisis después de expresarse en una célula
vegetal (0 al ser ingeridas, dentro del intestino de un insecto plaga bianco).

SEQ ID N° 47 es una secuencia de aminoacidos TIC 127,

1
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DESCRIPCI'ON DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

En la. presente documentacidn se proporcionan secuencias de
polinucledtidos derivadas de B. thuringiensis, que codifican proteinas ET29, ET37,
TIC809, TIC810 vy TIC812, asi como una fusion enire el derivado de ET29 TIC809
y TIC810. También se proporcionan secuencias de nucledtidos sintéticas,
construidas para expresar en plantas, gue codifican secuencias de aminoacidos
ET29, TIC809, ET37, TIC810'y TIC812, asi coma la proteina de fusion TIC127
entre TIC809 y TIC810. También se describen métodos para preparar y usar las
secuencias de polinuclec’;tidos. en el desarrollo.de plantas transgénicas y células
vegetales que son resistentes a infestaciones de insectos coledpteros vy

hemipieros. Las proteinas también se proporcionan como composiciones

‘insecticidas, en formulaciones para aplicacién topica en diversos ambientes

agricolas o animales, o como composiciones insecticidas producidas por una
celula huésped preferida, tal como una célula bacteriana, una célula vegetal o una
levadura o una celula fungica. En referencia al término “"derivada”, se interpreta
due una secuencia puede aislarse directamente a partir de una fuente particular, o
después de aislarla a partir de una fuente particular, es posible modificar esta
secuencia de nucledtidos para que codifique una proteina sustancialmente igual a
fa secuericia que fue aislada de una fuente particular. Como alternativa, una
secuencia de aminoacidos ‘puede ser sustancialmente la misma que una
secuencia de aminoacidos aislada a partir de una fuente particular, o codificada
por una secuencia de nucledtidos particular. Una secuencia de aminoacidos puede

ser una quimera de una cantidad de secuencias de aminodacidos diferenies

aisladas individualmente a partir de una fuente particular, donde se han agrupado

unos con otros diversos segmentos de estas secuencias de aminoacidos
diferentes para producir la gquimera. En este sentido, la quimera deriva de cada
una de las diversas secuencias de aminoacidos. De forma similar, ura secuencia
de nucledtidos puede derivar de otras secuencias de nucleotidos. Una secuencia
de nucledtidos puede derivar de otra secuencia de nucledtidos como
consecuencia de su produccién, o cuando ha sido obtenida usando como
referencia a una 0 mas secuencias de nucledtidos alternativas. De forma similar,
pueden obtenerse o producirse secuencias de aminoacidos usando como
referencia una o mas secuenc‘rias de amir\aoécidos alternativas, y por consiguiente,

puede derivarsela de este modo.

Las secuencias de polinucledtidos sintéticas de la presente invencion .

preferiblemente estan disefiadas para la expresién in planta de proteinas

3%



20

25

30

16

insecticidas en tejidos vegetales y células vegetales. En particular, las proteirias

insecticidas de la presente invencion se conocen como proteinas ET29, ET37,

TIC809, TIC810, TIC812 y TIC127. Una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de estas proteinas se incluye dentro del alcance de la presente invenciéon, siempre
que presente una actividad insecticida al menos equivalente a la de |la proteina
completa de la que deriva.

En una realizacion, la presente invencion se relaciona con un cuitivo puro

. desde el punto de vista bioldgico de una bacteria B. thuringiensis, que contiene

una secuencia de nucieétidoskque codifica una ¢ mas de las preteinas descriptas
en la presente documentacion. En particular, las secuencias de nucledtidos son
aguellas indicadas en SEQ ID N® 1, que codifica ET37 (SEQ ID N° 2), SEQ ID N°
3, que codifica TIC810 (SEQ ID N° 4), SEQ ID N° 5, que codifica TIC812 (SEQ ID
N° 6), y SEQ ID N° 7, qué codifica ET29 (SEQ ID N° 8). En la presente
documentacien también se contemplan y se incluyen especificamente fusiones,
tales como TIC127 (SEQ ID N° 48, que codificg SEQ 1B N° 47). Un cultivo puro
desde el punto de vista biologico tambien puede incluir aquellcs que han sido
transformados con una secuencia de polinucledtidos de la presente invencidn, o
con dos 0 mas secuencias d_e polinucledtidos, donde al menos una primera
secuencia t}le polinucledtidos se selecciona del grupo que consiste en una

secuencia codificante ET37 y una secuencia codificante ET29, y al menos una

segunda secuencia de polinucledtidos que se selecciona del grupo que consiste

en una secuencia codificante TIC810 y una secuencia codificante TIC812. Se han
depositado ejemplos de cepas bacterianas, es deéir, EG4086 y EG5078, en el
Laboratoric de Investigacion Regional del Norte de la Coleccion Central del
Servicio de Investigacién Agricola (NRRL), USDA, 1815 North University Street,
Peoria, IL 81604, de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
Internacional de Depésitos de Microorganismos:- para Propésitos  de
Procedimientos de Patentes, y se les han asignédc los numeros de acceso
indicados en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de cepas de B. thuringiensis

Cepa Bt | Naturaleza ~ de | Toxinas NUmeros Fechas de
las cepas ciontenidas NRRL depdsito
"EG4096 | Tipo salvaje ET29, TICB10 | NRRL-B- 30 de Mayo
o 21582 de 1996
EG5078 | Tipo salvaje ET37, TIC812 | NRRL B- | 3 de Mayo de
30841 1996
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La secuencia de polinucledtidos de ocurrencia natural (nativa) que codifica
ET37 se detalla en SEQ ID N° 1. Esta secuencia presenta aproximadamente 99%
de identidad de secuencia con la secuencia de polinucleédtidos qﬂe codifica una
proteina insecticida ET29, como se describe en la Patente de los EEUU N°
6093695, y como se describe en la presente documentacion como SEQ ID N° 7.
La secuencia de aminocacidos ET37, codificada por SEQ ID N° 1, se detalla en
SEQ ID N° 2. En la presente documentacién, la actividad insecticida de la proteina
ET37 se demuestra en ensayos bioldgicos, usando insectos coledpteros del
género Diabrotica, incluyendo WCR y SCR, e insectos hemipteros del género
Lygus. En el curso de la realizacion de analisis de secuencia de los plasmidos
extra-cromosomicos en los que se localizan las secuencias codificantes ET37 y
ET29 en las cepas respectivas, se identifico un unico marco abierto de lectura rio
arriba de cada uno de los marcos abiertos de lectura ET37 y ET29, donde estos
corresponden, respectivamente, a secuencias que codifican las proteinas TIC812
y TIC810. La molécula de polinucleétido nativa (SEQ ID N° 3) que codifica una
proteina TIC810 (SEQ ID N° 4) se localiza inmediatamente rio arriba de la
secuencia codificante ET29 en la cepa de B. thuringiensis EG4096. La molécula
de polinuclestido nativa (SEQ ID N° 5) que codifica una proteina TIC812 (SEQ ID
N° 6) se localiza inmediatamente rio arriba de la secuencia codificante ET37 en la
cepa de B. thuringiensis EG5078.

ET29, ET37, TIC810 y TIC812 estan todas relacionadas en forma distante
con la familia de toxinas insecticidas Cyt; sin embargo, desde una perspectiva
filogenetica, las proteinas ET29 y 37 son mucho mas cercanas entre si que otras
proteinas Cyt, y las proteinas TIC810 y 812 también son mucho mas cercanas
entre si que otras proteinas Cyt. La secuencia de aminoacidos ET37 comparte
aproximadamente 99% de similitud de secuencia con ET29. TIC810 y TIC812
cemparten aproximadamente 97% de similitud de secuencia de aminoacidos entre
si. TIC810 presenta aproximadamente 33% de similitud de secuencia de
aminoacidos con ET29 y ET37. De forma similar, la proteina TIC812 presenta
aproximadamente 32% de similitud de secuencia de aminoacidos con ET29 y
ET37. La comparacion de similitud se basa en alineamientos por pares de las
proteinas, usando el conjunto Wisconsin version 10.3, Accelrys Inc., San Diego,
CA.

De acuerdo con la presente invencion, determinadas combinaciones de
expresion de las proteinas TIC810, TIC812, ET37 y ET29 en una célula huésped

funcionan para obtener un nivel elevado deseado de acumulacion de una proteina
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insecticida en la célula huésped, lo que resulta en una actividad insecticida
mejorada dirigida a determinados insectos plaga coledpteros y hemipteros blanco.
Es posible co-expresar una secuencia de polinucledtidos que cedifica ET29 con
una secuencia de polinucleétidos que codifica una proteina TIC810 para obtener
una expresion y/o una acumulacién mejorada de la proteina insecticida ET29 en
una célula huésped. De forma similar, es posible co-expresar una secuencia de
polinucledtidos que codifica ET37 con una secuencia de polinucledtidos que
codifica TIC812, para obtener una expresion y/o una acumulaciéon mejorada de |a
proteina insecticida ET37 en una célula huésped. Se contempla la posibilidad de
intercambiar TIC812 por TIC810 como agente insecticida, y como una chaperona
0 una proteina accesoria requerida para la estabilizacion, la acumulacion y la
actividad bioldgica sobre un mayor rango de huéspedes de ET37 o ET29. La co-
expresion de TIC810 o TIC812 junto con ET37 o ET29 resulta en la expresién y/o
la acumulacién mejorada de ET37 o ET29. En la presente documentacion, estas
combinaciones se conocen como composiciones insecticidas estabilizadas.
Ademas, las composiciones estabilizadas presentan un rango de huéspedes mas
amplio, al menos con referencia a su eficacia insecticida dirigida a insectos
coledpteros y-hemipteros plaga, que cualquiera de los componentes individuales
de las composiciones. Una célula recombinante que comprende una proteina
consiste en ET37 o ET29, y una segunda protgina que consiste en TIC810 o
TIC812, presenta niveles incrementados de acumulacion de ET29/ET37, provee
niveles de resistencia a insectos coledpteros y hemipteros que.anteriormente no
podian obtenerse con las proteinas insecticidas ET37 y ET29, y resulta en un
ausencia de morfologias y/o fenotipos anormales en la célula o el organismo que
consiste en estas células recombinantes, todos en comparacién con una cantidad
que expresa ET29 o ET37 en ausencia de TIC810 o TIC812.

Las combinaciones insecticidas anteriores también pueden expresarse en
una planta junto con al menos una proteina insecticida adicional, diferente de
cualquier proteina incluida en la combinacion, que presente un modo de accion
diferente del de cualquiera de las proteinas incluidas en la combinacion, y que sea
toxica para la misma especie de insecto que las proteinas de la combinacion. Esta
segunda combinacion, que incluye la proteina insecticida adicional, provee un
medio para manejar la resistencia de insectos coledpteros. Estas proteinas
adicionales incluyen, sin limitaciones, las toxinas para coledpteros Cry3Bb y sus
variantes, Cry22A, TIC901, TIC1201, TIC407, TIC417, CryET70, las toxinas
binarias PS149B1, ET33/34 y ET80/76, y otras proteinas diversas de las que se ha
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demostrado que presentan actividad insecticida contra coledpteros, tales como
patatinas, variantes de Cry3Aa y composiciones insecticidas no especificas que
pueden aislarse a partir de especies de bacterias, tales como Xenhorabdus y
Photorhabdus.

Cada proteina ET29 o ET37 puede combinarse con TIC810 o TIC812, y co-
expresarse en una planta con un agente que presenta actividad insecticida dirigida
contra una especie de insecto plaga distinto de los colebpteros, para obtener el
control deseado de mas de un tipo de plaga comun seleccionada del grupo que
consiste en insectos plaga lepidépteros e insectos plaga hemipteros. Ademas,
estas combinaciones aun podrian combinarse con otros agentes que fueran
efectivos para controlar plagas virales, plagas bacterianas, plagas flngicas vy
semejantes. Los agentes contemplados en estas combinaciones pueden
expresarse junto con la compinacién ET29/ET37 y TIC810/TIC812, o pueden
proporcionarse mediante la aplicacion de agentes insecticidas o plaguicidas en
una formulacion aceptable para el uso agricola, tal vez con un vehiculo, tal como
un emoliente, un coloide, un rocio, un polvo, una mezcla o un polvillo. En
situaciones en que las composiciones pudieran ser Utiles para controlar plaga de
animales, tales como pulgas, garrapatas, piojos, acaros y semejantes, seria util
incluir, junto con la combinacion ET29/ET37 y TIC810/TIC812, un agente que
fuera efectivo para controlar plagas iguales o diferentes a las cuales estuviera
dirigida la combinacion, por lo que estas aplicaciones deberian proporcionarse en
una formulacién aceptable para el uso farmacéutico. Se contempla el uso de las
formulaciones particulares de las combinaciones insecticidas de la presente
invencion en una aplicacién topica y/o sistémica sobre campos de cultivo, pastos,
frutas y verduras, y plantas ornamentales. En una realizacién, la composicion
insecticida comprende una suspensioén que fluye en aceite de células bacterianas
que expresan una o mas de las nuevas proteinas insecticidas descriptas en la
presente documentacion. Los ejemplos de células incluyen las cepas de B.
thuringiensis EG4096, EG5078, sIC8134 o s5iC8135; sin embargo, seria (util
cualquier célula huésped bacteriana de este tipo, tal como B. megaterium, B.
subtilis, E. coli, o Pseudomonas spp., que expresara una composicion insecticida.

Las composiciones insecticidas de la presente invencion pueden
combinarse con otros métodos de biotecnologia, tales como la tecnologia de
supresion genética mediada por ADN de cadena doble, para obtener el control
deseado de una o mas plagas de una planta particular. Las secuencias

nucleotidos especificas, seleccionadas entre las secuencias nativas de las células
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de una plaga particular que participan en una via biolégica esencial, se expresan
en una celula vegetal, de modo que se obtiene la formacion de un ARN de cadena
doble, o aun un ARN de cadena doble estabilizado. De este modo, una vez que la
plaga ingiere una cantidad efectiva como plaguicida del ARN, es decir, una o mas
células vegetales que expresan el ARN de cadena doble que deriva de las células
de dicha plaga, se obtiene la supresion de una 0 mas vias biolégicas esenciales
en la plaga. Junto con el ARN de cadena doble, la plaga ingiere una cantidad
efectiva como plaguicida de las composiciones insecticidas descriptas en la
presente documentacion, lo que resulta en la provisién de un sistema efectivo para
el manejo de la resistencia de los insectos o las plagas, con el que se evita la
probabilidad de inicic de resistencia, debido a que los dos agentes plaguicidas
operan con modos de accion diferentes. Una célula vegetal recombinante
particular, que expresa una composicion que corresponde a las proteinas
insecticidas contra coledpteros y hemipteros de la presente invencion, también
pueden expresar, como moléculas de ARN de cadena doble, una o mas
secuencias derivadas del genoma de un coledptero plaga blanco, y una o mas
secuencias derivadas del genoma de un hemipteros plaga blanco, lo que resulta
en la obtencidon de muiltiples cantidades efectivas como insecticidas de las
proteinas de la presente invencion, y de los ARN de cadena doble disefiados para
la supresion de uno o mas genes esenciales en los coledpteros y/o hemipteros
plaga blanco. Las plantas que consisten en el gen que codifica una o mas de las
proteinas de la presente invencién, solas o en combinacion con agentes para
controlar plagas adicionales, tales como agentes de ARNds, presentan un
rendimiento y una tolerancia a la sequia mejorada, en comparacion con las plantas
que carecen de estos agentes plaguicidas. Esto puede deberse a que estos
caracteres resultan en masas radiculares estabilizadas, que son mas uniformes,
fuertes y saludables, y proporcionan una mayor contenido de nutrientes y una
mayor capacidad de recoleccion de humedad, en comparacion con-las masas
radiculares que carecen de estos agentes.

Es posible sintetizar una proteina quimérica en la que se fusione una
secuencia que codifique ET29 o ET37, y una secuencia que codifique TIC810 o
TIC812, para obtener la expresion de la composicién insecticida estabilizada como
una proteina individual. Se contempla que la proteina quimérica pueda no estar
estabilizada, o que pueda no presentar actividad biofégica insecticida, a menos
que los dos peptidos fusionados estén separados. Esta separacion fisica puede

obtenerse incluyendo, como espaciador entre las proteinas, una’ secuencia
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peptidica unica que sea el blanco de cualquier cantidad de proteasas conocidas
en la técnica. La proteina quimeérica también puede estar unida a otras secuencias
que afecten la estabilidad de la quimera, lo que resultara en la formacién de una
forma cristalina o un cuerpo de inclusion, que consistira sustancialmente en el
péptido quimérico-de fusién, y en la exclusién de otras composiciones, peptidos o
moléculas contaminantes. Se presentan ejemplos de estas quimeras o fusiones en
el Ejemplo 11 de la presente documentacion, como TIC127 (fusién consecutiva de
TIC809 y TIC810 unidas por un péptido corto) y TIC128 (fusion consecutiva de
TIC810 y TIC809), y de las que se ha demostradc que presentan actividad
biologica insecticida contra coledpteros y hemipteros.

También se proporcionan vectores de expresibn para usar en una célula
huésped. En diversas realizaciones, se proporcionan vectores de expresion que
comprenden secuencias que resultan en la expresion de una combinacion de al
menos dos de las secuencias de polinucledtidos descriptos en la presente
documentacion. En una realizacion, un vector de expresion es una molécula de
polinucledtido aislada y purificada que comprende una combinacién de dos
secuencias de polinucleétidos diferentes, donde cada secuencia contiene un
promotor funcional en una célula huésped deseada, que estd unido
operativamente a un segmento de nuclebdtido que codifica una proteina TIC809,
TIC810, TIC812, ET29 o ET37. En algunas realizaciones, es posible incluir una
secuencia de terminacion de la transcripcion y poliadenilacién 3’ del segmento de
nucleétidos que codifica una de estas proteinas.

Se proporcionan vectores de expresion para usar en una célula huésped
bacteriana, por ejemplo, en una célula de E. coli o una célula de Bacillus,
incluyendo una de B. thuringiensis, B. megaterium, B. subtilis, o de una especie de
Bacillus relacionada. Los vectores de expresion para células huésped bacterianas
pueden contener una secuencia de nucledtidos que expresa una o mas de las
proteinas de la presente invenciéon en serie, practicamente del mismo modo que
pueden expresarse las proteinas en la mayor parte de las células bacterianas, es
decir, en un cassette de expresion policistronico. Como alternativa, un vector de
expresion bacteriano puede consistir en una secuencia de nucledtidos que codifica
solamente una de las proteinas de la presente invencién.

Los promotores que funcionan en bacterias son bien conocidos en la
técnica. Un ejemplo de un promotor para las proteinas cristalinas de Bacillus
puede incluir cualquiera de los promotores de genes de proteinas cristalinas,
incluyendo el promotor del gen ET29 (Patente de los EEUU N° 6093695) y
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promotores especificos para los factores sigmas de B. thuringiensis (Baum vy
Malvar, Molec. Microbiol., 18(1). 1-12, 1995). Como alternativa, aquellos
entrenados en la técnica pueden modificar promotores de genes mutagenizados o
recombinantes que codifican proteinas cristalinas, y pueden usarlos para
promover la expresiéon de las nuevas secuencias de polinucleétidos descriptas en
la presente documentacion. Para el proposito de la presente invencidn, el
promotor usado en la presente documentacion para expresar [as secuencias de
polinucleétidos es el promotor cry1A.

Se proporcionan construcciones de ADN recombinante para expresar en
una celula vegetal. Estas construcciones tipicamente contienen dos o mas
cassettes de expresién funcionales en plantas, que estan unidos unos con otros
de modo tal que se obtenga la introduccion simultanea de los dos o mas cassettes
de expresion en el mismo locus del genoma de una planta, o como alternativa,
pueden contener dos o0 mas cassettes de expresién funcionales en planta que
estan unidos dentro de la construccién o el vector, pero que pueden introducirse
independientemente en distintos loci dentro del genoma de una planta. Estos
cassettes de éxpresic’m pueden conocerse como un primer y un segundo cassette
de expresion, que expresan respectivamente una primera secuencia de
polinucleétidos, que codifica una primera proteina, y una segunda secuencia de
polinucledtidos, que codifica una segunda proteina. Se contempla que la primera
proteina pueda ser cualquiera de las proteinas descriptas en la presente
documentacion, y la segunda proteina puede ser cualquiera de las otras proteinas
descriptas en la presente documentacion distintas de la primera proteina. Se
proporcionan ejemplos de secuencias de polinucleétidos en SEQ 1D N° 13, SEQ ID
N° 15, SEQ ID N°® 17 y SEQ ID N° 19.

Los promotores usados en la construccion del ADN recombinante de la
presente invencion deberian presentar la capacidad de dirigir la expresion de las
secuencias de polinucledtidos que codifican los agentes insecticidas, cuando se
los introduce en células vegetales. Los promotores que son Utiles para expresar
las secuencias de polipéptidos en plantas pueden ser promotores inducibles,
constitutives, con especificidad tisular o con especificidad por una etapa del
desarrollo, para‘ usar en una planta monocotiledénea o dicotiledénea. En una
realizacion, el promotor seleccionado para usar puede ser un promotor
constitutivo, y para el proposito de la presente invencion, el promotor puede
comprender especificamente un promotor del virus en mosaico de la coliflor

(CaMV 358) mejorado. En ofra realizacion, el promotor seleccionado puede ser un
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promotor con especificidad tisular, y para el proposito de la presente invencion, el
promotor puede comprender especificamente un promotor especifico para raiz
Rcc3 aislado de arroz (Solicitud de Patente de los EEUU con N° de Acta
11\075113).

Un vector o una construccion también puede incluir elementos que
funcionen en la regulacién del nivel y el cronograma de expresion del gen de
interés al que estan unidos, ademas de uno o mas promotores. Por ejemplo, la
construccién puede incluir la secuencia de un intrén. La secuencia de intrén
empleada en la presente invencion puede incluir un intron de actina de arroz
(Patente de los EEUU N° 5641876). La construccion de ADN recombinante
tambien puede tener una secuencia directriz de la traduccidn entre el promotor y la
secuencia codificante. El vector o la construccion también puede incluir, dentro de
la region codificante de interés, una secuencia de acido nucleico que actaa, por
completo o en parte, en la terminacién de la transcripciéon de dicha region. En una
realizacion, la secuencia de poliadenilacién de la presente invencién puede ser de
la regidbn 3' no traducida de un gen de proteina de ataque caldrico de trigo
(tahsp17). .

Una construccion de ADN recombinante también puede incluir otros
elementos. Por ejemplo, la construcciéon puede contener segmentos de ADN que
proporcionen |a funcién de replicacion, y uno o mas marcadores de seleccion para
usar en células bacterianas. La construccién también puede comprender un
marcador de analisis, un marcador de seleccion y otros elementos apropiados
para seleccionar la planta o las células bacterianas con las construcciones de ADN
recombinante de la invencién. Las construcciones de ADN recombinante estan
disefadas con marcadores de seleccion apropiados, que pueden conferir
tolerancia a antibioticos o herbicidas a la célula. Laé secuencias de polinucledtidos
de tolerancia a antibiéticos incluyen, sin limitaciones, secuencias de
polinucledtidos que codifican proteinas que participan en la tolerancia a
kanamicina, neomicina, higromicina y otros antibidticos conocidos en la técnica. Es
posible reemplazar un gen de tolerancia a antibiético en uno de estos vectores por
un gen de tolerancia a herbicidas que codifica 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintetasa (EPSPS, descripta en las Patentes de los EEUU N° 5627061 y 5633435;
Padgette et al. Herbicide Resistant Crops, Lewis Publishers, 53-85, 1996), u otros
genes marcadores de seleccion y sus equivalentes, tales como tolerancia a basta,
tolerancia a bar, resistencia a metotrexato, glifosato oxidorreductasa, glifosato

acetil transferasa, fosfonato acetilasa (phnO vy alelos derivados de
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Enterobacteriaceae), y genes de tolerancia a dicamba, y semejantes. Las plantas
que expresan las propiedades de tolerancia a insectos de la presente invencién,
que estan unidas con uno o mas marcadores de seleccion de este tipo, son
particutarmente utiles para propésitos comerciales.

Las secuencias de polinucleétidos de la presente invencidn pueden usarse
para transformar una célula vegetal, que puede regenerarse para producir una
planta transgénica que presenta una resistencia a insectos mejorada, en
comparacion con la planta o la célula vegetal de la que deriva la planta
transgénica. Es posible modificar las secuencias de polinucleétidos de la presente
invencion para mejorar su expresion en la planta a la que pertenece la célula
huésped. La expresién de las secuencias de polinucleétidos de la presente
invenciéon en la célula vegetal puede permitir obtener acumulaciones de las
proteinas insecticidas en el citoplasma, o puede resultar en la acumulacion de las
proteinas insecticidas en una organela subcelular, tal como un cloroplasto, un
plastido o una mitocondria.

Para lograr lo anterior, se han mejorada las secuencias de polinucleétidos
que codifican las proteinas de la presente invencion, como se indica en SEQ ID N°
14, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 18 y SEQ ID N° 20 y SEQ ID N° 47, para
expresarlas en plantias. Estés secuencias de polinucleétidos presentadas como
ejemplo en la presente documentacién se detallan en SEQ ID N° 13 (TIC809),
SEQ ID N° 15 (TIC810), SEQ ID N° 17 (ET37), SEQ ID N° 19 (TIC812) y SEQ ID
N° 46 (TIC127), y ademas en las secuencias de cassettes de expresion detalladas
en SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 38,
SEQ ID N° 40 y SEQ ID N° 43. La co-expresion de al menos una proteina TIC810
o TIC812, junto con una o mas proteinas insecticidas ET29, TIC809 o ET37,
mejora (0 contribuye, actia como chaperona, estabiliza o interacttia de otro modo
con la proteina insecticida como una proteina accesoria) la expresion y/o la
acumulacion de la proteina insecticida. La co-expresion en una planta transgénica
resulta en la ausencia de niveles bajos de expresion y/o acumulacién, y la
ausencia de efectos fitotéxicos observados cuando se expresa cada una de las
proteinas insecticidas ET29, ET37 o TIC809 por separado.

Existen varios métodos para introducir la construccion de ADN
recombinante, que comprende la combinacién de las secuencias de
polinucledtidos, en celulas, y se cree que los métodos apropiados incluyen
virtualmente cualquier método con el pueda introducirse ADN en una célula

vegetal, tal como por medio de una infeccion de Agrobacterium, una
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administracién directa de ADN, tal como, por ejemplo, mediante una
transformacién de protoplastos mediada por PEG (Omirulleh et al., Plant Mol. Biol.,
21:415-428, 1993), por desecacion/asimilacidon de ADN mediada por inhibicidon, por
electroporacién, bombardeo de microproyectiles, y semejantes.

En lo referente al manejo de la resistencia de los insectos (IRM), las
composiciones y los métcdos de la presente invencion son utiles para producir
plantas transgénicas gue expresan dos 0 mas proteinas de B. thuringiensis toéxicas
para la misma especie de insecto, y que confieren un nivel de manejo de
resistencia apropiado para demorar e! inicio de la resistencia de cualquier especie
de insecto susceptible a uno o mas de los agentes insecticidas expresados dentrc
de la planta transgénica. Como alternativa, se desea la expresién de una proteina
insecticida de B. thuringiensis tdxica parra un insgecto plaga particular, en
combinaciéon con un agente proteinaceo diferente, toxico para el mismo insecto
plaga, pero que confiere toxicidad a través de un medio diferente det que presenta
la toxina de B. thuringiensis. Estos agentes proteinaceos diferentes adicionales
pueden comprender cualquiera de las proteinas insecticidas Cry, las proteinas
insecticidas Cyt, las proteinas insecticidas de Xenorhabdus sp. o Photorhabdus
sp., las proteinas insecticidas vegetativas de B. thuringiensis, y semejantes. Un
medio para obtener este resultado comprenderia producir dos eventos
transgénicos diferentes, donde un evento expresa una combinacioén de las dos
proteinas insecticidas de la presente invencién, activas contra insectos
coledpteros y hemipteros, y el otro expresa una tercera proteina insecticida, y
cruzar los dos caracteres juntos en una planta hibrida. La tercera proteina
insecticida podria ser una que presentara actividad insecticida contra coledpteros,
una que presentara actividad insecticida contra hemipteros, una que presentara
actividad insecticida dirigida a coledpteros y hemipteros (y tal vez, también
toxicidad a insectos de otros ordenes), 0 una que presentara actividad insecticida
dirigida a uno o mas 6rdenes de insectos adicionales distintos de los insectos
colebpteros y hemipteros plaga, incluyendo, sin limitaciones, lepidopteros,
ortopteros, dipteros y semejantes.

Es posible introducir una cantidad plaguicida de las proteinas insecticidas
de la presente invencion en la dieta de un insecto plaga. Tipicamente, la dieta
consiste en una parte de planta con la que normalmente se alimenta el insecto, tal
como un tejido vegetal o una célula vegetal, pero también puede incluir otras
composiciones, tales como una dieta artificial formulada para mejorar el desarrolio

y la supervivencia de un insecto plaga particular. La proteina insecticida puede
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introducirse en una composicién que se aplica sobre la superficie de la dieta, o
mas preferiblemente, puede producirsela con la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula, y como se describid previamente, puede acumularse dentro
de la célula vegetal, o puede secretarse fuera de la célula vegetal, siempre que la
cantidad de la proteina tdxica proporcionada sea una cantidad insecticida
suficiente para inhibir la alimentacion subsiguiente del insecto plaga, o para inhibir
el crecimiento y el desarrollo subsiguiente del insecto plaga, o para causar
mortalidad al insecto plaga. |

Las plantas transgénicas pueden auto-cruzarse (auto-polinizarse) para
generar semillas que presenten un genotipo que sea homocigota respecto del

transgen que codifica la proteina insecticida. Estas semillas producen plantas y

semillas que solamente son homocigotas respecto del transgen que codifica la

proteina insecticida. Comunmente, las piantas transgénicas producidas se
generan en variedades que no logran exhibir las cualidades agricolas mas
deseables. Por consiguiente, es posible cruzar plantas homocigotas
recombinantes con lineas endocriadas que presentan cualidades de importancia
agricola particulares.

La presente invencién sera particularmente til para crear plantas
transgénicas de interés comercial, incluyendo diversos pastos de decoracion, trigo,
maiz, arroz, cebada, avena, una variedad de plantas ornamentales y verduras, asi
como una cantidad de arboles y plantas que producen nueces y frutas.
Especificamente, estas plantas pueden incluir maiz, trigo, centeno, cebada, avena,
trigo sarraceno, sorgo, arroz, cebolla, pasto, girasol, canola, arveja, garbanzo,
poroto, café, soja, algoddn, lino, coliflor, esparrago, lechuga, mostaza de tabaco,
remolacha, papa, batata, zanahoria, nabo, apio, tomate, berenjena, pepino,
zapallite, manzana, albaricoque, durazno, pera, ciruela, naranja, zarzamora,
grosella, frutilla, arandano agric y limén. En general, la invencion es Gtil en
variedades de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas. La planta transgénica
se selecciona del grupo que consiste en una planta monocotiledénea y una planta
dicotiledénea, que puede incluir monocotiledéneas, tales como maiz, trigo,
centeno, cebada, avena, trigo sarraceno, sorgo, arroz, cafia de azucar, guisante,
mani, cebolla, ajo, pasto, o dicotiledéneas, tales como girasol, canola, arveja,
garbanzo, poroto, café, soja, algodon, lino, coliflor, esparrago, lechuga, tabaco,
plantas productoras de especias (incluyendo curry, mostaza, salvia, perejil,
pimienta, tomillo, cilantro, baya, comino, curcumina, nuez moscada, canela y

semejantes), remolacha, papa, batata, zanahoria, nabo, apio, tomate, berenjena,
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pepino, zapallito o melon, un arbol frutal (incluyendo manzana, albaricoque,
durazno, pera, ciruela, naranja, limén, lima y semejantes), plantas productoras de
bayas (incluyendo zarzamora, grosella, frutilla, arandano agrio y semejantes), un
arbol productor de frutas secas (incluyendc bellota, nuez americana, Brasil,
pecana, castafa, avellana y semejantes), plantas productoras de uvas, y plantas
con flor.

La informacién de secuencia de ADN proporcionada en la presente
documentacién permite preparar secuencias de nucleétidos o sondas y/o
cebadores que presentan la capacidad de hibridizar especificamente con las
secuencias de nucledtidos descriptas en la presente documentacién, ¢ con
secuencias homédlogas que codifican proteinas relacionadas con TIC810, TIC812,
ET37 y ET29. La capacidad de estas sondas de acidos nucleicos de hibridizar
especificamente con una secuencia que codifica una toxina relacionada o una
proteina accesoriaftipo chaperonina provee utilidad particular en una variedad de
realizaciones. Mas destacablemente, las sondas pueden usarse en una variedad
de ensayos para detectar la presencia de secuencias complementarias en una
muestra dada. La naturaleza del ambiente regulador bajo el cual se comercializan
las plantas que contienen los genes de la presente invenciéon proporciona una
utilidad particular, debido a que son capaces de detectar la presencia de las
secuencias que codifican las proteinas, y también las proteinas de la presente
invencion, en una muestra biolégica, y proporciona un medio para detectar la
violacion de determinadas realizaciones reivindicadas en el término de cualquier
patente que se presente sobre ellas.

En determinadas realizaciones, resulta ventajoso usar oligonucleétidos
sonda, solos o en pares, u otros conjuntos de cebadores. La secuencia de estos
cebadores se disefia usando un polinucleétido de la presente invencion, que se
empleara en la deteccidn, la amplificacion o la mutacién de un segmento definido
de una secuencia codificante de una toxina o una proteina accesoria/tipo
chaperonina de B. Thuringiensis u otras fuentes, usando métodos de amplificacién
térmica. También es posible amplificar los segmentos de secuencias codificantes
de toxinas o proteinas accesorias/tipo chaperonina relacionadas de otras
especies.

También se contemplan los conjuntos de elementos para detectar
secuencias de polinucledtidos o aminoacidos de la presente invencién en una
muestra biolégica. Estos conjuntos de elementos contienen una o mas secuencias

de polinucleétidos, cada una para usar como sonda en la deteccion de la
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presencia de una secuencia de polinucleétidos que codifica una proteina
insecticida de la presente invencién, o un fragmento de ésta. Tambien o.como
alternativa, estos conjuntos de elementos contienen un anticuerpo especifico para
la unidon de uno o mas polipéptidos de las proteinas de la presente invencion, asi
como reactivos para usar con la sonda o el anticuerpo, y los conjuntos de
elementos también podrian contener muestras control para usar en la
confirmacion de que los nuclebtidos o los péptidos identificados con la sonda y/o el
anticuerpo y los reactivos funcionan de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Todos los reactivos necesarios para poner en practica los métodos de
identificacion de las secuencias de nucleétidos o los peptidos se envasaran juntos
en un conjunto de elementos, en combinacion con instrucciones para usarlos. Un
ejemplo de un conjunto de elementos podria contener una secuencia de
polinucledtidos TIC810 o relacionada, que codificaria una proteina insecticida,
junto con una muestra de los ejemplos de cebadores de amplificacion de
secuencias de nucleotidos pr375 y pr376, como se indica en SEQ ID N° 23 y SEQ
ID N° 24, en combinacién con los reactivos necesarios para efectuar la reaccion de
amplificacion, todos envasados juntos en el conjunto de elementos.

Los anticuerpos que se unen especificamente a los epitopes presentados
solamente por cualquiera de las proteinas ET37, TIC810 y TIC812, o sus
homodlogos, tambien pueden usarse para identificar la presencia de cualquiera de
las proteinas ET37, TIC810 y TIC812, o sus homodlogos, para purificar las
proteinas o sus homélogos, para identificar una secuencia de nucleétidos a partir
de la cual se expresa una proteina ET37, TIC810 o TIC812, o un homoiogo, y'para
usar en los conjuntos de elementos disefiados para permitir la deteccion de una
proteina ET37, TIC810 o TIC812 proteina, o un homdiogo, o la deteccion de una
secuencia de nucledtidos que expresa la proteina o su homalogo. Aquél entrenado
en la técnica podra apreciar facilmente que estos anticuerpos también permiten
identificar fusiones de estas proteinas, tales como TIC127 y semejantes.

