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MOLECULAS DE ACI DO NUCLEI CO RNAPI | 140 QUE
CONFI EREN RESI STENCI A A PLAGAS DE COLEGPTERCS

RECLAMO DE PRI ORI DAD

Esta solicitud reclama el beneficio de Ia fecha de
presentaci 6n de la solicitud de patente de | os Estados Uni dos
nanmero 61/919, 239, presentada el 20 de dicienbre de 2013,
para "MOLECULAS DE ACIDO NUCLEI CO RNAPI| 140 QUE CONFI EREN
RESI STENCI A A PLAGAS DE COLEOPTERCS".

CAMPO TECNI CO

La presente divulgacion se refiere generalmente a
control de daflos a plantas causados por plagas de
col ebpt er os. En nodalidades particulares, |la presente
di vul gaci 6n se refiere a la identificacion de codificacio6n
objetivos y secuencias de no codificacion, y el wuso de
tecnol ogi as de acido nucleico para reprimr o inhibir después
de la transcripcidén la expresion de la codificacion objetivo
y las secuencias de no codificacién en las células de una
pl aga de col ebépteros para proporcionar un efecto protector a

| a pl ant a.
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ANTECEDENTES

La crisonela del maiz del oeste (WCR por sus siglas
en inglés), Diabrotica virgifera virgifera LeConte, es una de
| as especi es de gusanos de raiz del nmiz mas devastadoras en
Anérica del norte y es una preocupaci 6n particular en zonas
de cultivo de maiz del nedio oeste de Estados Unidos. La
crisonela del maiz del norte (NCR por sus siglas en inglés),
Di abrotica barberi Smth y Lawence, es una especie
estrechanente relacionada que co-habita en nucho del msno
rango que WCR Hay varias otras subespecies de Diabrotica
gue son plagas inportantes en Aneérica del Norte: la crisonela
del maiz nexicana (MCR por sus siglas en inglés), D.
virgifera zeae Krysan y Smith; la crisonela del maiz del sur
(SCR), D. undeci npunctata howar di Bar ber ; D. bal t eat a
LeConte; D. undecinpunctata tenella; y D. u. undecinpunctata
Manner hei m Actual nente, el Departanento de Agricultura de
| os Estados Unidos cal cula que las crisonelas del maiz causan
$ 1 billén en pérdida de ingresos cada afo, incluyendo $ 800
mllones en pérdidas de rendimento y $ 200 mllones en
costos de tratam ento.

Los huevos de WCR y NCR son depositados en la
tierra durante el verano. Los insectos pernanecen en |la fase
de huevo durante el invierno. Los huevos son obl ongos,
bl ancos y nenores a 0.010 cm de | ongitud. La eclosion de
larvas a finales de mayo o principios de junio, con |a

si ncroni zaci 6n exacta de |la eclosion del huevo varia de afo
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en afio debido a Ila wubicaciéon y las diferencias de

t enper at ur a. Las larvas reci én nacidas son gusanos bl ancos
gue son nenores a 0.3175 cm de |ongitud. Una vez
ecl osionadas, las larvas comenzan a alinentarse de |as
raices del nmaiz. Las crisonelas del nmmiz pasan por tres
i nstares | arval es. Después de alinentarse durante varias
semanas, |la larva nuda a |la etapa pupal. Forman pupas en |a

tierra, y luego enmergen de la tierra conop adultos en julio y
agost o. Las crisonelas adultas son de wunos 0.635 cm de
| ongi t ud.

Las larvas de crisonela del namiz conpletan el
desarrollo en el maiz y varias otras especies de gram neas.
Las larvas criadas en césped amarillo enmergen mas tarde y
tienen un tamafio de céapsula de cabeza mis pequefio cono
adultos que las larvas cultivadas en el nmaiz. El | sbury et
al. (2005) Environ. Entonol. 34:627 634. Las WCR adultas se
alinentan de seda de nmmiz, polen y granos en puntas
expuest as. Si las WCR adultas surgen antes de que |os
tejidos reproductivos del mmiz estén presentes, se pueden
alinentan de tejido foliar, con |o que anmnoraran el
crecimento vegetal y en ocasiones mtaran a l|la planta
anfitriona. Sin enbargo, |os adultos desplazaran rapi danente
al polen y sedas preferidas cuando estén disponibles. Las
NCR adul tas tanbi én se alinmentan de | os tejidos reproductivos
de la planta de maiz, pero en canbio rara vez se alinentan de
hoj as de nai z.

La nmayoria de |os dafios de la crisonela del maiz
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son causados por la alinmentacion |arval. Las crisonel as
reci én eclosionadas inicialnente se alinentan de pelos de
raiz de maiz finos y hacen madrigueras en apices. A nedida
gqgue las larvas crecen nmas grandes, se alinentan y se
entierran en raices prinmarias. Cuando las crisonelas del
mai z son abundantes, la alinentacién |arval a nmenudo resulta
en |la poda de raices hasta |la base del tallo del nmaiz. La
| esi 6n severa de la raiz interfiere con |la habilidad de |as
rai ces para transportar agua y nutrientes a |la planta, reduce
el crecimento de las plantas y resulta en |a producciodn
reducida de granos, reduciendo de tal nodo a nenudo
drasticanente el rendimento general. La |esion severa de |a
rai z tanmbi én resulta a nmenudo en el al ojam ento de plantas de
maiz, o que hace mas dificil la cosecha y el rendimento
di sm nuye aun ns8s. Ademés, la alinmentacion de |os adultos
sobre los tejidos reproductivos del maiz puede resultar en | a
poda de |las sedas en la punta. Si este "recorte de seda" es
| o suficientenente severo durante el cobertizo de polen, la
pol i ni zaci 6n puede interrunpirse.

El control de las crisonelas del mmiz puede ser
intentado por la rotacién de cultivos, 1los insecticidas
qui m cos, biopesticidas (por ejenplo, la espora que forma
bacterias gram positivas, Bacillus thuringiensis) o una
conmbi naci 6n de estos. La rotacion de cultivos sufre la
desventaja significativa de col ocar restricciones no deseadas
sobre el uso de las tierras de labrantio. Por otra parte, |a

ovi posi ci 6n de al gunas especies de crisonelas puede darse en
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cultivos de soya, mtigando asi |la efectividad de |a rotacion
de cultivos practicada con naiz y soya.

Los escarabaj os europeos del polen (EPB) son pl agas
graves en la colza oleaginosa, tanto las larvas conpb |os
adultos se alinmentan de las flores y el polen. El dafio del
escarabajo del polen al cultivo puede causar pérdida de
rendimento de 20-40% La especie de plaga prinmaria es
Mel i get hes aeneus. En la actualidad, control del escarabajo
del polen en |la colza ol eaginosa se basa principal nente en
| os piretroi des que se espera sean elim nados pronto debido a
su perfil anbiental y regulatorio. Por otra parte, se ha
reportado la resistencia del escarabajo de polen a 1os
i nsecticidas quimcos existentes. Por |o tanto, se necesitan
con urgencia soluciones de control del escarabajo del polen
con nuevos nodos de acci on.

En la naturaleza, | os escarabajos del pol en
hi bernan cono los adultos en la tierra o debajo de |la
hoj ar asca. En primavera los adultos energen de la
hi bernaci 6n y comienzan a alinmentarse de las flores de I|as
mal ezas y mgran hacia plantas de colza ol eagi nosa. Los
huevos son depositados en brotes de flores de colza
ol eagi nosa. Las larvas se alinentan y desarrollan en |os
brotes y las flores. La etapa de larvas tardia encuentra un
sitio de pupas en la tierra. La segunda generaci 6n de adultos
energe en julio y agosto y se alinenta de diversas plantas de
floraci on antes de encontrar |os sitios de invernada.

Los insecticidas quimcos son |la estrategia mas
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confiada para lograr el control de las crisonelas del maiz.
El uso de insecticidas quimcos, sin enbargo, es una
estrategia de control inperfecta de la crisonela del miz;
aproxi madanmente $ 1 billdn se pueden perder en |os Estados
Uni dos cada afio debido a las crisonelas del maiz cuando |os
costos de los insecticidas quimcos se agregan a |os costos
del dafio por las crisonelas del mmiz que pueden ocurrir a

pesar del uso de los insecticidas. Las altas poblaci ones de

| arvas, las fuertes Illuvias y un uso incorrecto del (Ilos)
i nsecticida(s) pueden resultar en un control inadecuado de
las crisonelas del maiz. Ademas, el uso continuo de

i nsecticidas puede sel ecci onarse para cepas de crisonel as del
mai z resi stentes al i nsecticida, asi cono plantear
preocupaci ones anbientales significativas debido a Ia
t oxi ci dad de muchos de ell os a especies no objetivo.

El ARN de interferencia (ARNI) es un proceso que
utiliza las vias celulares enddgenas, en donde una nol écul a
de ARN (ARNi) de interferencia (por ejenplo, una nol écula de
ARNds) que es especifica para todos, o cual quier porcion del
t amafio adecuado, de una secuencia del gen objetivo resulta en
| a degradaci 6n del ARNm codificado de tal nodo. En |os
ultinos afios se ha utilizado ARNi para realizar "noqueo"
genético en un nunero de especies y sistenmas experinental es;
por ejenplo, Caenorhabitis elegans, plantas, enbriones de
insectos y células en cultivo de tejidos. Véase, por
ejenplo, Fire et al. (1998) Nature 391:806 811; Martinez et
al. (2002) Cell 110:563 574; MManus y Sharp (2002) Nature
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El ARNI logra |a degradaci 6n del ARNm a través de
una via endégena, incluyendo el <conplejo de l|a proteina
DI CER. DI CER escinde | argas nol écul as de ARNds en fragnent os
cortos de aproximdanente 20 nucleoétidos, denom nados ARN
interferente pequefio (ARNsi). Los ARNsi se desenrollan en
dos ARNs de una sola hebra: |la hebra pasajera y l|la hebra
gui a. La hebra pasajera se degrada y la hebra guia se
i ncorpora en el conplejo silenciador inducido por ARN (Rl SC).
Las micro nol écul as inhi bi doras de acido ribonucleico (ARNm )
pueden ser i gual nente I ncor por adas en Rl SC. El
sil enci am ento post transcripcional se produce cuandol a hebra
guia se une especificamente a una secuencia conpl enentaria de
una nol écula de ARNmM e induce escision por Argonaute, el
conponente catalitico de los conplejos de RISC. Este proceso
se conoce por difundirse sistematicanente en todo el
organisnmb a pesar de las concentraciones inicialnmente
limtadas de ARNsi y/o ARNm en al gunos eucariotas tales cono
pl ant as, nenmat odos y al gunos i nsect os.

S6lo las transcripciones conplenentarias a |os
ARNsi o0 ARNmM son escindidas y degradadas, y por lo tanto el
noqueo de la expresion de ARNm es especifico de secuenci a.
En las plantas, existen varios grupos funcionales de genes
Dl CER El efecto de gen silenciador del ARN persiste por
dias y, en condiciones experinentales, puede conducir a una
di sm nuci 6n de | a abundancia de la transcripci 6n objetivo de

90% o mas, con | a consiguiente reducci 6n de | os niveles de |a
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La patente estadounidense No. 7,612,194 vy |as
publ i caci ones de patente estadouni denses Nos. 2007/0050860,
2010/ 0192265, y 2011/0154545 divul gan una biblioteca de 9112
mar cas de secuencia expresadas (EST) de secuenci as ai sl adas
de D. v. virgifera LeConte pupae. Se sugiere en la patente
est adouni dense No. 7,612,194 y la publicacion de patente
est adouni dense No. 2007/0050860 vincul ar operativanmente a un
pronotor de una nolécula de acido nucleico que es
conplementaria a una de varias secuencias parciales
particulares de D. v. virgifera vacuolar tipo H + ATPasa (V-
ATpasa) divul gada en esos docunmentos para |a expresi 6n de ARN
antisentido en las células vegetales. La publicaci éon de
patente estadouni dense No. 2010/0192265 sugiere vincular
operativamente un pronotor a una nol écula de acido nucleico
gue es conplenentaria a una secuencia parcial de un gen de D.
v. virgifera de funcion desconocida y no divulgada (la
secuencia parcial se indica que es 58% idéntica al producto
del gen C56C10.3 en C. elegans) para |a expresi 6n de ARN anti
sentido en las células vegetales. La publicacion de patente
est adouni dense No. 2011/ 0154545 sugi ere vi ncul ar
operativamente a un pronmotor de wuna nolécula de acido
nucleico que es conplenmentaria a dos secuencias parciales
particul ares de genes de | a subunidad beta de coatonero de D
v. virgifera para la expresion de ARN anti sentido en |as
célul as vegetal es. Ademas, |a patente estadouni dense No.

7,943,819 divulga una biblioteca de 906 narcas de secuencia
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expresada (EST) de secuencias aisladas de |arvas, pupas e
intestinos nedios disecados de D. v. virgifera LeConte vy
sugi ere vincul ar operativanente un pronotor a una nol écul a de
acido nucleico que es conplenmentaria a una secuencia parci al
de un gen 4b de proteina de cuerpo nultivesicular cargado con
D. v. virgifera para |la expresion de ARN de doble hebra en
| as cél ul as veget al es.

Ni nguna otra sugerencia es proporcionada en |la
pat ente estadounidense No. 7,612,194 y la publicaciones de
pat ente estadouni denses Nos. 2007/0050860, 0192265/2010 vy
2011/ 0154545 sobre el uso de cual quier secuencia particular
de las mas de nueve nm| secuencias |listadas en |os msnos
para la interferencia del ARN, aparte de las varias
secuenci as parciales particul ares de VATpasa y | as secuenci as
parciales particulares de genes de funcidn desconocida.
Adengs, ninguna de las patentes estadouni denses Nos.
7,612,194 y las publicaciones de patentes estadounidenses
Nos. 2007/0050860 y 0192265/2010 y 2011/0154545 proporci onan
orientaci 6n alguna en cuanto a que otras de |as nas de nueve
m | secuencias proporcionadas seria letal, o incluso de otra
manera util, en especies de crisonelas del nmaiz cuando se
utiliza conb ARNds o ARNsi. La patente estadouni dense No.
7,943,819 no proporciona ninguna sugerencia para utilizar
cual qui er secuencia particular de |as mas de noveci entas
secuencias |listadas en la msma para la interferncia del ARN,
adenas de l|la secuencia parcial particular de un gen 4b de

proteina de cuerpo corporal cargado. Ademés, la patente
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est adouni dense No. 7,943,819 no proporciona orientacion

al guna en cuanto a cuales otras de las nmas de nueve ml

secuenci as proporcionadas seria letal, o incluso de otra
manera util, en especies de crisonelas del nmaiz cuando se
utiliza conbo ARNds o ARNSsi . La publicaci 6n de solicitud de

pat ent e estadouni dense No. 2013/040173 y la publicacion de
solicitud PCT No. WO 2013/169923 describen el wuso de una
secuencia derivada de un gen Snf7 de Diabrotica virgifera
para la interferencia del ARN en el maiz. (Tanbi én divul gado
en Bol ognesi et al. (2012) PLos ONE 7(10): e47534.
doi : 10. 1371/ ] our nal . pone. 0047534) .

La i nmensa mayoria de | as secuenci as
conplementarias al ADN de las crisonelas del nmaiz (tal conp
las anteriores) no es letal en especies de crisonelas del
mai z cuando se utilizan conmb ARNds 0 ARNsi. Por ejenpl o,
Baum et al. (2007, Nature Biotechnology 25:1322 1326),
describe los efectos de la inhibicion de diversos objetivos
genéticos de WCR por el ARNi. Estos autores reportaron que 8
de 26 genes objetivo que probaron no fueron capaces de
proporci onar experinental mente significativa nortalidad de
pl agas de col edpteros en una concentraci 6n nmuy alta de ARN

(por ejenplo, ARNds) de més de 520 ng/cnf.

DESCRI PCl ON

En este docunento se divulgan nol éculas de acido

nucleico (por ejenplo, genes objetivo, ADNs, ARN, ARNds,
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ARNsi, ARNm , ARNsh y ARNhp) y métodos de uso de |as m snas,
para el contgrol de plagas de col edpteros, incluyendo, por
ejenplo D. v. wvirgifera LeConte (crisonmela del miz del
oeste, "WCR'); D. barberi Smth y Lawence (crisonela del
mai z del norte, "NCR'); D. u. howardi Barber (crisonela del
mai z del sur, "SCR'); D. v. zeae Krysan y Smith (crisonela
del maiz nexicana, "MCR'); D. balteata LeConte; D. u.
tenella; D. u. undecinpunctata Mannerheim Meligethes aeneus
Fabricius (escarabajo del polen, “PB"). En ejenplos
particul ares, se divulgan noléculas ejenplares de acido
nucl eico que pueden ser hondlogas a por |o nenos una parte
de una o mAs secuencias nativas de acidos nucleicos en una
pl aga de col eopt eros.

En estos y otros ejenplos, |la secuencia de acido
nucl eico nativa puede ser un gen objetivo, cuyos productos
pueden ser, por ejenplo y sin limtacioén: inplicados en un
proceso netabdlico; inplicados en un proceso reproductivo; o
i nplicados en el desarrollo larval. En algunos ejenplos, |a
i nhibicion post traslacional de l|a expresion de un gen
obj etivo por una nol écul a de aci do nucl ei co que conprende una
secuenci a hondl oga correspondi ente puede ser letal en plagas
de col eépteros o resultar en |la reduccion del crecimento o
r epr oducci on. En ejenplos especificos, se puede sel eccionar
un gen que codifica ARN polinmerasa |l 140 (la proteina
codi ficada contenplada en el presente docunmento conb ARNPI I
140; y un acido nucleico que codifica ARNPII 140 contenpl ado

en el presente docunento cono “"rnapll 140") conb un gen
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objetivo para el silenciamento post transcripcional. En
ej enpl os parti cul ares, un gen objetivo atil para la
i nhi bi ci 6n post transcripcional es el nuevo gen referido en
este docunmento cono rnapll 140. Una nol écula de 4&cido
nucl ei co ai slado que conprende una secuencia de nucl edtidos
de rnapll 140 (SEQID NO 1, SEQID NO 73, SEQ ID NO 75, y SEQ
ID NO 81); el conplenmento de rnapll 140 (por ejenplo SEQ ID
NO1l, SEQ ID NO73, SEQ ID NO75 y SEQ ID NOS81l); vy
fragnentos de cualquiera de |los anteriores por lo tanto, se
di vul ga en el presente.

Tanmbi én se di vul gan nol écul as de aci do nucl ei co que
conprenden wuna secuencia de nucleo6tidos que codifica un
polipéptido que es al nenos 85% i déntico a una secuencia del
am noacido dentro de wun producto génico objetivo (por
ejenplo, ARNPII 140, el producto de rnapll 140). Por
ej enpl o, una nol écula de &cido nucl eico puede comnponerse de
una secuenci a de nucleo6tidos que codifica un polipéptido gque
es al nenos 85% idéntica a una secuencia de am noaci dos de
las SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 74, SEQ ID NGO 76, SEQ ID NG 80, o
SEQ ID NGO 82 (ARNPII 140). En ejenplos particulares, una
nol écula de acido nucleico conprende wuna secuencia de
nucl eéti dos que codifica un polipéptido que es al nenos 85%
i déntica a una secuenci a de am noaci dos dentro de ARNPI| 140.
Tanmbi én se divulgan noléculas de acido nucleico que
conprenden una secuenci a de nucl eétidos que es el conplenento
inverso de una secuencia de nucleodtidos que codifica un

polipéptido que es al nenos 85% i déntico a una secuencia del
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am noaci do dentro de un producto génico objetivo.

Tanmbi én se divulgan secuencias de ADNc de acido
nucleico que pueden utilizarse para la produccion de
nol écul as de ARNI (por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNm Yy ARNhp)
gue son conplenentarias a la totalidad o parte de un gen
objetivo de plaga de coleopteros, por ejenplo: rnapll 140.
En nodal i dades particulares, |os ARNds, ARNsi, ARNM y/o
ARNhp se pueden producir in vitro o in vivo por un organi sno
nodi fi cado genéti canente, cono una planta o una bacteria. En
ejenplos particulares, se divulgan noléculas de ADNc que
pueden wutilizarse para producir noléculas de ARN que son
conplenmentarias a la totalidad o parte de rnapll 140 (por
ejenplo, SEQ ID NO1, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, y SEQ ID
NO: 81) .

Ademés se divul gan nedios para inhibir |a expresion
de un gen esencial en una plaga de col edptero, y |os nedios
para proporcionar resistencia a |las plagas de col edpteros a
una planta. Ejenplos de nmedios para inhibir |a expresion de
un gen esencial en una plaga de col eépteros, incluyen, pero
no se limtan a una nol écula de hebra sinple o doble de ARN
gue consiste de al nenos una de SEQ ID NO 3 (regi 6n rnapl
140 1; aqui referida a veces cono rnapll regl), SEQ ID NGO 4
(rnapll 140 region 2, en el presente docunento referida a
veces cono rnapll reg2), SEQ ID NO 5 (rnapll 140 regio6n 3
en el presente docunento referida a veces conp rnapll reg3),
SEQ ID NGO 77 (rnapll 140 region 1; aqui referida a veces

cono PB rnapll regl), o el conplenmento de éstas. Los
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equi val entes funcionales de nedios para inhibir |la expresion
de un gen esencial en una plaga de col edpteros incluyen, pero
no estan |limtadas a, nol écul as de ARN de una sola o de doble
hebra que son sustancialnmente hondlogas a la totalidad o
parte de un gen que conprende SEQ ID NO 1). Los
equi val entes funcionales de nedios para inhibir |la expresion
de un gen esencial en una plaga de col edpteros incluyen, pero
no estan | mtadosa, noléculas de ARN de una sola o de doble
hebra que son sustancialnmente hondlogas a la totalidad o
parte de un gen de PB que conprende SEQ ID NO 73, SEQ ID NO
75, o SEQ ID NO 81. Un nedio para proporcionar resistencia
a las plagas de coleb6pteros a una planta puede ser una
nol écul a de ADN que conprende una secuenci a de aci do nucl ei co
gque codifica un nedio para inhibir la expresion de un gen
esenci al en una plaga de col edpteros operativanmente vincul ada
a un pronmotor, en donde la nolécula de ADN es capaz de
integrarse en el genoma de una planta de maiz.

Se divulgan nmétodos para el contr ol de una
pobl aci 6n de wuna plaga de coledpteros, que conprenden
proporci onar a una plaga de col e6pteros un a nol écul a de ARN
(por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNm y ARNhp) que funciona al
ser tomada por la plaga de coleoOpteros para inhibir una
funci 6n bi ol 6gica dentro de | a plaga de col eépteros, en donde
|l a nol écula ARNi conprende todo o parte de una secuencia de
nucl eéti dos sel eccionada del grupo que consiste de: SEQ ID
NGO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 73,
SEQ ID NO 75, SEQID NO 77, y SEQ ID NO 81; el conplenento de
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SEQ ID NO1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NGO S5, SEQ ID
NG 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID NO 77, y SEQ ID NO 81, una
secuenci a codificadora nativa de organi sno de Di abrotica (por
ej enpl o, WCR) que conprende todo o parte de cual qui era de SEQ
ID NO1, SEQ ID NO3, SEQ ID NO4 y SEQ ID NG5; el
conplemento de wuna secuencia codificadora nativa de un
organisnmo de Diabrotica que conprende todo o parte de
cualquiera de SEQ ID NO1, SEQID NO3, SEQID NO4 y SEQ ID
NG 5; una secuencia no codificadora nativa de un organi sno de
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende todo o parte de cual quiera de SEQ ID
NO1l, SEQ ID NO3, SEQ ID NO4 y SEQ ID NOS5; vy el
conpl emento de una secuencia no codificadora nativa de un
organi sno de Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écula de ARN nativa que conprende todo o parte de
cualquiera de SEQ ID NO1, SEQID NO3, SEQID NO4 y SEQ ID
NO 5; una secuencia codificadora nativa de un organisno de
Mel i get hes (por ejenplo, PB) que conprende todo o parte de
cual quiera de SEQ SEQ ID NO 73, SEQID NO 75, SEQID NG 77, y
SEQ ID NO 81; el conplenento de una secuencia codificadora
nativa de un organisno de Meligethes que conprende todo o
parte de cualquiera de SEQ ID NGO 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID
NO 77, y SEQ ID NO 81; una secuencia codificadora nativa de
un organisno de Meligethes que se transcribe para producir
una nol écula de ARN nativa que conprende todo o parte de
cual quiera de SEQ ID NGO 73, SEQID NO 75, SEQ ID NO 77, y SEQ

ID NG 81; y el conplenento de una secuencia no codificadora
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nativa de un organisnbo de Meligethes que se transcribe para
producir wuna nolécula de ARN nativa que conprende todo o
parte de cualquiera de SEQ ID NGO 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID
NG 77, y SEQ | D NO 81.

En ejenplos concretos, se divulgan netodos para
controlar wuna poblacién de una plaga de col ed6pteros, que
conr penden proporcionar a wuna plaga de coleoOpteros una
nol écula de ARNi (por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNmM Yy ARNhp)
gue funciona al ser tomada por |a plaga de col e6pteros para
inhibir wuna funcion bioldégica dentro de |a plaga de
col edpteros, en donde |la nol écula de ARNi se conpone de una
secuenci a de nucl eéti dos sel ecci onada del grupo formado por:
todo o parte de SEQIDNO 1, SEQID NO 3, SEQID NO 4, SEQ
ID NO 5, SEQID NGO 73, SEQ ID NGO 75, SEQ ID NO 77 y SEQ
ID NO 81; el conplenmento de todo o parte de SEQ ID NO 1,
SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQID NO 5, SEQ ID NGO 73, SEQ
IDNO 75, SEQID NGO 77 y SEQID NO 81; todo o parte de una
secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Di abrotica (por ejenplo, WCR) conpuesto por SEQ ID NO 1, SEQ
ID NO 3, SEQ ID NO 4 y SEQ ID NGO 5; todo o parte del
conpl emento de una secuencia de codificacion nativa de un
organi sno de Diabrotica que conprende SEQ ID NO 1, SEQ ID
NO 3, SEQ ID NO 4 vy SEQ ID NO 5; todo o parte de una
secuencia de no codificacién nativa de un organisno de
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID

NO 4y SEQID NO 5; y todo o parte del conplenento de una
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secuencia de no codificacién nativa de un organisno de
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID
NO 4 y SEQ ID NO 5; todo o parte de una secuencia de
codificaciéon nativa de un organisno de Mligethes (por
ej enpl o, PB) que conprende SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, SEQ
ID NO 77, y SEQ ID NO 81; todo o parte del conplenento de
una secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Mel i get hes que conprende SEQ ID NO 73, SEQID NO 75, SEQID
NO 77, y SEQ ID NO 81; todo o parte de una secuencia de no
codificacién nativa de un organisnbo de Mligethes que se
transcribe para producir wuna nolécula de ARN nativa que
conprende SEQ ID NO 73, SEQID NO 75, SEQID NO 77, y SEQ
ID NO 81; y todo o parte del conplenento de una secuenci a de
no codificacién nativa de un organisno de Mligethes que se
transcribe para producir wuna nolécula de ARN nativa que
conprende SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID NO 77 y SEQ
| D NO 81.

Tanmbi én se divulgan en este docunmento netodos en
donde los ARNds, ARNsi, ARNm, y/o ARNhp se pueden
proporcionar a una plaga de colebépteros por ensayo de
i nyecci 6n, dieta, siendo rociados en las plantas, o0 en
células de plantas genéticanente nodificadas que expresan
|l os, ARNds, ARNsi, ARNm, y/o ARNhp. En estos y otros
ej enplos, los ARNds, ARNsi, ARNm , y/o ARNhp pueden ser
ingeridos por las larvas de l|la plaga de colebépteros o

adultos. La ingestion de |os ARNds, ARNsi, ARNm , y/o ARNhp
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de la presente divulgacion podria resultar entonces en ARN
en las larvas, que a su vez pueden resultar en el
silenciamento de un gen esencial para la viabilidad de la
pl aga de col edépteros y conduci endo finalnente a |la nortalidad
de las larvas y/o adultos. Por lo tanto, se describen
metodos en los que l|las noléculas de acido nucleico que
conprenden secuenci a(s) de acido nucleico ejenplares datiles
para el control de plagas de col edpteros se proporcionan a
una plaga de col eodpteros. En particular, los ejenplos de
pl agas de col edépteros control adas por el uso de nol écul as de
aci do nucleico descritas pueden ser WCR, NCR, SCR o PB. Las
anteriores caracteristicas y otras seran mas evidentes de |a
siguiente Descripcion Detallada de varias nodalidades, que

procede con referencia a |las figuras gue se aconpafan.

BREVE DESCRI PCl ON DE LOS DI BUJOS

Las figuras 1 y 2 incluyen ilustraciones de |as
estrat egi as utilizadas par a pr opor ci onar plantill as

especificas para | a producci 6n de ARNdSs.

LI STADO DE SECUENCI AS

Las secuencias de &acido nucleico listadas en el
|listado de secuencias adjunto se rmnuestran utilizando
abrevi aturas de |l etra estandar para bases de nucl eétidos, tal

conb se define en 37 CF.R § 1.822. S6l o una hebra de cada
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secuencia de acido nucleico se nuestra, pero l|la hebra
conplenentaria y |la hebra conplenentaria i nversa se enti enden
cono si estuvieran incluidas por cualquier referencia a |a
hebra nostrada. En el listado de secuenci as adjunto:

SEQ ID NO 1 nuestra una secuencia de ADN de rnap
|1 140 de Diabrotica.

SEQ ID NO 2 nuestra una secuencia de am noaci dos
de una proteina de ANRPIl 140 de Diabroti ca.

SEQ ID NO 3 nuestra una secuencia de Diabrotica de
rnapll 140 regién 1 que se usO para la sintesies in vitro de
ARNds (| as secuencias de pronotor de T7 en extrenps 5 y 3
no se mnuestran).

SEQ ID NO 4 nuestra una secuencia de Diabrotica de
rnapll 140 regi6n 2 que se usO para la sintesies in vitro de
ARNds (| as secuencias de pronotor de T7 en extrenps 5 y 3
no se mnuestran).

SEQ ID NO 5 nuestra una secuencia de Diabrotica de
rnapll 140 regi6n 3 que se usO para la sintesies in vitro de
ARNds (| as secuencias de pronotor de T7 en extrenps 5 y 3
no se mnuestran).

SEQ ID NO 6 nuestra una secuencia de ADN de un
pronotor de fago de T7.

SEQ ID NGO 7 nuestra una secuencia de ADN de un
segnent o de regi 6n codificadora de YFP que se utilizé para |a
sintesis in vitro de ARNds (|l as secuencias de pronotor de T7
en extrenos 5 y 3" no se nuestran).

SEQ ID NGs. 8 a 15 nuestran cebadores utilizados
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para anplificar |as porciones de una secuencia de rnapll 140
gque conprende rnapll 140 region 1, rnapll 140 regién 2 vy
rnapl |l 140 regi 6n 3 y cebadores utilizados para anplificar un
segnento de regi 6n codificadora de YFP.

SEQ ID NGO 16 presenta una secuencia de formacion
v2 de ARN de horquilla de rnapll 140 conb se encuentra en
pDAB114524. Las mayldscul as son |la hebra de sentido rnapll
140, |as mnuascul as subrayadas conprenden intron de ST-LS1,
| as m ndscul as no subrayadas son hebras antisentido de rnapll
140.

AAATAAGAGACT CGATTTGECTGGACCATTATTGECT TTCCTCTTCAGAGG
GCTTTTCAAGAACCTAATGAAAGAAGT TCGTATGTATGCCCAGAAGT TTATCGATAGAGEC
AAAGATTTCAAT CTGGAT CTGGCCATCAAAACCAAACTAATAACGGACGGT CTGAGGTATT
CTCTCCGCgact agt accggt t gggaaaggt atgtttctgcttctaccttt gat at at at at
aataattatcactaattagtagtaatatagtatttcaagtatttttttcaaaat aaaagaa
tgtagtatatagctattgcttttctgtagtttataagtgtgtatattttaatttataactt
tt ct aat at at gaccaaaacat ggt gat gt gcaggt t gat ccgcggt t agcgagagaat ac
ctcagaccgtccgttattagtttggttttgatggccagat ccagattgaaatctttgectc
t at cgat aaact t ct gggcat acat acgaacttctttcattaggttcttgaaaagccctct
gaagaggaaagccaat aat ggt ccagccaaat cgagtctcttattt

SEQ ID NGO 17 presenta una secuencia de formacion
v2 de ARN de horquilla de rnapll 140 conb se encuentra en
pDAB114525. Las mayldscul as son |la hebra de sentido rnapll
140, |as mnuascul as subrayadas conprenden intron de ST-LS1,
| as m ndscul as no subrayadas son hebras antisentido de rnapll
140.

TTCTGCAGTAGAAAGAGGATTTTTCAGATCTGIGTTTTACCGGTCTTATAA
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AGACGCCGAATCCAAACGT ATAGGAGACCAGGAAGAACAATTCGAAAAACCGACAAGACAG
ACGT GCCAGGGCAT GAGGAATGCCCT TTACGATAAATTAGACGACGACyact agt accggt
t gggaaaggtatgtttctgcttctacctttgat at at at at aat aatt at cact aatt agt
agtaatatagtatttcaagtatttttttcaaaat aaaagaat gt agt at at agct att gct
tttctgtagtttataagtgtgtatattttaatttataacttttctaatatatgaccaaaac
at ggt gat gt gcaggt t gat ccgcggtt agt cgt cgt ct aat t t at cgt aaagggcattcc
t cat gccctggcacgtctgtcttgtcggtttttcgaattgttcttcctggtctcctatacg
tttggattcggcgtctttataagaccggt aaaacacagat ct gaaaaat cctctttctact
gcagaa

SEQ ID NGO 18 presenta una secuencia v2 formadora
de horquilla YFP de RNA conpb se encuentra en pDAB110853.
Las mayudscul as son |la hebra de sentido YFP, |as mndscul as
subrayadas conprenden intrén de ST-LS1, |as mnasculas no
subrayadas son hebras antisentido de YFP.

ATGICATCTGGAGCACTTCTCTTTCATGCGAAGATTCCTTACGT TGTGGAG
ATGGAAGGGAAT GT TGAT GGCCACACCT TTAGCATACGT GGGAAAGGCTACGGAGAT GCCT
CAGIGGGAAAgact agt accggtt gggaaaggtatgtttctgcttctaccttt gat at at
at at aat aatt at cact aatt agt agt aat atagt atttcaagtatttttttcaaaataaa
agaatgtagtatatagctattgcttttctgtagtttataagtgtgtatattttaatttata
acttttctaatat at gaccaaaacat ggt gat gt gcaggt t gat ccgcggttactttccca
ct gaggcat ct ccgt agcctttcccacgt at gct aaaggt gt ggccat caacattcccttc
cat ct ccacaacgt aaggaat ctt cccat gaaagagaagt gct ccagat gacat

SEQ ID NO 19 nuestra una secuencia de intron de
LS1- ST.

SEQ ID NO 20 nuestra una secuencia de ADN que
codifica una proteina fluorescente amarilla (YFP) conp se

encuentra en el plasm do pDAB110556.
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SEQ ID NO 21 nuestra una secuencia de ADN de
regi on 1 de Anexi na.

SEQ ID NO 22 nuestra una secuencia de ADN de
regi on 2 de Anexi na.

SEQ ID NO 23 nuestra una secuencia de ADN de
region 1 de Beta Espectrina 2.

SEQ ID NO 24 nuestra una secuencia de ADN de
regi on 2 de Beta Espectrina 2.

SEQ ID NO 25 nuestra una secuencia de ADN de
region 1 de nt RP-L4.

SEQ ID NO 26 nuestra una secuencia de ADN de
regi 6n 2 de nt RP-L4.

SEQ ID NGs: 27 a 50 nuestran cebadores utilizados
para anplificar regiones del gen de Anexina, Beta Espectrina
2, MRP-L4 e YFP para la sintesis de ARNds.

SEQ ID NO 51 nuestra una secuencia de ADN de maiz
gque codifica una proteina tipo TIP41.

SEQ ID NO 52 nuestra una secuencia de ADN de T20NV
ol i gonucl eét i do.

SEQ ID NGs: 53 a 57 nuestran cebadores y sondas
utilizadas para nedir | os niveles de transcripcion en tejidos
del rmaiz.

SEQ ID NO 58 nuestra una secuencia de ADN de una
porci 6n de una region codificadora de SpecR usada para |a
deteccion de la troncal del vector binario.

SEQ ID NO 59 nuestra una secuencia de ADN de una

porci 6n de una region codificadora de AADl usada para el
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anal i sis del nuanmero de copia geném ca.

SEQ ID NO 60 nuestra una secuencia de ADN de un
gen invertasa de maiz.

SEQ I D NOs: 61- 72 nuestran secuenci as de cebadoras
y sondas utilizadas para el analisis de nuneros de copia
genética y detecci on troncal del plasm do de vector primario.

SEQ ID NO 73 nuestra una secuencia de ADN que
conprende Rpll 140 de Meliget hes aeneus.

SEQ ID NO 74 nuestra una secuencia de am noaci dos
de una proteina Rpll140 de Ml iget hes aeneus.

SEQ ID NO 75 nuestra una secuencia de ADN que
conprende Rpll 140 de Meliget hes aeneus.

SEQ ID NO 76 nuestra una secuencia de am noaci dos
de una proteina Rpll140 de Ml iget hes aeneus.

SEQ ID NGO 77 mnuestra el Rpl 1140 regl utilizado
para | a producci 6n de ARNdS.

SEQ ID NGs: 78 y 79 nuestran cebadores utilizados
para anplificar |as porciones de una secuencia de Rpll 140 que
conprende Meligethes aeneus Rpll 140 regl.

SEQ ID NO 80 nuestra una secuencia de am noaci dos
de una proteina Rpll140 de Ml iget hes aeneus.

SEQ ID NO 81 nuestra una secuencia de ADN que
conprende Rpll 140 de Meliget hes aeneus.

SEQ ID NO 82 nuestra una secuencia de am noaci dos

de una proteina Rpll 140 de Ml iget hes aeneus.

MODO(S) PARA LLEVAR A CABO LA | NVENCI ON
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. Vision CGeneral de Diversas Mdalidades

En este docunent o se di vul gan nmet odos y
conposi ciones para el control genético de infestaciones de
pl agas de col ed6pteros. Tanbi én se proporci onan métodos para
identificar uno o mas genes esenciales para el ciclo de vida
de una plaga de col ed6pteros para uso conb un gen objetivo del
control nmediado por ARN de wuna poblacion de plagas de
col edpt er os. Los vectores de plasm do de ADN que codifican
una o nmas nol écul as de ARNds, ARNsi, ARNm y/o ARNhp pueden
estar disefladas para suprimr uno O mMAS (genes objetivo
esenciales para el crecimento, |a supervivencia, desarrollo
y/ 0 reproducci on. En al gunas nodal i dades, se proporcionan
meét odos para represi 6n post transcripcional de |la expresion o
i nhibicion de un gen objetivo mediante nol éculas de acido
nucleico que son conplenentarias a una secuencia de
codificacién o de no codificacion del gen objetivo en una
pl aga de col ebdpteros. En estas y otras nodalidades, una
pl aga de col eépteros puede ingerir una o nas nol éculas de
ARNds, ARNsi, ARNM o ARNhp transcritas de todas o de una
porcién de una nolécula de acido nucleico que es
conplenmentaria a una secuencia de codificacién o de no
codi ficaci 6n de un gen objetivo, de tal nodo proporcionando
un efecto protector a la planta.

Por o tanto, algunas nodalidades inplican |a
i nhi bi ci 6n especifica de secuencia de expresi on de productos

géni cos objetivo, utilizando dsRNA, ARNsi, ARNmM y/o ARNhp
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gue es conplenentaria a | as secuencias de codificaci 6n y/o de

no codificacion de |los genes objetivo para lograr por |o

menos el control parcial de una plaga de col edpteros. Se

di vul ga un conjunto de nol écul as de aci do nucl ei co ai sladas y

purificadas que conprende una secuencia de nucl eétidos, por

ej enpl o, conb se establece en cualquiera de SEQ ID NO 1, SEQ
ID NO3, SEQ ID NO4, SEQ ID NO5, SEQ ID NGO 73, SEQ ID
NO 75, SEQ ID NO 77, y SEQ ID NO 81, y fragnmentos de Ias

m smas. En al gunas nodalidades, wuna nolécula de ARNds

estabilizada puede expresarse de esta secuencia, fragnentos
de la misma o un gen que conprende una de estas secuenci as,
para el

silenciam ento o inhibicidn post transcripcional de

un gen objetivo. En ciertas nodalidades, |as nol écul as de

acido nucleico aisladas y purificadas conprenden todo o parte
de SEQ ID NO 1. En otras nodali dades, |as nol éculas de
acido nucleico aisladas y purificadas conprenden todo o parte
de SEQ ID NO 3. En otras nodali dades, |as nol éculas de
acido nucleico aisladas y purificadas conprenden todo o parte
de SEQ ID NO 4. En otras nodali dades, |as nol éculas de
acido nucleico aisladas y purificadas conprenden todo o parte

de SEQID NO 5. En otras nodalidades mas, |as nol écul as de

acido nucleico aisladas y purificadas conprenden
de SEQ ID NO 73. En otras nodal i dades, |as
acido nucleico aisladas y purificadas conprenden
de SEQ ID NO 75. En otras nodal i dades, |as
acido nucleico aisladas y purificadas conprenden

de SEQID NO 77. En otras nodali dades nas, |as

todo o parte
nol écul as de
todo o parte
nol écul as de
todo o parte

mol écul as de
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acido nucleico aisladas y purificadas conprenden todo o parte
de SEQ ID NGO 81.

Al gunas nodalidades inplican una célula huésped
reconbi nante (por ejenplo, una célula de | a planta) que tiene
en su genona al nenos una secuencia de ADN reconbi hante que
codifica al nenos una nol écula de ARNI (por ejenplo, ARNdS).
En nodal i dades particulares, la nolécula de ARN se puede
producir por la célula huésped reconbinante y después ser
i ngerida por una pl aga de col edpt eros par a post
transcripcional nente silenciar o inhibir la expresioén de un
gen objetivo en | a plaga de col e6pteros. La secuencia de ADN
reconbi nante puede abarcar, por ejenplo, uno o nmas de
cualquiera de SSEQ ID NO1, SEQID NO3, SEQ ID NGO 4, SEQ ID
NGO 5, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID NO 77, o SEQ ID
NG 81; fragnentos de cualquiera de SEQ ID NGO 1, SEQ I D NO 3,
SEQ ID NO 4, SEQ ID NO S5, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID
NO 77, o SEQ ID NO 81; o una secuencia parcial de un gen gue
conprende una o mas de SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ I D NO 4,
SEQ ID NO S5, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, SEQ ID NO 77, o SEQ
I D NO 81; o sus conpl enent os.

Las nodal i dades particulares inplican una célula
huésped reconbi nante que tiene en su genoma una secuencia de
ADN reconbi nante que codifica al menos una nol écula de ARN
(por ejenplo, ARNds) que conprende todo o parte de EQ ID
NO 1, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, y/o SEQ I D NO 81. Cuando
se ingiere por una plaga de col edpteros, la nol écula de ARN

puede silenciar o inhibir la expresién de un gen objetivo
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conmpuesto por SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75, o SEQ
ID NO 81,en |la plaga de col ebépteros y asi dar lugar al cese
de crecimento, desarrollo, reproduccién y alinmentacion en |a
pl aga de col eopt eros.

En al gunas nodal i dades, una célula huésped
reconmbi nante que tiene al nenos una secuencia de ADN
reconmbi nante que codifica por |lo nenos una nol écula de ARN
en su genoma puede ser una célula de la planta transfornmada.
Al gunas nodalidades inplican l|as plantas transgénicas que
conprenden tal célula de |a planta transfornmada. Ademas de
estas plantas transgénicas, las plantas de la progenie de
cual qui er generacién de planta transgénica, sem || as
transgéni cas y productos vegetal es transgéni cos, son sienpre
provi stas, cada una de | os cual es se conpone de secuenci as de
ADN reconbi nant e. En nodal i dades particul ares, una nol écul a
de ARN puede expresarse en una célula de planta transgéni ca.
Por lo tanto, en estas y otras nodalidades, una nol écul a de
ARNi puede ser aislada de wuna <célula de la planta
transgéni ca. En nodal i dades particul ares, la planta
transgénica es wuna planta seleccionada del grupo que
conprende miz (Zea mays), soya (Qdycine nmax), canola
(Brassica spp.) y plantas de |la fam|ia Poaceae.

Al gunas nodal i dades inplican un método para nodul ar
| a expresion de un gen objetivo en una célula de plaga de
col edpt er os. En estas y otras nodal i dades, una nol écul a de
aci do nucleico puede ser proporcionada, en donde |a nol écul a

de &cido nucl eico se conpone de una secuencia de nucl eo6ti dos



10

15

20

25

28

gque codifican wuna nolécula de ARN. En nodal i dades
particul ares, una secuencia de nucl edétidos que codifica una
nol écula de ARN podria relacionarse operativamente a un
pronotor y tanbi én puede estar operativanmente vinculada con
una secuencia de termnacion de transcripcion. En
nodal i dades particul ares, un netodo para nodul ar | a expresion
de un gen objetivo en una célula de plaga de col ebpteros
puede abarcar: (a) transformar una célula de la planta con un
vector que conprende una secuencia de nucleo6tidos que
codifica una nol écula de ARNi; (b) cultivar la célula de la
pl anta transfornada en condiciones suficientes para permtir
el desarrollo de un cultivo de célula de planta que conprende
una pluralidad de células de plantas transformadas; (c)
seleccionar una célula de planta transformada que tiene
integrado el vector en su genonm; y (d) determnar que |a
célula de planta transfornada seleccionada conprende |a
nol écula de ARN codificada por |a secuencia de nucleétidos
del vector. Una planta puede ser regenerada a partir de una
célula de la planta que tiene integrado en su genoma del
vector y conprende la nolécula de ARN codificada por la
secuenci a de nucl eo6ti dos del vector.

Por |o tanto, tanbién se divulga wuna planta
transgéni ca que conprende un vector con una secuencia de
nucl eéti dos que codifica una nol écula de ARN integrada en su
genoma, en donde |a planta transgénica conprende |a nol écul a
de ARN codificada por I|a secuencia de nucleétidos del

vect or. En nodal i dades particulares, l|la expresion de una
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nol écula de ARNi en la planta es suficiente para nodular |a
expresi on de un gen objetivo en una célula de una plaga de
col edpteros que entra en contacto con |la planta transfornada
o la célula de la planta, por ejenplo, al alinentarse de |a
planta transfornada, una parte de la planta (por ejenplo,
raiz) o célula de la planta. Las plantas transgénicas
di vul gadas en este docunmento pueden nostrar resistencia o
tolerancia nejorada a plagas de col edpteros. Las pl antas
transgénicas particulares pueden nostrar resistencia y/o
tolerancia nmejorada a una o nAs plagas de col edpteros
sel ecci onadas del grupo que consiste de: WCR, NCR SCR, MCR
D. balteata LeConte; D. u. tenella; D. u. undecinpunctata
Manner heim y Meliget hes aeneus Fabrici us.

Tanmbi én se divulgan en este docunmento netodos para
la adm nistracion de agentes de control, tales conb una
nol écul a de ARNi, a una plaga de col eépteros. Dichos agentes
de control pueden causar, directa o indirectamente, un
deterioro en |la capacidad de la plaga de col ebpteros para
alimentarse, crecer o de o contrario dafiar a un huésped. En
al gunas nodal i dades, se proporcina un netodo que conprende
| a admi ni straci 6n de una nol écula de ARNi estabilizado a una
pl aga de col ebpteros para suprimr al nmenos un gen objetivo
en |la plaga de col eépteros, reduciendo o elimnando asi |os
dafios a | as plantas por una plaga de col edpteros. En al gunas
nodal i dades, un método para inhibir |a expresion de un gen
objetivo en una plaga de col eopteros puede resultar en el

cese del habito de crecimento, desarrollo, reproduccion vy
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alinmentaciéon en la plaga de col eopteros. En al gunas
nodal i dades, el netodo puede eventualnente resultar en |a
nuerte de | a plaga de col edpt eros.

En al gunas nodal i dades, se pr opor ci onan
conposi ciones (por ejenplo, una conposicioén toépica) que
conprenden una nol écula de ARNI (por ejenplo, ARNds) para el
uso en plantas, aninmales y/o el nedio anbiente de una planta
o un animal para lograr la elimnacion o reducci6n de una
infestacion de plagas de col edpteros. En nodal i dades
particulares, la conposicién puede ser wuna fuente de
conposicion nutricional o de alinentos para alinmentar a |a
pl aga de col edpt eros. Al gunas nodal i dades conprenden poner
la conposicion de fuente nutricional o de alinmentos a
di sposici on de la plaga de col eb6pteros. La ingestion de una
conposi ci 6n que conprende nol écul as de ARNi puede resultar en
| a absorcion de las nol éculas por una o mas células de la
pl aga de col eb6pteros, que puede a su vez resultar en la
inhibicion de la expresion de al nmenos un gen objetivo en
células de la plaga de col edpteros. La ingestién de o el
dafio a una planta o célula de la planta por una plaga de
col eOpteros puede ser I|imtada o elimnada en o sobre
cual quier tejido huésped o entorno en el que esta presente |a
pl aga de col edpt er os pr opor ci onando una o] vari as
conposi ci ones que conprenden una nolécula de ARN en el
huésped de | a pl aga de col ebpt eros.

Las conposiciones y netodos aqui divul gados pueden

utilizarse juntos en conbi naci ones con otras conposiciones y
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meét odos para el control de dafios por plagas de col edpteros.
Por ejenplo, una nol écula de ARNi conb se describe en este
docunmento para proteger las plantas <contra plagas de
col ebpteros podréa ser utilizada en un nmétodo que conprende el
uso adicional de uno o mAs agentes quim cos eficaces contra
una plaga de col edpteros, bioplaguicidas eficaces contra una
plaga de coleopteros, la rotacién de cultivos o técnicas
genéti cas recombi nant es gue pr esent an caracteristicas
diferentes de las caracteristicas de | os métodos nedi ados por
ARNi y las conposiciones de ARNI (por ejenplo, |a produccioén
reconbi nante de pr ot ei nas en | as pl ant as gue son
perjudiciales para una plaga de coledpteros (por ejenplo,

toxinas Bt)).

1. Abreviaturas

ARNds aci do ribonucl eico de dobl e hebra
G I nhibicion del crecimento

NCBI Centro Naci onal de Informaci én bi ot ecnol 6gi ca
ADNg ADN genom co

ARNi  Aci do ri bonucl ei co i nhi bi dor

ORF Marco de lectura abierta

ARNi Interferencia del &acido ribonucleico
ARNm M cro acido ribonucleico inhibidor
ARNsi aci do ribonucl eico inhibidor corto
ARNhp &ci do ribonucl eico con horquilla
UTR Regi 6n sin traducir

WCR crisonela del mmiz del oeste (Diabrotica
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virgifera virgifera LeConte)

NCR <crisonela del maiz del norte (Diabrotica
barberi Smth y Law ence)

MCR crisonela del maiz nexicana (Diabrotica
virgifera zeae Krysan y Snmith)

PCR Reacci 6n en cadena de polinerasa

Rl SC Conpl ej o sil enci ador induci do por ARN

SCR Crisonela de nmmiz del sur (Di abrotica
undeci npunct at a howar di Bar ber)

PB Escarabajo del pol en (Mel i get hes aeneus

Fabri ci us)

[11. Térm nos

En la descripcién y las tablas que siguen, se
utilizan una serie de térm nos. Con el fin de proporcionar
una conprension clara y consistente de l|la descripcidéon y
reivinidicaciones, incluyendo el anbito para que dichos
térm nos se den, se proporcionan |as siguientes definiciones:

Pl aga de Col edpteros: En ejenplos particulares, una
plaga de coledopteros es seleccionada de l|a lista que
conprende D. v. virgifera LeConte (WCR); D. Barberi Smth vy
Lawrence (NCR); D. u. howardi (SCR); D. v. zeae (MCR); D.
balteata LeConte; D. u. tenella; D. u. undecinpunctata
Manner heim y Meliget hes aeneus Fabrici us.

Contacto (con un organisno): Conp se utiliza aqui
el térmno "contacto con" o "absorci 6n por" un organi sno (por

ejenplo, wuna plaga de coledpteros), con respecto a una
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nol écul a de acido nucleico, incluye la internalizacion de |la
nol écul a de &ci do nucleico en el organisno, por ejenplo y sin
limtaci 6n: ingestion de |la nol écula por el organisno (por
ej enpl o, por alinentacion); contactar al organisnm con una
conposi ci 6n que conprende |a nol écula de acido nucleico; vy
enpapar a |os organi snbs con una solucién que conprende |a
nol écul a de &ci do nucl ei co.

Contigo: Conmp se utiliza en este docunento, el
térmno "contigo" se refiere a una secuencia de ADN que es
reconstruida a partir de un conjunto de segnentos de ADN que
se superponen derivados de una sola fuente genética.

Planta de maiz: Conp se utiliza en este docunento,
el térmno "planta de maiz" se refiere a una planta de |a
especi e Zea nmays (nmaiz).

ARNi de codificacion: Conb se utiliza en este
docunento, el térmno "ARNi de codificacion" incluye un gen
cuyo producto de la transcripcion del ARN es capaz de formar
una estructura de ARNds intranolecular (por ejenplo, una
horquilla) o wuna estructura de ARNds internolecular (por
ej enpl o, por hibridaci 6n a una nol écul a de ARN objetivo).

Expresi6on: Conb se utiliza en este docunento,
"expresi 6n" de una secuencia de codificaci on (por ejenplo, un
gen o un transgen) se refiere al proceso por el cual Ila
informaci 6n codificada de wuna wunidad transcripcional de
aci dos nucleicos (incluyendo, por ejenplo, ADN genémco o
ADNc) se convierte en una parte de una célula, a menudo

incluyendo la sintesis de una proteina estructural,
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operacional o no operacional. La expresion génica puede ser
i nfluenci ada por sefal es externas; por ejenplo, |a exposicion
de un célula, tejido u organisnb a un agente que aumenta o
di sm nuye | a expresion génica. La expresiéon de un gen puede
ser regul ada en cual quier lugar en el cam no del ADN al ARN a
| a proteina. La regulacion de |a expresioén génica ocurre

por ejenplo, a través de controles que actuan sobre |a
transcripci 6n, traduccién, transporte y procesamento de

ARN, la degradacion de las noléculas internediarias cono
ARNmM o a traves de la activacion, i nacti vaci on,
conpartinentaci 6n o degradaci 6n de |as nol écul as de proteina
especifica después de que se han hecho, o por conbi naci ones
de las msmas. La expresion génica puede nedirse en el nive

del ARN o el nivel de proteina por cual quier método conocido
en |la técnica incluyendo, sin limtacion, northern blot
(RNAA), RT PCR, western (inmuno) blot, o ensayo(s) de
actividad de proteina in vitro, in situ o in vivo.

Mat eri al genéti co: Comb se utiliza en este
docunmento, el térmno "material genético"” incluye todos |os
genes y nol écul as de aci do nucl ei co, conmo ADN y ARN.

I nhi bicion: Conb se utiliza en este docunento, el
térmno "inhibicidon", cuando se utiliza para describir un
ef ecto sobre una secuencia de codificacién (por ejenplo, un
gen), se refiere a una dismnucién apreciable en el nivel
celular de ARNm transcrito de |a secuencia de codificacion
y/o péptido, polipéptido o producto de proteina de la

secuenci a de codificaci 6n. En al gunos ejenplos, |a expresion
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de una secuencia de codificaci6on puede ser inhibida de tal
manera que |la expresion sea casi elimnada. "I nhi bi ci 6n
especifica” se refiere a la inhibicion de |a secuencia de
codificaciéon objetivo sin afectar consecuentenente la
expresi 6n de otras secuencias de codificacion (por ejenplo,
genes) en la célula en donde se esta |levando a cabo |a
i nhi bi ci on.

Ai sl ado: Un conponente biologico "aislado"” (tal
cono un acido nucleico o proteina) ha sido sustancial nente
separ ado, producido aparte de o purificado de otros
conponentes bi ol 6gicos en |la célula del organisno en |la que
el conponente ocurre natural nente (es decir, otros ADN y ARN
cronposém co y extra cronobsém co, y proteinas). Las nol écul as
de &cido nucleico y proteinas que han sido "aisladas"
i ncl uyen nol écul as de acido nucleico y proteinas purificadas
por netodos de purificacién estandar. El térmno tanbién
abarca |os &cidos nucleicos y las proteinas preparadas por
expresi 6n reconbinante en wuna célula huésped, asi conp
nol éculas de acido nucleico quimcanente sintetizadas,
proteinas y péptidos.

Mol écul a de acido nucl eico: Conp se utiliza en este
docunento, el térmno "nolécula de &acido nucleico" puede
referirse a una forma polinmérica de nucledtidos, que pueden
incluir hebras sentido y anti sentido hebras de ARN, ADNc,
ADN genémico y formas sintéticas y polineros mxtos de |os
anteriores. Un nucl eéti do puede referirse a un

ri bonucl edéti do, desoxirribonucledétido o una forma nodificada
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de cualquier tipo de nucleotido. Una "nol écula de é&cido
nucl eico”, conb se usa en este docunento, es sinénino de
"aci do nucleico" y "polinucleé6tido." Una nol écul a de acido

nucleico es generalnente de por |lo nenos 10 bases de
|l ongitud, a nenos que se especifique o contrario. Por
convenci 6n, |a secuencia de nucleotidos de una nol écula de
acido nucleico se |l ee desde el extremp 5 al extrenp 3' de |la
nol écul a. El "conpl enment 0" de una secuencia de nucl ebtidos
se refiere a | a secuencia, de 5 a 3, de |as nucl eobases que
forman pares de bases con |as nucl eobases de |a secuencia de
nucl eétidos (es decir, AT/U vy GOQO. El  "conpl enento
i nverso"” de una secuencia de acido nucleico se refiere a la
secuencia, de 3 a 5, de |as nucl eobases que forman pares de
bases con | as nucl eobases de | a secuencia de nucl edti dos.

"Ml écul as de acido nucleico"” incluyen formas de
hebra sencilla y doble de ADN, fornas de hebra sencilla de
ARN, y formas de hebra doble de ARN (ARNdS). El térmno
"secuenci a de nucl edti dos" o "secuencia de aci do nucl ei co" se
refiere a las hebras sentido y antisentido de un acido
nucl eico conmo hebras sencillas individuales o duaplex. E
térmno "acido ribonucleico” (ARN) es inclusivo de ARNi (ARN
i nhi bi dor), ARNds (ARN doble hebra), ARNsi (ARN interferente
corto), ARNm (ARN nensaj ero), ARNm (m croARN), ARNhp (ARN de
horquilla), ARNt (ARN de transferencia, cargado o descargado
con un amnoacido acilado correspondiente) y ARNc (ARN
conpl enentario). ARN, conp se utiliza en este docunento, se

refiere a noléculas de ARN que son capaces de inhibir la
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expresi 6n de un gen o genes objetivo e incluyen, pero no se
limtan a, ARNds, ARNsi, ARNmi, ARNhp y ARN antisentido. E
térmno "acido desoxirribonucleico®” (ADN) es inclusivo de
ADNc, ADN genémico e hibridos de ADN ARN Los térm nos
"segnmento del acido nucleico" y "segnento de secuencia de
nucl eéti dos" o mas general nente "segnento”, se entendera por
aquellos en la técnica conb un térm no funcional que incluye
| as secuencias genoémi cas, secuencias de ARN ribosonico,
secuencias de ARN de transferencia, secuencias de ARN
nmensaj ero, secuencias operon y pequeflas secuencias de
nucl eéti dos di sefiadas que codifican o pueden ser adaptadas
para codificar péptidos, polipéptidos o proteinas.

A i gonucl edétido: Un oligonucledétido es un polinmero
de &cido nucleico corto. Los oligonucledtidos pueden
formarse por escision de segnentos de acido nucleico mas
| argos, o polinerizando |os precursores de nucledtidos
i ndi vi dual es. Los sintetizadores automatizados permten |la
sintesis de oligonucleo6tidos hasta varios cientos de bases de
| ongitud. Debido a que | os oligonucleétidos pueden unirse a
una secuencia de nucleo6tidos conplenentaria, se puede
utilizar conpb sondas para |la deteccién de ADN o ARN. Los
ol i gonucl eét i dos compuest os de ADN
(ol i godesoxiri bonucl eétidos) pueden utilizarse en PCR, una
técnica para la anplificacion de secuencias de ADN y del ARN
(transcripcion inversa para producir un ADNc). En PCR, el
ol i gonucl eéti do se conoce nornal nente cono un "cebador", que

permite que una polinerasa de ADN extienda el oligonucl eo6tido
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y replique |la hebra conpl enentari a.

Una nol écul a de acido nucleico puede incluir uno o
anbos nucl eb6tidos de origen natural y nodificados enlazados
juntos vinculos del nucleoétido de ocurrencia natural y/o no
nat ur al . Las nol éculas de acido nucleico pueden ser
nodi fi cadas quim canente o bi oqui m canente, o pueden contener
bases nucledétidas naturales o derivatizadas, conp sera
apreciado facilnente por los de habilidad en l|a técnica.
Di chas nodificaciones incluyen, por ejenplo, etiquetas,
metilaci on, sustitucion de uno o mas de |os nucleotidos de
ocurrenci a nat ur al con un anal ogo, nodi fi caci ones

internucleé6tidas (por ejenplo, vinculos sin carga: por

ejenplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosforam datos,
car bamat os, etc..; vincul os cargados: por ej enpl o,
f osf oroti oat os, f osf orodi ti oat os, etc..; fracci ones
pendi ent es: por ejenplo, pépti dos; i nt ercal ador es: por
ej enpl o, acridina, psoralen, etc..; quelantes; alquilantes; y
vi ncul os nodi fi cados: por ej enpl o, aci dos nucl ei cos
anonericos alfa, wetc.). El térmno "nolécula de acido

nucl ei co” tanbi én incluye cual quier conformaci 6n topol 6gica,
i ncl uyendo conformaci ones de hebra sencilla, hebra doble,
par ci al nent e dupl i cadas, tripl exadas, hor qui | | adas,
circulares y con candado.

Cono se utiliza en el presente, con respecto al
ADN, el término "secuencia de codificaciodon,"” "secuencia
estructural de nucl edtidos”, o "nol écula estructural de acido

nucl ei co" se refiere a una secuencia de nucl ebétidos, cuando
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estd bajo el control de secuencias regul adoras apropiadas,
gue se transcribe para producir ARN (por ejenplo, ARNm o0 un
ARNi ) y, en el caso de ARNm se traduce en ultim instancia en
un poli pépti do. Con respecto al ARN, el térmno "secuencia
de codificacion" se refiere a una secuencia de nucleotidos
gue se traduce en un péptido, polipéptido o proteina. Los
limtes de una secuencia de codificaci 6n son determ nados por
un codén de inicio de traduccién en el terminal 5 y un coddn
de detenci 6n de traducci on en el termnal 3. Las secuencias
de codificacion incluyen, pero no se limtan a: ADN gendm co;
ADNc; EST; y secuencias de nucl eb6ti dos reconbi nantes.

Genoma: Conbp se utiliza en este docunento, el
térmno "genomn" se refiere al ADN cronpsém co encontrado
dentro del nucleo de una célula y tanbi én se refiere a ADN de
organel as encontrado dentro de |os conponentes subcel ul ares
de la célula. En al gunas nodal i dades, una nol écula de ADN
puede introducirse en una célula de planta de tal manera que
| a nol écul a de ADN se integra en el genoma de la célula de la
pl ant a. En estas y otras nodalidades, l|la nol écula de ADN
puede o bien integrarse en el ADN nuclear de la célula de |a
planta, o integrado en el ADN del cloroplasto o mtocondria
de la célula de la planta. El térm no "genona" conpb se
aplica a las bacterias se refiere al cronpsona y plasm dos
dentro de la célula bacteriana. En al gunas nodal i dades, una
nol écul a de ADN puede introducirse en una bacteria de ta
manera que l|la nol écula de ADN se integra en el genona de |a

bacteri a. En estas y otras nodalidades, |a nol écula de ADN
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puede ser cronosom canente integrada o localizada o en un
pl asm do est abl e.

Identidad de secuencia: El término "identidad de
secuencia" o "identidad" conp se utiliza en este docunento,
en el contexto de dos acidos nucleicos o secuencias de
polipéptido, se refiere a |los residuos en |as dos secuencias
gue son |los msnos cuando se alinean para |a maxim
correspondenci a sobre una ventana de conparaci 6n especifi ca.

Conb se wutiliza en este docunento, el térmno
"porcentaje de identidad de secuencia" puede referirse al
val or determ nado nediante |a conparaci 6n de dos secuenci as
opti manmente alineadas (por ejenplo, secuencias de acido
nucl eico o secuencias de polipéptido) sobre una ventana de
conparaci 6n, en donde la porcion de la secuencia en la
vent ana de conparaci 6n puede abarcar adiciones 0 supresiones
(es decir, huecos) en conparacion con |a secuencia de
referencia (que no conprende adiciones 0 supresiones) para
una alineacion 6ptina de |as dos secuencias. El porcentaje
se calcula determ nando el nunmero de posiciones conpensadas
en donde se da el residuo de nucledtido o am noéacido ideéntico
en anbas secuencias para arrojar el nuanero de posiciones
coi nci dentes, dividiendo el nunero de posiciones coincidentes
entre el nunmero total de posiciones en la ventana de
conparacion, y multiplicando el resultado por 100 para
obtener el porcentaje de identidad de secuencia. Una
secuencia que es idéntica en cada posicién en conparaci 6n con

una secuencia de referencia se dice que es 100% idéntica a |a
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secuenci a de referencia y viceversa.

Los métodos para alinear las secuencias para
conparaci 6n son bien conocidos en la técnica. Vari os
programas y algoritnos de alineacion se describen en, por
ejenplo: Smith and Waternman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482
Needl eman y Winsch (1970) J. Ml . Biol. 48:443; Pearson y
Li pran (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. E. U A 85:2444; Higgins
y Sharp (1988) CGene 73:237 244; Hi ggins y Sharp (1989) CABIOS
5:151 153; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881
10890; Huang et al. (1992) Conp. Appl. Biosci. 8:155-165;
Pearson et al. (1994) Methods Ml . Biol. 24:307-331; Tatiana
et al. (1999) FEMS Mcrobiol. Lett. 174:247-250. Un exanen
detallado de I|los mnétodos de alineacion de secuencia Yy
calculos de honologia puede encontrarse en, por ejenplo,
Al tschul et al. (1990) J. Mdl. Biol. 215:403-410.

La Herramenta de Busqueda de Alineacidn Loca
Basica del Centro Nacional de Informacién Biotecnol 6gica
(NCBI') (BLAST™ Altschul et al. (1990)) esta disponible en
varias fuentes, incluyendo el Centro Nacional de |nformacion
bi ot ecnol 6gi ca (Bethesda, MD) y en Internet, para su uso en
relaci 6n con varios programas de analisis de secuencia. Una
descripcion de cono determnar la identidad de secuencia
utilizando este programa estéa disponible en Internet en |a
secci 6n "ayuda" para BLAST. Para |as conparaciones de
secuencias de acido nucleico, se puede enplear la funciodn
"secuencias Blast 2" del programa BLAST (Blastn) utilizando

la matriz de BLOSUW2 por defecto a |os paréanetros



10

15

20

25

42
pr edet er m nados. Las secuencias de &acido nucleico con aun
mayor semejanza con |as secuencias de referencia nostraran
creciente porcentaje de identidad cuando se eval Uen nediante
est e mét odo.

Especi fi canment e hi bri dabl e/ Especi fi cament e
conplementaria: Conb se utiliza en este docunento, |os
térm nos "Especificamente hibridable” 'y "Especificanente
conpl ementaria” son térm nos que indican un grado suficiente
de conplenmentariedad tal que el enlace estable y especifico
se produce entre la nol écula de aci do nucleico y una nol écul a
de &cido nucleico objetivo. La hibridacion entre dos
nol écul as de &cido nucleico consiste en la fornmaci 6n de una
alineaci 6n anti paralela entre |as secuencias de acido
nucleico de l|las dos nol éculas de &cido nucleico. Las dos
nol écul as son entonces capaces de formar enl aces de hidrdgeno
con l|las bases correspondientes en |a hebra opuesta para
formar una nol écul a de duplex que, si es |o suficientenente
estable, es detectable nediante nmétodos conocidos en Ila
técnica. Una nol écul a de aci do nucl eico no necesita ser 100%
conpl enentari a a | a secuenci a obj etivo par a ser
especificanente hibridable. Sin enbargo, la cantidad de
conpl ementari edad de |a secuencia que debe existir para que
la hibridacidon sea especifico es wuna funcién de Ias
condi ci ones de hibridacion utilizadas.

Las condiciones de hibridacion, resultantes en
particul ares grados de exigencia, variara dependiendo de |a

natural eza del nétodo de hibridacion de eleccion y la
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conposicion y la longitud de | as secuencias de aci do nucl eico
hi bri dantes. En general, la tenperatura de hibridacion y |a
fuerza i o6nica (especialnente |a concentraci 6n de Na* y/o Mg™)
de la hibridacion determinaréd el rigor de la hibridacion. La
fuerza i6nica de la solucidén de lavado y |la tenperatura de
| avado tanbi én influyen en |la exigencia. Los célculos sobre
| as condiciones de hibridacion requeridas para alcanzar
grados particulares de exigencia son conocidos por |as
personas de conocimentos ordinarios en |la técnica y se

conmentan, por ejenplo, en Sanbrook et al. (ed.) Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, 2a. ed., vol. 1-3, Cold Spring

Har bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Ny, 1989,
capitulos 9 y 11, y actualizaciones; y Hanmes y Higgins (eds.)

Nucleic Acid Hybridization, IRL  Press, Oxf ord, 1985.

I nstrucciones y orientaci 6n mas detal |l adas con respecto a la
hi bri daci 6n de &cidos nucleicos pueden encontrarse, por
ej enpl o, en Tijssen, "Overview of principles of hybridization

and the strategy of nucleic acid probe assays,"” en Laboratory

Techni ques in Bi ochem stry and Mol ecul ar Bi ol ogy
Hybridi zation with Nucleic Acid Probes, parte |, capitulo 2,
El sevier, Nueva York, 1993; Ausubel et al., Eds., Current

Protocols in Ml ecular Biology, capitulo 2, G eene Publishing
and Wley Interscience, NY, 1995, y actualizaciones.

Conb se utiliza en este docunento, "condiciones
estrictas" abarca las condiciones bajo las cuales se
producira la hibridacién s6lo si hay mas de 80% de secuenci a

coincidente entre |la nol écula de hibridaci6n y una secuenci a
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hondl oga dentro de la nol écula de acido nucleico objetivo.
"Condi ci ones estrictas" incluye niveles mas particul ares de
exigencia. Por |lo tanto, cono se utiliza en este docunento,
condi ciones de "exigencia nobderada" son aquellas bajo |as
cual es las nol éculas con nas del 80% de secuencia coinciden
(tienen nenos de 20% desajuste) hibridaran; |as condiciones
de "alta exigencia" son aquellas bajo las cuales |Ilas
secuenci as con mas del 90% (ti enen nenos de 10% de desaj uste)
hi bridaran; y las condiciones de "exigencia nmuy alta" son
aquellas bajo las cuales |as secuencias con nas del 95% de
coi ncidencia (tienen nenos de 5% de desajuste) hibridaran.

Los siguientes son condiciones de hibridacién no
limtantes, representativas:

Condi ci 6n de alta exigencia (detecta secuencias que
conparten al nenos el 90% de identidad de secuencia):
Hi bridaci 6n en tanmpon 5x SSC a 65°C durante 16 horas; |avar
dos veces en tanmpon 2x SSC a tenperatura anbiente durante 15
m nut os cada una; y |avar dos veces en tanpon 0.5x SSC a 65°C
por 20 m nutos cada una.

Condi ci 6n de exigencia noderada (detecta secuenci as
gue conparten al nmenos el 80% de identidad de secuencia):
Hi bridaci 6n en tanpdon 5x a 6X SSC a 65-70°C durante 16-20
horas; lavar dos veces en tanpén 2x SSC a tenperatura
anbi ente durante 5-20 m nutos cada una; y l|lavar dos veces en
tampén 1x SSC a 55-70°C por 30 m nutos cada una.

Condicion de control no exigente (las secuencias

gue conpartan al nmenos el 50% de |la identidad de secuencia
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hi bridaran): Hibridacién en tanpén 6x SSC a tenperatura de
55°C durante 16-20horas; lavar por |o nenos dos veces en
tanmpén 2x a 3x SSC a tenperatura anbiente de 55°C por 20-30
m nut os cada uno.

En este documento, el térmno "sustancialnmente
hondl ogo” u "honologia sustancial,”™ con respecto a una
secuencia de acido nucleico contigua, se refiere a las
secuenci as de nucl eotidos contiguas que son sufragadas por
nol écul as de acido nucleico que hibridan bajo condiciones
estrictas a una nol écula de éacido nucleico con |la secuencia
de acido nucleico de referencia. Por ejenplo, |as nol écul as
de acido nucleico con secuencias sustancial mente hondl ogas a
una secuencia de acido nucleico de referencia SEQ ID NO 1
son aquellas nol éculas de acido nucleico que hibridan bajo
condi ciones exigentes (por ejenplo, las condiciones de
exi genci a noderada establ eci das, supra) a nol écul as de acido
nucl ei co con | a secuencia de acido nucleico de referencia SEQ
ID NO 1. Las secuenci as sustancial mnente honotl ogas pueden
tener al nenos el 80% de |la identidad de |a secuenci a. Por
ej enpl o, | as secuenci as sustancial mnente honol ogas pueden
tener de alrededor del 80% a 100% de identidad de secuenci a,
t al cono apr oxi madanent e 81% apr oxi madanent e 82%
aproxi mmdanente 83% aproxi madanente 84% aproxi madanent e
85% apr oxi madanent e 86% apr oxi madanent e 87%
apr oxi mmdanente 88% aproxi madanente 89% apr oxi madanent e
90% apr oxi madanent e 91% apr oxi madanent e 92%

apr oxi mmdanente 93% aproxi nadanment e 94% apr oxi nadanente 95%
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apr oxi mmdanente 96% aproxi madanente 97%  apr oxi madanent e
98% apr oxi madanent e 98. 5% apr oxi madanent e 99%
apr oxi mmdanente 99.5% aproxi madanmente 100% 80% 81% 82%
83% 84% 85% 86% 87% 88% 89% 90% 91% 92% 93% 94%
95% 96% 97% 98% 99; o 100% La propiedad de honol ogia
subst anci al esta estrechanmente rel aci onada con | a hibridaci 6n
especifica. Por ejenplo, una nol écula de acido nucleico es
especificanente hibridable cuando hay un grado suficiente de
conpl ementariedad para evitar la union no especifica de

acido nucleico a secuencias no objetivo en condiciones donde
se desea uni 6n especifica, por ejenplo, bajo condiciones de
hi bri daci 6n exi gent es.

Conb se wutiliza en este docunento, el térmno
"ortol ogo" se refiere a un gen en dos o nas especies que ha
evol uci onado desde una secuencia de nucledtidos ancestral
comin y puede conservar |la msnma funcidén en las dos o nmas
especi es.

Conmo se utiliza en este docunmento, se dice que dos
nmol écul as de secuenci a de aci do nucl ei co muestran
"conpl ement ari edad conpl eta" cuando todos |os nucl eétidos de
una secuencia leidos en la direccion de 5 a 3" son
conpl enentari os a cada nucl eétido de | a otra secuencia cuando
se lee en la direccion de 3 a 5. Una secuencia de
nucl eétidos que es conplenentaria a una secuencia de
nucl e6ti dos de referencia nostrara una secuencia idéntica a
la secuencia inversa de conplemento de la secuencia de

nucl eéti dos de referencia. Estos térmnos y descripciones
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estan bien definidos en la técnica y son facilnente
ent endi dos por aquell os expertos en | a técnica.

Operati vanente vincul ados: Una prinera secuencia de
nucl eétido esta operativanmente vinculada con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la prinmera secuencia de
acido nucleico se encuentra en una relaci6on funcional con |a
segunda secuencia de &acido nucl eico. Cuando se producen por
via reconbi nante, | as secuenci as de acido nucl ei co
operativanmente vinculadas son general mente contiguas y, en
caso necesario, dos regiones de codificacion de proteina
pueden unirse en el msnb marco de lectura (por ejenplo, en
una ORF traslacional mente fundida). Sin enbargo, |os &acidos
nucleicos no necesitan ser contiguos para Vvincularse
oper ati vament e.

El térm no, "operativanente vinculado", cuando se
utiliza en referencia a una secuencia de reglanentaci 6n y una
secuencia de codificacion, significa que la secuencia
reglanentaria afecta a l|la expresion de la secuencia de
codi fi caci 6n vi ncul ada. " Secuenci as regul ador as", 0
"elenentos de control,”" se refiere a l|las secuencias de
nucl eéti dos que influyen en el nonento y nivel/cantidad de
transcripci 6n, procesamento o estabilidad del ARN, o la
traducci 6n de la secuencia de codificacion asociada. Las
secuenci as regul adoras pueden incluir pronotores; secuencias
de traducci 6n lider; intrones; potenciadores; estructuras de
bucl e de tallo; secuencias vincul antes represoras; secuencias

de t er m naci 6n; secuenci as de reconoci nento de
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pol i adeni | aci on; etc. Las secuenci as regul ador as
particul ares pueden estar situadas hacia arriba y/o hacia
abajo de una secuencia de codificacién operativanmente
vincul ada a | as m snas. Ademés, |as secuenci as regul adoras
particul ares operativanente vinculadas a |a secuencia de
codi ficaci 6n pueden encontrarse en |la hebra conplenentaria
asoci ada de una nol écul a de dobl e hebra de aci do nucl ei co.
Pronotor: Conb se utiliza en este docunmento, e

térmno "pronotor” se refiere a una regi 6n del ADN que puede
ser ascendente desde el inicio de la transcripcion, y que
puede estar involucrado en el reconocimento y unién de |a
ARN polinmerasa vy otras pr ot ei nas para iniciar | a
transcri pci on. Un pronpotor puede estar operativanmente
vi ncul ado con una secuenci a de codificaci én para | a expresion
en una célula o un pronotor puede estar operativanente
vi ncul ado con una secuencia de nucl ebétidos que codifica una
secuenci a de sefal es que puede ser operativanmente vincul ada a
| a secuencia de codificacion para | a expresi 6n en una cél ul a.
Un "pronotor de planta® puede ser un pronotor capaz de
iniciar la transcripciéon en las células de Ila planta.
Ej enpl os de pronotores bajo desarrollo control ado pronotores
gqgue inician preferentenente la transcripcion en ciertos
tejidos, tales conmb hojas, raices, semllas, fibras, vasos
del xilema, traqueidas o esclerénquim. Tales pronotores se
denom nan de "tejido preferido.” Los pronotores que inician
|l a transcripciéon solanente en ciertos tejidos son referidos

cono "tejido especifico." Un pronotor "tipo celular
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especifico"” principalnmente activa la expresion en ciertos
tipos de células en uno o nas Organos, por ejenplo, |as
células vasculares en las raices o |as hojas. Un pronotor
"i nduci bl " puede ser un pronotor que puede estar bajo el
control del medi o anbi ente. Ej enpl os de condi ci ones
anbi ent al es que pueden iniciar la transcripci 6n de pronotores
i nduci bl es i ncluyen condi ci ones anaer ébicas y | a presencia de
|l uz. Los pronotores de tejido especifico, tejido preferido,
tipo celular especifico e inducibles constituyen |la clase de
| os pr onot or es "no constitutivos". Un pr onot or
"constitutivo" es un pronotor que puede ser activo en la
mayoria de condiciones anbientales o en muchos tipos de
tejido o célula.

Puede wutilizarse cualquier pronotor inducible en
al gunas nodal i dades. Ver Ward et al. (1993) Plant Ml . Biol.
22: 361- 366. Con un pronotor inducible, aunenta |la tasa de
transcripcién en respuesta a un agente inductor. Los
pronot ores induci bl es ejenplares incluyen, pero no se limtan
a: Pronotores del sistema ACElI que responden a cobre; genes
In2 del maiz que responden a fitoprotectores de herbicida de
bencenosul fonam da; Represor Tet de Tnl0; y el pronotor
i nduci ble de un gen de l|a hornona esteroide, la actividad
transcripcional de l|os cuales puede ser inducida por una
hor nona con gl ucocorti costeroi des (Schena et al. (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. E U A 88:10421 10425).

Los pronotores constitutivos ejenplares incluyen,

pero no se limtan a: Pronpotores de virus de plantas, conp el
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pronotor 35S del Virus del npsaico de la coliflor (CaW);
pronotores de genes de la actinia de arroz; pronotores de
ubi quitina; pEMJ;, MAS, pronotor de histona H3 nmaiz;, y el
pronotor de ALS, Xbal/ Ncol fragnento 5 del gen estructura
Brassi ca napus ALS3 (o una secuencia de nucleodtidos simlar a
dicho fragmento Xbal/Ncol) (Patente estadouni dense No.
5, 659, 026) .

Ademés, puede utilizarse cualquier pronotor de
tejido especifico o tejido preferido tejido en algunas
nodal i dades. Las plantas transformadas con una nol écul a de
acido nucleico que conprenden una secuencia de codificacion
operativanmente vinculada a un pronotor especifico del tejido
pueden producir el producto de |la secuencia de codificacion
exclusiva o preferencial, en un tejido especifico. Los
pronotores de tejido especifico o de tejido preferido
ejenplares incluyen, pero no se l|imtan a: Un pronotor
preferido de semlla, tal conbo la del gen faseolina; un
pronot or inducido de hoja especificay luz tal conpo de cabi na
0 rubisco; un pronotor especifico de antera conop el de LAT52;
un pronotor especifico de polen comb el de Zml3; y un
pronotor prefrido de mcrosporas cono el de apg.

Transformaci 6n: Conp se utiliza en este docunento,
el térmno "transformaci 6n" o "transducci on” se refiere a |la
transferencia de una o nmas nol écul a(s) de &acido nucleico a
una cél ul a. Una célula se "transforma” por una nol écul a de
acido nucleico que hizo transduccion dentro de l|la célula

cuando |la nolécula de acido nucleico se convierte en
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establenmente replicada por la célula, vya sea por Ila
i ncorporaci 6n de |a nol écula de acido nucleico en el genonm
celular, o la replicacioén episonal. Conpb se utiliza en este
docunento, el térmno "transformaci6n" abarca todas |as
técni cas por l|las cuales una nol écula de acido nucleico puede
i ntroducirse en una célula cono tal. E enplos incluyen, pero
no se limtan a: transfeccion con vectores virales;
transfornmaci 6n con vectores plasm dos; el ectroporaci 6n (Fromm
et al. (1986) Nature 319:791-793; Lipofection (Felgner et al.
(1987) Proc. Nat | . Acad. Sci . E. U A 84: 7413-7417) ;
mcroinjection (Mieller et al. (1978) Cell 15:579 585);
Agrobacterium nediated transfer (Fraley et al. (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. E U A 80:4803-4807); direct DNA uptake; and
m croprojectile bonbardment (Klein et al. (1987) Nature
327:70).

Transgen: Una secuencia de &cido nucleico exdgena.
En al gunos ejenplos, un transgen puede ser una secuencia que
codifica una o dos hebra(s) de una nolécula de ARN que
conprende una secuencia de nucl edétidos conplenentaria a una
nol écul a de acido nucleico en una plaga de col edpteros. En
otros ejenplos, un transgen puede ser una secuencia de &acido
nucl eico antisentido, en conde |la expresion de |la secuencia
de acido nucleico antisentido inhibe la expresion de una
secuencia de &cido nucleico objetivo. En aun méas ej enpl os,
un transgen puede ser una secuencia del gen (por ejenplo, un
gen de resistencia a herbicidas), un gen que codifica un

conpuesto industrial o farmacéuticanmente util, o un gen que
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codifica un rasgo agricola deseable. En estos y otros
ej enpl os, un transgen puede contener secuencias regul adoras
operativanmente vinculadas a |la secuencia de codificacion de
transgén (por ejenplo, un pronotor).

Vector: Una nolécula de acido nucleico conp se
i ntroduce en una cel da, por ejenplo, para producir una célula
t ransf or nada. Un vector puede incluir secuencias de acido
nucleico que permten replicarse en la célula huésped, ta
cono un origen de replicacion. Ej enpl o0s de vectores
incluyen, pero no se Ilimtan a: un plasmdo; coOsm do;
bacteri 6fago; o virus que |leva el ADN exdgeno a una cél ul a.
Un vector tanbi én puede ser una nol écula de ARN. Un vector
tambi én puede incluir uno O mMAsS  genes, secuenci as
antisentidas, y/o genes narcadores seleccionables y otros
el ement os genéti cos conocidos en |la técnica. Un vector puede
transducir, transformar o infectar una célula, causando asi
que |l a célula exprese |as nol écul as de acido nucleico y/o |as
proteinas codificadas por el vector. Un vector incluye
opci onal nente nateriales para ayudar a lograr |la entrada de
la nol écula de &cido nucleico a la célula (por ejenplo, un
| i posoma, capa de proteina, etc.).

Rendim ento: Un rendimento estabilizado de cerca
del 100% o mas en relaci6n a |la producci 6n de vari edades de
revision en el msno lugar de crecimento creciendo al msno
tiempo y bajo las msmas condiciones. En nodal i dades
parti cul ares, "rendi mento nmej or ado” 0 "mej ora de

rendi mento" significa un cultivo que tiene un rendimento
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estabilizado de 105 a 115% o mmyor en relacion con el
rendi m ento de | as vari edades revi sadas en el msno |ugar que
contiene inportantes densi dades de plagas de col ebpteros que
son perjudiciales para ese cultivo que crece al msno tienpo
y bajo las m smas condi ci ones.

A nenos que esté especificanente indicado o

uno", una", el

inplicito, los térmnos "un, y "la

significan "por lo nmenos uno,"” segun |lo utilizado en este
docunent o.

A nenos que se defina lo contrario en |la presente,
todos los térmnos técnicos y cientificos que se utilizan en
este docunento tienen el msno significado que el conunnente
entendido por un experto en la materia a |la que pertenecen
| as enseflanzas de esta invencion. Las definiciones de
t érm nos conunes en bi ol ogi a nol ecul ar pueden encontrarse en,
por ejenplo, Lewin's Genes X, Jones & Bartlett Publishers,
2009 (ISBN 10 0763766321); Krebs et al. (eds.), The
Encycl opedia of Mol ecular Biology, Blackwell Science Ltd.,

1994 (ISBN 0 632 02182 9); y Myers R A (ed.), Molecular

Bi ol ogy and Biotechnol ogy: A Conprehensive Desk Reference,

VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1 56081 569 8). Todos | os
porcentaj es son de peso y todas |as proporciones de |a nezcla
de solvente son por volunmen a nenos que se indique I|o

contrario. Todas |as tenperaturas son en grados Cel si us.

I V. Mol éculas de acido nucleico que conprenden una

secuenci a de pl agas de col edpt eros
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A. I nfornmaci 6n Gener al

En este docunento se describen nol éculas de &cido
nucleico utiles para el control de plagas de col edpteros.
Las nol écul as de aci do nucleico descritas incluyen secuencias
objetivo (por ejenplo, genes nativos y secuencias de no
codi ficaci 6n), ARNds, ARNsi, ARNhp y ARNnmi. Por ejenplo, |as
nol écul as de ARNds, ARNsi, ARNmi o0 ARNhp que se describen en
al gunas nodal i dades pueden ser especificanente
conplenmentarias a la totalidad o parte de una o nas
secuencias de &acido nucleico nativo en una plaga de
col edpt er os. En estas y otras nodalidades, l a(s)
secuenci a(s) de acido nucleico nativa(s) puede(n) ser uno o
mas gen(es) objetivo, cuyos productos pueden ser, por ejenplo
y sin limtacion: inplicados en un proceso netabdlico;
i nplicados en un proceso reproductivo; o inplicados en el
desarrollo larval. Las noléculas de éacido nucleico
descritas, cuando se introducen en una célula que abarca por
| o menos una secuencia de acido nucleico nativa a la que |as
nol écul as de aci do nucl ei co son conpl ement ari as,
especificanente, puede iniciar el ARNi en la célula y por
consiguiente reducir o elimnar I|la expresion de la(s)
secuencia(s) de acido nucleico nativa(s). En al gunos
ejenplos, la reduccion o elimnacién de la expresion de un
gen objetivo por una nol écul a de aci do nucl ei co que conprende
una secuencia conplenmentaria especificanmente correspondi ente

puede ser letal en plagas de col edpteros o resultar en en |a
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reducci 6n del crecimento y/o reproducci éon.

En al gunas nodal i dades, al nenos un gen objetivo en
una plaga de col edpteros puede ser sel eccionado, en donde el
gen objetivo conprende una secuencia de nucleétidos que
conprende rnapll 140 (es decir SEQID NO 1, SEQ ID NO 73, SEQ
ID NO 75, o SEQ ID NG 81). En ejenplos particulares, un gen
objetivo en una plaga de col edpteros se sel ecciona, en donde
el gen objetivo conprende wuna secuencia de nucleo6tidos
novedosa que conprende rnapll 140 (es decur SEQ ID NGO 1, SEQ
ID NO 73, SEQID NO 75, o SEQ ID NO 81).

En al gunas nodal i dades, un gen objetivo puede ser
una nol écul a de &acido nucleico formada por una secuencia de
nucl eéti dos que codifica un polipéptido que conprende una
secuencia de am noacidos contigua que es al nmenos 85%
idéntica (por ejenplo, aproximdanmente 90% aproxi nadanment e
95% apr oxi madanent e 96% apr oxi madanent e 97%
apr oxi mmdanente 98% aproxi madanente 99% apr oxi madanent e
100% 85% 86% 87% 88% 89% 90% 91% 92% 93% 94% 95%
96% 97% 98% 99% o 100% idéntica) a la secuencia de
am noacidos de ARNPII 140 (es decir, SEQ ID NO 2, SEQ ID
NO 74, SEQ ID NO 76, SEQ ID NO 80, o SEQ ID NG 82). Un gen
obj etivo puede ser cual quier secuencia de &cido nucleico en
una plaga de col edpteros, la inhibicidn post transcripciona
de los cuales tiene un efecto perjudicial sobre la plaga de
col edpteros, o proporciona un beneficio protector contra |a
pl aga de col edépteros a una planta. En ejenplos particul ares,

un gen objetivo es una nol écul a de aci do nucl eico formada por
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una secuenci a de nucleo6tidos que codifica un polipéptido gque
conprende una secuencia de ani noacidos contigua que es al
nmenos 85% i dénti ca, apr oxi madanent e 90% i dénti ca,
apr oxi mmdanente 95% idéntica, aproximdanente 96% idéntica,
apr oxi mmdanente 97% idéntica, aproximdanente 98% idéntica,
apr oxi mmdanente 99% i déntica, aproxi mdanente 100% i dénti ca,
85% i déntica, 86% idéntica, 87% idéntica, 88% idéntica, 89%
idéntica, 90% idéntica, 91% idéntica, 92% idéntica, 93%
idéntica, 94% idéntica, 95% idéntica, 96% idéntica, 97%
idéntica, 98% idéntica, 99% idéntica, o 100% idéntica a la
secuenci a de am noacidos de SEQID NO 2, SEQID NO 74, SEQ ID
NO 76, SEQ I D NO 80, o SEQ I D NO 82.

En este docunmento se proporcionan secuencias de
nucl eéti dos, | a expresi 6on que da conp resultado una nol écul a
de ARN que conprende una secuencia de nucleodtidos que es
especificanente conplenentaria a la totalidad o parte de una
nol écul a de ARN nativa que esta codificada por una secuencia
de codificacion en una plaga de col edpteros. En al gunas
nodal i dades, después de la ingestion de la nolécula de ARN
expresada por una plaga de coledpteros, |la regulacion a |a
baja de la secuencia de codificacion en las células de |a
plaga de col ebépteros puede obtenerse. En nodal i dades
particulares, la regulacion a la baja de |a secuencia de
codificacién en las células de |la plaga de col e6pteros puede
resultar en un efecto perjudicial sobre el crecimento,
viabilidad, proliferacion o reproduccion de la plaga de

col edpt er os.
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En al gunas nodalidades, |as secuencias objetivo
i ncl uyen secuencias transcritas de ARN de no codificacioén
tales conb 5'UTRs; 3'UIRs; secuencias |ider enpal nadas;
secuenci as del intrén; secuencias de exon (por ejenplo, ARN
de 5 UTR posteriornmente nodificado en enpalnme trans); |as
secuencias de donatron (por ejenplo, ARN no codificante
requeri do para proporcionar secuencias donantes para enpal ne
trans); y otro ARN transcrito no codificante de genes
obj etivo de plagas de col edpteros. Est as secuenci as pueden
derivarse de anbos genes nobno cistronicos y poli cistroénicos.

Asi, tanbién se describen en este docunento en
rel aci 6n con al gunas nodal i dades |as nol éculas de ARN (por
ej enpl o, ARNds, ARNsi, ARNmM Yy ARNhp) que conprenden al menos
una secuenci a de nucl e6ti dos especificanente conplenentaria a
la totalidad o parte de una secuencia objetivo en una plaga
de col edopteros. En al gunas nodal i dades una nol écul a de ARN
puede  conprender secuenci as de nucl eéti dos gue son
conplenmentarias a la totalidad o parte de una pluralidad de
secuenci as objetivo; por ejenplo, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9, 10
0 MmMAs secuenci as objetivo. En nodal i dades particulares, la
nol écul a de ARNi se puede producir in vitro o in vivo por un
organi snmo nodi ficado genéticanente, cono una planta o una
bacteria. Tanbi én se divul gan secuencias de ADNc que pueden
utilizarse para la produccion de noléculas de ARNds,
nol écul as de ARNsi, noléculas de ARNnmi o0 de ARNhp que son
especificanmente conplenentarias a la totalidad o parte de una

secuencia objetivo en una plaga de col edpteros. Ademas se
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descri ben construcciones de ADN reconbi nante para su uso en
el logro de la transformaci 6n estable de huéspedes objetivo
parti cul ares. Los huéspedes objetivo transfornados pueden
expresar niveles efectivos de noléculas de ARNds, ARNsi,
ARNmM o ARNhp de | as construcci ones de ADN reconbi nante. Por
lo tanto, tanbién se describe un vector de transfornaci 6n de
pl anta que conprende al menos una secuencia de nuclebtidos
operativamente vinculada a un pronotor heterdl ogo funciona

en una célula de planta, en donde |la expresién de la(s)
secuenci a(s) de nucleodtidos resulta en una nol écula de ARN
gue conprende una secuencia de nuclebtidos conplenentaria
especificanente a la totalidad o parte de una secuencia de
destino en una plaga de col edpt eros.

En al gunas nodal i dades, |as nol écul as de acido
nucleico uatiles para el control de plagas de col edpteros
pueden incluir: todo o parte de una secuencia de acido
nucleico nativa aislada de Diabrotica que conprende rnapll
140 (SEQ ID NO 1); todo o parte de una secuencia de acido
nucleico nativa aislada de Meligethes que conprende rnapll
140 (por ejenplo, SEQ ID NO 73, SEQ ID NO 75 o SEQ ID NO
81); secuencias de nucleo6tidos que cuando se expresan
resultan en una nol écula de ARN que conprende una secuenci a
de nucl edétidos que es especificanmente conplenentaria a la
totalidad o parte de una nolécula de ARN nativa que esta
codi ficada por rnapll 140 (por ejenplo, SEQ ID NO 1, SEQ ID
NO 73, SEQ ID NO 75, o SEQ ID NGO 81); nol éculas de ARN (por

ej enpl o, ARNds, ARNsi, ARNm Yy ARNhp) que conprenden al nenos
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una secuencia de nucl edtidos especificanmente conplenentaria a
todo o parte de rnapll 140 (por ejenplo, SEQ ID NO 1, SEQ ID
NGO 73, SEQ ID NGO 75, or SEQ I D NO 81); secuencias de ADNc que
pueden utilizarse para |a producci 6n de nol écul as de ARNds,
nol écul as de ARNsi, nol éculas de ARNm y/o de ARNhp que son
especificanente conplenentarias a la totalidad o parte de
rnapll 140 (por ejenplo, EQ ID NO 1, SEQ ID NO 73, SEQ ID
NGO 75, or SEQ ID NGO 81); vy contrucciones de ADN reconbi nante
para su uso en lograr la transformaci 6n estable de objetivos
huéspedes particul ares, en donde un huésped objetivo
transfornado conprende una o nas de |as nol écul as anteriores

de aci do nucl ei co.

B. Mol écul as de Acido Nucl eico

La presente divulgacién proporciona, entre otras
cosas, nol éculas de ARNi (ARNds, ARNsi, ARNm y ARNhp) que
i nhi ben | a expresi 6n del gen objetivo en una célula, tejido u
organo de una plaga de coleopteros; y l|las nol éculas de ADN
capaces de ser expresadas conp nol écul a de ARNi en una cél ul a
0 mcroorganisno para inhibir la expresion del gen objetivo
en una célula, tejido u 6rgano de una plaga de col edpt eros.

Al gunas nodal i dades proporcionan una nol écula de
acido nucleico aislada conpuesta por al nmenos wuna (por
ejenplo, wuna, dos, tres o mas) secuencias de nucleodtidos
sel ecci onadas del grupo que conprende: SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5,
73, 75, 77, o 81; el conplenmento de SEQ ID NGs:1, 3, 4, 5

73, 75, 77, o 81; un fragnento de por | o nenos 15 nucl ed6ti dos
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contiguos de SEQ ID NGs:1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81; e

conpl emento de un fragnento de por |o nmenos 15 nucl e6ti dos
contiguos de SEQ ID NGs:1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81; una
secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Di abrotica (por ejenplo, WR) que conprende SEQ ID NGs: 1, 3,
4, o 5; el conplemento de una secuencia de codificacion
nativa de un organisno de Diabrotica SEQ ID NGs:1, 3, 4, o 5
una secuencia de no codificacion nativa de un organi sno de
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende SEQ ID NGs:1, 3, 4, o 5; el
conpl emento de una secuencia de no codificacion nativa de un
organi sno de Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4, o 5
un fragnento de por |o nmenos 15 nucl edti dos contiguos de una
secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Di abrotica que conprende SEQ ID NGs:1, 3, 4, o 5; e

conpl emento de un fragnento de por |o nmenos 15 nucl e6ti dos
contiguos de una secuencia de codificacion nativa de un
organi sno de Diabrotica que conprende SEQ ID NGs:1, 3, 4, o
5; un fragnento de por |o nenos 15 nucledtidos contiguos de
una secuencia de no codificacion nativa de un organi sno de
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende SEQ ID NGs:1, 3, 4, o 5, y el
conplemento de un fragnento de por |o nmenos 15 nucl e6ti dos
contiguos de una secuencia de no codificacién nativa de un
organi sno de Diabrotica que se transcribe para producir una

nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4, o 5
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una secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Mel i get hes (por ejenplo, PB) que conprende SEQ I D NGs: 73, 75,
77, o 81; el conplenmento de una secuencia de codificacion
nativa de un organisno de Meligethes que conprende SEQ ID
NGs: 73, 75, 77 o 81; una secuencia de no codificacion nativa
de un organi sno de Meligethes que se transcribe para producir
una nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 73, 75,
77 o 81; el conplenmento de una secuencia de no codificacion
nativa de un organisnbo de Meligethes que se transcribe para
producir una nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ | D NGCs:
73, 75, 77 o 81; un fragnento de por | o nmenos 15 nucl eéti dos
contiguos de una secuencia de codificacion nativa de un
organi sno de Meligethes que conprende SEQ ID NGs: 73, 75, 77
o 81; el conplenento de un fragnmento de por |o nenos 15
nucl eéti dos conti guos de una secuencia de codificaci 6n nativa
de un organisno de Meligethes que conprende SEQ ID NGs: 73,
75, 77 o 81; un fragnmento de por |o nenos 15 nuclebtidos
contiguos de una secuencia de no codificacién nativa de un
organi sno de Meligethes que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 73, 75, 77 o
81, y el conplenento de un fragnmento de por |o nenos 15
nucl eéti dos contiguos de una secuencia de no codificacién
nativa de un organisnbo de Meligethes que se transcribe para
producir una nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ | D NGCs:
73, 75, 77, o 81. En nodal i dades particul ares, el contacto
con o la absorcién por una plaga de coleopteros de Ila

secuencia de acido nucleico aislada inhibe el crecimento,
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desarrollo, reproduccion y alinmentacion de la plaga de
col edpt er os.

En al gunas nodalidades, wuna nolécula de acido
nucl eico puede conprender al nenos una (por ejenplo, una,
dos, tres o mas) secuencia de ADN capaz de ser expresada conp
nol écula de ARNi en una célula o mcroorgani sno para inhibir
| a expresi 6n del gen objetivo en una célula, tejido u 6rgano
de una plaga de col edpteros. Esta(s) secuencia(s) de ADN
pueden estar operativanmente vinculadas a una secuencia de
pronotor que funciona en una célula de la nol écula de ADN
para iniciar o aumentar |la transcripcion del ARN codificado
capaz de formar una(s) nolécula(s) de ARNds. En wuna
nodal i dad, al nenos una (por ejenplo, una, dos, tres o nas)
secuencias de ADN pueden derivarse de wuna secuencia de
nucl eéti dos que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77,
o 81. Los derivados de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77 o
81 incluyen fragnentos de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77,
o 81. En algunas nodalidades, tal fragnento puede
conprender, por ejenplo, por |lo nenos aproxi mdanente 15
nucl eéti dos contiguos de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77,
o 81, o un conplenento de éstas. Por |o tanto, un fragnmento
tal puede conprender, por ejenplo, 15, 16, 17, 18, 19, 20
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucleotidos
contiguos de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81, 0 un
conpl emento de éstas. En estas y otras nodalidades, tal
fragnento puede conpr ender, por ej enpl o, mas de

apr oxi mmdanente 15 nucl e6ti dos contiguos de SEQ ID NGs: 1, 3,
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4, 5, 73, 75, 77, o 81, o un conplenento de éstas. Por 1o
tanto, un fragnmento de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o
81 pueden conprender, por ejenplo, 15, 16, 17, 18,19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, aproxinmadanente 25 (por ejenplo, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 'y 29), 30, aproxinmadanente 30, 40,
apr oxi mdanente 40 (por ejenplo, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, y 45), 50, apr oxi madanent e 50, 60,

apr oxi madanent e 60, 70, apr oxi madanent e 70, 80,
apr oxi madanent e 80, 90, apr oxi madanent e 90, 100,
apr oxi madanent e 100, 110, apr oxi madanent e 110, 120,
apr oxi madanent e 120, 130, apr oxi madanent e 130, 140,
apr oxi madanent e 140, 150, apr oxi madanent e 150, 160,
apr oxi madanent e 160, 170, apr oxi madanent e 170, 180,
apr oxi madanent e 180, 190, apr oxi madanent e 190, 200,

aproxi mmdanente 200 o naAs nucleoétidos contiguos de SEQ ID
NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81, o un conplenento de éstas.
Al gunas nodal i dades conprenden |a introduccion de
nol éculas de ARNi parcial o totalnente estabilizadas en una
plaga de coleodpteros para inhibir la expresién de un gen
objetivo en una célula, tejido u o6rgano de la plaga de
col edpt er os. Cuando se expresa conp una nol écula ARN (por
ej enpl o, ARNds, ARNsi, ARNmi y ARNhp) y se ingiere por una
pl aga col edpteros, las secuencias de acido nucleico que
conprenden uno o mas fragnentos de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5,
73, 75, 77 o 81 pueden causar uno o nmas de la nuerte, la
i nhi bi ci 6n de crecim ento, canbios en | a proporci 6n de sexos,

reducci 6n en el tamafio de | a ni dada, cese de i nfecci 6n o cese
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de la alinentaci 6n por una plaga col edpteros. Por ej enpl o,
en al gunas nodal i dades, se proporciona una nol écula de ARN
gue conprende una secuencia de nuclebdtidos, incluyendo de
apr oxi mmdanente 15 a aproxi nadanente 300 nucl eéti dos que son
sust anci al rent e hondl ogos a una secuenci a del gen de |la pl aga
de col eopteros objetivo y que conprende uno o nas fragmentos
de una secuencia de nucl eétidos que conprende SEQ ID NGs: 1,
3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81l. La expresion de una nol écul a tal
de ARNds por ejenplo, puede conducir a la inhibicidén de
nortalidad y crecimento en una plaga de col edpteros que
ingiere |la nol écula de ARN .