Los productos y/o las composiciones de materia de importancia agricola y
comerciél, incluyendo, sin limitaciones, alimentos para animales, los productos
comerciales, y los productos y los subproductos de algodén, soja 0 maiz, que se
pretende usar como alimentos para consumo humano o en composiciones que se
desee utilizar para el consumo humano, incluyendo, sin limitaciones,
composiciones de semillas de algodoén, aceite de semilla de algodén, sélidos de
semillas de algodon, y semejantes, alimento a base de soja, aceite de soja, harina

de soja y semejantes, harina de maiz, alimento a base de maiz, jarabe de maiz,
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aceite de maiz, almidén de maiz, pochoclo, tortas de maiz, cereales que contienen
maiz o soja, y subproductos de maiz, y semejantes, se incluyen dentro del alcance
de la presente invencion si estos productos y estas composiciones de materia
contienen cantidades detectables de las secuencias de nucleétidos indicadas en la
presente documentaciéon como utiles para el diagndstico de la presencia de una
secuencia que codifica una proteina ET29, ET37, TIC809, TIC810, TIC812 o
TIC127, o combinaciones de éstas, y semejantes. Los bienes soélidos secos
obtenidos por destilacién también se contemplan como un producto de importancia
agricola y comercial, especiaimente si contienen cantidades detectables de una
secuencia de nucleétidos que cedifica una 0 mas de las proteinas de la presente
invencién, o cantidades detectables de una o mas de las proteinas de la presente
invencion.

l.as semillas que comprenden cantidades detectables de las secuencias de
nucledtidos que codifican estas proteinas, o las semillas o las partes de plantas
que pueden procesarse en productos que contienen cantidades detectables de
estas secuencias de nucledtidos o proteinas, estan dentro del alcance de la
presente invencion,

A la luz de estos ejemplos, aquellos entrenados en la técnica deberian
apreciar que es posible efectuar muchos cambics a la descripcion precedente sin
apartarse del espiritu y el alcance de la invencién descripta.

Habiendo ilustrado y descripto los principics de la presente invencidn,
deberia ser evidente para aquellos entrenados en la técnica que es posible
modificar la disposicién y el detalle de la invencién sin apartarse de estos
principios. Se reivindican todas las modificaciones que estan dentro del espiritu y
el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Todas las publicaciones y los documentos de patentes publicadas citados
en esta memoria descriptiva se incorporan en la presente documentacion a modo
de referencia, en la misma extension que se indicd especificamente e
individualmente que se los incorporaba a modo de referencia.

EJEMPLOS
Eiemplo 1

En este ejemplo se ilustra la construccidon de una secuencia de nucleétidos
que funciona para obtener la expresion de una proteina ET29 en células de
plantas de maiz.

ET29 es una proteina derivada de B. thuringiensis, y de ella se habia

demostrado con anterioridad que presentaba actividad bioldgica insecticida contra

(8
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la oruga de la raiz del maiz cuando se la introducia en la dieta de larvas de la
oruga de la raiz del maiz (Patentes de los EEUU N° 6093695, 6537756, 6686452).
Se ha demostrado que las secuencias codificantes Bt nativas presentan niveles
inaceptables de sintesis de proteinas cuando se las expresa en células vegetales
(Patente de los EEUU N° 5500365). La expresion de la proteina ET29 en ceiulas
de plantas de maiz, y especificamente en células de raices de maiz, podria
proporcionar planias de maiz con proteccion del dafo provocade por la
alimentacion de las orugas de la raiz del maiz. Por consiguiente, se construy6 una
secuencia de nucledtidos que codificaba una proteina insecticida ET29 de B.
thuringiensis, de la que se anticipaba que se expresaria en mayor medida en
plantas, para evitar determinadas secuencias de nucleétidos mimicas de las que
se habia demostrado con anterioridad que eran problematica, al tiempo que se
mantenia una secuencia de nucleétidos que codificaba la proteina insecticida
nativa con una excepcion: la inclusién de un codén de alanina suplementario en la
posicion dos (2) de la secuencia codificante (SEQ ID N° 13) en la secuencia
sintetica para facilitar la clonacion. La variante ALA2 de la secuencia de
aminoacidos ET29 indicada en SEQ ID N° 14 se denominé TIC809, y en ensayos
biologicos no presenta menos actividad biolégica que la protefna ET29 nativa.

La regién codificante TIC809 indicada en SEQ ID N° 13 se subclona en un
vector binario para transformar plantas. Los elementos rio arriba de la regidon
codificante TIC809 incluyeron un promotor CaMV 35S mejorado, una secuencia
directriz &' no traducida de la proteina unidn a clorofila a/b mayor de trigo, un
primer intron del gen de actina 1 de arroz y una secuencia de una regioén directriz
no traducida (UTL) circundante de un exon, y opcionalmente, una secuencia
codificante de un péptido de transito a cloroplasto de la subunidad pequefia de la
ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa de maiz. La expresion in planta de una proteina
de fusién que en el péptido de transito a cloroplasto (ctp), unido al extremo N de la
proteina TIC809, permite dirigir la proteina TIC809 a los plastidos. Se incorpord
una region 3' no traducida (UTR) hsp17 de trigo rio abajo de TIC809 para obtener
la terminacién y la poliadenilacion de los transcriptos de ARNm.

Los vectores para transformar plantas contienen un marcador de seleccion
de tolerancia a glifosato. El vector para transformar plantas pMON70513 provee la
expresion de una proteina TIC809 soluble en el citoplasma, mientras que

PMON70514 provee la expresién de una proteina TIC809 dirigida al plastido.
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Ejemplo 2
En este ejemplo se ilustra la comparacién de la expresion dirigida al plastido

con la expresion no dirigida de TIC809 en ensayos en protoplastos transitorios de
maiz, y el analisis subsiguiente de plantas transgénicas transformadas para que
expresen la proteina TIC809 dirigida a plastidos de maiz.

Se compararon unos con otros ensayos de expresion transitoria usando
protoplastos de maiz transformados con pMON70513 0 pMON70514, y también se
los compard con ensayos realizados con un vector control vacio. Los resultados
indicaron niveles bajos de expresion de la proteina TIC809 no dirigida, en
comparacién con la proteina TIC809 dirigida. Por consiguiente, solamente se
continué el analisis de pMON70514. Se produjeron eventos transgénicos de maiz
después de la transformacidn mediada por Agrobacterium de protoplastos de
maiz. En plantas de maiz regeneradas (‘plantas R0") se analizd la tolerancia a
glifosato y la cantidad de copias de la UTR 3' hsp17 (tahsp17) de trigo. Se
analizaron muestras de raices en etapa de seis hojas (V6) y muestras de hojas de
cada evento transgénico de maiz para determinar la presencia y la cantidad de la
proteina ET29, usando un método de ELISA.

Diecinueve (19) de los ochenta y siete (87) eventos transgénicos analizados
por ELISA presentaron un fenotipo anormal distintivo, caracterizado por un tallo
clorético, y ocho (8) de éstos presentaron anormalidades en la espiguilla o la
espiga. El nivel de expresion promedio de TICB09 en tejido foliar y raices de
plantas que presentaban un fenotipo anormal fue de 2,2 y 2,0 partes por millén,
respectivamente. Los niveles promedio de TIC809 en hojas y raices de plantas
con fenotipos normales fueron de 1,4 y 1,1 ppm, respectivamente. Estos
resultados sugirieron que los mayores niveles de proteinas TIC809 podian
correlacionarse con los fenotipos anormales observados.

Eiemplo 3

En este ejemplo se ilustra la clonacion de un gen que codifica TIC810, una
proteina expresada a partir de un operon en Bacillus thuringiensis, donde también
reside el gen ET29 (tic809), y la identificacion de la expresion de TIC810, que no
presenta actividad biolégica insecticida contra la oruga de la raiz del maiz.

et29 se cloné originalmente en un fragmento EcoRI de 7,1 kb, a partir de
ADN obtenido a partir de la cepa de B. thuringiensis EG4096 (Patente de los
EEUU N° 6686452), y se retuvo en el plasmido pEG1303, un vector de transporte
capaz de replicarse en B. thuringiensis y E. coli. La cepa de B. thuringiensis

EG11502, que contiene pEG1303, produce niveles bajos de la proteina cristalina
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ET29 cuando se cultiva en medio C2 (Donovan et al, Mol. Gen. Genet. 214: 365-
372, 1988).

La secuencia codificante ET29 se subcloné a partir del fragmento EcoRI
grande, de 7,1 kb, en pEG1303, como un fragmento Kpnl-Clal de
aproximadamente 1,5 kb, en el vector de transporte con gran cantidad de copias
pEG854.9 (Baum et al, (1996) Appl. Env. Microbiol. 62:4367-4373), donde se
esperaba observar un incremento en el nivel de expresion de ET29 para el
fragmento mas pequeno. Se creyd que el plasmido resultante, pMON78402,
contenia suficiente ADN nativo 5 y 3' de la regién codificante ET29 para
incorporar cualquier elemento de expresidbn necesario, tal como un promotor
dependiente de la epsorulacion. Sorprendentemente, no se detecté la formacion
de cristales de proteina cuando se introdujc pMON78402 en la cepa huésped
acristalifera de B. thuringiensis EG10650, lo que sugiere que la region 5' presente
en pMON78402 podia no contener el promotor ET29 nativo, y que la transcripcion
de ET29 a partir del clon en pEG1303 era dirigida por un promotor fortuito unido al
vector. Ademas, la secuenciacion del fragmento EcoRI de 7,1 kb en pEG1303
reveld la presencia de un marco abierto de lectura interrumpido inmediatamente
rio arriba de la region codificante ET29. La region codificante interrumpida

contenia uno de los sitios EcoRI terminales usados para clonar el fragmento EcoRl

de 7,1 kb en pEG1303. Una busqueda FASTX en bases de datos de proteinas no

redundantes existentes, y también en una base de datos de secuencias de
proteinas cristalinas de B. thuringiensis, sugirid que esta'regic')n codificante parcial
codificaba una secuencia de aminocacidos qué presentaba aproximadamente 36%
de identidad de secuencia con aquella de la proteina ET29. Esta proteina
relacionada se denomin6 TIC810. Esto sugirio que el gen ET29 residia dentro de
un operén no caracterizado, que incluia al menos el gen TIC810 rio arriba, y que,
como TIC810 probablemente se co-expresaba con ET29 también podia presenta
actividad insecticida contra la oruga de la raiz del maiz.

La secuencia codificante ET29 nativa se indica en SEQ ID N° 9, desde la
posicion 716 hasta la posicidn 1408. Hubo un Gnico sitio Nhel presente dentro de
la secuencia codificante (nucleétidos 820-825, como se indica en SEQ ID N° 9). Se
presenta la secuencia codificante TIC810 parcial en pEG1303, tal como se la
indica en SEQ ID N° 9, que incluye los nucledtidos entre las posiciones 369 y 654.
El sitio EcoRI que dividia la secuencia codificante TIC810 se indica en SEQ ID Ne°,
entre los 369 y 374. La digestién del ADN de EG4096 con Nhel, o la digestion con

Nhel y enzimas de restriccidon compatibles, en combinacién con PCR de unién e
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inversa, permitio identificar la secuencia de nucledtidos del extremo §' de la region
codificante TIC810.

En un volumen de 50 pl, se digiri6 ADN gendmico EG4096 (5 pg) con
enzimas de restriccion compatibles, en diversas combinaciones que incluyeron
Nhel, Nhel + Bint, Nhel + Spel y Nhel + Xbal. Se mezclaron diez microlitros de tas
digestiones completas con 80 pl de agua estéril, 10 pl de amortiguador de ligasa
10X (New England BioLabs, Beverly, MA} y 2 ul de ligasa T4, y se incubd durante
la noche a 4°C. Los productos de unién se usaron como moldes de amplificacion
térmica, usando un conjunto de elementos Elongase® de Invitrogen (Carlshad,
CA) y los cebadores divergentes pr370 y pr371 (como se indica en SEQ ID N° 21 y
SEQ ID N° 22, respectivamente). SEQ ID N° 21 corresponde al complemento
inverso de los nucledtidos 650-671, como se indica en SEQ ID N° 9, y SEQ ID N°
22 corresponde a los nucleétidos 744-764, como se indica en SEQ ID N° 9.

Las enzimas de restriccion usadas para cada reaccion produjeron extremos
compatibles. EI ADN de B. thuringiensis es rico en AT, por lo que se anticipé que
las enzimas de restriccion Spel y Xbal proporcionarian productos de PCR
menores que las enzimas de restriccion Binl y Nhel. Solamente las combinaciones
Spel-Nhel y Xbal-Nhel proporcionaron fragmentos de ADN amplific’ados. Los
fragmentos de ADN amplificados se clonaron y se secuenciaron, y se
ensamblaron en el segmento EcoRI-Nhel, que consistid en los nucledtidos 369-
825 indicados en SEQ ID N° 9. Se identificé una secuencia ensamblada, de la que
se predecia que codificaria TIC810, como se indica en SEQ ID N° 3. Luego se
amplifico el gen TIC810 directamente a partir de ADN gendomico EG4096, usando
una polimerasa term.oestable de alta fidelidad. Se usaron multiples clones para
confirmar la secuencia. Se predice que el gen TIC810 codificara una proteina de
aproximadamente 25000 Dalton, como se indica en SEQ ID N° 4. La secuencia de
aminoacidos TIC810 deducida presenta aproximadamente 33% de identidad de
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos ET29, lo que sugiere
que TIC810 también puede presentar actividad biolégica insecticida.

Se examind la expresion de TIC810 en una cepa acristalifera de B.
thuringiensis. El gen TIC810 se amplifico usando los cebadores pr375 y pr376
(como se indica en SEQ ID N° 23 y SEQ ID N° 24, respectivamente), para producir
un amplicén que codificaba una variante de la secuencia de aminoacidos TIC810,
que contenia un codén de inicio de la transcripcion ATG en reemplazo del codon
nativo GTG. El cebador pr375 también incorpora un sitio Spel 5’ de la region
codificante TIC810, mientras que el cebador pr376 incorpora un sitio Xhol 3' del
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amplicon de la regién codificante TIC810, lo que permite subclonar el amplicon en
el vector de transporte para B. thuringiensis-E. coli pMON47407. En este vector se
insertd el amplicon que codificaba TIC810, justamente rio abajo de un promotor
del vector-endégeno cry1A. Las secuencias localizadas rio abajo del promotor
cry1A presentan una expresion dependiente de la esporu|a6ic’>n en B. thuringiensis.
El plasmido recombinante resultante pMON78409, que contenia la secuencia que
codificaba ta proteina TIC810, se introdujo en la cepa huésped acristalifera de B.
thuringiensis EG10650 por electroporacién, con el fin de generar la cepa
recombinante de B. thuringiensis SIC8116. La cepa SIC8116 produjo cuerpos de
inclusion parasporales, que contenian la proteina TIC810 cuando se los cultivaba
en medio de esporulacidn C2. No se observd actividad bioldgica  insecticida
cuando se expusieron larvas de la oruga de la raiz del maiz a un medio artificial
recubierto con cultivos esporulados de SIC8116, lo que sugiere que la proteina
TIC810 no presentd actividad biologica insecticida dirigida a la CRW.

Eiemplo 4

En este ejemplo se ilustra que la expresion de ET29 bajo el control de un
promotor dependiente de la esporulacién cry1A resulta en niveles de expresion
pobres y en un comportamiento fisiologico aberrante de la célula huésped.

La cepa recombinante de B. thuringiensis EG11502, que contenia el
plasmido pEG1303, produjo pequenfas cantidades de la proteina cristalina ET29.
En un intento de incrementar la expresion de ET29 en B. thuringiensis, se insertd
la secuencia codificante ET29 en el vector de transporte para B. thuringiensis-E.
coli pMON47407. La secuencia codificante ET29 se amplificé a partir de ADN
pEG1303 usando los cebadores pr365 y pr372 (SEQ ID N° 25 y SEQ 1D N° 286,
respectivamente). Una vez confirmada la secuencia, se insertd el fragmento
amplificado del gen ET29 en el esqueleto del vector pMON47407, en una
orientacion efectiva para obtener la expresiéon de ET29 a partir del promotor
endogeno del vector cry1A. Para evaluar la produccion de la proteina ET29, se
introdujo el plasmido recombinante resultante, plC17507, en la cepa de B.
thuringiensis EG10650, para producir la cepa recombinante SIC8114. La cepa
SIC8114 produjo una menor cantidad de proteina ET29 que la cepa recombinante
original de ET28 EG11502, y presentd una esporulacion pobre en medio de
esporulacién C2. Este resultado sugiridé que la sobreexpresion de ET29 podia ser
perjudicial para la célula huésped, o que habia algun otro factor presente en la
cepa nativa EG4096, y no en la cepa recombinante, necesario para la expresion

y/o la acumulacion eficiente de ET29.
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Eiemplo 5

En este ejemplo se ilustra la identificacion de un operon que presenta
homologia con el operén TIC810/ET29.

En otras cepas de Bt se examino la presencia de secuencias relacionadas
con el operén TIC810/ET29 en EG4096 por analisis de Southern biot. Se
descubrié un fragmento de restriccion Clal de 5,4 kb del ADN total de la cepa de
Bt EG5078 que hibridizaba con una sonda de hibridizacion especifica para ET29.
Este fragmento Clal de 54 kb se clondé en el vector de transporte para B.
thuringiensis-E. coli pEG854 (Baum et al., (1990) Appl. Env. Microbiol. 56:3420-
3428), y también en el vector para E. coli pBluescript IISK, para generar los
plasmidos recombinéntes pEG1325 y pEG1323, respectivamente. El analisis de
secuencia del inserto de 54 kb reveld dos genes relacionados estrechamente,
similares a los genes ET29 y TIC810 en la cepa de B. thuringiensis EG4096. La
secuencia codificante proxima! 5’ se denominé tic812 (como se indica en SEQ ID
N° 5), y se predijo que codificaria un polipéptido TIC812 (como se indica en SEQ
ID N° 6). TICB12 presenta aproximadamente 97% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la proteina TIC810. La secuencia codificante proximal 3' se
denomind et37 (SEQ ID N°® 1), y se predijo que codificaria la secuencia de
aminoacidos ET37, como se indica en SEQ ID N° 2. ET37 presenta mas de
aproximadamente 99% de identidad de secuencia de secuencia de aminoacidos
con la proteina ET29, ya que difieren solamente en una posicion de aminoacido.

El vector de transporte pEG1325, que contenia los genes TIC812 y ET37,
se introdujo en la cepa huésped acristalifera de B. thuringiensis EG10650 usando
un procedimiento de electroporacidon. La cepa recombinante resultante, EG11541,
produjo un nivel elevado de la proteina ET37 cuando se cultivé en medio de
esporulacion C2. Sin embargo, la cantidad de proteina TIC812 presente en las
esporas fue solamente de aproximadamente 25% de la cantidad de proteina
ET37. Se establecié que la mezcla de proteinas ET37/TIC812 producida por la
cepa EG5078 era toxica para larvas de la oruga de la raiz del maiz cuando se
evalud en un ensayo biolagico.

Debido a ia similitud entre los operones TIC810/ET29 y TIC812/ET37, y
debido a que ET37 y ET29 difieren solamente en una posicién de aminoacido, es
improbable que las dos proteinas presenten propiedades insecticidas o citotdxicas
con diferencias significativas. El nivel bajo de ET29 expresada sola, en
comparaciéon con el mayor nivel de proteina ET37 expresada a partir de su oberc')n
nativo, unido a la identidad sustancial entre las proteinas TIC810 y TIC812,
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sugiere que las proteinas TIC810 y TIC812 pueden tener una participacion en el
incremento de los niveles o la estabilizacion de sus proteinas ET29 o ET37
respectivas. Por consiguiente, la co-expresion de TIC812 junto con la proteina
ET37 puede ser la causa de la produccion excesiva de ET37 observada en la cepa
EG11541. También, la co-expresion de TIC810 y ET29 puede resultar del mismo
modo en la produccién excesiva de ET29.

Para evaluar esta hipdtesis, las secuencias codificantes individuales ET29,
ET37, TIC810 y TICB12 se amplificaron y se clonaron en el vector de expresion
para B. thuringiensis pMONA47407, descripto previamente, de modo que la
expresion de cada una estuviera bajo el control del promotor endégeno para el
vector cry1A. El coddn GTG de ocurrencia natural en la posicién 1 de la secuencia
codificante TIC812 se modificé para obtener un codénlATG. Las secuencias
codificantes en tandem TIC810-ET29 (SEQ ID N° 9) y las secuencias codificantes
en tandem TIC812-ET37 (SEQ ID N° 10) se amplificaron a partir de ADN
gendmico, se clonaron en el vector de clonacién TOPO pCR2.1-TOPQ (Invitrogen,
Carlsbad, CA), y se confirmaron sus secuencias. Luego se clonaron los
fragmentos de ADN amplificados en el vector pMON47407, de modo que las
secuencias codificantes en tandem estuvieran bajo el confrol del promotor
endogeno para el vector crylA. Por consiguiente, cada inserto se clond en
pPMON47407 en la misma orientacién, y se empleé en el mismo promotor. Se us6
la cepa acristalifera de 8. thuringiensis EG10650 ¢como cepa huésped para todos
los estudios de expresion. Las construcciones plasmidicas y las cepas
recombinantes de B. thuringiensis que contenian estos plasmidos se indican en la
Tabla 2.
Tabla 2. Plasmidos construidos para el analisis. de expresion de TIC810/ET29 y
TIC812/ET37 '

Cepa Secuencia(s) Plasmido Par de
codificante(s) cebadores’
EG10650 - - -
SIC8114 ET29 plC17057 pr372-pr365
SIC8116 [ TIC810 pMON78409 pr375-pr376
“SIC8130 ET37 pMON78404 pr372-pr365
SIC8131 TIC812 pMON78405 pr375-pr376
SIC8134 TIC810_ET29 pMON78406 prd21-pr365
SIC8135 [ TIC812_ETa7 pMON78407 prd21-pr365

<
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larvas sobrevivientes por tratamiento al final de los 5-7 dias, dependiendo del
experimento. Las larvas sobrevivientes se pesaron en una microbatanza (Cahn C-
33). Los datos se analizaron usando el software estadistico JMP® 4 (SAS Institute,
Cary, N. C., EEUU). Los datos del ensayo biolégico se indican en la Tabla 3.

Los resultados sugieren que los cuitivos esporulados de la cepa tipo salvaje
de B. thuringiensis EG5078, que contenian una mezcla de ET37 y TIC812, eran
toxicos para larvas de la oruga de la raiz del maiz occidental, lo que provocd una
reduccion significativa de la masa de las larvas en comparacion con el control.
Una suspension comparable de esporas 10X de la cepa huésped cry- de B.
thuringiensis EG10650 no presentd actividad contra las larvas de WCR en el
ensayo bioldgico. Se incluyé una muestra que contenia 500 mg de la proteina
insecticida contra la oruga de las raices Cry3Bb como control positivo.

Tabla 3. Ensayo biolégico con la oruga de la raiz del maiz occidental versus
ET37/TIC812

Concentracio Med LO UP

Muestra | n’ N | ia SD?| SEM | 95% | 95% | P>t

0,0
uTc? 0,250 6036 |5 0,02 | 0,31 0,41

0,0 0,000
Cry3Bb | 0,500 3|1020 (3 0,02 (013 | 0,26 |3
TIC812- 00 <0,00
ET37 1,000 31016 |4 0,03 | 005 | 0,27 |01
TIC812- 0,0 0,000
ET37 0,500 31019 |8 0,05 |-001 | 039 |2
TIC812- | 0,0 0,008
ET37 0,250 30,25 |1 0,01 | 022 |029 |4
TIC812- 0,0 0,007
ET37 0,125 31025 |8 0,04 | 006 |044 |3

1 —mg/ml; 2 — Desviacion estandar; 3 — Verificacion sin tratamiento:
Varianzas no iguales, método de Levene, P>F 0,0053;

Hay un efecto debido al tratamiento, SLS, P>F 0,0002; y

Las medias con un valor de P < 0,05 presentan diferencias significativas respecto

de los contrastes planeados UTC.

Ejemplo 6

En este ejemplo se ilustra la co-expresion de proteinas TIC810 y TIC809 en _

protoplastos de maiz.
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Se construyeron secuencias de nucleotidos sintéticas que codificaban las
proteinas de B. thuringiensis TIC810 y ET29 (TIC809) para expresar en plantas.
La secuencia sintética que codifica TIC809 se indica en SEQ ID N° 13, y la
traduccion de la secuencia de aminoacidos se indica en SEQ ID N° 14. La
secuencia sintética que codifica TIC810 se indica en SEQ ID N° 15, y la traduccion
de la secuencia de aminoacidos se indica en SEQ ID N° 16. Las secuencias

codificantes sintéticas de TIC809 y TIC810 se clonaron en vectores de expresiéon

para estudios de expresidon transitoria con protoplastos de maiz. Los elementos.

genéticos alrededor de la o las regiones codificantes de las secuencias
codificantes TIC809 y TIC810 fueron idénticos, excepto por la adicion del péptido
de transito a cloroplasto (ctp), como se describe en el Ejemplo 1. Las
construcciones plasmidicas se describen en parte en la siguiente Tabla 4.
Tabla 4. Construcciones plasmidicas para el ensayo de expresion transitoria de
TIC810/TIC809 |

Plasmido Proteina(s) Cry | Localizacion de ia proteina

codificada(s)

pMON84202 | TIC809 No dirigida

pMON84203 | ctp-TIC809 Dirigida a los cloroplastos

pPMONG64134 | TIC809, TIC810 No dirigida

pMONG4135 | ctp-TIC809, ctp- | Dirigida a los cloroplastos
TIC810

pMONG4136 | TIC809, ctp-TIC810 TIC809 no dirigida;

' TIC810  dirigida a  los
cloroplastos

pMONG64137 | ctp-TiC809, TIC810 TIC809 dirigida a los
cloroplastos; TIC810 no dirigida

Los protoplastos se prepararon digiriendo tejido de maiz de 12 dias en

manitol 0,6 M, MES 10 mM, pH 57, con 2% de celulasa RS, y 0,3% de
macerczima R10 por 2 horas. Todas las transformaciones se realizaron usando 50
pg de ADN y 1,3 x 10 células.

La expresion de TIC809 en los protoplastos se midié usando un ELISA con
anticuerpos poticlonales dirigidos contra la proteina ET29. Los resultados se
indican en la Tabla 5, y representan el promedio de tres muestras por duplicado.

Tabla 5. Expresion transitoria de TIC809 en protoplastos de maiz
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Plasmido | Proteinas Cry Media®> | estandar Comparaciones'
pMONB84202 | TIC809 5.1 0.6 c
pMONG4134 | TIC809, TIC810 120,3 249 a )
TIC809,
pMONG4136 | ctpTIC810 29,2 30 be
pMONB84203 | ctpTIC809 1114 32 ¢ a
ctpTIC809,
pMONG64137 | TIC810 90,2 18,0 ab
ctpTIC809,
pMON64135 | ctpTIC810 148,9 15,2 a

1 — Comparaciones para todos los pares usando Tukey-Kramer HSD, alfa = 0,05.
Los tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas unos
respecto de otros.

2 - (ng ET29/mg de proteina total),

Los resultados indican que la proteina dirigida al cloroplasto TIC809 resultd
en un incremento de la expresidon de TIC809 en el sistema transitorio, en
comparacion con la expresion de TIC809 no dirigida. Al comparar la expresion a
partir de pMONB84203 con la expresion a partir de pMON84202, se observa que la
expresion de la proteina TIC809 dirigida es aproximadamente 20 veces mayor que
la de la proteina TIC809 no dirigida. Sin embargo, la co-expresién de la proteina
TIC810 no dirigida con la proteina TIC809 no dirigida también resulta en un
incremento significativo de la expresion de la proteina TIC809 (compérese
pMONG64134 con pMON84202). En cinco de los seis experimentos, el
direccionamiento de TIC810 y TIC809 al plastido resulté en niveles de expresion y
acumulacién de TIC809 equivalentes o mayores, en comparacion con la cantidad
acumulada cuando se dirigi6 TIC809 al piastido sola. En cualquier caso, {a co-
expresion de TIC809 y TIC810 juntas eh cualquier localizacion celular comun
resulta en niveles incrementados acumulaciéon de TIC809, en comparacion con los
niveles de acumulacion de TIC809, cuando se la expreso6 en dicho compartimiento
en ausencia dé TIC810.

Se construyd pMONG64136 y pMONG64137 para evaluar el efecto de la
expresion de TIC809, cuando se la localizdé en un compartimiento subcelular
diferente del de TIC810. El direccionamiento de TIC810 al piastido no tuvo un
impacto significative sobre fa expresion de TIC809 no dirigida (comparese
PMONG64136 con pMON84202). De forma simitar, TIC810 no dirigida no tuvo un
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impacto significativo sobre la acumulacion de TIC809 dirigida (comparese
pMON64137 con pMONB84203). Sin embargo, TIC810 no dirigida incrementd o
estabilizé la acumulacion de TIC809 no dirigida. Estos resultados sugieren que la
localizacion de las dos proteinas en el mismo espacio dentro de la célula resulta
en una mayor acumulacion de la proteina insecticida contra la oruga de las raices
TIC809, tal vez como resultado de alguna interaccién entre las proteinas, lo que
estabiliza la acumulacién de la proteina TIC809. Estos resultados son consistentes
con la observacion de que la co-expresion de TIC810 y ET29, o la co-expresion de
TIC812 y ET37, resulta en una expresion de alto nivel de ET29 o ET37,
respectivamente, en B. thuringiensis.

Se incluyé un ptasmido que contenia un gen de luciferasa {(LUX) como
control en ios ensayos de expresidn transitoria en protoplastos. Aunque la
luciferasa generalmente se incluye en los ensayos transitorios como indicador de
la eficiencia de transformacién, se observé que los niveles de expresion de
luciferasa variaban ampliamente dependiendo de la construccion plasmidica
evaluada, presumiblemente debido a los efectos fitotdxicos de las proteinas Bt
acumuladas. La baja acumulacion de TIC809 se correlaciond con bajos niveles de
luciferasa. En cada caso, excepto cuando TIC809 se locatiza en el cloroplasto, la
co-expresion de TIC810 dirigida en el mismo compartimiento con TIC809 resultd
en un incremento dramatico de los niveles de expresion de luciferasa y TIC809
(compéarese pMONG4134 con pMONB84202). Los datos de la iuciferasa se indican
en la Tabla 6.

Tabla 6. Niveles de luciferasa en el experimento de expresion transitoria

Conteos | Error
o Proteina(s) Cry ) ]
Plasmidos -~ por estandar de | Comparaciones
codificada(s)
segundo | la media
pMON84202 | TIC809 67,4 1,7 B
pMONG4134 | TIC809, TIC810 518,6 135,7 A
pMONG64136 | TIC809, ctpTIC810 70,8 2,3 B
pMON84203 | ctpTIC809 408,0 84,7 A
pPMONG64137 | ctpTIC809, TIC810 2772 2,6 Ab
pMONG4135 | ctpTIC809, ctpTIC810 | 284,9 32,8 Ab

! Comparaciones para todos los pares usando Tukey-Kramer HSD, alfa = 0,05.
Los tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas unos

respecto de otros.
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Ejemplo 7
En este ejemplo se ilustran los resultados de la co-expresion de TIC810 y

TIC809 en maiz transgenico.

Se introdujeron los cassettes de expresion TIC809, ctp-TIC809, TIC809-
TIC810 y ctpTIC809-ctpTIC810 en vectores binarios para transformar plantas,
apropiados para usar en la transformacion de maiz. Aparte de las secuencias que
codifican las proteinas Bt, las construcciones difieren unas de otras solamente
respecto de la presencia o la ausencia de la secuencia codificante del péptido de
direccionamiento al cloroplasto. Se usé un gen que conferia tolerancia a glifosato
como marcador de seleccién para la transformacién mediada por Agrobacterium.

PMONG4138 contiene un cassette para la expresion in planta de TIC809 y
TIC810. pMONG4139 contiene un cassette para la expresion in planta de TIC809
dirigida al cloroplasto y TIC810 dirigida al cloroplasto. pMON70513 contiene un
cassette para la expresion in planta de TIC809. pMON70514 contiene un cassette
para la expresion in planta de TIC809 dirigida al cloroplasto. Las plantas de maiz
transgénicas regeneradas obtenidas después de la transformacion, usando estos
cuatro plasmidos y seleccion con glifosato, se analizaron usando un ensayo
TagMan®, para determinar la presencia del gen marcador de seleccion con
glifosato y la presencia de la o las secuencias tahsp17 3'. Se usé un ensayo de
punto terminal por PCR para confirmar la presencia de las secuencias codificantes
de TIC809 y/o TIC810, cuando fuera relevante, en cada evento. Se esperoé que los
eventos transformados con las construcciones gue contenian TIC809 y TIC810
presentaran dos copias de la secuencia tahsp17 3’, ya que cadé secuencia
codificante estaba rodeada en su extremo 3’ por el elemento tahsp17 3'. Las
plaﬁtas transgénicas y control que contenian seis hojas (etapas V6) y raices se
evaiuaron usando un ELISA para ET29 para determinar el nivel de acumulacion de
TIC809.

Las plantas regeneradas después de la transformacion con pMON70513,
que solamente contenian la secuencia codificante de TICB809 dirigida al
citoplasma, se comportaron como se indico previamente en los ejemplos 1y 2.
Las plantas presentaron fenotipos y caracteristicas sustancialmente ancrmales,
tipicamente caracterizadas visualmente por un ftallo clorc'J.tico, entre otras
anormalidades. Los niveles de expresion y/o acumulacion de TIC809 presentaron
un promedic no superior a aproximadamente 2,0 ppm en tejido radicular.

Se evaluaron quince plantas RO transformadas con pMON64138 para

determinar la presencia del gen marcador de seleccian por tolerancia a glifosato y

(6
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la presencia y la cantidad de copias de los elementos tahsp17 3', asé como la
presencia de OriV para detectar cualquier esqueleto de vector, y la presencia y el
caracter intacto de los genes que codificaban las proteinas TICB09 y TIC810
dirigidas al citoplasma. Un evento no contenia una secuencia codificante de
TIC809 completa, y tambien se determind que no presentaba niveles detectables
de la proteina TICB09. Los 14 eventos restantes presentaron un promedio de
aproximadamente 12 ppm de TIC809 (peso fresco) en tejido foliar o tejido
radicular, Los niveles de TIC809 en tejido radicular variaron entre
aproximadamente 0,2 ppm en una planta y aproximadamente 45 ppm en la planta
que presentaba el mayor nivel de expresidn y/o acumulacion. Este resultado
sugirid que la co-expresién de TIC810 junto con TIC809 en los tejidos vegetales
provee niveles mejorados de expresion y/o acumulacion de la proteina TIC809.
Mas significativamente, no se observaron fenotipos anormales en las plantas que
expresaban TIC809 y TIC810 en el citoplasma. El nivel de expresion de TIC809
fue mas uniforme en tejido radicular que en tejido foliar, y mas plantas presentaron
mayores niveles de expresion de TIC809 en las raices que en las hojas.

Se regeneraron quince plantas RO a partir de células vegetales
transformadas usando pMONG64139, que contenia las secuencias codificantes de
TIC809 y TIC810 dirigidas at cloroplasto. En los analisis de busqueda, se identifico
un evento que no contenia el cassette de expresion de TIC809 completo, y que
tampoco presentaba niveles detectables de la proteina TIC809. Los 14 eventos
restantes presentaron un promedio de aproximadamente 4,4 ppm vy
aproximadamente 8.6 ppm de proteina TIC809 en tejido foliar y radicular,
respectivamente. Los niveles de TIC809 en raices variaron entre
aproximadamente 0,2 ppm y aproximadamente 45 ppm. Las plantas de maiz
transformadas con pMON70514, que contenian el gen ctpTIC809, solamente
presentaron en promedio aproximadamente 1,7 ppm de proteina TIC809 en tejido
foliar, y aproximadamente 6,3 ppm de proteina TIC809 en tejido radicular. Por
consiguiente, la co-expresién de TIC810 no dirigida junto con TIC808 dirigida
resultdé en mayores niveles de expresion y/o acumulacion de TIC809 que los
obtenidos con la proteina TIC'809 dirigida al cloroplasto. Ademas, las plantas R0
que produjeron niveles elevados de proteina TIC809 no presentaron clorosis en el
tallo u otras manifestaciones de fitotoxicidad asociadas con la expresion in planta
de la proteina TIC809 sola. La co-expresion de la proteina TIC810 dirigida al

cloroplasto junto con la proteina TIC809 dirigida al cloroplasto también resulté en
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mayores niveles de acumulacion de TIC809, en comparaciéon con los niveles de
proteina TIC809 dirigida al cloroplasto expresada en ausencia de TICE10.

Dieciocho plantas RO transformadas para que co-expresaran las proteinas
TIC809 y TIC810 dirigidas para determinar la presencia del gen marcador de
seleccién por tolerancia a glifosato, la cantidad de copias de tahspl17 3', la
presencia de OriV (esqueleto) y el caracter intacto de las secuencias codificantes
de TIC8B09 y TIC810. Un evento no contenia una secuencia codificante de TIC809
intacta, y no presenté niveles detectables de fa proteina TIC809. Las 17 plantas
restantes presentaron en promedio 8,6 y 4,4 ppm de TIC809 en hojas y raices,
respectivamente. La expresion de la proteina TIC809 en raiz varié entre
aproximadamente 1 ppm y aproximadamente 9 ppm. Los eventos que
presentaban expresioén de las proteinas TIC809 y TIC810 dirigidas al cIoropIaéto
no presentaron clorosis en el tallo u otras manifestaciones de fitotoxicidad
asociadas con la expresion in planta de la proteina TIC809 sola.

Ejemplo 8

En este ejemplo se ilustra la expresiéon mejorada de ia proteina TIC809
dirigida al plastido en raices de maiz.

Se construyé pMONB4144 de modo que contuviera una proteina TIC809
dirigida al cloroplasto, bajo el control operativo de un promotor de raiz RCc3
(Soliictud de Patente de los EEUU con N° de Acta11\075113), rodeada 5’ de la
secuencia codificante de CTP por un intrén de una proteina de ataque caldrico de
maiz, y 3' de la secuencia codificante de TIC809, por una secuencia 3' de
terminacion de la transcripcion y poliadenilacion hsp17. La secuencia del cassette
de expresidn se indica en SEQ ID N° 38.

Se generaron plantas de maiz después de la transformacién mediada por
Agrobacterium de tejido de maiz con el vector pMONG4144. Las plantas de mai'z
regeneradas se analizaron usando un ensayo TagMan®, para determinar la
presencia del marcador de seleccion por glifosato y la secuencia circundante 3’ de
trigo. La presencia de la secuencia codificante TIC809 intacta se confirmé con un
ensayo de punto terminal por PCR. Se analizaron muestras de raices y hojas de
23 plantas de maiz RO en la etapa de seis hojas usando un ELISA para ET29.

El nivel promedio de TIC809 acumulado en tejido radicular fue de 0,4 ppm.
No se detectd la proteina TIC809 en las hojas, lo que sugiere que la actividad del
promotor RCc3 esta potenciada en las células de la raiz. 8 de las 23 plantas RO
presentaron una concentracion de proteina TIC809 en la raiz menor que el nivel

de deteccion. Ninguna de las plantas evaluadas presentd niveles mayores que
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aproximadamente 1 ppm de TIC809. En contraste, una construccion simitar bajo el
control de un promotor 35S presentd en promedio aproximadamente 1,4 ppm de
proteina TIC809 en tejido radicular y aproximadamente 1,7 ppm en las hojas (n =
87).

Ejemplo 9

En este ejemplo se ilustra la co-expresién in planta de TIC809 y TIC810,
cada una bajo el control de distintos promotores.

En el Ejemplo 7, se expresaron los genes TIC809 y TIC810 in planta a partir
de cassettes de expresion separados, donde la expresidon de cada secuencia
codificante fue dirigida a partir de promotores 35S separados pero idénticos. En
este ejemplo, se disefiaron cassettes de expresidn para que la expresion de
TIC8B09 se localizara sustancialmente en el tejido de la raiz usando un promotor
RCc3, mientras que la expresion de TIC810 estuvo bajo el control de un promotor
e35S.

pMONGB4150 contiene dos cassettes de expresion. Un cassette (SEQ ID N°
40) contenia una secuencia codificante dirigida al cloroplasto TIC809, unida
operativamente en su extremo 5’ con un promotor RCc¢3 de arroz y un intrén de la
proteina de ataque calérico de maiz HSP70, y en su extremo 3', con una
secuencia 3’ de terminacidén de la transcripcion y poliadenilacion hsp17. El otro
cassette (SEQ ID N° 40) contenia una secuencia codificante dirigida al cloroplasto
TIC810, unida operativamente en su extremo 5 con un promotor e35S y una
secuencia de intrén de actina de arroz, y en su extremo 3', con una secuencia 3'
de terminacién de la transcripcién y poliadenilacion hsp17.

pMONG4151 es idéntico a pMONG4150, excepto que las secuencias
codificantes en los dos cassettes de expresion carecen de la secuencia codificante
del peptido de transito a cloroplastos (SEQ ID N° 43 y SEQ ID N° 40,
respectivamente).

Se evaluaron plantas regeneradas a partir de tejido de maiz transformado
con pMONG64150 o pMONG64151 para confirmar la presencia y el caracter intacto
de las secuencias codificantes TIC809 y TIC810. Se evaluaron hojas y raices de
estos eventos en la etapa de 6 hojas, usando un ELISA para ET29 para
determinar los niveles de acumulacién de proteinas TIC809. Las plantas
transformadas con pMONG64150 presentaron en promedio aproximadamente 1,5
ppm de TICBO9 por planta, mientras que las plantas transformadas con
pMONG4151 presentaron en promedio aproximadamente 0,4 pm de TIC809 por
planta. Las plantas pMONG64150 presentaron niveles de acumulacion de TIC809
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en raiz de entre aproximadamente 0,4 y aproximadamente 6 ppm, y mas de dos
tercios de los eventos presentaron niveles de TIC809 de al menos
aproximadamente 1 ppm. De forma consistente, el tejido foliar presentd niveles de
acumulacién de TIC809 inferiores a los limites de deteccion del ensayo.

La acumulacién promedio de TIC809 en‘las raices fue mayor en los eventos
pMONG64151 que en los eventos generados usando los cassettes de expresion
dirigidos at cloroplasto pMON64150 (pPMONG64151, 6,6 ppm, versus pMONG64150,
1,4 ppm). Estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos usando
construcciones en las que se expresd TIC809 a partir del promotor e35S
(PMONG64138 y pMON64139). La mayor diferencia entre las plantas que
expresaban TICBO9 a partir del promotor RCc3 versus e35S fue la falta de
acumulacion de TICB09 en las hojas cuando la expresion fue controlada por el
promotor RCc3. Los eventos pMONG4150 y pMONG64151 presentaron fenotipos
normales.

Ejemplo 10

En este ejemplo se ilustra la actividad biolégica insecticida contra especies
de hemipteros de composiciones que comprenden TIC 809 y TIC 810, y
homaologos de éstas, como se describe en la presente documentacion.

En la presente documentacion se han descripto las composiciones que
comprenden ET29 y/o TIC809 o ET37 como insecticidas para insectos plaga
pertenecientes a especies de coledpteros. No se ha demostrado la actividad
biolégica insecticida de TIC810 y TIC812 sobre especies de insectos coledpteros,
pero como se describe en la presente documentacion, estas proteinas son dtiles
para facilitar el nivel de expresién elevado y la estabilidad de ET29 y/o TIC809 y
ET37. También se habia demostrado con anterioridad la actividad biologica
insecticida de ET29 dirigida contra especies de Ctenocephalides, y se anticipa que
ET37 tambiéﬁ demostrara actividad sobre esta especie. Se especuld que TIC810
y/o TIC812 también presentarian actividad biologica insecticida, por lo que estas
proteinas se evaluaron en ensayos biolégicos contra otras plagas de plantas, por
ejemplo, contra especies de insectos piaga Hemipteros, tales como Lygus
hesperus (chinche vegetal manchada occidental: WTPB).

La WTPB es un insecto fitéfago perforador-succionador que ataca
numerosas malezas y cultivos. La WTPB daiia los cultivos agricolas, incluyendo el
algodén, debido al dafio por alimentacion directa. Un ensayo para analizar
composiciones insecticidas usando esta clase de insectos debe permitir el

comportamiento de alimentacién natural del insecto. Et ensayo de alimentacion
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empleado se basa en un formato de placa de microtitulaciéon de 96 cavidades,
usando un sistema de saché como se describe en Habibi et al., (Archives of Insect
Biochem. And Phys. 50: 62-74 (2002)). La dieta artificial para la WTPB es
proporcionada por Bio-Serv ® (Bio-Serv ® Diet F9644B, Frenchtown, NJ).

Se combinan quinientos dieciocho mililitros de agua autoclavada sometida a
ebullicibn con 156,3 gramos de dieta Bio-Serv® F9644B en una mezcladora
esterilizada en forma superficiai. Se agregan los contenidos de cuatro huevos de
pollo esterilizados de forma superficial, y se agita la mezcla hasta que esta suave,
luego se ajusta el volumen total en un litro y se deja enfriar. Se preparan muestras
de toxinas mezclando veinte microlitros de la muestra en la concentracion
deseada con doscientos microlitros de dieta combinada (1:10). Dependiendo de la

cantidad de muestras individuales deseadas para la evaluacion, es posible escalar

esta cantidad positiva o negativamente.

Se coloca una lamina de Parafim® (Pechiney Plastic Packing, Chicago, IL)
sobre un multiple al vacio disefiado para un formato de 96 cavidades (Analytical
Research Systems, Gainesville, FL), y se aplica un vacio de aproximadamente 20
milimetros de mercurio, que es suficiente para provocar la extrusién del Parafilm®
en las cavidades. Se agregan cuarenta microlitros de muestra de prueba a las
cavidades con Parafim®. Luego se coloca una tamina de pelicula Mylar (Clear
Lam Packaging, Inc., Elk Grove Village, IL) sobre el Parafim® y se ia sella
suavemente con un hierro de costura (Bienfang Sealector I, Hunt Corporation,
Philadelphia, PA). Los sachés de Parafim® se colocan posteriormente sobre una
placa de fondo plano de 96 cavidades, que contenia huevos de WTPB
suspendidos en agarosa. Al eclosionar, las ninfas de WTPB se alimentaran
perforando el saché presentado sobre ellas. La digestion extraoral como resultado
de la extrusion de ias secreciones orales de las WTPB en el saché puede resultar
en la protedlisis y la degradacién del contenido de la dieta antes de que sea
ingerido por el insecto. Para asegurar la presentacion de la proteina intacta al
insecto en su dieta, se reemplazan los sachés cada dos dias. Esta mejora permite
presentar el contenido de la dieta intacto por mas tiempo durante el ensayo de
alimentacion. Los sachés con dietas para Insectos se reemplazan los dias dos,
cuatro y seis. Las calificaciones de impedimento y mortalidad se determinan el dia
8 y se comparan con el control sin tratar (UTC).

Se evaluo la toxicidad de las proteinas ET29 (o TIC809), TIC810, ET37 y
TIC812 (Solicitud de Patente de los EEUU N° 60\713111) contra la WTPB en

forma individual y en combinaciones tales como, por ejemplo, TIC809 mas
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TIC810. Las proteinas cristalinas se expresaron en la cepa acristalifera de Bacillus
thuringiensis EG10650, y se purificaron sobre gradientes por pasos con sacarosa
para eliiminar las esporas y los restos celulares. Se prepararon gradientes por
pasos con sacarosa (10 ml de 55, 70 y 79% de sacarosa en Tris-HCI 10 mM,
EDTA 0,1 mM, 0,005% de Triton X-100, pH 7,5) en tubos de centrifuga Ultra-Clear
de 25 por 89 mm (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA). Se aplicaron
suspensiones de esporas-cristales por capas sobre los gradientes, y se centrifugd
a 18000 rpm (4°C) por 4-18 horas en una ultracentrifuga equipada .con un rotor
SW28. Se recuperaron cristales proteicos a partir de la interfase de 55-70% o 70-
79% de sacarosa, y se los suspendidé en Tris-HCI 25 mM, pH 7.5. Los ensayos
biolégicos iniciales contenian las proteinas insecticidas Bt purificadas a una
concentracion final de 200 partes por millén (ppm). Se incluyé la toxina especifica
para coleopteros Cry3Bb1 (Donovan et-al., Appl. Environ. Microbiol. 58: 3921-3927
(1992)), toxina especifica para lepidopteros Cry1Ac (Baum et al., Appl. Environ.
Microbiol. 56:3420-3428 (1990) y toxina especifica para lepidépteros Cry1Bb1
(Patente de los EEUU N° 5322687) como controles negativos en el ensayo de
alimentacion. Sorprendentemente, las ninfas de WTPB resultaron impedidas y
presentaron mortalidad cuando fueron expuestas a la combinacién de las
proteinas TIC810 mas ET29, y segun se esperaba, no hubo impedimento alguno
no mortalidad cuando solamente se las expuso a ET29, o a cualquiera de las otras
proteinas Bt Cry3Bb1, CrylAc o Cry1Bb1, ninguna de las cuales presento
diferencias significativas en comparacion con el control sin tratar.

Los ensayos biolégicos con Lygus se expandieron para incluir
preparaciones cristalinas individuales de TIC810 y TIC812, y una mezcla de
TIC812 y ET37. De forma similar a los resultados descriptos previamente,
solamente la combinacion de las dos proteinas presenté una actividad insecticida
significativa. TIC810 mas ET29 y TIC812 mas ET37 presentaron una mortalidad
significativa y una reduccidn en masa en comparacion con los controles sin tratar o
los ensayos biolégicos en los que se usaron solamente las proteinas individuales.
Sin embargo, las combinaciones de TIC810 mas ET29 (o TIC809) presentaron
una mayor mortalidad y reduccién de masa que la combinacion de TIC812 mas
ET37.

Los resultados de estos ensayos biologicos indicaron que ni TIC810 ni
TIC812 solas son toxicas para la WTPB, y que una mezcla de TIC810 y ET29, o
de TIC812 y ET37 es toxica para la WTPB, lo que coincide con los resultados

|6
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observados cuando se realizé la evaluacion contra larvas de la oruga de la raiz del
maiz.
Ejemplo 11

En este ejemplo se ilustra la construccion de cassettes para expresar
TIC809 y/o TIC810, y homdlogos de éstas.

' Se construyen vectores para transformar plantas de modo que se obtenga
un nivel de expresion elevado de proteinas téxicas para la oruga de las raices
TIC809 y/o ET37 en plantas. Pueden usarse vectores que contienen secuencias
caodificantes TIC812 y ET37 para co-expresar las proteinas TiC812 y ET37, con lo
gue se obtienen plantas con proteccién contra insectos que presentan niveles
elevados de produccion de la proteina ET37 in planta. La co-expresion de TIC810
junto con ET37 es suficiente para obtener niveles elevados estables de
acumulacién de ET37 en una célula huésped. De forma similar, la co-expresion de
TIC812 junto con ET29 o aun TIC80S es suficiente para obtener niveles elevados
estables de acumulacion de ET29 o TIC809 en una célula huésped, como se
indico previamente en la presente documentacién.

Se anticipa que las proteinas de la clase Cyt1 y Cyt2 que presentan entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 100 por ciento de similitud de secuencia
de aminoacidos con ET29 y/o ET37 presentarAn una expresion y/o una
acumulacion mejorada cuando se expresen en una célula huésped junto con
TIC810, TIC812, o una proteina ortéloga u homaéloga que tenga una secuencia de
aminoacidos que presente entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100%
de similitud de secuencia de aminoacidos con TIC810 o TIC812, y que cualquier
efecto fenotipico negativo provocado por la expresion de esta proteina Cyt sera
mejorado por la co-expresion de dicha proteina Cyt c¢on TIC810' TIC812 o
varianties de éstas.

En la memoria descriptiva anterior se describen realizaciones preferidas de
la presente invencién. Aquellos entrenados en la técnica comprenderan que, sin
apartarse del alcance y el espiritu de la presente invencién, y sin
experimentaciones innecesarias, es posible poner en practica la presente
invencion dentro de un rango amplio de parametros equivalentes. Si bien se ha
descripto la presente invencién en conexién con sus realizaciones especificas, se
comprendera que pueden realizarse modificaciones adicionales. En la presente
invencion se incluye cualquier uso, variacion o adaptacion de acuerdo con los

principios de la invencién en general. Son posibles diversas permutaciones y
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combinaciones de los elementos proporcionados en las reivindicaciones, y éstas
quedan dentro del alcance de esta invencion.

Todas las publicaciones, las patentes y las solicitudes .de patentes
publicadas citadas en esta memoria descriptiva se incorporan en la presente
documentacién a modo de referencia, en la misma extension en que se indicé que
se incorporaba cada publicacion o patente individual especialmente e

individualmente modo de referencia.
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REIVINDICACIONES:

1. Una secuencia de nucleétidos aislada y purificada que codifica una proteina
insecticida, donde dicha proteina se selecciona del grupo que consiste en SEQ 1D
N° 2 SEQID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQID N° 12 y
SEQ ID N°47.

2. La secuencia de nucledtidos aistada y purificada de la reivindicacion 1, que
se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5,
SEQIDN°7 SEQIDN°9, SEQIDN° 11y SEQ ID N° 46.

3. Una proteina insecticida aislada y purificada que se selecciona del grupo
que consiste en una ET29, una ET37, una TIC810, una TIC812, una TIC809 y una
TIC127.

4. Una céiuia vegetal transformada con una secuencia de nucledtidos que
codifica una proteina insecticida, donde dicha proteina se selecciona del grupo
que consisie en una ET29, una ET37, una TIC810, una TIC812, una TIC809 y una
TiC127.

5. Progenie de la planta de la reivindicacion 4, donde dicha progenie
comprende dicha secuencia de nucleétidos.

6. Un vector que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una
proteina seleccionada del grupo que consiste en £T29, ET37, TIC810, TIC812,
TIC809 y TIC127.

7. Un metodo para mejorar la acumulacion de una primera proteina insecticida
en una celula huéesped, donde dicho método comprende expresar de forma
contemporanea dicha primera proteina seleccionada del grupo que consiste en
ET29, TIC809 y ET37, con una segunda proteina insecticida seleccionada del
grupo que consiste en TIC810 y TIC812, donde dicha expresidon contemporanea
mejora la acumulacion de la primera proteina, en comparacion con la acumulacién
de dicha primera proteina, expresada en auséncia de dicha segunda proteina.

8. Una composicién que presenta actividad insecticida, que comiprende una
primera proteina seleccionada del grupo que consiste en ET29, ET37 y TIC809, y
un segunda proteina seleccionada del grupo que consiste en TIC810 y TIC812.

9. La composicion de la reivindicacion 8, donde dicha primera proteina es
TIC809 y dicha segunda proteina es TIC810.

10.  La composicion de la reivindicacién 8 donde la relacion entre dicha primera
proteina y dicha segunda proteina es de entre aproximadamente 1:1 vy

aproximadamente 2:1.
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11.  La composicion de la reivindicacién 8, proporcionada en Ié dieta de un
coledptero o un hemiptero que es plaga de plantas, en una formulacion aceptable
para el uso agricola.

12. La composicién de la reivindicacién 11, donde dicha formulacién consiste
en ambas proteinas expresadas en una célula vegetal.

13. La composicién de la reivindicacién 11, donde dicho coledpterc plaga es
una oruga de la raiz, y dicho hemiptero plaga es una chinche Lygus.

14.  Un producto comercial que comprende una cantidad detectable de una
primera proteina seleccionada del grupo que consiste en ET29, I_ET37 y TICBO09, y
una cantidad detectable de una segunda proteina seleccionada del grupo que
consiste en TIC810 y TIC812.

15.  Un producto comercial que comprende una cantidad detectable de (1) una
primera secuencia de nucleétidos que codifica una primera proteina seleccionada
del grupo que consiste en ET29, ET37 y TIC809, y una segunda secuencia de
nucledtidos que codifica una segunda proteina seleccionada del grupo que
consiste en TIC810y TIC812; (2) una primera proteina seleccionada del grupo que
consiste en ET29, ET37 y TIC809, y una segunda proteina seleccionada dei grupo
que consiste en TIC810 y TIC812; (3) ambos (1) y (2); o (4) cualquier combinacion
de (1) y (2).

16. El producto comercial de cualquiera de las reivindicaciones 14-15,
seleccionado del grupo que consiste en semillas de algodon, aceite de semilla de
algodén, alimentos a base de semillas de algoddn, semillas de soja, aceite de
soja, alimentos a base de soja, harina de soja, bienes solidos secos obtenidos por
destilacion, semillas de maiz, harina de maiz, alimentos a base de maiz, jarabe de
maiz, aceite de maiz, almidon de maiz, y cereales manufacturados por completo o
en parte, gue contienen soja y/o subproductos de soja.

17. Un metodo para preparar una célula vegetal resistente a coledpteros y
hemipteros plaga, que comprende tran\sformar dicha célula vegetal para que
exprese una cantidad efectiva como insecticida de una composicion de toxinas,
donde dicha composicion de toxinas comprende una primera proteina
seleccionada del grupo que consiste en ET29, ET37 y TIC809, y una segunda
proteina seleccionada del grupo que consiste en TIC810 y TIC812.

18.  El método de la reivindicacion 17, donde dicha célula vegetal se regenera

en una planta transgénica fértil.
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19.  El método de la reivindicacion 17, donde dicha célula vegetal se selecciona
del grupo que consiste en una célula de una planta monocotiledénea y una celula
de una planta dicotiledonea.

20. El método de la reivindicacion 19, donde (1) dicha célula de planta
monocotiledénea se selecciona del grupo que consiste en una célula de una
planta de maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo sarraceno, centeno, pasto
(festuca, Timothy, broma, vergel, San Agustin, Bermuda, pastc curvo) y cebada, y
(2) dicha célula de planta dicotiledonea se selecciona del grupo que consiste en
una célula de una planta de alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, poroto,
baya, zarzamora, grosella, canola, zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo,
arboles de citricos, algodon, judia, arandano agrio, pepino, cucurbita, berenjena,
arboles frutales, uva, limén, lechuga, lino, meldn, mostaza, arboles productores de
nueces, okra, naranja, arveja, durazno, mani, pera, ciruela, papa, soja, zapallito,
frutilla, remolacha, girasol, batata, tomate, nabo y verduras.

21.  El' meétodo de la reivindicacidon 18, donde se producen células de plantas de
la progenie a partir de dicha planta transgénica, y donde dichas células de plantas
de la progenie comprenden dichas primera y segunda proteinas.

22. Una célula huésped que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica una proteina cyt, donde dicha proteina se selecciona del grupo que
consiste en una TIC809, una ET37, una TIC810, una TIC812 y una TIC127.

23. La célula huésped de la reivindicacion 22, seleccionada del grupo que
consiste en una célula vegetal, una céluia fungica y una célula bacteriana.

24.  La céluta huésped de fa reivindicacion 23, donde dicha célula vegetal se
selecciona del grupo que consiste en una célula de una planta monocotiledonea y
una célula de una planta dicotiledénea.

25. La celula huésped de la reivindicacion 24, donde (1) dicha célula de planta
monocotileddnea se selecciona del grupo que consiste en una célula de una
planta de maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo sarraceno, centeno, pasto
(festuca, Timothy, broma, vergel, San Agustin, Bermuda, pasto curvo) y cebada, y
(2) dicha ceélula de planta dicotiledénea se selecciona del grupo que consiste en
una celula de una planta de alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, poroto,
baya, zarzamora, grosella, canola, zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo,
arboles de citricos, algodon, judia, ardndanc agrio, pepino, cucurbita, berenjena,
arboles frutales, uva, limon, lechuga, lino, melon, mostaza, arboles productores de
nueces, okra, naranja, arveja, durazno, mani, pera, ciruela, papa, soja, zapallito,

frutilta, remolacha, girasol, batata, tomate, nabo y verduras.
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26. Un cassette de expresién para usar en la expresion de una proteina
insecticida en una célula huésped, donde dicho cassette de expresion comprende
una secuencia promotora funcional en dicha célula huésped, unida operativamente
a una secuencia de nucleétidos que codifica dicha proteina, donde dicha proteina
se selecciona del grupo que consiste en TIC809, TIC810, TIC812, ET37 y TIC127.
27. El cassette de expresion de la reivindicacion 286, donde dicha céluia
huésped se selecciona del grupo que censiste en una célula bacteriana, una célula
fungica, una célula de mamifero y una célula vegetal.
28.  El cassette de expresion de la reivindicacion 27 donde
(a) dicha célula bacteriana se selecciona del grupo gue consiste en una célula
de wuna especie de Bacillus, una célula de una especie de
Enterobacteriacae, una célula de una especie de Pseudomonas, una célula
de una especie de Clostridium y una célula de una especie de Rhizobium, y
una célula de una especie de Agrobacterium: y
(b) dicha célula vegetal se selecciona del grupo de plantas que consiste en una
planta dicotiledéonea y una planta monocotiledénea, donde dicha planta
dicotiledonea se selecciona adicionalmente del grupo que consiste en
alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, poroto, baya, zarzamora,
grosella, canola, zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo, arboles de
citricos, algodén, judia, ardandano agrio, pepino, cucurbita, berenjena,
arboles frutales, uva, limén, lechuga, lino, melén, mostaza, arboles
productores de nueces, okra, naranja, arveja, durazno, mani, pera, ciruela,
papa, soja, zapallito, frutilla, remolacha, girasol, batata, tomate, nabo y
verduras, y dicha planta monocotiledénea se selecciona adicionalmente del
grupo que consiste en maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo
sarraceno, centeno, pasto (festuca, Timothy, broma, vergel, San Agustin,
Bermuda, pasto curvo) y cebada.
29. El cassette de expresion de la reivindicacion 26, donde dicha célula
huésped es una célula vegetal y dicho cassette de expresion comprende
adicionalmente, unidas operativamente, una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en una secuencia potenciadora de la expresion, una secuencia
directriz no traducida, una secuencia de un intréon, una secuencia que ccdifica un
peptido de transito al cloroplasto, y una secuencia de terminacién de la
transcripcién y poliadenilacién.
30.  Un vector que comprende el cassetfte de expresién de cualquiera de las
reivindicaciones 26 a 29.
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31. Una célula vegetal transgénica resistente a infestaciones de insectos, que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una primera toxina cyt,
seleccionada del grupo que consiste en ET29, TIC809 y ET37, y una segunda
toxina cyt, seleccionada de! grupo que consiste en TIC810 y TIC812.

32. La ceélula vegetal transgénica de la reivindicacién 31, donde dicha célula
vegetal transgénica se selecciona del grupo que consiste en una célula de una
planta dicotiledénea y una ceélula de una planta moncotiledonea, donde dicha
célula de planta dicotiledonea se selecciona del grupc que consiste en alfalfa,
manzana, albaricoque, esparrago, poroto, baya, zarzamora, grosella, canola,
zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo, arboles de citricos, algodén, judia,
arandano agrio, pepino, cucurbita, berenjena, arboles frutales, uva, limén, lechuga,
lino, melon, mostaza, arboles productores de nueces, okra, naranja, arveja,
durazno, mani, pera, ciruela, papa, soja, zapallito, frutilla, remolacha, girasol,
batata, tomate, nabo y verduras, y dicha célula de planta monocotiledénea se
selecciona del grupo que consiste en maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo
sarraceno, centeno, pasto (festuca, Timothy, broma, vergel, San Agustin,
Bermuda, pasto curvo) y cebada.

33. La celula vegetal transgénica de la reivindicacién 32, resistente a (1)
infestaciones de insectos coledpteros, donde dicho insecto coledptero se
selecciona del grupo que consiste en un miembro de las familias Chrysomelidae,
Cucujidae, Scarabaeidae, Trogositidae, Tenebrionidae, Curculionidae, Elateridae y
Bruchidae, y (2) infestaciones de insectos hemipteros, donde dicho hemiptero se
seleccionan entre los subdrdenes Heteroptera y Homoptera.

34. La célula vegetal transgénica de la reivindicacion 33, donde dicho miembro

de la familia Chrysomelidae pertenece a una especie de Diabrotica seleccionada

del grupo que consiste en D. virgifera (oruga de la raiz del maiz occidental), D.

.undecempunctata (oruga de la raiz del maiz del sur), D. barberi (oruga de la raiz

del maiz del norte), D. virgifera zeae (oruga de la raiz del maiz mexicana), D.
balteata (oruga de la raiz del maiz del Brasil) y complejo de la oruga de |a raiz del
maiz del Brasil (BCR), que comprende ademas D. viridula y D. speciosa.

35. Progenie de la célula vegetal transgénica de la reivindicacion 33, donde
dicha progenie comprende dicha secuencia de nuclestidos.

36. Un método para controlar una infestacién de insectos en una planta, que
comprende introducir en la dieta del insecto una o0 mas células vegetales
transformadas con una secuencia de acido nucleico, que comprende un promotor

funcional en plantas unido operativamente a una secuencia de nucleétidos que
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codifica una proteina de fusion, donde dicha proteina de fusion comprende una
primera secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID N° 2, SEQ ID N° 8 y SEQ ID N° 14, y una segunda secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupc que consiste en SEQ ID N° 4 y SEQ ID N° 6.

37. Un método para proteger un cultivo en un campo de una infestacion de
insectos, que comprende cultivar una planta de cultivo, que comprende una
cantidad efectiva como insecticida una primera proteina y una segunda proteina,
donde dicha primera proteina se selecciona del grupo que consiste en una ET37,
una ET29 y una TIC809, y dicha segunda proteina se selecciona del grupo que
consiste en TIC810 y TIC812, y proporcionar las proteinas juntas en la dieta del
insecto, para inhibir ta supervivencia de! insecto en dicha planta de cultivo
transgénica.

38. El método de la reivindicacién 37, donde dicho insecto se selecciona del
grupo que consiste en un insecto coledptero y un insecto hemiptero.

39. Elmeétodo de la reivindicacion 37, donde dicha planta de cultivo transgénica
comprende ademas un adicional, tOxico para el mismo insecto que la primera y la

segunda proteina, donde dicho agente insecticida adiciona! se selecciona del

_grupo que consiste en una toxina de Bacillus, una toxina de Xenorhabdus, una

toxina 'de Photorhabdus y un ARNds especifico para suprimir uno o mas genes
esenciales en dicho insecto.

40. El método de la reivindicacion 37-39, donde se mejora ei rendimiento de
dicho cultivo, en comparacion con el rendimiento de un cultivo isogénico que

carece de dichas proteinas insecticidas.
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Lys
55

aca

Thr

ttg

Leu

gac

Asp

tta

Leu

gag
Glu
135

ttt

Phe

act
Thr

aaa

Lys

Lttt
Phe

et
Phe
40

acg

Thr

atg
Met

att
Ile

att
Ile

tte
Phe
120

gaa

Glu

gaa
Glu

gtg
Val

gtec
Val

gta
Val
25

gag
Glu

ctt

Leu

aat

Asn

aag

Lys

gat
Asp
105

gtg
Val

aaa

Lys

daaa

LyS

aac

Asn

act
Thr
185

64

aaa

Lys

tet

Ser

acc

Thr

act
Thr

caa
Gln
90

gca

Ala

aat

Asn

gaa

Glu

gag
Glu

act
Thr
170

tat
Tyr

cct

Pro

atc

Iie

att
Ile

aaa
Lys
75

gtt
Val

aat

Asn

ctg

Leu

aag

Lys

tct
Ser

155

aat

Asn

ggt
Gly

gag
Glu

gta
Val

gta
val
60

cLe

Leu

gga
Gly

aca

Thr

aat

Asn

caa
Gln
140

Lttt

Phe

aaa

Lys

cat

His

cat

His

gat
Asp
45

aag

Lys

atg
vVal

agt

Ser

cag
Gln

tct
Ser

125

aca

Thr

atc

Ile

gaa

Glu

gta
Val

ttt
Phe
30

cct

Pro

agt

Ser

aat

Asn

cag

Gln

caa
Gln
110

caa

Gln

agt

Ser

acc

Thr

gcg
Ala

tca
Ser
190

Tttt
Phe

aca

Thr

gat

Asp

agt

Ser

ata
Ile
95

cga

Arg

gtt
Val

tat

Tyr

att
Ile

gtt
val
175

gta
Val

caa

Gln

aca

Thr

tca

Ser

caa
Gln
80

gct
Ala

Leu

caa

Gln

cgce

Arg

tta

Leu
160
ctt

Leu

ada

Lys.