En ciertas nodalidades, las noléculas de ARN
propor ci onadas en este docunento conprenden | as secuenci as de
nucl eéti dos conplenentarias a un gen objetivo que conprende
las SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81 y/o secuencias
de nucl ebétidos conplenentarias a un fragnmento de SEQ I D NGs:
1, 3, 4, 5, 73, 75, 77 o 81, la inhibicién de |la cuyo gen
objetivo en una plaga de col edpteros resulta en |la reduccion
o elimnacion de un agente de secuencia de proteina o
nucl eéti dos que es esencial para el crecimento de |la plaga
de col eopteros, su desarrollo u otra funcion biol 6gica. Una
secuencia de nucleotidos seleccionada puede nostrar de
apr oxi mmdanente 80% a 100% de identidad de secuencia con |as
SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77 o 81, un fragnmento
contiguo de |a secuencia de nucleo6tido establecida en SEQ ID
NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81 o el conplenento de

cual quiera de las anteriores. Por ejenplo, una secuencia de
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nucl eéti dos sel ecci onada puede nostrar aproxi nadanmente 81%
apr oxi mmdanente 82% aproxi madanente 83% aproxi madanent e
84% apr oxi madanent e 85% apr oxi madanent e 86%
apr oxi mmdanente 87% aproxi madanente 88% aproxi madanent e
89% apr oxi madanent e 90% apr oxi madanent e 91%
apr oxi mmdanente 92% aproxi mradanmente 93% aproxi madanente 94%
apr oxi mmdanente 95% aproxi madanente 96%  apr oxi madanent e
97% apr oxi madanent e 98% apr oxi madanent e 98. 5%
apr oxi mmdanente 99% aproxi nadanente 99.5% apr oxi madanent e
100% 80% 81% 82% 83% 84% 85% 86% 87% 88% 89% 90%
91% 92% 93% 94% 95% 96% 97% 98% 99; o 100% de
i dentidad de secuencia con SEQID NGCs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77
o 81, un fragnento contiguo de l|a secuencia de nuclebtido
establecida en SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81 o el
conpl ement o de cual quiera de | as anteri ores.

En al gunas nodal i dades, una nol écula de ADN capaz
de ser expresada conp una nol écula de ARNI en una célula o
m croorganisno para inhibir la expresion del gen objetivo
puede abar car una secuenci a de nucl eéti do ani ca
especificanente conplenentaria a la totalidad o parte de una
secuenci a de acido nucleico nativa que se encuentra en una o
nmas especies de |la plaga de col eépteros, o | a nol écula de ADN
puede construirse conbp una quinera de una pluralidad de tales
secuenci as especificanente conpl enentari as.

En al gunas nodalidades, wuna nolécula de acido
nucl ei co puede abarcar una prinmera y una segunda secuenci a de

nucl eéti dos separada por una "secuencia espaci adora”. Una
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secuenci a espaciadora puede ser wuna region que conprende
cual qui er secuencia de nucleodtidos que facilita |la fornacion
de | a estructura secundari a entre | as secuenci as
nucl eotidicas prinera y segunda, en donde se desee. En una
nodal i dad, | a secuenci a espaci adora es parte de una secuenci a
codi ficadora sentido o antisentido para ARNmM La secuenci a
espaci ador a puede abar car al ternativanmente cual qui er
conbi naci 6n de nucl eéti dos u honmdl ogos de la nmsm que sean
capaces de ser vinculados coval entemrente a una nol écula de
aci do nucl ei co.

Por ejenpl o, en algunas nodal i dades, |a nol écul a de
ADN puede conprender una secuencia codificadora de
nucl eétidos para una o mas diferentes nol éculas de ARN, en
donde cada una de las diferentes nol éculas de ARN conprende
una prinmera secuencia de nucle6tidos y una segunda secuenci a
de nucleotidos, en donde I|as secuencias de nucleotidos
prinera y segunda son conplenentarias entre si. Las
secuencias de nucledtidos prinera y segunda pueden ser
conectadas dentro de una nol écula de ARN por una secuencia
espaci adora. La secuenci a espaci adora puede constituir parte
de la prinmera secuencia de nucl e6tidos o | a segunda secuenci a
de nucl e6ti dos. La expresion de la nolécula de ARN que
conprende |las secuencias nucleotidicas prinera y segunda
puede conducir a la formacion de una nol écula de ARNds vy/
ARNhp, por el enparejam ento basico especifico de las prinera
y segunda secuenci as de nucl eétidos. La prinmera secuencia de

nucl eétidos o |la segunda secuencia de nucl e6tidos puede ser
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sustanci al nente idéntica a o conplenentaria a una secuencia
de acido nucleico nativa de una plaga de col ebpteros (por
ejenplo, un gen objetivo o0 secuencia transcrita de no
codificacién), un derivado de la msnm, 0 una secuencia
conplementaria a la m sna.

Las nol écul as de acido nucleico de ARNds confornman
hebras dobl es de secuencias de ribonucleo6tido polinerizado y
pueden incluir nodificaciones a la troncal de azucar fosfato
0 a los nucledsidos. Las nodificaciones en |a estructura del
ARN pueden ser adaptadas para permtir la inhibicion
especifica. En una nodalidad, |as nol éculas de ARNds pueden
nodi ficarse nediante un proceso enzimtico ubicuo que puede
generar nol écul as de ARNsi. Este proceso enzimtico puede
utilizar una enzima de ARNse IIl, tal <conmo DI CER en
eucariotas, ya sea in vitro o in vivo. Ver Elbashir et al.
(2001) Nature 411:494-498; y Hamlton y Baulconbe (1999)
Sci ence 286(5441):950-952. La enzima DICER o |l as enzinms de
ARNse |1 funcional nrente equivalentes escinden hebras nmas
grandes de noléculas de ARNds o ARNhp en pequefios
ol i gonucl eéti dos (por ejenplo, ARNsi), cada una de ellas es
de wunos 15-25 nucledétidos de |ongitud. Las nol écul as de
ARNsi  producidas por estas enzimas tienen de 2 a 3
proyecci ones de nucleétidos 3, y termnales 5 fosfato y 3
hidroxilo. Las nol écul as de ARNsi generadas por |as enzinas
ARNse 111 son desenrolladas y separadas en ARN de una sola
hebra en la célula. Las nol écul as de ARNsi después hi bridan

especificanente con |as secuencias de ARN transcritas de un
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gen objetivo y dos noléculas de ARN son degradadas
posteriornente por un necani sno degradantes de ARN cel ul ar
i nherente. Este proceso puede resultar en |a degradaci 6n o

renmoci 6n efectiva de |la secuencia de ARN codificada por e

gen objetivo en el or gani sno. El resultado es el
silenciamento post transcripcional del gen objetivo. En
al gunas nodal i dades, |as nol éculas de ARNsi producidas por
enzi ms enddégenas de ARNse Il de nol écul as de aci do nucl eico

het er 6l ogas pueden nediar eficientenente la regulacion a la
baja de | os genes objetivo de plagas col edpt eros.

En al gunas nodalidades, wuna nolécula de acido
nucl ei co puede incluir al nmenos una secuencia de nucl edétidos
de origen no natural que puede transcribirse para producir
una nol écula de ARN de una sola hebra capaz de formar una
nol écula de ARNds in vivo a travées de |la hibridacion
i nt ernol ecul ar. Tal es secuencias de ARNds tipicanmente se
auto ensanblan y pueden ser proporcionadas en |la fuente de
nutriciéon de wuna plaga de colebépteros para lograr Ila
i nhi bi ci 6n post transcripcional de un gen objetivo. En estas
y otras nodalidades, una nol écula de acido nucleico puede
conprender dos di ferentes secuenci as de nucl eéti dos de origen
no natural, cada una de las cuales es especificanmente
conplenmentaria a un gen objetivo distinto en una plaga de
col edpt er os. Cuando wuna nol écula de &cido nucleico se
proporci ona a una plaga de col edpteros, |a nol écula inhibe |a
expresion de al nenos dos diferentes genes objetivo en la

pl aga de col eopt eros.



10

15

20

25

69

C. btenci 6n de Ml écul as de Acido Nucl ei co

Una variedad de secuencias nativas de plagas de
col edpt eros puede utilizarse conp secuenci as objetivo para el
di seiio de nol écul as de acido nucleico, conp |as nol écul as de
ADN y ARN que codifican ARN . La sel ecci 6n de secuenci as
nativas no es, sin enbargo, un proceso directo. S6l o un
pequefio nunero de secuencias nativas en |a plaga de
col eOpteros seran objetivos efectivos. Por ejenplo, no se
puede predecir con certeza @ si una secuencia nativa
determ nada puede ser efectivanente regulada a la baja por
| as nol écul as de acido nucleico, o si la regulacién a la baja
de wuna determinada secuencia nativa tendrd un efecto
perjudicial sobre el crecimento, viabilidad, proliferacion o
reproducci 6n de la plaga de col ed6pteros. La gran mayoria de
secuenci as nativas de |la plaga de col edpteros, cono | os ESTs
ai slados de las msmas (por ejenplo, conb se indica en la
pat ent e est adouni dense No. 7,612,194 y | a pat ent e
est adouni dense No. 7,943, 819), no tienen un efecto
perjudicial sobre el crecimento, viabilidad, proliferacion
y/ o reproducci 6n de la plaga de col eépteros, tal cono WCR o
NCR. Tanpoco es previsible que de | as secuencias nativas que
pueden tener wun efecto perjudicial sobre una plaga de
col eOpteros sean capaces de ser utilizadas en |as técnicas
reconbi nantes para l|la expresion de noléculas de acido
nucl eico conplenentarias a tales secuencias nativas en una

pl anta huésped y proporcionar el efecto perjudicial sobre |a
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plaga de coleodpteros al alinmentarse sin causar dafio a |a
pl ant a hospedera.

En al gunas nodalidades, |as noléculas de acido
nucl ei co (por ejenplo, nol éculas de ARNi que se proporcionan
en |la planta hospedadora de una plaga de col edpteros) se
sel eccionan a secuencias objetivo de ADNc que codifican
proteinas o partes de proteinas esenciales para |a
supervivencia de la plaga de coledpteros, tales conp |as
secuencias de am noacidos que participan en las vias
bi oqui m cas netabdlicas o catabdlicas, la division celular
| a reproducci 6n, el netabolisnp energético, l|la digestion, el
reconocimento de |la planta hospedera, y simlares. Conpo se
describe en este docunmento, |a ingestidén de conposiciones de
un organisnb que contiene uno o mas ARN, al nmenos un
segnent o que es especificanente conpl enentario a por | o nmenos
un segnmento sustancial mente idéntico de ARN producido en |as
célul as del organisno de plaga objetivo, puede resultar en |a
nmuerte u otra inhibicidn del objetivo. Una secuencia de
nucl eéti dos, ya sea de ADN o de ARN, derivada de una pl aga de
col eOpteros puede utilizarse para construir las células
vegetales resistentes a la infestacion de l|as plagas de
col edpteros. La planta hospedera de |la plaga de col edpteros
(por ejenplo, Z. mays o G nax), por ejenplo, puede ser
transfornada para contener una o mas de |as secuencias de
nucl eéti dos derivadas de |la plaga de col edpteros tal conp se
di spone en el presente docunento. La secuencia de nucl eodtido

transformada en el huésped puede codificar uno o mas ARNI que
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contienen o se forman en una secuencia de ARNds en |as
células o fluidos bioldgicos dentro del huésped transformdo,
poni endo a disposiciéon el ARNds en caso de que/cuando |a
pl aga de col eépteros fornme una relacion nutricional con el
huésped transgénico. Esto puede resultar en |a supresion de
| a expresi 6n de uno o nas genes en las células de |la plaga de
col edpteros y en ultinma instancia, la muerte o |la inhibicion
de su crecimento o desarrollo.

Asi, en algunos nodalidades, esta dirigido un gen
gue esta esencialnmente inplicado en el crecim ento,
desarroll o y reproducci 6n de una plaga de col e6pteros. QOros
genes objetivo pueden incluir, por ejenplo, aquellos que
desenpefian papel es inportantes en |la viabilidad de |as plagas
col edpt er os, su novi m ent o, m graci on, crecim ento,
desarrol | o, i nfectividad, establecimento de sitios de
al i mentaci 6n y reproducci 6n. Un gen objetivo, por lo tanto,
puede ser un gen de linpieza o un factor de transcripcion.
Ademds, una secuencia nhativa de nucleétidos de plagas de
col eOpteros para su uso econp se describe aqui tanbi én puede
derivarse de un honmdlogo (por ejenplo, un ortdlogo), de un
gen de planta, viral, bacteriano o de insecto, cuya funciodn
es conocida por |os expertos en la técnica, y cuya secuencia
de nucledtidos es especificamente hibridable con el gen
objetivo en el genonma de la plaga de col edpteros objetivo
Los métodos de identificacion de un hondl ogo de un gen con
una secuenci a de nucl eoétidos conocida por su hibridaci é6n son

conoci dos para | os expertos en | a técnica.
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En al gunas nodal i dades, se divul gan nmétodos para |la
obt enci 6n de una nol écul a de aci do nucl ei co que conprende una
secuencia de nucl eo6tidos para producir una nol écula de ARN
(por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNm y ARNhp). Dicha nodalidad
conprende: (a) analizar uno o nas gen(es) objetivo para su
expresion, funcidén y fenotipo al realizar |a supresién de
genes nediada por ARNI en una plaga de coleopteros; (b)
sondear una biblioteca de ADNc o ADNg con una sonda que
conprende todo o una parte de una secuencia de nucl eotidos o
un hondl ogo de la msma de una plaga objetivo de col edpteros
gue mnuestra wuna alteracion (por ejenplo, reduccion) en el
fenotipo de crecimento o desarrollo en un analisis de
supersi on medi ado por ARNi; (c) identificar un clon de ADN
gue especificanente hibrida con |a sonda; (d) aislar el clon
de ADN identificado en el paso (b); (e) secuenciar el
fragnento de ADNc o ADNg que conprende el clon aislado en e
paso (d), en donde |la nol écula de &cido nucl ei co secuenci ada
conprende todas o una parte sustancial de | a secuencia de ARN
o un homdlogo de la misma; y (f) sintetizar quim canente todo
0 una parte sustancial de una secuencia de gen, o un ARNsi, o
ARNm , o ARNhp, o ARNm o ARNdSs.

En otras nodal i dades, un netodo para |a obtencion
de un fragnmento de aci do nucl ei co que conprende una secuenci a
de nucl edtidos para producir una porcién substancial de una
nol écula de ARNi (por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNmM Yy ARNhp)
incluye: (a) sintetizar el primero y el segundo cebador de

ol i gonucl eéti do especificamente conplenentario a una porcion
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de una secuencia de nucled6tidos nativa de una plaga de
col edpteros objetivo; y (b) amplificar un inserto de ADNc o
ADNg presente en un vector de clonaci 6n usando el prinero y
el segundo cebador de oligonucl e6ti dos del paso (a), en donde
la nolécula de acido nucleico anplificada conprende una
porci 6n sustancial de una nol écula de ARNsi o ARNmi o ARNhp o
ARNmM o ARNdS.

Los aci dos nucl ei cos pueden ser ai sl ados,
anplificados o producidos por una serie de enfoques. Por
ejenplo, una nolécula de ARN (por ejenplo, ARNds, ARNsi,
ARNmM y ARNhp) puede obtenerse por anplificacion por PCR de
una secuencia de acido nucleico objetivo (por ejenplo, un
gen objetivo o una secuencia de no codificacion transcrita
obj etivo) derivada de una biblioteca de ADNg o ADNc, o partes
de la msm. El ADN o el ARN se pueden extraer de un
organisnmo, y las bibliotecas de &cido nucleico pueden
prepararse a partir de éstos usando nétodos conocidos por
aquell os con conocimentos ordinarios en |a técnica. Las
bi bliotecas de ADNg o de ADNc generadas a partir de un
or gani sno obj etivo pueden ser utilizadas par a | a
anplificacion por PCR y la secuenciaci 6n de genes objetivo.
Un producto de PCR confirnmado puede usarse cono plantilla
para la transcripcién in vitro para generar ARN sentido y
antisentido con mininobs pronotores. Al ternativanmente, |as
nol éculas de &cido nucleico pueden ser sintetizadas por
cual quiera de una serie de técnicas (ver, por ejenplo, Ozaki

et al. (1992) Nucleic Acids Research, 20: 5205-5214; vy
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Agrawal et al. (1990) Nucleic Acids Research, 18: 5419-5423),
i ncl uyendo el uso de un sintetizador de ADN aut omati zado (por
ejenplo, un sintetizador de ADN ARN P. E. Biosystens, Inc.
(Foster City, California) nodelo 392 6 394), usando
sustanci as quim cas estandar, cono la quimca fosforamdita.
Véase, por ejenplo, Beaucage et al. (1992) Tetrahedron, 48:
2223-2311; Pat ent es est adouni denses Nos. 4,415, 732,
4,458,066, 4,725,677, 4,973,679, y 4,980, 460. Tambi én  se
puede enpl ear quim cas alternativas que resultan en grupos de
troncales no naturales, cono fosfotioato, fosforam data vy
simlares.

Una nol écul a de ARN, ARNds, ARNsi, ARNm o ARNhp se
puede producir quimcanente o enzimaticanente por un experto
en la técnica a través de reacciones nanual es o autonaticas,
o in vivo en una célula que conprende una nol écula de acido
nucl eico formada por una secuencia que codifica |a nol écul a
de ARN, ARNds, ARNsi, ARNmM, o ARNhp. El ARN tanbi én puede
ser producido por sintesis organica total o parcial vy
cual qui er ribonucl eétido nodi ficado puede ser introducido por
sintesis organica o enzimatica in vitro. Una nol écula de ARN
puede ser sintetizada por una ARN polinerasa celular o una
ARN polinmerasa bacteri 6faga (por ejenplo, T3 ARN polinerasa,
T7 ARN polinerasa, y SP6 ARN polinerasa). La expresion de
constructos Utiles para la clonacién y expresion de |as
secuenci as de nucl e6tidos es conocida en l|la técnica. Ver,
por ejenplo, las patentes estadounidenses Nos. 5,593, 874,

5,693,512, 5,698,425, 5,712,135, 5,789,214, y 5,804,693. Las
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nol éculas de ARN que son sintetizadas quim canente o por
sintesis enzimatica in vitro pueden ser purificadas antes de
| a introducci 6n en una célula. Por ejenplo, |as nol écul as de
ARN pueden ser purificadas de una nezcla nediante extraccion
con un disolvente o resina, precipitacion, electroforesis,
cromat ografia o] una conbi naci 6n de | os m snos.
Al ternativanmente, pueden utilizarse nol écul as de ARN gue son
sintetizadas quim canmente o por sintesis enzimatica in vitro
con nada o un mnino de purificacién, por ejenplo, para
evitar pérdi das debido al procesam ento de |las nuestras. Las
nol écul as de ARN pueden ser secadas para almcenaniento o
di suel tas en una sol uci 6n acuosa. La sol uci 6n puede contener
tanpones o0 sales para pronover el recocido y/o la
estabi |l i zaci 6n de hebras dobl es de nol écul as de ARNds.

En nodal i dades, una nolécula de ARNds puede
formarse por una hebra de ARN uUnica auto conplenentaria o de
dos hebras de ARN conpl enentarias. Las nol écul as de ARNds se
pueden sintetizar in vivo o in vitro. Una ARN polinerasa
enddégena de la célula puede nediar la transcripcion de |as
una o dos hebras de ARN in vivo, o Ila ARN polinerasa cl onada
puede utilizarse para nmediar la transcripcion in vivo 0 in
vitro. La inhibicidn post transcripcional de un gen objetivo
en una plaga de col ed6pteros puede ser dirigida al huésped por
transcri pci 6n especifica en un o6rgano, tejido o tipo celular
del huésped (por ejenplo, nediante el uso de un pronotor
especifico de tejido); estinmulacién de una condicioén

anbi ental en el huésped (por ejenplo, nediante el uso de un
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pronotor inducible que es sensible a la infeccion, estrés,
tenperatura y/o inductores quimcos); y/o ingenieria de
transcripci 6n en una etapa de desarrollo o edad del huésped
(por ejenplo, nediante el uso de un pronotor especifico de
etapa de desarrollo). Las hebras de ARN que forman una
nol écula de ARNds, ya sea transcrita in vitro o in vivo,
pueden o no pueden ser poliadeniladas, y pueden o pueden no
ser capaces de ser traducidas a un polipéptido por un aparato

trasl aci onal de | a célul a.

D. Vectores Reconbinantes y Transformacion de |a
Cél ul a Huésped

En al gunas nodal i dades, se proporciona una nol écul a
de ADN para su introduccion en una célula (por ejenplo, una
célula bacteriana, una célula de levadura o una célula de
planta), en donde la nolécula de ADN se conpone de una
secuenci a de nucl e6ti dos que, sobre la expresion de ARN y |la
i ngesti 6n de una plaga de col eépteros, logra |a supresion de
un gen objetivo en una célula, tejido u 6rgano de |la plaga de
col edpt er os. Por 1o tanto, algunas nodal i dades proporci onan
una nol écul a de &ci do nucl ei co reconbi nante que conprende una
secuencia de &cido nucleico capaz de ser expresada conb una
nol écula de ARNi (por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNmM Yy ARNhp)
en una célula de planta para inhibir |la expresion del gen
obj etivo en una plaga de col edpteros. Para iniciar o nejorar
| a expresion, estas nol écul as de acido nucl eico reconbi nante

pueden abarcar una o0 ms secuencias reguladoras, dichas
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secuenci as regul adoras podrian vincul arse operativanmente con
| a secuencia de &acidos nucl eicos capaz de ser expresada para
producir una ARNi. Los métodos para expresar una nol écul a de
supresion de genes en plantas son conocidos y pueden
utilizarse para expresar una secuencia de nucleotidos.
Véase, por ejenplo, la publicacion internacional PCT No.
W06/ 073727; y la publicacion de patente estadouni dense No.
2006/ 0200878 A1l).

En nodal i dades especificas, wuna nolécula de ADN
reconbi nant e puede conprender una secuencia de aci do nucl ei co
gue codifica una nol écul a de ARNdSs. Estas nol écul as de ADN
reconbi nantes pueden codificar nol écul as de ARNds capaces de
inhibir la expresion de genes enddgenos objetivo en una
célula de plaga de col eopteros después de |la ingestion. En
muchas nodal i dades, un ARN transcrito puede formar una
nol écul a de ARNds que puede ser proporcionada en una forna
estabilizada; por ejenplo, cono una estructura de horquilla y
tallo y |l azo.

En estas y otras nodalidades, wuna hebra de una
nol écul a de ARNds se puede formar por la transcripci 6n de una
secuenci a de nucleodtidos que es substancial nente hondl oga a
| a secuencia de nucl e6ti do que conprende SEQ I D NGs: 1, 3, 4,
5, 73, 75, 77 o 81; el conplenmento de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5,
73, 75, 77 o 81; un fragnmento de al nenos 15 nuclebtidos
contiguos de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77 o 81; e
conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucleodtidos

contiguos de SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77 o 81; una
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secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Di abrotica (por ejenplo, WCR) que conprende SEQ ID NGs: 1, 3,
4 0 5; el conplenento de una secuencia de codificaci 6n nativa
de un organi sno de Diabrotica que conprende SEQ ID NGs: 1, 3,
4 o 5; wuna secuencia de no codificacién nativa de un
organi sno de Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4 o 5;
el conpl emento de una secuencia de no codificaci 6n nativa de
un organisno de Diabrotica que se transcribe para producir
una nol écula de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4
0 5; un fragnmento de por | o nenos 15 nucl e6ti dos contiguos de
una secuencia de codificacion nativa de un organisno de
Di abrotica (por ejenplo, WCR), que conprende SEQ ID NGs: 1,
3, 4 05; el conplenento de un fragnmento de por |o nenos 15
nucl eéti dos conti guos de una secuencia de codificaci 6n nativa
de un organi sno de Diabrotica que conprende SEQ ID NGs: 1, 3,
4 o0 5; un fragnento de por | o nmenos 15 nucl eéti dos conti guos
de una secuencia de no codificaci én nativa de un organi sno de
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4 o 5; vy el
conpl emento de un fragnento de por |o nmenos 15 nucl e6ti dos
contiguos de una secuencia de no codificacién nativa de un
organi sno de Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4, o
5; una secuencia de codificaci6n nativa de un organisno de
Mel i get hes (por ejenplo, PB) que conprende SEQ I D NGs: 73, 75,

77, o 81; el conplenmento de una secuencia de codificacion
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nativa de un organisno de Meligethes que conprende SEQ ID
NGs: 73, 75, 77, o 81; una secuencia de codificaci 6n no nativa
de un organi sno de Meligethes que se transcribe para producir
una nol écula de ARN nativa que conprende SEQ ID NGs: 73, 75,
77, o 81; el conplenmento de una secuencia de no codificacion
nativa de un organisno de Meligethes que se transcribe para
producir wuna nol écula de ARN nativa que conprende SEQ ID
NGCs: 73, 75, 77, o 81; un fragnento de por |o nenos 15
nucl eéti dos conti guos de una secuencia de codificaci 6n nativa
de un organi sno de Meligethes (por ejenplo, PB) que conprende
SEQ ID NGs: 73, 75, 77, o 81; el conplenmento de un fragnmento
de por | o nmenos 15 nucl ed6tidos contiguos de una secuencia de
codificacién nativa de un organisno de Meligethes que
conprende SEQ ID NGs: 73, 75, 77, o 81; un fragnento de por |o
menos 15 nucledtidos contiguos de una secuencia de no
codificacién nativa de un organisnbo de Mligethes que se
transcribe para producir wuna nolécula de ARN nativa que
conprende SEQ ID NGs: 73, 75, 77, o 81; y el conplenento de un
fragnento de por |lo nenos 15 nucledtidos contiguos de una
secuencia de no codificacién nativa de un organisno de
Mel i gethes que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativa que conprende SEQ I D NGs: 73, 75, 77, o 81

En nodal i dades particulares, una nol écula de ADN
reconbi nante que <codifica una nolécula de ARNds puede
conprender al nmenos dos segnent os de secuenci a de nucl ebti dos
dentro de una secuencia transcrita, tales secuencias

di spuestas de tal manera que la secuencia transcrita
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conprende un priner segnento de secuencia de nucleo6tidos en
una orientacién de sentido, y un segundo segnento de
secuencia de nucleodtido (conmpuesto por el conplenento del
prinmer segnmento de secuencia de nucleétidos) en una
orientacion antisentido, en relacién con al menos  un
pronotor, en donde el segnento de secuenci a de nucl eéti dos de
sentido y el segnento de secuencia de nucl edtidos antisentido
estan vi ncul ados o conectados por un segnento de | a secuencia
espaciadora de <cerca <cinco (~5) a aproxinmadanente ml
nucl eéti dos (~1000). El segnmento de secuencia espaciadora
puede formar un |lazo entre | os segnentos de secuencia sentido
y antisentido. El segnento de secuencia de nucleédtidos de
sentido o el segnento de secuencia de nucl edtidos antisentido
puede ser substancialnmente honmdlogo a |a secuencia de
nucl eétidos de un gen objetivo (por ejenplo, un gen que
conprende SEQ ID NGs: 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81, 0 un
fragnento de éstas. Sin enbargo, en al gunas nodal i dades, una
nol écul a de ADN reconbi nante puede codificar una nol écul a de
ARNds sin una secuencia espaciadora. En nodal i dades, una
secuencia de codificacion de sentido y wuna secuencia de
codi ficaci 6n antisentido pueden tener diferentes |ongitudes.

Las secuencias identificadas conmo que tienen un
efecto perjudicial sobre las plagas de coleodpteros o un
efecto protector de la planta respecto a las plagas de
col e6pteros pueden ser facilnmente incorporadas en |as
nol écul as de ARNds expresadas a través de la creaci 6on de

cintas de expresion adecuada en wuna nolécula de acido
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nucl ei co reconbi nant e. Por ejenplo, tales secuencias pueden
ser expresadas conpb una horquilla con estructura de tallo vy
|l azo tomando un priner segnmento correspondiente a una
secuenci a del gen objetivo (por ejenplo, SEQID NGs: 1, 3, 4,
5, 73, 75, 77, o 81 y fragnentos de las msnas); Vvincular
esta secuencia a un segundo segnento de regi 6n espaci adora
gue no es honmdlogo o conplenmentario al priner segnento; vy
vincularla a un tercer segnento, en donde al nmenos una parte
del tercer segnento es substancialnente conplenentaria al
prinmer segnento. Tal constructo forma una estructura de
tallo y lazo por enparejam ento de | a base intranol ecul ar de
prinmer segnento con el tercer segnento, en donde Ia
estructura de tallo forma y conprende el segundo segnento.
Ver, por ej enpl o, | as publ i caci ones de pat ent e
est adouni denses Nos. 2002/0048814 y 2003/0018993; vy |las
publ i caci ones internacionales PCI W04/01550 y W098/05770.
Se puede generar una nol écul a de ARNds, por ejenplo, en fornm
de una estructura de doble hebra tak conp una estructura de
lazo y tallo (por ejenplo, horquilla), en donde |a produccién
de los ARNsi dirigidos a una secuencia nativa de plaga de
col ebpt eros es potenci ada por |a co-expresi 6n de un fragmento
del gen objetivo, por ejenplo en una cinta expresable de
pl anta adicional, que conduce a la produccion nejorada de
ARNsi, o0 reduce la netilacion para evitar el silenciamento
géni co transcripcional del pronmotor horquilla de ARNdS.

Modal i dades incluyen la introduccion de una

nol écula de acido nucleico reconbinante en una planta (es
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decir, transfornaci 6n) para al canzar niveles inhibitorios de
pl agas de col eépteros de |la expresi 6n de una o nmas nol écul as
de ARN . Una nol écula de ADN reconbinante puede, por
ejenplo, ser un vector, tal conmo un plasmdo lineal o un
pl asmi do circul ar cerrado. El sistenma de vector puede ser un
vector plasm do uUnico, o dos o nas vectores o plasm dos que
contienen juntos el ADN total a ser introducido en el genoma
de un huésped. Ademés, un vector puede ser un vector de
expresi on. Por ejenplo, las secuencias de acido nucleico
pueden insertarse adecuadanente en un vector bajo el control
de un pronotor adecuado que funciona en uno o mas huéspedes
para activar |a expresion de una secuencia de codificacion
vinculada u otra secuencia de ADN Muchos vectores estan
di sponi bl es para este propésito, y la seleccion del vector
apropi ado dependera principalnente del tanmafio de |os &cidos
nucleicos a insertarse en el vector y la célula huésped
especial a ser transfornada con el vector. Cada vector
conti ene vari os conponentes segun su funci én (por ejenplo, |a
anplificacion del ADN o expresiéon del ADN) y la célula
huésped especial con |la cual es conpatible.

Para inpartir resistencia a las ©plagas de
col edpteros a una planta transgéni ca, un ADN reconbi nante por
ej enpl o, puede ser transcrito en una nol écula de ARN (por
ej enpl o, una nol écul a de ARN que forma una nol écul a de ARNS)
dentro de los tejidos o fluidos de |la planta reconbinante.
Una nol écula de ARN puede conponerse de una secuencia de

nucl eéti dos que es sustanci al mente hondl oga y especificanmente
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hibridable a |a secuencia de nucl e6tido transcrita
correspondi ente dentro de una plaga de col edpteros que puede
causar dafios a | as especies de plantas huésped. La plaga de
col eOpteros puede contactar l|la nolécula de ARN que se
transcribe en las células de la planta huésped transgénica,
por ejenplo, por la ingestion de células o fluidos de |a
pl anta huésped transgénica que conprenden la nolécula de
ARNi . Por lo tanto, |a expresion de un gen objetivo es
suprimda por la nolécula de ARNi en plagas de col edpteros
gue infestan |a planta huésped transgénica. En al gunas
nodal i dades, supresi on de | a expresion del gen objetivo en la
pl aga de col edpteros objetivo puede resultar en que |la planta
sea resistente al ataque de |a pl aga.

Para habilitar la admnistracion de |as nol écul as
de ARN a wuna plaga de colebépteros en wuna relacion
nutricional con una célula de I|la planta que ha sido
transformada con una nol écul a de aci do nucl ei co reconbi nante,
se requiere la expresion (es decir, transcripcion) de |as
nol éculas de ARNi en la célula de la planta. Por 1o tanto,
una nol écul a de &acido nucl ei co reconbi nante puede conponerse
de una secuencia de nucledtidos operativanente vinculada a
una o mas secuenci as regul adoras, tales conb una secuencia de
pronot or heterdl ogo que funciona en una célula huésped, cono
una célula bacteriana en |la que |a nol écul a de aci do nucl ei co
es anplificada y una célula de la planta en la cual Ila
nol écul a de aci do nucl eico va a expresarse.

Los pronotores adecuados para su uso en nol écul as
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de &cido nucleico incluyen aquellas que son inducibles,
virales, sintéticas, o constitutivas, todas |os cuales son
muy conocidas en l|a técnica. Ejenplos no limtantes que
descri ben tal es pr onot or es i ncl uyen | as pat ent es
est adouni denses Nos. 6,437,217 (pronmotor de maiz RS81);
5,641,876 (pronmotor de actina del arroz); 6,426,446 (pronotor
de maiz RS324 ); 6,429,362 (pronotor de naiz PR 1); 6,232,526
(promotor de nmaiz A3 ); 6,177,611 (pronotores de nmaiz
constitutivos); 5,322,938, 5,352,605, 5,359,142, y 5,530,196
(promotor CaMv 35S ); 6,433,252 (pronotor de maiz L3
ol eosina); 6,429,357 (pronotor de actina del arroz 2, vy
actina del arroz 2 intron); 6,294,714 (pronotores inducibles
de luz); 6,140,078 (pronotores inducibles de sal); 6,252,138
(pronmotores inducibles de patogeno); 6,175,060 (pronotores
i nduci bl es de deficiencia de foésforo); 6,388,170 (pronotores
bi di recci onal es); 6,635,806 (pronotor de gamra coixina); y |la
publicacion de patente estdounidense No. 2009/ 757, 089
(promotor de aldolasa de cloroplasto del miz). Los
pronotores adicionales incluyen el pronotor de nopalina
sintasa (NOS) (Ebert et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
E.U A 84(16): 5745-5749) vy |los pronotores de octopina
sintasa (OCS) (que se realizan en plasm dos inductores de
tumor de Agrobacterium tunefaciens); |los pronptores de
caul inovirus cono el pronotor del virus del npsaico de la
coliflor (CaMV) 19SS (Lawmon et al. (1987) Plant Mdl. Biol

9:315-324); el pronotor 35S CaWw (Qdell et al. (1985) Nature

313:810-812; el pronotor del virus de npsaico de escrofularia
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35S (Wal ker et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. E U A 84
(19):6624-6628); el pronotor de sacarosa sintasa (Yang vy
Russel |l (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. E U A 87:4144-4148);
el pronotor del conplejo del gen R (Chandler et al. (1989)
Plant Cell 1:1175 1183); el pronotor del gen de proteina de
unién a clorofila al/b; CaMv/ 35S (patentes estadouni denses
Nos. 5,322,938, 5,352,605, 5,359,142, y 5,530,196); FMW 35S
(Patentes estadouni denses Nos. 5,378,619 y 6,051,753); un
pronotor de PClSV (Patente estadouni dense No. 5,850,019); el
pronotor de SCPl1 (Patente estadounidense No. 6,677,503); vy
| os pronotores de AGRtu.nos (No. de Acceso GENBANK® V00087,
Depicker et al. (1982) J. Mol. Appl. CGenet. 1:561-573; Bevan
et al. (1983) Nature 304:184 187).

En nodal i dades particul ares, |as nol écul as de acido
nucl ei co constituyen un pronotor especifico del tejido, cono
un pronotor especifico de raiz. Los pronotores especificos
de raiz conducen |a expresion de secuencias codificadoras
operativanmente vincul adas exclusiva o preferentenente en el
tejido radical. Se conocen ejenplos de pronotores
especificos de raiz en la técnica. Véase, por ejenplo, |as
pat ent es est adouni denses Nos. 5,110, 732; 5,459,252 vy
5,837,848, y Oppernman et al. (1994) Science 263:221-3; vy
Hrel et al. (1992) Plant M. Biol. 20:207-18. En al gunas
nodal i dades, wuna secuencia de nucleo6tidos o fragnmento de
control de plagas de col edpteros puede ser clonada entre dos
pronotores especificos de raiz orientados en direcciones

opuestas transcripcionales en relacién con |a secuencia de
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nucl eéti dos o fragnmento, y que son operables en una célula de
planta transgénica y expresadas en la msnma para producir
nol éculas de ARN en la célula de planta transgénica que
posteri ornente puede formar noléculas de ARNds, conpb se
descri be, supra. Las nol éculas de ARN expresadas en |os
tejidos vegetales pueden ser ingeridas por una plaga de
col eOpteros para lograr |la supresion de |la expresion del gen
obj eti vo.

Las secuenci as regul ador as adi ci onal es gue
opci onal nente pueden estar operativanente vinculadas a una
nol écula de acido nucleico de interés incluyen 5 UTRs que
funcionan conb wuna secuencia de traduccion |ider situada
entre una secuencia de pronotor 'y una secuencia de
codi ficacion. La secuencia de traduccion |ider esta presente
en el ARNm conpletanente procesado, y puede afectar el
proceso de la transcripcién primaria y/o estabilidad del ARN
Ej enpl os de secuencias de traduccion lider incluyen |ideres
de proteina de golpe de calor de miz y petunia (patente
est adouni dense No. 5, 362, 865), | ideres de proteina de
recubrimento de virus de planta, |ideres de rubisco de
planta y otros. Ver, por ejenplo, Turner y Foster (1995)
Mol ecul ar Biotech. 3(3):225-36. Ejenplos no limtantes de
5'UTRs incluyen GrHsp (Patente estadouni dense No. 5,659, 122);
PhDnaK (Patente estadounidense No. 5, 362,865); AtAntl;, TEV
(Carrington y Freed (1990) J. Virol. 64:1590y7); y AGRtunos
(No. de acceso a GENBANK® V00087; y Bevan et al. (1983)
Nat ure 304:184-7).
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Secuenci as regul ador as adi ci onal es gue
opci onal nente pueden estar operativanente vinculadas a una
nol écula de acido nucleico de interés tanbién incluyen
secuenci as de 3' no traducidas, regiones de term nacion de |a
transcripcion 3 o regiones de poli adenil acion. Est os son
el enent os genéticos situados hacia abajo de una secuencia de
nucl eéti dos e incluyen polinucl ebtidos que proporci onan sefal
de poliadenilacion u otras sefales regul adoras capaces de
afectar la transcripcion o el proceso de ARNmM La sefal de
pol i adeni | aci 6n en pl antas funci ona para causar |a adicion de
nucl eéti dos de poliadenilato al extreno 3' del precursor del
ARNm La secuencia de poliadenilaci 6n puede ser derivada de
una vari edad de genes de planta o de | os genes del ADN T. Un
ejenplo de una regi 6n de term naci 6n de transcripcion 3 no
limtante es la regi6on 3' de nopalina sintasa (nos 3'; Fraley
et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. E. U A 80:4803-7). Un
ejenplo del uso de diferentes 3' regiones no traducidas se
proporciona en Ingelbrecht et al., (1989) Plant Cell 1:671-
80. Ejenplos no limtativos de sefiales de poliadenilacion
incluyen uno del gen Pisum sativum RbcS2 (Ps. RbcS2 E9;
Coruzzi et al. EMBO J. (1984) 3:1671 9) y ACGRtu.nos (No. de
Acceso a CGENBANK® E01312).

Al gunas nodal i dades pueden incluir un vector de
transfornmaci 6n de planta que consta de una nol écula de ADN
aislada y purificada que conprende al nenos una de |as
secuenci as regul adoras descritas arriba operativanente

vinculadas a una o0 ms secuencias de nuclebétidos aqui
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descritos. Cuando se expresan, las una o mAs secuenci as de
nucl eétidos resultan en una o nas nol écula(s) de ARN que
conprende una secuencia de nucledtidos especificanente
conplenentaria a la totalidad o parte de una nol écula de ARN
nativa en una plaga de col edpteros. Por lo tanto, Ias
secuenci as de nucl e6ti dos pueden conprender un segnento de
codificaciéon de todo o parte de una secuencia de
ri bonucl e6ti do presente dentro de una transcripci on objetivo
del ARN de plagas de «coleopteros y pueden conprender
repeticiones invertidas de todo o parte de una transcripcion
obj etivo de plagas col edpteros. Un vector de transfornaci on
de plantas puede  contener secuenci as especificanente
conpl ementarias a nmas de una secuencia objetivo, permtiendo
| a producci 6n de mas ARNi para inhibir |a expresion de dos o
mas genes en células de una o mas pobl aci ones o especies de
pl agas de coleoOpteros objetivo. Los segnmentos de la
secuenci a de nucl e6ti dos especificanente conplenentaria a |as
secuencias de nucledtidos presentes en diferentes genes
pueden conbinarse en una nol écula uUnica de acido nucleico
conmpuesta para su expresi 6n en una planta transgéni ca. Estos
segnent os pueden ser contiguos o0 separados por una secuencia
espaci ador a.

En al gunas nodalidades, de wun plasmdo que ya
contiene al nenos una secuencia de nucl edtidos que puede ser
nodificada por la insercidn secuencial de nucl edti dos
adi cionales en el msno plasm do, en donde |as secuencias de

nucl eéti dos adicionales estan operativanente vincul adas con
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los msnos elenentos reguladores que la al nenos una
secuenci a de nucl edétidos original. En al gunas nodal i dades,
una nol écula de &acido nucleico se puede disefiar para |a
inhibicion de miltiples genes objetivo. En al gunas
nodal i dades, |os miltiples genes a ser inhibidos pueden
obtenerse de la msna especie de plaga de col edpteros, que
puede aunentar la eficacia de |la nol écula de &cido nucl ei co.
En otras nodal i dades, | o0os genes pueden derivarse de diversas
pl agas de col e6pteros, que pueden anpliar la ganma de plagas
de colebépteros contra las que el agent e(s) es/ son
eficaz(ces). Cuando hay miltiples genes objetivo para la
supresi 6n o una conbi naci 6n de expresi én y supresion, puede
fabricarse un el enento de ADN policistroénico.

Una nolécula de &acido nucleico reconbinante o
vector puede conprender un narcador sel eccionable que
confiere un fenoti po sel ecci onabl e en una célul a
transfornada, tal conb una célula de Ila planta. Los
mar cador es sel ecci onabl es pueden usarse tanbi én par a

seleccionar las plantas o las células vegetales que forman

una nol écula de acido nucleico reconbinante. El  nmar cador
puede codificar resistencia biocida, antibiotica (por
ej enpl o, kanam ci na, Geneti ci na (418), bl eomi ci na,

Hi gromcina, &etc.), o resistencia a |los herbicidas (por
ejenplo, el glifosato, etc.). Ej enpl os de marcadores
sel ecci onabl es incluyen, pero no se limtan a: un neo gen que
codifica para la resistencia a la kanamcina y puede ser

sel eccionado para el uso de kanamicina, (418, etc..; un gen
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de barra que codifica para |la resistencia a bialafos; un gen
de EPSP sintasa nutado que codifica la resistencia al
glifosato; un gen de nitrilasa que confiere resistencia a
bronoxinila; un gen nutante de acetol actato sintasa (ALS) que
confiere resistencia a imdazolinonas o sulfonilurea; y un
gen DHFR resistente al netotrexato. Exi sten miltiples
mar cadores  sel eccionables que confieren resistencia a
anpi cilina, bl eomi ci na, cl or anf eni col gent ani ci na,
hi grom ci na, kanam ci na, | i ncom ci na, met ot r exat o,
fosfinotricina, pur om ci na, espect i nom ci na, rifanpicina,
estreptomicina y tetraciclina y simlares. E enplos de tales
mar cadores sel ecci onables se ilustran en, por ejenplo, |as
pat ent es estadouni denses Nos. 5,550, 318; 5,633, 435; 5,780,708
y 6,118, 047.

Una nolécula de &acido nucleico reconbinante o
vector tanbién puede incluir un narcador tam zable. Los
mar cadores tam zables pueden usarse para supervisar la
expresi on. Los marcadores tam zables ejenplares incluyen un
gen de R-glucuronidasa o uidA (GJS) que codifica una enzina
para la que varios sustratos cronogénicos son conocidos
(Jefferson et al. (1987) Plant Mdl. Biol. Rep. 5:387-405); un
gen locus R que codifica un producto que regula Ila
producci 6n de pignentos de antocianina (color rojo) en |os
tejidos de plantas (Dellaporta et al. (1988) "Mbdlecular
cloning of the maize R nj allele by transposon tagging with

Ac." En el 18th Stadler Genetics Synmposium P. QGustafson y

R Appels, eds. (New York: Plenunm), pp. 263 82); a BR-
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| actamase gen (Sutcliffe et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.
E.U A 75:3737-41); un gen que codifica una enzim para |a
gue se conocen varios sustratos cronogénicos (e.g., PADAC,
una cefal ospori na crondgena); un gen de luciferasa (Ow et al.
(1986) Science 234:856-9); un gen de xylE que codifica una
di oxi genasa de catecol gue puede convertir catecoles
cronogéni cos (Zukowski et al. (1983) Gene 46(2 3):247-55); un
gen de amlasa (lkatu et al. (1990) Bi o/ Technol. 8:241-2); un
gen de tirosinasa que codifica una enzina capaz de oxidar
tirosina a DOPA y dopaquinona, que a su vez se condensa a
nelanina (Katz et al. (1983) J. Gen. Mcrobiol. 129:2703-14);
y una a-gal act osi dasa.

En al gunas nodalidades, |as noléculas de acido
nucl eico reconbinante, conb se describe, supra, pueden
utilizarse en los mttodos para la creacion de plantas
transgénicas y expresion de |os acidos nucleicos heterdl ogos
en plantas para preparar las plantas transgénicas que
nmuestran nenor susceptibilidad a plagas de col edpteros. Los
vectores de transfornaci 6n de planta pueden ser preparados,
por ejenplo, por nol écul as de insercién de acido nucl ei co que
codi fican nol écul as de ARN en vectores de transfornaci 6n de
plantas y la introducci 6n de estos en | as pl antas.

Los métodos adecuados para |a transformaci 6n de | as
cél ul as huésped incluyen cual qui er método por el cual el ADN
puede introducirse en una célula, cono por l|la transfornacion
de pr ot opl ast os (veéase, por ej enpl o, | a pat ent e

est adouni dense No. 5,508, 184), por ingesta de ADN nedi ada por
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desecaci 6n/i nhi bicién (ver, por ejenplo, Potrykus et al.
(1985) Mol. Gen. Cenet. 199:183-8), por electroporacion (ver,
por ejenplo, patente estadounidense No. 5,384,253) por
agitacion con fibras de <carburo de silicio, (ver, por
ejenplo, las patentes estadounidenses Nos. 5,302,523 vy
5,464, 765), por transfornmaci 6n nediada por Agrobacterium
(ver, por ejenplo, patentes estadouni denses Nos. 5,563,055
5,591, 616; 5,693,512; 5,824,877; 5,981,840; y 6,38,301) y por
acel eracion de particulas recubiertas de ADN (ver, por
ej enpl o, patentes estadouni denses Nos. 5,015,580, 5,550, 318,
5,538, 880, 6,160,208, 6,399,861 vy 6,403,865), etc. Las
técnicas que son particularnente utiles para transfornmar el
mai z se descri ben, por ej enpl o, en | as pat ent es

est adouni denses Nos. 5,591,616, 7,060,876 y 7,939, 328. A

través de la aplicaciéon de técnicas tales conpb éstas, |as
cél ul as de practi canmente cual qui er especi e pueden
transfornmarse establ enente. En al gunas nodalidades, Ia

transformaci 6n de ADN se integra en el genoma de la célula
huésped. En el caso de especies nulticelulares, |as células
transgéni cas pueden ser regeneradas en un organi sno
transgéni co. Cual quiera de estas técnicas puede utilizarse
para producir una planta transgénica, por ej enpl o,
conprendiendo una o0 nas secuencias de acido nucleico de
codi ficaci 6n de una o nas nol éculas de ARNi en el genoma de
| a planta transgéni ca.

El nmétodo mAs anplianmente utilizado para introducir

un vector de expresion en las plantas se basa en el sistenn
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de t ransf or maci 6n nat ur al de vari as especi es de
Agr obact eri um A. tunmefaciens y A rhizogenes son |as
bacterias patogenos del suelo de la planta que transformn
genéticanente las células de la planta. Los plasmdos de T

y R de A tumefaciens y A rhizogenes, respectivanente,
|l evan | 0os genes responsables de |a transformaci 6n genética
de la planta. Los pléasmdos de Ti (inductores de tunor)
contienen un segnmento grande, conocido conb ADN T, que se
transfiere a las plantas transfornadas. Oro segnmento del

plasmdo de Ti, la region de Vir, es responsable de I|a
transferencia de ADN T. La region de ADN T esta bordeada por
repeticiones termnales. En vectores binarios nodificados,
| os genes inductores de tunores han sido elimnados y |as
funciones de la region de Vir se utilizan para transferir ADN
extrafio bordeado por |as secuencias de borde de ADN T. La
region T tanbién puede contener un narcador seleccionable
para la recuperacion eficiente de células y plantas
transgénicas y un sitio de clonacion nmiltiple para la
inserci 6n de secuencias para la transferencia tal conb un
aci do nucl eico de codificaci on de ARNdS.

Asi , en algunas nodal i dades, un  vector de
transformaci 6n de plantas se deriva de un plasmdo de Ti de
A t umef aci ens (ver, por ej enpl o, | as pat ent es
est adouni denses Nos. 4,536,475, 4,693,977, 4,886,937, 'y
5,501,967; y la patente europea No. EP 0 122 791) o0 un
pl asmdo R de A rhizogenes. Los vectores de transfornaci 6n

de pl anta adicionales incluyen, por ejenplo y sin |imtacion,
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| as descritas por Herrera Estrella et al. (1983) Nature
303: 209-13; Bevan et al. (1983) Nature 304:184-7; Klee et al.
(1985) Bi o/ Technol. 3:637-42; y la patente europea No. EP O
120 516 y aquell os derivados de cual quiera de | os anteriores.
QO ras bacterias cono Sinorhizobium Rhizobiumy Mesorhizobi um
gue interactian <con las plantas naturalnmente pueden
nodi fi carse para nediar |a transferencia de genes a un ndnero
de diversas plantas. Estas bacterias sinbioéticas de plantas
asoci adas pueden hacerse conpetentes en materia de
transferencia de genes por |a adquisicién de un pléasm do de
Ti desarnmado y un vector binario adecuado.

Después de efectuar el sumnistro de ADN ex0geno a
células receptoras, las células transfornmadas se identifican
general mente por un mayor cultivo y regeneraciéon de Ia
pl ant a. Con el fin de nejorar l|la capacidad de identificar
| as células transformadas, uno puede desear enplear un gen
mar cador seleccionable o tamzable, conb se establecio
previ anente, con el vector de transformacion utilizado para
generar el transformante. En el caso donde se utiliza un
mar cador sel ecci onabl e, | as células transfornmadas se
identifican dentro de |a poblacién de células transformadas
pot enci al nente al exponer las células a un agente o agentes
sel ectivo(s). En el caso donde se wutiliza un marcador
tam zabl e, las células pueden ser tam zadas para el rasgo de
gen marcador deseado.

Las células que sobreviven a la exposicioén al

agente selectivo, o las células que han sido calificadas
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positivas en un analisis de proyecci 6n, pueden cultivarse en
medi os que soportan |a regeneraci 6n de pl antas. En al gunas
nodal i dades, cual quier nedio de cultivo de tejidos de planta
adecuado (por ejenplo, los nmedios M5 y N6) puede ser
nodi fi cado nediante |la inclusion de otras sustancias, tales
cono reguladores de crecimento. El tejido puede ser
mant eni do en un nedi o basico con regul adores de crecimento
hasta que suficiente tejido esta disponible para iniciar
esfuerzos de regeneracion de plantas, o después de rondas
repeti das de seleccién nmanual, hasta que la norfologia del
tejido sea adecuada para |a regeneracién (por ejenplo,
tipicanente cerca de 2 semanas), entonces se transfiere a
medi os conducentes para brotar |a fornacion. Los cultivos
son transferidos periddicanente hasta que se ha producido
suficiente brote de fornmaci 6n. Una vez que se fornan brotes,
se transfirieron a nmedi os conducentes para |la formaci on de | a
raiz. Una vez que se forman suficientes raices, las plantas
pueden transferirse a la tierra para su crecimento vy
madur aci on.

Para confirmar la presencia de una nolécula de
acido nucleico de interés (por ejenplo, una secuencia de ADN
gque codifican una o nmas nol éculas de ARNi que nuestran |a
expresi on del gen objetivo en una plaga de col edpteros) en
|l as plantas de regeneraci on, se puede realizar wuna gran
vari edad de ensayos. Est os ensayos incluyen, por ejenplo:
ensayos bi ol 6gi cos nol ecul ares, tales conb southern y western

blot, PCR y secuenciacion de &acido nucleico; ensayos
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bi oqui m cos, tales conb detectar |a presencia de un producto
de la proteina, por ejenplo, por medios inmunol 6gi cos (ELISA
y/o inmuno blots) o por la funcion enzimtica;, ensayos de
parte de planta, tales conb ensayos de hoja o raiz; vy
analisis del fenotipo de |a planta regenerada conpl et a.