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528

576

@
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40

gct
Ala

gct
Ala

tta

Leu

aca
Thr
210

<210>
<211i>

<212>
<213>

<400>

Val

Leu

Ala

Arg

Thr

65

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

Glu

50

Leu

Ile

Thr

aat
Asn

195

tta

Leu

6
218
PRT

att
Ile

aad

Lys

Bacillus

Lys

Leu

Leu

35

Leu

Val

Leu

Leu

Glu

Lys
20

Leu

Asp

Thr

Val

Gly
100

att
Ile

aag

Lys

caa

Gln

gca

Ala

Lttt
Phe

cta
Leu

215

atc
Ile
200

aaa

Lys

thuringiensis

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

aca

Thr

act

Thr

Leu

Val

25

Glu

Leu

Asn

Lys

Asp
105

65

gaa

Glu

cta

Leu

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

S0

Ala

gat aaa ttg aac ttt ctt

Asp Lys Leu Asn Phe Leu

taa

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

75

Val

Asn

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

205

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gln

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln
110

Ala
15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

85

Arg

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln

80"

Ala

Leu

624

657
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Thrx

Asp

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Glu

Tyx

130

Asn

Met

Leu

Leu

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400>

7

Leu

1i5

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn

185

Leu

696
ADN

Ccbs
(1)..(696)
ET29

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

Glu

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Asn

Tyr

Val

150

Val

Asp

Gln

Ala

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Phe

Leu

215

Phe

120

Glu

Glu

Val

Val

Ile

200

Lys

Bacillus thuringiensis

val

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

Thr

66

Asn

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Leu

Leu

Lys

Ser

155

Asn

Gly

Asp

Asn

Gln

140

Phe

Lys

His

Lys

Ser

125

Thr

Ile

Glu

Val

Leu

205

Gln Val Gln

Ser Tyr Arg

Thr Ile Leu
160

Ala Val Leu
175

Ser Val Lys
190

Asn Phe Leu

atg ttc ttt aat cgc gtt att aca tta eaca gta cca tct tca gat gtg

Met Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp Val

1

5

10

15
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agtt
Val

gct
Ala

tta

Leu

cag
Gln
65

gte

Val

gta
Val

gct
Ala

gca

Ala

tat

Tyr

145

gacg
Ala

aag

Lys

aat

Asn

ctt

Leu

cgt
Arqg

50

gca

Ala

caa

Gln

tta

Leu

gct
Ala

tgg
Trp
130

aat

Asn

aca

Thr

gtt
Val

tat
Tyr

acg
Thr
35

ttt
Phe

gca

Ala

gta
Val

tct

Ser

atct
Ile
115

att

Ile

atc

Ile

tta

Leu

cta

Leu

agt
Ser

20

cta

Leu

gat
Asp

gtg

Val

tca

Ser

att
Ile
100

aca

Thr

ttt
Phe

tta

Leu

ccg

Pre

Lttt
Phe
180

gaa

Glu

gct
Ala

ttt
Phe

gta
Val

gtg
Val
85

gta
Val

aat

Asn

tat
Tyr

Tttt
Phe

att
Ile
165

grt
Val

att
Ile

adad

Lys

gaa

Glu

aac
Asn
70

atg
Met

att
Ile

aca

Thr

tac

Tyr

gct
Ala
150

gca

Ala

act
Thr

tat

Tyr

tat
Tyr

aaa
Lys
55

act

Thr

ata

Ile

gat
Asp

ttc
Phe

aaa
Lys
135

ata

Ile

ttt
Phe

atc

Ile

cag

Gln

ttc
Phe
40

gce

Ala

tta

Leu

gac

Asp

aac

Asn

aca
Thr
120

gaa

Glu

cag

Gln

gat
Asp

aag

Lys

gta
Val
25

caa

Gln

tta

Leu

aat

Asn

aag

Lys

aaa
Lys
105

aat

Asn

gat
Asp

gat
Asp

att
Ile

gat
Asp
185

67

gct
Ala

gga
Gly

caa

Gln

Caa

Gln

att
Ile
90

aag

Lys

cta

Leu

gca

Ala

gag
Glu

agt
Ser

170

act

Thr

cca

Pro

gca

Ala

att
Ile

act
Thx
75

gta
val

ttt
Phe

aat

Asn

cat

His

gaa
Glu
155

gta
Val

gaa

Giu

caa

Gln

'att
Ile

gca
Ala
60

gtg
Val

gac

Asp

tgg
Trp

tcg

Ser

aaa
Lys
140

aca

Thr

gat
Asp

aat

Asn

tat

Tyr

gat
Asp
45

aat

Asn

cag

Gln

att
Ile

gat
Asp

caa
Gln
125

act

Thr

ggt
Gly

att
Ile

rat
Tyxr

gtg
Val
30

ggt
Gly

gat
Asp

caa

Gln

atg
Met

cag
Gln
110

gaa

Glu

agt

Ser

999
Gly

gaa

Glu

gcyg
Ala
190

aat

Asn

tca

Ser

att
Ile

ggt
Gly

aag
Lys
g5

gta
Val

agc

Ser

tac

Tyr

gta
Val

aaa
Lys
175

gtt
Val

caa

Gln

acda

Thr

cca

Pro

aca
Thr
80

aac

Asn

aca

Thr

gaa

Glu

tat
Tyr

atg
Met
160

gaa

Glu

aca

Thr

96

144

192

240

288

336

384

432

480

328

576
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gta
Val

adaa

Lys

cat
His

225

aaa

Lys

gtt
Val
210

ada

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gct
Ala
195

gta
Val

att
Ile

8
231
PRT

att
Ile

gat
Asp

tgt
Cys

Bacillus

Met Phe Phe

1

val

Ala

Leu

Gln

65

vVal

Asn

Leu

Arg

50

Ala

Gln

Tyr

Thr

35

Phe

Ala

Val

Asn

Ser

20

Leu

Asp

Val

Ser

aat

Asn

gct
Ala

agt

Ser

gta
Val

ttt
Phe

aac
Asn

230

gta
Val

aaa
Lys
215

tct

Ser

caa
Gin
200

tcg

Ser

taa

thuringiensis

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

Val
85

Val

Ile

Lys

Glu

Asn

70

Met

Ile

Tyr

Tyr

Lys

55

Thr

Iie

Thr

Gln

Phe

40

Ala

Leu

Asp

gca

Ala

cca

Pro

Leu

Val

25

Gln

Leu

Asn

Lys

68

ctt

Leu

cgt
Arg

Thr

10

Ala

Gly

Gin

Gln

Ile
30

caa

Gln

cac

His

Val

Pro

Ala

Ile

Thr

75

Val

tct

Ser

tta
Leu

220

Pro

Gln

Ile

Ala

60

Val

Asp

tcc
Ser

205

cct

Pro

Ser

Tyr

Asp

45

Asn

Gln

Tle

cga gat
Arg Asp

aga aaa

Arg Lys

Ser Asp
15

Val Asn

30

Gly Ser

Asp Ile

Gln Gly

Met Lys
95

tca

Ser

aga

Axg

Val

Gln

Thr

Pro

Thr

80

Asn

624

672

696
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Val

Ala

Ala

Tyr

145

Ala

Lys

Val

Lys

His

225

Leu

Rla

Trp

130

Asn

Thr

Val

Lys

Val
210

Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

Ser

Ile

115

Ile

Ile

Leu

Leu

Ala

195

Val

Ile

1411
ADN

Ile

100

Thr

Phe

Leu

Pro

Phe

180

Ile

Asp

Cys

Val

Asn

Tyr

Phe

Ile

165

Val

Asn

Ala

Ser

Ile

Thr

Tyr

Ala

150

Ala

Thr

Val

Phe

Asn
230

Asp

Phe

Lys

135

Ile

Phe

Tle

Val

Lys
215

Sex

caracteristica misc

Asn

Thr

120

Glu

Gln

Asp

Lys

Gln

200

Ser

Bacillus thuringiensis

Lys

105

Asn

Asp

Asp

Ile

Asp

185

Ala

Pro

69

Lys

Leu

Ala

Glu

Ser

170

Thr

Leu

Arg

Phe

Asn

His

Glu

155

Val

Glu

Gln

His

Trp

Ser

Lys

140

Thr

Asp

Asn

Ser

Leu

220

Asp

Gln

125

Thr

Gly

Ile

Tyr

Ser

205

Pro

Gln

110

Glu

Ser

Gly

Glu

Ala

190

Arg

Arg

Val

Ser

Tyr

val

Lys

175

Val

Asp

Lys

Thr

Glu

Tyr

Met

160

Glu

Thr

Ser

Arg
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<222>

223>

<400> 9
atgagtaaag

atacttgetrt
gaqtcﬁatcg
aagégfgatt
gaaattctgg
attacagaca
gtgaatctga
acaagttaté
ccaatgggat
aaagataaag
acagaagata
gqttaagtag
ctttaatcge
ttatcaggta
agcaattgat
tattccacag
agtatcagty
tgataacaaa

aaattogcaa

ttactattat

(1}.
TICBL10 ORF 1-657; ET29 ORF 716-1411

{1411}

aaattcgttt
ttgtaaaaCQ
tagatcectac
caactttagt
ttagugattt
ttqatgcaaa-
attctcaagt
gctataaéat
tcgatgtgac
tecacttatgg
aatttaactt
gtaaaataga
gttattacat
gctccacaat
ggttcaacat
gcagcagitgg
atgatagaca
aagtttiggg
gaaagogaay

aatatcttat |

aaatttgagt

tgagcatttt

aacaagagaa
tacggttggt

‘gattacgcaa

tacacagcaa

tcaagaatat

cotitttegtt

tgtgaacact

‘tecatgtatcea

tcttgctaca

attacaatyga

taacagtacc

atgtgaatceca

‘tacgttttga

tagacacttt

agattgtaga

atcaggtaac
catggattit

ttgctataca

70

agagaatcag
tt?caagcat
fcggatittg
acaatgaata
gttggaagtc
caattazacag
atttattttt
tttgaaaaag
aataaagaag
gtaaaagectt
ttazaaaagq
aacagtatga

atctteocagat

agotettacg

ttttgaaaaa

aaatcaaact

cattatgaag

agctgetatt

ttattacaaa

ggatgaggaa

gggecagatit

atttattatg

acaaaacact
ctaaacttgt
agatagotaga
aattaattgg
afgaggaaaa
agtcttttat
cggttcttaa
taaatattat
cactaaaaac

aaggggtaat

gtggttaatt

Ftagctaaat
gococttacaaa
gtgcagcaag
aatgtattat
acaaatacat
gaagatgcac

acaggtgggy

atatttaaaa
tagagaattt
taccattgta
gaatagtcéa
taccttaggt
azatttattt
agaaaagcaa
caccatbtttta
gttaacacct
tcaacktatc
tcfataagcg
tttatatgtt
atagtgaaat
atttecaagg
ttgcaaatga
gtacagtcca
ctattgtaat
tcacaaatct
ataaaactag

taatggocgac

60

180

240

300

360

420

480

540

bol

780

840

S00

360

1140

1200
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'<4OD>

attaccgatt

tatcaaggat

tcaatgttcece

aaaaagacat

0
1411

<210
<211l>
212>
<213>

ADN

<220>
<221>

222> (1) .

<223>

10
atgagtaaaqg

atacttqgtt
gagtctétcg
aagagtgatt
gaaatﬁctag
attacagaca
gtgaa;ctga
acaagttatc
ccaatgggat
aaagataaag
acagaagata

ggttaagtag

gecatttgata

actgaaaatt

cgagatticaa

aaaatttgta

- (1411)

aaattcgttt

ttgtasaacc

tagatcctac

‘caactttagt

ttagtgattt

ttgatgoaaa

attctcaagt

gctatzacat

tegatgtgac

tcacttatgg

aakbtgaactt

gtaaaataga-

ttagtgtaga
atgcggttac
aagttgtaga

gtaactctta

Bacillus thuringiesnsis

caracteristica misc

‘aaatttgagt
tgagcatttt

dacaadagada

tacggttggt

gattaagcaa
Etacacagcaa
tcaagactat
ccttttogtt
tgtgaacact
tcatgtatea
tcttgctaca

attaaaatga

71

tattgaaaaa gaaaaggttc tatitgttac

agtaaaagct attaatgtag tacaagcact

tgcttttaaa tcgccacgte acttacctag

TICEL2 QRF 1-657: ET37 ORF 716-1411

agagaatcag
tttcaageat
ttggattttg
acaatgaata
gttggaagtc
cgattaacgg
atttattttt
tttgaaaaag
aataaagaag
gtaaaagctt
ttaéaaaagg

aacagtatga

gggcagattt
atttattatg
acaaaacgct
ctaaacttgt
agatagctaa
aatt;attga
atgaggaaaa
agtcttttat
cggttecttaa
tazatattat
cactaaaaac

aaggggtaat

atatttaaaa

tagagaattt

taccattgta

gaatagtcaa

tacctiaggt

aaatttattt

agaaaagcaa

caccatttta

gttaacacct

tcaatttate

tctataagtg

tttatatgtt

1260
1320
1380

1411

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

Y
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ctttaatcge
ttatc;ggta
ageaattgat
tattccacag
agtatcagtg
tgataacaaa
aaattggqaa
ttactgttat
attaccgatt
tatcaaggat

tcaatcttcc

azaaagacat

<210> 11
<211l>
<212 -

<213>

ADN

<2205

<223

<2205
<221>
222>
<223

<400>» 11

1531

gttat£acat
gcltccacaat
ggttcaacat
gragcagtag
atgatagaca
aagttttggg
gaaagcgaag.

aacatcttat

taacagtace

atgtgaatca

tacgttttga

taaacacttt

agattgtaga

atcaggtaac

catggattte

ttgctataca

gcatttgata ttagtgtaga

actgaaaatt
cgagattcaa

acaatttgté

{1531

atgctgttac

‘aagttgtaga

gtaactoctta

Secuenclia artificial

caracteristica misc

(1) .

72

atcttaagat
agctettacg
ttttgaaaaa
adatcaaact
cattatgaag
agctgcotatt
ttaftacaaa
ggatgaggaa
tattgaaaaa
agtaaaagct

tgcttttaaa

ORF TICE10 1-657; ORF BT3? 716 - 1411

TIC810 ORF 1-657; ZT37 ORF 716-1411

gtyggttaatt
ctagctaaat
gcettacaaa

gtgcagcaaqg

aatgtattat

acagatacat
gaagatgcac
acaggtggygg
éaaaaqgttc
attaztgtag

tegeeacyto

atagtgaaat

atttccaagg

ttgcaaatga

gtacagtrca

ctattgtaat

tcacaaatct

ataaaactag

taatggcgac

tatttgttac

tacaagcact

acttacctag

gaattcgece ttgectaggt atgagtaaag zaatteogbtt aaatttgagt agagaatcag

Jggcagatti atatitaaaa atacttgctt ttgtaaaacc tgagcatttt tttcaagoat

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

- 1320

1380

1411

60

120

|
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atttattalg
acamaacact
ctaaaéttgt
agataéctga
aattaattag
atgagdaaaa
agtcttttat
cagttcttaa
faaatattat
cactaaaaac

aaggggtaat

“gtggttaate

ctagctaaat
gcc#tacaaa
gtgcagcaag
aatgt%ttat

acaaatacat

_gaagatgcac

acaggiyggyy

gaaaaggtic

: attaaﬁgtag

fcgccacgtc

tagagaattt
taccattgta
gaatagtcaa
tacclbtaggt
aaatttattt
agaaaagcaa
caccatttta
gttaaFacct
tcaacttate
tctataagey
tttatatgtt
atagtgaaat
atttccaagy
ttgcaaatga
gtacagtcca
ctattgtaat
tcacaaatct
ataaaactag
taatggegac
tarttgttac
t;;aagcéct

acttacctag

?agtctatcg
éagagtgatt
gaaattctag
attacagaca
gtgaatctaga
acaagttatc
ccaataggat
anaagataaay
acaggagata
ggttaagtag

ctttaatcege

ttatcaggta

agcaattgat

tattceacag

agtatcagtyg

tgataacaaa

aaattegeaa

ttactattat

attaccgatt

tatcaaggat
tcaatcttce

aaaaagacat

73

tagatcctac
caactttagt
ttagtgaftt
ttgatgoaaa
attctcaagt
gctataacat
tcgatgtgac
tcacttatqgg
aatttaactt
gtaaaataga
gttattacat
gotocacaat
ggttcaacat
gcagcagtgg
atgatagaca
aagttttggg
gaaagcgaaé
aatatcttat
gecatttgata
actgaaaatt
cgagattcaa

acaatttgta

aacaagagaa
taCQQFtGQF
gattacgcaa
tacacagcaa
tcaaqaatat
ccttttegtt
tgtgaacact
tcatgtatea
tcttgctacsa
attaaaatga
taacagtacc
atgtgaatca
tacgttttga
taaacacttt
agattg£aga
atcaggtaac
caFggatttt
tfgctataca
ttagtgtaga
atgctgttac
aagttgtaga

gtaactctta

tocggattttg
acaatgaata
gttggaagtc

caattaacag

tttqaaa;ag
aataaagaag
gtaaaagctt
ttaaaaaagyg
aacagtatyga
atcttcagat
agotecttacy
ttttgaaaaa
aaatcaaact
cattatgaag
agctygctatt
ttattacaaa
ggatgaggaa
tattgaaaaa
agtaaaagct
tgeotttrtaaa

agaagaccga

180

240

300

180

540

600

6E0

780

840

200

960

i080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



20

25

35

40

74

caataagata azaatcttatt gectatettc ttagaataac saatggetgt tatggggaag 1500

cactaaatgg actogagtta égggcgaatt c

<210> 12
<2Llk» 1531
212> ‘ADN
<213>

<220 -
<223>

<220>
<221>
<2dde
€223

(1).
<400> 12

gaattogoco
gggcagakttt
atttattatg
acaaaacgct
ctaaacttgt
agatagckga
aattaattga
atgaggaaaa.
agtcottttat
éggttéttaa
taaatattat

cactaaaaac

QRF TICB812 1-657;

. (1531)

ttgocctaggt

atatttaaaa

tagagaattt‘
taccattgta
gaatagtcaa
taccttaggt
aaatttatrtt
agaaaageas
caccatttta
gbtaacacct
tcaatttatce

tctataaghtg '

'

Secuencia artificial

caracteristica_misc

atgagtazag

atacttgett

gagtctafcg

‘aagagtgatt

gaaattctag
attacagaca
gtgaatctga
acaagttatc
ccaatgggat
aaagatazaqg
acagaagata

ggttaagtayg

ORF ETZ29 716-1411

TICB12 OREF 1-657; ET28 ORF 716-1411

aaattegttt
ttgtaaaacc
tagatcctac
caactttagt
ttagtgattt
Ttgatgcaaa
attctcaagt
getataacat
tegatgtgac
tcacttatgg
aattgaactt

gtaaaataga

aaatttgagt

tgagcattth

aacaagagaa
tacggtiggt
gattaagecaa
tacacagcaa
tcaagactap
cottttegts
tgtgaacact
tcatgtatca
tcttgeotaca

attaaaatga

agagaatcag
tttcaagecat
ttggattttg
acaatgaata
gttggaagtc
cgattaacgg
atttattttt
tttgaaaaaqg
aataaagaag
gtaaaagett
ttaaaéaagg

aacagtatga

1533

60

120

180

240

300

360

420

4890

340

600

660

120

93
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35

40 -

ALA} en plantas

<220>
<221> (DS
222> (1)
<223>

L LT02)

TICE09

75
aangg;aatltttatatgtt ctttaatcge gttattacat taacagtacc atecttcagat 780
gtggttaatt atégtgaaat ttatcaégta gctccacaat atgtgaatca aggtcttacg 840
;tagctaaat atttccaagg agoaattgat ggttcaacat tacqttﬁtga ?tttgaaaaa a00
gcocattacaaa ttqcaéatga tattccacag gcagcagtgg taaacacttt aaatcaaact 960
gtgcaqcaag gtacagtcca agtatcagty atgatagaca agattgtaga cattatgasg L020
satgtattalb ctattgtaat igataacaaa aagttttggg atcaggtaac agctgetatt 1080
acaaa;acaﬁ tcacaaatct éaattcgcaa gaaagoegaag catggatttt ttattacaaa liﬂﬁ
gjaagatqgecac aktasaactag ttactattat aatatcttat ttgetataca ggatgaggaa 1200
acaggtgggg taatggegac attaccgatt goatttgata ttagtgtaga tattgaacaa 1260
gaaaaégttc tatttgttac tatcaaggal actgaaaatt atgoggttac §gtaaaagct 1320
attaatgtayg tacaagcact ﬁcaatcttcc cgagattcaa aagttgtaga tgcttttaaa 1380
tcgecacgte acttacetag aaaaagacat aaaatttgta grtaactetta agaagaccga 1440
caataagata aaatcttall gtctatctte ttagaataac aaatggetgt tatggggaag 1500
cactaéatgg actcegagtta agggcgaatt c 1531
(210>f 13
211> 702
<212>. RDHM
{213> Secuencia artificial
<220
<223>» secuencia sintética para usar en 1la expresion de TICBO9 (ET29% MET-
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20

25

30

35

40

<400>

atg
Met
1

gtg
Val

cag

Gln

acc

Thr

ccqg
Pro

65

acc

Thr

aat

Asn

acg

Thr

gag
Glu

tat
Tyr
145

atg
Met

gcc

Ala

gtc
val

gcc

Ala

ctg
Leu

50

cag

Gln

gtc
Val

gtc
Val

gct
Ala

gcc
Ala
130

tac

Tyr

gcc

Ala

13

ttc
Phe

aac

Asn

ctg
Leu
35

agg
Arg

gcc

Ala

cag

Gln

ctg

Leu

gcc
Ala
115

tgg
Trp

adc

Asn

acg

Thr

ttc
Phe

tac
Tyr
20

acc

Thr

ttc
Phe

gcg
Ala

gtc
Val

tce
Ser

100

atc
Ile

atc

Ile

atc

Ile

ctg

Leu

aac

Asn

tcg

Ser

ctg

Leu

gac

Asp

gtg
Val

agc
Ser

85

atc

Ile

acc

Thr

Ttc
Phe

ctc

Leu

cece
Pro

165

cgg
Arg

gag
Glu

gcc

Ala

ttc
Phe

gtc
Val
70

gtc

Val

gtg
Val

aac

Asn

tat
Tyr

gtg
Val

atc
Ile

aag

Lys

gad
Glu
55

aac

Asn

atg
Met

ata

Ile

acc

Thr

tac

Tyr

135

ttc
Phe
150

atc

Iie

gce
Ala

gcc

Ala

atc

Ile

tac

Tyr

tac
Tyr
40

aag

Lys

acc

Thr

atc

Ile

gac

Asp

tte
Phe
120

aag

Lys

atc

Ile

ttce
Phe

acc

Thr

cag
Gln
25

ttc
Phe

gcyg
Ala

ctg

Leu

gac

Asp

aac
Asn
1058

acg

Thr

gag
Glu

cag

Gln

gac

Asp

76

ctc
Leu

10

gtg
Val

cag

Gln

tta

Leu

aac

Asn

aag
Lys
90

aag

Lys

aac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

atc
Ile
170

acyg
Thr

gct
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

cag
Gln
75

atc
Tle

aag

Lys

ctg

Leu

gce
Ala

gaa
Glu
155

agt

Ser

gty
Val

cct

Pro

gcc

Ala

atc
Ile
60

acc

Thr

gtg
Val

Lttt
Phe

aac

Asn

cac
His

140

gag

Glu

gtg
Val

ccg

Pro

cag
Gln

atc
Ile
45

gcc

Ala

gte
Val

gac

Asp

tgg
Trp

age
Ser

125

aag

Lys

acg

Thr

gac

Asp

teg

Ser

tat
Tyr
30

gac

Asp

aac

Asn

cag

Gln

atc

Ile

gat
Asp
110

cag

Gln

acg

Thxr

ggt
Gly

atc

Ile

tca
Ser

15

gtc
Val

ggc
Gly

gac

Asp

cag

Gln

atg
Met
95

cag

Gln

gag
Glu

tcc

Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gac

Asp

aac

Asn

agce

Ser

99g¢g
Gly
80

aag

Lys

gtc
Val

teg

Ser

tac

Tyr

gtg
Val
160

aag

Lys

48

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528
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20

25

35

40

A~

acc

Thr

tet

Ser

a4gg
Arg
225

aag

Lys

gtﬁ
‘v’a‘l

aag
Lys
210

cat

His,

<210>
<211>

=<

NI
[}

125,

¥

<220>

223>

<400>

Met

Val

Gln

Thr

Pro

Ala:

Val

Ala

Leu

Gln

gtc
¥al

aag
Lys
185

gtg
Val

'aag

Lys

14
232
PRT

ctg
Leu

180

gcg

Ala

gtt
Val

att
Ile

ttc
Phie

atc

Ile

tgc
Cys

gtg
Val

aac

Asn

gey
Rla

ot
Ser

230

acoc

Thr

gtg
Val

ttc
Phe
215

aac

Asn

Secuencia artificial

14

Phe

Asn

Leu

35

Arg

Ela

Fhe

Tyr

20

Thr

Fhe

Ala

Construeccion

Asn

Ser

Leu

Asp

Val

atc

Ile

gtc
Val
200

aad

Lys

sintética

Arqg

Glu

Ala

Fhe

val

Val

Tle

Lys

Glu

55.

Asn

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

cag

Gln

tecg

Ser

tga

Thr

Phe

bla

Leu

77

gac

Asp

gca

Ala

cca

Pro

tga

Leu

10

Val

Gln

Leu

Asn

act

Thr

ctc

Leu

cgd
Arg

Thr

Ala

Gly

Gln

Gln

cagc
His

220

Val

Pro

Ala

Ile

60

Thr

aat

Asn

tct
Ser

205

tta

Leu

Pro

Ile
45

Ala

Val

taa
Tyr
190

age

Ser

CcCC

Fro

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

agg
Arg

cgg
Arg

Ser

15

Val

Gly

Asp

Gln

gtc

Val

gat
Asp

aaqg

Lys

Asp

Asn

Ser

Ile

5786

624

612

102




(W]

40

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ser

Arg
225

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Lys

210

His

<210>

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

195

Val

Lys

15

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Ala

Val

Ile

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Ile

Asp

Cys

70

vVal

val

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Asn

Ala

Ser

230

Met

Ile

Thr

Tyr

135

Rla

Ala

Thr

Val

Phe

215

Asn

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Tle

Val

200

Lys

Ser

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

Ser

78

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Pro

15

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Arg

Val

Phe

Asn

His

140

Glu

Val

Glu

Gln

His

220

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

205

Leu

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

ile

Tyr

190

Ser

Pro

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Arg

80

Lys

Val

Ser

Tyr

val

160

Lys

Val

Asp

Lys



30

35

40

<211>

<2i2>

<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Met

ctg

Leu

gcg
Ala

cgc

Arg

acc
Thr
65

gag
Glu

gat
Asp

acg

Thr

agc

Ser

tac

Tyr

tac

Tyr

gag
Glu
50

ctc

Leu

atc

Ile

acc

Thr

gag
Glu

666

ADN

Secuencia artificial

secuencia sintética para usar en la expresidn de TICE1O en plantas

CDs

(1} ..(6606)
TIC810C

15
aaa

Lys

ctc

Leu

ctc
Leu

35

tct

Ser

gtg
Val

cte

Leu

cte

Leu

ctg

Leu

gaa

Glu

aag
Lys
20

ctg

Leu

gac

Asp

acce

Thr

gtg
Val

ggc
Gly
100

atc

Tle

atc

Ile

atc

Ile

tgc
Cys

ttc
Phe

gtg
Val

tcg
Ser
85

atc
Tle

ggc
Gly

agg
Arg

ctc

Leu

cqgc

Arg

gac

Asp

ggc
Gly
70

gac

Asp

acqg

Thr

aac

Asn

ctce

Leu

gcce

Ala

gag
Glu

aag
Lys
55

acg

Thr

ttg

Leu

gac

Asp

ctc

Leu

aac

Asn

tte

Phe

ttc
Phe
40

acq

Thr

atg
Met

atc

Ile

atc

Ile

ttc
Phe

ctt

Leu

gty
Val
25

gag
Glu

ctg

Leu

aac

Asn

éct

Thr

gac
Asp
105

gtg
Val

79

tct
Ser
10

aag

Lys

agc

Ser

acgc

Thr

acc

Thr

caa
Gln
90

gcce

Ala

aac

Asn

cgt
Arg

ccc

Pro

atc

Ile

atc

Ile

aag
Lys
75

gte

Val

adc

Asn

ctc

Leu

gag
Glu

gag
Glu

gtg
Val

gtg
Val
60

ctg

Leu

ggt
Gly

acc

Thr

aat

Asn

agc

Ser

cac

His

gat
Asp
45

aag

Lys

gtc
Val

tce

Ser

cag

Gln

tcec

Ser

ggc
Gly

Ltte
Phe
30

cct

Pro

tcg

Ser

aat

Asn

cag

Gln

caa
Gln
110

caa

Gln

gcc
Ala
15

tet
Phe

aca

Thr

gac

Asp

agc

Ser

atc
Ile
a5

cag

Gln

gtt
Val

gac

Asp

cag

Gln

acc

Thy

tcec

Ser

caa
Gln
80

gee

Ala

ctc

Leu

cag
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384
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30

40

gag
Glu

tac
Tyr
145

cCa

Pro

aag

Lys

gcc

Ala

gca

Ala

tac
Tyr
130

aac

Asn

atg
Met

ctg

Leu

ctc

Leu

acce
Thr
210

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

atc
Ile

atc

Ile

ggc
Gly

acc

Thr

aac
Asn

195

ctc

Leu

i6
218
PRT

tac

Tyr

ctc

Leu

ttc
Phe

ccg
Pro

180

atc

Ile

aag

Lys

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp
165

aaqg

Lys

arc

TIle

aag

Lys

tac

Tyr

gtg
vVal
150

gtg
Val

gac

Asp

cag

Gln

gct
Ala

gag
Glu
135

ttc
Phe

acecec

Thr

aag

Lys

ctc

Len

ctc
Leu

215

Secuencia artificial

le

120

gag
Glu

gaa

Glu

gtg
Val

gtt
Val

att
Ile
200

aag

Lys

Construccidén sintética

aag

Lys

aag

Lys

aac

Asn

acc
Thr
185

acg

Thr

acc

Thr

80

gag
Glu

gag
Glu

acg
Thr
170

tac

Tyr

gag
Glu

ctg

Leu

aag

Lys

tcg
Ser

155

aac

Asn

ggc
Gly

gac

Asp

tga

cag
Gln
140

ttc
Phe

aag

Lys

cac

His

aag

Lys

tga

125

acce

Thr

atc

Ile

gag
Glu

gtec
Val

ttc
Phe
205

gaa

Glu

tcc

Ser

acc

Thr

gcc

Ala

agc
Ser

190

aac

Asn

ttc

Phe
220

tac

Tyr

att
Ile

gtc
Val
175

gtc
Val

tte
Phe

cgc

Arg

ctg
Leu

160

ctg

Leu

aag

Lys

ctc

Leu

Met Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu Ser Gly Ala Asp

1

S

10

15

Leu Tyr Leu Lys Ile Leu ARla Phe Val Lys Pro Glu His Phe Phe Gln

20

25

30

432

480

528

57¢

624

666

&
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40

Ala

Arg

Thx

65

Glu

Asp

Thr

Glu

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Tyr

Glu

50

Leu

Ile

Thr

Glu

Tyr

130

Asn

Met

Leu

Leu

Leu

35

Ser

Val

Leu

Leu

Leu

115

Tle

Ile

Gly

Thr

Asn

195°

Leu

Asp

Thr

Val

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Cys

Phe

vVal

Ser

85

Ile

Gly

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Asn

Tyr

Val

150

Val

Asp

Gln

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Leu

Phe
40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Glu

Val

Val

Ile
200

Glu

Leu

Asn

Thr

Asp

105

Val

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

81

Ser

Thr

Thr

Gln

90

Ala

Asn

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Ile

Tle

Lys

75

Val

Asn

Leu

Lys

Ser

155

Asn

Gly

Asp

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

Asn

Gln

140

Phe

Lys

His

Lys

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gln

Ser

125

Thr

Ile

Glu

Val

Phe
205

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln

110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser

190

Asn

Thr

RAsp

Ser

Ile

95

Gln

Val

Tyr

Ile

Val

175

Val

Phe

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Leu

160

Leu

Lys

Leu

200
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35

40

82

Ala Thr Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr Leu

210

<210>
<211>
<212>
<21i3>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

17
699
ADN

215

Secuencia artificial

secuencia sintética para la expresidén de ET37 en plantas

CDSs

(1) ..

ET37

17

atg ttc ttc

Met Phe Phe

gtc aac tac

Val Asn Tyr

gcc ctg acc

Ala Leu Thr

ctg agg ttc

Leu Arg Phe

50

cag gcc gcg

Gln Ala

65

Ala

gtc cag gtc
Val Gln val

gtec ctg tecc

{699)

aac

Asn

tcg
Ser

20

ctyg

Leu

gac

Asp

gtg
Val

agce

Ser

atc

cgg
Arg

gag
Glu

gcc

Ala

ttc
Phe

gtc
Val

gtc.

Val
85

gtg

gtg
Val

atc

Ile

aag

Lys

gag
Glu

aac
Asn
70

atg
Met

ata

atc

Ile

tac

Tyr

tac

Tyr

aag
Lys
55

acc

Thr

atc

Ile

gac

acc

Thr

cag

Gln

tte
Phe
40

gcg
Ala

ctg

Leu

gac

Asp

aac

ctc

Leu

gty
Val
25

cagq

Gln

tta

Leu

adc

Asn

aag

Lys

aag

acg
Thr
10

gct

Ala

ggc
Gly

cag

Gln

cag
Gln

atc
Ile
S0

aag

gtg
Val

cct

Pro

gcc

Rla

atc

Ile

acc
Thr
75

gtg
Val

ttt

ccg

Pro

cag

Gln

atc

Ile

gce
Ala
60

gtc
Val

gac

Asp

tgg

tcg

Ser

tat

Tyr

gac
Asp
45

aac

Asn

cag

Gln

atc

Ile

gat

tca

Ser

gtc
Val
30

ggc
Gly

gac

Asp

cag

Gln

atg
Met

cag

gac
Asp
15

aac

Asn

agc

Ser

atc

Ile

999
Gly

aag
Lys
95

gte

gtg
Val

cag

Gln

acc

Thr

ccg

Pro

acc
Thr
80

aat

Asn

acg

48

g6

144

192

240

288

336
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15

20

25

30

40

get
Ala

. gcc

Ala

aag

Lys

.ady

Lys

cat
His
2258

Leu

goo

Ala

tgg
Trp
130

asc

Asn

acg

Thr

gtc
Val

aaqg

Lys

vVal
210

acc

Thr

<210>
<Z211=

<212>

<213>»

<220>

<223>

Ser

atac
Ile
115

atc

Tle

atc

Tle

ctg

Leu

ctqg

Leu

9cg

Ala
195

gtt

Val

att
Ile

18
231
PRT

Tle
100

aCcCc

Thr

ttc

Phe’

cce

Pro

tEc
Fhe
180

atc

Tlie

gat

Asp

tgc.

Cys

Val’

aac

Bsn

tat
Tyr

ttc
Phe

atc
Ile
165

gtg

Val

ddi

Asn

gcg
Ala

ot

Ser

Ile

acc

Tﬁr

tac

Tyr

gec

Ala

150

gcc

Ala

acc

Thr

gty
Val

ttc

Phe

aac
Asn

230

Asp

tte
Phe

aag
Lys
135

atc

Ile

tic
Phe

atc

Ile

gte
Val

aaad
Lys
215

tcg

Ser

Secuencia artificial

Ran

acg
Thr
120

gag

Glu

cag

Gln

gac

Asp

aag

Lys

cag

Gln

200

tog

S5er

tga

Construccidn sintetica

Lys
108

a2ac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

atc

Tle

gac’

Asp
185

gCa

Ala

coa

Fro

tga

83

Lys

ctyg

Leu

gco

Ala

gaa

Glu

agt
Ser

170

act

Thr

cte

Leu

cgg
Arg

Phe

adc

Asn

cac

His

gag
Glu
155

gtg
Val

aag
Glu

cag

Gln

cac

His

Trp

agc

Ser

aag
Lys
140

acy

Thx

gac

Asp

Lot

tta
Leu
220

Asp

cag
Gln
125

acg

Thx

ggt
Gly

atc

Ile

tac

Tyr

age
Ser

205

coo

Pro

Gln
110

gag
Glu

tcc

Ser

ggc
Gly

gadqg
Glu

gcc
Lla
180

agg

Arg

ol

cgg
Arg

Val

teg

Ser

tac

Tyr

gtg
Val

Lys
175

gtc

Val

gat
Bsp

aag

Lys

Thr

gag
Glu

tat
Tyr

atg
Met
160

g9ag

Glu

AcC

Thr

Lot

Ser

299
Arg

384

432

480

528

576

624

672

wt
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15

20

25

40

<400

18

Mat Phe Phe

1

Val

Ala

Leu

Gln

65

Val

Val

Ala

&la

Ty

145

Ala

Asn
Leu
Arg
50
Bla
Gln
Leu
Ala
Trp
130

Asn

Thr

Tyr

Thr

35

Phe

ala

Val

Ser

Tle

115

Ile

Ile

Leu

Asn

Ser

20

Leu

Aap

YVal

Ser

Il=

100

Thx

Phe

Leu

Pro

Arg

Glu

Ala

Bhe

Val

val

85

Val

Asn

Ty

Phe

Ile
165

Val

Iile

Lys

Glu

ASH

70

Met

Ile

Thr

Tyr

Bla

150

Ala

Tle

Tyr

Tvr

Lys

55

Thr

Tle

Asp

Fhe

Lys

135

Tle

Fhe

Thr

Gln

Phe

40

Ala

Leu

bLsp

Asn

Thr

124

Glu

Gln

ASP

Leu

Val

25

Gln

Leu

Asn

Lys

Lys
105

bhsn

Asp

Asp

Ile

84

Thr
10

Als

Gly

GLln

Gln

Ile
80

Lys

Leu

Ala

Glu

Serx

170

Val

Pro

Ala

ITle

Thr

75

Val

Phe

AsST

His

Glu

155

Val

Pro

Gln

Ile

Ala
&0

Val

Asp

Trp

Ser

Lvs

-140

Thr

Asp

Ser

Tyr

Asp

45

Asn

Gln

Ile

Rsp

Gin

125

Thr

Gly

Tie

Ser

Val
30

Gly

hsp

Gln

‘Met

Gln

110

Glu

Ser

Gly

Glu

Asp

15

Asn

oer

Tle

Gly

Lys

95

Val

Ser

Tyr

Val

Lys

175

Val

Gln

Thr

Pro

Thr

80

Asn

Thr

Glu

Tyr

Met
160

Glu

203
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15

20

30

35

40

Lys

Yal

Lys

His

225

Val

Lys

WVal

210

Thr

<2h0>

<211
<212>

<213

(220$
<223>

<220>
<221>
222>

<223>

<4 00>

atg
Met

ctg

Leu

gcd
Ala

cgc

age

Ser

tac

Tyr

.
tac

Tyr

gag-

Leu

Ala

;

Phe Val Thr Ile

180

Ile Asn Val

1gs -~

val Asp Ala Phe

Ile

19

657
CADN

Cys Ser Asn

230

[
‘

Val

Lvys
215

Ser

Secuencia artificial

secuencia sintética para la expresion de TICH1Z en plantas

£D5

§1) .. (657
TIC812

19
ada

Lys

cte

Len

cte
Lew

35

ctg

gaa

Clu

aaqg
Lys
20

ctg

Leu

gac

atc

Ile

atc

Tle

tac
Cys

Tt

v

agqg
Arg

tte

I‘.ELI

cgo

Arg

gac

chbe

Leu

goo

Ala

gag
Glu

aag

85

Lys Asp Thr Glu Asn

185

Gln Ala Leu Gln Ser

200 .

Ser Pro Arg His Leu

agac

Asn

ttc
Fhe

Ltc
Phe
40

acg

ctt

Leu

gtg
val
25

gag
Glu

ctg

tct
Ser

10

aag

Lys

age

Ser

a4CC

cgt
Arg

CCcC

Pro

atc

Ile

ate

220

gag

CGlu

g4ay
Glu

gtg
Val

gtyg

Tyr

Ser
205

Pro

age

Ser

cac

His

gat
Asp
45

aag

Ala val Thr

190

Arg Asp Ser

Arg Lys Arg

gge
Gly

ttc

Phe-

30

cct

Pro

teg

gco
Lla
15

tLt
Fhe

aca

Thr

gac

gac

Asp

cag

Gln

acc

Thx

tce

48

96

144

182



20

25

4(

Arg

ace
Thr
65

gag
Glu

gat
AsSp

gas

A3p

tac
Tyr
145

cca

Pro

aaq

Lys

gca

Ala

Glu
50

cto.

Leu

ate

Ile

acc

Thr

gag
Glu

tac
Tyr
130

adc

Asn

atg
Met

ctg

Lezu

cte

Len

acc
Thi
210

Leu

gtg
Val

cte

Leu

ctc

Leu

ctg
Leu

115

atc

Ile’

atc

Ile

ggc
Cly

acac

Thr

4dC
Asn

195

ctc

Lenu

BAsp

acc

Thr

gtg
Val

Gly
100

atc

Ile

tac

Tyr

cte

Leu

ttc
Phe

cog

Fro

180

ate

Tle

aag

Lys

Phe

gtg
Val

tcg
ser

85

atc

Ile

gag
Glua

ttc
Fhe

ttc
Phe

gac
Asp
165

aag

Lys

atc

Tle

aag

Lys

Asp

ggc
Gly

70

gac

Asp

acg

Thr

aac

Asn

tac

Tyr

gtg
Val
150

gtg
Val

gac

Asp

cag

Gln

gct
Bla

Lys
55

acqg

Thr

ttg

Leu

gac

Asp

cte

Leu

gag
Glu
135

tte
Phe

acc

Thr

aag

Lys

tte
Fhe

ctc
Ley

213

Thr

atg

Met

atc

Lle

atc

Ile

ttc
Fhe
120

gaqg
Glua

gaa

Glu

gtg
Val

gtt
Val

att
Ile
200

aag

Lys

Leu

aag

Lys

gac
Asp
105

gtqg
Val

aag

Lys

aagy

Lys

aac

Asn

acc
Thr
185

acc

Thr

86

Thr

aca

Thr

Caag

Gln
20

gee

Ala

adac

Asn

gag
Glu

gag
Glu

acyg
Thr
170

tac

Tyr

gagd
Glu

ctg

Leu

Ile

aag
Lys
15

gtc

Val

aac

Asn

cto

Leu

aag

Lys

tcg
Ser

155

aac

Asn

ggc
Gly

gac

Asp

tga

ggt
Gly

acc

Thr

cag
Gln
140

ttc

Phe

aag

Lys

cac

His

Lys

Val

too

Ser

cag

Gln

tcc

Ser

125

aco

Thr

atc

Ile

gad
Glua

gtc
Val

cte
Leu
205

Sexr

aat

Asn

cag

Gln

caa
Gln
110

cad

Gln

teo

Ser

acc

Thr

gce

Ala

Ser
130

aac

Asn

Asp

age

Ser

ate
Ile
G5

agg

arg

gtt
Val

tac

Tyxr

att
Iie

gte
Val
175

gtc
Val

tre

Phe 1

Ser

gco

Ala

cte

Leu

Arg

ctg
Leu

160

oty

Leu

aaq

Lys

240

288

336

384

432

480

528

376

624

657
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30

35

40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Leu

Ala

Arg

Thr

65

Glu

Asp

Thr

Asp

Ser

Tyr

Tyr

Glu
50

Leu

Tle

Thr

Glu

Tyr
130

20
218
PRT

Secuencia artificial

Construccidn

20

Lys

Leu

Leu

35

Leu

Val

Leu

Leu

Leu

115

Tle

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

Val

Gly

100

Ile

Tyr

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

Glu

Phe

sintética

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Agr

Tyr

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu
135

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Leu

Val

25

Glu

Leu

Asn

Lys

Asp

105

Val

Lys

87

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

90

Ala

Asn

Glu

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

75

Val

Asn

Leu

Lys

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

Asn

Gln
140

Ser

His

Asp

45

Lys

val

Ser

Gln

Ser

125

Thr

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln

110

Gln

Ser

Ala
15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

85

Arg

Val

Tyr

Asp

Gin

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Arg



20

25

30

35

40

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Asn

Met

Leu

Leu

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

cctacttaac ccgcttatag ag

Tle

Gly

Thr

Asn

195

Leu

21
22
ADN

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Val

150

Val

Asp

Gln

Ala

Phe

Thr

Lys

Phe

Leu

215

Secuencia artificial

secuencia sintética;

caracteristica_misc

(1)..(22)

cebador de amplificacién térmica;

21

<210> 22
<211> 21
<212> ADN
<213>

<220>

Secuencia artificial

Glu

Val

Val

Ile

200

Lys

cebador de amplificacién térmica

88

Lys Glu Ser Phe

Asn Thr Asn Lys

170

Thr Tyr Gly His

185

Thr Glu Asp Lys

Thr Leu

155

pr370

Ile

Glu

Val

Leu

205

Thx

Ala

Ser

190

Asn

Ile

Val

175

Val

Phe

Len

160

Leu

Lys

Leu

203( |
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40

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

89

secuencia sintética; cebador de amplificaciéon térmica

caracteristica misc
(1)..(21)

cebador de amplificacién térmica; pr371

22

cagtaccatc ttcagatgtg g

<210>
<211>
<2l2>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

23
49
ADN

Secuencia artificial

secuencia sintética; cebador de amplificacién térmica

caracteristica misc
(1)..(49)

cebader de amplificacidén térmica; pr375

23

gactagtaat gagtaaagaa attcgtttaa atttgagtag agaatcagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

24
30
ADN

Secuencia artificial

secuencia sintética; cebador de amplificacidén térmica

caracteristica_misc
(1) ..(30)

cebador de amplificacién térmica; pr37e6

21

49



@

20

25

30

35

40

20

90
<400> 24
aactcgagcc tacttaaccc gcttatagag 30
<210> 25
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintética: cebador de amplificacién térmica
<220>
<221> caracteristica_misc
<222>  (1)..(35)
<223> cebador de amplificacidén térmica; pr365
<400> 25
aactcgagtc catttagtgcec ttccccataa cagcec 35
<210> 26
<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintética. cebador de ampiificacién térmica
<220>
<221> caracteristica_misc
€222>  (l}..(43)
<223> cebador de amplificacidn térmica; pr372
<400> 26
aacctaggat gttctttaat cgcgttatta cattaacagt acc 43
<210> 27
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial




20

25

30

35

40

210

91

<220>

<223> secuencia sintética; cebador de amplificacién térmica
<220>

<221> caracteristica_misc

222> (L)..(49)

<223> cebador de amplificacidén térmica; prd2l

<400> 27

gcctaggtat gagtaaagaa attcegtttaa atttgagtag agaatcagg 49
<210> 28

<211> 4257

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintética; cassettes de expresién pMONG4138 que

codifican TIC89 y TIC810

220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>

caracteristica_misc

primer y segundo cassette de expresidn en plantas pMON64138

promotor
(1)..(614)
e35S

5'UTR
(650)..(710)
Directriz CAB de trigo

Intrédn
(727)..(1206)

actina de arroz

CDS




15

20

25

30

35

40

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ggtccgatgt gagacttttc aacaaagggt aatatccgga

cccagctatc tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag

ccatcattgc gataaaggaa aggccatcegt tgaagatgcc

agatggaccc ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa

aaagcaagtg gattgatgtg atggtccgat gtgagacttt

92

{1216} ..(1917)
TIC8GY

terminador
(1921)..(2130)
Hspl7 de trigo

promotor
(2168) .. (2781}
CaMV 35S enh

5'0UTR
{2817)..(2877)
Directriz CAB de trigo

Intron
(2894) .. (3373}

actina de arroz

CPS
(3383)..(4042)
TIC810
terminador

(4048)..(4257)
Hspl7 de trigo

28

aacctcctceg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa

tcaacaaagg

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

‘ccacgtette

gtaatatccg

60

120

180

240

300

A
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25

30

35

40

gaaacctcct
aggaaggtgg
cctectgecga
aagacgttcé
gggatgacgc
ttcatttgga
acacactcaa
aggcctccgce
ttcegtetceg
cgcgeccaga
gatccggccc
gttgggggag
ggaaaagggc
tgctagatct
ggtagteote
tagaagtgat
ccg

tcg tca

Ser

15

Pro Ser

cag tat

Gln

gtc

Tyr Val

30

atc gac ggc

Ile Asp Gly

cggattccat

ctcctacaaa

cagtggtccc

aaccacgtct

acaatcccac

gaggacacgc

gccacactat

cgcegeeggt

gtctcgatct

tcggtgegeg

ggatctcgeg

atgatggggg

actatggttt

ttctttcttc

cttttcatga

tgceceaqgcecta

tgccatcatt

aaagatggac

tcaaagcaag

tatccttcge

tgacaagctg

tggagaacac

aaccaccccg

ttggeccttgg

ggaggggcgg

gggaatgggg

gtttaaaatt

atatttttat

tttttgtggg

tttgtgacaa

caacc atg gcc tte tte

Met Ala Phe Phe

1

gac gtg

Asp Val

aac cag

Asn Gln

acc

Thr

agc

Ser

gtc
Val

gcc

Ala

ctyg

Leu

aac tac

Asn Tyr

20

acc

Thr

ctg
Leu

35

tte
Phe

agg
Arg

tcg

Ser

ctg

Leu

gac

Asp

93

tctgtcactt

gcgataaagg

cceccacccac

tggattgatg

aagaccctte

actctagcag

acagggacaa

ccectectect

tagtttgggt

gatctcgcgg

ctctcggatg

tcegeegtge

atatttctgce

tagaatttga

atgcagcctc

tattgtgaag

aaaggccatc

gaggagcatc

tgatatctcc

ctctatataa

atcctctaga

cacaccataa

ctttctitct

gggcgagadyg

ctggggetet

tagatctgcg

taaacaagat

tgcttcgtcea

atccctcage

gtgcggagcet

atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaaqg
actgacgtaa
ggaagttcat
accatcttrcc
gatccaaggg
cecgttttttt
cggcttcgtyg
cgccggegtag
atccgecegtt
caggaagagg
ggcttagatg
attgttcatc

tttttgtagg

aac cgg gtg atc acc ctc acg gtg

Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val,

5

gag atc

Glu Ile

acc

Ala

aag

Lys

ttc
Phe

gag
Glu

10
tac cag
Gln
25

gtg

Tyr Val

ttc
Phe

tac cag

Tyr Gln

40

aag gcg tta

Lys Ala Leu

gct cct

Ala Pro

ggc
Gly

atc

Ile

cag

Gln

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1251

1299

1347

1395

AL
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20

25

30

35

40

45

gcc

Ala

gtc
Val

gac

Asp

tgg
Trp

agc
Ser

125

aag

Lys

acq

Thr

gac

Asp

aat

Asn

tct
Ser

205

tta

Leu

aac

Asn

cag
Gln

atc

Ile

gat
Asp
110

cag

Gln

acg

Thr

ggt
Gly

atc

Ile

tac
Ty
180

agc

Ser

cccC

Pro

gac

Asp

cag

Gln

atg
Met
95

cag

Gln

gag
Glu

tcc

Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gcc
Ala

agyg
Arg

cgg

atc

Ile

ggqg
Gly
80

aag

Lys

gtc
Val

tcy

Ser

tac

Tyr

gtg
Val
160

aag

Lys

gtc
Val

gat
Asp

aag

Lys

ccyg
Pro

65

acc

Thr

aat

Asn

acg

Thr

gag
Glu

tat
Tyr
145

atg

Met

gag
Glu

acc

Thr

tct

Ser

agg
Arg

50

cag

Gln

gtc
Val

gtc
Val

gct
Ala

gcc
Ala
130

tac

Tyr

gcc

Ala

aag

Lys

gtc
Val

aag
Lys
210

cat

His

gcc

Ala

caq

Gln

ctg

Leu

ch
Ala
115

tgg
Trp

aac

Asn

acg

Thr

gtc
Val

aaqg
Lys
195

gtg
Val

aag

Lys

gcg
Ala

atc
Val

tcc
Ser

160

atc

Ile

atc

Ile

atc

Tle

ctyg

Leu

cig
Leu

i80

gcqg
Ala

gtt
Val

att
Ile

gtg
Val

agc
Ser

85

atc

Ile

acc

Thr

Ltc
Phe

ctc

Leu

ccc
Pro

165

ttc

Phe

atc

Ile

gat
Asp

tgc
Cys

94

gtc
Val
70

gtc
Val

gtg
Val

aac

Asn

tat
Tyr

ttc
Phe
i50

atc

Ile

gtg
Val

aac

Asn

gcqg
Ala

tct

Ser

55

aac

Asn

atg
Met

ata

Iie

acc

Thr

tac
Tyr
135

gcc

Ala

gcc

Ala

acc

Thr

gtg
Val

ttc
Phe
215

aac

Asn

acc

Thr

atc

Ile

gac

Asp

tte
Phe
120

aag

Lys

ate
Ile

ttc
Phe

atc

Ile

gtc
Val
200

ada

Lys

tecg

Ser

ctg

Leu

gac

Asp

aac
Asn

105

acqg

Thr

gag
Glu

cag

Gln

gac

Asp

aag
Lys
185

cag

Gln

tcg

Ser

tga

aac

Asn

aag
Lys
%0

aag

Lys

aac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

atc
Ile
170

gac

Asp

gca

Ala

cca

Pro

tga

cag
Gln
75

atc
Ile

aag

Lys

ctg

Leu

gcc

Ala

gaa
Glu
155

agt

Ser

act

Thr

ctc

Leu

cgg
Arg

60

acgc

Thr

gtg
Val

Lttt
Phe

aac

Asn

cac
His
140

gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu

cag

Gln

cac
His
220

1443

1491

153%

1587

1635

1683

1731

1779

1827

1875

1917
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attctgcatg

gcgagttctt

tgtacttgtg

tgttctgatt

agcttctgea

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

ccacgtettc

gtaatatccg

atagtggaaa

gttgaagatg

gtggaaaaag

actgacgtaa

ggaagttcat

accatcttcc

gatccaaggyg

ccgttttett

cggcttcgtg

cgceeggegtg

atccgeegtt

225

cgtttggacg

gcgagtctga

taatcggcta

ttgagtgcaa

ggtccgatgt

cccagctatc

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtg

gaaacctcct

aggaaggtygg

cctctgecga

aagacgttce

gggatgacge

ttcatttgga

acacactcaa

aggcctecge

ttcegtctcg

cgcgcecaga

gatccggece

gttgggggag

tatgctcatt

tgagacatct

atcgccaaca

aaaaaaagga

gagacttttc

tgtcacttta

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

cggattccat

ctcctacaaa

cagtggtccc

aaccacgtct

acaatcccac

gaggacacgc

gccacactat

cgccgecggt

gtctcgatet

tcggtgegeg

ggatctcgcg

atgatggggg

95

230
caggttggag
ctgtattgtg
gattcggega
attagatctg
aacaaégggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat
tgcccagcecta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaaggaag
tatccttege
tgacaagctg
tggagaacac
aaccaccccg
ttggccttgg
ggaggygcygg
gggaatgggg

gtttaaaatt

ccaatttggt

tttetttece

tgaataaatg

tgtgtgtttt

aatatccgga

agtggaaaag

tgaagatgcc

ggaaaaagaa

gtgagacttt

tctgtcactt

gcgataaagg

ccccacecceac

tggattgatg

aagacccttc

actctagcag

acagggacaa

ccecctectect

tagtttgggt

gatctcgegy

ctctcggatg

tcecgeegtge

tgatgtgtgt

cagtgttttc

agaaataaat

ttggatcccc

aacctecteg

gaaggtggct

tctgccgaca

gacgttccaa

tcaacaaagg

tattgtgaag

aaaggccatc

gaggagcatc

tgatatctcc

ctctatataa

atcctctaga

cacaccataa

ctttctttet

gggcgagagg

ctggggctcet

tagatctgcyg

taaacaagat

1977

2037

2097

2157

2217

2277

2337

2397

2457

2517

2577

2637

2697

2757

2817

2877

2937

2997

3057

3117

3177

oiLS
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40

caggaagagg ggaaaagggc

ggcttagatg tgctagatct

attgttcatc ggtagttttt

tttttgtagg tagaagtgat

tct

Ser

aag

Lys

agc

Ser

acc
Thr
290

dacc

Thr

Caa

Gln

gce

Ala

aac

‘Asn

gag
Glu

cgt
Arg

cCccC

Pro

atc
Ile
275

atc

Ile

aag

Lys

gtc
Val

aac

Asn

ctc
Leu

355

aag

Lys

gag
Glu

gag
Glu
260

gtg
Val

gtg
Val

ctg

Leu

ggt
Gly

acc
Thr
340

aat

Asn

cag

Gln

agce
Ser

245

cac

His

gat
Asp

aag

Lys

gtc
Val

tce
Ser

325

cag

Gln

tcc

Ser

acc

Thr

ggc
Gly

ttc
Phe

cct

Pro

tcyg

Ser

aat
Asn
310

cag

Gln

caa

Gin

caa

Giln

tce

Ser

gcce
Ala

ol ol !
Phe

aca

Thr

gac
Asp
295

agc

Ser

atc

Ile

cag

Gln

gtt
Val

tac

Tyr

caacc

gac

Asp

cag

Gln

acc
Thr
280

tce

Ser

caa

Gln

gce
Ala

cte

Leu

cag
Gln
360

cgc

Arg

atg
Met

ctg

Leu

gcg
Ala
265

cge

Arg

acc

Thr

gag
Glu

gat
Asp

acg
Thr
345

gag
Glu

tac

Tyr

agce

Ser

tac
Tyr
250

tac

Tyr

gag
Glu

ctc

Leu

atc

Ile

acc
Thr
330

gag
Glu

tac

Tyr

aac

Asn

96

aaa
Lys
235

cre

Leu

cte

Leu

tect

Ser

gtg
Val

ctc
Leu
315

ctc

Leu

ctg

Leu

atc

Ile

atc

Ile

actatggttt atatttttat

ttctttcectte tttttgtagg

cttttcatga tttgtgacaa

gaa

Glu

aag

Lys

ctg

Leu

gac

Asp

acc
Thr
300

gtg
Val

ggc
Gly

atc

Ile

tac

Tyr

ctc

Leu

tagaatttga atccctcagce

atgcagccte gtgcggagcet

atc

Ile

atc

Ile

tgc
Cys

ttc
Phe
285

gtg
Val

tcg

Ser

atc

Ile

ggc
Gly

ttc
Phe
365

ttc
Phe

atatttctgc tgcttegtca

agg ctc aac ctt
Arg Leu Asn Leu
240

ctc gcec tte gtg
Leu Ala Phe Val
255

cgc gag ttc gag
Arg Glu Phe Glu
270

gac aag acg ctg

Asp Lys Thr Leu

ggc acg atg aac
Gly Thr Met Asn
305

gac ttg atc act
Asp Leu Ile Thr
320

acg gac atc gac
Thr Asp Ile Asp
335

aac ctc ttc gtg
Asn Leu Phe Val
350

tac gag gag aag
Tyr Glu Glu Lys

gtg ttec gaa aag
Val Phe Glu Lys

3237

3297

3357

34069

3457

3505

3553

3601

3649

3697

3745

3793

3841
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370

gag
Glu

acg

Thr

tac

Tyr

gag
Glu

ctg
Leu

450

agccaatttg gttgatgtgt gtgcgagttc ttgcgagtct gatgagacat ctctgtattg

tgtttctttc cccagtgttt tctgtacttg tgtaategge taatcgecaa cagattcgge

tcg

Ser

aac

Asn

ggc
Gly

gac
Asp
435

tga

ttc
Phe

aag

Lys

cac
His
420

aag

Lys

tga

gatgaataaa
<210> 29
<211> 232
«<212> PRT
<213>

<220>

<223>

<400>

29

atc

Ile

gag
Glu
405

gtc
Val

ttc
Phe

ace
Thr
390

gce

Ala

agc

Ser

aac

Asn

375

att

Ile

gtc
vVal

gtc
Val

ttc
Phe

ctg

Leu

ctg

Leu

aag

Lys

ctc
Len

440

Cca

Pro

aag

Lys

gcc
Ala
425

gca

Ala

atg
Met

Leu
410

ctc

Leu

acc

Thr

97

ggc
Gly
385

acc

Thr

aac

Asn

ctc

Leu

380

ttc

Phe

ccyg

Pro

atc

Ile

aag

Lys

gac

Asp

aag

Lys

atc

Ile

aag
Lys
445

gtg
Val

gac

Asp

cag
Gln
430

gct
Ala

acc

Thr

aag
Lys
415

ctc

Leu

ctc

Leu

gaattctgca tgcgtttgga cgtatgctca ttcaggttgg

tgagaaataa attgttctga ttttgagtgc aaaaaaaaag gaatt

Secuencia artificial

Construccidn sintética

gtg
Val
400

gtt

Val

att
Ile

aag

Lys

385

aac

Asn

acc

Thr

acg

Thr

acc

Thr

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp

1

5

10

‘15

Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr Val Asn

3889

3837

3985

4033

4082

4142

4202

4257
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40

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ala

Leu

50

Gln

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

20

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

i00

Iie

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Ala

Leu

Dsp

Val

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Ile

Ala

Phe

Val

70

vVal

Val

Asn

Tyr

Phe

150

Tle

Val

Asn

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thx

Val

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ilie

Phe

Ile

Val

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

98

Gln

Leu

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Gly

Gln

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Ala

Ile

60

Thr

Val

Phe

Asn

His

140

Glu

vVal

Glu

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Ile

Tyx

190

Ser

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Ser

Ile

Gly

80

Lys

Val

Ser

Tyr

Val

160

Lys

val

Asp




10

20

25

30

35

40

195

200

99

205

Ser'Lys Val Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Ly3

210

215

Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Ser

225

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

30
218
PRT

230

Secuencia artificial

Construccidn

30

Met Ser Lys

Leu

Ala

Arg

Thr
65

Glu

Tyr

Tyr

Glu

50

Leu

Tie

Leu

Leu

35

Ser

Val

Leu

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

Val

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser
85

sintética

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Leu

vVal

25

Glu

Leu

Asn

Thr

Ser
10

Lys

Ser

Thx

Thx

Gln
90

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

75

Val

220

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Ala
15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile
95

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala
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Asp

Thr

Glu

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Thr

Glu

Tyr

130

Asn

Met

Leu

Leu

Thr
210

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

and

Leu

Leu

115

Ile

Ile

Gly

Thxr

Asn

185

Leu

31
507S
ADN

Gly
100

Ile

Tyr

Leu

Phe

FPro

180

Ile

Lys

Ile

Gly

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Thr

Asn

Tyr

Val

150

Val

Asp

Gln

Ala

Asp

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu
215

Secuencia artificial

TIC810 in pMON64139

<220>

Ile

Phe
120

Glu

Glu

Val

Val

Ile

200

Lys

Asp

105

Val

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

Thr

100

Ala

Asn

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Leu

Asn

Leu

Lys

Ser

155

Asn

Gly

Asp

Thr

Asn

Gln

140

Phe

Lys

His

Lys

Gln

Ser

125

Thr

Ile

Glu

Val

Phe
205

Gln
110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser

180

Asn

Gln

Val

Tyr

Ile

Val

175

Vail

Phe

Leu

Gln

Arg

Leu

160

Leu

Lys

Leu

secuencia sintética; cassettes de expresion que codifican TIC809
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<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221i>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

101

caracteristica _misc

pMON64139

promotor
(1)..{614)
e355

5'UTR
(650)..(710)
Directriz CAB de trigo

Intron
(727)..(1206)
actina de arroz (Exén 727-738; intrén 739-1199; Exén 1200-1206)

péptido_de_ transito
{1230)..(1370)

Sefial SSU de maiz

Iintrén
{1231)..{1539)}
Zm RbcS

péptido_de_transito
(1540) ..{1626)
Zm RbcS

CDS
(1627)..(2328)
TICB0S

terminador
(2332)..(2541)
Bspl7 de trigo




20

L)
e

40

102

<221> promotor

<222> {2579)..(3192)
<223> CaMVv 35S enh

€220>

<221> 5T'UTR

<222> (3228)..(3288)
<223> Directriz CAB de trigoe
<220>

<221> Intrdn

<222> (3305)..(3784)
<223> Actina de arroz [Exén 3305-3316; intron 3317-3777; Exdn 3778-3784)
<220>

<221> péptido_de_transito
<222> (3808)..(3948)
<223> Sefial SSU de maiz
<220>

<221> Intrdn

<222> (3949)..(4117)
<223> Zm RbcS

<220>

<221> péptido_de_transito
<222> {4118)..{4204)
<223> Zm RbeS

<220>

<221> CDS

<222> (4205)..1(4864)
<223> TICB10

<220>

<221> terminador

<222> (4870)..(5079)
<223> Hspl7 de trigo
<400> 31

ggtccgatgt gagacttttc aacaaagggt aatatccgga aacctcectcg gattccattg 60

cccagctatc tgtcacttta ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtggct cctacaaatg 120
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40

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtg

gaaacctcct

aggaaggtgg

cctctgecga

dagacgttcc

gggatgacgc

ttcatttgga

acacactcaa

aggcctcege

ttcegtcteg

cgcgcccaga

gatccggcce

gttgggggag

ggaaaagggc

tgctagatct

ggtagttttt

tagaagtgat

ccaccgcecgt

gctecctccag

caaatgcatc

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

cggattccecat

ctcctacaaa

cagtggtccc

aaccacgtct

acaatcccac

gaggacacgc

gccacactat

cgccgeeggt

gtctcgatct

tcggtgegeg

ggatctcgceg

atgatggggg

actatggttt

ttetttette

cttttcatga

caacctctag

cgctcegttce

aagcctecgge

ctagctagta

aggccatcgt

ggagcatcgt

atggtccgat

tgceccagceta

tgccatcatt

aaagatggac

tcaaagcaag

tatccttege

tgacaagctg

tggagaacac

aaccaccccg

ttggecttgg

g99a99399¢€499

gggaatgggy

gtttaaaatt

atatttttat

tttttgtggg

tttgtgacaa

aggatcageca

ctggggctca

aacgtcagca

gttctttgeca

103

tgaagatgcc

ggaaaaagaa

gtgagacttt

tctgtcactt

gcgataaagg

cceccacceac

tggattgatg

aagacccttc

actctagcag

acagggacaa

ccecctcectect

tagtttgggt

gatctcgegqg

ctctcggatg

tcecgeegtge

atatttctgc

tagaatttga

atgcagcctc

tggcgcccac

agtccaccgc

acggcggaag

ttgcagcagc

tctgeccgaca

gacgttccaa

tcaacaaagg

tattgtgaag

aaaggccatc

gaggagcatc

tgatatctcc

ctctatataa

atcctctaga

cacaccataa

ctttctttet

gggcgagagg

ctggggctct

tagatctgeg

taaacaagat

tgcttcgtca

atccctecagce

gtgcggagct

cgtgatgatg

cagcctccce

gatccggtgc

tgcagctage

gtggtcccaa

ccacgtcttc

gtaatatccg

atagtggaaa

gttgaagatg

gtggaaaaag

actgacgtaa

ggaagttcat

accatcttce

gatccaaggy

cegttttttt

cggcttcgtg

cgeceggegtyg

atccgcegtt

caggaadgagg

ggcttagatg

attgttcatc

tttttgtagg

gecctegteqgg

gtcgececgece

atgcaggtaa

gagttagtaa

180
240
_300
360
420
480
540
600
660
720
780
820
500
960
1020
108G
1140
1200
1260
1320
1380

1440
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taggaaggga

catttcccaa

aagttcgaga

caggcce atg

tca
Ser

15

gtc
Val

ggce
Gly

gac

Asp

cag

Gln

atg
Met
85

cag

Gln

gag
Glu

tce

Ser

Met

gac

Asp

aac

Asn

agc

Ser

atc

Ile

ggg
Gly
80

aag

Lys

gtc
Val

tcg

Ser

tac

Tyr

i

gtg
val

cag

Gln

ace

Thr

ccg
Pro

65

acc

Thr

aat

Asn

acg

Thr

gag
Glu

tat
Tyr

gtc
Val

gce

Ala

ctg
Leu

50

cag

Gln

gtc
Val

gtc
Val

gct
Ala

gce
Ala
130

tac

Tyr

dac

Asn

ctg
Leu
35

agg
Arg

‘gece

Ala

cag
Gln

ctg

Leu

gce
Ala
115

tag
Trp

aac

Asn

tac
rr yr
20

acc

Thr

ttc
Phe

gcg
Ala

gtc
val

tcc
Ser

100

atc

Ile

atc

Iie

atc

Ile

teg

Ser

ctg

Leu

gac

Asp

gtg
Val

agc
Ser

85

atc

Ile

acc

Thr

ttc
Phe

ctc

Leu

gag
Glu

gcc

Ala

ttc
Phe

gtc
Val
70

gtc

vVal

gtg
Val

aac

Asn

tat

Tyr

ttc
Phe

104

atc

Ile

aag

Lys

gag
Glu
55

aac

Asn

atg
Met

ata

Ile

acc

Thr

tac
Tyr
135

gce
Ala

tac

Tyr

tac
Tyr
40

aag

Lys

acc

Thr

atc

Ile

gac

Asp

ttc
Phe
120

aag

Lys

atc

Ile

cag
Gln
25

ttc
Phe

gcg
Ala

ctg

Leu

gac

Asp

aac
Asn

165

acg

Thr

gag
Glu

cag

Gln

gtg
Val

cag

Gln

tta

Leu

aac

Asn

aag
Lys
20

aag

Lys

aac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

actgatgatc catgcatgga ctgatgtgtg ttgcccatcce

acgaaccgaa aacaccgtac tacgtgcagg tgtggcccta

cgctgtcgta cctgecgecg ctgtcgaccg gegggegeat

gcc ttc tte aac cgg gtg atc acc ctc acg gtg

gct
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

cadg
Gln
75

atc

Ile

aag

Lys

ctg

Leu

gce
Ala

gaa

Glu

Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val
10

cct

Pro

gce

Ala

atc
Ile
60

acc

Thr

gtg
Val

ttt
Phe

adacC

Asn

cac
His

140

gadg
Glu

catcccatce

cggcaacaag

ccgctgeatg

ccg teg

Pro Ser

cag

Gln

atc
Ile
45

gcc
Ala

gtc
Val

gac

Asp

tgg
Trp

agc
Ser

125

aag

Lys

acg

Thr

tat

30

gac

Asp

aac

Asn

cag

Gln

atc

Ile

gat
Asp
110

cag

Gln

acg

Thr

ggt
Gly

1500

1560

1620

1668

1716

1764

1812

1860

1808

1956

2004

2052

2100
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145
gtg atg
Val
160

ggc

Gly Met

aag gag

Glu

gag
Glu
175

Lys

gcc

Ala

gtc
Val

acc

Thr

agg gat tct

Asp Ser

<gg
Arg

aag agg
Arg

225

Lys

cgtttggacg

gcgagtctga

taatcggcta

ttgagtgcaa

ggtccgatgt

ccecagctatce

ccatcattgce

agatggaccc

aaagcaagtg

gaaacctcct

aggaaggtgg

gecc acg

Ala Thr

gtc
Val

aag

Lys

ctyg

Leu

ctg

Leu

150
cce atce
Pro Ile

165

ttc
Phe

gtg
Val

180

gtc aag

val Lys

195

gtg
Val

aaqg
Lys
210

cat aag

His Lys

tatgctcatt

tgagacatct

atcgccaaca

aaaaaaagga

gagacttttc

tgtcacttta

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

cggattccat

ctcctacaaa

gcg
Ala

gtt
Val

att
Ile

atc

Ile

aac

Asn

gat gcg

Asp Ala

tgec tct
Ser

230

Cys

caggttggag
ctgtattgtg
gattcggega
attagatctg
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat
tgcccagcﬁa

tgcecateatt

108

ttc
Phe

gcc

Ala

gac

Asp

atc

Ile

acc aag

Thr Lys

185

gtc
Val
200

cag

Gln

gtg
Val

tte
Phe
215

aaa tcqg

Lys Ser

aac tcg tga

Asn Ser

ccaatttggt
tttctétccc
tgaataaatg
tgtgtgtttt
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
gtgagacttt
tectgtecactt

gcgataaaqgg

155

atc agt gtg

Ile Val

170

Ser

act

Thr

gag
Glu

gac

Asp

gca ctc

Ala

cayg

Leu Gln

cca cac

cgg
His

220

Pro

tga

tgatgtgtgt

cagtgttttc

agaaataaat

ttggatccce

aacctccteg

gaaggtggcet

tctgecgaca

gacgttccaa

tcaacaaagg

tattgtgaag

aaaggccatc

atc

Ile

gac

Asp

aat tac

Asn Tyr
190
tct agc
Ser Ser
205
tta ccc

Leu Pro

attctgcatg

gcgagttcott

tgtacttgtg

tgttctgatt

agcttctgea

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

ccacgtcttc

gtaatatceg

atagtggaaa

gttgaagatg

2148

2196

2244

2292

2338

2398

2458

2518

2578

2638

2698

2758

2818

2878

2938

2998
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cctetgecga

aagacgttcc

gggatgacgc

ttcatttgga

acacactcaa

aggcctecge

ttcegtcteg

cgcgcecaga

gatccggecce

gttgggggag

ggaaaagggc

tgctagatct

ggtagttttt

tagaagtgat

ccaccgecogt

gctcctccag

caaatgecatc

taggaaggga

catttcccaa

aagtltcgaga

caggcce atg
Met

cagtggtccc

aaccacgtct

acaatcccac

gaggacacgc

gccacactat

cgeccgeoggt

gtctcgatct

tcggtgecgeg

ggatctcygeg

atgatggggyg

actatggttt

ttctttctte

cttttcatga

caacctctag

cgctcegtte

aagcctcggce

ctagctagta

actgatgatc

acgaaccgaa

cgctgtcgta

aaagatggac

tcaaagcaag

tatccttcge

tgacaagctg

tggagaacac

aaccacccceg

ttggeccttgg

g9ag999g9cgg

gggaatgggyg

gtttaaaatt

atatttttat

tttttgtggg

tttgtgacaa

aggatcagca

ctggggetca

aacgtcagca

gttctttgca

catgcatgga

aacaccgtac

cctgccgecyg

106

ccccacccac
tgggttgatg
aagacccttc
actctagcag
acagggacaa
ccecectetect
tagtttgggt
gatctcgegqg
ctcteggatg
tcegeecgtge
atatttctge
tagaatttga
atgcagcctc
tggcgccecceac
agtccaccge
acggcggaag
ftgcagcagc
ctgatgtgtg
tacgtgcagg