Los eventos de integraci 6n pueden ser analizados,
por ejenplo, por anplificacion por PCR usando, por ejenplo,
| os cebadores del ol i gonucl eétido especifico para una
nol écul a de acido nucleico de interés. El genotipado de PCR
se entiende que incluye, pero no se limta a, reaccioéon de
cadena de polinerasa (PCR) de l|a anplificacién del ADN
gendémco derivado de tejido de callo de planta huésped
ai slada que se espera que contenga una nol écula de acido
nucleico de interés integrada en el genomm, seguido de
anal i sis estandar de clonaci6n y analisis de secuencia de |os
productos de anplificacion de PCR Los nétodos de genoti pado
de PCR se han descrito bien (por ejenplo, Ros, G et al.
(2002) Plant J. 32:243 53) y pueden aplicarse al ADN
geném co derivado de cualquier especie de plantas (por
ejenplo, Z. mays o G max) o tipo de tejido, incluyendo
cul tivos cel ul ares.

Una planta transgénica fornmada usando mnétodos de
t ransf or maci 6n dependi ent e de Agrobacterium  contiene
tipi canente s6lo una secuencia de ADN reconbi nante insertada
en un cronpsona. La unica secuencia de ADN recomnbi nante se
conoce  cono un "evento transgénico" o "evento de

i nt egraci 6n". Tal es plantas transgéni cas son heni cigéticas
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para | a secuenci a exdgena insertada. En al gunas nodal i dades,
una planta transgénica honocigética con respecto a un
transgen puede obtenerse por el apaream ento  sexual
(aut of ecundaci 6n) de una planta transgénica segregante
i ndependi ente que contiene una secuencia de genes exdgenos
para si msnma, por ejenplo una planta T, para producir
semlla T;. Una cuarta parte de la semlla T, producida seréa
honoci gética con respecto al transgén. El germ nado de |a
semlla T, resulta en plantas que pueden ser probadas para
het er oci goto, tipicanente nmedi ante un ensayo SNP 0 un ensayo
de anplificacion térmca que permte l|la distincidén entre
het eroci gotos 'y honocigotos (es decir, un ensayo de
ci gosi dad) .

En nodal i dades particulares, al nenos 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 6 10 o nas nol écul as diferentes de ARNi que tienen
un efecto inhibitorio en |a plaga de col edpteros se producen
en una célula de planta. Las nol écul as de ARNi (por ejenplo,
|l as nol éculas de ARNds) pueden expresarse de nultiples
secuencias de &cido nucleico introducidas en diferentes
eventos de transformacion, o de una sola secuencia de acido
nucl ei co introducida en un solo evento de transformaci on. En
al gunas nodal i dades, una pluralidad de nol éculas de ARN se
expresa bajo el control de un pronotor individual. En otras
nodal i dades, una pluralidad de nol éculas de ARNi se expresa
bajo el <control de miltiples pronotores. Las nol écul as
uni cas de ARNi pueden ser expresadas que conprenden miltiples

secuencias de acido nucleico que son cada una hondl ogas a
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diferentes locus dentro de una o mas plagas de col edpteros
(por ejenplo, el locus definido por SEQ ID NGs:1, 3, 4, 5,
73, 75, 77, y 81), anbos en diferentes poblaciones de |a
msma especie de plaga de coledpteros, o en diferentes
especi es de plagas de col edpt eros.

Ademds de |a transformaci 6n directa de una planta
con una nol écul a de &cido nucl eico reconbinante, las plantas
transgéni cas pueden ser preparadas cruzando una prinera
planta teniendo al nenos un evento transgénico con una
segunda planta que carecer de tal evento. Por ejenplo, una
nol écula de &cido nucleico reconbinante que conprende una
secuencia de nucledétidos que codifica una nol écula de ARN
puede introducirse en una primera linea de la planta que es
susceptible de transformacion para producir una planta
transgéni ca, dicha planta transgéni ca puede ser cruzada con
una segunda linea de planta para la introgresiéon de |a
secuenci a de nucl e6tidos que codifica |la nol écula de ARNI en
| a segunda | inea de |a planta.

Tanmbi én se incluyen productos basicos que contienen
una o nmas de las secuencias aqui descritas. Modalidades
particul ares incluyen productos basicos producidos a partir
de una planta o semlla reconbinante que contiene una o nmas
de | as secuenci as de nucl edti dos aqui descritos. Un producto
basico que contiene una o ms de |as secuencias aqui
descritas pretende incluir, pero no se limta a, comdas,
aceites, granos enteros o0 triturados o senillas de una

pl anta, o cual quier alinmento o producto conpuesto por harina,
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aceite o grano triturado o entero de una planta o semlla
reconbi nante que contiene una o nas de |as secuencias aqui
di vul gadas. La deteccidén de una o mas de |as secuencias
daqui divulgadas en una o mas naterias prinmas o productos
basi cos contenpl ados en el presente es de hecho evidencia de
que la materia prinma o producto basico de las materias primas
se produce de una planta transgénica disefiada para expresar
una o nmas de | as secuencias de nucl e6tidos aqui divul gadas a
efectos de controlar las plagas de plantas de col edpteros
usando net odos de supresi 6n genética nmedi ada pro ARNi .

En al gunos aspectos, las semllas y productos
basi cos produci dos por las plantas transgéni cas derivadas de
| as cél ul as vegetal es transformdas estéan incluidos, en donde
las semillas o productos basicos conprenden una cantidad
det ect abl e de una secuenci a de acido nucl ei co aqui divul gada.
En al gunas nodal i dades, dichos productos béasicos pueden ser
produci dos, por ejenplo, por I|a obtencion de plantas
transgénicas y preparando alinmentos para o alinmentéandol as de
| o0s m snos. Los productos basicos que conprenden una 0 mas
de | as secuenci as de aci do nucl ei co aqui divul gadas i ncl uyen,
por ejenplo y sin limtacion: comdas, aceites, granos
enteros o triturados o senillas de una planta y cual quier
producto alinmenticio que conprenda cual quier com da, aceite o
grano triturado o entero de una planta o sem |l a reconbi nante
conpuesta por una o mas de |as secuencias de acido nucleico
aqui divul gadas. La deteccién de una o nas de | as secuenci as

aqui divulgadas en una o mas nmaterias primas o productos
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basicos es de hecho evidencia de que la materia prim o
product o basi co se produce de una planta transgéni ca di sefiada
para expresar una o nas de l|las noléculas de ARN aqui
di vul gadas a efectos de controlar | as plagas de col ebpt eros.

En algunas nodalidades, una planta o semlla
transgéni ca conpuesta por una nol écul a de aci do nucl ei co aqui
di vul gada tanbi én puede conprender por | o menos uno u otro
evento transgénico en su genomm, incluyendo, sin limtacioén
un evento transgénico del que se transcribe una nol écula de
ARNi dirigida a un |locus en una plaga de col e6pteros distinto
al definido por SSEQ ID NGs:1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, y 81,
tales cono, por ejenplo, uno o mas |ocus sel eccionados del
grupo que conprende Cafl 180 (Publicacién de solicitud de
pat ent e est adouni dense No. 2012/ 0174258), Vat paseC
(Publicacién de solicitud de patente estadounidense No.
2012/ 0174259), Rhol (Publicacion de solicitud de patente
est adouni dense No. 2012/0174260), VatpaseH (Publicacion de
solicitud de patente estadounidense No. 2012/0198586), PPI
87B (Publicacion de solicitud de patente estadouni dense No.
2013/ 0091600), RPA70 (Publicacid6n de solicitud de patente
est adouni dense No. 2013/0091601) y RPS6 (Publicacion de
solicitud de patente estadounidense No. 2013/0097730); un
evento transgénico para el que se transcribe una nol écul a de
ARNi dirigida a un gen en un organi snb gque no sea una plaga
de col edpteros (por ejenplo, un nenatodo parasito de
planta); un gen que codifica una proteina insecticida (por

ej enpl o, una proteina insecticida de Bacillus thuringiensis,
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tal conpb, por ejenplo, Cry34Abl (Patente estadouni dense Nos.
6,127, 180, 6, 340, 593, y 6,624, 145), Cry35Abl (Patente
est adouni dense Nos. 6,083,499, 6,340,593, y 6,548,291), una
conbi naci 6n de “Cry34/35Abl” en un solo evento (e.g., evento
de mamiz DAS 59122-7; patente estadouni dense No. 7,323,556),
Cry3A (por ejenplo, patente estadounidense No. 7,230,167),
Cry3B (por ejenplo, patente estadounidense No. 8,101, 826),
Cry6A (por ejenplo, patente estadouni dense No. 6,831,062) vy
sus conbi naciones (por ejenplo, solicitudes de patente
est adouni denses Nos. 2013/ 0167268, 0167269/ 2013 y
2013/ 0180016); wun gen de tolerancia a herbicidas (por
ejenplo, un gen que proporciona tolerancia al glifosato,
gl uf osi nat o, dicamtba o 2,4 D (por ej enpl o, pat ent e
est adouni dense No. 7,838,733)); y un gen contribuyendo a un
fenoti po deseable en la planta transgénica, tal conb aunento
del rendimento, netabolisnbo de acidos grasos alterado o
restauracion de la androesterilidad citoplasmtica). En
nodal i dades particul ares, |as secuencias de codificacion de
nol écul as de ARN aqui divul gadas pueden conbi narse con otro
control de insectos o0 con rasgos de resistencia a la
enfermedad en una planta para |ograr | os rasgos deseados para
nmejorar el control de dafio por insectos y enfernmedad de |a
planta. La conbinaci 6n de |os rasgos de control de insectos
gque enplean distintos nodos de accién puede proporcionar
pl antas transgénicas protegidas con durabilidad superior
sobre | as plantas que al bergan un rasgo uUnico de control, por

ejenplo, debido a Ila reducida probabilidad de que Ia
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resistencia a | os rasgos se desarrolle en el canpo.

V. Supresion de Gen Objetivo en una Plaga de

Col ebpt er os

A. | nfornmaci 6n Gener al

En al gunas nodal i dades, por |o nenos una nol écul a
de acido nucleico uatil para e control de plagas de
col eOpteros puede ser proporcionada a wuna plaga de
col edpteros, en donde |as nol écul as de acido nucleico |levan
al silenciamento de genes nediado por ARNI en |a plaga de
col edpt er os. En nodal i dades particulares, una nol écula de
ARNi (por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNmM Yy ARNhp) puede ser
proporcionada a l|la plaga de col eopteros. En al gunas
nodal i dades, una nolécula de acido nucleico util para el
control de plagas de col edpteros puede ser proporcionada a
una plaga de coleopteros contactando |la nol écula de acido
nucleico con la plaga de col edpteros. En estas y otras
nodal i dades, una nol écula de acido nucleico util para el
control de plagas de col ebpteros puede ser proporcionada en
un sustrato de alinmentacion a |la plaga de col edpteros, por
ej enpl o, una conposicién nutricional. En estas y otras
nodal i dades, una nolécula de acido nucleico util para el
control de plagas de colebdpteros puede proporcionarse a
través de la ingestion del material vegetal que conprende |a
nol écul a de acido nucleico que es ingerida por |as plagas de

col edpt er os. En ciertas nodalidades, |la nolécula de &cido
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nucl eico esta presente en el material vegetal a través de |a
expresi on de una secuencia de acido nucleico reconbinante
introducida en el material vegetal, por ejenplo, nediante |a
transfornmaci 6n de una célula de |la planta con un vector que
conprende la secuencia de acido nucleico reconbinante y I|a
regeneraci 6n de un nmaterial vegetal o de toda la planta a

partir de la célula de la planta transfornmada.

B. Supresidon de Gen bjetivo Medi ada de ARN

En | as nodal i dades, se proporcionan |as nol écul as
ARNi (por ejenplo, ARNds, ARNsi, ARNm y ARNhp) que pueden
estar disefladas para |as secuencias de nucleodtidos nativas
esenci al es de objetivo (por ejenplo, genes esenciales) en el
transcri ptoma de plaga col edpteros (por ejenplo, WCR o NCR o
PB) por ejenplo nediante el disefio de una nol écula de ARN
gue conprende al nmenos un cadena formado por una secuencia de
nucl eétidos conplenmentaria especificanente |a secuencia
objetivo. La secuencia de |a nol écula de ARN di sefiada puede
ser idéntica o conplenentarianente de nanera conpleta a |a
secuenci a objetivo, o puede incorporar |os desajustes que no
i mpi dan | a hibridaci én especifica entre |la nol écula de ARNi vy
Su secuenci a objeti vo.

Las noléculas ARN segun se describen en e
presente pueden utilizarse en |os nmétodos de supresion del
gen en una plaga de col eépteros, reduciendo el nivel o la
i nci denci a de dafios causados por |la plaga en una planta (por

ej enpl 0, una planta transfornmada protegi da que conprende una
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nol écula de ARN ). Comb se utiliza en este docunento, el
térmno "supresion del gen" se refiere a cualquiera de |os
mét odos conocidos para reducir los niveles de proteina
produci dos cono resultado de la transcripcion genética al
ARNm y posterior traducci 6n del ARNm incluyendo |a reduccion
de la expresion de un gen o una secuencia de codificacion
i ncl uyendo post inhibicidn transcripcional de |la expresion y
|l a represion transcripcional de |la proteina. La i nhibicion
post-transcripcional esta mediada por honologia especifica
entre todos o una parte de un ARNm transcrito de un gen
destinado a la represion y |la correspondi ente nol écula ARN
utilizada para suprimr. Ademés, la inhibicidén post-
transcripcional se refiere a la reduccidon sustancial vy
mensurable de |la cantidad de ARNm disponibles en la celda
para el enlace por ribosonas.

En | as nodalidades en donde una nol écula ARN es
una nolécula de ARNds, |a nolécula de ARNds puede ser
adherida por la enzima DI CER en nol éculas de ARNsi cortas
(apr oxi madanente 20 nucl e6ti dos de largo). La nol écul a ARNsi
en cadena doble generada por l|la actividad DI CER sobre |a
nol écula de ARNds puede dividirse en dos siRNAs en cadena
sinples; el "concentracion pasajera”™ y l|la "concentracion
guia". La concentraci 6n pasajera puede ser degradada y |la
concentraci 6n guia puede ser incorporada en RISC La
i nhi bicidén post-transcripcional ocurre  por hi bri daci 6n
especifica de la concentracion guia con wuna secuencia

conpl ementaria especificanente de una nol écula de ARNm y el
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clivaje posterior por la enzim, Argonaute (conponente
catalitico del conplejo R SO

En las nodalidades, se puede wutilizar cual quier
forma de la nolécula de ARN. Los especialistas en |a
técnica entenderd que |as nol écul as ARNds tipicanente son
mas estables que las noléculas de ARN en cadena sinple,
durante la preparacion y durante el paso de ofrecer la
nol écula ARNi a una celda y suelen ser tanbi én mas establ es
en una cel da. Asi, mentras que las noléculas de ARNsi vy
ARNm , por ejenplo, pueden ser igualnente efectivas en
al gunas nodal i dades, una nol écul a de ARNds puede ser el egida
debi do a su estabilidad.

En nodal i dades particul ares, una nol écula de acido
nucl ei co sienpre consta de una secuenci a de nucl eéti dos, cuya
secuencia de nucleo6tidos puede transcribirse in vitro para
producir una nolécula de ARN que es substancial nmente
hondl oga a una nol écul a de &aci do nucl eico codificada por una
secuencia de nucledtidos en el genona de una plaga de
col edpt er os. En ciertas nodalidades, l|la nolécula de ARN
transcrito in vitro puede ser una nol écul a estabilizada ARNds
gue consta de una estructura de bucle de tallo. Después que
una plaga de col ed6pteros entra en contacto con | a nol écul a de
ARNi transcrito in vitro, inhibicion post-transcripcional de
un gen objetivo en |la plaga de col edpteros (por ejenplo, un
gen esenci al) puede ocurrir.

En al gunas nodal i dades, expresion de una nol écul a

de acido nucleico que conprende al nenos 15 nucleodtidos
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contiguos de una secuencia de nucledétidos se utiliza en un
mét odo para |a inhibicidén de post transcripcional de un gen
objetivo en una plaga de col edépteros, en el que |a secuencia
de nucl eétidos se selecciona entre el grupo constituido por:
SEQID NO 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81; el conplenento de |a
SEQID NO 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81; un fragnento de a
menos 15 nucl eétidos contiguos de SEQ ID NO 1, 3, 4, 5, 73,
75, 77, o 81l; el conplenmento de un fragnento de al nenos 15
nucl eéti dos contiguos de SEQID NO 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o
81; wuna secuencia de codificaciéon nativa de un organisnp
Di abrotica (por ejenplo, RGC) que conprende la SEQ ID NO 1,
3, 4, o 5; el conplenento de una secuencia de codificacion
nativa de un organi sno Di abrotica que conprende Ia SEQ I D NO
1, 3, 4, o 5; una secuencia de codificacio6n no nativa de un
organisno Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativo que conprende la SEQID NO 1, 3, 4, o
5; el conplenmento de una secuencia codificante no nativa de
un organisno Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativo que conprende la SEQID NO 1, 3, 4, o
5; el conplenmento de una secuencia codificante no nativa de
un organisno Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativo que conprende la SEQID NO 1, 3, 4, o
5; un fragnento de al nenos 15 nucl eétidos contiguos de una
secuencia de codificacion nativa de un organisno Diabrotica
(por ejenplo, RGC) que conprende la SEQ ID NGO 1, 3, 4, o 5;
el conplenmento de un fragnento de al nenos 15 nucl e6ti dos

contiguos de una secuencia de codificacion nativa de un
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organi snmo Di abrotica que conprende la SEQ ID NO 1, 3, 4, o
5; un fragnento de al nenos 15 nucl edétidos contiguos de una
secuencia de codificacion no nativa de un organisno
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativo que conprende la SEQ ID NGO 1, 3, 4, o 5; vy el
conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucledtidos
contiguos de una secuencia de codificacion no nativa de un
organisno Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativo que conprende la SEQID NO 1, 3, 4, o
5; una secuencia de codificacidén nativa de un organisnp
Mel i get hes (por ejenplo, PB) que conprende la SEQ ID NO 73,
75, 77, o 81; el conplenento de una secuencia de codificacion
nativa de un organi sno Meligethes que conprende |a SEQ I D NO

73, 75, 77, o 81; una secuencia de codificaci 6n no nativa de
un organisnmo Meligethes que se transcribe para producir una
nol écula de ARN nativo que conprende la SEQ ID NO 73, 75

77, o 81; el conplenmento de una secuencia codificante no
nativa de un organisno Mligethes que se transcribe para
producir una nol écula de ARN nativo que conprende la SEQ ID
NO 73, 75, 77, o 81; el conplenmento de una secuencia
codificante no nativa de un organisno Meligethes que se
transcribe para producir wuna nolécula de ARN nativo que
conprende la SEQ ID NGO 73, 75, 77, o 81; un fragnento de al

menos 15 nucleétidos contiguos de una secuencia de
codi ficaci 6n nativa de un organisno Meligethes (por ejenplo,
PB) que conprende la SEQ ID NO 73, 75, 77, o 81; el

conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucleodtidos
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contiguos de una secuencia de codificacion nativa de un
organi snmo Mel i gethes que conprende la SEQ ID NO 73, 75, 77,
o 81; un fragnmento de al nenos 15 nucledétidos contiguos de
una secuencia de codificacion no nativa de un organi sno
Mel i gethes que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativo que conprende la SEQID NGO 73, 75, 77, o 81; y el
conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucledtidos
contiguos de una secuencia de codificacion no nativa de un
organisnmo Meligethes que se transcribe para producir una
nol écula de ARN nativo que conprende la SEQ ID NO 73, 75,
77, o 81l. En ciertas nodalidades, la expresion de una
nol écul a de acido nucleico que es al nmenos 80% i déntica (por

ej enpl o, 80% aproxi nadanente el 81% aproxi nadanmente el 82%

apr oxi madanent e el 83% apr oxi madanent e el 84%
apr oxi madanent e el 85% apr oxi madanent e el 86%
apr oxi madanent e el 87% apr oxi madanent e el 88%
apr oxi madanent e el 89% apr oxi madanent e el 90%
apr oxi madanent e el 91% apr oxi madanent e el 92%
apr oxi madanent e el 93% apr oxi madanent e el 94%
apr oxi madanent e el 95% apr oxi madanent e el 96%
apr oxi madanent e el 97% apr oxi madanent e el 98%

apr oxi mmdanente el 99% aproxi madanente el 100% 81% , 82%
83% 84% 85% 86% 87% 88% 89% 90% 91% 92% 93% 94%
95% 96% 97% 98 % 99% y 100% con cualquiera de |os
anteriores puede ser utilizado. En estas y otras nodal i dades,
una nol écula de &cido nucleico puede ser expresada que

hi bri da especificanmente con una nol écula de ARN presente en
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al nenos una célula de una plaga de col eopteran.

En al gunas nodal i dades, |a expresién de al nenos
una nol écula de acido nucleico que conprende al nenos 15
nucl eéti dos contiguos de una secuencia de nucl eo6tidos puede
ser wutilizado en wun nmétodo para la inhibiciéon de post
transcri pci onal de un gen objetivo en wuna plaga de
col edpteros, en el que la secuencia de nucledtidos se
sel ecciona del grupo que consiste en: SEQ ID NGO 1, 3, 4, 5,
73, 75, 77, o 81; el conplenento de la SEQID NO 1, 3, 4, 5,
73, 75, 77, o 81; un fragnento de al nenos 15 nucl ebdtidos
contiguos de SEQ ID NGO 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81; el
conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucleodtidos
contiguos de SEQ ID NO 1, 3, 4, 5, 73, 75, 77, o 81; una
secuencia de codificacion nativa de un organisno Diabrotica
(por ejenplo, RGC) que conprende la SEQ ID NGO 1, 3, 4, o 5;
el conplenmento de una secuencia de codificacion nativa de un
organi sno Diabrotica (por ejenplo, RGC que conprende |a SEQ
ID NO 1, 3, 4, 5 o una secuencia de codificacion no nativa
de un organisno Diabrotica que se transcribe para producir
una nol écula de ARN nativo que conprende la SEQ ID NO 1, 3,
4, o 5; el conplenento de una secuencia codificante no nativa
de un organisno Diabrotica que se transcribe para producir
una nol écula de ARN nativo que conprende la SEQ ID NO 1, 3,
4, o 5; un fragnento de al nenos 15 nucl edtidos contiguos de
una secuencia de codificacion nativa de un organi sno
Di abrotica (por ejenplo, RGC) que conprende la SEQ ID NO 1,

3, 4, o 5; el conplenento de un fragnmento de al nenos 15
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nucl eéti dos conti guos de una secuencia de codificaci 6n nativa
de un organisno Diabrotica que conprende la SEQ ID NO 1, 3,
4, o 5; un fragnento de al nenos 15 nucl edtidos contiguos de
una secuencia de codificacion no nativa de un organi sno
Di abrotica que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativo que conprende la SEQ ID NGO 1, 3, 4, o 5; vy el
conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucledtidos
contiguos de una secuencia de codificacion no nativa de un
organisno Diabrotica que se transcribe para producir una
nol écul a de ARN nativo que conprende la SEQID NO 1, 3, 4, o
5; una secuencia de codificacidén nativa de un organisnp
Mel i get hes (por ejenplo, PB) que conprende la SEQ ID NO 73,
75, 77, o 81; el conplenento de una secuencia de codificacion
nativa de un organisnmo Meligethes (por ejenplo, PB) que
conprende la SEQ ID NO 73, 75, 77, o 81; una secuencia de
codificacién no nativa de un organisnbo Mligethes que se
transcribe para producir wuna nolécula de ARN nativo que
conprende la SEQ ID NO 73, 75, 77, o 81; el conplenento de
una secuencia codificante no nativa de un organisno
Mel i gethes que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativo que conprende la SEQ ID NGO 73, 75, 77, o 81; un
fragnento de al nenos 15 nucledtidos contiguos de una
secuencia de codificacion nativa de un organisno Ml igethes
(por ejenplo, PB) que conprende la SEQ ID NO 73, 75, 77, o
81; el conplenento de un fragnmento de al nenos 15 nucl edéti dos
contiguos de una secuencia de codificacion nativa de un

organi sno Mel i gethes que conprende la SEQ ID NGO 73, 75, 77
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o 81; un fragnmento de al nenos 15 nucledétidos contiguos de
una secuencia de codificacion no nativa de un organi sno
Mel i gethes que se transcribe para producir una nol écula de
ARN nativo que conprende la SEQID NO 73, 75, 77, o 81; y el
conplemento de un fragnmento de al nenos 15 nucledtidos
contiguos de una secuencia de codificacion no nativa de un
organisnmo Meligethes que se transcribe para producir una
nol écula de ARN nativo que conprende la SEQ ID NO 73, 75,
77, o 81l. En ciertas nodalidades, la expresion de una
nol écul a de acido nucleico que es al nmenos 80% i déntica (por

ej enpl o, 80% aproxi nadanente el 81% aproxi nadanmente el 82%

apr oxi madanent e el 83% apr oxi madanent e el 84%
apr oxi madanent e el 85% apr oxi madanent e el 86%
apr oxi madanent e el 87% apr oxi madanent e el 88%
apr oxi madanent e el 89% apr oxi madanent e el 90%
apr oxi madanent e el 91% apr oxi madanent e el 92%
apr oxi madanent e el 93% apr oxi madanent e el 94%
apr oxi madanent e el 95% apr oxi madanent e el 96%
apr oxi madanent e el 97% apr oxi madanent e el 98%

apr oxi mmdanente el 99% aproxi madanente el 100% 81% , 82%
83% 84% 85% 86% 87% 88% 89% 90% 91% 92% 93% 94%
95% 96% 97% 98 % 99% y 100% con cualquiera de |os
anteriores puede ser utilizado. En estas y otras nodal i dades,
una nol écula de &cido nucleico puede ser expresada que
hi bri da especificanmente con una nol écula de ARN presente en
al nenos una célula de una plaga de col edpteros. En ejenplos

particul ares, una nol écul a de &ci do nucl ei co puede conprender
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una secuencia de nucl eétidos que conprende SEQ ID NO 1, 3,
4, 5, 73, 75, 77, o 81l.

Es una caracteristica inportante de algunas
nodal i dades que el sistema de inhibicidn post-transcripcional
ARNi es capaz de tolerar las variaciones de |a secuencia
entre genes objetivo que podria esperarse debido a Ila
mut aci 6n genética, cepa polinorfisno o divergencia evol utiva.
La nolécula de &cido nucleico introducidas no deba ser
absol utanente hondl ogas a un producto primario transcripcion
0o un ARNm conpletanmente procesados de un gen objetivo,
mentras que la nolécula de acido nucleico introducido sea
hi bri di zabl e especificanente a un producto primrio
transcripcion o un ARN nctonpletanmente procesados del gen
obj eti vo. Por otra parte, la nolécula de acido nucleico
i ntroducida no puede necesitar tener una |ongitud conpleta,
en relacién con un producto de transcripcion primario o0 un
ARNmM del gen objetivo.

La inhibiciéon de wun gen objetivo wusando I|a
tecnologia de ARN descrito en el presente es secuencia
especifica; es decir, secuenci as de nucl eéti dos
subst anci al nent e hondl ogas a | a nmol écul a(s) ARNI
conpl etanente procesada son destinadas a la inhibicion de |a
genéti ca. En al gunas nodal i dades, una nol écula de ARN que
conprende una secuencia de nucleé6tidos idéntica a una
conplenmentaria o a una porcion de una secuencia del gen
objetivo puede utilizarse para |a inhibicion. En estas vy

otras nodalidades, una nolécula de ARN que conprende una
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secuenci a de nucl eotidos con uno o nmas inserciones, borrado,
0 nutaci ones de punto en relacion con una secuencia del gen
obj etivo puede utilizarse. En nodalidades particul ares, una
nol écula de ARNi y una porcién de un gen objetivo pueden
conpartir, por ejenplo, al nenos de al rededor del 80% por |lo
menos desde alrededor del 81% por o nenos de 82% por |o
menos de 83% por | o nmenos de aproxi madanente el 84% por |o
menos de al rededor del 85% por |o nenos desde cerca de 86%
por |o menos de aproxinmadanente 87% por |0 nenos desde
apr oxi mmdanente el 88% por | o nenos de aproxi madanmente 89%
por o nmenos de cerca del 90% por |o nmenos de 91% por |o
menos de aproxi nadanente 92% al nenos de cerca del 93% por
|l o menos de 94% por |o nmenos de alrededor del 95% por lo
nmenos de aproxi madanente 96% por | o nenos de aproxi madanent e
97% por | o nmenos de aproximdanente 98% por |o nenos de
al rededor del 99% por |o nenos desde 100% 81% 82% 83%
84% 85% 86% 87% 88% 89% 90% 91% 92% 93% 94% 95%
96% 97% 98% 99% y 100% de identidad de secuencia.
Al ternativanmente, |la regién de dos caras de una nol écula de
ARNds puede ser especificanmente hibridizable con una porcion
de la transcripcion de genes objetivo. En concreto |as
nol écul as hibridizables, wuna secuencia de longitud nenos
conpleto que exhibe wuna myor honologia conpensa una
secuencia mas larga y nenos honol oga. La longitud de la
secuencia de nucledtidos de una region dos caras de una
nol écul a de ARNds que es idéntica o una conplentaria o a una

porci 6n de la transcripcion de genes objetivo puede ser por
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| o nenos 15, 20, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, or at |east
about 1000, or 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500, o 1000
bases. En al gunas nodalidades, se puede wutilizar una
secuencia de mas de 20 a 100 nucl ebti dos. En particul ar
deben wutilizarse nodalidades, una secuencia de mas de unos
100 a 200 nucleo6tidos, 200 a 300 nucleotidos, o 300 a 500
nucl eéti dos. En particul ares nodal i dades, puede utilizarse
una secuencia de mas de unos 500 a 1000 nucledtidos,
dependi endo del tamafio del gen objetivo.

En ciertas nodalidades, la expresion de un gen
objetivo en una plaga de col edpteros puede ser inhibida por
al menos 10% al nenos 33% por lo nmenos el 50% o por lo
menos 80% dentro de una célula de |la plaga de col edpteros,
tales que se genera una inhibicion significativa. La
i nhibicion significativa se refiere a la inhibicidn sobre un
unbral que resulta en un fenotipo detectable (por ejenplo,
cese de crecimento, cese de la alinmentacion, cese del
desarrollo, la nortalidad inducida, etc.), o una dism nucion
perceptible en ARN o producto de gen correspondi ente al gen
objetivo a ser inhibido. Aunque en ciertas nodalidades, la
i nhi bi ci 6n ocurre en substancial mrente todas |las células de |la
pl aga de col e6pteros, en otras nodalidades de |a inhibicidn
se produce soOl o en un subconjunto de | as célul as que expresan
el gen objetivo.

En al gunas nodal i dades, | a represi on

transcripcional en una celda esta nediada por |a presencia de
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una nolécula de ARN exhi biendo identidad substancial
secuencia a una secuencia de ADN del pronmotor o el
conpl enento, a efecto de | o que se conoce cono "supresi on de

pronotor trans.” La supresion del gen puede ser efectiva
contra los genes objetivo en una plaga de col eopteros que
pueden ingerir o estar en contacto con estas nol éculas de
ARNi, por ejenplo, por ingestién o contacto con nateri al
vegetal que contiene |las nol écul as ARNds. Las nol écul as ARN

para su uso en l|la trans supresion pronotora pueden ser
di sefiadas especificamente para inhibir o reprimr | a
expresi 6n de una o mas secuenci as hondl ogas o conpl enentari as
en las células de la plaga de col e6pteros. La supresion de
genes post-transcripcionales por antisentido o sentido
orientado a ARN para regular |a expresion génica en células
de la planta es divulgada en Estados Unidos patente N°

5,107, 065, 5, 231,020, 5,283,184 y 5.759. 829.

C. expresién de |as nol écul as ARN proporci onan a
una pl aga de col e6ptero

La expresion de nol éculas de ARNI de ARNI nedi ada
por la inhibicidén de genes en un plaga de col edptero puede
real i zarse en cual qui era de | os nuchos formatos in vitro o in
Vi vo. Las noléculas de ARN entonces pueden ser
proporci onadas a una plaga de col edpteros o henipteros, por
ej enpl o, contactandose con |la plaga |las noléculas ARNi, o
causando la plaga a ingerir o lo contrario internalizar |as

nol éculas  ARNi . Al gunas nodal i dades i ncl uyen pl ant as
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hospederas transformadas de una plaga de coleopteros, |as
células vegetales transfornadas y progenie de plantas
transfornadas. Las células de plantas transformdas y pl antas
t ransf ormadas pueden di sefiarse para expresar uno o mas de | as
nol éculas de ARN, por ejenplo, bajo el control de un
pronot or heterdl ogo, para proporcionar un efecto protector de
pl agas. Asi, cuando una planta transgénica o célula de la
pl anta es consum da por una plaga de col edépteros durante |a
alimentaci 6n, las plagas pueden ingerir ARN  nol écul as
expresadas en las plantas transgénicas o células. Las
secuencias de nucleétidos descrito en el presente tanbién
pueden introducirse en una anplia variedad de los
m croor gani snos procari 6ticos y eucarioticos para producir
nol éculas de ARNI. El término "mcroorgani sno” incluye
especies procariotas y eucariotas, tales conp bacterias vy
hongos.

La nodul aci 6n de |a expresion génica puede incluir
|l a supresion total o parcial de esa expresion. En otra
nodal i dad, un método para | a supresion de | a expresion génica
en una plaga de col edpteros conprende proporcionar en |os
tejidos del huésped de la plaga una cantidad represivo del
gen de por |o nenos una nolécula de ARNi formada tras |a
transcripcion de una secuencia de nucleé6tidos conb se
descri be en este docunento, por | o nenos un segnento del cua
es conplenentario a una secuencia de ARNmMm dentro de |as
células de la plaga de coleopteros. Una nol écula de ARN,

incluyendo su forma nodificada conb una nolécula ARNds,
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ARNsi, ARNm o0 ARNhp, ingerida por un plaga de col ebdptero,
puede ser al nmenos de cerca de 80% alrededor del 81% 82%
83% alrededor del 84% alrededor del 85% cerca de 86%
al rededor del 87% alrededor del 88% alrededor del 89% 90%
91% al rededor del 92% aproxi nadanente el 93% cerca de 94%
95% cerca de 96% cerca de 97% cerca de 98% 99%
aproxi mmdanente el 100% 81% 82% 83% 84% 85% 86% 87%
88% 89% 90% 91% 92% 93% 94% 95% 96% 97% 98% 99% o
100% idéentica o conplenentaria a wuna nolécula de ARN
transcrito de una nol écul a de acido nucleico fornmado por una
secuenci a de nucl eéti dos que conprende SEQ ID NO 1, 3, 4, 5,
73, 75, 77, or 81l. Las nol écul as de acido nucleico aislada y
purificada sustanci al mrente incluyendo pero no limtado a, sin
ocurrir de forma natural |as secuencias de nucl eétidos y ADN
reconbi nante construye para proporcionar nol éculas ARNi, por
| o tanto, cuentan, que suprinmen o inhiben |a expresion de una
secuenci a de codificaci 6n enddogena o un objetivo en |a plaga
de col ed6pteros cuando se introdujo a la m sma.

Las nodal i dades parti cul ares pr opor ci onan un
sistena de entrega para la entrega de ARNi nol éculas para |la
i nhi bi ci 6n post transcripcional de |os genes objetivo uno o
mas de una plaga vegetal de coledpteros y el control de una
pobl aci 6n de |a plaga vegetal de colebpteros. En algunas
nodal i dades, el sistena de suministro conprende |a ingestiodn
de una célula de |la planta transgénica de huésped o el
contenido de |la célula huésped, conpuesto por nol éculas de

ARN transcritas en la célula huésped. En estas y otras
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nodal i dades, wuna célula vegetal transgénica o una planta
transgénica se crea que contiene una estructura de ADN
reconbi nante proporci onando una nol écul a ARNds estabili zado.
Las célul as vegetal es transgénicos y |as plantas transgénicas
gue conprende | as secuencias de acido nucleico codificar una
nol écul a particular ARNi pueden producirse mediante el enpl eo
de las tecnologias de ADN reconbinante (que |as tecnol ogias
basicas son bien conocidas en el arte) para construir un
vector de transfornmacion de plantas que conprende una
secuencia de nucledtidos codifican una nol écula ARN (por
ej enpl o, una nol écula estabilizada ARNds); para transformar
una célula de la planta o plantas; y para generar la célula
de la planta transgénica o las plantas transgénicas que
contiene la nol écula transcrito ARN .

Para inpartir resistencia a las ©plagas de
col edpteros a una planta transgénica, una nolécula de ADN
reconbi nante puede ser transcrita por ejenplo, para producir
una nolécula de ARNi, conmo una nolécula de ARNds, una
nol écula de ARNsi, una nolécula ARNm o wuna nol écula de
ARNhp. En al gunas nodal i dades, una nol écul a de ARN transcrita
de una nol écul a de ADN reconbi nante puede formar una nol écul a
de ARNds dentro de los tejidos o fluidos de l|a planta
reconbinante o dentro de los tejidos o fluidos de un
organi sno contactado o que ingiere la nolécula ARN Dicha
nol écul a ARNi puede conprender en parte de una secuencia de
nucl eéti dos que es idéntica o conplenentaria a una secuenci a

de nucl eodtidos correspondientes transcrita de una secuencia
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de ADN dentro de una plaga de un tipo que puede infestar |a
pl anta hospedera de col ebdpteros. La expresion de un gen
objetivo dentro de |la plaga de col edépteros es suprinida por
la nol écula de ARNi ingerida y la supresion de |a expresioén
del gen objetivo en los resultados de col eépteros plaga en,
por ejenplo, cese de l|a alinmentacion por la plaga de
col e6pteros, con un resultado final, por ejenplo, que Ila
pl anta transgénica esta protegida de |os dafios por |a plaga
de col edpteros. Los efectos nodul adores de nol écul as ARN se

han denostrado que son aplicables a una variedad de genes

expresados en plagas, i ncl uyendo, por ejenpl o, genes
enddgenos responsabl es del nmet abol i sno cel ul ar 0
transformaci 6n celular, incluyendo genes de mantenimento de

| a casa; factores de transcripcion; genes relacionados con
muda; y otros genes que codifican polipéptidos involucrados
en el netabolisno celular o el crecimento normal vy
desarrol | o.

Para la transcripcién de un transgen en vivo 0 un
constructo de expresion, una region regul adora (por ejenplo,
pr onot or, pot enci ador, si | enci ador y sefal de
pol i adeni | aci 6n) puede utilizarse en al gunas nodal i dades para
regular |la produccién de |la hebra ARN (o hebras). Por lo
tanto, en algunas nodalidades, conbp se establece adel ante,
una secuencia de nucl eétidos para su uso en |la producci 6n de
nol écul as de ARNI puede estar operablenente ligada a una o
mas secuencias pronotoras funcionales en una célula de la

pl anta huésped. El pronotor puede ser un pronotor enddgeno,
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normal mente residente en el genoma del anfitrion. La
secuencia nucleotidica presente, bajo el control de wuna
secuenci a pronotor operabl enente vincul ado, adenas puede ser
fl anqueada por secuenci as adi ci onal es gue af ect an
vent aj osanmente su transcripcion o la estabilidad de una
transcripci 6n resultante. Tal es secuencias pueden estar
situadas aguas arriba del pronotor operablenente enlazado,
aguas abajo del extrenp 3' de |a construcci 6n de | a expresion
y pueden ocurrir tanto aguas arriba del pronotor y aguas
abajo del extrenmp 3' de la construcci 6on de | a expresion.

Al gunas nodal i dades proporcionan netodos para
reducir el dafio a la planta de huésped (por ejenplo, una
pl anta de maiz) causada por una plaga de col eOpteros que se
alinenta de l|a planta, en donde el met odo conprende
proporcionando en el huésped una célula de la planta
transfornada expresando por | o nenos una nol écula de &cido
nucleico descritos en el presente, en donde funciona |a
nol écul a de acido nucleico (s) a ser tomados por |la plaga de
col eOpteros para inhibir la expresion de wuna secuencia
objetivo dentro de la planta |a plaga de col edpteros, resulta
gque la inhibicion de | a expresién en |la nortalidad, redujo el
crecimento o reproduccion de la plaga de col eopteros,
reduciendo | os dafos a la planta hospedera causada por el
par asito de col edpteros reduci do. En al gunas nodal i dades, |a
nol écul a de &cido nucleico (s) forma nol éculas ARNi. En estas
y otras nodalidades, la nolécula de acido nucleico (s)

conprende nol écul as ARNi que cada uno conpone de mas de una
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secuencia de nucleo6tidos es especificanente hibridizable a
una nol écula de acido nucleico expresada en una célula de
pl aga col eopt eros. En al gunas nodal i dades, la nol écula de
acido nucleico (s) consiste en una secuencia de nucl eo6tidos
es especificamente hibridizable a wuna nolécula de acido
nucl ei co expresada en una célula de col e6pteros o hem pteros
pl aga.

En al gunas nodal i dades, se proporciona un netodo
para aunmentar el rendimento de un cultivo o cosecha de nai z,
en donde el método conprende introducir en una planta de naiz
por |lo menos una nol écula de acido nucleico descrito en el
presente; cultivar la planta de nmiz para pernmtir Ia
expresion de |la nol écula de ARNI que conprende |a secuencia
de &cido nucleico, en el cual |la expresion de |a nol écula de
ARNi que conprende |a secuencia de acido nucleico inhibe
crecimento plaga de col edptero o dafios provocados por plagas
de col ebpteros, asi reduciendo o elimnando una pérdida de
rendi mi ento debido a | a infestaci 6n de pl agas de col edpt eros.
En al gunas nodal i dades, |la nol écula de ARNi es una nol écul a
de ARNds. En estas y otras nodal i dades, |a nol écula de acido
nucleico (s) codifica nol éculas ARNi que cada uno conpone de
mas de una secuencia de nucledtidos es especificanmente
hi bri di zable a una nol écula de &acido nucleico expresada en
una célula de plaga col eopteros. En al gunas nodal i dades, |a
nol écul a de &cido nucleico (s) consiste en una secuencia de
nucl eéti dos es especificanente hibridi zable a una nol écul a de

acido nucleico expresada en una célula de plaga de
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col edpt er os.

En al gunas nodal i dades, un nétodo para nodular |a
expresion de un gen objetivo en una célula de plaga de
col edpt eros puede abarcar: transformaci 6n de una célula de
la planta con un vector que conprende una secuencia de acido
nucl eico codificacién por lo nenos una nolécula de acido
nucl ei co, en donde |a secuencia de nucleotidos es
operativamente vinculada a una pronbtora y una secuencia de
term naci 6n de transcripcion; cultivo de la célula de la
pl anta transfornada en condiciones suficientes para permtir
el desarrollo de un cultivo de célula vegetal incluyendo una
pluralidad de células vegetal es transformados; seleccion de
| as célul as vegetal es transfornmadas que |a nol écula de acido
nucleico se han integrado en sus genonas; deteccion de |as
células de la planta transfornada para |la expresion de |la
nol écul a de ARNi codi ficada por |a nol écul a de aci do nucl ei co
i ntegrado; seleccion de una célula vegetal transgénico que
expresa la nolécula ARNi; y alinmentacion de la célula de la
pl anta transgénica seleccionados a |la plaga de col edpteros.
Las plantas tanbi én pueden ser regeneradas de células
vegetal es transformadas que expresan wuna nolécula ARNi
codi ficada por |a nol écula de acido nucleico integrado. En
al gunas nodal i dades, |la nolécula de ARNi es una nol écul a de
ARNds. En estas y otras nodalidades, la nol écula de acido
nucl eico (s) conprende nol écul as ARNds que cada uno conpone
de mas de una secuencia de nucleodtidos es especificanmente

hi bri di zable a una nol écula de &acido nucleico expresada en
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una célula de plaga de col edpteros. En al gunas nodal i dades,
| a nol écula de acido nucleico (s) consiste en una secuencia
de nucl e6ti dos es especificanente hibridizable a una nol écul a
de acido nucleico expresada en una célula de plaga de
col edpt er os.

Las nol écul as ARNi pueden ser incorporadas dentro
de las sem|las de una especie vegetal (por ejenplo, naiz),
ya sea conb un producto de la expresion de un gen
reconbi nante incorporado en e genoma de las células
vegetales o conb se incorpora en una capa o tratam ento de
semlla que se aplica a la senmlla antes de plantar. Una
célula de la planta que conprende un gen reconbinante se
considera que es un evento transgéni co. En | as nodal i dades
tanmbi én figuran sistemas de sumnistro para el sumnistro de
| as nol éculas de ARNi a plagas de col edpteros. Por ejenplo,
| as nol écul as de ARNi pueden introducirse directanente en | as
células de una plaga de coleopteros. Los nétodos para |a
i ntroducci 6n pueden incluir mezcla directa de ARNI con tejido
vegetal desde un huésped para el plaga de col edptero, asi
cono aplicaci 6n de conposiciones que conprende ARNi para el
tejido de |la planta huésped. Por ejenplo, |as nol éculas de
ARNi se pueden rociar sobre wuna superficie de planta.
Al ternativanmente, una nol écula de ARNI puede ser expresada
por un m croorgani sno, y el mcroorgani sno puede ser aplicado
sobre | a superficie de la planta, o introducido en una raiz o
tallo por un nedio fisico conp una inyeccion. Conmo henos

conment ado, supra, una planta transgénica puede tanbién ser
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genéti canent e i deada para expresar al nenos una nol écul a ARNi
en una cantidad suficiente para matar las plagas de
col edpteros conocidas que infestan |a planta. Las nol écul as
ARNi produci das por sintesis quimca o enzimtica tanbién
pueden ser formuladas de una nanera consistente con |as
practicas agricolas conmunes y usadas conpo pulverizaci 6n en
productos para el control de dafos a las plantas por una
pl aga de col eodpt eros. Las formul aci ones pueden incluir |as
etiquetas adecuadas y objetos humeros requeridos para que |a
eficiente cobertura foliar, asi conp protectores de rayos W
para proteger ARN nol éculas (por ejenplo, |as noléculas
ARNds) contra dafio WV. Dichos aditivos se usan conunnente en
| a industria del bioinsecticida y son bien conocidos por |os
técnicos en la nmaterias. Estas aplicaciones pueden
conbinarse con otro pulverizador en aplicaciones de
i nsecticidas (biologicanente basadas u otra) para nejorar |a
protecci 6n de | as plantas de | as pl agas de col edpt eros.

Todas las referencias que discuten en este
docunent o, incluyendo publicaciones, patentes y solicitudes
de patente, citados en el presente docunmento, se proporcionan
uni camente para su divulgacién antes de |la fecha de
presentaci 6n de la solicitud actual. Nada en el presente
docunment o pretende ser interpretado conp una adm si 6n de que
|l os inventores no tienen derecho a antedate tal divul gacién
en virtud de la invenci én previa.

Los ejenplos siguientes se proporcionan para

ilustrar ciertos rasgos particulares o |os aspectos. Est os
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ej enpl os no deben interpretarse para limtar |a divul gacién a

| as caracteristicas particulares o | os aspectos descritos.

EJEMPLCS
Ejenplo 1

| dentificaci 6n de Genes objetivo candi dato

Mil ti ples etapas de desarrollo de WCR (Diabrotica
virgifera virgifera LeConte) fueron sel ecci onadas para que el
analisis de transcriptona conbi nada proporci one una secuenci a
de genes objetivo candidato para controlar por tecnologia de
resi stencia del insecto de planta transgénica ARN .

En una ejenplificacion, ARN total fue aislado de
0.9 gm de la larva WR instar prinera, (4 a 5 dias
posteriores a la escotilla; mantenida a 16° C) y purificado
medi anteel siguiente fenol/ TRI REAGENT® basado en nétodo
( MOLECULAR RESEARCH CENTER, Cincinnati, OH):

Las | arvas se honobgenei zaron a tenperatura anbiente
en un honogenei zador de 15 nL con 10 nL de reactivo de TR ®
hasta obtener una suspensi 6n honpgénea. Tras 5 mnutos de
i ncubacion a tenperatura anbiente, el honpbgeneizado se
di stribuye en tubos de mcrocentrifuga de 1.5 nL (1 niL por
tubo), se le adicion6 200 pL de cloroforno y la nezcla se
agitod vigorosanmente durante 15 segundos. Después de permtir
| a extraccion para colocarse a tenperatura anbiente durante
10 mn, las fases fueron separadas por centrifugacion a
12,000 x g a 4°C. La fase superior (compuesto de alrededor

de 0.6 nL) fue transferida cuidadosanente en otro tubo



10

15

20

25

126
estéril de 1.5 nL y se agregdé un volunen igual de tenperatura
i sopropanol . Después de |a incubaci 6n a tenperatura anbiente
durante 5 a 10 min, la nmezcla se centrifugd 8 mn a 12,000 x
g (4° Co ° C 25).

El sobrenadante fue quitado cuidadosanente vy
descartado, y el conprimdo del ARN se |avé dos veces con un
vortex con etanol al 75% con recuperaci 6n por centrifugaci 6n
durante 5 mn a 7,500 x g (4°C o 25°C) después de cada
| avado. El etanol fue quitado cui dadosanente, el sedinento
se permtidé al aire seco durante 3 a 5 nmn y luego fue
disuelta en agua estéril libre de nucleasas. La
concentraci 6n de ARN se determ né nediante |la nedicion de |la
absorbancia (A) a 260 nmy 280 nm Una tipica extraccién de
aproxi mmdanente 0.9 gm de larvas rindiéo mas de 1 ng de ARN
total, con un cociente Ago/ Axgo de 1.09. El ARN asi extraido
se al macené a 80° C hasta que se proceso.

La calidad del ARN se determnd nediante la
ej ecuci 6n de una alicuota a través de un gel de agarosa al
1% La solucién de gel de agarosa se realizo nediante
autoclave Tanmpon TAE 10x (acetato de Tris EDTA 1x
concentracion es 0.04 M Tris acetato, 1 mM EDTA
(etilendiamna tetra acético acido sodio sal), pH 8.0
diluido con agua DEPC (dietil Pirocarbonato) tratada en un
reci piente esterilizado. 1x TAE fue utilizado conp el tanpdn
de corriente. Antes de usar, el tanque de la electroforesis
y |l a cavidad fornmando peine fueron |inpiadas con Rnasa AVAY ®

(I'NVITROGEN I NC., Carlsbad, CA). Dos uL de nuestra del ARN
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se nmezclaron con 8 pL de tanpon TE (10 mM Tris HO pH 7.0; 1
nmv EDTA) y 10 pL de tanpdén de nuestra de ARN (aislamento ®
Catal ogo No 70606; EMX Bioscience, Jbbstown, NJ). La
nuestra fue calentada a 70° C durante 3 min., enfriado a
tenperatura anbiente, y 5 pupL (contiene 1 pg de 2 pg ARN)
fueron cargados por pocillo. Los conerci al mente di sponi bl es
mar cadores de peso nol ecul ar del ARN se corrieron
si mul t aneanente en pozos separados para |a conparaci 6n de
t amafio nol ecul ar. El gel fue correr a 60 voltios durante 2
h.

Una bi blioteca de ADNc nornalizada se preparoO desde
el ARN total | arvario por un proveedor de servicios
conerciales (EUROFINS MAG Operon, Huntsville, AL), usando
cebado al azar. La biblioteca de ADNc |arval nornalizada se
secuenci 6 en escala de placa 1/2 por quimca de series
Titanium™ GS FLX 454 en EUROFINS MAG Qperon, resultando en
mas de 600,000 | ecturas con una |lectura pronedio de |ongitud
de 348 bp. 350,000 lecturas fueron ensanbladas mas 50. 000
contigs. Tanto las |ecturas desnontadas y |os contigs fueron
convertidos en bases de datos de BLASTable usando el
programa di sponible puablicanmente, FORMATDB (disponible en
NCBI ) .

ARN total y las bibliotecas de ADNc nornalizadas
igual nente se prepararon nmateriales cosechados en otras
etapas del desarrollo WCR Se construy6 una biblioteca de
transcri ptoma agrupada para |la deteccion de genes objetivo

medi ante |la conbinacion de los menbros de |la biblioteca de
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ADNc que representan |as diferentes etapas del desarrollo.

Los genes candidatos para apuntar ARN fueron
sel ecci onados wutilizando infornmacion sobre efectos Iletales
ARNi de genes especificos en otros insectos cono Drosophila vy
Tribolium Estos genes se presune gue son esenciales para la
supervivencia y el crecimento de los insectos de
col edpt er os. Los honotl ogos de genes objetivo sel ecci onados
se identificaron en |a base de datos de secuencia de
transcri ptoma conb se describe a continuacién. La | ongitud
total o secuencias parciales de |os genes objetivo fueron
anplificadas por PCR para preparar plantillas para |a
producci 6n de ARN (ARNds) en cadena dobl e.