ctgtegacey

gaggagcatc

tgatatctcc

ctctatataa

atcctctaga

cacaccataa

ctttctttct

gggcgagagy

ctggggctct

tagatctgcg

taaacaagat

tgcttegtca

atcectcagce

gtgcggagct

cgtgatgatg

cagcctceccece

gatceggtgce

tgcagctagce

ttgcccatcecc

tgtggcccta

gcgggcgecat

agc aaa gaa atc agg ctc aac ctt tet cgt gag

Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu

235

240

gtggaaaaag

actgacgtaa

ggaagttcat

accatcttce

gatccaaggg

ccgttrtttet

cggcttegtg

cgecggegtg

atcecgeegtt

caggaagadgg

ggcttagatg

attgttcatc

tttttgtaag

gcctegtegyg

gtcgececgec

atgcaggtaa

gagttagtaa

catcccatce

cggcaacaag

ccgctgeatg

agc ggc

Ser Gly
245

3058

3118

3178

3238

3298

3358

3418

3478

3538

3598

3658

3718

3778

3838

3888

3958

4018

4078

4138

4198

4246
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gee

Ala

Lttt
Phe

aca

Thr

gac
Asp
295

agc

Ser

atc

Ile

cag
Gln

gtt
Val

tac
Tyr
375

att

Ile

gtc
val

gac

Asp

cag
Gln

acc
Thr
280

tce

Ser

caa

Gln

gce

Ala

ctc

Leu

cag
Gln
360

cgc

Arg

ctg

Leu

ctg

Leu

ctg

Leu

gcg
Ala
265

cge

Arg

aCC

Thr

gag
Glu

gat
Asp

acg
Thr
345

gag
Glu

tac

Tyr

cca

Pro

aag

Lys

tac
Tyr
250

tac

Tyr

gag
Glu

ctc

Leu

atc

Ile

acc
Thr
330

gag
Glu

tac

Tyr

aac

Asn

atg
Met

ctg
Leu

410

ctc

Leu

ctc

Leu

tct

Ser

gtg
Val

ctc
Leu

315

ctc

Leu

ctg

Leu

atc
Tle

atc
Ile

ggc
Gly
385

acc

Thr

aag

Lys

ctg

Leu

gac

Asp

acc
Thr
300

gtg
Val

ggc
Gly

atc

Ile

tac

Tyr

ctc
Leu

380
tte

Phe

ccg

Pro

atc

Ile

tgc
Cys

ttc
Phe
285

gtg
Val

tcg

Ser

atc
Ile

ggc
Gly

ttc
Phe
365

Ltc
Phe

gac

Asp

aag

Lys

ctc

Leu

cgc
Arg
270

gac

Asp

ggc
Gly

gac

Asp

acyg

Thr

aac
Asn

350

tac

Tyr

gtg
Val

gtg
Val

gac

Asp

gcc
Ala
255

gag
Glu

aag

Lys

acg

Thr

ttg

Leu

gac
Asp
335

ctc

Leu

gag
Glu

tte
Phe

acgc

Thr

aag
Lys
415

107

ttc
Phe

ttc
Phe

acg
Thr

atg
Met

atc
Ile
320

atc

Ile

tte
Phe

gag
Glu

gaa
Glu

gtg
Val
400

gtt
Val

gtg
Val

gag
Glu

ctyg

Leu

aac
Asn

305

act

Thr

gac

Asp

gtg
Val

aaq

Lys

aag
Lys
385

aac

Asn

acg

Thr

aag

Lys

agce

Ser

acc
Thr
290

acc

Thr

caa

Gln

gcce
Ala

aac

Asn

gag
Glu
370

gag
Glu

acg
Thr

tac

Tyr

cccC

Pré

atc
Ile
275

atc

Ile

aag

Lys

gtc
vVal

aac

Asn

cte
Leu

355
aaq

Lys

tcg

Ser

aac

Asn

ggc
Gly

gag
Glu
260

gtg
Val

gtg
Val

ctg

Leu

ggt
Gly

acc
Thr
340

aat

Asn

cag
Gln

ttc
Phe

aag

Lys

cac
His

420

cac

His

gat
Asp

aag

Lys

gtc
Val

tcc
Ser

325

cag

Gln

tcc

Ser

acc

Thr

atc

Ile

gag
Glu
405

gtc
Val

ttc
Phe

cct

Pro

teg

Ser

aat
Asn
310

caqa

Gln

caa

Gln

caa

Gln

tce

Ser

acc
Thr
390

gec

Ala

agc

Ser

4294

4342

4390

4438

4486

4534

4582

4630

4678

4726

4774
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gtc
Val

ttc

Phe

aag

Lys

ctc
Leu

440

gce
Ala
425

gca
Ala

gaattctgca

gtgcgagttc

tctgtacttg

<210>

211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Gln

Thr

Pro

Ala

Val

Ala

Leu

50

Gln

attgttctga

.32

232
PRT

ctec

Leu

acc
Thr

tgcgttigga

ttgcgagtct

tgtaatcggce

ttttgagtac

aac

Asn

ctc

Leu

atc

Ile

aag

Lys

atc

Ile

aag
Lys
445

Secuencia artificial

Construccidn

32

Phe

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Phe Asn

Tyr Ser

20

Thr Leu

Phe Asp

Bla

5

Val

cag
Gln
430

gct
Ala

cgtatgctca

gatgagacat

taatcgccaa

aaaaaaaaag

sintética

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Tle

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

cte

Leu

ctc

Leu

108

att
Ile

aag

Lys

acg
Thr

acc

Thr

ttcaggttgg

ctctgtattg

cagattcggc

ga

Thr

Gln
25

Phe

Ala

Leu

att

Leu

10

Val

Gln

Leu

Asn

Thr

Ala

Gly

Gln

Gln

gag gac aag ttc aac

Glu Asp Lys Phe Asn

435

ctg tga
Leu

450

agccaatttg gttgatgtgt
tgtttctttc cccagtgttt

gatgaataaa tgagaaataa

Val Pro

Pro Gln

Ala Ile
45

Ile Ala
60

Thr Val

tga

Ser Ser

15

Tyr Val

30

Asp Gly

Asn Asp

Gln Gln

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly

4822

4864

4524

4984

5044

5078
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65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ser

Arg
225

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyxr

Ala

Lys

Val

Lys

210

His

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

195

Val

Lys

<210> 33

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Ala

Val

Ile

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Ile

Asp

Cys

70

Val

Val

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Asn

Ala

Ser

230

Met

Ile

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Val

Phe

215

Asn

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Ile

Val

200

Lys

Ser

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

Ser

109

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Pro

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Arg

Val

Phe

Asn

His

140

Glu

Val

Glu

Gln

His

220

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

205

Leu

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Ile

Tyr

190

Ser

Pro

Met

85

Gin

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Arg

80

Lys

Val

Ser

Tyr

Val

160

Lys

Val

Asp

Lys
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Leu

Ala

Arg

Thr
65

Glu

Asp

Thr

Glu

Sex

Tyr

Tyr

Glu

50

Leu

Ile

Thr

Glu

Tyr
130

218
PRT

Secuencia artificial

Construccidn

33

Lys

Leu

Leu

35

Ser

Val

Leu

Leu

Leu

115

Ile

Glu

Lys
20

Leu

Asp

Thr

Val

Gly

100

Ile

Tyzr

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

Gly

Phe

sintética

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Asn

Tyr

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu
135

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Leu

Val

25

Glu

Leu

Asn

Thr

Asp

105

Val

Lys

110

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

90

Ala

Asn

Glu

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

15

vVal

Asn

Leu

Lys

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

Asn

Gln
140

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gln

Ser

125

Thr

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln

110

Gln

Ser

Ala

15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

95

Gln

Val

Tyr

Asp

Glu

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Arqg

2\
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Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Asn

Met

Len

Leu

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
codifica TIC809

<220>
<221>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<Z22>
<223>

Ile

Gly

Thr

Asn

195

Leu

34
2148
ADN

Leu

Phe

Pro

186G

Ile

Lys

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Val

1590

Val

Asp

Gin

Ala

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu

215

Secuencia artificial

secuencia sintética; cassette de expresidn en pMONT0513 que

caracteristica misc

Glu

Val

Val

Ile

200

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

Thr

111

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Leu

Ser Phe

155

Asn Lys

GYy His

Asp Lys

Ile

Glu

Val

Phe
205

cassette de expresién en plantas pMON70513

promo

tor

(1)..(614)

e35S

5'UTR

(650)..(710)

Directriz CAB de trigo

Thr

Ala

Ser

190

Asn

Ile

Val

175

Val

Phe

Leu

160

Leu

Lys

Leu
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

CDS

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 34
ggtccgatgt

cccagctate

ccatcattge

agatggaccc

aaagcaagtg

gaaacctcct

aggaaggtgg

cctctgcega

aagacgttcc

gggatgacgc

ttcatttgga

acacactcaa

aggcctecge

ttcecgtcteg

Intrén
(727) .. (1206)

actina de arroz

(1216)..(1917)
TIC809

terminador
(1939)..(2148)
Hspl7 de trigo

gagacttttc

tgtcacttta

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

cggattccat

ctectacaaa

cagtggtcce

aaccacgtct

acaatcccac

gaggacacgc

gccacactat

cgeccgceccggt

gtctcgatct

aacaaagggt

ttgtgaagat

aggccatcgt

ggagcatcgt

atggtccgat

tgcccagceta

tgccatcatt

aaagatggac

tcaaagcaag

tatccticge

tgacaagctg

tggagaacac

aaccaccceg

ttggceccttgg

112

aatatccgga

agtggaaaaqg

tgaagatgcce

ggaaaaagaa

gtgagacttt

tctgtcactt

gcgataaagg

cceccacccac

tggattgatg

aagacccttce

actctagcag

acagggacaa

ccectetect

tagtttgggt

aacctccteg
gaaggt?gct
tctgccgaca
gacgttccaa
tcaacaaagg
tattgtgaag
‘t
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctctatataa
atcctctaga

cacaccataa

ctttectttct

gggcgagagg

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

ccacgtctte

gtaatateccg

atagtggaaa

gttgaagatg

gtggaaaaag

actgacgtaa

ggaagttcat

accatcticce

gatccaaggg

cegttttttt

cggcttegtyg

60
;20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
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cgcgcecaga

gatccggcecc

gttgggggag

ggaaaagggc

tgctagatct

ggtagttttt

tagaagtgat

ccg teg

Pro Ser

15
cag tat
Gln Tyr

30

atc
Ile
45

gac

Asp

gce

Ala

aac

Asn

gtc
Val

cag

Gln

atc

Ile

gac
Asp
95

tca

Ser

gtc
Val

ggc
Gly

gac

Asp

cag

Gln

atg
Met

tcggtgegeg

ggatctcgceg

atgatggggg

actatggttt

ttctttcttc

cttttcatga

ggaggggcgg
gggaatggyg
gtttaaaatt
atatttttat
tttttgtggg

tttgtgacaa

caacc atg gcc ttc tte

Met Ala

1

gac gtg

Asp Val

aac cag

Asn Gln

acc

Thr

agc

Ser

atc

Iie

cCg
Pro

65

acc

Thr

gg99
Gly
80

aag aat

Lys Asn

gtc
Val

gcc
Ala

ctg
Leu

50

cag
Gln

gtc
Val

gtc
Val

Phe Phe

aac tac

Asn Tyr

20

ctg acc

Leu Thr

35
ttc

agg

Arg Phe

gce

Ala

gcg
Ala

gtd
vVal

cag
Gln

ctg tcc
Ser

100

Leu

113

gatctecgegy

ctcteggatg

tcegeegtge

atatttctgce

tagaatttga

atgcagcctce

ctggggetcet

tagatctgcg

taaacaagat

tgcttcgtca

atccctecage

gtgcggagcet

cgeccggegig

atccgcecegtt

caggaagagg

ggcttagatg

attgttcatc

tttttgtagg

aac cgg gtg atc acc ctc acg gtg

Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Vval

5

tcg gag atc

Ser Glu Ile

ctg gecc

Ala

aag

Leu Lys

tte
Phe

gac gag
Glu

55

Asp

gtc aac
Val

70

gtg

Val Asn

gtc
Val

agce atg

Ser Met

85

atc ata

qgtg

Ile Val Ile

tgg
Trp

gat
Asp
110

cag

Gln

gtc
val

acg

Thr

gct
Ala

gce
Ala
115

atc

Ile

acc

Thr

aac

Asn

acc

Thr

10

tac gtg

Val

cag
Gln
25

Tyr

tac ttc cag

Tyr Phe Gln

40

aag gcg tta

Lys Ala Leu

acc

Thr

ctg aac

Leu Asn

atc

Ile

gac aag

Asp Lys
80
gac aac aag
Asn

105

Asp Lys

tte
Phe
120

acg

Thr

aac

Asn

gct cct

Ala Pro

ggc
Gly

gcc

Bla

cag atc

Gln Ile

60

acc

Thr

cag
Gln
75

atc

Ile

gtg
Val

aag ttt

Lys Phe

ctg aac

Leu Asn

900

960

1020

1080

1140

1200

1251

1299

1347

1395

1443

1491

1538

1587
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agc cag

Gln

gag
Ser Glu

125

aag acg tcc

Lys Thr Ser

acg ggt

Gly

ggc

Thr Gly

atc

Ile

gac gag
Glu

175

Asp

aat tac gcc

Asn Tyr Ala

190
tct

agc agg

Ser Ser Arg

205
tta

cce cgg

Leu Pro Arg

attcggatcc

aatttggttg

tcttteccea

aataaatgag

<210>

<211>
<212>

35

232
PRT
<213>

<220>
<223>

tcg gag

Ser Glu

gcc

Ala

tgg
Trp

130

tac tat

Tyr Tyr

145
gtg atg
Val
160

Met

aaqg dag

Lys Glu

gtc
Val

acc

Thr

gat tct

Asp Ser

tac

Tyr

gce

Bla

aag

Lys

gtc
Val

aag

Lys

aac

Asn

acg
Thr

gtc
val

aag
Lys
195

gtg
Val

210

aag agg
Arg

225

Lys

aagggcgaat

atgtgtgtgc

gtgttitctg

aaataaattg

cat

His

aag

Lys

atc

Tle

atc

Ile

ctg

Leu

ctg
Leu
180

gcg
Ala

gtt
Val

att
Ile

ttc
Phe

ctc

Leu

cce
Pro

165

ttc

Phe

atc

Ile

gat
Asp

tgc
Cys

114

tat
Tyr

ttc
Phe
150

atc
Ile

gtg
Val

aac

Asn

gcg
Ala

ftct
Ser

230

tac
Tyr
135

gce

Ala

gcc

Ala

acc

Thr

gtg
vVal

ttce
Phe
215

aac

Asn

tctgecatgeg tttggacgta

gagttecttge gagtctgatg

tacttgtgta atcggctaat

ttctgatttt gagtgcaaaa

Secuencia artificial

Construccidn sintética

aag gag

Gliu

gac

Lys Asp

atc

Ile

cag

Gln

gac

Asp

ttc gac atc

Phe Ile

170

Asp

atc

Ile

aag gac
Lys

185

Asp

gtc
Val
200

cag

Gln

gca

Ala

aaa tcg cca

Lys Ser Pro

tcg tga tga

Ser

tgctcattca

agacatctct

cgccaacaga

azaaaggaat

gcec cac

Ala His

140

gaa
Glu
155

gag
Glu

agt gtg

Ser Val

act

Thr

gag
Glu

ctc cag

Leu Gln

cgg cac

Arg His

220

ggttggagcece

gtattgtgtt

ttcggcgatg

1635

1683

1731

1779

1827

1875

1917

1977

2037

2097

2148

2%
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<400>

Met

Val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Ala

Val

Ala

Leu

50

Gln

Val

Val

Ala

Ala
130

Tyr

Ala

35

Phe

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Phe

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Asn

Ser

Leu

Asp

Val

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Arg

Glu

RAla

Phe

Val

10

Val

Val

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

Tyr
135

Ala

Bla

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

115

Leu

10

Val

Gln

Leu

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Tle
170

Thr

Ala

Gly

Gln

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Val

Pro

Ala

Ile

60

Thr

Val

Phe

Asn

His

140

Glu

Val

Pro

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Ile

Ser

15

Val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu
175

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly

80

Lys

Val

Ser

Tyxr

Val

160

Lys
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Glu Lys

Thr Val

210

Arg His

225

<210>
<211>

<212>

Val Leu Phe Vval Thr
180
Lys Ala Ile Asn Val
185
Ser Lys Val Val Asp Ala Phe
215
Lys Ile Cys Ser Asn
230
36
2541
ADN
Secuencia artificial

<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

secuencia sintética;

codifica TIC8(0S

caracteristica misc

Ile

Val

200

Lys

Ser

cassette de expresién en pMONT70514 gue

116

Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
185 190

Gln Ala L.eu Gln Ser Ser Arg Asp
205

Ser Pro Arg His Leu Pro Axrg Lys
220

cassette de expresidn en plantas pMON70514

promotor
(1)..(614)
e358

5'UTR
(650)..(710)

Directriz CAB de trigo

Intrdn
(727)..(1206)

actina de arroz
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15

20

30

40

<220>

€221> péptido_de_transito

<222> (1230)..(1270)

<223> Im RbcS

<220>

<221> Intrdn

<222> (1371)..(1539)

<223> Zm RbcS

<220>

<221> péptido de_trénsito

<222> (1540)..(1626)

<223> Zm RbcS

<220>

<221> CDS

<222> (1627)..(2328}

<223> TIC809

<220>

<221> terminador

<222> (2332)..(2541)

<223> Hspl7 de trige

<400> 36

ggtccgatgt gagacttttc aacaaagggt
cccagctate tgtcacttta ttgtgaagat
ccatcattgc gataaaggaa aggccatcgt
agatggaccc ccacccacga ggagecatcgt
aaagcaagtg gattgatgtg atggtccgat
gaaacctcct cggattccat tgcccagcta
aggaaggtgg ctcctacaaa tgccatcatt
cctctgeccga cagtggtccc aaagatggac
aagacgttcc aaccacgtct tcaaagcaag

17

aatatccgga

agtggaaaag

tgaagatgcc

ggaaaaagaa

gtgagacttt

&ctgtcactt

gcgataaagg

ccccacceac

tggattgatg

aaccteccteg

gaaggtggct

tctgceccgaca

gacgttccaa

tcaacaaagy

tattgtgaag

aaaggccatc

gaggagcatc

tgatatctcc

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

ccacgtcectee

gtaatatccg

atagtggaaa

gttgaagatg

gtggaaaaag

actgacgtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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gggatgacgc
ttcatttgga
acacactcas
aggcctceege
ttcegtcteg
cgcgececaga
gatccggecce
gttgggggag
ggaesaagggc
tgectagatct
ggtagttttt
tagaagtgat
ccaccgeegt
gctecctecag
caaatgcatc
taggaaggga
catttcccaa
aagttcgaga
caggcc atg

Met
1

acaatccecac

gaggacacgc

gccacactat

cgeegeeggt

gtctegatcet

tcggtgegeg

ggatctcgceg

atgatggggg

actatggttt

ttcttecttc

cttttcatga

caacctctag

cgcteccgttc

aagccteggce

ctagctagta

actgatgatc

acgaaccgaa

cgctgtegta

tatccttecge

tgacaagctg

tggagaacac

aaccaccccg

ttggcecttgg

ggaggggcgg

gggaatgggg

gtttaaaatt

atatttttat

tttttgtggg

tttgtgacaa

aggatcagca

ctggggcetca

aacgtcagca

gttctttgca

catgcatgga

aacaccgtac

cctgcegeeyg

118

aagacccttce

actctagcag

acagggacaa

cccctectect

tagtttgggt

gatctcgcgg

ctctcggatg

tecegeegtge

atatttctgc

tagaatttga

atgcagccecte

tggcgcccac

agtccaccge

acggcggaaqg

ttgcagcagce

ctgatgtgtg

tacgtgcagg

ctgtcgaccyg

ctctatataa
atcctctaga
cacaccataa
ctttctttcet
gggcgagagg
ctggggctct
tagatctgcyg
taaacaagat
tgcttcgtcea
atccctcagce
gtgeggaget
cgtgatgatg
cagecteccecec
gatccggtgc
tgcagctagce
ttgcccatec
tgtggcccta

gcgggcgeat

gcc tte ttcec aac cgg gty atc acc ctc acg gtg

Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val
10

5

ggaagttcat

accatcttcc

gatccaaggg

ccgittettt

cggcttcgtg

cgceggeatg

atccgecegtt

Caggaagagg

ggcttagatyg

attgttcatc

tttetgtagg

gcctegtegg

gtcgeccgece

atgcaggtaa

gagttagtaa

catccecatce

cggcaacaag

cecgetgeatyg

ccg teg

Pro Ser

tca gac gtg gtc aac tac tcg gag atc tac cag gtg gct cct cag tat

Ser Asp Val Val Asn Tyr Ser Glu Ile Tyr Gln Val Ala Pro Gln Tyr

15

20

25

30

600

660

720

780

840

900

960

1020

10890

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1668

1716
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[¥S)
wn

40

gtc
Val

ggc
Gly

gac

Asp

cag
Gln

atg
Met
95

cag

Gln

gag
Glu

Ltce

Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gce

Ala

aac

Asn

agce

Ser

atc

Ile

949
Gly
80

aaé

Lys

gtc
Val

tcg

Ser

tac

Tyr

gtg
Val
160

aag

Lys

gtc
Val

cag

Gln

acc

Thr

ccg
Pro

65

acc

Thr

aat

Asn

acg

Thr

gag
Glu

tat
Tyr
145

atg

Met

gag
Glu

acc

Thx

gcc

Ala

ctg
Leu

50

cag

Gln

gtc
val

gtc
Val

gct
Ala

gcc
Ala
130

tac

Tyr

gcc
Ala

aag

Lys

gtc
Val

ctg
Leu

35

agg
Arg

gcc

Ala

cag

Gln

ctg

Leu

gcc
Ala
115

tag
Trp

aac

Asn

acg

Thr

gtc
Val

aag
Lys
195

acc

Thr

ttc
Phe

gcg
Ala

gtc
Val

tcc
Ser

100

atc

Ile

atc

Ile

atc

Ile

ctg

Leu

ctg
Leu

180

gcg
Ala

ctg

Leu

gac

Asp

gtg
Val

agc
Ser

85

atc

Ile

ace

Thr

ttc
Phe

cte

Leun

ccc
Pro

165

ttc

Phe

atc

Ile

gcc

Ala

ttc
Phe

gte
Val
70

gtc
Val

gtg
Val

aac

Asn

tat

Tyr

tte
Phe
150

atc

Ile

gtg
Val

aac

Asn

aag

Lys

gag
Glu
55

aac

Asn

atg
Met

ata

Ile

ace
Thr

tac
Tyr
135

gcc

Ala

gee
gla

acc

Thr

gtg
Val

118

tac
Tyr
40

aag

Lys

acce

Thr

atc

Ile

gac

Asp

ttc
Phe
120

aag

Lys

atc

Ile

ttc
Phe

atc
Ile

gtc
Val
200

ttc
Phe

gcg
Ala

ctg

Leu

gac

Asp

aac
Asn

105

acg
Thr

gag
Glu

cag

Gln

gac

Asp

aag
Lys
185

cag
Gln

cag

Gln

tta

Leu

aac

Asn

aag
Lys
90

aag

Lys

aac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

atc
Tle
170

gac

Asp

gca

Ala

gge
Gly

cag

Gln

cag
Gln
75

atc

Ile

aag

Lys

ctg

Leu

gcc

Ala

gaa
Glu
155

agt

Ser

act

Thr

ctc

Leu

gcc

Ala

atc
Ile
60

acc

Thr

gtg
Val

Lttt
Phe

aac

Asn

cac
His

140

gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu

cag

Gln

atc
Ile
45

gcc

Ala

gtc
Val

gac

Asp

tgg
Trp

agc
Ser

125

aag

Lys

acq

Thr

gac

Asp

aat

Asn

tct
Ser
205

gac

Asp

aac

Asn

cag
Gln

atc

Ile

gat
Asp
110

cag

Gln

acg
Thr

ggt
Gly

atc
Ile

tac
Tyr
190

agc

Ser

1764

1812

1860

1908

1956

2004

2052

2100

2148

2196

2244
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agg

gat

Arg Asp

cgg
Arg

aag

Lys

tct

Ser

agg
Arg
225

cgtttggacg

gcgagtctga

taatcggcta

ttgagtgcaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Gln

Thr

Pro

Ala

Val

Ala

Leu

50

Gln

37
232
PRT

aag gtg gtt gat gcg
Lys Val Val Asp Ala

210

cat aag att tgc tct

His Lys Ile Cys Ser

230

tte
Phe
215

aac

Asn

120

aaa tcg

Lys Ser

tcg tga

Ser

tatgctcatt caggttggag ccaatttggt

tgagacatct ctgtattgtg tttctttccce

atcgccaaca gattcggcga tgaataaatg

aaaaaaagga att

Secuencia artificial

Construccién sintética

37

Phe

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Phe Asn Arg

Tyr Ser Glu

20

Thr Leu Ala

Phe Asp Phe

Ala Val Vval

val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Leu Thr

10

Val Ala

Gln Gly

Leu Gln

Asn Gln

cca cgg cac tta ccc
Pro Arg His Leu Pro

220

tga attctgcatg

tgatgtgtgt gcgagttett

cagtgttttc tgtacttgtg

agaaataaat tgttctgatt

Val Pro Ser Ser Asp
15

Pro Gln Tyr Val Asn
30

Ala Ile Asp Gly Ser
45

Ile Ala Asn Asp Ile
60

Thr Val Gln Gln Gly

2292

2338

2398

2458

2518

2541

’0‘[51'
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40

121

65 70 75 80

Thr Val Gln Val Ser Val Met Ile Asp Lys Ile Val Asp Ile Met Lys

> 85 90 95
Asn Val Leu Ser Ile Val Ile Asp Asn Lys Lys Phe Trp Asp Gln Val
ipo i05 110
10
Thr Ala Ala Ile Thr Asn Thr Phe Thr Asn Leu Asn Ser Gln Glu Ser
115 120 125
15

Glu Ala Trp Ile Phe Tyr Tyr Lys Glu Asp Ala His Lys Thr Ser Tyr
130 135

140

0 Tyr Tyr Asn Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Gly Val
145 150

155 160

Met Ala Thr Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys
165

170 175

>Glu Lys Val Leu Phe Val Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val
180

185 1990

Thr Val Lys Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp

185 200 205

Ser Lys Val-Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys

210 215 220

Arg His Lys Ile Cys Ser Asn Sex

225 230

<210> 38
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

122

4083
ADN

Secuencia artificial

secuencia sintética; cassette de expresidén en pMONG4144 que

codifica TIC809

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

caracteristica misc

cassette de expresidn en plantas pMON64144

promotor
(1)..(1844)

Rcc3 de arroz

5'UTR
(1845)..(1943)

Rcec3 de arroz

Intrédn
{1952)..(2755)
HSP70

péptido_de trénsito
{2772} ..(2912)
Zm RbcS

Intrdn
{2913)..({3081)
Zm RbcS

péptide_de_transito
(3082)..(3168)
Zm RbcS
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<221>
<222>
<223>

CDS

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 38

gcaatcaacc
ctgattctta
caccactagt
cccgaccaat
attagccaac
aaggacaaga
aacgcécaac
cgccgegeaa
ctccgacaga
¢ggaatcagga
acacttgcag
acgctactca
cagactctaa
cagcaccaag
tgggtcttgg
daaggccttg

tattcaatga

(3169)..(3870)
TIC809

terminador
(3874)..(4083)
Hspl7 de trigo

aacatatact

aacttaagtg

ctacgcgatt

ggttggttga

ttgtcaatgt

tcacatggaa

ttcttggecat

atgtaaaaca

ttggcaaccc

aacggccctce

actggacaac

agtggtggga

tgctattagt

agcttccggt

cgggcgcgaa

agacggtaaa

aattggtggc

gaatatggga
agaatctagc
gcaaaaaaga
cctcggtttg
ctagggtgcet
gctaactagt
aaaagcttca
ttcgcttege
gtgggtaatce
acctcctggce
atgtgaacaa
ggccaccgca
cgcctaggat
ggctagéctg
acaccttgat
gttttctatt

tcactggtte

123

aagtttcttt
ctgttcaqggqg
agaatgcaag
ccggtaacct
gttcatagcce
cacggcgaat
atttcaatgc
ttggcttgtt
gaaaatggct
ggagtgtaga
ataagaccaa
tgttccaacg
atttggaatg
atagccaaaa
aggtggctta
tgecgettgeg

attaaaaaaa

tagcttttct

gcgacggcta

cctgcaacaa

caggctggac

tgcagttgac

acatgacgac

ccctatetgyg

atccaaaata

ccatctgccc

tatgtgaaag

cgttatggcea

aagcgccaaa

aaaggaaccg

ttaaggagga

ccttttaaca

catgtacaat

aaagaatcta

aaattaagta

aaggacatag

gtatcgettt

gacagaacta

agagtacgaa

atcggcctac

aagccctagg

gagtatggac

ctttgtcgaa

aatctaggcg

acaagcclcg

gaaageccttyg

cagagttttt

tgccaaaaca

tgttcgggec

tttattcctce

gcectgttegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

20

25

30

35

40

gaagaagagyg
ggaggaggag
aatcccaggce
ctaagcgggc
gaagccacgc
aagcttagaa
attcctccgg
taaacggcaa
cgcccgatag
cgcgatgtgt
caaatattcg
taatctacga
cacgctcaca
cggggctcga
tcatctccag
cgatcgatct
tctgecctttg
ggtttagcetg
cgtecctttgt
cagcaatacg
gttatagggc

tgggtcaata

attttgttcyg

gattttcagy

gcccatgggce

cgacctagta

tgcaatggca

tcttettgec,

tctcggttcea

aagaaaatca

gccaagatcg

cgtgtgcagce

gccgatgatt

gccttgetag

tgatggcagg

ctataaatac

ctgatcaaga

cgggtacgta

ttactgccac

gatctagaat

agcagcaaaa

agaaatgtgt

acttggattc

gtatagggat

tgagagagag

cttcgcattg

tggcagttta

gccacgtgec

tcttecectg

cgttggactg

tgtgatgtcc

ccaacttgct

cgagataaaa

aatecttggtc

taacacatta

ggcaggtgtt

gcagggttcea

ctcectaatce

gctcttaatt

gcaatagatc

gtttctctga

tacactctga

tatagggaca

aatttggtgc

agaagtttgce

tcatattata

124

agagagagag

cccaacctct

ccacggacct

tagtgtagat

tccttegegt

ggacacccac

tctcttgtgt

cacgcagtca

taacaaccaa

atttgcggga

tcagcgtaga

ctgccagcca

catgagctct

ccatgatcaa

agctagctag

taccgtcttc

atgctctctt

aatcgtgttc

tggtagtacg

ttagcggtat

tgttaattta

ggcgatacta

agagagagag

gcttctgitg

acctagceccta

taaagttgcce

acgtgaaaac

caatcccacc

gatcacggag

cgctgcaccy

tgatcataag

tcgagtgett

tgtacgtacg

atccagatcg

aacggtcgat

aaccatctca

tgattagctg

ggtacgcgcet

gtgtggtgat

tgectgtget

aaacgaagat

ttatttaage

ggcacaggct

taataatttg

agagagagaa

gcccaagaag

ccttagetat

gggccagcecag

aaacccaggt

atgccecegat

caagcattct

cgcgaagcga

gaaacaagcc

cacagctaac

atttgttaat

ccctecgtatg

taattaatcc

agcagcctaa

cgcttgtgat

cactcecgecee

tgctgagagt

gattacttgc

agaacctaca

acatgttggt

tcatactaca

ttcgtectgea

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340



20

25

30

35

40

gagcttatta
ttgttaacgce
ttattgtgac
taagtactga
taaagagttt
gacactatat
ccagtgttac
agaggatcag
tcctaggget
gcaacgicag
tagttctttg
tccatgecatg
aaaacaccgt

tacctgcege

cgg
Arg

ttc
Phe

aac

Asn

tac tcg gag

Tyr Ser Glu

20

ace

Thr

ctg gcc

Leu Ala

ttc
Phe

gac ttc

Asp Phe

tttgccaaaa

ctgaaggaat

cataagtcaa

cagtattttg

ccttttigtt

tgcttctett

tcacatagtc

catggcgece

caagtccacc

caacggcgga

cattgcagca

gactgatgtg

actacgtgca

cgctgtcgac

atc

Ile

gtg
Val

atc
Ile

tac ca
Gl

25

Tyr

aag tac tt

Lys Tyr

40

gag
Glu

aag gc

Lys Al

acce

Thr

Phe

ttagatattc

aaatataaat

gatcagatgce

atgcattgat

gctctccetta

tacatacgta

tttgctcatt

accgtgatga

gccageetec

aggatccgge

gctgecagceta

tgttgccceat

ggtgtggecce

€ggcgggcgce

ctc acg

Leu Thr

10

gct
Ala

g gtg
n Val

c cag

Gln

ggc
Gly

g tta cag

a Leu Gln

125

ctattctgtt

gacgaaattt

acttgtttta

ctgecttgttt

cctectgatg

tcttgctega

tcattgtaat

tggcectegtc

ccgtcgeceyg

gcatgcaggt

gcgagttagt

cccatccecat

tacggcaaca

atccgcetgcea

gtg tcg

Val

ccg

Pro Ser

cct cag tat

Pro Gin Tyr

30

atc
Ile
45

gee gac

Ala Asp

atc

Ile

gcc aac

Ala Asn

tttgtttgtg

tgatgtttat

aatattgttg

gttgtaacaa

gtatctagta

tgcettctee

gcagatacca

ggccaccgcc

ccgctectcee

aacaaatgca

aataggaagg

cccatttecce

agaagttcga

tgcaggee at

Me

1

tca gac gtg

Ser Val

15

Asp

gtc aac

Val

cag

Asn Gln

ggc acc

Gly

agc

Ser Thr

atc

Ile

gac ccg

Asp Pro

tgct?ttaaa
ctctgctcct
tctgaagaaa
aatttaaaaa
tctaccaact
ctagtgttga
agcggectct
gtcgecteccgt
agaagccrcy
tcectagetag

gaactgatga

aaacgaaccg-

gacgctgtcg

g gcc ttc
£ Ala Phe

gtc aac

Val Asn

gce
Ala

ctg
Leu
35

ctg agyg
Leu Arg

50.