Las busquedas TBLASTN usando  secuenci as de
codi ficaci 6n de proteina candidato se ejecutaron contra |as
bases de datos BLASTable que contienen las |ecturas de
secuencia Diabrotica desnontadas o |os contigs nontados.
| nportantes golpes a una secuencia de Diabrotica (definida
como nejor que e ?° para honol ogias de contigs y mejor que e %
para |as honologias de |ecturas de secuencia desnontada)
fueron confirmdos nedi ante BLASTX contra | a base de datos no
redundante de NCBI. Los resultados de esta busqueda BLASTX
confirmaron que |las secuencias de Diabrotica de genes de
candi dato hondlogo identificados en |la busqueda TBLASTN de
hecho abarca genes Di abrotica, o fueron el nejor gol peados a
| a secuenci a de genes candidato de no Diabrotica presente en
| as secuencias de Diabrotica. En la mayoria de |os casos,

| os genes de candidatos Tribolium que fueron anotados conop
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gue codifican una proteina dieron una honol ogia de secuencia
sin anbigiedades a una secuencia 0 secuencias en |as
secuencias de Diabrotica transcriptona. En al gunos casos,
era claro que algunos de las lecturas de contigs Diabrotica o
secuenci as no nontadas sel ecci onadas por honpblogia a un gen
candidado no Diabrotica superpuesto y que el ensanblaje de
| os contigs no se ha unido a estos traslapos. En esos casos,
Sequencher ™Mv4.,9 (GENE CODES CORPORATION, Ann Arbor, M) fue
utilizado para nontar |as secuencias en contigs mas | argas.

Un gen candidato objetivo que codifica D abrotica
rnapl1-140 (SEQ ID NGO 1) fue identificado conb un gen que
puede Illevar a |la nortalidad de plagas de de col ebpteros,
i nhi bi ci 6n del crecimento, la inhibicion del desarrollo o la
i nhi bi ci 6n de | a reproducci 6n en WCR

Genes con honol ogia a WCR rnapl | - 140

En las tres clases de eucariotes de ARN polinerasas
(RNAP) existen: RNAPI, que transcribe el ARN ribosonal;
RNAPI I, que transcribe todos |los genes codificantes de
proteinas, y RNAPIII, que transcribe los genes 5S rRNA y
tRNA. Estas estructuras conplejas constan de 9 a 14
subuni dades, algunos de ellos son conmunes entre las tres
formas de polinerasas en todas |as especies, mentras que
otros son de clase y especie especifica. RNAPI|I de Drosophila
mel anogast er consi ste en al nmenos 12 subuni dades
el ectroforéticanente separables (Kramer 'y Bautz (1981)
Eur opean Journal Bioquimca 117: 449 455). Los genes para | as

dos subuni dades mas grandes son Rpll1140 (que codifica una
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subunidad de 140 kDa Beta) y Rpll215 (que codifica una
subuni dad de 215 kDa). Anbos genes han denobstrado ser
esencial para la viabilidad de Drosophila, que tamnbién es
cierto para el gen que codifican una subunidad nmas pequefa
(15-kDa) codificada por Rpll1l5 (Falkenburg et al (1987)
Bi ol ogia Mol ecular Diario 195:. 929-937; Jokerst et al (1989)
Mol ecul ar General Cenetics 215:.. 266-275; Harrison et al
(1992) Mol ecular y Biologia Celular 12: 928-935). Oro gen de
| a subunidad, (Rpll118; Hamilton et al (1993) Genética 134:
517-529.), Para el que no hay nmnutaci ones conocidas, codifica
para una proteina de 18 kDa.

Se describen aqui son secuencias objetivo y efectos
| etales de RNAI en Diabrotica virgifera virgifera RNAPII 140
(subuni dad bet a).

Los genes con honologia a RNAPII 140 proporcionan
una agrupaci on funcional para |los objetivos de ARN. QOras
subuni dades de RNAPII son tanbién objetivos de ARN.
Transgenes RNAPII dsRNA se pueden conbinar con otras
nol écul as de dsRNA para proporcionar redundante focalizaci én
RNAI y los efectos sinérgicos de ARNi. Eventos de numiz
transgéni cas que expresan dsRNA que se dirige ropRNAPII 140
de produccion son utiles para prevenir dafio por alinentacion
de la raiz por gusano de la raiz del mmiz. transgenes
roprnapll 140 dsRNA representan nuevos nopdos de acciOn para
conbinar con Bacillus thuringiensis tecnologia proteina
insecticida en Mnejo de Insectos Resistencia piramdes de

genes para nmitigar contra el desarrollo de | as pobl aci ones de
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gusano de la raiz resistentes a cualquiera de estas
tecnol ogi as de control de gusano de |la raiz.

La longitud conpleta o0 <clones parciales de
secuencias de un gen candidato Diabrotica, RP, se hace
referencia en este docunento conbo RNAPI| 140, se usaron para
generar anplicones de PCR para |la sintesis de ARNds.

SEQ ID NO 1 nuestra una secuencia 3745 bp DNA de
Di abrotica. rnapl |- 140.
SEQ I D NO 3 nuestra una secuencia 468 bp DNA de
rnapll regl.
SEQ I D NO 4 nuestra una secuencia 180 bp DNA de
rnapll reg2.
SEQ ID NO 5 nuestra una secuencia 161 bp DNA de

vrnapl |

Ej enplo 2

Anpl i ficaci 6n de genes objetivo para producir ARNds

Los cebadores fueron disefiados para anplificar |as
porciones de l|las regiones de codificacién de cada gen
objetivo por PCR Ver tabla 1. Cuando proceda, una secuencia
de pronotor de fago T7 ( TTAATACGACTCACTATAGGGAGA; SEQ I D NO
6) se incorpor6 en los extrenos 5 de |las hebras de sentido
anplificado o de antisentidos. Véase tabla 1 El ARN total
fue extraido de WCR y la primera cadena ADNc fue utilizada
cono plantilla para reacciones de PCR usando |os cebadores
opuestos col ocados para anplificar todo o parte de Ila

secuencia del gen objetivo nativo. ARNds tanbi én fue
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anplificado de un clon de ADN que conprende l|la region
codificante para una proteina fluorescente amarilla (YFP)
(SEQ ID NGO 7; Shagin et al. (2004) J. MIl. Biol. Evol. 21
(5) :85841, (50)).

Tabla 1. Los cebadores y |os pares de cebadores se
utilizan para anplificar las porciones de regiones de
codi ficaci 6n de gen objetivo de rnapll-140 ejenplar y gen de

control negativo de YFP

Id. del SEQID
Id. del Gen Secuencia
cebador NO:
RNAPregl-F1T TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCTA
7 8 CCCATTGGGAGAAAGAC
Parl rnapliregl
RNAPregl-R1T 9 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCA
7 GCTTTTTTGATGGCC
RNAPreg2-F1T TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAAT
7 10 AAGAGACTCGATTTGGCTG
Par2 rnapllreg2
RNAPreg2-R1T 11 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCG
7 AGAGAATACCTCAGACC
RNAPreg3-F2T TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTCT
7 12 GCAGTAGAAAGAGGATTTTTC
Par3 rnapllireg3
RNAPreg3-R2T TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCG
7 13 TCGTCTAATTTATCGTAAAGG
TTAATACGACTCACTATAGGGAGACacca
YFP-F_T7 14
tgeggctccagcggcgcce
Pard | YFP
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAagatc
YFP-R_T7 15
- ttgaaggcgctcticage
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Ej enpl o 3

Const rucci ones ARNi

Preparaci 6n de plantilla por sintesis PCR y ARNds

Una estrategi a utilizada par a pr opor ci onar
plantillas especificas para l|la produccion de ARNds YFP y
rnapll-140 se nuestra en la FIG 1. La plantilla ADNs
destinada al wuso en la sintesis rnapll-140 ARNds fueron
preparados por PCR utilizando |os pares del cebador en |a
tabla 1 y (comp plantilla de PCR) prinmera hebra ADNc
preparada a partir de ARN total aislado de las |arvas instar
prinmeras WCR. (YFP fue anplificado de un clon ADN de una
region de codificaciéon YFP). Para cada sel eccionado
rnapl1-140 y regi 6n de gen YFP objetivo, las anplificaciones
de PCR introdujeron una secuencia pronotora T7 en |os
extrenos 5 de las hebras de sentido anplificado y de
antisentidos. Los dos fragnmentos PCR anplificados para cada
region del |os genes objetivo se nezclaron por consiguiente
en canti dades aproxi madanente iguales y la nezcla se utilizé
cono plantilla de transcripcioén para |a producci 6n de ARNdSs.
(Ver fig. 1. Las secuencias de las plantillas de ARNds
anplificadas con | os pares de cebador particular fueron: SEQ
ID NO 3 (regl rnapll), SEQ ID NO 4 (reg2 rnapll), SEQ ID
NO 5 (reg3 rnapll) y YFP (SEQ ID NGO 7). ARN dobl e en
cadena para insecto bioensayo fue sintetizada y purificado
usando un equi po de AMBI ON ® MEGASCRI PT ® ARNi siguiendo |as

i nstrucciones del fabricante (1 NVI TROGEN). Se mdieron |as



10

15

20

25

134

concentraci ones de ARNds usando un espectrof ot 6netro NANCDROP
® 8000 ( THERMO SCI ENTI FI C, W /I m ngton, DE).

Construccion de vectores de transformacion de
pl ant as

Los Vectores de entrada (pDAB115762 y pDAB115763)
al bergando un constructo gen objetivo para la formaci on de | a
horquilla que abarca segnmentos de rnapll-140 (SEQ ID NO 1)
fueron ensanbl ados utilizando una conbi naci 6n de fragnentos
sintetizados quim canmente (DNA2.0, Menlo Park, CA) y métodos
de cl onaci 6n nol ecul ares estéandar. La fornaci 6n de horquilla
i ntranol ecul ar por transcri pci ones primarias ARN fue
facilitada por el arreglo (dentro de una unidad de
transcripci6on sinple) dos copias de un segnento de gen
objetivo en orientacion opuesta uno al otro, los dos
segnent os estan separados por una secuencia de intron ST LS1
(SEQ I D NGO 19; Vancanneyt et al. (1990) J. Ml . Gen. GCenet.
220 (2) :85245, (50)). Por o tanto, la transcripcioén de
ARNm primario contiene las dos secuencias de segnento de
genes rnapll-140 cono repeticiones invertidas grandes uno del
otro, separados por |a secuencia del intron. Una copia de un
pronotor de ubiquitina maiz 1 (US patente N° 5.510.474) fue
utilizada para conducir l|la producci én de la transcripcion de
horquilla ARNm primaria y un fragnento que conprende una
region 3' no traducida de un gen de nmiz peroxidasa 5 (ZnPer5
3" UTR v2; US patente N 6.699.984) fue wutilizado para
terminar la transcripcion de la horquillaARN que expresa el

gen.
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El vector de entrada PDAB115762 se conpone de un
constructo de horquilla ARN de rnapll-140 (SEQ ID NO 16) que
se conpone de un segnmento de rnapll-140 (SEQ ID NO 1)

El vector de entrada PDAB115763 se conprende de un
constructo de horquilla ARN (SEQ ID NO 17) que se conpone de
un segnmento de rnapll-140 (SEQ ID NO 1) distinto del que se
encuentra en pDAB115762.

Los vectores de entrada pDAB115762 y pDAB115763
descritos anteriornmente fueron utilizados en reacciones de
reconbi naci 6n de GATEWAY ® estandar con un vector tipico
destino binario (pDAB109805) para producir vectores de
t ransf or maci 6n | a expresi on de horquilla ARN para
Agrobacterium nediada por las transformaciones de nmaiz
enbri on (pDAB114524 y pDAB114525), respectivanente).

Un vector binario de control negativo, pDAB110853,
gue conprende un gen que expresa un YFP horquilla ARNds, se
construyo nmedi ant e r ecombi naci 6n GATEWAY ®  estandar
reacci ones con un vector tipico destino binario (pDABL109805)
y la entrada del vector pDAB101670. El vector de entrada
PDAB101670 consta de una secuencia de horquilla YFP (SEQ ID
NO 18) bajo el control de la expresion de un pronotor de
ubiquitina miz 1 (conmb el anterior) y un fragnmento que
conprende una regi6n 3' no traducida de un gen de nmiz
peroxi dasa 5 (cono arriba).

El vector binario PDAB109805 destino se conpone de
un gen de resistencia a herbicidas (aryl oxyal knoate

di oxygenase; AAD-1 v3) (US patente N 7838733(B2) y Wight et
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al. Proc. Natl. Acad. Sci. ESTADOS UNI DOS 107:20240-5) bajo
la regulacion de un pronotor fuerte de cafla de azucar
bacilifornme badnavirus (ScBV) (Schenk et al. (1999) planta
Mol ec. Biol. 39:1221-30. Una secuencia sintética 5 UIR
conpuesta por secuencias de un gen de la proteina de nmiz
Streak Virus (MSV) capa 5 UTR e intrén 6 de un maiz gen 1 de
al cohol deshi drogenasa (ADHl), se coloca entre el extrenmo 3
del segnento SCBV pronptor y el codon de inicio de la region
codificante de la AAD 1. Un fragnento que conprende una
region 3 no traducida de un gen de la lipasa maiz (ZnLip 3
UTR, US patente N 7.179.902) se utiliza para term nar
transcri pci 6n del ARNm AAD- 1.

Un vector binario de control negativo adicional,
pDAB110556, que conprende un gen que expresa una proteina
YFP, se construy6 nedi ante reconbi naci 6n GATEWAY ® estandar
reacciona con un vector tipico destino binario (pDAB9989) vy
la entrada del vector pDAB100287. El vector de destino
bi nari o PDAB9989 se compone de un gen de resistencia a
her bi ci das (aryl oxyal knoate di oxygenase; AAD 1 v3) (cono
arriba) bajo la regulacion de |a expresi on de un pronotor de
ubiquitina miz 1 (conmb el anterior) y un fragnmento que
conprende una region 3' no traducida de un gen de la |ipasa
maiz (Znmlip 3 UTR, cono arriba). El vector de entrada
PDAB100287 conprende una regi 6n de codificacion YFP (SEQ ID
NO. 20) bajo el control de la expresion de un pronotor de
ubiquitina de maiz 1 (conpb el anterior) y un fragnento que

conprende una regi 6n 3" no traducida de un gen de peroxi dasa
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de maiz 5 (cono arriba).

SEQ ID NGO 16 presenta un rnapll-140 de secuencia
de version 1 fornadora de ARN de horquilla de Diabrotica
virgifera conb se encuentra en pDAB114524.

SEQ ID NGO 17 presenta un rnapll-140 de secuencia
de version 2fornadora de ARN de horquilla de Diabrotica

virgifera conb se encuentra en pDAB114525.

Ej enplo 4

Bi oensayos de Dieta de | nsectos

Preparaci 6n de nuestra y bi oensayos.

Un nuner o de de nol écul as ARNds (los
correspondientes a regl rnapll incluidos (SEQ ID NGO 3),
rnapll reg2 (SEQID NO 4) y reg 3 rnapll (SEQ ID NO 115) se
sintetizaron y purificaron usando un equi po de MEGASCRI PT ®
ARN . Las nol écul as ARNds purificadas se prepararon en el
tanmpén TE, y todas |os bioensayos contuvieron un tratamento
de control que consiste en este tanmpon, el cual sirvido conp
una verificacién de antecedentes para la inhibicion de
nortalidad o el <crecimento de WR (D abrotica virgifera
virgifera LeConte). Se mdieron las concentraciones de |as
nol éculas ARNds en el tanpon de bioensayo wusando un
espectrofotonetro NANODROP ® 8000 (THERMO  SCI ENTI FI C,
W m ngton, DE).

Las mnuestras fueron probadas para la actividad de
| os insectos en |as pruebas biol 6gicas realizadas con |arvas

de insecto recién nacido en dieta artificial de insectos.



10

15

20

25

138
Los huevos WCR se obtuvieron de CROP CHARACTERI STICS, |NC
(Farm ngton, MN).

Los bioensayos se realizaron en 128 bandejas de
pl astico de pocillo disefiadas especificamente para |o0s
bi oensayos de insectos (CD | NTERNATIONAL, Pitrman, NJ). Cada
pocillo contenido aproxinadanente 1.0 nL de wuna dieta
artificial disefiada para el crecimento de |os insectos de
col edpt er os. Una alicuota de 60 pL de nuestra de ARNds fue
entregada con la pipeta sobre |la superficie de la dieta de
cada pocillo (40 pL/cnR). Se calcularon |as concentraci ones
de muestra ARNds conp |la cantidad de ARNds por centinetro
cuadrado (ng/cnR) de superficie (1,5 cn2) en el pozo. Las
bandej as tratadas se |levaron a cabo en una canpana de hunos
hasta que el liquido en |la superficie de |la dieta se evaporo
o fueron absorbi dos por |a dieta.

Dentro de unas horas de la eclosion, las |arvas
i ndi vi dual es fueron recogidas con un cepillo de pelo de
canmel | o hunedeci do y depositadas sobre la dieta tratada (uno
o dos larvas por pocillo). Los pozos infestados de |as
bandej as de pl astico de pocillo 128 fueron sellados con hojas
adhesi vas de pl astico transparente y ventilados para permtir
el intercanbio gaseoso. Las bandejas de bioensayo se
|l evaron a cabo en condiciones anbientales control adas (28°
C, ~ 40% de hunedad relativa, 16:8 (luz:oscuridad)) durante 9
di as, después de que el nunmero total de insectos expuestos a
cada nuestra, el numero de insectos nuertos y el peso de

sobrevivir el tienpo los insectos se registraron. La
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nortalidad por ciento pronmedio y la inhibicidén del
crecimento pronmedio se calculan para cada tratam ento. La
| nhi bicion del crecimento (G@) se calculé de la siguiente
maner a:

A =[1 - (TWT/TNIT)/(TWBC/ TN BO) |

donde TWT es el peso Total de insectos vivos en el
tratam ent o;

TNIT es el nunero Total de insectos en el
tratam ent o;

TWBC es el peso Total de insectos vivos en el
Background Check (control del tampdén); vy

TNIBC es el nanmero Total de insectos en la
Verificaci 6n del Antecedente (control del tanpdn).

El anédlisis estadistico se realizé nediante el
software JMP ® (SAS, Cary, NO

Clso (concentracion letal) se define conp la dosis
gque 50% de | os insectos de prueba son asesinados. d 50
(inhibicion del crecimento) se define conp |la dosis en el
cual el crecimento (e.qg. de peso vivo) de los insectos de
prueba es el 50% del valor pronedio visto en nuestras de
ant ecedent es.

Los bioensayos replicadas denbstraron que la
i ngesti on de nmuest r as parti cul ares resulto en una
sorprendente e inesperada de la nortalidad y |a inhibicidn

del crecimento de las |arvas de gusano de |la raiz de nmaiz.

Ej enpl o 5
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Det ecci 6n de genes objetivo candi dato

ARNds sintético di sefiado par a i nhi bir | as
secuenci as de genes objetivo identificadas en el ejenplo 1
causa inhibicién de <crecimento y nortalidad cuando se
adm nistra a WR en ensayos de dieta basada. regl rnapll,
reg2 rnapll y reg3 rnapllse observaron a exhibir mayor
eficacia en este ensayo sobre otros ARNds proyect ado.

Los Bi oensayos replicadas denpstraron |a ingestion
de ARNds preparados derivados de regl rnapll, reg2 rnapll vy
reg3 rnapll que cada uno dio lugar a la inhibicion de la
nortalidad y crecimento de larvas crisonela del maiz. La
tabla 2 y tabla 3 nuestran |os resultados de | os bioensayos
de alinmentaci 6n basada en dieta de |arvas WCR después de |a
exposicion de 9 dias a estos ARNds, asi conpb |os resultados
obtenidos con wuna nmuestra de control negativo de ARNds
preparados a partir de una region de codificacion proteina

fluorescente amarilla (YFP) (SEQ ID NO 7).

Tabla 2. Resultados de rnapll-140 ARNds dieta
al i mentaci 6n ensayos obtenidos con las larvas de crisonela
del nmmiz después de 9 dias de alinentacidn. El analisis
ANOVA encontraron di ferencias de significaci 6n en pronedi o de
% de nortalidad y pronmedio de % de inhibicion de crecimento
(4a). Los nedios fueron separados nediante |a prueba de

Tukey Krarmer.
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Dosis Medio % Mortalidad Medio GI
No. de

Nombre del Gen Eil

(ngfem?) | T"3S + SEM* + SEM
RNAPII regl 500 4 97.06+1.70 A 0.99+0.00A
RNAPII reg2 500 10 85.23+£2.97A 0.94+0.02 A
RNAPII reg3 500 10 89.35+£3.00A 0.97+0.02 A
TamponTE 0 12 7.27+4178B 0.01+0.04B
AGUA 0 13 581+2.11B 0.01+0.03B
YFP 500 10 490+ 1.80B -0.08+0.18B

*SEM = Error Estandardel Medio. Las letras en paréntesis designan los niveles estadisticos. Los

niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferente (P<0.05).

**TE = Tris HCl {10 mM) mas tampdn EDTA (1 mM), pH8.

***YFP = Proteina Fluorescente Amarilla

Tabl a 3.

Resunen de potencia oral

ARNds sobre | arvas de circul ante (ng/cnR).

de rnapll-140

Nombre de [z LCxo LC:o Rango Gleo Glso Rango
Muestra

RNAPII regl 103.65 | 68416726 | 2049 11.64-36.06
RNAPI| reg2 6.71 4.37-9.83 4.29 1.76-10.45
RNAPII reg3 2.72 1.72-4.01 1.30 0.75-2.27

Se ha

sugerido previanente que ciertos genes de
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Di abrotica spp pueden explotarse para control de insectos de
ARN nedi ado. Ver Estados Unidos patentes publicacion N
2007/ 0124836, que revela |l as 906 secuencias, y Estados Uni dos
patente N° 7,612,194, que revela las 9,112 secuenci as. Sin
enbargo, se determnd que nuchos genes sugeridos tener
utilidad para ARNI habia nediado control de insectos no son
eficaces en el control de Diabrotica. Tanbi én se determ nd
gue l|las secuencias regl rnapll, reg2 rnapll y reg3 rnapll
proporci onan sorprendente e inesperado control superior de
Di abrotica, en conparacion con otros genes sugirio tener
utilidad para ARNi nedi ado control de insectos.

Por ejenplo, anexina, spectrin Beta 2 y ntRP L4
eran cada uno sugiri6o en US patente N 7,612,194 ser eficaz
en ARNI nediado control de insectos. SEQ ID NO 21 es la
secuencia del ADN de la regi6n de Anexina 1 (Regl). SEQ ID
NO 22 es |la secuencia de ADN de Anexina region 2 (Reg 2) y
SEQ ID NO 23 es la secuencia de ADN de Beta espectrina 2
region 1 (Reg 1), y SEQID NGO 24 es |la secuencia ADN de Beta
espectrina 2 region 2 (Reg2). SEQ ID NO 25 es la secuencia
ADN de ntRP-L4 region 1 (Reg 1), y SEQ ID NO 26 es la
secuencia ADN de ntRP L4 region 2 (2 Reg). Una secuencia YFP
(SEQ ID NO 7) tambi én fue utilizada para producir ARNds conp
control negativo.

Cada una de |as secuencias antes nencionadas se
utilizo para producir ARNds por |os nétodos del ejenplo 3.
La estrategia utilizada para proporcionar plantillas

especificas para la produccion de ARNds se nuestra en |a
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figura. 2. La Plantilla ADNs destinada a utilizarse en la
sintesis de ARNds se prepararon nediante PCR utilizando |os
pares del cebador en |la tabla 4 y (conpb plantilla de PCR)
pri mera hebra ADNc preparada a partir de ARN total aislado de
| arvas instar prinmeras WCR.  (YFP fue anplificada de un clon
de ADN). Para cada regi on del gen objetivo sel ecci onado, se
realizaron dos separadas anplificaciones de PCR La
anplificacion PCR prinera introdujo una secuencia pronotora
T7 en el extrenp 5 de |as hebras de sentido anplificado. La
segunda reacci 6n incorpord |la secuencia pronotora T7 en |os
extrenos 5 de las hebras de antisentidos. Los dos
fragnentos PCR anplificados para cada regi on del |os genes
objetivo se nmezclaron por consiguiente en cantidades
aproxi madanente iguales y la nmezcla se utilizdé conpo plantilla
de transcripcion para |a producci 6n de ARNds. (Ver fig. 2.
ARN en cadena doble fue sintetizado y purificado usando un
equipo de AMBION ® M:EGAscript ® ARN siguiendo |as
i nstrucciones del fabricante (1 NVI TROGEN). Se mdieron |as
concentraci ones de ARNds usando un espectrof ot 6netro NANCDROP
® 8000 (THERMO SCIENTIFIC, WImngton, DE). y cada uno |os
ARNds fueron probados por |os mnmisnpbs métodos de bioensayo
di eta basada descritos anteriornmente. La tabla 4 nuestra |as
secuenci as de | os cebadores usados para producir |a anexina
Regl, Reg2 anexina, spectrin Beta 2 Regl, spectrin Beta 2
Reg2, ntRP Regl L4 y las noléculas ARNds ntRP Reg2 L4.
Secuencias de cebador YFP para utilizan en el nmétodo

representado en la figura. 2. tanbi én aparecen en la tabla 4.
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Tabla 5 presenta |os resultados de | as pruebas biol 6gicas de
al i mrent aci 6n de | arvas WCR después de | a exposici 6n de 9 dias
a estas noléculas ARNds dieta basada. Los bi oensayos
repli cados denbstraron que la ingestion de estos ARNds dio
| ugar a ninguna inhibicion de nortalidad o de crecimento de
las larvas de crisonela del maiz por encima de |lo visto con

| as nuestras de control del tampon TE, Agua o proteina YFP

Tabl a 4. Cebadores y Pares de Cebador utilizan para
anplificar las porciones de la codificacioén de |as regiones

de | os genes.
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Gen SEQ ID
Id. del cebador Secuencia
(Region) NO:
Anexina TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCT
Ann-F1_T7 27
(Reg 1) CCAACAGTGGTTCCTTATC
Par5
Anexina CTAATAATTCTTTTTTAATGTTCCTGAG
Ann-R1 28
(Reg 1) G
Anexina
Ann-F1 29 GCTCCAACAGTGGTTCCTTATC
(Reg 1)
Par6
Anexina TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTA
Ann-R1_T7 30
(Reg 1) ATAATTCTTTTTTAATGTTCCTGAGG
Anexina TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTG
Ann-F2_T7 31
(Reg2) TTACAAGCTGGAGAACTTCTC
Par7
Anexina
Ann-R2 32 CTTAACCAACAACGGCTAATAAGG
(Reg 2)
Anexina
Ann-F2 33 TTGTTACAAGCTGGAGAACTTCTC
(Reg 2)
Par8
) TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTT
Anexina Ann-R2T7 34

AACCAACAACGGCTAATAAGG
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Gen SEQID
Id. del cebador Secuencia
(Regidn) NO:
(Reg2)
Beta-espec
£7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGS
Betasp2-F1_T7 | 35
TETTGECTGCATCTAGAGAL
(Regl)
Par9
Beta-espec
2 Betasp2-R1 36 GTCCATTCGTCCATCCACTGCA
(Regl)
Beta-espec
2 Betasp2-F1 37 AGATETTGGCTGCATCTAGAGAA
(Regl)
Par 10
Beta-espec
27 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTC
Betasp2-R1_T7 | 38
CATTCGTCCATCCACTGCA
(Reg1)
Beta-espec
2 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCA
Betasp2-F2_T7 | 39
GATGAACACCAGCGAGALS
(Reg2)
Pari11
Beta-espec
2 Betasp2-R2 40 CTGGGCAGCTTCTTGTTTCCTC
(Reg2)
Beta-espec
2z Betasp2-F2 41 GCAGATGAACACCAGCGAGAAA
(Reg2)
Par12
Beta-espec
t2 TTAATACGACTCACTATAGGGAGALCTG
Betasp2-R2_T7 | 42

(Reg2)

GGCAGCTTCTTGTTTCCTC
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Gen SEQID
Id. delcebador Secuencia
(Regidon) MO
miRP-L4 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGT
L4-F1_T7 43
(Reg 1) GAAATGTTAGCAAATATAACATCC
Par 13
MtRP-L4
L4-R1 44 ACCTCTCACTTCAAATCTTGACTTTG
(Regl)
mtRP-L4
L4-F1 45 AGTGAAATGTTAGCAAATATAACATCC
(Regl)
Par 14
mtRP-L4 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAACT
L4-R1_T7 46
(Reg 1) TCTCACTTCAAATCTTGACTTTG
miRP-L4 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACAA
L4-F2_T7 47
(Reg2) AGTCAAGATTTGAAGTGAGAGET
Par 15
mtRP-L4
L4-R2 48 CTACAAATAAAACAAGAAGGACCLC
(Reg2)
MtRP-L4
L4-F2 49 CAAAGTCAAGATTTGAAGTGAGAGGT
(Reg2)
Par 16
miRP-L4 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTA
L4-R2_T7 50
(Reg2) CAAATAAAACAAGAAGGACCEC

Tabla 5. Resultados de | os ensayos de alinentacion
de dieta obtenidos con las larvas de crisonela del miz

después de 9 di as.
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Dosis Medio vivo Medio % Inhibicion del
Mombre del Gen 2 crecimiento
(ng/cm?) Peso Larval (mg) Mortalidad del medio
Anaxina-Regl 1000 0.545 a -0.262
Anaxina-Reg 2 1000 0.565 a -0.301
BetaespectrinaZ Reg
1 1000 0.340 12 -0.014
BetaespectrinaZ Reg
5 1000 0465 18 -0.367
miRP-L4 Reg 1 1000 0.305 4 -0.168
mtRP-L4 Reg 2 1000 0.305 7 -0.180
Tampon TE* a 0.430 13 0.000
Apua 0 0535 12 0.000
YFp** 1000 0480 o -0.386

*TE=Tris HCI (10 mM) mds tampdn EDTA (1 mM), pHE.

**YFP = Proteina Fluorescente Amarilla

Ej enpl o 6

Producci 6n de tejidos de maiz transgéni co que

conprende horquilla de insecticidas ARNds

Transf or maci 6n nedi ada por Agrobacterium

Las células de maiz transgénicas, tejidos y |as
pl antas que producen una o nas nol écul as ARNds de insecticida
(por ejenplo, al nmenos una nol écula ARNds incluyendo una
nol écul a de ARNds apuntando a un gen que conprende rnapll-

140; SEQ ID NGO 1) a través de la expresion de un gen
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quinérico estable integrado en l|la planta de genoma se
produjeron tras |a transformaci 6n nedi ada por Agrobacterium
Los Mtodos de transformaci 6n miz enpleando vectores de
transformaci 6n binaria o superbinary son conocidos en el
arte, conop se describe, por ejenplo, en Estados Unidos
patente N° 8.304.604. Los tejidos transformados fueron
sel eccionados por su capacidad de crecer en nmedio que
cont engan Hal oxi fop y fueron exam nados para | a producci 6n de
ARNds, segln corresponda. Las porciones de dichos cultivos
de tejidos transformados podran presentarse a las |arvas de
gusano de la raiz de mmiz recién nacido por bioensayos,
esenci al nente cono se describe en el ejenplo 1.

Iniciacion de cultivo de Agrobacterium Las

concentraciones de glicerol de células cepa DAt 13192 de
Agrobact eri um (WO 2012/ 016222A2) al ber gando una
t ransf or maci 6n bi nari a vect or pDAB114524, pDAB114525,
pDAB110853 o pDAB110556 descrito anteriormente (ejenplo 4)
fueron veteado en placas de nedio mininmas de AB (Watson, et
al ., (1975 J. Bacteri ol . 123: 255 264) que contienen
anti bi 6ti cos apropiados y fueron cultivadas a 20 ° c¢ durante
3 dias. Los cultivos fueron entonces rayados en |as placas
YEP (gniL: Extracto de |evadura, 10; Peptona, 10; NaC 5) que
contiene los msnobs antibioticos y se incubaron a 20 °© ¢
durante 1 dia.

Cultivo de Agrobacterium En el dia de un

experinmento, wuna solucion de concentrado de nedio de

i noculacion y acetosiringona se prepar0 en un volunmen
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adecuado a la cantidad de construcciones en el experinmento y
pi petea en un matraz de 250 mL estéril, desechable. Medio de
i nocul aci 6n (Frame et al. (2011) Transfornmaci 6n Genérica que
usa Enbriones Cigoticos Inmaduros de Miiz. Protocolos vy
metodos de cultivo de enbrion de planta en: Mtodos en
biologia nolecular T. Thorpe A y E C Yeung, (Eds.),
Springer ciencia y negocios Media, LLC. PP 327-341) conti ene:
gm2,2/L M5 sales; 1 X ISU nodificados MsS vitam nas (marco et
al., ibid.) sacarosa 68,4 gnmL; glucosa 36 gmlL; prolina 115
ng/L L; e inositol nyo 100 ng/L; a pH 5.4). Acetosiringona
fue agregada al matraz que contiene nedio de inoculacion a
una concentracion final de 200 pM de wuna solucioén de
concentrado de 1 Men 100% di netil sulfoxido y | a solucion se
mezcl a bien.

Para cada construccion, 1 o 2 lleno de
Agrobacterium de l|la placa de YEP para inoculacion fueron
suspendidos en 15 nL de |la solucidén nmadre de inocul acion
nmedi o/ acetosiringona en un estéril, desechable, tubo de
centrifuga de 50 nL y | a densidad Optica de | a solucioén a 550
nm (ODsso) se mdid en un espectrofotonetro. La suspensi on se

diluydo luego a Oy de 0.3 a 0.4 nediante nezcla de

i nocul aci 6n nedi o/ acet osi ri ngona adi ci onal . El tubo de
suspensi 6n Agr obact eri um fue ent onces col ocado
hori zont al nent e en un agi t ador de pl at af or ma en

aproxi mmdanente 75 rpm a tenperatura anbiente y sacudi do por
1 a 4 horas mentras se realizo |a diseccién del enbrion.

Esterilizacion del oido y enbridn aislamento. Los
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enbriones inmaduros de nmiz se obtuvieron plantas de |inea
consangui nea de Zea mays B104 (Hallauer y cols. (1997) crop
Sci ence 37:1405 1406) cultivados en el invernadero y si msno
0 sib polinizada para producir |as orejas. Los oidos se
cosecharon aproxi madanente 10 a 12 dias post polinizacién.
En | a jornada experinental, de descascarillado orejas fueron
esterilizada por innersion en una solucidn al 20% de lejia
conercial l|a superficie (ULTRA CLOROX ® germcida Bleach
6. 15% hi poclorito de sodio; con dos gotas de TWEEN 20) y se
agito durante 20 a 30 min, seguido de tres enjuagues en agua
desioni zada estéril en una canpana de flujo |am nar. Los
enbriones cigoticos inmaduros (1.8 a 2.2 nm de |largo) fueron
asépti canente di secados de cada oreja y distribuidos al azar
en | os tubos de mcrocentrifuga con 2.0 nmL de una suspensi on
de células adecuadas Agrobacterium en nedio |iquido de
i nocul aci 6n con 200 pM acetosiringona, en cual 2 pL de 10%
BREAK THRU ® S233 surfactante (EVONIK |NDUSTRIES; Habia
afladi do Essen, Al enania). Para un determ nado conjunto de
experi nentos, enbriones de oidos conbi nados fueron utilizados
para cada transfornmaci 6n

Co-Cul tivo de Agr obact eri um Después de

ai sl am ento, | os enbriones fueron col ocados en una pl at af or na
oscilante durante 5 mnutos. El contenido del tubo |uego se
vierte sobre una placa de cultivo Co nmedi o, que contenia 4,33
gn L que Ms sales; 1 X ISU nodificados M vitam nas; sacarosa
30 gnm'L; prolina 700 nmg/L L; 3,3 ng/L Dicanba en KOH (3,6

dicloro o acido anisico o 3,6 dicloro 2 netoxibenzoico



10

15

20

25

152

acido); inositol nmyo 100 ny/L; Hidrolizado enzimatico de |a
caseina de 100 ng/L; AgNO; 15 ng/L; Acetosiringona 200 uM en
DMSO, vy 3 gmL GELZAN ™ a pH 5.8. Con una pipeta estéril,
desechabl e, fue gui t ada | a suspensi 6n | i qui da de
Agr obact eri um Los enbriones fueron entonces orientado con
el escutelo hacia arriba usando pinzas estériles con |a ayuda
de un m croscopio. La placa fue cerrada, sellada con cinta
adhesi va médica 3M M CROPORE ® y col ocada en una i ncubadora a
25° C con luz continua en aproximadamente 60 pnol m2s ! de
radi aci 6n fotosintéticanente activa radi aci 6n (PAR).

Seleccion de callos y regeneracion de eventos

t ransgéni cos. Después del periodo de co-cultivo, | os

enbriones fueron transferidos al medio de descanso, que fue
conpuesta de 4,33 gniL que MS sales; 1 X |ISU nodificados M
vitam nas; sacarosa 30 gmL; prolina 700 ng/L L; Dicanba 3,3
ng/ L en KOH;, inositol nmyo 100 ny/L; Hidrolizado enzimtico de
|la caseina de 100 ng/L; AgNG; 15 ng/L; gm 0,5/L MES (2 (N
Morfol i no) etanesul foni co nonohidrato; PHYTOTECHNOLOG ES L. ;
Lenexa, KS); Carbenicilina 250 ng/L; y 2,3 gniL GELZAN ™ a
pH 5. 8. No mas de 36 enbriones fueron trasladados a cada
pl at o. Las placas fueron colocadas en una caja de plastico
transparente y se incubé a 27° C con luz continua en
apr oxi madanente 50 punol m2s! PAR de 7 a 10 dias. Call osas
enbriones fueron transferidos luego (< 18/ placa) en nedio de
sel eccion 1, el cual estaba conpuesto por nedio de
reclinacion (arriba) con &acido de R Haloxifop de 100 nM

(0,0362 nmg/L; para seleccion de calli al bergando el gen AAD
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1). Las placas se volvieron a desactivar las casillas y se
i ncubaron a 27° C con luz continua en aproxi nadanmente 50 pnol
m2s! PAR por 7 dias. Callosas enbriones fueron transferidos
|l uego (< 12/placa) a la seleccion nedia I, que se conpone de
medi o descansando (arriba) con acido de R Hal oxi fop de 500 nM
(0.181 ng/lL). Las placas se volvieron a desactivar |as
casillas y se incubaron a 27° C con luz continua en
apr oxi madanente 50 unol m?s'! PAR por 14 dias. Este paso de
sel ecci On permte transgénico callo proliferar y
di f erenci ar se.

Proliferando, cal |l os enbri ogéni cos fueron
transferidos (< 9/placa) a nmedio de Pre regeneraci 6n. La pre
regeneraci 6n nedio contuvo 4,33 gniL que M sales; 1 X |ISU
nodi fi cados MsS vitam nas; sacarosa 45 gniL; prolina 350 ng/L
L; inositol nmyo 100 ng/L; Hdrolizado enzimatico de Ila
caseina de 50 ng/L; AgNO®3 1,0 ng/L; gm 0,25/L MES;, 0,5 ng/L
de acido naftal enacético en NaOH, 2,5 ng/L de acido abscisico
en etanol; 1 ng/L 6 bencilamnopurina; Carbenicilina 250
ng/L; 2,5 gmL GELZAN ™ vy 0,181 ng/L acido Hal oxifop; a pH
5.8. Las placas fueron guardadas en cajas claras y se incubd
a 27° C con luz continua en aproxi nmadamente 50 pnol m2s ! PAR
por 7 dias. La regeneracion calli |uego fueron transferidas
(< 6/placa) en nedio de la regeneracion en PHYTATRAYS ™
(SIGVA ALDRICH) y se incubaron a 28° C con 16 horas luz/8
horas por dia oscuros (a aproxi madamente 160 prmol m?s’! PAR)
durante 14 dias o hasta que los brotes 'y raices

desarrol | adas. La regeneraci 6n nmedio contuvo 4.33 gmL que
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M5 sales; 1 X ISU nodificados Ms vitam nas; sacarosa 60 gm L

inositol myo 100 ng/L; Carbenicilina 125 ng/L; 3 gm L GELLAN
™ de las encias; y 0.181 ng/L R Hal oxifop acido; a pH 5.8.

Los pequefios brotes con raices primarias fueron aislados y
transferidos al nedio de alargamento sin seleccidn. E

al argam ento nedio contenia 4,33 gmL que MS sales; 1 X ISU
nodi ficados MsS vitam nas; sacarosa 30 gmlL; y 3,5 gniL
GELRITE ® a pH 5. 8.

Los brotes de la planta transfornada sel ecci onados
por su capacidad de crecer en nmedio que contiene Hal oxifop
fueron trasplantados de PHYTATRAYS ™ para botes pequefios
|l enados de crecimento nedio (PROMX BX, PREMER TECH
HORTI CULTURE), cubierto con tazas o HUM donps (ARCO
pl asticos) y luego endurecidos apagado en una canara de
crecimento CONVIRON (27 ° C dia/24 ° C noche, fotoperiodo de
16 horas, 50-70% RH, 200 punol m?s'! PAR). En al gunos casos,
| as pl antul as transgénicas putativas fueron analizadas para
nunero de copia relativa transgén por analisis PCR de tienpo
real cuantitativo wutilizando cebadores disefiados para
detectar el gen de la tolerancia del herbicida AADl integrado
en el genoma del nmaiz. Ademds, ARN (gPCR ensayos fueron
utilizados para detectar la presencia de |a secuencia del
intron ST-LS1 en ARNds expresa de putativo transformantes.
Las pl antul as transformadas sel ecci onadas fueron trasl adadas
| uego en un invernadero para crecimento y pruebas.

Transferencia y establecimento de plantas To en el

invernadero para la produccion de bioensayo y semllas
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Cuando l|as plantas alcanzaron la etapa V3-V4,
fueron trasplantados en la nezcla de suelo IE CUSTOM BLEND
(perfil/METRO nezclar 160) y crecidos hasta la floracion en
el invernadero (tipo de exposicion de |uz: Foto o
asimlacion; Alto limte ligero: 1200 PAR La duraci 6n del
dia 16 horas; 27 ° Cdia/ 24 ° Cla noche).

Las plantas que se utilizara para bioensayos
i nsectos fueron trasplantadas desde botes pequefios TINUS ™
350-4 ROOTRAINERS ® (SPENCER LEMAIRE |NDUSTRIES, Acheson,
Al berta, Canadd;) (una planta por evento y por ROOTRAI NER ®).
Aproxi madanente cuatro dias después del transplante a
ROOTRAI NERS ®, se infestaron plantas por bioensayos.

Se obtuvieron plantas de |a generaciéon del T; de
polinizar las sedas de plantas transgénicas con polen
recogidas en las plantas de la |inea consanguinea elite no
transgénica B1l04 u otros donantes adecuados polen Tp Yy
pl antando las semllas resultantes. Se realizaron cruces

reci procos cuando sea posi bl e.

Ej enplo 7

Anal i sis nol eculares de los tejidos de maiz

transgéni cos

Andlisis nolecular (ej.: ARN gPCR) de maiz 1o0s
tejidos fueron realizados sobre nuestras de hojas y raices
gue se recolectaron de invernadero cultivada plantas en |os
msnmos dias se evaluo que l|la raiz de dafios de Ila

al i nent aci on.
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Los resultados de ensayos de gPCR ARN para el Per5
3" UIR se utilizaron para validar la expresion de |os
transgenes de horquilla. (Un bajo nivel de deteccién de Per5
3" UTR se espera en las plantas de nmiz nontransformed,
puesto que general nente no hay expresion del gen en tejidos
mai z Per5 enddgeno). Resultados de ensayos de gPCR ARN para
| a secuencia de intrén de LS1 ST (que es parte integral de |la
formaci 6n de nol écul as ARNds horquilla) en expresadas RNAs
utilizaron para validar la presencia de transcripciones de
horquilla. Se mdieron niveles de expresién del transgén ARN
en relacion con los niveles de ARN de un gen enddégeno de
mai z.

El anadlisis de qPCR de ADN para detectar una
porci 6n de la regio6n codificante de AAD1 en |a ADN genomc
fueron wutilizados para estinmar el nuanero de copias de
i nserci 6n transgeéni ca. Se recolectaron nuestras para |os
anal i sis de pl ant as cul ti vadas en comparti m ent os
anbi ental es. Los resultados fueron conparados con resultados
de ADN gPCR de ensayos di sefiados para detectar una porci on de
un gen nativo de copia unica y sinples eventos (con uno o dos
ej enpl ares de |os transgenes) fueron avanzados para estudi os
posteriores en el invernadero.

Ademds, (gPCR ensayos diseflados para detectar una
porcién del gen de resistencia espectinomcina (SpecR
al bergaba en | os plasm dos de vector binario fuera el ADN T)
fueron utilizadas para determ nar si |las plantas transgénicas

contienen extrafos pléasm do integrado secuencias de columa
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vertebral .

Ni vel de expresion de transcripcion de horquilla

ARN: por 5 3' UTR gPCR

Eventos de |la célula del callo o las plantas
transgéni cas se analizaron por tienpo real PCR cuantitativa
(qPCR) del Por 5 3 UTR secuencia de determnar el nivel de
| a expresion relativa de la transcripcion de la horquilla de
|l ongitud total, en conparaci én con el nivel de transcripcioén
de un gen de miz interno (SEQ ID NGO 51; GENBANK ® no
adhesi 6n. BT069734), que codifica un TIP41 cono proteina (es
decir un homdlogo del maiz de GENBANK ® no adhesi on.
AT4@G34270; con una puntuaci 6n de tBLASTX de identidad del
749 . ARN fue aislado usando un equipo de 96 RNAEASY ™
(Q AGEN, Valencia, CA. La siguiente de elucion, el ARN
total fue sonetido a un tratam ento de DNAsel segun protocolo
sugerido del equipo. Luego se cuantificé el ARN en un
espectrofotonetro NANODROP ® 8000 (THERMO SCIENTIFIC) vy
concentraci on fue normalizada a 25 ng/pL. La prinera hebra
ADNc se prepar6 utilizando un ADNc de alta capacidad sintesis
equi po (I NVITROGEN) en un volunen de reacci 6n de 10 pL con 5
uL  desnaturalizado ARN, sustancialnente segun protocolo
reconmendado del fabricante. El protocolo se nodifico

ligeramente para incluir la adicion de 10uL de 100 pM T20VN

ol i gonucleotido (IDT) (SEQ ID NG 52; TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN,
donde Ves AL C o0 Gy Nes A, C, G o T/U en el tubo de 1nL
de la nmezcla madre, con el fin de preparar una cepa de

trabaj o de cebadores al eatorios conbi nados y oligo dT.



10

15

20

25

158

Tras la sintesis de ADNc, nuestras fueron dil uidas
1:3 con agua libre de nucleasas y alnacenaron a -20° C
hasta que se ensayaron

El tienpo real separado PCR ensayos para |la Per5 3'
UTR y TIP41 cono transcripcion se realizaron en un
LI GHTCYCLER ® 480 (ROCHE DI AGNOSTI CS, Indianapolis, IN) en 10
vol unenes de reacci 6n pL. Para el Per5 3 ensayo UTR, |as
reacci ones fueron funcionadas con cebadores P5U76S (F) (SEQ
ID NO 53) y P5U76A (R) (SEQ ID NO 54) y una sonda UNI VERSAL
ROCHE ™ (UPL76; Catal ogo no. 4889960001; Etiquetado con FAM.
Para | os TIP41 conmo ensayo de referencia genética, cebadores
TIPnkF (SEQ ID NO 55) y TIPnR (SEQ ID NO 56) y Sonda HXTIP
(SEQ ID NO 57) mnmarcados con HEX (hexaclorofl uoresceina)
fueron utilizados.

Todos |1 0s ensayos incluyeron control es negativos de
ni nguna plantilla (sélo nezcla). Para |as curvas estandar,
un espaci o en blanco (agua del pocillo de fuente) tanbi én fue
incluido en la placa de l|la fuente para verificar |a
contam naci 6n de la cruzada de la nuestra. | mpri maci 6n vy
secuencias de sonda se establecen en el cuadro 6. Los
conponentes de reacci on reciben |la deteccion de |as diversas
transcri pciones son revelados en la tabla 7, y las
condi ciones de las reacciones de PCR se resunen en |la tabla
8. La fraccion fluorescente FAM (6 carboxi fluoresceina
Ami dite) se excité a 465 nmy la fluorescencia se mdi6 a 510
nm | os val ores correspondi ent es par a | a nol écul a

fl uorescent e hexagonal (hexacl orofluoresceina) fueron 533 nm
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Secuencias de digonucleodtido utilizadas

para | os analisis noleculares de |os niveles de transcripcion

en el maiz transgéni co.

SEQID
Objetivo Oligonucleotido Secuencia
NO.
Peri 3UTE PIUTES (F) 33 ttztzatgttestegcgtat
Per3 3UTR PIUT6A(R) 54 tgttazstazsacoccazamateg
Roche UPLT6
Per3 3UTR NAvE*® Foche Diagnostics Catzlog Number 2433585001
(Sonda-FAM)
TIP41 TIPmxF 33 TCAGGGTAATGCCAACTGGTT
TIPAT TIPmxF 36 CGCAATGTAACCGAGIGICICTICAA
P HXTP 5 TTTTTGGCTTAGAGTTGATGGTGTACTGA
(Sonda-HEX) GaA

*TIP41-similar ala proteina. **NAvSecuencia no disponible del proveedor.

Tabla 7.

Recet as de

detecci 6n de la transcripcion.

la reacci 6n de PCR para

Pers3TTR TIP-similar al Gen
Componente Concentracion Final
Tampon Roche 1X 1%
PIUTeS (F) 04pM 0
PIUT6A(R) 04pM 0
Roche UPLT6 (FAMD 0.2pM 0
HEXupZMF 1] 0.4pM
HEXupZME 0 0.4 pM
HEXupZMP (HEX) 0 02 pM
ADNcZ.0pL) NA NA
Apua AlOpL AlQpL

| a
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Tabl a 8. Ternocicl ador condi ci ones para ARN gPCR

PerS ITUTR v TIP4]1-similar a la Deteccion del Gen

Proceso Temp. | Tiempo | No.deCiclos
Actrvacion de objetivo 05°C [lmm 1
Desnaturalizacion g3 °C 10seg

Extender 60°C A zeg 40

Adquiry FAM o HEX 12°C [seg

Enfriamiento 40°C 1zeg 1

Los datos se analizaron utilizando el LI GHTCYCLER®
Software v1.5 por cuantificacion relativa wutilizando un
algoritnmo méxi no derivado segundo para el calculo de |os
val ores de Cg segun |as reconendaci ones del proveedor. Para
los andélisis de expresion, expresion valores fueron
cal cul ados usando el netodo AACt (es decir, 2 (Cg OBJETI VO-
REF Cq)), que se basa en |a conparaci 6n de | as diferencias de
valores Cqg entre dos objetivos, con el valor base de ser
sel eccionado bajo |a suposicion de que, para |as reacciones
de PCR optim zadas, el producto duplica cada ciclo 2.

Tamafo de transcripcion de horquilla e integridad:

Ensayo de Northern Bl ot En al gunos casos, |a caracterizaci 6n

nol ecul ar adicional de las plantas transgénicas se obtiene
medi ante el uso del analisis de Northern Blot (nmancha de ARN)
para determ nar el tamafio nolecular de la horquilla rnapll-

140 ARN en | as plantas transgéni cas que expresan un rnapll-
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140 horquilla ARNds.

Todos |os materiales y equipos son tratados con
RNAZAP (AMBI ON/ I NVI TROGEN) antes de su uso. Se recogen
nuestras de tejido (100 ng a 500 ng) en 2 niL tubos EPPENDORF
SAFELOCK, interrunpido con un pul verizador de tejido KLECKO ™
(fabricacién de GARCIA, Visalia, CA) con tres granos del
tungsteno en 1 nL de TRIZOL (I NVITROGEN) durante 5 m nutos,
| uego se incubaron a tenperatura anbiente (RT) durante 10
m nut os. Qpcional nente, las nuestras se centrifugaron
durante 10 mn a 4° C a 11.000 rpm y el sobrenadante se
transfiere en wun fresco 2 nL tubo EPPENDORF SAFELQOCK.
Después el honpgenei zado se afaden 200 pL de cloroforno, el
tubo es nezclar por inversion para 2 a 5 mn, se incubaron a
tenperatura anbiente durante 10 mnutos y se centrifugd a
12.000 x g durante 15 mn a 4° C La fase superior se
transfiere en un tubo EPPENDORF de 1,5 ni estéril, se agregan
600 pL de isopropanol al 100% seguido de incubaciodon a
tenperatura anbiente durante 10 mn a 2 h, luego se
centrifugé a 12.000 x g durante 10 mn a 4° c¢c a 25° C Se
descarta el sobrenadante y el sedinento del ARN se |avo dos
veces con 1 nL de etanol al 70% con centrifugacion a 7.500 x
g durante 10 min a 4° ¢ a 25° C entre |avados. El etanol es
descartado y el conprim do es brevenente aire secado durante
3 a5 mn antes de resuspender en 50 pL de agua libre de
nucl easas.