cag

Gln

gce
Ala

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29490

3000

3060

3120

3177

3225

3273

3321

3369

244



25

30

35

40

gcg
Ala

gtc
val

tce
Ser

100

atc

Ile

ate
Ile

atc

Ile

ctg

Leu

ctg
Leu

180

gcg
Ala

gtt
Val

atte
Ile

gtg
Val

agc
Ser

85

atc

Ile

acc

Thr

tce
Phe

ctc

Leu

cce
Pro

165

ttc

Phe

atc

Ile

gat
Asp

tgc
Cys

gtc
Val
70

gtc
Val

gtg
Val

aac

Asn

tat

Tyr

ttc
Phe
150

atc

Ile

gtg
Val

aac

Asn

gcg
Ala

tct

Ser

55

adac

Asn

atg
Met

ata

Ile

acc

Thr

tac
Tyr
135

gcc

Ala

gcc

Ala

ace
Thr

gtg
Val

ttc
Phe
215

aac

Asn

acc

Thr

atc

Ile

gac

Asp

ttc
Phe
120

aag

Lys

atc

Ile

ttc
Phe

atc

Ile

gtc
vVal
200

ada

Lys

tcyg

Ser

ctg

Leu

gac

Asp

aac
Asn

105

acg

Thr

gag
Glu

cag

Gln

gac

Asp

aag
Lys
185

cag

Gln

tecg

Ser

tga

aac

Asn

aaqg
Lys
g0

aag

Lys

dac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

atc
Ile
170

gac

Asp

gca

Ala

cca

Pro

tga

126

60

cag acc gtc
Gln Thr Val
75

atc gtg gac
Ile Val Asp

aag ttt tgg
Lys Phe Trp

ctg aac agc
Leu Asn Ser
125

gcec cac aag
Ala His Lys
140

gaa gag acg
Glu Glu Thr
155

agt gtg gac
Ser Val Asp

act gag aat

Thr Glu Asn

ctc cag tct
Leu Gln Ser
205

cgg cac tta
Arg His Leu
220

attctgecatg cgtttggacg tatgctcatt

cag
Gln

atc

Ile

gat
Asp
110

cag
Gln

acg

Thr

ggt
Gly

atc

Ile

tac
Tyr
150

agc

Ser

cccC

Pro

cag

Gin

atg
Met
95

cag
Gln

gag
Glu

tce

Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gcc

Ala

agg
Arg

cgg
Arg

999
Gly
80

aag

Lys

gtc
Val

tecg

Ser

tac

Tyr

gtg
Val
160

aag

Lys

gtc
Val

gat
Asp

aag

Lys

65

acc

Thrx

aat

Asn

acg

Thr

gag
Glu

tat
Tyr
145

atg
Met

gag
Glu

acc

Thr

tct

Ser

agg
Arg
225

gtc
Val

gtc
Val

gct
Ala

gce
Ala
130

tac

Tyr

gce

Ala

aag

Lys

gtc
Val

aag
Lys
210

cat

His

cag

Gln

ctg

Leu

gcc
Ala
115

tgg
Trp

aac

Asn

acg
Thr

gtc
Val

aag
Lys
195

gtg
Val

aag

Lys

3417

3465

3513

3561

3609

3657

3705

3753

3801

3849

3900




25

30

40

caggttggag ccaatttggt tgatgtgtgt gcgagttett gcgagtctga tgagacatct

gattcggcga tgaataaatg agaaataaat tgttctgatt ttgagtgcaa aaaaaaagga

att

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Ala

Val

Ala

Leu
50

Gln

Val

230

39
232
PRT

Secuencia artificial

Construccidn

39

Phe

Asn

Leu
35

Ala

Gln

Phe

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

vVal

Asn

Ser

Leu

Asp

vVal

Ser
85

sintética

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

70

vVal

Val

Iie

Lys

Glu

55

Asn

Met

1le

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

127

Leu

10

Val

Gln

Leu

Asn

Lys
90

Thr

Ala

Gly

Gln

Gln
75

Ile

Val

Pro

Ala

Ile

60

Thr

val

Pro

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Ser

15

Val

Gly

Asp

Gln

Met
95

ctgtattgtg tttctttcce cagtgtttte tgtacttgtg taatcggcecta atcgcecaaca

Asp

Asn

Ser

Ile

80

Lys

3860

4020

4080

4083

240



Lh

25

30

35

40

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ser

Arg
225

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Lys

210

His

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

195

Val

Lys

40
6641
ADN

Ser

106

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Ala

Val

Ile

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Ile

Asp

Cys

Val

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Asn

Ala

Ser
230

ile

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Val

Phe

215

Asn

Secuencia artificial

codifican TIC809 y TICB10

Asp

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Ile

Val

200

Lys

Ser

Asn

105

Thxr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

Ser

128

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Pro

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Arg

Phe

Asn

His

140

Glu

Val

Glu

Gln

His

220

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser
205

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Tle

Tyr

130

Ser

Pro

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Arg

Val

Ser

Tyr

Val

160

Lys

Val

Asp

Lys

secuencia sintética; cassettes de expresidn en pMON64150 que

24%



20

30

40

<220>
<221>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

129

caracteristica misc

primer y segundo cassette de expresién en plantas pMON64150

promotor
(1)..(1844)

Ree3 de arroz

5'UTR
(1845)..(1943)

Directriz de Rccl3 de arroz

Intrén
(1952)..(2755)
Intrén HSP70

péptido_de transito
(2772)..(2912)
Zm RbcS

Intrdn
(2913)..(3081)
Zm RbcS

péptido_de trénsito

(3082)..{3168)

Zm RbcS

CDS
{3169)..(3870)
TIC809
terminador

{3874) .. {4083}
Hspl7 de trigo




20

25

30

40

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

promotor
(4139)..{4750)
e358

5'UTR
(4751)..(4759)

directriz

5'UTR
(4786)..(4846)
Directriz CAB de trigo

Intrén
(4863)..(5342)

actina de arroz

péptido_de transito
(5366)..(5506)
Zm.RbcS

Intrdn
(5507} .. (5676)
Zm.RbecS

péptido_de transito
(5677)..(5766)

Zm RbcS

CDS
(5767)..(6426)
TIC810
terminador

(6432)..(6641)
Hspl? de trigo

130

o1y



®

10

20

25

30

35

40

<400> 40

gcaatcaacc

ctgattctta

caccactagt

cccgaccaat

attagccaac

aaggacaaga

aacgcacaac

cgccgegceaa

ctcecgacaga

ggaatcagga

acacttgcag

acgctactca

cagactctaa

cagcaccaag

tgggtcttgg

aaaggccttg

tattcaatga

gaagaagagyg

ggaggaggag

aatcccaggc

ctaageggyce

gaagccacgc

aacatatact

aacttaagtg

ctacgcgatt

ggttggttga

ttgtcaatgt

tcacatggaa

ttcttggecat

atgtaaaaca

ttggcaaccc

aacggeectce

actggacaac

agtggtggga

tgctattagt

agcttcecggt

cgggegcegaa

agacggtaaa

aattggtgge

attttgttcg

gattttcagg

gcccatggge

cgacctagta

tgcaatggcea

gaatatggga

agaatctagc

gcaaaaaaga

ccteggtttg

ctagggtgct

gctaactagt

aaaagcttca

ttecgettege

gtgggtaatc

acctcctggce

atgtgaacaa

ggccaccgca

cgectaggat

ggctagtctg

acaccttgat

gttttctatt

tcactggttc

tgagagagag

cttcgcattg

tggcagttta

gccacgtgece

tcttceccectg

131

gagtttecttt

ctgttcaggg

agaatgcaag

ccggtaacct

gttcatagce

cacggcgaat

atttcaatge

ttggettgtt

gaaaatggct

ggagtgtaga

ataagaccaa

tgttccaacg

atttggaatyg

atagccaaaa

aggtggctta

tgcgecttgeg

attaaaaaaa

agagagagag

cccaacctcet

ccacggacct

tagtgtagat

tcecttegegt

tagettttet

gcgacggcta

cctgcaacaa

caggctggac

tgcagttgac

acatgacgac

ccctatectgg

atccaaaata

ccatctgecce

tatgtgaaag

cgttatggca

dagcgccaasa

aaaggaaccg

ttaaggagga

ccttttaaca

catgtacaat

aaagaatcta

agagagagag

gcttetgttg

acctagccta

taaagttgcee

acgtgaaaac

aaattaagta

aaggacatag

gtatcgettt

gacagaacta

agagtacgaa

atcggecctac

aagccetagg

gagtatggac

ctttgtcgaa

aatctaggcg

acaagcctcg

gaaagccttg

cagagttttt

tgccaaaaca

tgttcgggcee

tttattccte

gcctgttegg

agagagagaa

gcccaagaag

ccttagetat

gggccageag

aaacccaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

10620

1080

1140

1200

1260

1320



20

25

30

40

aagcttagaa

attcctecegg

taaacggcaa

cgcccgatag

cgcgatgtgt

caaatattcg

taatctacga

cacgctcaca

cggggctcga

tcatctccag

cgatcgatct

tetgeetttyg

ggtttagctg

cgtcetttgt

cagcaatacg

gttatagggc

tgggtcaata

gagcttatta

ttgttaacgc

ttattgtgac

taagtactga

taaagagtit

tcttcttgece

tctcggttca

aagaaaatca

gccaagatcg

cgtgtgcagce

gccgatgatt

gcecttgetag

tgatggcagg

ctataaatac

ctgatcaaga

cgggtacgta

ttactgccac

gatctagaat

agcagcaadaa

agaaatglgt

acttggattc

gtatagggat

tttgccaaaa

ctgaaggaat

cataagtcaa

cagtattttg

cctttttgtt

cgttggactg

tgtgatgtcc

ccaacttgcet

cgagataaaa

aatcttggtce

taacacatta

ggcaggtgtt

gcagggttca

ctcectaate

gctcttaatt

gcaatagatc

gtttctctga

tacactctga

tatagggaca

aatittggtgce

agaagtttgc

tcatattata

ttagatattc

aaatataaat

gatcagatgc

atgcattgat

gctctcctta

132

ggacacccac

tctcttgtgt

cacgcagtca

taacaaccaa

atttgcggga

tcagecgtaga

ctgccagecca

catgagctct

ccatgatcaa

agctagctag

taccgtettc

atgctctcett

aatcgtgttc

tggtagtacg

ttagcggtat

tgttaattta

ggcgatacta

ctattctgtt

gacgaaattt

acttgtttta

ctgecttgttt

cectectgaty

caatcccacc

gatcacggag

cgctgcaccyg

tgatcataag

tcgagtgett

tgtacgtacg

atccagatcg

aacggtcgat

aaccatctca

tgattagctg

ggtacgcgct

gtgtggtgat

tgcctgtget

aaacgaagat

ttatttaage

ggcacaggct

taataatttg

tttgtttgtg

tgatgtttat

aatattgttg

gttgtaacaa

gtatctagta

atgecccecgat
caagcattct
cgcgaagcega
gaaacaagcc
cacagctaac
atttgttaat
ccctcgtatg
taattaatcc
agcagcctaa
cgcttgtgat
cactccgecce
tgctgagagt
qattacttéc
agaacctaca
acatgttggf
tcatactaca
ttcgtctgcea
tgctgttaaa
ctctgctect
tctgaagaaa
aatttaaaaa

tctaccaact

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



20

25

30

35

40

gacactatat

ccagtgttac

agaggatcag

tcctggggcet

gcaacgtcag

tagttctttg

tccatgeatg

aaaacaccgt

tacctgeege

ttc
Phe

aac cgg

Asn Arg

tac tcg gag

Tyr Ser Glu

20

acc ctg gcc

Thr Leu Ala

ttc ttc

Phe

gac

Phe Asp

gtc
Val
70

gtg
Val

gcg
Ala

gtc agc gte

Val Ser Vval

85

tgcttctett

tcacatagtc

catggcgcecce

caagtccacc

caacggcgyga

cattgcagca

gactgatgtg

actacgtgca

cgctgtecgac

atc

Ile

gtg
Val

atc tac

Ile Tyr

aag tac

Lys Tyr

40

gag
Glu
55

aag

Lys

aac acc

Asn Thr

atg atc

Met

acc

Thr

cag
Gln
25

ttc

Phe

gcg
Ala

ctyg

Leu

gac

Ile Asp

tacatacgta

tttgctcatt

accgtgatga

gccagcctec

aggatccggt

gctgcagcta

tgttgcccat

ggtgtggccc

©ggcgggcego

ctc acg

Leu Thr

10

gct
Ala

gtg
Val

cag

Gln

ggc
Gly

tta cag

Leu Gln

aac cag
Gln

15

Asn

atc

Ile

aag
Lys
90

133

tcttgetcga

tcattgtaat

tggcetegte

ccgtcgeccg

gcatgcaggt

gcgagttagt

cccatcccecat

tacggcaaca

atcecgetygea

gtg teg

Val

ccg

Pro Ser

cct cag tat

Pro Gln Tyr

30

atc
Ile
45

gec gac

Ala Asp

atc
Ile
60

gcc aac

Ala Asn

acc gtc

Val

cag

Thr Gln

atc

Ile

gtg
Val

gac

Asp

tgecttctcee

gcagatacca

ggccaccgec

ccgctcectcce

aacaaatgca

aataggaagg

cccatttccce

agaagttcga

tgcaggcc at

Me

1

tca gtg

vVal

gac
Ser
15

Asp

gtc
Val

aac cag

Asn Gln

ggc acc

Gly

agc

Ser Thr

atc

Ile

gac ccg
Pro

65

Asp

cag acc

Gln

999
Gly
80

Thr

atg aag aat
Met

95

Lys Asn

ctagtgttga

agcggcectcet

gtcgctecegt

agaagcctcg

tcctagetag

gaactgatga

aaacgaaccg

gacgctgtcg

g gce ttc

t Ala Phe

gtc
Val

aac

Asn

gcc ctg

Ala Leu

35

ctg agg

Leu Arg
50
cag gcc

Gln Ala

gtc
val

cag

Gln

gtc
Val

ctg

Leu

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3177

3225

3273

3321

3368

3417

3465

25%




20

25

30

35

40

atc

Ile

tcc gtg

Ser Val

100

atc

Ile

acc

Thr

adc

Asn

tce
Phe

actc tat

Ile Tyr

ttc
Phe
150

atc ctc

Ile Leu

atc

Ile

ctg ccc
Pro

165

Leu

ttc

Phe

cty gtg

Leu Val

180

atc

Tle

gcg aac

Ala Asn

gtt gat gcg

Val Asp Ala

att
Ile

tge tct
Ser

230

Cys

caggttggag

ctgtattgtg

gattcggcga

attagatctg

ata

Ile

gac

Asp

aac

Asn

aag aag

Lys Lys

105

tte
Phe
120

acc

Thr

tac aag
Tyr

135

Lys

gcc atc

Ala Ile

ttc
Phe

gcc

Ala

acc atc

Thr Ile

acg

Thr

gag
Glu

cag

Gln

gac

Asp

aag

Lys

aac ctg

Asn Leu

gac gcc

Asp Ala

gac gaa
Glu

155

Asp

ate¢
Ile
170

agt

Ser

act

Thr

gac

Asp

185

gtg gtc

Val val

200

ttc
Phe
215

aaa

Lys

aac tcg

Asn Ser

ccaatttggt

tttctttcece

tgaataaatg

tgtgtgtttt

cag

Gin

tecg

Ser

tga

gca ctc

Ala Leu

cca cgg

Pro Arg

tga

tgatgtgtgt

cagtgttete

agaaataaat

ttggatccecc

134

ttt
Phe

acg

Thr

gat gtc

Val

tgg
Trp

cag
Asp Gln

110

aac agc cag

Gln

gag tcg

Glu

g9ag

Ser Ser Glu

125

Asn

cac aag acg tcc tac tat

His Thr Ser

140

Lys Tyr Tyr

145

gtg atg
Val

160

ggt
Gly

gag
Glu

acg

Thr

ggc

Gly Met

atc

Ile

gtg
Val

gac gag
Glu

175

aag gag

Asp Lys Glu

aat tac gtc acc

Val

gag
Glu

gcc

Asn Tyr Ala Thr

190
tct

cag tct

Gln

agc agg gat

Ser Ser Arg Ser

205

Asp

cac tta ccc

cgg aag

agg
Arg

225

His Leu Pro

220

gcgagttctt gcgagtctga

tgtacttgtg taatcggcta

tgttctgatt ttgagtgcaa

ggggcggecg cgttaacaag

gct
Ala

gcc
Ala
115

tagg
Trp

gcc
Ala
130
tac aac

Tyr Asn

gce
Ala

acg
Thr

gtc
Val

aag

Lys

gtc aag

Val Lys

195

gtg
Val

aag
Lys
210
cat aag

His Lys

attctgecatg cgtttggacg tatgctcatt

tgagacatct

atcgccaaca

daaaaaaagga

cttctgcagyg

3513

3561

3609

3657

3705

3753

3801

3849

3900

3960

4020

4080

4140
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25

30

40

tccgatigag

agctatctgt

tcattgcgat

tggaccccea

gcaagtggat

cctectegga

aggtggctcc

tgcegacagt

cgttccaacc

tgacgcacaa

tttggagagg

actcaagcca

ctcecgecgece

gtcteggtct

cccagategg

cggcccggat

ggggagatga

aagggcacta

agatctttct

gtttrtettt

agtgatcaac

cgcecgteget

acttttcaac

cactttattg

aaaggaaagy

cccacgagga

tgatgtgatg

ttcecattgce

tacaaatgcc

ggtcccaaag

acgtcttcaa

tccecactate

acacgctgac

cactattgga

gccggtaacce

cgatctttygg

tgcgcgggag

ctegegggga

taggggqgttt

tggtttatat

ttcttetttt

tcatgatttg

ctctagagga

ccgttcecagg

aaagggtaat

tgaagatagt

ccatcgttga

gcatcgtgga

gtccgattga

cagctatctg

atcattgcga

atggacceccc

agcaagtgga

cttcgcaaga

aagctgacte

gaacacacag

acccegceccece

ccttggtagt

gggcgggatc

atggggctcet

aaaatttccg

ttttatatat

tgtgggtaga

tgacaaatqgc

tcagcatgge

ggctcaagte

135

atccggaaac

ggaaaaggaa

agatgcctct

dddagaagac

gacttttcaa

tcactttatt

taaaggaaag

acccacgagqg

ttgatgtgat

cccttectct

tagcagatcc

ggacaacaca

tctectettt

ttgggtggge

tcgeggetyy

cggatgtaga

ccgtgctaaa

ttctgctgcet

atttgaatcc

agcctegtge

gcccaccgtg

caccgccage

ctccteggat

ggtggctcct

gccgacagtg

gttccaacca

caaagggtaa

gtgaagatag

gcecatecgttyg

agcatcgtgg

atctccactg

atataaggaa

tctagaacca

ccataagatc

ctttctecegt

gagaggcgge

ggctctcgece

tctgegatce

caagatcagg

tcgtecagget

ctcagcattg

ggagecttttt

atgatggcct

ctcececegteg

tccattgecce

acaaatgcca

gtceccaaaga

cgtcticaaa

tatccggaaa

tggaaaagga

aagatgcctce

aaaaagaadga

acgtaaggga

gttcatttca

tcttcecacac

cadagggaggc

ttttttttcc

ttegtgegeg

ggcgtggatc

gcegttgttg

aagaggggaa

tagatgtgct

ttcatcggta

tgtaggtaga

cgtcggeccac

cccgecgetce

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



20

25

30

35

gac

ctccagaagce

tgcatcctag

aagggaactg

accccaaacg

aagttcgaga

caggcc atg

Met

gcc

Ala

gac ctg

Asp Leu

ctt
Phe

cag

Gln

gcg
Ala
265

aca

Thr

acc
Thr
280

cgc

Arg

tce acc

Asp Ser Thr

255
agc caa

Gln

gag

Ser Glu

atc

Ile

gce

Ala

gat
Asp

cag ctc acg

Gln Thr

345

Leu

gtt
Val

cag

Gln

gag
Glu

ctcggcaacy

ctagtagttc

atgatccatg

aaCCaaaacd

cgctgtegta

tcagcaacgg

tttgcattgce

catggactga

cacgtactac

cctgeegeeg

136

cggaaggatc cggtgcatge

agcagctgca gctagcgagt

tgtgtgttgc ccatceccatc

gtgcaggtgt ggccggecta

ctgtcgaccg gcgggcgeat

agc aaa gaa atc agg ctc aac ctt tct cgt gag

Ser Lys Glu Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu

235

tac ctc

Tyr Leu

250

tac ctc

Tyr Leu

gag tct

Glu Ser

ctc gtg

Leu val

aag

Lys

ctg

Leu

gac

Asp

acc

Thr

atc cte

Ile Leu

tgc cge

Cys Arg
270
ttc gac
Phe

285

Asp

ggc
Gly

gtg
Val

300

atc ctc

Jle Leu
315
acc ctc
Thr

330

Leu

gag ctg

Glu Leu

atc

Ile

tac

Tyr

gtg
Val

ggc
Gly

atc

Ile

tac

Tyr

tcg gac

Ser Asp

atc acg

Ile Thr

gge aac

Gly Asn

350
ttc tac

Phe Tyr

240

tte
Phe

gee gtg ccc

Val

aag gag
Glu

260

Ala
258

Lys Pro

ttc
Phe

atc
Ile
275

gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu

agc

Ser

atc

Ile

ace
Thr
290

aag acg

Thr

ctyg gtg

Lys Leu Val

atg aac acc

Thr

acg ctg

Thr

aag

Met Asn Leu

305

Lys

atc act
Ile

320

ttyg caa gtc ggt

Leu Thr Gln Val Gly

atc

Ile

gac gac gcc aac acc

Ala Thr

340

Asp Asn

335

Asp

ttc
Phe

ctc gtg aac ctc aat

Val Leu Asn

355

Leu Asn

gag
Glu

gag
Glu

aag gag

Glu

aag cag

Lys Lys Gln

aggtaacaaa
tagtaatagg
ccatttccca
cggcaacaag
ccgctg&atg

agc ggc
Ser Gly
245

cac ttc

His Phe

gat cct

Asp Pro

aag tcg

Lys Ser

gtc aat

Val Asn
310
tcc cag
Ser Gln

325

cad

Gln

cag
Gln

tcc caa

Ser Gln

acc tce

Thr Ser

5520

5580

5640

5700

5760

5808

5856

5504

5952

6000

6048

6096

6144

6152
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360

365

fac cgc tac aac atc ctc ttc gtg

Tyr Arg Tyx Asn Ile Leu Phe Val

375

380

att ctg cca atg'ggc ttec gac gtg
Ile Leu Pro Met Gly Phe Asp Val

395

gtc ctg aag ctg acc ccg aag gac

Val Leu Lys Leu Thr Pro Lys Asp

gtc aag
Val Lys

410

gce ctec aac atc atc cag
Ala Leu Asn Ile Ile Gln
425 430

ttc cte gca acc ctc aag aag gct

Phe Leu Ala Thr Leu Lys Lys Ala

440

445

gaattctgca tgcgtttgga cgtatgctca

gtgcgagttc ttgcgagtct gatgagacat

tctgtacttg tgtaatcggcec taatcgccaa

attgttctga ttttgagtgc aaaaaaaaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41
232
PRT

Secuencia artificial

Construccidn sintética

41

137

ttc gaa aag

Phe Glu Lys
385

acc gtg aac

Thr Val Asn

400

aag gtt acc

Lys Val Thr

415

ctc att acg

Leu Ile Thr

ctc aag acc

Leu Lys Thr

ttcaggttygg

- ctctgtattg

cagattcggce

-gaatt

370

gag tcg ttc atc acc
Glu Ser Phe Ile Thr
3580

acg aac aag gag gcc
Thr Asn Lys Glu Ala
405

tac ggc cac gtc agc

Tyr Gly His Val Ser
420

gag gac aag ttc aac

Glu Asp Lys Phe Asn

435

ctg tga tga

Leu

450

agccaatttg gttgatgtgt

tgtttctttc cccagtgttt

gatgaataaa tgagaaataa

Met Ala Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp

1

5

10

15

6240

6288

6336

6384

6426

6486

6546

6606

6641



25

LI
wh

40

Val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Val

Ala

Leu

50

Gln

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Val

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu
180

Ser

Leu

Bsp

Val

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Glu

Ala

Phe

Val

70

val

Val

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Tyx

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Ile

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys
185

138

Val

Gln

Leu

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Gly

Gln

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu
155

Ser

Thr

Pro

Ala

Ile

60

Thr

Val

Phe

Asn

His

140

Glu

Val

Glu

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Tyxr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Tle

Tyr
190

Val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Asn

Ser

Ile

Gly

80

Val

Ser

m

Val
160

Lys

Val
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30

35

40

Thr

Ser

Arg
225

Val

Lys
210

His

<210>
<211>
<212>

‘<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Leu

Ala

Arg

Thr

65

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Glu

50

Leu

Ile

Lys
195

Val

Lys

42
218
PRT

139

Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp

200

205

Val Asp Ala Phe Lys Ser Pro Arg His Leu Pro Arg Lys

215

Ile Cys Ser Asn Ser

230

Secuencia artificial

Construcciodn

42

Lys

Leu

Leu

35

Ser

Val

Leu

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

Val

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

sintética

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Leu

Val

25

Glu

Leu

Asn

Thr

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln
90

Arg

Pro

Ile

Tle

Lys

75

Val

220

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Ala

15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln
BO

Ala
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30

40

Asp

Thr

Glu

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Thr

Glu

Tyr

130

Asn

Met

Leu

Leu

Thr

210

<210>

<211>

<212> .

<213>

<220>
<223>
codifican TIC809 y TICB10

<220>

<221>

Leu

Leu

115

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn

185

Leu

43
5813
ADN

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

Ile

Gly

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Thr

Asn

Tyr

Val

150

Val

Asp

Gln

Ala

Asp

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu

215

Secuencia artificial

secuencia sintética; cassettes de expresién en pMON64151 que

caracteristica misc

Ile

Phe

120

Glu

Glu

val

Val

Ile

200

Lys

Asp

105

Val

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

Thr

140

Ala

Asn

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Leu

Asn

Leu

Lys

Ser

155

Asn

Gly

Asp

Thr

Asn

Glin

140

Phe

Lys

His

Lys

Gln

Ser

125

Thr

Ile

Glu

Val

Phe
205

Gln
110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser

180

Asn

Gln

Val

Tyr

Ile

Val

175

Val

Phe

Leu

Gln

Arg

Leu

160

Leu

Lys

Leu
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221i>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<222>_

<223>

<220>
<221>

primer y segundo cassette de expresién en plantas pMON64151

promotor
(1)..(1844)

Rce3 de arroz

5'UTR
(1845)..(1943)

Directriz Rcec3 de arroz

Intrén
{1952)..(2755)
Intrén HSP70

CcDs
(2772)..(3473)
TICBCS

terminador
(3477)..(3686)
Hspl? de trigo

promotor
(3724)..(4337)
e35S

5'UTR
(4373)..(4433)

Directriz CAB de trigo

Intrén
(4450)..(4929)

actina de arroz

CcDSs

141
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<222> (4939)..(5598)

223> TICS10

<220

<221» terminador

«222%  (5604)..(5813)
. <223> Hspl7 de trigo

<A00> 43

gcaatcaacc aacatatact

ctgattctta aacttaagtg

caccactagt|ctacgogatt

cccgaccaatﬁggttggttga
“ .

attageccaac ttgtcoaatgt

aaggacaaga  tcacatggaa

aacgeacaac ttecttggeat

cgeogogcaa' atgtaaaaca
‘\

cteegacaga: ttggoaacec

f

ggaatcaggaSaacgqccétc
acacttgcaghactgqacaac
acgctactca*agtggtggga
Cagactcﬁaa:tgctattaqt
cageoaccaay agcttccégt
tgggtcttggﬁcgggéécgaa
aaéggccttg agacggtaaa

tattcaatga aattggtgge

gaagaagagg attttgttcyg

gaatatggga

agaatctago

gcazaaaaga

cotaggttty

ctagggtget

gctaactagt

aasagcttca

ttcgettege

gtgggtaatc

acctectgge

atgtgaacasa

ggccacogoa

cgcetagygat

ggctagtcty

acacctitgat

gtttteotatt

teactggtte

tgagagagag

142

aagtttcﬁtt
ctgttcaggy
agaatgcaag
ccggtaacct
gtteatagcce
cacggcgaat
atttcaatgo
ttggettgtt
gaaaatggct
ggagtgtaga
ataagaccaa
tgttccaacy
atttggaatg
atagccazaa
aggtggoctia
tgecgocttgcg
attaaaaaaa

agagagagag

tagcttttct aaattaagta
gcgacggcta aaggacatag
cctgaaacaa gtatcgettt
caggctggac gacagaachta
tgcagttgab agagﬁacgaa
acatgacgac‘atcggcctac
ccotatetgg aagccocctagg
atccaaaata gagbtatagac
ccatctgcocece ctttghbogaa
tatgtgaaag zatctaggcg
cgt?atggca acaagcetceg
éagcgccaaa gaaagccttg
aaaggaaccg cagagtttit
ttaaggagga tgccasaaca
ccttttaaca tgitcgggce

catgtacaat tttattcctc

‘aaagaatcta gcctgttcogg

agagagagag agagagagaa

50
120
180
240

300

420
580
540
éOD

660

780
340
900
960

1020

1080
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ggaggaggag

aatcccagge

ctaagcggygc

gaagccacgc

aagcttagaa

attcctecegg

taaacggcaa

cgcccgatag

cgcgatgtgt

caaatattcg

taatctacga

cacgctcaca

cggggctega

tcatctccag

cgatcgatct

tctgecctttg

ggtttagctg

cgtectttgt

cagcaatacg

gttataggge

tgggtcaata

gagcttatta

gattttcagg

gccecatgygge

cgacctagta

tgcaatggca

tcttetitgec

tcteggttea

aagaaaatca

gccaagatceg

cgtgtgcage

gccgatgatt

gccttgctag

tgatggcagg

ctataaatac

ctgatcaaga

cgggtacgta

ttactgccac

gatctagaat

agcagcaaaa

agaaatgtgt

acttggattc

gtatagggat

tttgccaaaa

cttcgecattg
tggcagttta
gccacgtgec
tctteccctg
cgttggactg
tgtgatgtcc
ccaacttget
cgagataaaa
aatcttggtc
taacacatta
ggcaggtgtt
gcagggttca
ctcccectaate
gctcttaatt
gcaatagatc
gtftctctga
tacactctga
tatagggaca
aatttggtge
agaagtttgc
tcatattata

ttagatattc

143

cccaacctct

ccacggacct

tagtgtagat

tccttcecgegt

ggacacccac

tctecttgtgt

cacgcagtca

taacaaccaa

atttgcggga

tcagcgtaga

ctgccageca

catgagctct

ccatgatcaa

agctagctag

taccgtcttc

atgctctctt

aatcgtgttce

tggtagtacag

ttagcggtat

tgttaattta

ggcgatacta

ctattctgte

gcttctgttg

acctagecta

taaagttgce

acgtgaaaac

caatcccacc

gatcacggag

cgctgcacceqg

tgatcataag

tcgagtgcett

tgtacgtacyg

atccagatcg

aacggtcgat

aaccatctca

tgattagcty

ggtacgcget

gtgtggtgat

tgectgtget

aaacgaagat

ttatttaagce

ggcacaggct

taataatttg

tttgtttgtg

gcccaagaag

ccttagetat

gggccagcag

aaacccaggt

atgcccegat

caagcattct

cgcgaagega

gaaacaagcc

cacagctaac

atttgttaat

ccctegtatg

taattaatcc

agcagcciaa

cgcttgtgat

cactccgccece

tgctgagagt

gattacttgc

agaacctaca

acatgttggt

tcatactaca

ttcgtctgca

tgctgttaaa

1140

1200

1260

13290

1380

1440

15060

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2



20

25

30

35

40

ttgttaacgc

ttattgtgac

taagtactga

taaagagttt

gacactatat

ccagtgttac

agaggatctc

tcg tca

Ser

15

Ser

tat gtc

Tyr Val

30

gac ggc

Asp Gly

aac gac

Asn Asp

cag

Gln

cag
G1ln
B0

atc

Iie

atg
Met
95

gat cag
Asp Gln

110

gac

Asp

aac

Asn

agc

Ser

atc

ILle

999
Gly

aag

Lys

gtc
Val

ctgaaggaat

cataagtcaa

cagtattttg

cctttttgtt

tgecttctett

aaatataaat

gatcagatgc

atgcattgat

gctctectta

tacatacgta

tcacatagtc tttgctcatt

c atg gcc ttc ttc aac
Met Ala Phe Phe Asn

1

gtc
Val

gtg
Val

cag

Gln

gcc
Ala

adc

Asn

ctg

Leu

5
tac tcg
Tyr Ser

20

ace

Thr

ctyg

Leu

35

acc ctg

Thr Leu

50

ccg cag

Pro Gln

65

acc gtc

Thr Val

aat gtc

Asn Val

acg gct

Thr Ala

agg
Arg

gcc

Ala

cag

Gln

ctg

Leu

gcc

Ala

tte
Phe

gac

Asp

gtg
Val

gcg
Ala

gtc
Val

agc
Ser

85

atc

Ile

tcc
Ser

100

atc

Ile

acc

Thr

115

144

gacgaaattt

acttgtttta

ctgecttgtit

cctectgatyg

tcttgctcga

tcattgtaat

tgatgtttat

aatattgttg

gttgtaacaa

gtatctagta

tgccttctee

gcagatacca

ctctgctect

tctgaagaaa

aatttaaaaa

tctaccaact

ctagtgttga

agcggeetct

cgg gtg atc acc ctc acg gtg ccg

Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro

atc tac

Ile

gag

Glu Tyr

gcc tac

Ala

aag
Lys Tyr

40

ttec gag
Glu

55

aag

Phe Lys

gtc aac acc
val

70

Asn Thr

atc

Ile

gtc
Val

atg
Met

ata

Ile

gtg
Val

gac

Asp

tte
Phe
120

adC acc

Asn Thr

10

gct
Ala

gtg
Val

cag
Gln
25

ttc
Phe

cag ggc

Gln

gcg tta

Ala Leu

ctg aac

Leu Asn

75

atc
Ile

gac aag

Asp Lys
80
aac aag aag
Asn

105

Lys Lys

acqg aac

Thxr

ctg

Asn Leu

Gly

cag
Gln

cag

Gln

cct cag

Pro Gln

atc
Ile
45

gce

Ala

atc
Ile
60

gce

Ala

acc

Thx

gtc
Val

gtg
Val

gac

Asp

tect
Phe

tgg
Trp

aac agc
sSer

125

Asn

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2810

2858

25806

2954

3002

3050

3098

3146




25

30

40

agce

cag

Gln

gag tcg

Glu Ser

acg tca tac

Thr Ser Tyr

gtyg
Val
160

ggt
Gly

ggc
Gly

atc

Ile

gag aag
Glu

175

Lys

tac gcc

Ala

gtc
Tyr val
190

agg gat

Ser Arg Asp

cce cgg aag

Pro Arg Lys

cgtttggacyg

gcgagtctiga

taatcggeta

ttgagtgcaa

ggtccgatgt

cccagetatce

ccatcattgce

agatggacce

gcce
Ala
130

gag
Glu

tat tac
Tyr

145

Tyr

atg gcc

Met Ala

gag
Glu

aag

Lys

acc

Thr

gtc
Val

tgg
Trp

aac

Asn

acq

Thr

gtc
Val

aag

Lys

atc ttc

Ile Phe

atc cte

Ile Leu

ctg ccc
Pro

165

Leu

ttc
Phe

ctyg
Leu

180

gcg atc

Ala Ile

185

tct aag

Ser Lys

210

agg cat
Arg

225

His

tatgctcatt

tgagacatct

atcgccaaca

aaaaaaagga

gagacttttc

tgtcacttta

gataaaggaa

ccacccacga

gtg
Val

aag

Lys

gtt
Val

gat
Asp

att
Ile

tgc
Cys

+ 145

tat tac aag

Tyr Tyr

135

Lys

ttc
Phe
150

atc

Ile

gcc
Ala

ttc
Phe

atc gcc

Ile Ala

acc atc

gtg

Val Thr Ile

aac gtc
Val

200

gtg

Asn Val

ttc aaa

gcg
Ala Phe

215

Lys

tct aac tcg
Ser

230

Asn Ser

caggttggag ccaatttggt

ctgtattgtg

gattcagcga

attagatctg

aacaaagggt

ttgtgaagat

aggccatcgt

ggagcatcgt

tttectttcec

tgaataaatg

tgtgtgtttt

aatatccgga

agtggaaaag

tgaagatgcc

ggaaaaagaa

gag
Glu

gac

Asp

cag

Gln

gac

Asp

gce

Ala

gaa
Glu

cac aag
His

140

Lys

gag,
Glu

acg

Thr

155

atc
Ile
170

gac

Asp

aag gac
Lys

185

Asp

cag

Gln

gca

Ala

tcg cca

Ser Pro

tga tga
tgatgtgtgt
cagtgttttc
agaaataaat
ttggatcceccc
aacctecctcg
gaaggtggct
tctgeccgaca

gacgttccaa

agt

Ser

act

Thr

ctc

Leu

cgg
Arg

gtg
Val

gac

Asp

gag aat

Glu Asn

cag tct

Gln Ser

205
cac tta
His Leu

220

attctgcatg

gcgagttctt

tgtacttgtyg

tgttctgatt

agcttctgca

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

ccacgtetta

3194

3242

3290

3338

3386

3434

3483

3543

3603

3663

3723

3783

3843

3903

3963



25

40

aaagcaagtg

gaaacctcct

aggaaggtgg

cctetgecega

aagacgttce

gggatgacgc

ttcatttgga

acacactcaa

aggcctcecge

ttcegtceteg

cgcgeccaga

gatcecggecce

gttgggggag

dgaaaagggc

tgctagatct

ggtagttitt

tagaagtgat

age ggc

Ser Gly Ala
245

gce

cac tte ttt

His Phe Phe

gattgatgtg

cggattccat

ctectacaaa

cagtggtccc

aaccacgtct

acaatcccac

gaggacacgc

gccacactat

cgccgecggt

gtctcgatct

tcggtgegeg

ggatctecgeg

atgatggggg

actatggttt

ttctttcttc

cttttcatga

atggtccgat

tgcccageta

tgccatcatt

aaagatggac

tcaaagcaag

tatccttcge

tgacaagctg

tggagaacac

aaccacccceg

ttggecettgg

ggaggggcegg

gggaatgggg

gtttaaaatt

atatttttat

tttttgtgag

tttgtgacaa

caacc atg agc aaa gaa

Met Ser Lys Glu

235

146

gtgagacttti

tetgteactt

gcgataaagg

ccccacceac

Lggattgatg

aagacccttce

actctagcag

acagggacaa

cecectetect

tagtttgggt

gatctcgegyg

ctctcggatg

tcecgeecgtge

atatttctgc

tagaatttga

atgcagcectc

tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctctatataa
atcctctaga
cacaccataa
ctttectttcet
gggcgagagy
ctggggcectct
tagatctgcg
taaacaagat
tgcttcgtca
atccctcage

gtgcggaget

gtaatatccg

atagtggaaa

gttgaagatg

gtggaaaaaq

actgacgtaa

ggaagttcat

accatcttce

gatccaagqgg

cegrttttttt

cggcttcgtg

cgccggegtyg

atccgeegtt

caggaagagyq

ggcttagatg

attgttcatc

tttttgtagy

atc agg ctc aac ctt tct cgt gag

Ile Arg Leu Asn Leu Ser Arg Glu

240

gac ctg

Asp Leu

cag

Gln

gcg
Ala
265

tac
Tyr
250

tac

Tyr

cte

Leu

ctc

Leu

aag atc

Lys Tle

ctg tgc
Leu Cys

ctc

Leu

cge
Arg
270

gcc ttc gtg
Ala Phe Val
255

gag ttc gag

Glu Phe Glu

aaqg

Lys

agc

Ser

ccce

Pro

atc
ITle
275

gag
Glu
260

gty
Val

4023

4083

4143

4203

4263

4323

4383

4443

4503

4563

4623

4683

4743

48063

4863

4823

4974

5022

5070
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25

30

35

40

gat
AsSp

aag

Lys

gtc
val

tce
Ser

325

cag

Gln

tcc

Ser

acce

Thr

atc

Ile

gag
Glu
405

gtc
Val

tte
Phe

cct

Pro

tecg

Ser

aat
Asn

310

cag

Gln

caa

Gln

caa

Gln

tce

Ser

acc
Thr
390

gce

Ala

agce

Ser

aac

Asn

aca

Thr

gac
Asp
295

agc

Ser

atc

Ile

cag

Gln

gtt
Val

tac
Tyr
375

att
Ile

gtc
Val

gtc
Val

ttc
Phe

acc
Thr
280

tcec

Ser

caa

Gln

gcc

Ala

ctec

Leu

cag
Gln
360

cgc

Arg

ctg

Leu

ctg

Leu

aag

Lys

ctc
Leu

440

cgc

Arg

acc

Thr

gag
Glu

gat
Asp

acg
Thr
345

gag
Glu

tac

Tyr

cca

Pro

aag

Lys

gcc
Ala
425

gca

Ala

gag
Glu

ctc

Leu

atc

Ile

acc
Thr
330

gag
Glu

tac

Tyr

aac

Asn

atg
Met

ctg
Leu

410

ctce

Leu

acc

Thr

tct

Ser

gtg
Val

ctc
Leu

315

ctc

Leu

ctg

Leu

atc

Ile

atc

Ile

ggc
Gly
395

acc

Thr

aac

Asn

ctc

Leu

gac

Asp

acc
Thr
300

gtg
val

ggc
Gly

atc

Ile

tac

Tyr

ctc
Leu

380

ttc

Phe

ccg

Pro

atc

Ile

aag

Lys

tte
Phe
285

gtg
Val

Leg

Ser

atc

Ile

ggc
Gly

ttc
Phe
365

tte
Phe

gac

Asp

aag

Lys

atc

Ile

aag
Lys
445

147

gac

Asp

ggc
Gly

gac

Asp

acg

Thr

aac
Asn
350

tac

Tyr

gtg
Val

gtg
Val

gac

Asp

cag
Gln
430

gct
Ala

aag

Lys

acg

Thr

tty

Leu

gac
Asp
335

ctc

Leu

gag
Glu

ttc
Phe

acc

Thr

aag
Lys
415

ctc

Leu

ctc

Leu

acg

Thr

atg
Met

atc
Ile
320

atc

Ile

ttc
Phe

gag
Glu

gaa

Glu

gtg
Val
400

gtt

Val

att
Ile

aag

Lys

ctg

Leu

aac
Asn
305

act

Thr

gac

Asp

gtg
Val

aag

Lys

aag
Lys
385

aac

Asn

acc

Thr

acg
Thr

acc

Thr

acc
Thr
290

ace

Thr

caa

Gln

gcc

Ala

aac

Asn

gag
Glu
370

gag
Glu

acg
Thr

tac

Tyr

gag
Glu

ctg
Leu

450

atc

Ile

aag

Lys

gtc
Val

aac

Asn

ctc
Leu

355

aag

Lys

teg

Ser

aac

Asn

ggc
Gly

gac
Asp
435

tga

gtg
Val

cty

Leu

ggt
Gly

acc
Thr
340

aat

Asn

cag

Gln

ttc
Phe

aag

Lys

cac
His
420

aag

Lys

tga

5118

5166

5214

5262

5310

5358

5406

5454

5502

5550

5598



W

148

gaattctgca tgcgtttgga cgtatgctca ttcaggttgg agccaattig gttgatgtgt 5658

gtgcgagttc ttgcgagtct gatgagacat ctctgtattg tgtttctttc cccagtgtte 5718

tctgtacttg tgtaatcgge taatcgccaa cagattcggc gatgaataaa tgagaaataa 5778

20

30

40

attgttctga ttttgagtgc aaaaaaaaag gaatt 5813
<210> 44

<211> 232

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Ala

Val

Ala

Leu

50

Gln

Val

Val

Construccién

44

Phe

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Leu

Phe

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

Asn

Ser

Leu

Asp

Val

Ser

85

Ile

sintética

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

70

Val

Val

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

ile

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

Leu

10

Val

Gin

Leu

Asn

Lys

90

Lys

Thr

Ala

Cly

Gln

Gln
75

Ile

Lys

Val

Pro

RAla

Ile

60

Thr

Val

Phe

Pro

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

Ser

15

Val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly

80

Lys

Val



10

20

30

40

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ser

Arg
225

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Lys

210

Ris

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala
115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

195

Val

Lys

45
218
PRT

100

Ile

Ile

Tle

Leu

Leu

180

Ala

Val

Ile

Thr

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Ile

Asp

Cys

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Asn

Ala

Ser
230

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Val

Phe

215

Asn

Secuencia artificial

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Ile

Val

200

Lys

Ser

Construccidn sintética

45

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

Ser

149

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Pro

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Arg

Asn

His

140

Glu

Val

Gliu

Gln

His

220

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

205

Leu

110

Gln

Thr

Gly

Ile

Tyr

150

Ser

Pro

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Arg

Ser

Tyr

Val

160

Lys

Val

Asp

Lys



25

35

40

Met

Leu

Ala

Arg

Thr

65

Glu

Asp

Thr

Glu

Tyr

145

Pro

Ser

Tyr

Tyr

Glu

50

Leu

Ile

Thr

Glu

Tyx

130

Asn

Met

Lys

Leu

Leu

35

Ser

Val

Leu

Leu

Leu

115

Ile

Ile

Gly

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

Val

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

Gly

Phe

Phe

Asp
165

Arg

Leu

Arg

Asp

Gly

70

Asp

Thr

Asn

Tyr

val

150

Val

Leu

BAla

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu
135

Phe

Thr

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Glu

Val

Leu

Val

25

qu

Leu

Asn

Thr

Asp

105

Val

Lys

Lys

Asn

150

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

90

Ala

Asn

Glu

Glu

Thr
170

Pro

Ile

Ile

Lys

75

Val

Asn

Leu

Lys

Ser

155

Asn

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

Asn

Gln
140

Phe

Lys

Ser

His

Asp

45

Lys

Val

Ser

Gln

Ser

125

Thr

Tle

Glu

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln

110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ala

15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

95

Gln

Val

Tyr

Ile

Val
175

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Arg

Leu

160

Leu

201
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20

25

30

35

40

Lys Leu

Ala Leu

Ala Thr
210

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<223>

<220>
<Z223>
<223>

<220>
<223>
<223> e

conecto

<220>
<223>
<223>

<400>
atg gcc
Met Ala
1

230

151

Thr Pro Lys Asp Lys Val Thr Tyr Gly His Val Ser Val Lys
180 185 190

Asn Ile Ile Gln Leu Ile Thr Glu Asp Lys Phe Asn Phe Leu
195 200 205

Leu Lys Lys Ala Leu Lys Thr Leu

215

46

1413
ADN

Secuencia artificial

CDs
(1)..(1407)
TICL1l27

Construccidn sintética

{1}..(696)

secuencia de aminocdcidos TIC809

{697)..(753)

spaciador susceptible a protedlisis o secuencia de aminoacidos
ra
{754} ..(1407)

secuencia de aminoacidos TIC810

46
ttc ttc aac cgg gtg atc acc ctc acyg gtg ccg tcg tca gac 48
Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Leu Thr Val Pro Ser Ser Asp
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gtg
Val

cag

Gln

acc

Thr

ccg
Pro

65

acgc

Thr

aat

Asn

acg

Thr

gag
Glu

tat
Tyr
145

atg

Met

gag
Glu

gtc
Val

gcc

Ala

ctg
Leu

50

cag

Gln

gtc
Val

gtc
Val

gct
Ala

gcc
Ala
130

tac

Tyr

gcc

Ala

aag

Lys

aac

Asn

ctg
Leu

35

agg
Arg

gcc

Ala

caq
Glin

ctg

Leu

gcc
Ala
115

tgg
Trp

aac

Asn

acg

Thr

gtc
val

tac
Tyr
20

acc

Thr

ttc
Phe

gcg
Rla

gtc
val

tcc
Ser

100

atc

Ile

atc

Ile

atc
Ile

ctg

Leu

ctg
Leu
180

tcg

Ser

ctg

Leu

gac

Asp

gtg
Val

age
Ser

85

atc

Ile

acc

Thr

ttc
Phe

ctc

Leu

ccce
Pro

165

ttc
Phe

gag
Glu

gce
Ala

ttc
Phe

gtc
Val
70

gtc
Val

gtg
Val

aac

Asn

tat
Tyr

ttc
Phe
150

atc

Ile

gtg
Val

agc

Ile

aag

Lys

gag
Glu
55

aac

Asn

atg
Met

ata

Ile

acc

Thr

tac
Tyr
135

gcc
Ala

gcc

Ala

acc

Thr

tac

Tyrx

tac
Tyr
40

aag

Lys

acc

Thr

atc

Ile

gac

Asp

ttc
Phe
120

aag

Lys

atc
Ile

ttc
Phe

atc

Ile

cag
Gln
25

ttc
Phe

gcg
Ala

ctg

Leu

gac

Asp

aac
Asn

105

acqg

Thr

gag
Glu

cag

Gln

gac

Asp

aag

Lys

152

gtg
Val

cag

Gln

tta

Leu

aac

Asn

aag
Lys
90

aag

Lys

dac

Asn

gac

Asp

gac

Asp

atc
Tle
170

gac

Asp

185

gct
Ala

ggc
Gly

cag

Gln

cag
Gln
75

atc
Tle

aag

Lys

ctg

Leu

gcc

Ala

gaa
Glu
155

agt

Ser

act

Thr

cct

Pro

gcc

Ala

atc
Ile
60

acc

Thr

gtg
Val

ttt
Phe

aacC

Asn

cac
His

140

gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu

cag

Gln

atc
Ile
45

gce
Ala

gtc
Val

gac

Asp

tgg
Trp

agc
Ser

125

aag

Lys

acg

Thr

gac

Bsp

aat

Asn

tat
Tyr
30

gac

Asp

aac

Asn

cag
Gln

atc

Ile

gat
Asp
110

cag

Gln

acg
Thr

ggt
Gly

atc

Ile

tac
Tyxr
190

gtc
Val

ggc
Gly

gac

Asp

cag

Gln

atg
Met
85

cag

Gln

gag
Glu

tece

Ser

ggc
Gly

gag
Glu
175

gce
Ala

aac

Asn

agc

Ser

atc

Ile

999

Gly
80

aag

Lys

gte
vVal

tcg

Ser

tac

Tyr

gtg
Val
160

aag

Lys

gtc
Val

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528

576
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Thr

tct

Ser

agg
Arg
225

ccC

Pro

4499
Arg

cte

Leu

cgc

Arg

gac
Asp
305

ggc
Gly

gac

Asp

acg

Thr

gtc
Val

aag
Lys
210

cat

His

cgc

Arg

cte

Leu

gcc

Ala

gag
Glu
290

aaq

Lys

acg

Thr

ttg

Leu

gac

Asp

aag
Lys
185

gtg
Val

aag

Lys

gce

Ala

aac

Asn

ttc
Phe
275

ttc
Phe

acqg

Thr

atg
Met

atc

Ile

atc
Ile
355

gcg
Ala

gtt
Val

att
Ile

gag
Glu

ctt
Leu

260

gtg
Val

gag
Glu

cty

Leu

aac

Asn

act

Thr.

340

gac

Asp

atc

Ile

gat
Asp

tgc
Cys

gag
Glu
245

tct

Ser

aag

Lys

agc

Ser

acc

Thr

acc
Thr
325

caa

Gln

gcc

Ala

aac

Asn

gcg
Ala

tct
Ser

230

gag
Glu

cgt
Arg

cCcC

Preo

atc

Ile

atc
Ile
310

aag

Lys

gte
Val

aac

Asn

gtg
Val

tte
Phe
215

aac

Asn

ctg

Leu

gag
Glu

gadg
Glu

gtg
Val
295

gty
Val

ctg

Leu

ggt
Gly

acc

Thr

gtc
Val
200

aaa

Lys

teg

Ser

cct

Pro

age

Ser

cac
His
280

gat
Asp

aaqg

Lys

gtc
Val

tcc

Ser

cag
Gln
360

cag

Gln

tcg

Ser

aag

Lys

cccC

Pro

ggc
Gly
265

tte
Phe

cct

Pro

tcg

Ser

aat

Asn

cag
Gln
345

caa

Gln

153

gca
Ala

cca

Pro

ccc

Pro

cgc
Arg
250

gcc

Ala

ttt
Phe

aca

Thr

gac

Asp

age
Ser
330

atc

Ile

cag

Gln

ctc

Leu

cgg
Arg

gcc
Ala
235

aag

Lys

gac

Asp

cag

Gln

accec

Thr

tcc
Ser

315

Caa

Gln

gcc

Ala

ctc

Leu

cag
Gln

cac
His
220

ctg

Leu

atg
Met

ctg

Leu

gcg
Ala

cge
Arg
300

acc

Thr

gag
Glu

gat
Asp

acg

Thr

tct
Ser

205

tta

Leu

ctc

Leu

agc

Ser

tac

Tyr

tac
Tyr
285

gag
Glu

ctc

Leu

atc
Jle

acc

Thr

gag
Glu
365

agc

Ser

cCC

Pro

aag

Lys

aaa

Lys

ctc
Leu

270

ctc

Leu

tct

Ser

gtg
val

cte

Leu

ctc
Leu

350

cty

Leu

agg
Arg

cgg
Arg

gag
Glu

gaa
Glu
255

aag

Lys

ctg

Leu

gac

Asp

acc

Thi

gtg
Val
335

agc
Gly

atc

Ile

gat
Asp

aag

Lys

gct
Ala
240

atc

Ile

atc

Ile

tgc
Cys

ttc
Phe

gtg
Val
320

tcg

Ser

atc

Ile

ggc
Gly

624

672

720

768

8l6

864

912

960

1008

1056

1104



.

15

20

23

30

40

Sac

Asn

tac

Tyr
385

atyg
val

gtg
Val

cag

‘Gln

get

Ala

465'

C‘L".C
Leu

370

gag.

G}u

ttc
Fhe

acc

Thr

aag

Lvs

<210>

<Z211>
<212>
<Z213>

<400>

Lte
Phe

gag
Glu

gaa

Glu

gtyg
val

gtt
val
435

att
Ile

aag

1 Lys

47
469
PRT

gtg

Val I

aac
Asn

420
ace

Thr

acqg

Thr

ace

Thr

gag
Glu
405

acy

Thr

tac

Tyr

gag
Glu

ctg

Leu

ctc

Leu

aag
Lys
390

tcg

Ser

aad

Asn

ggc
Gly

gac

Asp

aat
Asn

375

aag

Lys

cac

His

aaqg
Lys
455

tgatga

Secuencla arti'ficial
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teoc

Ser

acc

Thr

atc

Ile

gag
Glu

gtc
Val

T440

ttc

FPhe

154

caa gtt
Gln Val

teo tac

Ser Tyr

acc att
Thr Ile
410

gcgc gte
Ala Val
425

age gtc
Ser Val

aasc ttc

Asn Phe

cag

Gin

cge
Arg
395

ckg

Leuy

ctg

Leu

aag

Lys

gad
Glu
380

tac

Tyxr

aag

Lys

goo

Bla

gca
Bla
460

tac

Tyr

atqg
Mat

ctyg

Leu

chbo
Leu

445

acc

Thr

atc

Ile-

atc

Ile

ggc
Gly

acc
Thr
430

crtCc

Lezu

ta;

Tyr

ctc

Leu

tte
Phe
415

cCcyg

Pro

atc

ile

aaq

Lys

[ e
Phe™
400

gac

Asp

&agq

Lys

atc

ile

aag

Met Zla Phe Phe Asn Arg Val Ile Thr Lew Thr Val Fro Ser Ser ﬁsp
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Gin

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Met

Glu

Thr

Ala

Leu

50

Glﬁ

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala

115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys
195

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu

i80

Ala

Leu

Asp

Val

Ser

85

Tie

Thr

Phe

Leu

Pro
165

Phe

Ile

Ala

Phe

Val

70

Val

vVal

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

BAsn

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Val

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe
120

Lys

Ile

Phe

Ile

Val
200

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

155

Gln

Leu

Asn

Lys

S0

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Gly

Gln

Gin

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Ala

Ile

60

Thr

Val

Phe

BAsn

His

140

Glu

Val

Glu

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

205

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Ile

Tyr

190

Ser

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Ser

Ile

Gly

80

Lys

Val

Ser

Tyr

Val
160

Lys

Val

Asp
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Ser

Arg

225

Pro

Arg

Leu

Arg

Asp

305

Gly

Asp

Thr

Asn

Lys

210

His

Arg

Leu

Ala

Glu

290

Lys

Thr

Leu

Asp

Leu

370

Val

Lys

Ala

Asn

Phe

275

Phe

Thr

Met

Ile

Ile

355

Phe

Val

Ile

Glu

Leu

260

Val

Glu

Leu

Asn

Thr
340

Asp

val

Asp

Cys

Glu

245

Ser

Lys

Ser

Thr

Thr

325

Gln

Ala

Asn

Ala

Ser

230

Glu

Arg

Pro

Ile

Ile

310

Lys

Val

Asn

Leu

Phe

215

Asn

Leu

Glu

Glu

Val

295

Val

Leu

Gly

Thr

Asn

375

Lys

Ser

Pro

Ser

His

280

Asp

Lys

Val

Ser

Gln

360

Ser

Serxr

Lys

Pro

Gly

265

Phe

Pro

Ser

Asn

Gln

345

Gln

Gln

156

Pro

Pro

Arg

250

Ala

Phe

Thr

Asp

Ser

330

Ile

Gln

Val

Arg

Ala

235

Lys

Asp

Gln

Thr

Ser

315

Gln

Ala

Leu

Gln

His

220

Leu

Met

Leu

Ala

Arg

300

Thx

Glu

Asp

Thr

Glu
380

Leu

Leu

Ser

Tyr

Tyr

285

Glu

Leu

Ile

Thr

Glu

365

Tyr

Pro

Lys

Lys

Leu

270

Leu

Ser

Val

Leu

Leu

350

Leu

Ile

Arg

Glu

Glu

255

Lys

Leu

Asp

Thzr

Val

335

Gly

Ile

Tyr

Lys

Ala

240

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

320

Ser

Ile

Gly

Phe
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Val

Asp
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Glu

Phe
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L_‘yS

Leu
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Leu

Glu

Glu

Val -

Val

435 -

Ile

Lys

Lys

Lys

Thr

Thr

‘Thr

Glu
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105

Thr

Tyr

Glu

Leu

Lys
390

Ser

Gly

Asp

Gln

Phe

Lys

Hisg

Lys
15%

Thr

Ile

Glu

Val

440

Phe

Ser

Thr

Ala

425

Ser

Asn

197

Tyrx

Ile

410

Val

val

Phe

Arg

3395

Leu

Leu

Lys

Leu

Tyr

PIF}

Lys

Bla

Ala
460

Bsn Tle

Met Gly

Leu Thr
430

Leu Asn

445

Thr Leu

Leu

Fhe
415

Pro.

Ile

Lys

Phe

400

Asp

Lys

Tle

Lys



COMPOSICIONES INSECTICIDAS Y METODOS PARA CREAR PLANTAS
TRANSGENICAS RESISTENTES A INSECTOS
RESUMEN

En la presente invencion se proveen secuencias de polinucledtidos aisladas que

cedifican proteinas ET37, TIC810 y TIC812 de Bacillus thuringiensis, y secuencias
de nucledtidos para usar en la expresion de TIC809, ET37, TIC810 y TIC812, y
fusiones de diversas combinaciones de estas proteinas efectivas como
insecticidas, tales como TIC127, en plantas. Se describen métodos para preparar
y usar las secuencias de polinucleétidos y las proteinas en el desarrollo de células
vegetales transgénicas y plantas transgénicas que presentan resistencia mejorada
a insectos contra (1) insectos coledpteros, incluyendo la cruga de la raiz del maiz
occidental (Dibrotica virgifera), la oruga de la rajz del maiz del sur (Dibrotica
undecempunctata), la oruga de la raiz del maiz del norte (Diabrotica barberi), la
oruga de la raiz del maiz mexicana (Diabrotica virgifera zeae), la oruga de la raiz
del maiz del Brasil (Diabrotica balteata) y el complejo de la cruga de la raiz del
maiz del Brasil (Diabrotica viridula y Diabrotica speciosa), y conira insectos

hemipteros, tales como las chinches Lygus.

22X



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

EXTRACTO PARA PUBLICACION’
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

{21) N° de sclicitud:
22) Fecha de solicitud:

Fecha
31/08/2005

(30) Prioridad  (31) N° Prioridad

60/713.114

32)

(33} "Pais

us

{71)Solicitante(s)

{72) Inventor{es)

(51) int. Ci.:

MONSANTO TECHNOLOGY, LLC

HEATHER M. ANDERSON
JAMES A. BAUM '
CATHERINE A. CHAY
JAMES K. ROBERTS

BEI ZHANG
(74) Apoderado:  MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
(85) Fecha limite inicio fase nacional: (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 08/03/2007
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 30/08/2006 N® publicacidn; WO 2007/027776 A2
N° de solicitud PCT/US2006/033867
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1. Una secuencia de nucledtidos aislada y purificada 12, . La composicion de la reivindicacién 11, donde dicha

que codifica una proteina insecticida, donde dicha proteina se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N° 2, SEQ ID N°
4, SEQIDN°5, SEQID N° 8, SEQID N° 10, SEQID N° 12y
SEQID N° 47,

2 La secuencia de nucledtidos aislada y purificada de
la reivindicacién 1, que se selecciona del grupo que consiste
en SEQIDN°1, SEQID N° 3, SEQID N° 5, SEQ ID N° 7,
SEQION®S, SEQID N° 11y SEQ ID N° 46.

3. Una proteina insecticida aislada y purificada que se
selecciona del grupo que consiste en una ET29, una ET37,
una TIC810, una TIC812, una TIC809 y una TIC127.

4, Una célula vegetal transformada con una secuencia
de nuciedtidos que codifica una proteina insecticida, donde
dicha proteina se selecciona del grupo que consiste en una
ET29, una ET37, una TIC810, una TIC812, una TIC809 y una
TIC127.

5. Progenie de fa planta de !a reivindicacién 4, donde
dicha progenie comprende dicha secuencia de nuclettidos.
6. Un veclor que comprende una secuencia de

nuclectidos que codifica una proteina seleccionada del grupo
que consiste en ET29, ET37, TIC810, TICB12, TIC809 y
TIC127.

7. Un método para mejorar la acumulacion de una
primera proteina insecticida en una célula huésped, donde
dicho método comprende expresar de forma contemporanea
dicha primera proteina seleccionada del grupc que consiste en
ET29, TICB0S y ET37, con una segunda proteina insecticida
seleccionada del grupo que consiste en TiC810 y TIC812,
donde dicha expresion contemporanea mejora la acumulacion
de la primera profeina, en comparacion con la acumulacion de
dicha primera proleina, expresada en ausencia de dicha
segunda proteina.

8. Una composicion que presenta actividad insecticida,
que comprende una primera proteina seleccionada del grupo
que consiste en ET29, ET37 y TIC809, y un segunda proteina
seleccionada del grupo que consiste en TIC810 y TIC812,

9. La composicion de la reivindicacion 8, donde dicha
primera proteina es TIC809 y dicha segunda proteina es
TIC810.

10. La composicion de la reivindicacion 8 donde la
relacion entre dicha primera proteina y dicha segunda proteina
es de entre aproximadamente 11 y aproximadamente 2:1.

1. La composicion de la reivindicacion 8, proporcionada
en la dieta de un coledptero o un hemiptero que es plaga de
_planias, en una formulacion aceptable para el uso agricola.

formulacion consiste en ambas proteinas expresadas en una
celula vegetal.

13. La composicion de la reivindicacion 11, donde dicho
coledptero plaga es una oruga de la raiz, y dicho hemiptero
plaga es una chinche Lygus.

14, Un producto comercial que comprende una cantidad
detectable de una primera proteina seleccionada del grupo
gue consiste en ET29, ET37 y TIC809, y una cantidad
detectable de una segunda proieina seleccionada del grupo
que consiste en TIC810 y TIC812.

15. Un producto comercial que comprende una canfidad
detectable de (1) una primera secuencia ¢2 nucledtidos que
codifica una primera proteina seleccionada de! grupo que
consiste en ET29, ET37 y TIC809, y una segunda secuencia
de nucleotidos que codifica una segunda proteina
seleccionada del grupo que consiste en TIC810 y TIC812; (2)
una primera proteina seleccionada del grupo que consiste en
ET29, ET37 y TIC809, y una segunda proteina seleccionada
del grupo que consiste en TIC810 y TIC812; (3) ambos (1) y
{2); 0 (4) cualguier combinacién de (1) y (2).

16. El producto comercial de cualguiera de las
reivindicacicnes 14-15, seleccionado del grupo que consiste
en semilias de algodon, aceite de semilla de algodén,
alimentos a base de semillas de algodén, semillas de soja,
aceite de soja, alimentos a base de soja, harina de soja,
bienes sélidos secos obtenidos por destilacion, semillas de
maiz, harina de maiz, alimentos a base de maiz, jarabe de
maiz, aceite de maiz, almidén de maiz, y cereales
manufacturados por completo o en parte, que contienen soja
y/o subproductos de soja.

17. Un método para preparar una célula vegetal
resistente a coledpteros y hemipteros plaga, que comprende
transformar dicha célula vegetal para que exprese una
cantidad efectiva como insecticida de una composicion de
toxinas, donde dicha composicion de toxinas comprende una
primera profeina seleccionada del grupo que consiste en
ET29, ET37 y TIC809, y una segunda proteina seleccionada
del grupo que consiste en TIC810 y TIC812.

18. El método de la reivindicacion 17, donde dicha célula
vegetal se regenera en una planta transgénica fértl.

19. El método de fa reivindicacion 17, donde dicha célula
vegetal se selecciona del grupo que consiste en una célula de
una planta monocotiledonea y una célula de una planta
dicatiledénea. ‘
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Division de Nuevas Creaciones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION

DEL TRAMITE

PATENTE DE INVENCION ( X ) MODELO DE UTILIDAD ( )

- Indicacién de que se solicita la concesion de una patente

- Datos de identificacién del solicitante 0 de la persona que
presenta la solicitud

- Descripcidn de la invencién
- Dibujos de ser estos pestinentes

- Comprobante de pag6 de |las tasas establecidas

)

COMPLETA (%) INCOMPLETA ( )

DISENO INDUSTRIAL ( )

- Indicacidn de que se solicita el registro de Disefno Industrial

- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que
presenta la solicitud

- Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o
muestra del material que incorpora el disefio

- Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )

EZQUEMA DE TRAZADO ( )

- Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial

- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que
presenta la solicitud

- Representacion grafica del Esquema de Trazado

- Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )

Firma responsable:

USUARIO RADICADOR

(X)

(X)

>x XX

(

7
“
e

Fecha:




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

CASTELLANOS ABONDANO MARGARITA
Apoderado(a) y/o Representante de
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

REFERENCIA Radicacién No. 8 15691
Solicitud internacional PCT/US2006/033867
Fecha inicio fase nacional 31/03/2008
Tramite 11
Evento 379
* )
Actuacidon 43.82bq

Oficio No.

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulec 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la traduccién de los anexos del reporte de examen
preliminar internacicnal (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k}
Decisidn 486,

En cumplimientoc de lo dispuesto por el articulo 3% de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficic, complete los regquisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiquese el presente o
e), del capitulo qui

onforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
o primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CEGPEDES DE VERGEL
Jefe de la divysidn de Nuevas Creaciones

anterlor ﬁﬁﬁr?ﬁhﬁlento fue notificado por fijacién en lista de
fecha

jfernand

Y
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BICENTENARIO 1
s it

Radicaciéon : 8-19691- -5-0 Fecha: 2010-03-24 10:05:47
Tramite : 11 PATENTEIYII

Evento : 379 FASENACIONALI

Actuaciéon: 432 COMUNICACTOADM

Destinatario : CASTELLANOS ABONDANO MARGARITA Foliog

Sefior (a) (es)

CASTELLANOS ABONDANO MARGARITA
Calle 94 A No 7A- 09

BOGOTAD.C.

Referencia RESOLUCION : 15628

Fecha : 23/03/2010

Expediente : 8-19691

Tramite : 11 PCT-PATENTE DE INVENCION CAPITULOS 1 Y I
Evento : 379 FASE NACIONAL INCLUIDO CAPITULO i

Actuacion ; 432 COMUNICACION ACTO ADMINISTRATIVO

Comedidamente le solicito presentarse a este Despacho ubicado en la Carrera 13 No. 27 -
00 Pisc Quinto (5), de la ciudad de Bogota D.C., dentro del término de cinco (5) dias habiles
contados a partir del envio de la presente citacion, en horario de 8:00 am. a 4:30 p.m.
jornada continua, con el fin de notificarle personalmente el ‘contenido de la resolucién de la
referencia proferida dentro del expediente tramitado con el nimero de radicacién citado en
el asunto. '

De no hacerse presente en el término indicado anteriormente, la providencia en mencién se
notificara por edicto, el cual se fijara por el término de diez (10) dias en el Centro de
Documentacion e Informacién.

Para su comodidad el texto completo de la resolucion se encontrara disponible en la pagina
web de la Entidad desde el dia habil siguiente al de su notificacién, la cual podra ser
consultada desde un computador con acceso a Internet, en {a pagina www.sic.gov.co, con el
numero de resolucién a través de la opcidn servicios en linea bases de datos - otros
servicios ~ consulta actos administrativos.

En caso de que se haya nofificado, haga caso omiso de este aviso.

Secretaria General
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX; 5870000
Al contestar favor indique el numero de Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26- §5 int. 2 Te! 5880070
radicacion consignado en el sticker Call Center 6513240 . Linea 01800-810165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. Colombia
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SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RESOLUCION®. 1562&

Por la cual se declara abandonada una solicitud

Rad. PCT/08-19691

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
en ejercicio de sus facultades legales, en especial de las que se confirieron en el
articulo 3, numeral 30 del decreto 3523 de 2009, y

- | CONSIDERANDO:

PRIMERO: Que la solicitud de patente de invencion titulada “COMPOSICIONES
INSECTICIDAS Y METODOS PARA CREAR PLANTAS TRANSGENICAS RESISTENTES
A INSECTOS", que corresponde a la solicitud internacional PCT/US 2006/033867 de fecha
30 de agosto del 2006, fue radicada en esta Superintendencia et 26 de febrero del 2008 bajo
&l imero 08-019691-00000-0000, para que se iniciara la fase nacional en virtud del Tratado
de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT).

SEGUNDO: Que el extracto de esta solicitud fue publicado en la Gaceta de la Propiedad
Industrial N° 607 del 31 de agosto del 2009.

TERCERO: Que el articulo 44 de la Decisidn 486 de la Comision de la Comunidad Andina,

establece que: "Dentro del plazo de seis meses contados desde la publicacion de la

solicitud, independientemente que se hubieren presentado oposiciones, el solicitante debera
pedir que se examine si la invencion es patentable. Los Paises Miembros podran cobrar una
tasa para la realizacién de este examen. Si transcurriera dicho plazo sin que el solicitante
hubiera pedido que se realice el examen, la solicitud caera en abandono”.

CUARTO: Que contados seis meses desde la publicacién en la Gaceta de la Propiedad
Industrial, no se presenté peticion de parte del interesado para efectuar el examen de
fondo, razon por la cual se considera abandonada la solicitud en los términos del
mencionado articulo 44.

RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: Declarar abandonada la solicitud de privilegio de patente de
invencion que entré en fase nacional en virtud del Tratado de Cooperacidén en Materia de
Patentes (PCT), de acuerdo con las razones expuestas en la parte considerativa de la
presente resolucion.

Sede Centfro: Carrera 13 No, 27-00 Pisges 2, 5, 7y 10
Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 Conmutador: 5870000

Fax: 5870284, LInea 018000-910165
Web: www.sic.qov.co e-mail. info@sic.qov.co
Bogota D.C. - Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

RESOLUCION. 15628

% Por la cual se declara abandonada una solicitud

Rad. PCT/08-19691

ARTICULO SEGUNDO: Notificar personalmente el contenido de la presente resolucién ala
doctora Margarita Castellanos Abondano, en su calidad de apoderada de Monsanto
Technology Llc., o a quien haga sus veces, entregandole copia de la misma, advirtiéndole
que contra ella procede el recurso de reposicion interpuesto ante el Superintendente de
Industria y Comercio, al momento de la notificacién o dentro de los 5 dias habiles sngunentes
aella.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE A
Dada en Bogota, D.C.,alos 23 HMAR. 2

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO,

GUSTAVO VALBUENA QUINONES

Doctora
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
Calle 94 AN°7 A—-09.
Bogota D.C.
V4
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Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2,5, 7y 10
Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 Conmutador: 5870000
Fax: 5870284. Linea 018000-810165
Web: www.sic.qov.co e-mail: info@sic.qov.ce
Bogota D.C. - Colombia