ARN total se cuantifica nediante el NANODROP ® 8000
(THERMO FISHER) y las nuestras se normalizan a 5 pg/10 pL.
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10 pL de glioxal (AMBIONINVITROGEN) se afiaden a cada
nmuestra. Cnco a 14 ng de nezcla estandar nmarcador DI G ARN
(ROCHE APPLI ED SCIENCE, |Indianapolis, IN son dispensados y
agregar un volunen igual de glioxal. Las nuestras y marcador
RNAs se desnaturalizan a 50° C por 45 mn y alnmacenado en
hielo hasta el carganmento en un 1, 25% gel de agarosa (LONZA,
Al'lendale, NJ) SEAKEM oro en NORTHERNMAX 10 X gli oxal
corriendo tanmpon (AMBI OV | NVI TROGEN) RNAs estan separados por
el ectroforesis a 65 voltios/30 mA durante 2 horas y 15
m nut os.

Después de la electroforesis, el gel es aclarado en
2 X SSC por 5 mn y reflejado en una estaci 6n de CGEL DOC
(BIORAD, Hercules, CA), entonces el ARN pasivanente es
transferido a una nmenbrana de nailon (MLLIPORE) durante la
noche en e RT, wusando 10 X SSC como el tanpdén de
transferencia (20 X SSC consta de 3 M de cloruro de sodio y
300 MM de citrato trisdédico, pH 7.0). Después de Ila
transferencia, |la nenbrana se enjuaga en 2 X SSC durante 5
m nut os, el ARN es reticulado UV a la nenbrana
( AG LENT/ STRATACGENE) y la nmenbrana se deja secar a
tenperatura anbi ente durante 2 di as.

La nenbrana es prehibridada en el tanpdén de
ULTRAHYB (AMBI ON/ I NVI TROGEN) durante 1 a 2 h. La sonda
consta de un producto anplificado de la polinmerizacién en
cadena que contiene |la secuencia de interés (por ejenplo, la
secuencia antisentido parte de SEQID NO 16 o SEQ ID NO 17,

segun  proceda) marcado con digoxigenina nediante un
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procedimento de cavar ROCHE de ciencia aplicada. La
hi bri daci 6n en el tanmpon reconendada es durante |a noche a
una tenperatura de 60°C en tubos de hibridaci on. Después de
hi bri daci é6n, el borron es sonetido a |lavados DI G envuelto

expuesto a la pelicula de 1 a 30 mnutos, luego la pelicula
se desarrolla, por nmétodos reconendados por el proveedor del
equi po de excavaci on.

Det er mi naci 6n del nunero de copia de transgen

Los pedazos de hojas de nmiz aproxi madanente
equi val entes a 2 gol pes de hoja se recolectaron en 96 placas
de coleccién del pocillo (Q AGEN). Interrupci 6n del tejido
se realizé6 con un pulverizador de tejido KLECKO ™
(fabricacion de GARCIA, Visalia, CA) en tanpén de lisis
Bl OSPRI NT96 APl (sumnistrado con el equipo de una planta
Bl OSPRI NT96; Q ACGEN) con wun grano de acero inoxidable.
Después de |a maceraci 6n del tejido, ADN genom co (gDNA) fue
aislado en fornmato de alto rendimento utilizando un equipo
de planta BIOCSPRINT96 y un robot de extraccion de
Bl OSPRI NT96. Extracci 6n de ADN genomi co fue diluido 2:3 ADN
agua antes de configurar |a reacci 6n gqPCR

Andlisis de gPCR Se realizan detecci 6n de transgen

por analisis de sonda hidrolisis por tienmpo real PCR usando
un sistema LIGHTCYCLER ® 480. A i gonucl eb6ti dos para ser
utilizado en | os ensayos de sonda hidrélisis para detectar |a
secuencia del intron de ST LS1 (SEQ ID NO 19), o para
detectar wuna porcién del gen SpecR (es decir el gen de

resi stencia espectinomcina soportado en los plasm dos de
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vector binario; SEQ ID NGO 58; SPCL oligonucleo6tidos en la
tabla 9), fueron disefiados usando LI GHTCYCLER ® sonda di sefio
SOFTWARE 2.0. Adenas, oligonucleé6tidos para ser utilizado en
| os ensayos de sonda hidrdélisis para detectar un segnento del
gen 1 AAD herbicida tolerancia (SEQ ID NO 59;
A i gonucl e6ti dos GAADL en |l a tabla 9) fueron di sefiados usando
software cadena EXPRESS (APPLIED BI OSYSTEMS). Tabla 9
nmuestra |as secuencias de |os cebadores y sondas. Los
ensayos eran nultiplexados con reactivos para un gen
cronosém co mmiz enddégeno (invertasa (SEQ ID NGO 60; No
adhesi 6n GENBANK ® U16123; contenpladas en el presente conp
I VR1), que sirvidé conb una secuencia de referencia interna
para asegurar gDNA estuvo presente en cada ensayo. Para la
anplificacion, la nezcla de LIGHTCYCLER ® 480 PROBES MASTER
(ROCHE APPLIED SCIENCE) fue preparado en la concentracion
final de 1x en una reacci 6n miltiplex de volunen 10 pL que
contiene 0.4 puM de cada iniciador y 0.2 uM de cada sonda
(Tabla 10). Una reacci 6n de dos etapas de anplificacién fue
realizada conb se indica en la tabla 11. La Activaci 6n de
fluoroforo y la emsiéon de la FAM y HEX etiquetados sondas
fueron cono describen anteriornente; CY5 conjugados son
exci tados maxi no de 650 nmy fluorescencia maxi no de 670 nm

Los Puntajes de CP (el punto en el cual Ila
fluorescencia de la seflal cruza el wunbral de fondo) se
determinaron a partir de los datos PCR de tienpo rea
utilizando el algoritno de ajuste puntos (version 1.5 de

LI GHTCYCLER ® SOFTWARE) y el nbdul o de Quant rel ativa (basado
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en el método de ). Los datos fueron tratados conp se

describe anteriormente (supra; ARN gPCR).

Tabla 9. Las Secuencias de | os cebadores y sondas
(con el conjugado fluorescente) utilizadas para gen copia
nuneros determ naciones y deteccion de red troncal de

pl asm do vector binario.

SEQID
MNombre Secuencia
NO:

GAAD1-F 64 TGTTCGGTTCCCTCTACCAA
GAAD1-R 65 CAACATCCATCACCTTGACTGA
GAAD1-P (FAM) 66 CACAGAACCGTCGCTTCAGCAACA
IVR1-F 67 TGGCGGACGACGACTTGT
IVR1-R 68 AAAGTTTGGAGGCTGCCGT
IVR1-P (HEX) 69 CGAGCAGACCGCCGTGTACTTCTACC
SPCL1A 70 CTTAGCTGGATAACGCCAC
SPC1S 71 GACCGTAAGGCTTGATGAA
TQSPEC(CY5*) 72 CGAGATTCTCCGCGCTGTAGA
CY5 = Cianina-5

Tabla 10. Conmponentes de la reacci6on para gen

copiar numeros analisis y deteccion de la columa vertebral

de pl asm do del vector binario.
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Componente Amt. (L) Almacenamiento C.Dncentracién
Final

Tampon 2x 5.0 Zu 1x
Cebador delantero Adecuado 0.4 10 pha 04
Cebador Inverso Adecuado 04 10 pm 04
SondaAdecuada 0.4 5 i 0.2
Cebador Delantero-IVR1 0.4 10 ph 04
Cebador Inverso-IVR1 0.4 10 ph 04
Sonda-IVR1 0.4 5 M 0.2
HzO 0.6 MNA* A
ADMg 20 ND** MD
Total 100

*Ma = Mo Aplica

**ND = Sin Determinar

Andlisis del niimero de copia Gendmica
Proceso Temp. | Tiempo | Mo.de Ciclos
Activacion de )

o 85°C 10 min 1
objetivo
Desnaturalizacion g5°C 10zeg
Extender & Adquirir 40

G0°C 40zeg

FAM, HEX, o CY5
Enfriamiento 40°C 10zeg 1

Tabla 11. Ternocicl ador condi ci ones para ADN gPCR
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Ej enpl o 8

Bi oensayo de nmiz transgénico

In vitro insecto bioensayos bioactividad de ARNds
produci da en las células vegetal es es denbstrada por mnétodos
bi ol 6gi cos. Véase, por ejenplo, Fire et al. (2007) NAT
Bi otechnol. 25 (11):1322-1326, (1326)). Uno es capaz de
denostrar la eficacia, por ejenplo, por la alinentacidén de
diversos tejidos vegetales o piezas de tejido derivados de
una planta que produce un insecticida ARNds a insectos
objetivo en un entorno controlado de alinentacion.
Al ternativanente, se prepararon extractos de diversos tejidos
de planta derivados de una planta que produce el insecticida
ARNds y | os acidos nucl eicos extraidos son di spensados en |la
cima de dietas artificiales para |os bioensayos segun se
describi 6 anteriornmente en este docunento. Se conparan | os
resultados de dichos ensayos de alinentacién igualnente
real i zaron bi oensayos que enplean tejidos de control adecuado
de pl antas hospederas que no producen un insecticida ARNds, o
para otras nuestras de control

Bi oensayos de Insectos in vivo con eventos

transgéni cos de maiz

Dos larvas de crisonela del nmaiz (1 a 3 dias)
naci das de huevos |avados son sel eccionadas y colocadas en
cada pocillo de la bandeja de bioensayo. Los pozos son
entonces cubiertos con una cubierta de ficha "Tire N pelar”
(16 CV de BIO BIO SERV) y col ocados en una i ncubadora de 28°

C con un ciclo de luz/oscuridad 18 h/6 h. Nueve dias después
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de la infestacion inicial, las |arvas son evaluadas para |a
nortalidad, que se calcula conb el porcentaje de insectos
nuertos en el nunero total de insectos en cada tratam ento.
Las muestras de insectos estan congel adas a 20° C durante dos
dias, luego las larvas de |os insectos de cada tratam ento se
conbinaron y se peso. El porcentaje de inhibicidn de

crecimento se calcula cono el peso nedio de |os tratam entos
experinmentales divididos por la nmedia del peso de
tratam entos de pocillo de control. Los datos se expresan
cono una inhibicién del crecimento por ciento (de 1los
control es negativos). Pesos pronedi os que exceden el contro

significa peso se normalizan a cero.

Bi oensayos de insectos en invernadero. Los huevos

de crisonela del maiz (WCR, Diabrotica virgifera virgifera
LeConte) fueron recibidos en el suelo de CROP CHARACTERI STI CS
(Farm ngton, MN). Huevos WCR se incubaron a 28° C durante 10
a 11 dias. El huevo fue |avado del suelo, colocado en una
solucién de agar 0.15% y la concentracién se ajusto a
apr oxi mmdanente 75 a 100 huevos por 0.25 nL alicuota. Una
placa de la conpuerta se establecidé en una placa Petri con
una al icuota de suspensi 6n de huevo para nonitorear tasas de
escotill a.

El suelo alrededor de las plantas de nmiz crece en
ROOTRAI NERS ® estaba infestado de 150 a 200 huevos de
circul ante. Los insectos fueron pernmitidos para alinentar
por 2 semanas, tras |lo cual un "Rating de raiz" fue dado a

cada planta. Una escala de |esion de nodo fue utilizada para
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clasificar esencialnente segun Oeson et al. (2005 J. Mol.
Entonol. 98(1): 1-8. Las plantas que han aprobado este
bi oensayo fueron trasplantadas a nacetas de 18,9 litros para
| a producci 6n de sem |l a. Los trasplantes fueron tratados
con insecticida para prevenir nayores dafios gusano de la raiz
y la liberacion de insectos en | os invernaderos. Las plantas
fueron polinizada nanual rente para |a produccion de senmlla
Sem | | as produci das por estas plantas fueron sal vadas para | a
evaluacién en el T; y las generaciones subsiguientes de |as
pl ant as.

Bi oensayos de invernadero incluyen dos tipos de
plantas de control negativo. Las plantas transgénicas
control negativo fueron generadas por |a transformaci é6n con
vectores al bergando genes disefiados para producir una

proteina fluorescente amarilla (YFP) o wuna horquilla YFP

ARNds (ver ejenplo 4). Control negativo nontransfornmed
plantas fueron cultivadas de semllas de l|ineas 7sh382 o
B104. Los bioensayos se |levaron a cabo en dos fechas
separadas, con controles negativos incluyeron en cada

conjunto de naterial es veget al es.

Tabla 12 nuestra |os resultados conbi nados de |os
analisis noleculares y bioensayos para plantas de horquilla
rnapll-140. Exanen de |los resultados de |a prueba biol 6gica
resum dos en el cuadro 12 revela |l a sorprendente e inesperada
observacion que la mnmayoria de las plantas de nmiz
transgéni cas al bergando construcciones que expresan un

rnapll-140 horquilla ARNds conmpuesto por segnentos de SEQ ID
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NO 1, por ejenplo, conb se ejenplifica en SEQ ID NO 16 vy
SEQ ID NO 17, estén protegida contra raiz dafios ocasi onados
por la alinentacion de las |arvas de crisonela del maiz. SOl o
seis de I os 36 eventos gradual es tenia una raiz clasificacion
de 0.75 o myor. La Tabla 13 nuestra |os resultados
conbi nados de | os analisis noleculares y bioensayos para |as
pl antas control negativo. La nmayoria de |las plantas no tenian
ni nguna protecci on contra |las |arvas WCR al i nentaci 6n, aunque
cinco de los 34 clasificados plantas tenian wuna raiz
clasificacion de 0.75 o inferior. La presencia de al gunas
pl antas teni endo decenas de raiz baja calificaciones entre |a
planta de control negativo situado a veces se observa y
refleja la variabilidad y la dificultad de Il evar a cabo este

ti po de prueba biol 6gica en un entorno de efecto invernadero.

Tabla 12. Bi oensayo de efecto invernadero y |os
resultados de los analisis noleculares de rnapll-140 de

horquill a expresando | as plantas de maiz.
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Id. de muestra Tejido de hoja Tejido de raiz

ST-Ls1 PERSUTR | ST-L51 PERSUTR | rpcificaci

RTL* RIL RTL* RTL on deraiz

| Eventos RINAFIIv1

TT45H[I]-00L.00T | 0.0%0 723 0023 030 01
TT45HI]-002.001 | 0.093 o1g 0.093 INERY 01
TT4EHI-04.00T | 0.07% 1107 0243 1054 0.01
TT45HI]-005001 | 0.073 T6.6 0.126 2084 0.01
TT454MI1-007.001 | 0.1I03 612 0147 30 0.03
TT45HI]-008.001 | 0.147 3 0151 1069 0.01
TT454I-009.001 | 0230 1576 0151 FER] 0.23
TT45HIT-0IL.00T | 0390 1600 0.158 1084 0.3
TT45H4MIT-0IZ.00T | 0361 761 0127 2273 0.23
TT45HIT-003.001 | 13433 266.0 0.033 IEERY] I
TT4524[11-005.001 | 07537 2031 0.064 206.3 0.23
TT45HIT-016.001 | 0.733 1713 0043 LI 0.03
TT4524[11-007.001 | 0433 4383 0.066 2057 0.01
TT45HI-0I8.001 | 0.521 2213 0.156 15343 01
TT45HI]-022.001 | 0.330 RN .16 1512 0.01
TT45HIT-023.001 | 0.42% 2123 0.053 1501 01
TT45H4[I]-024.001 | 0.683 2614 0.501 360.6 01
TT45H4I-025.001 | 0266 1723 0.063 1701 0.01
TT4EHI]-0T7.001 | 0.106 ERRY] 0.026 LR I
TT454MI-029.001 | 0321 1522 1.058 1254 01
TT45H4IT-030.001 | 0243 |} P 0.060 1927 NGF#
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Id. de muestra Tejido de hoja Tejido deraiz

ST-L51 PERSTTR | ST-LEI PERSTTE Clasificaci

RTL* RTL RTL* RTL on deraiz
Eventos ENAPII 2
TT4525I-001.001 | 0152 oro 0.01% 306 0.1
TT4525I]-002.001 | O.I1%8 1091 0.149 1211 0.01
114525[11-006.001 | 0.257 1501 0.107 2201 0.03
TT4325TI-01T.001 | 0221 7156 0.0832 1798 0.01
1145251014001 | 0.0%0 443 0.060 0.0 0.01
TT4525I]-015.001 | 0.788 1562 0.057 451 0.03
TT4525IT-016.001 | 0.0%% 3413 0.20% 031 0.73
TT4325IT0TT.000 | 0378 63.3 02658 61.0 NG™=
TT4525IT-018.001 | 0478 1254 0.133 GERY NGF=
TT4E25I1-019.001 | 0.153 0.1 0.000 1.7 I
TT4525I]-020.001 | 0.653 1410 0.060 1271 0.1
TT4525I1-0Z1.000 | 0.653 1761 1670 2273 I
TT4525I]-023.001 | 0.43% 1544 0.05% 1995 023
TT4E25IT-025.000 | 0753 1713 0.145 1501 0.01
TT4525TI1-030.001 | 0.000 0.1 0.000 0.8 I
TT4525[11-032.001 | 0.757 2023 0.143 69.6 0.03
TT4525TI-034.001 | 1578 PEER] 0.071 1130 0.03
TT4525[11-035.001 | 0611 115.6 0.067 1114 0.03

Tabl a 13.

*RTL = Mivel de Transcripcion Relativo mientras se mide contra los niveles de Transcripcion de gen

similar a-TIP4.

**NG = Mo evaluado debido al tamafio pequenfio de la planta

Bi oensayo de invernadero y resultados de
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negati vo que

conprende | as plantas de naiz transgéni cas y nontransforned.

Id. dela muestra Tejido de hoja Tejido deraiz

ST-Ls1 PERSUTR ST-Ls1 PERSUTR Clasific
Eventos Proteina YFP acion

RTIL* ETL RTL* RTL de raiz
101556[679]-10513.001 0.000 0.0 0.000 32.7 1
101556[679]-10514.001 0.173 1713 0240 2023 1
TOIE56[6To- 10515001 0000 423 0.000 EST I
101556[679]-10516.001 0.000 15.9 0.000 63.3 0.73
101556[677]-10524.001 0.000 3152 0.000 3646 1
TOIE56[6TT- 10525001 0000 1843 0.000 o530 I
101556[677]-10526.001 0.000 0.2 0.000 0.3 1
101556[677]-10527.001 0.000 170.1 0.000 125.0 1
TOIE56[6TT-10528.001 0000 ITa38 0.067 040 I
101556[677]-10525.001 0.000 o84 0.000 38.9 1
Eventos de horqguilla
YFP
110853[8]-28%2.001 0.117 oT.0 0.122 65.3 0.5
110853[8]-2920.001 0.098 100 0.272 IEE] 1
TI0853[3]-I91.001 0.083 363 0.107 6.2 I
110853[8]-293.001 0.088 700 0.624 101.1 0.05
110853[8]-294.001 0.07e 338 0.117 342 1
TI0B53[3]-I95.001 0.093 827 0.112 1430 I
110853[8]-296.001 0.097 507 0.138 700 1
110853[8]-297.001 0.106 0.1 0.000 23 1
TI0B53[3]-I98.001 0.000 01 0.000 320 I
110853[8]-292.001 0.354 1430 0.308 101.8 1
110853[8]-300.001 0.300 139.8 0.083 130.1 1
110853[8]-301.001 0.3 1749 1.007 111.4 1
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Id. dela muestra Tejido de hoja Tejido deraiz
ST-L51 PEESUTE | 8T-Ls1 PERSUTR | Clasific
Eventos Proteina YET acion
RTL* RTL RTL* ETL de raiz
Plantas no
transformadas
Tsh381 0.000 0.1 0000 02 0.73
Tsh382 0.000 0.1 0.000 0.1 1
Tsh381 0.000 0.1 0.000 6.1 NG**
Teh382 0.000 0.4 0.000 1.6 1
Tsh3gl 02387 0.0 0000 ND*## 1
Tsh 381 0.000 02 0.000 03 0.73
Bl04 0.000 0.2 0.000 02 1
Bl04 0.000 0.0 0.000 0.6 1
BIN4 0.000 0.1 0.000 0.3 |
Bl04 0.000 04 1.000 1.0 1
Bl04 0.000 0.1 0.000 0.3 1
BIN4 0.000 0.0 0000 pIGN |
Bl04 0.077 0.1 0.000 44 1

*ATL = Mivel de Transcripcidn Relativa mientras se mide contralos niveles de Transcripcidn de gen

similar a-TIP4.

**MNG = No catalogado debido a un tamafio de planta pequefio.

*FFFND = Sin realizar.

Transgéni cos Zea nays que conprende secuenci as de

Ej enplo 9

Diez a 20 de

pl agas de col edptero

| as plantas transgénicas To Zea mays
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se generan cono se describe en el ejenplo 6. Oras |lineas
i ndependientes 10 20 T, Zea mays adicionales que expresan
ARNi se obtienen para el desafio de la crisonelas del maiz.
ARNi incluye SEQID NGO 16, SEQ ID NGO 17, o de otro nodo mas
conprende la SEQ ID NO 1, 3, 4 o 5. La horquilla adicional
ARNi se deriva, de |as secuencias plagas de col edpteros que
incluye Cafl 180 (US patente solicitud publicacion N°
2012/ 0174258), VatpaseC (US patente solicitud publicacién N°
2012/ 0174259), Rhol (US patente solicitud publicacion N°
2012/ 0174260), VatpaseH (US patente solicitud publicacién N°
2012/ 0198586), PPI 87B (US patente solicitud publicacion N°
2013/ 0091600), RPA70 (US patente solicitud publicacion N°
2013/ 0091601), o RPS6 (patente solicitud publicacion N°
2013/ 0097730) . Estos son confirnados a través de RT PCR u
otros métodos de analisis nolecular. Las preparaci ones de
ARN total de lineas T1 independientes seleccionados donde
ARNi contiene un intron AT-LS1 se utilizan para |a RT PCR con
cebadores di sefiados para unirse en el intron ST LS1. Adensas,
| os cebadores especificos para cada gen objetivo en un
constructo ARNI se utilizan para anplificar y confirmar que
| a produccion del pre procesado ARNmM necesaria para |la
producci 6n de ARNsi en planta cuando sea adecuado. La
anplificacion de |as bandas deseadas para cada gen objetivo
confirma | a expresion de la horquilla del ARN en cada planta
transgéni ca de mays Zea. El procesaniento de ARNI en ARNsi se
confirma posteriornente en |ineas transgéni cas i ndependi entes

medi ant e hi bri daci ones de | a mancha bl anca / negra de ARN.
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Arni  nol écul as con secuenci as de desajuste con mas
i denti dad 80% secuenci a de genes objetivo afectan catarinitas
de maiz en forma simlar a |la observada con |as nol écul as de
ARNi tener identidad de secuencia de 100% de |os genes
objetivo el enparejamento de secuencia de desajuste con
secuencias nativas para formar ARNds entrega la planta de
procesado siRNAs que afecta el crecimento, desarrollo vy
vi abi |l i dad de alinentaci 6n pl agas de col ebpt er os.

En la entrega de la planta de ARNds, ARNsi 0 ARNm
correspondi entes a genes objetivo y la posterior absorcion
por plagas de coledpteros a través de resultados en baja
regul aci 6n de | os genes objetivo de alinmentacion en |a plaga
a través del ARN de coledpteros nediacion silencianmento
géni co. Cuando la funcio6n de un gen objetivo es inportante
en una o mas etapas de desarrollo, crecimento, desarrollo vy
reproducci 6n de la plaga de col e6pteros es afectado y en el
caso de al nmenos uno de WR, NCR SCR, MR, aparece D
balteata LeConte, u. D. tenella y wu. D. undecinpunctata
Manner heim conducen a |la falta de éxito infestan, alinentar,
desarrollar o reproducir, o conduce a la nuerte de la plaga
de col edpt eros. La el eccion de genes objetivo y la exitosa
aplicaci6n de ARNi entonces se utilizan para controlar |as
pl agas de col edpt er os.

Conparaci 6n fenotipica de |lineas ARN transgénicas

y nontransformed Zea mays. Los genes plagas de col edpteros

objetivo o0 secuencias seleccionadas para l|la creacion de

horquilla ARNi no tienen ninguna senejanza considerable a
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cual qui er otra secuenci a de genes de planta conocida. Por |o
tanto, la produccion o la activacion de ARNi (sistém ca) por
construcciones dirigidas a estos genes de plagas de
col ebpteros o secuencias no tiene efecto del etéreo sobre |as
pl antas transgéni cas. El desarrollo y caracteristicas
norfol 6gicas de |lineas transgénicas se conparan con |as

pl antas nontransforned, asi conmb |los de lineas transgénicas

transformadas con un vector "vacio" no tener ninguna
horquilla que expresa el gen. Las caracteristicas de la
raiz, disparar, follaje y reproducci é6n se conparan. No hay

di ferencias observables en |os patrones de crecimento y
longitud de raiz de plantas transgénicas y nontransforned.
Las caracteristicas del brote de la plante tales cono altura,
hoja nuaneros y tamafios, época de floracion, floral tamafio y
apariencia son simlares. En general, no hay diferencias
nor f ol 6gi cas observables entre lineas transgénicas y sin
expresi on de nol écul as de ARNi objetivo cuando cultivadas in

vitroy en el suelo en invernadero.

Ej enpl o 10

Transgéni cos Zea nmays que conprende una secuenci a

de pl agas col e6ptero y consructos ARN adi ci onal es

Una planta transgénica de mys Zea que conprende
una secuencia de codificaci 6n heterologa en su genona que se
transcri be para producir una nol écula de ARNi que dirige un
organi snb que no sea una plaga de col edpteros secundaria se

transfornma medi ante netodol ogias Agrobacterium o bigotes ™
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(véase Petolino y Arnold (2009) nétodos de Mdl. Biol. 526:59-
67) para producir una o mas nol écul as ARNds insecticida (por
ejenplo, al nenos wuna nolécula de ARNds incluyendo una
nol écul a de ARNI apuntando a un gen que conprende SEQ I D NO

1, 3, 4, o 5). Los vectores de plasm do de transformaci én
pl anta preparados esencialnmente conob se describe en e

ejenplo 4 se entregan via Agrobacterium o bigotes ™ nedi ada
por métodos de transformaci 6n a células de nmiz suspensién o
enbriones inmaduros de maiz obtenidos de un H |1 o Bl104 Zea
mays planta transgénica que conprende wuna secuencia de
codi ficaci 6n heterd6loga en su genoma gque se transcribe para
producir una nol écula de ARNi que dirige un organi snmb que no
sea una plaga de coledpteros. Los enbrios transfornmdos
resultantes se utilizan para regenerar todas |las plantas que
se denuestra que tienen resistencia a wuna plaga de
col eopteran y el organi sno exceptuando una plaga de

col eopt er an.

Ej enplo 11

Transgéni cos Zea nays que conprende un constructo

ARNi y secuenci as de Control de plagas de col edptero

adi ci onal es

Una planta transgénica de mys Zea que conprende
una secuencia de codificaci 6n heterologa en su genona que se
transcri be para producir una nol écula de ARNi que dirige un
organi sno de pl agas de col e6pteros (por ejenplo, al nenos una

nol écul a de ARNds i ncluyendo una nol écul a de ARNds apunt ando
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a un gen que conprende SEQ ID NGO 1, 3, 4, o 5) secundario se
transfornma medi ante netodol ogias Agrobacterium o bigotes ™
para producir una o mas nol éculas de proteina insecticida

proteinas insecticidas por ejenplo, Cy3, Cy34 y Cry35.

Vectores de plasmdo de transformacién planta preparados
esenci al nente cono se describe en el ejenplo 4 se entregan
via Agrobacterium o bigotes ™ nediada por métodos de
transformacion a células de nmaiz suspensién o enbriones
i nmadur os de mai z obteni dos de una planta transgéni ca de mays
Zea Bl104 conpuesto por una secuencia de codificacion
het er 6l oga en su genona que se transcribe en una nol écul a
para producir ARNI que dirige un organisno plagas de
col edpt er os. Pl ant as dobl enmente transfornmadas que producen
ARNi nol éculas y proteinas insecticidas para el control de

pl agas de col edpt eros obti enen.

Ej enpl o 12

Transcri ptoma de Pol en escarabajo

Insectos: Se colectaron larvas e insectos adultos
pol en de canpos con las plantas florecientes colza (G essen
Al emani a). Los escarabaj os adultos jo6venes (cada uno por el
grupo de tratamento: n = 20; 3 repeticiones) fueron
desafiados nediante |a inyeccion de wuna nezcla de dos
diferentes bacterias (Staphylococcus aureus y Pseudonobnas
aerugi nosa), una |evadura (Saccharonyces cerevisiae) y LPS
bact eri anos. Cultivos bacterianos se cultiva a 37 ° C con

agitacion, y la densidad o6ptica fue nonitoreada a 600 nm
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(0D600) . Las células fueron cosechadas en 0D600 ~1 por
centrifugaci 6n y resuspendi dos en fosfato tanpon salino. La
nmezcla se introdujo ventrolaterally pinchando el abdonmen de
i mgos de escarabajo de polen usando una aguja de diseccion
sunergida en una sol uci 6n acuosa de 10 ng/m LPS (endotoxi na
purificada e. <coli; Sigm, Taufkirchen, Alemania) y |os
cultivos de bacterias y |evaduras. Junto con |a ingenua
i nmune escarabaj os i npugnada se recol ectaron | os escarabajos
y larvas (n = 20 y 3 repeticiones cada uno) en el msnpb punto
de tienpo.

Ai slam ento ARN ARN total fue extraido 8 h
después de |a inmunizaci 6n de congel ados |o0s escarabajos vy
| arvas usando Tri Reagent (centro de investigaci n Ml ecul ar,
Cincinnati, OH USA) y purificado nediante el equipo de Mcro
RNeasy (Q agen, Hilden, Al enmania) en cada caso siguiendo |as
i nstrucciones del fabricante. La integridad del ARN se
verificd nediante un bioanalizador Agilent 2100 y un ARN 6000
Nano equi po (Agilent Technologies, Palo Alto, CA USA). La
cantidad de ARN se determind usando un espectrofotoénmetro
NANOCDROP ® ND 1000. ARN fue extraido de cada uno de |os
grupos de tratamento inducida inmune adulto, grupos de
control para adultos y grupos de l|arvas individualnente vy
cantidades iguales de ARN total posteriornmente se conbi naron
en una piscina por nuestra (innune desafid a |os adultos,
| arvas y adultos de control) para | a secuenci a.

I nformaci 6n  Transcri pt onma: Generaci 6n de datos

ARN Seq vy | ectura Unica de ensanblaje 100 bp ARN Seq se
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|levO a cabo por separado en 5 ARN de MG total aislado de
i nmune desafiaron escarabajos adultos, ingenua (control)
escarabajos adultos y larvas no tratadas. La secuencia fue
realizada por Eurofins MAG Operon utilizando |a plataforna
[I'lum na H Seq 2000. Esto produjo 20,8 nmllones de |ecturas
para | a nuestra de control para adultos del escarabajo, 21,5
mllones de |ecturas para |os LPS desafi 6 nuestra escarabajo
adulto y 25,1 mllones de lecturas para |la nuestra de |arva.
Las |ecturas agrupadas (67,5 mllones) fueron ensanbladas
utilizando el software ensanbl ador de terciopelo/Casis (MH.
Schulz et al . Bi oinformatica 28:1086 92; Zerbino &
i nvestigaci 6n del genona de E. Birney (2008). 18:821 9). EHE
transcri ptoma contenia 55648 secuenci as.

I dentificaci on del RNAPI| del escarabajo del polen:
La busqueda de tBLASTn del transcriptoma fue utilizada para
identificar contigs coincidente. Comb una consulta Ila
secuencia de péptido del RPB2 de subunidad Il de polinerasa
ARN dirigida de ADN se Tribolium castaneum se utilizo

(GENBANK ® XP 974653.1). Nueve contigs se identificaron

(R&K conti g, 35101, RCGK conti g15220, RCGK _cont i g54586,
RCGK conti g33671, RGK _conti g54748, RGK _cont i g50449,
RCGK conti g26724, RGK conti g40010, RCGK conti g14232). Las

brechas entre los contigs se conpletaron con |ecturas sin
nontar usando una herramenta interna. GAP5 (Bonfield JK &
Whi t wham (2010). Bioinformatica 1699-1703) fue utilizado para

| a verificaci 6n de secuenci as.
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Ej enpl o 13

Mortal i dad de pol en escarabaj o (Meli get hes aeneus)

después del tratam ento con rna-I11 ARN

Los cebadores especificos de gen incluyendo Ia
secuencia de pronmotor T7 polinerasa en el extrenp 5 se
usaron para crear |os productos de PCR de aproxi nado de 500
bp por PCR (SEQ ID NGs: 78 y 79). Fragnentos de PCR fueron
clonados en el vector facil pGEM T segun protocolo del
fabricante y enviados a una enpresa de secuenciacion para
verificar |la secuencia. El ARNds entonces fue producido por
la polinmerasa del ARN T7 (MEGAscript ® equipo de ARN,
Appl i ed Bi osystens) de una construcci 6n PCR generada a partir
del plasm do secuenci ado segun protocol o del fabricante.

I nyecci 6n de ~ 100 nl ARNds (1 ug/ul) (SEQ ID NO
77) (n=10; 3 replicaciones bildgicas) en larvas y adultos se
realizo con un m cr omani pul ador bajo una disecciodn
Est ereom croscopio. Los animales fueron anestesiados sobre
hielo antes de que ellos fueron fijadas a la cinta de doble
cara. Controles recibieron el msno volunmen de agua. Se
|l evaron a cabo un control negativo ARNds del |IMPlI (insectos
Met al oprotei nasa gen del inhibidor de |los |epidépteros
Galleria nmellonella). Todos |os controles en todas | as etapas
no podrian ser probados debido a |a falta de ani nal es.

Escarabajos de polen se mantuvieron en placas de
Petri con polen seco y un tejido nojado. Las larvas fueron
criadas en cajas de plastico en la inflorescencia de canol a

en un nmedi o de agar y agua.
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Tabla 14. Resultados del bioensayo de |a inyecciodn

del escarabaj o de polen adulto

% Medio de sobrevivencia + SD*
5 Tratamient

o Dia0 Dia 2 Dia 4 Diaf Dia B

mapll 100+0 100+0 o7+ 6 03 +6 o0+0

agua 100+0 100+0 100+0 100+0 o7+ 6
Dia 10 Dia12 Dia 14 Dia 16

mapll B7tH B3x12 73+ 29 73129

10 agua 90+ 10 90+ 10 90+ 10 90+ 10

* Desviacion estandar

Tabla 15. Resultados del bioensayo de inyeccioén

pol en | arvas del escarabajo.

15
% Medio de sobrevivencia + SD*
Tratamiento Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 6
rmapll 100+0 70+10 13412 10+ 10
Control negative | 10040 100+0 97+ 6 73221
* Desviacion estandar
20

Los controles fueron realizados en wuna fecha

diferente debido a la |limtada di sponibilidad de insectos.
Ensayo de alinentacion: Los escarabajos se
mant uvi eron sin acceso al agua en |os tubos de vacio Hal cén
25 24 h antes del tratamento. Una gotita de ARNds (~ 5ul) fue
col ocada en una pequefia placa de Petri y 5 a 8 escarabajos

fueron agregados a la caja Petri. Los aninmales fueron
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observados en un Estereonicroscopio y aquellos que ingirié
ARNds que contiene solucién dieta fueron sel eccionados para
| a prueba bi ol 6gi ca. Los escarabajos fueron transferidos en
pl acas de Petri con polen seco y un tejido nojado. Controles
reci bieron el msno volunen de agua. Se realizdé un control
negativo ARNds del |IMPlI (insectos Metal oproteinasa gen del
i nhi bidor de los |epidépteros Galleria nellonella). Todos
los controles en todas |las etapas no podrian ser probados

debido a la falta de ani nal es.

Tabla 16. Resultados de bioensayo de alinentaci én

del adul to.

% Medio de sobrevivencia + SD*

Tratamiento Dia0 Dia 2 Dia 4 Diak Dia B

mapil 1000 97 t6 20x10 g716 E7x6

Control negativo | 10020 03158 o010 87158 83158

agua 1000 1000 1000 03+38 03+38
Dia 10 Dia12 Dia 14 Dia 16
mapil 80x10 7010 6715 60+10

Control negativo | 80+ 10 8010 8010 Fixl2

agua 0338 8710 8013 g0+13

* Desviacion estandar

Los <controles fueron realizados en una fecha

diferente debido a la |limtada di sponibilidad de insectos.

Ej enpl o 14
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Transf or naci 6n nmedi ada por Agrobacterium de
hi pocotil os de col za (Brassi ca napus)

Preparaci 6n de Agrobacterium

La cepa de Agrobacterium que contiene un plasm do
binario es rayada afuera en |os nedios de conunicaci 6n YEP
(Bacto peptona ™ 20,0 gmL y levadura extraer 10,0 gmLl)
pl acas cont eni endo estreptom ci na (100 ng/ m) y
espectinom cina (50 ng/nlL) y se incubaron durante 2 dias a 28
© C. La cepa de Agrobacterium propagada que contiene el
pl asmi do binario es raspada de la placa de racha de 2 dias
utilizando un asa de inoculacién esteril. La cepa de
Agrobacterium rascada que contiene el plasmdo binario se
inocula en 150 nL nodificado YEP |iquido con estreptom cina
(100 mg/mM) y espectinomcina (50 ng/mM) en 500 nL estéril
Deut sch desconcertado y sacudida a 200 rpm a 28 ° C. Los
cultivos son centrifugados y resuspendi dos en Mnedio (sales
de LS, 3% de glucosa, vitam nas B5 nodificadas, cinetina 1
UM 1 uM 2, 4-D, pH 5.8) diluidos a | a densi dad adecuada (50
Klett unidades nedida usando un espectrofotoénetro) antes de
| a transfornmaci 6n de hi pocotil os de canol a.

Transf or maci 6n de canol a

Germinaci 6n de las senillas Semi | las de canola
(var. 710 NEXERA ™ estan esterilizadas en |la superficie en
10% Cdorox ™por 10 mnutos y se enjuagan tres veces con
agua destilada estéril (semllas estan contenidas en |os
tam ces de acero durante este proceso). Las semllas se

sienbran para |la germ nacién en nedio de Canola de Y M5 (M5
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de 1/2, 2% de sacarosa, 0.8% de agar) contenida en Phytatrays
™ (25 semllas por Phytatray ™ vy colocado en una camara de
crecimento Percival ™con sistema de réginmen de crecinmento
a 25 ° ¢, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuras
durante 5 dias de | a germ naci on.

Pretratam ento En el dia 5, I|os segnentos del
hi pocétilo de wunos 3 mm de longitud son suprimnmdos
asépticanente, se descartan |as secciones restantes de la
raiz y disparar (secado de segnentos del hipocétilo es
preveni do por sunergir |os segnmentos hipocotilos en 10 nL de
estéril mlliQ ™agua durante el proceso de supresion). Los
segnentos del hipocotilo se colocan horizontal nente sobre
papel de filtro estéril en nedio de |a induccién de call os,
MSK1D1 (MS, cinetina 1 ng/L, 1 ng/L 2, 4-D, 3.0% de sacarosa,
0. 7% phytagar) para el tratamento previo de 3 dias en un
crecimento de Percival ™ de camara con réginen de
crecimento de 22-23 ° C vy un fotoperiodo de 16 horas |uz,
oscuros 8 horas.

Co-Cultivo con Agrobacterium E dia antes de
Agrobacterium cultivo Co, frascos de nedio YEP con |os
anti bi 6ti cos apropiados, son inoculadas con |a cepa de
Agrobacterium que contiene el pléasm do binario. Segnent 0s
del hipocétilo son transferidos de papel de filtro callo
medi o de i nducci 6n, MSKIDl1 a un platos de Petri ™vacio 100 x
25 mm que contenga 10 nL de liquido Mnedio para evitar |os
segnent os del hipocoétilo se seque. Una espatula se utiliza en

esta etapa para recoger a |los segnentos y transferir |os
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segnentos al nuevo nedio. El liquido que mnedio se retira
con una pipeta y 40 nL de suspensi éon de Agrobacterium se
agrega a la placa de Petri ™ (500 segnentos con 40 ni de
sol uci 6n de Agrobacterium. Los segnmentos del hipocétilo son
tratados durante 30 mi nutos con renolinos periddica del plato
Petri ™para que | os segnentos del hipocétilo queden inmersos
en |a solucién de Agrobacterium Al final del periodo de
tratam ento, la solucion de Agrobacterium se pipetea en un
vaso de residuos; autoclave y descartadas (la solucion de
Agrobacterium se retira conpletanente para evitar | a
proliferaci on de Agrobacteriun. Se transfieren | os
hi pocotil os tratadas con pinzas a las |am nas origi nal es que
contienen medios MSKID1 con papel de filtro (cuidado para
asegurarse de que |os segnentos no se secO). El hipocoétilo
transfornada segnentos 'y control no-transfornmado  del
hi pocétil o segnentos son devueltos a |la camara de crecimento
Percival ™bajo luz de intensidad reducida (por cubriendo |Ias
pl acas con papel de alumnio), y los segnentos tratados
hi pocotilo se cultivan conjuntanente con Agrobacterium
durante 3 dias.

I nducci 6n de callos en nedio de sel ecci 6n: Después
de 3 dias de cultivo Co, |os segnentos del hipocotilo se
transfieren individualnmente con forceps en nedio de la
i nducci 6n de call os, MSKIDIHl1 (Ms, cinetina 1 ng/L, 1 ng/L 2,
4-D, 0,5 gmL MES, 5 ng/L AgNG3, 300 ng/L Tinentin ™
carbenicilina 200 ng/L, 1 ng/L Herbiace ™ 3% de sacarosa,

phytagar 0.7% con réginen de crecimento fijado en 22-26 °
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C. Los segnmentos del hipocotilo estan anclados en el nedio
pero no estan profundanente arrai gados en el nedio.

Sel eccion vy regeneraci 6n de brote: Después de 7
dias en nmedio de la induccion de callos, |os segnentos del
hi pocétilo callusing se transfieren a disparar regeneracion
nmedio 1 con |a seleccién, MSB3Z1H1 (MS, 3 ng/L BAP, zeatina 1
ng/L, 0,5 gmL MES, 5 ng/L AgNG3, 300 ng/L Tinentin ™
carbenicilina 200 ng/L, 1 ng/L Herbiace ™ 3% de sacarosa
phytagar 0.7%. Después de 14 dias, |os segnentos del
hi pocétilo que desarrollan brotes son transferidos a |a
regeneraci 6n nmedia 2 con |a selecci6n nmayor, WMSB3Z1H3 (Ms, 3
ng/L BAP 1 ng/L zeatina, MES, 5 ng/L AgNO3, 300 ng/l 0,5 gmL
Timentin ™ carbenicilina 200 ng/L, 3 ng/L Herbiace ™ 3% de
sacarosa, phytagar 0.7% con réginen de crecimento fijado en
22-26 ° c.

Sesi 6n de elongacion: Después de 14 dias, |os
segnentos  del hi pocétilo que desarrollan brotes son
transferidos de regeneracion nedia 2 a disparar nedio de
al argam ento, MSMESH5 (M5, 300 ng/L Tinmentin ™ 5 ny/l
Herbiace ™ 2% de sacarosa, 0.7% TC Agar) con réginmen de
crecimento fijado en 22-26 °© c¢c. Brotes gue son al argados ya
fueron aisladas de |los segnmentos del hi pocétilo vy
transfirieron a MMESH5. Después de 14 dias l|os brotes
restantes que no han alargado en |a cadenaa ronda de cultivo
en el nmedio de alargamiento de disparar se transfieren a
medi o fresco di sparar al argam ento, MSMESH5. En esta etapa se

descartan todos | os segnentos del hipocotilo restantes que no
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producen brotes.

I nducci 6n de raiz: Después de 14 dias de cultivo
en el nedio de alargam ento de disparar, |os brotes aislados
se transfieren a nmedio MSMEST (Ms, 0.5g/L MS, 300 ng/L
Timentin ™ 2% de sacarosa, 0.7% TC Agar) para |la induccion
de raiz entre 22 y 26 ° C. Cual quier brotes que no producen
rai ces después de la incubacion en |a cadenaa transferencia a
medi o MSMEST se transfieren a una segunda o tercera ronda de
i ncubaci 6n en nedio MSMEST hasta que |os brotes desarrollan
raices.

Andlisis por PCR Segnent os de hipocotilo canola
transfornados que se regener6 en brotes que conprende |as
raices mas se analizan nediante un ensayo PCR confirnacion
nolecular. Tejido foliar es obtenida de |os brotes verdes y
probado nediante PCR para detectar la presencia del gen
mar cador sel ecci onabl e pat. Cual qui er cloro6ticas brotes son
descartados y no sonetidos a analisis por PCR Las nuestras
gue se identifican conp positivo para |la presencia del gen
mar cador sel ecci onable pat se guardan y cultivadas en nedio
MSMEST para continuar el desarrollo y alargamento de |os
brotes y raices. Las nuestras que se identifican conb que no
contienen el gen marcador seleccionable pat negativo segun
anal i sis de PCR se descartan

Las plantas de canola transformadas compuesto por
brotes y raices que son positivos PCR para detectar |a
presencia del gen marcador seleccionable pat se traspl antan

en tierra en un invernadero. Después del establecimento de
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| as plantas de canola dentro del suelo, las plantas de col za
se analizan mas para cuantificar el nuanmero de copias de

cassette expresiéon génica pat nediante un ensayo PCR
cuantitativa invasor ™ y Southern blot. Las plantas
transgéni cas de canola To que estan confirnadas para contener
al nenos una copia del casete de expresion génica pat son
avanzadas para su posterior analisis de la semlla. Las
sem | | as obtenidas de plantas de colza Tp transgéni cas tesis,
es decir, T, sem|las de canola, se analizan para detectar |la
presenci a del gen gen objetivo.

Si bien |la presente descripcidén puede ser
suscepti bl e de diversas nodificaciones y formas alternativas,
| as nodal i dades que se describieron anteriornmente se han
nostrado sél o a nodo de ejenplo detallado. Sin enbargo, cabe
conprender que | a presente descripci on no debe verse |limtada
a las nodalidades particulares que se describen en el
presente. En canbio, |a presente descripcion cubre todos | os
equi val entes, nodificaciones y alternativas que se encuadren
dentro del alcance de la presente descripcioén, tal conpo se
define a través las siguientes reivindicaciones adjuntas vy

sus equi val entes | egal es.
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REI VI NDI CACI ONES

1. Un ARN que conprende por al menos 15
nucl eéti dos contiguos que tienen, en toda su longitud, al
menos un 80% de identidad a wuna secuencia de ADN de
codi ficaci 6n de por | o nenos una porci 6on de rnapll-140.

2. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en donde ARN conprende una raiz y un bucle.

3. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en el cual el acido nucleico conprende ademds uha secuenci a
conpl ementaria de al nenos |o0s nucledtidos contiguos 15.

4. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 2,
donde al nenos una porcion de tallo del bucle del tallo de
ARN expresado esta formado por el enlace de al nenos 15
nucl eétidos contiguos a |la secuencia conplenentaria a al
menos 15 nucl e6ti dos conti guos.

5. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en el cual el ARN es un ARN

6. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 5,
en el cual el ARNi es un ARNds, ARNsi, ARNm o0 un ARNhp.

7. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en el cual el ARN se conpone de un analogo del acido
nucl ei co.

8. El ARN de conform dad con | a reivindicacio6n 1,
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en el cual el ARN es capaz de inhibir |a expresi 6n de RNAPII -
140 en un col edptero.

9. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 8,
en el cual la inhibicion de |la expresion de RNAPII-140 es a
través de silenciamento del gen post-transcripcional.

10. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en el cual el rnapll-140 es D abrotica virgifera virgifera
rnapl1-140

11. El ARN de conform dad con la reivindicacion 1,
en donde el rnapll-140 se codifica por SEQ ID NO 1.

12. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en donde el rnapll-140 es un Meligethes rnapll-140.

13. El ARN de conform dad con la reivindicacion 1,
en el cual rnapll-140 se codifica por un &acido nucleico
sel ecci onado del grupo que consiste de SEQ ID NO 73, 75 vy
81.

14. El ARN de conform dad con |a reivindicacion 1,
en el cual |a secuencia que codifica por |o nmenos una porcion
de rnapll-140 se sel ecciona del grupo que consiste de SEQ I D:
3, 4, 5 vy 77.

15. El ARN de conformdad con la reivindicacioéon 1
donde | os nucledtidos contiguos al nenos 15 es sel ecci onado
del grupo que consta de 19, 21, 25, 29, 30, 40, 50, 70 y 100
nucl eéti dos conti guos.

16. El ARN de conform dad con la reivindicacion 1,
en donde por |o nmenos 80% de identidad se selecciona del

grupo que consiste de la identidad de 85% 90% 95%y 100%
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17. Una célula de la planta que conprende el ARN
de conform dad con la reivindicacion 1

18. La célula de la planta de conform dad con la
reivindicacién 15, en el cual la planta se selecciond del
grupo que consiste de Zea nmays, dycine max, Brassica spp, Yy
la fam | i a Poaceae.

19. Un &cido nucleico que codifica el ARN de
conform dad con |l a reivindicacion 1

20. El 4cido nucleico de conformdad <con la
rei vindi caci 6n 17, en el cual el acido nucleico se conpone de
una secuenci a sel ecci onada del grupo formado por SEQ | D Nos:
16, 17, 78 y 79.

21. E 4cido nucleico de conformdad con la
reivindicacion 17, en el cual el acido nucleico esta
vi ncul ado de manera operable a un pronotor

22. Un vector que conprende el acido nucleico de
conform dad con |l a reivindicacion 17.

23. Una célula de la planta que conprende el &cido
nucl ei co de conform dad con | a reivindicaci on 17.

24. La célula de la planta de conform dad con la
reivindicaciéon 21, en el cual la planta se selecciond del
grupo que consiste de Zea nmays, dycine max, Brassica spp, Yy
la fam | i a Poaceae.

25. La célula de la planta de conform dad con la
rei vindi caci on 21, en el cual el acido nucleico de
conform dad con la reivindicacion 17 se integra en el genoma

de la célula de la planta.
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26. Un método de control de col eépteros, el método
gue conprende expresando el &cido nucl eico de conform dad con
| a reivindicacion 17 en una pl ant a.

27. El método de conform dad con |la reivindicacion
24, en donde el coleb6ptero se selecciona del grupo que
consiste de Diabrotica virgifera virgifera, Di abrotica
bar beri , Di abrotica undecinpunctata howardi, Di abrotica
virgifera zeae, aparece Diabrotica balteata, D abrotica
undeci nmpunct at a tenel | a, Di abrotica undeci nmpunct at a
undeci npunctata, y Meligethes aeneus.

28. Una fuente de alinmento para un col eopteréan que
conprende el ARN de conform dad con | a reivindicacion 1

29. Un método para controlar |os col eopteranes, el
mét odo que conprende alinmentar un coleopteran |la fuente de
al i mentaci 6n de conform dad con | a reivindicaci 6n 26.

30. El nmétodo de conform dad con |la reivindicacion
24, que conprende adenas |a expresion de un acido nucleico
gqgue codifica wuna proteina de Bacillus thuringiensis de
i nsectici da.

31. El nmétodo de conform dad con |la reivindicacion
28, en el que la proteina de Bacillus thuringiensis toxina se
sel ecci ona del grupo que consiste en, Cry35Abl, Cry34/35Abl0,
Cry3A, Cry3B, Cry6A, y conbi naci ones de | os m snos.

32. El nmétodo de conform dad con |la reivindicacion
24, que conprende adenas |a expresion de un acido nucleico
gue codifica un ARNi que inhibe la expresidén de un gen de

col edpt er os.
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33. El método de conform dad con |l a reivindicacion

30, en el que el acido nucleico se selecciona del

consiste de cafl 180,

RPA7, y RPS6.

Vat paseC, Rhol,

Vat paseH

grupo que

PP

87B,



ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made effective this 20 day of December, 2013, by
Andreas Vilcinskas and Eileen Knorr (hereinafter referred to as Assignors), residing at
Winchesterstr, 2, 35394 Giessen, GERMANY; and Heinrich-Buff-Ring 26-32, 35392 Giessen,
GERMANY, respectively;

WHEREAS, Assignors have invented certain new and useful improvements in
RINAPII-140 NUCLEIC ACID MOLECULES THAT CONFER RESISTANCE TO
COLEOPTERAN PESTS, set forth in a Provisional application for Letters Patent of the United
States, already filed on December 20, 2013 as U.S. Application No. 61/919,239; and

WHEREAS, Fraunhofer-Gesellschaft zur Férderung der angewandten Forschung e.
V., having its principal place of business at HansastraBe 27 ¢, 80686 Minchen, Federal
Republic of Germany (kereinafter referred to as Assignee), is desirous of acquiring the entire
right, title and interest in and to said inventions and said Application for Letters Patent of the
United States, and in and to any Letters Patent of the United States to be obtained therefore and

thereon.

NOW, for good and valuable consideration and/or the remuneration received for
my/our work and/or other goods and sufficient consideration, the receipt of which is hereby
acknowledged, Assignors have sold, assigned, transferred and set over, and by these presents
do sell, assign, transfer and set over, unto Assignee, its successors, legal representatives and
assigns, the entire right, fitle and interest in and to the above-memtioned inventions and
application for Letters Patent, and in and to any and all direct and indirect divisions,
coptinuations and continuations-in-part of said application, and any and a1l Letters Patent in the
United States and all foreign countries which may be granted therefore and thereon, and
reissues, reexaminations and extensions of said Letters Patent, and all rights under the
International Convention for the Protection of Industrial Property, the same to be held and
enjoyved by Assignee, for its own use and benefit and the use and benefit of its successors, legal
representatives and assigns, to the full end of the term or terms for which Letters Patent may be
granted and/or extended, as fully and entirely as the same wouid have been held and enjoyed by

Assignors, had this sale and assignment not been made.
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AND for the same consideration, Assignors hereby represent and warrant to
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
delivery of these presents, except for any rights, titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have already been transferred to Assignee, Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and that
Assignors have good and fult right and lawful authority to sell and convey the same in the

mannet herein set forth.

AND for the same consideration, Assignors hereby covenant and agree to and with
Assignee, its SUCCESSOLS, legal representatives and assigns, that Assignors will sign all papers
and documents, take all lawful oaths and do all acts necessary or required to be done for the
procurement, maintenance, enforcement and defense of any Letters Patent and applications for
Letters Patent for said inventions, without charge to Assignee, its successors, legal
representatives and assigns, whenever counsel of Assignee, or counsel of its successors, legal
representatives and assigns, shall advise: that any proceeding in connection with said
inventions, or said Provisional application for Letters Patent, or any proceeding in connection
with any Letters Patent or applications for Letters Patent for said inventions in any country,
including but not limited to interference proceedings, is lawful and cesirable; or, that any
division, continuation or continuation-in-part of any application for Letters Patent, or any
reissue, reexamination or extension of any Letters Patent, to be obtained thereon, is lawful and

desirable,

AND Assignors hereby request the Commissioner for Patents and Trademarks to
issue said Letters Patent of the United States to Assignee, as Assignee of said inventions and
the Letters Patent to be issued thereon, for the sole use and benefit of Assignee, its successors,

legal representatives and assigns.

AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply
with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of this

document:

Fraunhofer-Gesellschaft zur Forderung der angewandten Forschung e. V.
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All practitioners at Customer Number 80834

AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.
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Date: 22, A 0 AL Signature: \}\l U’f
A"\ﬁ“' )

cas Vilcinskas
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This Form 881 is in the ENGLISH language and has the same meaning in other languages with the same 881 number.

FORM 881

SUBSCRIBING WITNESS
AFFIDAVIT OF EXECUTION
OF AN ASSIGNMENT

1 Uluda. Rin &3@Mm

Whose full post office address is:

(enstcosse. 29
RSB Cie 335¢

GGLMM_GL%U\
N

Make oath and say that ] was personally present and did see:
Andreas Vilcinskas
Who is personally known or identified to me to be the inventor(s) named

in the attached assignment, duly sign and execute the same for the
purposes therein stated.

Signed at: Q\le S8ewn

On this _272-  day of /67‘903 UG L L 20_AS

Subscﬁbin@imess

‘ 5 74848-US-ESP




Date: 22 A Dol Signature: /L_, L/

“Eileen Knog’r

v 5 74949-US-PSP
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This Form 881 is in the ENGLISH language and has the same meaning in other langunages with the same 881 number.

FORM 881

SUBSCRIBING WITNESS
AFFID&AVIT OF EXECUTION
OF &K ASSIGNMENT

I, Uaden -%M&%Mw

Whose full post office address is:

Labwshragee 29
25398  CGuessen

Ciecugomd
(\}\.&_QL::J

Make oath and say that I was personally present and did see:

Eiteen Knorr

Who is personally known or identified to me to be the inventor(s) narned
in the attached assignment, duly sign and execute the same for the
purposes therein stated.

Signed at: CL'{(J L e

On this 2.2 day of &ﬂOzMM_G:{ ij , 20

e

SuB'scribiI}! Withess—~
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CESION DE INVENTORES

LA PRESENTE CESION, efectiva este dia 20 de diciembre de 2013 por Andreas
Vilcinskas y Eileen Knorr (conocidos en adelante como Cedentes), domiciliados en
Winchesterstr. 2, 35394 Giessen, ALEMANIA; y Heinrich-Buff-Ring 26-32, 35392
Giessen, ALEMANIA, respectivamente;

CONSIDERANDO QUE, los cedentes han inventado una serie de mejoras nuevas
y ftiles en MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO RNAPI 140 QUE CONFIEREN
RESISTENCIA A PLAGAS DE COLEOPTEROS, establecidas en una solicitud
Provisional para Titulos Patente de los Estados Unidos, ya presentadas el 20 de diciembre
de 2013 como la solicitud de EE.UU. No. 61/919,239; v

CONSIDERANDO QUE, Fraunhofer-Gesellschaft zur Forderung der angewandten
Forschung e.V., cuya sede principal se encuentra ubicada en Hansastrafle 27 c, 80686
Miinchen, Republica Federal de Alemania (conocida en adelante como Cesionario), estd
interesada en adquirir todos los derechos, titulos, e intereses en y sobre dichas invenciones
y dicha Solicitud para Titulos Patente de los Estados Unidos, y en relacion a todos y cada
uno de los Titulos Patente de los Estados Unidos que se obtengan a partir de y en relacion
con las mismas.

EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, por contraprestaciéon véalida y onerosa y/o
remuneracion recibida por mi/muestro trabajo y/o por otras contraprestaciones validas y
suficientes, cuyo recibo se reconoce por la presente, los Cedentes han vendido, cedido,
transferido y traspasado, y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan al
Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, la totalidad de los derechos,
titulos e intereses en relacidén a todas v cada una de las invenciones anteriormente
mencionadas y la solicitud para Titulos Patente, y en relacidn a todas y cada una de las
divisiones, continuaciones y continuaciones parciales directas ¢ indirectas de dicha
solicitud, y todos y cada uno de los Titulos Patente en los Estados Unidos v todos los paises
extranjeros que se obtengan a partir de y en relacidn a las mismas, y las reemisiones,
reexaminaciones y extensiones de dichos Titulos Patente, asi como todos los derechos de
acuerdo a la Convencién Internacional para la Proteccién de Propiedad Industrial, con los
cuales también contard y gozara el Cesionario, para su propio uso y disfrute y para el uso y
disfrute de sus sucesores, representantes legales v cesionarios, durante todo el término o
términos de los Titulos Patente otorgados y/o extendidos, de la misma manera v por el
mismo tiempo que tendrian y disfrutarian los Cedentes si no hubiese ocurrido la presente
venta y cesion.

Y por la misma consideracion, por medio de la presente los Cedentes declaran y
garantizan al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios que, en el
momento de ejecucion y entrega del presente documento, a excepcion de los derechos,
titulos y/o intereses surgidos para el Cesionario conforme a la ley o que ya han sido
transferidos al Cesionario, los Cedentes son los Umicos y legitimos propietarios de la
totalidad de los derechos, titulos e intereses relacionados a dichas invenciones y solicitud de
Titulos Patente mencionados anteriormente, v que los mismos se encuentran libres de




gravamenes y que los Cedentes estén en todo su derecho y estan autorizados a vender y
traspasar los mismos de la manera establecida en este instrumento.

Y por la misma consideracién, por medio de la presente los Cedentes aceptan y se
comprometen con el Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, a
firmar todos los papeles y documentos, a prestar todos los juramentos correspondientes y
hacer todo lo necesario o exigido para obtener, mantener, hacer cumplir y defender
cualquiera de los Titulos Patente y solicitudes para Titulos Patente para dichas invenciones,
sin ningln cargo al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, toda vez
que el apoderado del Cesionario, o el apoderado de sus sucesores, representantes legales vy
cesionarios indiquen: que algin procedimiento relacionado a dichas invenciones, o dicha
solicitud Provisional de Tftulos Patente, o cualquier procedimiento relacionado a cualquier
Titulo Patente o solicitudes para Titulos Patente para dichas invenciones en cualquier pais,
incluyendo mas no limitado a procedimientos de interferencia, es legitimo y deseable; o que
cualquier divisién, continuacién o continuacién parcial de cualquier solicitud para Titulos
Patente, o cualquier recmisién, reexaminacion o extensién de cualquier Titulo Patente que
se obtenga como resultado de las mismas es legitima y deseable.

Y por medio de la presente los Cedentes solicitan al Comisionado de Marcas y
Patentes expedir dichos Titulos Patente de los Estados Unidos al Cesionario, como
Cesionario de dichas invenciones y de los Titulos Patente que se obtengan como resultado
de las mismas, para el uso y beneficio exclusivo del Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionarios.

Y por medio de la presente los Cedentes autorizan a los siguientes individuos a
adjuntar al presente documento de Cesién, cualquier tipo de identificacién adicional que
sea necesario o deseable para cumplir con las normas de la Oficina de Marcas y Patentes de
los Estados Unidos para el registro de este documento:

Fraunhofer-Gesellschaft zur Forderung der angewandten Forschung e.V.

Todos los profesionales con el Nimero de Cliente 80834

Y los Cedentes reconocen una obligacion de cesién de esta invencién al Cesionario
en el momento en que se realizo la invencion.



Fecha: 22/01/2015 Firma: [firma ilegible]

Andreas Vilcinskas
TESTIGO FIRMANTE )
JURAMENTOQ DE EJECUCION

DE UNA CESION

Yo, [nombre ilegible]

Cuya direceion de oficina de correos completa es:

[direccidn ilegible]

Juro y digo que estaba presente personalmente y presencié a:
Andreas Vilcinskas

A quien conozco o identifico como el inventor(s) nombrado en la cesién adjunta, firmar y
gjecutar la presente cesion para los fines indicados en la misma.

TFirmado en: [lugar ilegible]

Este dia 22 de enero de 2015

[firma ilegible]

Testigo firmante

Fecha: 22/01/2015 Firma: [firma ilegible]
Eileen Knorr
TESTIGO FIRMANTE
JURAMENTO DE EJECUCION
DE UNA CESION

Yo, [nombre ilegible]

Cuya direccién de oficina de correos completa es:

[direccion ilegible]




Juro y digo que estaba presente personalmente y presenci€ a:
Eileen Knorr

A quien conozco o identifico como el inventor(s) nombrado en la cesion adjunta, firmar y
ejecutar la presente cesion para los fines indicados en la misma.

Firmado en: [lugar ilegible]

Este dia 22 de enero de

[firma ilegible]

Testigo firmante

HRNA\HRN\ID-454074\WPC22899



ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made effective this 20" day of December, 2013, by
Kenneth Narva; Kanika Arora; Murugesan Rangasamy; Balaji Veeramani; Pretnchand Gandra;
Sarah E. Worden; and Huarong Li (hereinafter referred to as Assignors), residing at 4372
Creekside Pass, Zionsville, Indiana 46077; 2903 Spring Meadow Ct, Indianapolis, Indiana
46268; 6087 Chesnut Eagle Drive, Zionsville, Indiana 46077; 8815 Arborway Court, Apt 124,
Indianapolis, Indiana 46268; 2009 Norcross Cr, Apt D, Indianapolis, Indiana 46260; 8435
Stones Ferry Road, Indianapolis, Indiana 46278; and 6203 Eagle Lake Drive, Zionsville,
46077, respectively;

WHEREAS, Assignors have invented certain new and useful improvements in
RNAPII-140 NUCLEIC ACID MOLECULES THAT CONFER RESISTANCE TO

COLEOPTERAN PESTS, set forth in a Provisional application for Letters Patent of
the Uniled States, aiready filed on December 20, 2013 as U.S. Application No. 61/919,239; and

WHEREAS, Dow AgroSciences LLC, a Limited Liability Company organized
under and puesuant 1o the laws of Delaware having its principal place of business at 9330
Zionsville Roud, Indianupolis, Indiana 46268 (hereinafter referred to as Assignee), is desirous
of acquiring the entire right, title and interest in and to said inventions and said Application for
Letters Patent of the United States, and in and to any Letlers Patent of the United States to be

obtained therefore and thereon.

NOW, for good and valuable consideration and/or the remuneration received for
my/our work and/or other goods and sufficient consideration, the receipt of which is hereby
acknowledged, Assignors have sold, assigned, transferred and set over, and by these presents
do sell, assign, transfer and set over, unlo Assignee, its successors, legal representatives and
assigns, the entire right, title and inlerest in and to the above-mentioned inventions and
application for Letters Patent, and in and to any and all direct and indirect divisions,
contimuations and continuations-in-part of said application, and any and all Letters Patent in the
United States and all foreign countries which may be granted therefore and thereon, and
reissues, reexaminations and extensions of said Letters Patent, and all rights under the

International Convention for the Protection of Industrial Property, the same to be held and

F4549.05.PSP




enjoyed by Assignee, for its own use and benefit and the use and benefit of its successors, legal
representatives and assigns, 10 the full end of the term or terms for which Letters Patent may be
granted and/or extended, as fully and entirely as the same would have been held and enjoyed by

Assignors, had this sale and assignment not been made.

AND for the same consideration, Assignors hereby represent and warrant to
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
delivery of these presents, except for any rights, titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have already been transferred 1o Assignee, Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and that
Assignors have good and full right and lawful authority to sell and convey the same in the

manner herein set forth.

AND for the same consideration, Assignors hereby covenant and agree to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignors will sizn all papers
and documents, take all lawful oaths and do all acts necessary or required to be done for the
procurement, maintenance, enforcement and defense of any Letters Patent and applications for
Letiers Patent for said inventions, without charge to Assignee, its suceessors, legal
representatives and assigns, whenever counsel of Assignee, or counsel of its successors, legal
representatives and assigns, shall advise: that any proceeding in connection with said
inventions, or suid Provisicnal application for Letters Patent, or any proceeding in connection
with any Letters Patent or applications for Letters Patent for said inventions in any country,
including but not limited to interference proceedings, is lawful and desirable; or, that any
division, continuation or continuation-in-part of any application for Letters Patent, or any
reissue, reexamination or extension of any Letters Patent, to be obtained thereon, is lawful and

desirable.

AND Assignors hereby request the Commissioner for Patents and Trademarks 1o
issue said Letters Patent of the United States to Assignee, as Assignee of said inventions and
the Letters Patent to be issued thereon, for the sole use and benefit of Assignes, its successors,

legal representatives and assigns.

T4949-US-PSP
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AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply
with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of this
docuinent:

DOW AGROSCIENCES LLC
Al practitioners at Customer Number 25212

AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee al the time the invention was made.

3 T4949-US-PSP
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Kevpmidin X our—
Kenneth Nagva
Date: P / 351 / 1Y
United States of America )
Siote of Indizna ) s5.:
County of Marion )
On this _5—5133’ of 1—f bvb(ﬁ\_ﬂ’b'; f 20'."‘1( , before me
personally came Kennech Marva / , io me known (¢ be (he individua!
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.
( Ciidoe . L -t 3‘1*-*“‘"""}(
otary Public i
Notary ..
WRHeL, ANHE C HARVEY
s"‘-,}‘.’..,?:”.-,_ Staxnry Aubtie, Sttts ol indiang
§ ruonmt T waign Counly ;
ERlwansmINE e p nmiznign ¥ 527323
T RIS Sy Commisaion Sapuss g
it Juns 21,2219
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7 Kanika Arora

Date: f?i/ { 3/2,7].«?.

United Staies of America )
State of Indiana ) s8.:
County of Marion )

On this |4 dayof _£¢ ), LU F LA L peforeme
personaily came Kanika Arora 4, to rae known 1o be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same,

R

P e ( %AUJ.MP\«"

Notary Public
| et ANNE C HARVEY
& 1A % Hmiary Pubtlic. S14L0 ol lowan
T ) Maritn Caunty
'5*1.75'::.: F  Commiusion # B2732°
“5'/ e & My Commispon Greares
w, :Eg‘m\‘ lune 21,2009 ) ;_
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US 41319239
pesan Rangasamy
Date: Mﬂnbk L ; 2ol
United States of America )
State of Indiana } 85.3
Caunty of Marion }
ontis __ (g dyof Mayein » _20104 veforeme
personaly came Murugesan Rangasamy , to me known io be the irdividusl

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

Nolary Pulilic

of the same.
Ounne CM

S, ANNE C HARVEY
S oy "% Motsry Pablic, Stata ol indlana
L)

§. ,E sderton County
% isem; 7  Commisaon s g27a1)
A c‘-" ty Commiasion Expaios

fu°'*’;‘u~ June 21, 2019
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V ) Gf\gﬂ).f :
Balaji Veeramant
Date: 2/13 /2013
United States of America )
State of Indiana J 55.:
County of Marion ]

Onthis __{':  dayof £F X A, 2ol beforeme
personally came Balaji Veeramani 1", to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing imstrument, and acknowledged execution

of the same.

Lt € e

Notary Public Y

. ANNE C HARVEY

1
ML (atory Fublle, State of

-

g :°;‘°“""‘.ﬁ= Harinn Gounty
S e ¢ 5 Commigsion 8 5271
2 WP F My Commidsian Eapat

“,

PO

", -~
R T I
it

it o el b in
!

Juna 21, 2019 )
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Premchand Gandra
Date: @Ll 13114
United States of America )
Staie of Indiana ) ss.:
County of Marion )

On this |2 day of ey ma.m) 71014k before me
personally came Premchand Gendra » Io me known o be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the sarne. i

b v bk e

Notary Public

e

i, ANNE C HARYEY i
BT Howndy Putile, State of Indisne
e tfasion County

e f Commissicn # 527321 E
P wy Commission Expiros
iy Juna 21, 2019 t
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-
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Sacalk €pdin

Sargh E. Worden

Date: __02//3/20/4

United States of Amerca )i
State of Indigne ) ss.:
County of Marion )

On this |7 day of i"ﬂ:f' bov Ly e 14 , before me
pecsonally came SamhE.Worden 7 , to me known (o be the individual
described in 2nd who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same.

'{ dovt g C } Fx'r.ﬂ-“' -

Notary Public 4 )

—
e, AMNE C HARVEY
o *":'T-‘"“'-f % Hatary Putic, $tato of triess
Suiionts Liation Coudty

*

Ten s £ Commlsagn # G712}
;._‘,.; & My Cammiasion £3piros
CHELR Juns 21, 2019
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-{—,mem? 2

Huarong Li
Date: 3/;3/&3;‘@
United States of America 3}
State of Indiana ¥ss.:
County of Marion H
On this j 0'3 day of Ft" Vir vy 20144 , before me
persenslly came HyarongLi _ ~ , to me known 1o be the individual

described in and who executed the foregoing instmunent, and acknowledged execution
of the same.

1

{11 Ly . ("‘I'JLW’X
Notary Public /

I n ——
AL ANNE C HADVEY
YT Hatary Publle. State of Indisna

harion Coupty
Cu?mlazian AN
% reeeen S Wby Commingign Bagitpm
i ¥
gy June 21, 2419
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CESION DE INVENTORES

LA PRESENTE CESION, efectiva este dia 20 de diciembre de 2013 por Kenneth
Narva; Kanika Arora; Murugesan Rangasamy; Balaji Veeramani; Premchand Gandra;
Sarah E. Worden; y Huarong Li (en adelante conocidos como Cedentes), domiciliados en
4372 Creekside Pass, Zionsville, Indiana 46077; 2903 Spring Meadow Ct, Indiandpolis,
Indiana 46268; 6087 Chesnut Eagle Drive, Zionsville, Indiana 46077; 8815 Arborway
Court, Apt 124, Indiandpolis, Indiana 46268; 2009 Norcross Cr, Apt D, Indianapolis,
Indiana 46260; 8435 Stones Ferry Road, Indianapolis, Indiana 46278; y 6203 Eagle Lake
Drive, Zionsville, 46077, respectivamente;

CONSIDERANDO QUE, los cedentes han inventado una serie de mejoras nuevas
y ttiles en MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO RNAPII 140 QUE CONFIEREN
RESISTENCIA A PLAGAS DE COLEOPTEROS, establecidas en uma solicitud
Provisional para Titulos Patente de los Estados Unidos, ya presentadas el 20 de diciembre
de 2013 como la solicitud de EE.UU. No. 61/919,239; v

CONSIDERANDO QUE, Dow AgroScience LLC, una sociedad de
responsabilidad limitada constituida bajo y conforme a las leyes de Delaware, cuya sede
principal se encuentra ubicada en 9330 Zionsville Road, Indiandpolis, Indiana 46268
(conocido en adelante como el Cesionario), esté interesada en adquirir todos los derechos,
titulos, ¢ intereses en y sobre dichas invenciones y dicha Solicitud de Titulos Patente de los
Estados Unidos, v en relacién a todos y cada uno de los Titulos Patente de los Estados
Unidos que se obtengan a partir de y en relacidon con las mismas.

EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, por contraprestaciéon vélida y onerosa y/o
remuneracion recibida por mi/nuestro trabajo y/o por otras contraprestaciones validas y
suficientes, cuyo recibo se reconoce por la presente, los Cedentes han vendido, cedido,
transferido y traspasado, y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan al
Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, la totalidad de los derechos,
titulos e intereses en relacidn a todas y cada una de las invenciones anteriormente
mencionadas v la solicitud para Titulos Patente, y en relacién a todas y cada una de las
divisiones, continuaciones y continuaciones parciales directas e indirectas de dicha
solicitud, v todos v cada uno de los Titulos Patente en los Estados Unidos y todos los paises
extranjeros que se obtengan a partir de y en relacién a las mismas, y las reemisiones,
reexaminaciones v extensiones de dichos Titulos Patente, asi como todos los derechos de
acuerdo a la Convencion Internacional para la Proteccién de Propiedad Industrial, con los
cuales también contard y gozara el Cesionario, para su propio uso y disfrute y para el uso y
disfrute de sus sucesores, representantes legales v cesionarios, durante todo el término o
términos de los Titulos Patente otorgados y/o extendidos, de la misma manera y por el
mismo tiempo que tendrian y disfrutarian los Cedentes si no hubiese ocurrido la presente
venta y cesion.

Y por la misma consideracién, por medio de la presente los Cedentes declaran y
garantizan al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios que, en el
momento de ejecucion y entrega del presente documento, a excepcion de los derechos,




titulos y/o intereses surgidos para el Cesionario conforme a la ley o que ya han sido
transferidos al Cesionario, los Cedentes son los unicos y legitimos propietarios de la
totalidad de los derechos, titulos e intereses relacionados a dichas invenciones y solicitud de
Titulos Patente mencionados anteriormente, ¥y que los mismos se encuentran libres de
gravamenes v que los Cedentes estdn en todo su derecho y estdn autorizados a vender y
traspasar los mismos de la manera establecida en este instrumento.

Y por la misma consideracién, por medio de la presente los Cedentes aceptan y se
comprometen con ¢l Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, a
firmar todos los papeles y documentos, a prestar todos los juramentos correspondientes y
hacer todo lo necesario o exigido para obtener, mantener, hacer cumplir vy defender
cualquiera de los Titulos Patente y solicitudes para Titulos Patente para dichas invenciones,
sin ningtn cargo al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, toda vez
que el apoderado del Cesionario, o el apoderado de sus sucesores, representantes legales y
cesionarios indiquen: que algin procedimiento relacionado a dichas invenciones, o dicha
solicitud Provisional de Titulos Patente, o cualquier procedimiento relacionado a cualquier
Titulo Patente o solicitudes para Titulos Patente para dichas invenciones en cualquier pais,
incluyendo mas no limitado a procedimientos de interferencia, es legitimo y deseable; o que
cualquier divisién, continuacién o continuacién parcial de cualquier solicitud para Titulos
Patente, o cualquier reemision, reexaminacién o extensioén de cualquier Titulo Patente que
se obtenga como resultado de las mismas es legitima y deseable.

Y por medio de la presente los Cedentes solicitan al Comisionado de Marcas y
Patentes expedir dichos Titulos Patente de los Estados Unidos al Cesionario, como
Cesionario de dichas invenciones y de los Titulos Patente que se obtengan como resultado
de las mismas, para el uso y beneficio exclusivo del Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionarios.

Y por medio de la presente los Cedentes autorizan a los siguientes individuos a
adjuntar al presente documento de Cesidn, cualquier tipo de identificacién adicional que

sea necesario o deseable para cumplir con las normas de la Oficina de Marcas y Patentes de
los Estados Unidos para el registro de este documento:

DOW AGROSCIENCES LLC
Todos los profesionales con el Nimero de Cliente 25212

Y los Cedentes reconocen una obligacion de cesion de esta invencién al Cesionario
en el momento en que se realizod la invencion.



(firma ilegible)
Kenneth Narva

Fecha: 13/02/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Marion )

Este dia 13 de febrero de 2014, compareci6é personalmente ante m{ Kenneth Narva, a quien
conozeo como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien reconocié
haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Pablico
Sello: ANNE C. HARVEY
Notario Publico, Estado de Indiana
Condado de Marion
Nombramiento # 627321

Mi nombramiento vence el 21 de junio de 2019

(firma ilegible)
Kanika Arora

Fecha: 13/02/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) oss.
Condado de Marion )

Este dia 13 de febrero de 2014, comparecié personalmente ante mif Kanika Arora, a quien
conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien reconocid
haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Publico

Sello: ANNE C. HARVEY
Notario Publico, Estado de Indiana




Condado de Marion
Nombramiento # 627321
Mi nombramiento vence el 21 de junio de 2019

(firma 1ilegible)
Murugesan Rangasamy

Fecha: 06/03/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.:
Condado de Marion )

Este dia 06 de marzo de 2014, compareci6 personalmente ante mi Murugesan Rangasamy,
a quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocid haber firmado el mismo.

(firma ilegible)

Notario Publico

Sello: ANNE C. HARVEY
Notario Pablico, Estado de Indiana
Condado de Marion
Nombramiento # 627321
Mi nombramiento vence el 21 de junio de 2019

(firma ilegible)
Balaji Veeramani

Fecha: 13/02/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Marion )

Este dia 13 de febrero de 2014, comparecié personalmente ante mi Balaji Veeramani, a
quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior mstrumento, y quien
reconocid haber firmado el mismo.

(firma ilegible)




Notario Pablico

Sello: ANNE C. HARVEY
Notario Publico, Estado de Indiana
Condado de Marion
Nombramiento # 627321
Mi nombramiento vence el 21 de junio de 2019

(firma ilegible)
Premchand Gandra

Fecha: 13/02/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Marion )

Este dia 13 de febrero de 2014, comparecié personalmente ante mi Premchand Gandra, a
quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocld haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Pablico
Sello: ANNE C. HARVEY
Notario Publico, Estado de Indiana
Condado de Marion
Nombramiento # 627321

Mi nombramiento vence el 21 de junto de 2019

(firma ilegible)
Sarah E. Worden

Fecha: 13/02/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Marion )]




Este dia 13 de febrero de 2014, comparecidé personalmente ante mi Sarah E. Worden, a
quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocié haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Publico
Sello: " ANNE C.HARVEY
Notario Pablico, Estado de Indiana
Condado de Marion
Nombramiento # 627321

Mi nombramiento vence el 21 de junio de 2019

(firma ilegible)
Huarong Li

Fecha: 13/02/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) oss.
Condado de "~ Marion )

Este dia 13 de febrero de 2014, comparecié personalmente ante mi Huarong Li, a quien
conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien reconocio
haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Publico
Sello: ANNE C. HARVEY
Notario Publico, Estado de Indiana
Condado de Marion
Nombramiento # 627321

Mi nombramiento vence el 21 de junio de 2019
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REPHESENTATION, RATIFIGATION AND
POWER OF ATTORKNEY e

T bwa); the undcrsigned Yo

»
. .. A

(nosotros), abaje firmade (8}

Dow AgroSciznces LLC

off domicitiades (¢ en 3330 ZTonsville Road,

Indianapolis, Indjanz 46258, United

.

_States of Amarica,

- A

pot el prevanteratificamos la .7

presé'ptaaa pér

corma sgente viiciosy

BT S -
CATEEETT 1 )

oy DTS T A T
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gl et et BEEL IEANT e . e
{; GT ol presente NOTIOTAINGS & (RGN G ¥ ELLER, tpa, BoZ;

. NZALO - PERDOMO, bpa. B31; EMILIO FERRERO, ipa
31929; v LUZ CLEMENCIA DE FAEZ, tg:; 23555; domdciliidos
. enda Carrera 48 N° 72.85, Bogots, Colombia, en obedeclmiefita a
io dispueste en el pardgrafo 1P del Articnlo 543'del Cédigo de
Comerclo, el primero como prindpil y los demds <oma
suplentes, en =i orden, come mis. {miestrog) representantes eh

[

todes los asintos, derpropieded Induatdal conl faculiad para |

Bt ok ficeslonescoy—nombrmr~apodirados’ Judicialir e
extzajudiciales. El primer representanté suplente reemplazazh al
‘principal en cmso de susencie o impedimento temporal o
definitivé de .aquél. La- misma regla se splicart cuande el
segundo representante suplente kaye de reeniplezirdl primerd;
o el tercerg al segundo. En es casgs, ¢l representaside
principal,'o el primero, o.segundo-stiplente;, en vy caso, a ambes,
declararin @ intencién de no e¢jercer la representacitn
mediorte declamcién autenticada por Notario "Pdhblizor dn
Culombia, 0 por Noetarie u diro Fundonzsic Piblico, oClheut
de Colombiz, en-el weranjerd;y ¥ o se matare de impedimenta, |
con el certificado redpectivo, 51 algune de los nombrados flare
definitivamente, 2] sigulente tomars sy lugar, Cuando cesate la
susencia o impedimento del represenl:nn%e princlpal, o-de st
primerc o segundo suplentes; en st caso, “podren ejercer Ja
fepresentacidn, en su orden, uno U oires seglint ‘el caso,
asiymiéndolz por el solo hedho de. efercerlz, cesando en ese
momento el eercdde de In representacién por el primerc,
segundo o tercer suplente en suU caso..

Ademss, confiero (conferimos) podér 2. los abogados ‘arriba
nembrades, pa= obterier Ju proteccidn de mi [nuestra)
propledad industria) ‘)f conitra la competenicia desledl, w cuyo
efecto autorizo (amos) 2 los dichos apoderados para que me
{nos) representen’ ante cualesguiera entldades © persomas,
gjarzan o no jurisdiceldn, egpecisbments ente. las el orden
administrakivo, contencioso-administrative ¥ judicial, asl como
los tribunales de-arbitramento, ent todo lo concerniente @ dos
siguientes asuntos: o) Obtencidn ‘de patentes de invencitn,
modelos de viilidad y disefios Industzriales; el registro de marcas
de fibrica, colectivas, defensivay, de servicio, lemas comerciales,
o hrez— csefaa~varjedades vegetaled 7

—mhrs v amelnlon v o
denominaciones de orlgem; su renovadén, traspaso, camblo de
nombre .0 demicilio, canceladén voluntaria; ¥ el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las accones de
competencia desleal, proteccitn del consumidor, oposiciones w

SN Doy
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. Ygreby rotify the s
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pnd do  hereby mppoint GERMARN CAVELIER, tpa. 83%
GONZALD PE%D&]&?D-, a. 831 . EMILIO- FERRERO,. cﬁ'ﬂz_
51929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 domidlled, | .-

ot Crrrers, 48 NU 7235, Bogots, Colowmbin, in dne compliance
with the terms. of Paragrephvlst of Articde543 of the
Commercal_Cade,. the first as principal and the-others. ag——"
alkernates, -in ihe- order of their appeintment as our
representatives for afl industrial property matters with facully
ko recelve notiflestlons and to appolnt attornieys in ard out'af
Court, The fizst slternate shall replace the principal in case-of
his absence or-of temporal or definitive impedimént. The-dame
rule wiil apply when the second alternate Tepresentative is to
replace the first one,"or when the third is to replace the fisst or
second alternates in their b, or both of themn, second. Insuch ~
cases, the principal representative, or the shell state their
intention not to uct.zs repressniatives through a declaration
given before-a Notary Public in Colombia, or before a Notary ar
Fnotier Public Official or & Colombion Consul abroad; and in
care of impedimerit, the appropridte certificnte shedl suffice. If
,any of the appuintees were to be defindtely absent, the
following aiternate shell take his place. When the absence.or
jmpediment of the principal representaiive, or of the fixst ar
gerond alternate in their tiom ceases, the representation can bé
taken zgmin in their sequence, by the prindpal, the Ikt ox
sacond, alternnte depending on cise, and: the mete fact or iis
exerciee will suffice. The exerdise of the representation by the
first, second orthird alternates fn their bury shall end at'such
time.

i
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I sddidon, we gruit a Power of Attezney in Javer fof the
ahove-named ‘atttrneys-ab-law so that they may obfdn the
pratection of my (our) imdustral ;prdgcr;? and against the
{unfair competition, for which purpose I {we} autkorize thesaid
aticrneys to represent me (us) before any.authorities or pefsons;
with or without jurisdiction, specially those ndministzidtive,
administative contentious and judicisl, as well as befre
Arbitmton, Court, in_ ol matters, roncemingthe-folowinga—t—
TObtaminent of putents, wtility models and industrial designs;
the repisteation of tredemarks, collective, defensive and servize
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegdtal
varieties and denominations of orlgln; its renewsl, assignment,
change of name or domicile voluntary, cancellation; wned the

—ghservaciones,cancelacidnadminigtativa o judicial, nilidasd,

A la vuelta —»
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medidas ~ caufelagss;: concesidn de Heendclas; Iz tutels, Tn
proteccién: de gecketos. indusiriales, y en general los juldd
civiles, pereles, administratives ¢ <ontencicsc-adminjstratives
relaclonados con estos derechos; acclomes ¥y procesos que
PIOmOVamo) ©-f¢ nos promuevan. Y ue en tedos low
asuntos erriba determinades, puedan sugkitdr este mandaio,
transigly, concliiar, admdtir lo heches del progeso, -desistin

finfaif competition, protéction io the consumer, oppositions or » +
gbservations, sdmifdstrative or Court cancellation, aullity.
infringement, granilng of licenses, the nction for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and In general the
civil, penal, and administrative suits relating to those rights
action® and suity institued by mme (us) or against me {us) And
that in.ull the above muatters they may substitute this Power of
caricelzs, reciblr, renunciar, y ratificar loy actes de agentes Attormey, compromise, conciliafe, admit the facts of the cose;
oficioswd. " desist, ‘cancel, receive, realgn, and mtify acis dome by
. Tepresentatives without a power of attomey.

e
B3

Given and signed this/Dado y firmad v hoy' -
febraara b 1998
o

n/en_Indismapolis, Indiana 46268
United States o America

Kol L Londocdo
Signatare i Firma
Renheth I,. Logrtscher

Assiztant. Secretary
& General FPatent Cotuoisel

. —




CAVELIER

X8OG AD
Sefior Director
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.

Asunto : Solicitud de patente para MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO RNAPII
140 QUE CONFIEREN RESISTENCIA A PLAGAS DE COLEOPTEROS
PCT/US2014/071583 '

Solicitantes : DOW AGROSCIENCES LLC; FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT ZUR

FORDERUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG E. V.

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, mayor de edad, domiciliada en Bogota, D.C., identificada con la
cédula de ciudadania No. 35.456.344 de Usaquén y Tarjeta Profesional de Abogado nimero
23.555 del Consejo Superior de la Judicatura, obrando como apoderada de DOW
AGROSCIENGCES LLC, mediante el presente escrito sustituyo el poder a ANDRES RINCCN
USCATEGUI, identificado con cédula de ciudadania No. 79.780.910 de Bogota, y Tarjeta
Profesional No. 114.908 del Consejo Superior de [a Judicatura, para que en nombre de DOW

AGROSCIENCES LLC, presente la solicitud de registro de la patente indicada en la referencia.

ANDRES RINCON USCATEGUI, queda facultado para interponer recursos, transigir, congiliar,
desistir, cancelar, recibir, renunciar, sustituir y revocar las sustituciones, y ratificar los actos de

agentes oficiosos.

Sirvase reconocerle personeria en los términos y para los fines del presente mandato judicial.

Sefior Director,

22 (Ve A\ o Bie >

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ "
T.P.A. No. 23.555 del C.S. de ia J
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

Acepto:

USCATEGUI
delC.S.delaJ
01910 de Bogota

—

ANDRES RI
T.P.A. No. 11
C.C.No 79

-

AMLSDC\WCOLO-22886-841-001-0

- “FXCELENEIA LEGAL EN UN MUKDO SIN FRONTERAS”

" BOGOTA - Edficla Sisk - Carrera 4 No. 72 - 35 - Tel (57-1) 347 3617 - Fa (57-13. 2118850 - Fax in US.A; (1-308) 678 7743 - COLOMEBIA
MEDELLIN - San Femanda Plaza - Carrera 43 A Mo 1+ BD" - Torie Protecoidn Uﬁclna 852 - Tel: (57-4) 604 5794, Bxl, 8728 / 6731 - Fax: {R7-4) 604 4731- GOLOMBIA

Wi cavelierom
cavelier@eavelier.com
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Representacion y Poder con anter_tica.iim notarial y
Apostille para patentes, modelos de wutilidad,

égggg‘ggg disefios industriales, marcas de fabrica, nombres
/ CARRERA4s N*7235 comerciales, enseiias, nombres de dominio, lemas
j BOGOTA. &~ COLOMBIA comerciales, licencias.
/
; .- Representation and Power-of- Attorney with notarial
i anthentication and Apostille for patents, utility
/ models, industrial designs, trademarks, commercial
/ names, trade emblems, domain pnames, slogans,
/ licenses.
/
/ REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY
i
f‘ _,,!r ’\ ?_ _:
f Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned G2
/ .
f FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG E.V,
nj domiciliado (5) en/of Hansastrasse 27¢,
j Minchen 80686,
; Germany

/ por el presente nombramos 2 EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
f LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 y DANIEL PENA,
/ tpa.. 65620, domiciliados en la Carrera 4* N° 72-35, Bogota,
} Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en e} parigrafo lo del
j Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como principal
f v los demis como suplentes, en su orden, como mis {nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con
facultad para recibir notificaciones y nombrar  apoderades
[ judiciales o extrajudiciales. El primer representante suplente
reempluzard al principal en caso de ausencia o impedimento
temporal o definitive de aquél. La misma regla se aplicard cuando
¢l segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
o ¢l tercero al segundo. En tales casos, ¢l representante principal,
o ¢l primero, o segundo suplente, en su £aso, 0 ambos, declarardn
su intencion de no ejercer la representacién mediante declaracion
autenticada por Notario Piblico en Colombia, ¢ por Notario u
otro Funcionario Priblico, o Cénsul de Colombia, en el exiranjero;
; ¥ si se watare de impedimento, con cl certificado respectivo. Si
; alguno de los nombrados faltare definitivamente, el siguiente
f tomard su lugar, Cuando cesare lz ausencia o impedimento del
-/ representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en
/ su caso, podran ejercer la representacion, en su orden, uno v otros
f segin ¢l caso, asurmiéndola por el solo hecho de ejercertia,
| cesando en ese momento el ejercicio de la representacion por el
primero, segundo © tercer suplente en su caso.

— L e, e, Ty e e e T e e, T

/
/
f
/
/
/
f
f

! ® CAVELIER ABOGADOS
J FBE\1D-105149\WECL6086
fCOLO 16086-841-001-2

/

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article
543 of the Commercial Code, do hereby appoint EMILIO
FERRERO, tpa. 31929; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciled at Carrera
4* N° 7235, Bogota, Colombia, the first as principal and the
others as alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial property matters with facuity
to receive notifications and to appoint attorneys in and out of
Court. The first alternate shall replace the principal in case of
kis absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apply when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to replace the first or
second alternates in their turn, or both of thern, second. In
such cases, the principal representative, or the first or second
alternates in their turn, or both of them, shall state their
intention not to act as representatives through.a declaration
given before & Notary Public in Colombia, or before a Notary
or another Public Official or a Colombian Consul abroad: and
in case of impediment, the appropriate certificate shall suffice.
If any of the appointees were to be definitely abseni, the
following aliernate shall take his ptace. When the absence or
impediment of the principal representative, or of the first or
second alternate in their tumn ceases, the representation can be
tzken agein in their sequence, by the principal, the first or
second alternate depending on case, and the mere fact or its
sxercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their wrn shall end at such
time.

'
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Ademis, confiero (corfen-nos] poder a los abogados ariba
nombrados, para obtener la proteccién de mi (nuestra) propiedad
industrial y contra la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo
(amos) a los dichos apoderados para que me {nos} representen
ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan © no Jurisdiceion,

especialmente  ante  las  del orden  adrministrativo,

contencioso_administrativo y judicizl, asi como los tribunales de -

arbitramento, en todo lo concemniente a los siguientes asuntos: a)
Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y
denominaciones de origen; su renovacién, traspasc, cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de
licencias de uso de esas dereches; b) Las acciones de competencia
desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u observaciones,
cancelacién administrativa v judicial, nulidad, medidas cautelares,
concesién de licencias, la tutela, la proteccion de secretos
industriales, y en general los juicios civiles, penales,
adrministrativos © contencicso..administrativos relacionades con
estos derechos; acciomes y procesos (ue promovamos 0 s nos
promuevan. Y para gue en todos los asuntos amriba
determinados, puedan sustituir este mandato, transigir, corciliar,
admitir los hechos del proceso, desistin, cancelar, recibir,
renunciar, y ratificar los actos de agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the
above_named attomeys—at.law so that they may obtain the
protection of my {eur) industrial property and against the
unfair competition, for which purpose I {we) authorize the said
attorneys to represent me {us) before any zuthorities or
persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, &s well
as before Arbitration Court, in zll matters concerning the
following: 2) Obtainment of patents, utility models and
industrial designs; the registration of trademarks, collective,
defensive and service marks, slopans, commercial names,
frade emblems, domain names, vegetal and
denominations of origin; its renewal, assignment, change of
name or domicile, voluntary cancellation: and the registration
of licenses of use of the above rights; b) Actions of unfair
competition, protection to the consumer, oppositions  or
observations, administrative or Couwrt carcellation, nuility,
infringemen:, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
actions and suits instituted by me {us) or against me (us}. And
that in all the above matters they may substitute this Power of
Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the case.
desist, cancel, resign, and ratify acts done by
Tepresentatives without a power of attomey.

varieties

receive,

{u, 03. 2007

ewin RO33B2 Mlwchen
por/by &? (Q/ /;Z 5/ // /
Fim:  Fraunhofer-Gesgllschaft Sigoature
zur Forderung der angewandten Forschung eV, -

HansastraBe 27¢ - BOEME Miinchen

@ CAVELIER ABOGADOS
FEH\ID-10514 9\WPCLE0E6
COLO 16086-841-001-2




Sefor Director
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.

Asunto : Solicitud de patente para MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO RNAPII
140 QUE. CONFIEREN RESISTENCIA A PLAGAS DE COLEOPTEROS
PCT/US2014/071583

Solicitantes : DOW AGROSCIENCES LLC; FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT ZUR

FORDERUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG E. V.

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, mayor de edad, domiciliada en Bogota, D.C., identificada con la
cédula de ciudadania No. 35.456.344 de Usaquén y Tarjeta Profesional de Abogado nimero
23.555 del Consejo Superior de [a Judicatura, obrando como apoderada de FRAUNHOFER-
GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG E. V., mediante el
bresente escrito sustituyo el poder a ANDRES RINCON USCATEGUI, identificado con cédula
de ciudadania No. 79.780.910 de Bogotd, y Tarjeta Profesional No. 114.908 del Consejo
Superior de la Judicatura, para que en nombre de FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT ZUR
FORDERUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG E..V., presente la solicitud de registro de

la patente indicada en la referencia.

ANDRES RINCON USCATEGUI, queda facultado para interponer recursos, transigir, conciliar,
desistir, cancelar, recibir, renunciar, sustituir y revocar las sustituciones, vy ratificar los actos de

agentes oficiosos.

Sirvase reconocerle personeria en los términos y para los fines del presente mandato judicial.

Sefor Director,

62 (Voreme. 2 \oiie
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. No.23.555delC.S.delaJ
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

Acepto:

USCATEGUI
delC.8.delaJ
0,910 de Bogota

=

ANDRES RI
T.P.A. No. 11
C.C.No. 79

+=

AML\SDO\COLO-22899-841-001-0  “EXCELENCIALEGAL EN UNMUNDG SIN FRONTERAS™

" 'BOGOTA - Eificio Sis - Carrera 4 No, 72 - 35~ Tel(57-1) 347 3611 R (57-1).2711 8630 - Fax fn lU.S.A: (1-305) 875l 7143~ COLOMBIA .
MEDELLI'N:— San Fernando Plaza - Carrera 434 No: 1+ 50° - Tarte Prntacn@n Bﬂsina 653 - Tel: (57-4) 604 fﬁgﬂg Ext 6729 /6731 - Fax: (574 504 4731~ GELOMAIA

wiw cavelier.com
-gavelier@cavelier.com




Listado secuencias.txt

LISTADO DE SECUENCIAS

A. DATOS DE LA SOLICITUD

(i) solicitante:

Narva, Ken_
Arora, Kanika

Rangasamy,

Murugesan

veeramani, Balajii
Gandra, Premchand
worden, Sarah E

Li,

Huarong

vilcinskas, Andreas

Knorr,

(ii) Titulo de Ta 1dinvencién:

Eileen

{(i11) Referencia del solicitante

C. Nimero de secuencias 82

D. Formato legible en computadora:

INFORMACIONIPARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3
IT.- TIPO DE MOLECULA:

3745

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID No:

cggactgtca
aatcaaaatc
ttttgagtac
gatacagaag
tactttgatg
atgtctgrac
catacatctg
ctttcaaaac
gctagattaa
gtgaaagaag
cccattatgt
gaattaaacg
gtattaattg
ggaaaatatg

tcaactctgt

aagtcaaatg
ggcaaacatc
cataatatac
aaatcagtgyg
aaaaaggttt
agaggatcgt
gggaaatcga
ctacccattg
gaaatttgac
gagaggatcc
tgaggtcaac
agtgtccett
ctcaagagaa
cgtacaaatc

gggtaaatat

ADN

1
tcaaagcegtce

tgcacgaaaa
taagatgtat
agaactctgg
ggtacggcag
tgaagattcc
aaccccacct
ggagaaagac
ttattctgct
tatagaaact
atactgtctg
agatcctggc
gatggcaact
tgaaataaga

gatggctcgt

Dow AgroSciences LLC

74949-US-PSP

Diabrotica virgerifera

aaaactaaaa
tagagttgty
gatcaagaag
caggaagcct
cagttggata
ccacagatag
cgatatttge
ggtgccceat
cctctttatg
caacatcaga
ctcagtggat
ggatatttca
aacacagtat

tcttgtettg

ggtggccagg

tttgctageg
cttctatatt
atgatcaatt
gctggattgt
gttttgatga
atctacaagce
tgaagtttga
ctcctatgat
tagatataac
aaacttttat
taacagatcg
taattaacgg
atgtattttc
agcacagcte

ccatcaaaaa

Pagina 1

MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO DE RNAPII

PatentIn version 3.5

‘tcaaaactaa

tattttgtaa
tgacgatgaa
tattaatgcc
attcattcaa
agaagcgcag
acagatctat
gcctaatgaa
aaaaacaatt
aggtaaaatt
tgatttaaca
ttctgaaaaa
aatgaaagac
tcggccaaca

agctgetatt

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




ggtcaacgta
ttcagagctt
gacgatccag
gaacagaata
gaaaagcgtg
gtatccgatt
ttgctggcty
ctcgatttgg
aaagaagttc
ctggccatca
tggggtgacc
ctaactttcg
ggtaaactag
gaaactccag
tecgtoggtt
ttggaagaaa
tgggtgggaa
caaatggaca
agaatttaca
ttgctattga
tggcaggtac
gtaatgattg
acatacactc
ccgtteecag
gccatggglg
tactatccac
ttaccggctg
gattctgtta

cggtcttata

ttatagctat
tagggtttgt
aattgatgga
ttgctttgaa
tgaaatatgc
tttgtgagac
cactcggacg
ctggaccatt
gtatgtatgc
aaaccaaact
agaaaaaagc
catcgacgtt
ccaagccteg
aaggtygctgce
cccaaccatc
tagcgccate
ttcacagaga
tecatcgtatc
cagacgccgg
agaaaagaca
tggtcgegtc
ccatgaaccc
attgtgaaat
atcacaacca
tctatatcac
ataaacctct
gaatcaatag
tcttgaatge

aagacgccga

tcttccatac
agcagacaga
aatggtaaaa
tttcatcgga
tagagaaatt
taaaaaagct
tcgagagtta
attggctttc
ccagaagttt
aataacggac
ccatcaagca
gtcacattta
acagttgcat
tgtaggactt
gccaatttty
tgcaattgct
ccctgaacaa
agaagtatcg
aagaatctgt
tattgatatg
tggtgtggty
cgaagattta
tcatccagece
gagtcccaga
aaacttccac
ggtaacgaca
tatcgttgcy
ttctgcagta

atccaaacgt

Listado secuencias.txt

atcaaacaag
gatattctag
ccttegttag
gcgagaggtg
ttacaaaagqg
tattttettg
gatgacagag
ctcttcagag
atcgatagag
ggtctgaggt
agagcetgacg
aggcgtgtca
aatacgttgt
gtaaaaaatc
gagttcttgyg
aacgctacca
cttatggcga
atgattcgag
agacctttgt
ttaaaagaaa
gagtacatag
cgccaagaca
atgattttag
aacacctatc
gttagaatgg
agatctatgg
attgcttgtt
gaaagaggat

ataggagacc

agatccctat
aacacattat
atgaagcttt
ccaggceagg
aaatgttgce
gatatatgot
atcactacgyg
ggcttttcaa
gcaaagattt
attctctegc
tgteecaggt
attctccaat
ggggaatgat
ttgctctgat
aggagrggrc
aaatctttgt
cactgcgtaa
atattcgtga
taatcgtcga
gagaatataa
acaccttaga
aagaatgcgc
gagtttgege
aaagtgctat
acacactggce
agtatcttag
atacaggata
ttttcagatc

aggaagaaca

pagina 2

aatgatagtt
ttacgatttc
cgtaattcag
agtaactaaa
tcatgttggt
acatcgactt
aaataagaga
gaacctaatg
caatctggat
tactggaaac
attgaatcgt
tggacgagac
ttgccctgcet
ggcttatatt
catggaaaac
gaatggttgt
acttcgacgt
cagagaaata
aaatggccag

taattatggt

agaagaaacc

ttattgtaca
ttccatcatt
gggtaaacaa
ccacgtecctyg
attcagagag
caatcaggaa
tgtgttttac

attcgaaaaa

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

2580
2640



ccgacaagac
ggactgatat
acgctaccag
gcatcaacat
aattcagaag
ggagacaagt
gaggatatga
atccecctecc
aataaaggag
tccactttgt
cacactggac
aagcacatgg
agacagccta
gattgtcaaa
gatccttata
aacaacacct
ccrrtatgetry
atggtactgt

gaaataaaca

agacgtgcca
ctccaggtat
aaacagatga
ttttgcgtaa
gatataagtt
tcgegtetag
tttttagtgc
gtatgacgat
aaatcggtga
tacaagaata
gtaagataaa
tggacgataa
tggagggtcy
tttcacacgg
gaatccatat
ttgaatgtaa
cgaaattact
agtgttttaa

ataaaattat

gggcatgagg
tcgtgtgtct
cgagttggat
cagtgaaact
ttgtaagata
gcacggacaa
tgaaggtatt
tggtcacttg
tgctacacct
tggttatcaa
tgctcagatt
gatccattca
tgcaagagac
tgctgcacaa
ttgcaacttc
gggttgcaaa
gttccaagag
gtaataaaat

dddda

INFORMACIONIPARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

{A) LONGITUD: L
IX.- TIPO DE MOLECULA:

1175

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID No:

Met Tyr Asp GIn Glu Asp Asp Gln Phe igp Asp Glu Asp Thr
1 5

Listado secuencias.txt

aatgcccttt acgataaatt agacgacgac

ggagacgatg
ggaactacaa
ggagttgtty
agggtgagat
aagggaacgt
actccagaca
atcgagtgca
ttcaacgatg
ctcagaggca
ttcttaggac
agagctagag
ggtggtctac
ttcttaagag
tgtggtttga
aataagacgc
ctaatgtcga

aaatgtcctt

2

PROTEINA

2

Diabrotica virgerifera

tagttatagyg
aacggtactc
atcaagtgat
ctgtgaggat
gcggtataca
ttatcatcaa
tccaaggtaa
ccgtcaacgt
acgaagtaat
ctacttacta
gaccgttgca
gtttcggtga
agaggctgtt
tagctatcgce
agatatcgca
tgaatatagc

atttaagagt

aaaaactatg
caagagagac
gttaacgcta
accacaaatt
ataccgtcaa
tcctecacget
ggtatcatcc
acagaaaatc
gtacaacggc
tcaaagattg
gattctcgtc
gatggaacga
tgaagtttct
caatttgcgt
agttagactg
gccgagactt

attttatatt

Glu Glu
15

Ile Ser Gly Glu Leu Trp Gln Glu Ala Cys Trp Ile val §1e Asn Ala
20 25

Tyr Phe Asp Glu Lys Gly Leu val Aarg GIn GIn Leu Asp Ser Phe Asp
35 40

45

Pagina 3

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3745




Glu

Ile

65

Pro

Thr

Ala

Thr

Gln

145

Cys

cys

val

Ser

Leu

225

Ala

Ile

Phe

Phe

50

ASp

Pro

His

Arg

Lys

130

Lys

Leu

Pro

Leu

Met

210

Glu

Arg

Ala

Arg

Ile

Leu

Arg

Trp

Leu

115

Thr

Thr

Leu

Leu

Ie

195

Lys

His

Gly

Ile

Ala
275

Gln

GIn

Tyr

Glu

100

Arg

Ile

Phe

Ser

ASp

Ala

Asp

Ser

Gly

Leu

260

Leu

Met

Ala

Leu

85

LysS

Asn

val

Ile

Gln

Gly

Ser

Gln

245

Pro

Gly

Ser

Glu

70

Leu

Asp

Leu

LYS

Leu

Gly

Glu

Lys

Arg

Ala

Tyr

Phe

val

55

Ala

Lys

Gly

Thr

Glu

135

Lys

Thr

Gly

Lys

Tyr

Pro

Ile

Ile

val

GIn

Gln

Phe

Ala

Tyr

120

Gly

Ile

AsSp

Tyr

Met

200

Ala

Thr

Lys

Lys

Ala
280

Listado secuencias

Arg Ile val

His

Glu

Pro

105

Ser

Glu

Pro

Arg

Phe

185

Ala

Tyr

ser

Lys

Gln

265

Asp

Thr

Glin

90

Ser

Ala

ASP

Ile

Thr

Lys

Thr

Ala

250

Glu

Arg

ser

75

Ile

Pro

Pro

Pro

Met

155

L.eu

Ile

Asn

ser

Leu

235

Ala

Ile

Asp

pagina 4

Glu
60

Gly
Tyr
Met
Leu
Ile
140
Leu
Thr
Asn
Thr
Glu
220
Trp
ITe

Pro

Tle

Asp

Glu

Leu

Met

Tyr

125

Glu

Arg

Glu

Gly

val

205

Ile

val

Gly

Ile

Ley
285

Xt

Ser

Tle

Ser

Pro

110

val

Thr

Ser

Leu

Ser

190

Tyr

Arg

Asn

Gln

Met

270

Glu

Pro

Glu

Lys

95

Asn

Asp

Gln

Thr

Asn

175

Glu

val

Ser

Met

Arg

255

Ile

His

Gln

Thr

80

Pro

Glu

Ile

His

Tyr

160

Glu

LyS

Phe

Cys

Met

240

val

Tle



Listado secuencias.txt

Ile Tyr Asp Phe Asp Asp Pro Glu Leu Met Glu Met val Lys Pro Ser
290 295 300 '

Leu Asp Glu Ala Phe val Ile Gin Glu GIn Asn Ile Ala Leu Asn Phe
305 310 315 320

Ile Gly Ala Arg Gly Ala Arg Pro Gly val Thr Lys Glu Lys Arg val
325 330 335

Lys Tyr Ala Arg Glu Ile Leu GIn Lys Glu Met Leu Pro His val Gly
340 345 350

val Ser Asp Phe Cys Glu Thr Lys'Lys Ala Tyr Phe Leu Gly Tyr Met
355 360 365

val His Arg Leu Leu Leu Ala Ala Leu Gly Arg Arg Glu Leu Asp Asp
370 375 380

Arg Asp His Tyr Gly Asn Lys Arg Leu Asp Leu Ala Gly Pro Leu Leu
385 320 395 400

Ala Phe Leu Phe Arg Gly Leu Phe Lys Asn Leu Met Lys Glu val Arg
405 410 415

Met Tyr Ala GIn Lys Phe ITe Asp Arg Gly Lys Asp Phe Asn Leu Asp
420 425 430

Leu Ala ITe Lys Thr Lys Leu Ile Thr Asp Gly Leu Arg Tyr Ser Leu
435 440 445

Ala Thr Gly Asn Trp Gly Asp GIn Lys Lys Ala His GIn Ala Arg Ala
450 455 460

Gly val ser Gln val Leu Asn Arg Leu Thr Phe Ala Ser Thr Leu Ser
465 470 475 480

His Leu Arg Arg val Asn Ser Pro Ile Gly Arg Asp Gly Lys Leu Ala
485 490 495

Lys Pro Arg GIn Leu His Asn Thr Leu Trp Gly Met Ile Cys Pro Ala
500 505 510

Glu Thr Pro Glu Gly Ala Ala val Gly Leu val Lys Asn Leu Ala Leu
Pagina 5




Met

L.eu

545

Ile

His

Gln

ASp

Leu

625

Asp

val

val

Ala

Leu

705

Pro

TVYr

Ala

530

Glu

Ala

Arg

MetT

Arg

610

Leu

Met

Ala

Met

Tyr

690

Gly

Arg

ITe

515

Tvyr

Glu

Asn

ASD

AsSp

595

Glu

Ile

Leu

Ser

Ile

675

Cys

va'l

Asn

Thr

Ile

Trp

Ala

PTro

580

Ile

Ile

val

LysS

Gly

Ala

Thr

cys

Thr

Asn
740

ser

Ser

Thr

565

Glu

Ile

Arg

Glu

Gliu

645

val

Met

Thr

Ala

Tyr

725

Phe

val

Met

550

Lys

Gln

val

Ile

Asn

630

Arg

val

Asn

Tyr

Ser

710

G1n

His

Gly

Glu

Ile

Leu

Ser

Tyr

615

Gly

Glu

Glu

Pro

Thr

695

Ile

Ser

val

520

Ser

Asn

Phe

Met

Glu

600

Thr

Gln

TYr

Tyr

Glu

680

His

Ile

Ala

Arg

Listado secuencias.txt

Gin Pro ser

Leu

val

Ala

585

val

Asp

Leu

Asn

Ile

665

Asp

Cys

Pro

Met

Met
745

Glu

Asn

570

Thr

s5er

Ala

Leu

Asn

650

Asp

Leu

Glu

Phe

Gly

Asp

Glu

555

Gly

l.eu

Met

Gly

Leu

635

Tyr

Thr

Arg

Ile

Pro

715

Lys

Thr

pagina 6

Pro

540

ITe

Cys

Arg

ITe

Lys

Gly

Leu

Gln

His

700

AsSp

Gln

Leu

525

ITe

Ala

Trp

Lys

Arg

605

Ile

LyS

Trp

Glu

ASp

685

Pro

His

Ala

Ala

l.eu
Pro
val

Leu
590
AsSp
Cys
Arg
Gln
Glu
670
Lys
Ala
Asn

Met

His
750

Glu

ser

Gly

Arg

Ile

Arg

His

val

655

Glu

Glu

Met

GIn

Gly

val

Phe

Ala

560

Arg

Arg

Pro

Ile

640

Leu

Thr

Cys

ITe

ser

720

val

Leu



Tyr

Arg

785

Ala

Asp

Pro

Leu

865

Leu

Leu

Asn

Ile

Thr

945

Gly

MeT

Tyr

Phe

770

Tyr

val

Ala

Thr

Asp

Arg

Ser

Pro

930

Cys

Ile

Thr

Pro

755

Arg

Thr

Glu

Giu

Arg

AsSp

val

Gly

Asn

Glu

915

Gln

Gly

Thr

Ile

His

Glu

Gly

Arg

Ser

820

Gin

Asp

ITe

Thr

ser

900

Gly

Ile

Ile

Pro

Gly

Lys

Leu

Tyr

Lys

Thr

Gly

Gly

Thr

885

Glu

Tyr

Gly

Gin

Asp

His

Pro Leu

Pro Ala
775

Asn Gln
790

Phe pPhe

Arg Ile

Cys Gln

Leu iTe
855

Lys Thr
870

Lys Arg
Thr Gly
Lys Phe
Asp Lys

935

TYyr Arg
950

ITe Ile

Leu Ile

val
760
Gly
Glu

Arg

Gly

Met

TYr

val

Cys

Phe

Gln

ITe

Glu

Listado secuencias
Thr Thr Arg Ser Met Glu Tyr Leu

Ile
Asp
ser
Asp
Met
Pro
Thr
ser
val
905
Lys
Ala
Glu

Asn

Cys
985

Asn

Ser

val

810

Gin

Arg

Gly

Leu

Lys

ASD

Ile

Ser

Asp

Pro

970

Ile

Ser

val

795

Phe

Glu

Asn

Ile

Pro

875

Arg

Gin

Arg

Arg

Met

955

His

Gin

pagina 7

Ile

780

Ile

Tyr

Glu

Ala

Arg

860

Glu

Asp

val

val

His

940

Ile

Ala

Gly

765

vai

Leu

Arg

Gln

Leu

845

val

Thr

Ala

Met

Phe

Ile

Lys

LEXE

Ala

Asn

Ser

Phe

830

TYr

Ser

Asp

Ser

Leu

910

Ser

Gln

ser

Pro

val
290

Tle

Ala

Tyr

815

Glu

Asp

Gly

Asp

Thr

895

Thr

va'l

Lys

Ala

Ser

975

Ser

Ala

Ser

300

Lys

Lys

Lys

ASp

Glu

880

Phe

l.eu

Arg

Gly

Glu

960

Arg

ser




Listado secuencias.txt

Asn Lys Gly Glu ITe Gly Asp Ala Thr Pro Phe Asn Asp Ala val Asn
995 1000 1005

val GIn Lys Ile Ser Thr Leu Leu Gln Glu Tyr Gly Tyr GIn Leu
1010 1015 1020

Arg Gly Asn Glu val Met Tyr Asn Gly His Thr Gly Arg Lys Ile
1025 1030 ' 1035

Asn Ala GIn Ile Phe Leu Gly Pro Thr Tyr Tyr Gln Arg Leu Lys
1040 1045 1050

His Met Vval Asp Asp Lys Ile His Ser Arg Ala Gly Pro Leu

Arg
1055 1060 1065

Gln Tle Leu val Arg Gln Pro Met Glu Gly Arg Ala Arg Asp Gly
1070 1075 1080

Gly Leu Arg Phe Gly Glu Met Glu Arg Asp Cys Gln_ Ile Ser His
1085 1090 1095

Gly Ala Ala GIn Phe Leu Arg Glu Arg Leu Phe Glu Vval Ser Asp
1100 1105 1110

Pro Tyr Arg Ile His ITe Cys Asn Phe Cys Gly Leu Ile Ala Ile
1115 1120 1125

Ala Asn Leu Arg Ash Asn Thr Phe Glu Cys Lys Gly Cys Lys Asn
1130 1135 1140

Lys Thr Gln Ile Ser GIn val Arg Leu Pro Tyr Ala Ala Lys Leu
1145 1150 1155

teu Phe GIn Glu Leu Met Ser Met Asn Ile Ala Pro Arg Leu Met
1160 1165 1170

val Leu
1175

INFORMACIC')N’PARA LA SEQ ID No: 3

I. CARACTERILISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 468

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Diabrotica virgerifera

Pagina 8



Listado secuencias.txt

SECUENCIA SEQ ID No: 3
cctacccatt gggagaaaga cggtgcccca tctcctatga tgcctaatga agctagatta

agaaatttga cttattctgc tcctctttat gtagatataa caaaaacaat tgtgaaagaa
ggagaggatc ctatagaaac tcaacatcag aaaactttta taggtaaaat tcccattatg
ttgaggtcaa catactgtct gctcagtgga ttaacagatc gtgatttaac agaattaaac
gagtgtccct tagatcctgg cggatatttc ataattaacg gttctgaaaa agtattaatt
gctcaagaga agatggcaac taacacagta tatgtatttt caatgaaaga cggaaaatat
gcgtacaaat ctgaaataag atcttgtett gagcacagct ctcggccaac atcaactctg
tgggtaaata tgatggctcg tggtggccag gccatcaaaa aagctgct
INFORMACI@N’PARA LA SEQ ID No: 4

I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD; lSO

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL . _

(A) ORGANISMO: Diabrotica virgerifera

SECUENCIA SEQ ID No: 4
aaataagaga ctcgatttgg ctggaccatt attggctttc ctcttcagag ggcttttcaa

gaacctaatg aaagaagttc gtatgtatgc ccagaagttt atcgatagag gcaaagattt

caatctggat ctggccatca aaaccaaact aataacggac ggtctgaggt attctctcge

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 5

I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCTIA:
{A) LONGITUD: 161

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMC: Diabrotica virgerifera

SECUENCIA SEQ ID No: 5
ttctgcagta gaaagaggat ttttcagatc tgtgttttac cggtcttata aagacgccga

atccaaacgt ataggagacc aggaagaaca attcgaaaaa ccgacaagac agacgtgcca

gggcatgagg aatgcccttt acgataaatt agacgacgac ¢

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 6

TI. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

{(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA
OTRA INFORMACION: promotor de fago T7

Pagina 9

60
120
180
240
300
360
420
468

60
120
180

60
120
161




SECUENCIA SEQ ID No:
ttaatacgac tcactatagg gaga

6

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: )
I7.~ TIPO DE MOLECULA:

503

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION:

SECUENCIA SEQ ID No:

caccatgggc
ggagggcaat
cgtgggeaag
caccctggtg
gaaggatttc
cgagggcgat
caatcgegty
tctggagtte

cctgaagage

tccageggeg
gtggatggcc
gtggatgccc
accaccctga
tacaagagct
ggcaatttca
aagctgaatg
aatttcaccc

gccttcaaga

ADN

7
ccctgetgtt

acaccttcag

agttcatctg
cctacggege
gcatgcecga
agacccgege
gccagggett
cccactgect

Tct

secuencia artificial

ccacggcaag
catcegeggce
caccaccggce
ccagtgcttc
tggctacgtg
cgaggtgacc
caagaaggat

gtacatctgg

Listado secuencias.txt

segmento de regidn codificadera YFP

atccectacy
aagggctacg
gatgtgcecg
gccaagtacg
caggagegea
ttcgagaatg
ggccacgtgce

ggcgatcagy

tggtggagat
gcgatgecag
tgccctggag
gcecccgaget
ccatcacctt
gcagegtgta
tgggcaagaa

ccaatcacgg

24

60
120
180
240
300
360
420
480
503

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: &8
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45
II.- TIPO DE MOLECULA:
VI.~ FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

ADN

IX.- CARACTERISTICA
OTRA INFORMACION: RNAPregl-F1T7 Cebador Oligonucledtido PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 8

ttaatacgac tcactatagg gagacctacc cattgggaga aagac 45

INFORMACION,PARA LA SEQ ID No: 9
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43
IT.- TIPO DE MOLECULA:
VI.- FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

ADN

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION: RNAPreglR1T7 Cebador 0Oligonucleétido PCR

SECUENCTIA SEQ ID No: 9
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Listado secuencias.txt
ttaatacgac tcactatagg gagaagcage ttttttgatg gcc

INFORMACIGN_PARA LA SEQ ID No: 10
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCTIA:
{A) LONGITUD: 47

IT.- TIPC DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA
OTRA INFORMACION: RNAPreg 2 F1T7 Cebador 0Oligonucledtido PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 10
ttaatacgac tcactatagg gagaaaataa gagactcgat ttggctg

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 11
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44

IT.~- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: RNAPregZ R1T7 Cebador OTigonucledtido PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 11
ttaatacgac tcactatagg gagagcgaga gaatacctca gacc

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 12
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 49

IT.- TIPQ DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA “ o
OTRA INFORMACION: RNAPreg 3 -F1T7 Cebador oOTigonucledétido PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 12
ttaatacgac tcactatagg gagattctgc agtagaaaga ggatttttce

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 13
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 49

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ] o
OTRA INFORMACION: RNAPreg 3 R1T7 Cebador Oligonucleétido PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 13
ttaatacgac tcactatagg gagagtcgtc gtctaattta tcgtaaagg

Pagina 11
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INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 14
T. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A} ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION: YFP-F_T7 ©Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 14

ttaatacgac tcactatagg gagacaccat gggctccage ggcgecc

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 15
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION: YFP-R_T7 0Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 15

ttaatacgac tcactatagg gagaagatct tgaaggcgct cttcagg

INFORMACIGN’PARA LA SEQ ID No: 16
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 585

I¥.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA

47

47

OTRA INFORMACTON: RNAPII-140 vl secuencia formadora de ARN de horquilla

SECUENCIA SEQ ID No: 16

aaataagaga ctcgatttgg ctggaccatt attggctttc ctcttcagag

gaacctaatg aaagaagttc gtatgtatgc ccagaagttt
caatctggat ctggccatca aaaccaaact aataacggac
gactagtacc ggttgggaaa ggtatgtttc tgcttctacc
tatcactaat tagtagtaat atagtatttc aagtattttt
tatatagcta ttgcttttct gtagtttata agtgtgtata
aatatatgac caazacatgg tgatgtgcag gttgatccgc
agaccgtceg ttattagttt ggttttgatg gccagatcca
tcgataaact tctgggcata catacgaact tctttcatta

aagaggaaag ccaataatgg tccagccaaa tcgagtctct

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 17

atcgatagag
ggtctgaggt
tttgatatat
ttcaaaataa
ttttaattta
ggttagcgag
gattgaaatc
ggttcttgaa

tattt

Pagina 12

ggcttttcaa
gcaaagattt
attctctcgc
atataataat
aagaatgtag
taacttttct
agaatacctc
tttgcctcta

aagccctctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
585



I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: )
IT.- TIPO DE MOLECULA:

545

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION:

SECUENCIA SEQ ID No:

ttctgcagta
atccaaacgt
gggcatgagg
ggtatgtttc
atagtatttc
gtagtttata
tgatgtgcag
tgccctggea
tggattcggc

cagaa

gaaagaggat
ataggagacc
aatgcccttt
tgcttctace
aagtattttt
agtgtgtata
gttgatcecgce
cgtctgtett

gtctttataa

ADN

RNAPII-140 v2

17
ttttcagatc

aggaagaaca
acgataaatt
trtgatatat
ttcaaaataa
ttttaattta
ggttagtcgt
gteggttttt

gaccggtaaa

INFORMACIGN’PARA LA S5EQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4
II.- TIPC DE MOLECULA:

471

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERisTICA
OTRA INFORMACION: v2

SECUENCIA 5EQ ID No:

atgtcatctg
aatgttgatg
aaggactagt
aattatcact
tagtatatag
tctaatatat
ggcatcrccg

ctccacaacyg

gagcacttct
gccacacett
accggttggg
aattagtagt
ctattgcttt
gaccCaaaaca
tagcctttcc

taaggaatct

ADN

Secuencia artificial

Listado secuencias.txt

secuencia formadora de ARN de horguilla

tgtgttttac cggtcttata aagacgccga

attcgaaaaa
agacgacgac
atataataat
aagaatgtag
taacttttct
cgtctaattt
Cgaatitgttc

acacagatct

18

Secuencia artificial

ccgacaagac
gactagtacc
tatcactaat
tatatagcta
aatatatgac
atcgtaaagg
ttcctggtct

gaadaatcct

agacgtgcca
ggrtgggaaa
tagtagtaat
ttgcttttct
caaaacatgg
gcattectea
ccratacgtt

ctrtctactg

secuencia formadora de ARN de horquilla YFP

18
ctttcatggg

tagcatacgt
aaaggtatgt
aatatagtat
tctgtagttt
tggtgatgtyg
cacgtatgct

tcccatgaaa

aagattcctt
gggaaaggct
ttctgcttet
ttcaagtatt
ataagtgtgt
caggttgatc
aaaggtgtgg
gagaagtgct

acgttgtgga
acggagatgc
acctttgata
tttttcaaaa
atattttaat
cgcggttact
ccatcaacat

ccagatgaca
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gatggaaggg
ctcagtggoa
tatatataat
taaaagaatyg
ttataacttt
ttcecactga
tccettecat

t

60
120
180
240
300
360
420
480
540
545

60
120
180
240
300
360
420
471




Listado secuencias.txt
TINFORMACTION PARA LA SEQ ID No: 19
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 225
II.~- TIPO DE MOLECULA:
VI.- FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Solanum tuberosum

ADN

SECUENCIA SEQ ID No: 19
gactagtacc ggttgggaaa ggtatgtttc tgcttctacc tttgatatat atataataat

tatcactaat tagtagtaat atagtatttc aagtattttt ttcaaaataa aagaatgtag

tatatagcta ttgcttttct gragtttata agtgtgtata ttttaattta taacttttct

aatatatgac caaaacatgg tgatgtgcag gttgatccge ggtta

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 20
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 702

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION:

amarilla

SECUENCIA SEQ ID NO:

atgtcatctg
aatgttgatg
aaggttgatg
gtcaccactc
ttctacaagt
gatggcaact
gtcaaactca
ttcaacttca
tecageettca
cacacccaga
atgtettacc

aaagaaactg

gagcacttct
gccacacctt
cacagttcat
tcacctatgyg
cctgtatgec
tcaagactag
atggtcaagg
ctcecccactg
agatctgtca
tgaacactcc
atgtgaaact

tcagagetgt

20
ctttcatggg

tagcatacgt
ctgcacaact
agcacagtgc
agatggctat
ggctgaagtc
cttcaagaaa
cctctacatc
tgagattact
cattggtgga
tteccaaagat

fgactgtcgc

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: A
IT.- TIPO DE MOLECULA:

218

VI.- FUENTE ORIGINAL

ADN

secuencia artificial

Planta-optimizada regidn

aagattcctt
gggaaaggct
ggtgatgttc
tttgccaagt
gtgcaagagc
acctttgaga
gatggtcatg
tggggtgacc
ggcagcaaag
ggtccagttce
gtgacagacc

aagacctacc

21

codificadora de proteina fluorescente

acgttgtgga
acggagatgc
ctgtgeccttg
atggtccaga
gcacaatcac
atgggtctgt
tgttgggaaa
aagccaacca
gcgacttecat
atgttccaga
acagagacaa

tt
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gatggaaggg
ctcagtggga

gagcacactt
gttgaaggac
ctttgaagga
ctacaatagg
gaacttggag
cggtctcaag
agtggctgac
gtatcatcac

catgtcctty

60
120
180
225

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702
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(A) ORGANISMO: Diabrotica virgerifera

SECUENCTIA SEQ ID No: 21

tagctctgat gacagagecc atcgagtttc aagccaaaca gttgcataaa getatcageg 60
gattgggaac tgatgaaagt acaatmgtmg aaattttaag tgtmcacaac aacgatgaga 120
ttataagaat titcccaggee tatgaaggat tgtaccaacg mtcattggaa tctgatatca 180
aaggagatac ctcaggaaca ttaaaaaaga attattag 218
INFORMACION‘PARA LA SEQ ID No: 22

I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 424

I¥.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Diabrotica virgerifera

IX.- CARACTERISTICA

Nombre: caracteristicas miscelaneas

VIEI.- POSICION EN EL GENOMA: (393)..(393)

OTRA INFORMACION: n es a, ¢, g, ot

IX.- CARACTERISTICA ) i

Nombre: caracteristicas miscelaneas

VIII.- POSICION EN EL GENOMA: (394)..(394)

OTRA INFORMACION: n es a, c, g, 0 T

IX.-CARACTERISTICA )

Nombre: caracteristicas miscelaneas

VIII.- POSICION EN EL GENOMA: {395)..0395)

OTRA INFORMACION: n es a, C, g, o t

SECUENCIA SEQ ID No: 22

ttgttacaag ctggagaact tctctttgcl ggaaccgaag agtcagtatt taatgctgta 60
ttctgtcaaa gaaataaacc acaattgaat ttgatattcg acaaatatga agaaattgtt 120
gggcatccca ttgaaaaagc cattgaaaac gagttttcag gaaatgctaa acaagccatg 180
ttacacctta tccagagcgt aagagatcaa gttgcatatt tggtaaccag gctgcatgat 240
tcaatggcag gcgtcggtac tgacgataga actttaatca gaattgttgt ttcgagatct 300
gaaatcgatc tagaggaaat caaacaatgc tatgaagaaa tctacagtaa aaccttggct 360
gataggatag cggatgacac atctggcgac tannnaaaag ccttattagc cgttgttggt 420
taag 424

INFORMACION'PARA LA SEQ ID No: 23
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 397
II.- TIPO DE MOLECULA:
VI.- FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Diabrotica virgerifera
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SECUENCIA SEQ ID No:

agatgttggc
gcagaatagt
tcaatgeect
acgtccaaca
ctaaagaaat
cttgcgatca

tggtacgaac

tgcatctaga
ggaaaaacag
tcaacgcaaa
aatccaagaa
caccaacagg
gagacacgga

gttgatgcag

23
gaattacaca

gtatccatgt
caccagaact
gaatcagcta
gagcaggaag
aaattgagcg

tggatggacg

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1
II.- TIPO DE MOLECULA:

490

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID No:

gcagatgaac
ccatcagaca
tttaggaaag
ggtcgcgttyg
cttgcaactc
gttgatcgca
tgaaaacttg
attcagtgct

agctgeccag

accagcgaga
ctcaaggctg
gaattgttga
acgaatcaaa
atcctcgagg
caagaacctt
ataaagaaac

ttggagagac

ADN

24
aaccaagaga

agatcgaagc
gccgtaatca
ggaatgctgt
tataccaatt
acttgatgag
acgaagegtt

tgacgacgtt

INFORMACIGN'PARA LA SEQ ID NoO:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

{A) LONGITUD: 5
IT.-~ TIPO DE MOLECULA:

330

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCTIA SEQ ID No:

ADN

25

Listado secuencias.txt

agttcttcea
ctgatgaatt
tcctccaaga
aacttcaagc
tggtageagce
atactggtga

aatggac

24

Diabrotica virgerifera

tgttagtggt
cagagaagac
ctatgctagt
actacagaqg
cgccagagat
ccaagaacta
cgaaaaatcg

cgaattgaga

25

Diabrotica virgerifera

agtgaaatgt tagcaaatat aacatccaag tttcgtaatt
tattctgtag tttcactatc ttcaaccgaa aatagaataa
gcctttecte caaaatatca agaacctcga caagtttggt

gacgacaaaa aattgggtat tcttgagctyg catcctgatg

tgattgcaag
gggaagggac
cctacaaaca
tagctatgcec
ctgggceagece

tctatticaaa

gttgaattgt
aactttacgg
gctgatatta
tgggaagaaa
gcggecgteg
ggacacacca
gcagcggege

gaaataaaga

gtacttgctc
atgtagaacc
tggagagttt

tttttgctac
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gatgtactga

gcaggagcetg

ctccaatcga
ggtgatagag
ttgcagatcg

ttctttaact

tgatgaacaa
cttgtatttc
aggataaatt
gatgggagaa
ccgaagcatyg
ttgacgacgt
aagaagagag

ggaaacaaga

agttagaaaa
tcgegaactt
agatacgata

taatccaaga

60
120
180
240
300
360
397

60
120
180
240
300
360
420
480
490

60
120
180
240
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atagatatta tacatcaaaa tgttagatgg caaagtttat atagatatgt aagctatgct

catacaaagt caagatttga agtgagaggt

INFORMACICN_PARA LA SEQ ID No: 26

I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 320

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Diabrotica virgerifera

SECUENCIA SEQ ID No: 26
caaagtcaag atttgaagtg agaggtggag gtcgaaaacc gtggccgcaa aagggattgg

gacgtgctcyg acatggttca attagaagtc cactttggag aggtggagga gttgttcatg
gaccaaaatc tccaacccct catttttaca tgattccatt ctacacccgt ttgctgggtt
tgactagcge actttcagta aaatttgccc aagatgactt gcacgttdgtg gatagtctag
atctgccaac tgacgaacaa agttatatag aagagctggt caaaagccge ttttgggggt

ccttcttgtt ttatttgtag

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 27
T. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46

IT.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA " o
OTRA INFORMACION: Ann-F1_T7 OTigonucledétido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 27
ttaatacgac tcactatagg gagagctcca acagtggttc cttatc

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 28
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 29

IT.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ] o
OTRA INFORMACION: Ann-R1 Qligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 28
ctaataattc ttttttaatg ttcctgagg

INFORMACION_PARA LA SEQ ID No: 29
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A} LONGITUD: 22
IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN
Pagina 17
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60
120
180
240
300
320

46

29
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VI.- FUENTE ORIGINAL L
(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA o
OTRA INFORMACION: Ann-Fl Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 29
gctccaacag tggttcctta tc 22

INFORMACIGN’PARA LA SEQ ID No: 30
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 53

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA ) .
OTRA INFORMACION: Ann-R1_T7 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 30
ttaatacgac tcactatagg gagactaata attctttttt aatgttcctg agg 53

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 31
T. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA . o
OTRA INFORMACION: Ann-F2_T7 0ligonucledétido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 31
ttaatacgac tcactatagg gagattgtta caagctggag aacttctc 48

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 32
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA _ _
OTRA INFORMACION: Ann-R2 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 32
cttaaccaac aacggctaat aagg 24

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 33
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial
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IX.- CARACTERISTICA . L
OTRA INFORMACION: Ann-F2 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 33
tTtgttacaag ctggagaact tctc 24

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 34
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA _ o
OTRA INFORMACION: Ann-R2T7 0Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 34
ttaatacgac tcactatagg gagacttaac caacaacggc taataagg 48

INFORMACIGN’PARA LA SEQ ID No: 35
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: %7

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: Betasp2-F1_T7 0Qligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 35
ttaatacgac tcactatagg gagaagatgt tggctgcatc tagagaa 47

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 36
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: Betasp2-R1 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 36
gtccattegt ccatccactyg ca 22

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 37
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23

IX.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VE.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) .
OTRA INFORMACION: Betasp2-Fl 0Oligonucledtido de Cebador PCR
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SECUENCIA SEQ ID No: 37
agatgttggc tgcatctaga gaa 23

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 38
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46

II.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA _ .
OTRA INFORMACION: Betasp2-R1_T7 Oligonucleétido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 38
ttaatacgac tcactatagg gagagtccat tcgtccatcc actgea 46

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 39
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX,- CARACTERISTICA i o
OTRA INFORMACION: Betasp2-F2_T7 Oligonucleétido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 39
ttaatacgac tcactatagg gagagcagat gaacaccagc gagaaa 46

INFORMACIGN’PARA LA SEQ ID No: 40
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22

IT.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA .
OTRA INFORMACION: Betasp2-R2 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 40
ctggygcaget tottgtttce tc 22

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 41
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: Betasp?2-F2 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 41
gcagatgaac accagcgaga aa 22
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INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 42
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA
OTRA INFORMACION: Betasp2-R2.T7 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCTA SEQ ID No: 42
ttaatacgac tcactatagg gagactgggc agcttctigt ttectc 46

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 43
T. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 51

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA _ o
OTRA INFORMACION: L4-F1_T7 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 43
ttaatacgac tcactatagg gagaagtgaa atgttagcaa atataacatc ¢ 51

INFORMACION_PARA LA SEQ ID No: 44
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) .
OTRA INFORMACION: L4-R1l Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCTIA SEQ ID No: 44
acctctcact tcaaatcttg actttg 26

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 45
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27

II.- TIPO DE MOLECULA:  ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A} ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: L4-F1 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 45
agtgaaatgt tagcaaatat aacatcc 27

INFORMACION,PARA LA SEQ ID No: 46
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCTA:
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Listado secuencias.txt
(A) LONGITUD: 50
II.- TIPO DE MOLECULA: ADN
VI.- FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) .
OTRA INFORMACION: L4-R1_T7 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCTA SEQ ID No: 46
ttaatacgac tcactatagg gagaacctct cacticaaat cttgactttg 50

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 47
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 50

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA . o
OTRA INFORMACION: L4-F2.T7 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 47
ttaatacgac tcactatagg gagacaaagt caagatttga agtgagaggt 50

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 48
T. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 25

ITI.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

. IX.~- CARACTERISTICA i )
OTRA INFORMACION: L4-R2 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 48
ctacaaataa aacaagaagg accec 25

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 49
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA . o
OTRA INFORMACION: 14-F2 Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 49
caaagtcaag atttgaagtg agaggt 26

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 50
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 49
IT.~ TIPO DE MOLECULA: ADN
VI.- FUENTE ORIGINAL
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(A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION:

SECUENCIA SEQ ID No:
ttaatacgac tcactatagg gagactacaa ataaaacaag

50

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1
IX.- TIPO DE MOLECULA:

1150

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID No:

caacggggcea
agcgeectyge
ccygcggaget
gggtcatcca
atgaacttca
aacatacaca
agaaagaggc
agccttctga
gtgatgctgt
tgtgttggga
ttcttttcta
ttcttactgt
ttagagttga
acggcgacgg
ctactttgtc
ttgcccataa
tgacacaaag .
gtgtttgcca
tgggccgaac

ttittccccc

gcactgcact
gaagcaaact
gaagacagcg
gtcccacaaa
aacaacacat
aactggcatc
actgccacct
ccaggttata
ggttgtgaac
ggatactaat
cgacgaggtt
gcgagtgagg
tggtgtactg
agccaagceca
tgcgaaagga
gcttectatt
gcgccctace
catgttgtygg

agagatagct

ADN

Zea mays

51
gcactgcaac

acgccgatgg
ggggcggagg
ggccctatee
ttacctgaga
aaatttcatt
gttgaggttc
cttgactacg
tctggeactc
gatcggattg
atcttgtatg
gtaatgccaa
atgaggttga
gtggtacttc
tatccttcgg
gtgacgcaga
gcgtgtacat
atgtacgttt

gattgtcatyg

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:

) __ Listado secuencias.txt
Secuencia artificial

51

tgcgaatttc
cttcggeggce
tgattceegg
tcaacgcege
tggtttttgg
ttaatgcget
ctgctgeagc
actatacatt
cacaaacaag
acattgttgce
aagatgagtt
ctggttggtt
gagacactcy
gtgagtgctg
actctgcage
agacccaaaa
catgactgtc
ctatgacgaa

tcacgtttga

52

aaggacccc

cgtcagcttg
ggcgtgggag
cagcgtgcga
ctctetgeaa
agagagrttc
tgatgecactc
aaaatggaag
‘cacgacacca
tttagatgga
cctttcagea
agctgacaat
tctgctttty
gttacattgc
ctggagggaa
gtacgcggac
gctgaaaaat
ctgtcctate
acaccatagt

attagaccat
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gagcggtcca
ggtccgacgg
gtgaaggggt
cgctttgaag
ttgtcacttc
aaggcatgga
ttcagaagta
tattgtggga
tgeggeactt
aaagaaccca
ggtatcteat
cgtrtttggc
ctgtttggaa
gcaacatttg
ccgaacctta
cctacctgac
gttgcctttt
ccatttegee

tccttagece

49

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

1020
1080
1140
1150




i Listado secuencias.txt
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCTIA:
(A) LONGITUD: 22
IT.- TIPC DE MOLECULA: ADN
VI.- FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA . o
OTRA INFORMACION: T20NV Oligonucledtido de Cebador PCR

IX.- CARACTERISTICA

Nombre: caracteristicas miscelaneas
VIII.- POSICION EN EL GENOMA: (22)..(22)
OTRA INFORMACION: n es a, ¢, g, o T

SECUENCIA SEQ ID No: 52
Trrttttttt tttttttttt vn 22

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 53
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- EUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: P5U765 (F) 0ligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 53
ttgtgatgtt ggtggcgtat 20

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 54
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ] .
OTRA INFORMACION: P5U76A (R) Oligonucledétido de Cebador PCR

SECUENCTA SEQ ID No: 54
tgttaaataa aaccccaaag atcg 24

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 355
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTEngTICA .
OTRA INFORMACION: TIPmxF Cligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 55
tgagggtaat gccaactggt t© 21
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INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 56
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24

IT.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA
OTRA INFORMACION: TIPmxR Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 56
gcaatgtaac cgagtgtctc tcaa

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 57
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A} ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: HXTIP Oligonucledtido de sonda

SECUENCIA SEQ ID No: 57
tttttggctt agagttgatg gtgtactgat ga

INFORMACICN_PARA LA SEQ ID No: 58
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) I.ONGITUD: 151

IT.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA » » o
OTRA INFORMACION: Porcion de SpecR region codificadora

SECUENCIA SEQ ID No: 58
gaccgtaagy cttgatgaaa caacgcggeg agcetttgatc aacgaccttt tggaaacttce

ggcttcccct ggagagagcg agattctccg cgetgtagaa gtcaccattg ttgtgecacga

cgacatcatt ccgtggegtt atccagctaa ¢

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 59
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 69

IXI.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAIL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA y » .
OTRA INFORMACION: Porcidn de AADL region codificadora

SECUENCIA SEQ ID No: 59
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Listado secuencias.txt

tgttcggttc cctctaccaa gcacagaacc gtcgcttcag caacacctca gtcaaggtga

tggatgttg

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCTA:

(A) LONGITUD: 4
II.- TIPO DE MOLECULA:

4233

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCTA SEQ ID No:

agcctggtgt
gacggcgggg
gceggcgecy
gcecgtgctec
caggctgggg
ggcgtggety
caggacttct
ccceecaaga
tegtttrttt
acgcctcgtyg
ggctteteca
cggcatgetg
acatcaatgc
tcgegtattg
acctcttcta
ccgtctegeg
cgtacgacge
tcatgctcta
cggccgacgce
tggtgecgec
cgceggecgg
cggggetgge
tgatgcacgc

ttccggagga
gcgegegeag
agcagaagcg
tgctegtect
gcgtteecge
agggcgtgtce
cctggaccaa
actggatgaa
cttttttcct
cacatggcga
gatccgaacy
cttttctgeg

acgatataat

atgtcgtgac

ccagtggaac
cgacctectc
caacggcgtc
cacgggctcce
gtccgacceg
gcecgggceate
caacgacacyg
gctggtgtac
cgtgceggge

ADN

Zea mays

60
gacagacatg

gcegttgetce
gcecgecggct
cgtggcggte
gggcgaagat
ggagaagtcc
cgcgatgctg
cggttagttg
ctegttectgg
tacccgatcc
gtaagttgtt
cgtgcatgcg
cgtatcggta
attttgeacyg
ccggactecy

cactggctge

tggtccgggt
acggcggagt
ctgctgcggg
gggccgacygg
gcgtggeggg
cggacggagy
accggeatgt

60

atccctgeceg
ccggagacgyg
acgccegacceg
acagtccteg
gcegregteg
acggeccccge
gcgtggcage
gacccgtcgc
ctctaacttg
gccggecgey
ggctccgata
gctcctagea
cagagatatt
caggtcecget
cggtatggag
acctaccget
c€ggcgacgceyg
cgtcggeaca
agtgggtcaa
acttccgega
tcgecategg
acttcgtgceg

gggagtgcgt

ttgctgatce
acccteggag
ttectcaccgc
cgtcgcagea
tcgaggtggce
tcecteggete
gcacggegtt
catcggtgac
gttccgegtt
tatatctatc
cgatcgatca
ttccacgtec
gtcccatcag
gtatcacaag
caacatcacc
ggccatggtg
cctgcecgac
ggtgcagaac
gtcggacgcec
cccgacgacyg
gtccaaggac
gtacgacccg

ggacttctac
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gacgacgcty
gcgtgctgcece
cgtegtetece
cgtcgacgayg
cgccteceegt
cggcgegcete
ccacttccag
gacgcgegga
tetygteacog
tacctcgacc
catgtgagct
acgggtcgtg
ctgctagett
ggctggtacc
tggggccacg
cecgatceacce
ggccggatecg
¢tcgeggagce
aacccggtge
gcgrgtegga
cgggaccacg
gcgceeggcgc
ccggtggecg

60
69

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
3900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



cgggatcagg

ccggggtgaa
tcggeaccta

ggatcggect
teettegecg
tcctcaaggy
atcttgctgg
gtgtgtggtg
agtaatgggg
ggagacaaca
ttttgttgtg
Cccgtaaaac
cacaaacact
ctgaatccgg
ccctgtacge
ctgctgeage
tagttagacg
gtgacttgtc
ttgtgtettg
atgagctagg
cttgcatagg
atcgtgaatt
ttatttteca
gtaggcaagg
ctgtecgttac
tagcgtacag
tttttittta
agacgggcag
gcaagagctt

aggcgacgea

cgcecgeggeg
gcacgtgctc
cgacccggeg
ccggtacgac
gcgggtgcte
ctgggeatcc
catcgaatca
gggatggtga
ttgcgtataa
gtaggggtag
gatcgtccaa
atttctcaag
agataggtct
tctgaaaatt
gcecgtegtgg
gctctgtaca
ggaaaacgag
tccggttgge
tettgectat
aaacgggttg
gggcgcagta
attattatta
gactcaaact
cgtgtgagtg
cagcgcgatg
ttgaccaagt
ccatgccgtg
caacctgctc
cgacggcgtc
ggtgacgccg

ggcagcygggyg
aaggctagcec
acggacacct
tatggcaagt
tg99g99tggy
gtgcaggtac
ttaatgggca
cacacgcgeg
acgacagctce
ccggtagggt
cacaaggaaa
gaaccatcta
ctgcagctgt
gttcaagcag
tcteccgtga
agcgtgcacc
aggaagcgea
tgagggcgcyg
acaccgtagt
gagagctggg
tgtagctttg
tatatatatc
tttcaaaagg
tgaccaacyc
cttgtatatg
cgacgtggag
cacgtgcagt
cagtrggccgyg
gcgctggacce

cacgcagcct

Listado secuencias.txt

acgggctgga
tcgacgacga
ggacccccga
actacgcgtc
tcggegagac
gtctcagggt
gatattataa
gtaataatgt
tgctaccatt
tcgtcgactt
ataggatcat
gctagacgag
gatgttcctt
agaggcccecg
tcctygeccecy
acgtgagaat
cggtccaagc
cgacagagat
cagagactgt
ttcttgectt
cgttttactt
gaatatcgat
cctgtgtttt
atgcatggat
tttgcagtat
ggcgcacaac
caatccccag
tggtggaggt
gcggatccgt
gctgcagcga

gacgrcegcg
caagcacgac
cagcgcggag
gaagaccttc
cgacagcgag
ttgaggctag
cttgataatc
agctaagctyg
acttctgaca
gccttttctt
ccaacaaaca
cgtggeatga
tacatatacc
atcctcacac
tcccctecac
ttccgtctac
acaacacttt
gtatggcgcec
gtcaaagccg
gcctectgty
cacgccaaag
ttcgtegete
agttcttttc
atcgtggtag
tttcaaatga
agacctctga
gacggtcctc
ggagaacctc
cgtgcccctc

acgaactcgc
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gcgeegggac
tactacgcga
gacgacgtcg
tacgaccccg
cgcgeggaca
catggcttca
tgggttggtt
gttaaggatg
cccgattgaa
ttttecttty
tggaagtaat
tccatgcatg
accgtccaaa
ctgtacacgt
gcggecacgce
tcgagectag
gcgcgggecc
gcggegtgtce
tccaacgaca
atgtctttge
gatactgctg
tcgtggggtt
ttccaattga
actggtagag
atgtctcagc
cattattcac
ctggacacga
cggatgageg
gacgtcggcea

gcgttgecgg

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180




ccecgeggeca
tggacatcga
acgtgacgtt
teggeettet
tgctcaagyg
tatgttatga
tgttgagttg
aaggcgaacg
aatctctcgg
ccagetgctg
ggatgcacta
ggacgtgcat
tcctctteaa
tcaactccge
tgacggacag
tgtttaattt
atcattaggt

cagagataag

gctgacttag
ggctgtgtte
caactgcagc
cgtgctggeg
cacggacggc
cttatgacca
tttcacagat
atctggttaa
tcagaatact
gtactttgga
caaattgaag
cacgtcgega
caacgccaca
ctacatccgg
ataggcgata
atttgctgec
ctagtagtgt
gtataagagg

tttctetgge
gaggtggacy
accagcgcag
gacgacgact
agcctecaaa
tgcatgcatg
gcttaccgtc
gagagtatac
ggtaagtrtt
cactcgttct
gttgaccact
gtgtacccca
catgctcacy
ccatatccgg
ttgcatactt
Ttccttatcc
tgttgcaaag

gagcagggag

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 2
II.- TIPO DE MOLECULA:

25

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACTON:

SECUENCIA SEQ ID No:
gtatgtttct gcttctacct ttgat

ADN

61

INFORMACION_PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 2
II.- TIPO DE MOLECULA:

29

VI.~ FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

ADN

Listado secuencias.txt

tgatcgaccg
CgthganC
gcgeggeggy
tgtccgagea
ctttcttctg
cgcatttctt
tgctttgttt
gggagcrtgg
tacagcgeca
tctegeacty
ccatcgtgoa
cacgagccat
tcaaagcaaa
caacgacgac
gcatcatgaa
ttcttgtgaa
acacttagac

cag

61

secuencia artificial

62

Secuencia artificial

tgtgectgeg
ggcgggegtc
ccggggecty
gaccgcegtg
ccaagacgag
agctaggctg
cgtatttcga
tcectgtget
gccatgcaty
ctcattattg
gagctttgct
ctacgactcc
atccgtcaag
ttctctatga
ctcatttgta
actatatggt

accagaggtt
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tgcgtgcagt
acggaggeceqg
ctcggecegt
tacttctacc
ctcaggtatg
tgaagcttct
ctaggcatcc
agatggggag
tgttggccag
cttctgatcet
caaggcggga
gceecgegtcet
atctggcage
ctaaattaag
caacagtgat
acacacatgt

ccaggagtat

ST-LS1- F Oligonucledtido de Cebador PCR

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4233

25



. Listado secuencias.txt
IX.- CARACTERISTICA _ o
OTRA INFORMACION: ST-LS1- R Oligonucleétido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 62
ccatgttttg gtcatatatt agaaaagtt 29

INFORMACION,PARA LA SEQ ID No: 63
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 34

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA o
OTRA INFORMACION: ST-LS1-P Oligonucledtido de Sonda

SECUENCIA SEQ ID No: 63
agtaatatag tatttcaagt atttttttca aaat 34

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 64

" I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: GAADL-F Oligonucledtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: b4
tgttcggttc cctctaccaa 20

INFORMACION‘PARA LA SEQ ID No: 65
I. CARACTERISTICAS PE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA . o
OTRA INFORMACION: GAAD1-R OldigonucTiedtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 65
caacatccat caccttgact ga 22

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 66
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24

IT.~- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.—- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ] o
OTRA INFORMACION: GAADL-P Oligonucleétido Sconda
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Listado secuencias.txt
SECUENCIA SEQ ID No: 66
cacagaaccg tcgcttcagc aaca

INFORMACTION PARA LA SEQ ID No: 67
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 18

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA _ .
OTRA INFORMACION: IVR1-F 0ligonucliedtido de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 67
tggcggacga cgacttgt

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 68
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
{A) LONGITUD: 19

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: IVR1-R Oligonucleétido de Cebador PCR

SECUENCTIA SEQ ID No: 68
aaagtttgga ggctgccgt

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 69
T. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26

II.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA i
OTRA INFORMACION: IVR1-P O0ligonucledtido de Sonda

SECUENCIA SEQ ID No: 69
cgagcagacc gccgtgtact tctacce

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 70
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19

TI.~ TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.~- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) )
OTRA INFORMACION: SPClA ¢ligonuciedtide de Cebador PCR

SECUENCIA SEQ ID No: 70
cttagctgga taacgccac
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24

18

i9

26

19



INFORMACION’PARA LA S5EQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19

IT.- TIPO DE MOLECULA:

VI.~- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMQ:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION:

SECUENCIA SEGQ ID No:

gaccgtaagg

cttgatgaa

ADN

71

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21

II.- TIPO DE MOLECULA:

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

IX.- CARACTERISTICA

OTRA INFORMACION:

SECUENCIA SEQ ID No:
cgagattctc cgcgetgtag a

ADN

72

INFORMACION_PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3
IT.- TIPO DE MOLECULA:

3093

VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID No:

gagacccaac
tgccttcteca
cccgggggtt
gcrtacgaaca
attaggtcgt
gctegrggey
ccatatatca
gacagagaca
gtgaaaccgt
attggtgcta

gaaattttgc

accagaagac
gcggcttaac
atttcatcat
cagtgtatgt
gtttggagca
ggcaagctgt
agcaagaaat
tcctegaaca
ccctagacga

gaggggccag

agaaggaaat

ADN

mMmeligethes aeneus

73
tttcataggg

agatcgtgat
aaacgggtcg
gttttcgatg
ttcttcgege
gaaaaaggca
acccattatg
catcatctat
ggcttttgta
gccecggegta

gctgecgeat

secuencia artificial

72

Secuencia artificial

73

aaaatcccga
ttgacggagt
gagaaggttt
aaggacggga
ccecaccteca
gccatcgggce
atcgtattca
gactttgacg
atccaagagc
acgagggaaa

gtaggagttt

Listado secuencias.txt

71

TQSPEC Pligonucledétido de sonda

ttatgttgag
taaacgagtg
taattgccca
aatacgcgtt
ctttgtgggt
aaagaatcat
gagcgctagg
accctgaaat
agggtgtggce
agcgtgttaa

ccgatttcty
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sPCls Oligonucledtido de Cebador PCR

gtctacgtac
tcetttggat
ggaaaaaatg
taaatccgag
gaatatgatg
cgctatttta
ttttgtggec
gatggagatg
cttgaatttt
atacgccagyg

cgaaaccaaa

19

21

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660




aaagcgtatt
gagttagacg
getttcttgt
aaatrtcatcy
accgacggtt
caagccagag
catttgaggc
ttgcacaaca
ggtttggtaa
atcttggagt
atcgetaacg
gagcaattga
gtatccatga
atttgcagac
gacatgttga
gttgtcgaat
gatttgagac
cccgecatga
cccaggaaca
ttccacgtgc
accaccagat
gtggcceatcyg
gccgtcgaaa
aagcgcattg
atgcgcaacg
gtctccgyay
ctggacggta
gagactggcyg
aagattcgcg

gggcagaagg

tcttggggta
acagggatca
tcagaggtct
acagaggaaa
tgcgttactc
ccggagtgtc
gcgtaaactce
ccctgtgggy
aaaatctcgc
tcttggagga
ccactaagat
cggcgacttt
tccgtgataf
ctttattgat
aagagagaga
acattgacac
aagacaagga
ttttgggagt
cctatcaaag
ggatggacac
ccatggagta
cctgctacac
gaggcttctt
gggatcagga
cgctgtacga
acgacgtcgt
acacgaagaa
tggtggatca
tgaggtcegt

gtacttgcgyg

catggtgecac
ttacggcaac
tttcaaaaac
agatttcaac
tcttgecacc
tecaggtactg
gcccateggt
catgatttgc
ccttatggcet
gtggtcgatg
ttttgtcaat
gaggaagcta
ccgcgatcgce
tgctaaaaat
atacaacaac
cctagaagaa
gtgcgectac
ctgcgegtca
cgccatggga
gctcgcgeac
cctgeggttc
cggctacaac
ccgatcggtg
ggagcagttc
caaactcgac
catcggcaaa
gttcaccaag
ggtgatgttg
gaggattccg

catacagtac

Listado secuencias.txt

aggctgctte
aaaaggttag
ttaatgaagg
ttggatttgg
ggtaactggg
aacagactga
cgegacggta
ccggegygaaa
tacatttccg
gagaatttgg
gggtgttggy
cgtcgecaga
gaaatccgta
ggcagcctgt
tatggctggce
gaaactygtga
tgtacgactt
attatccegt
aaacaagcca
gtgctctact
agagagcttc
caggaggatt
ttttatcgtt
gagaagccga
gacgacggta
accatgacac
agggacgcca
acctrgaact
cagataggcyg

cggcaagaag

tggectettt
atttggctgg
aagtgcgecat
caatcaaaac
gcgaccagaa
cttacgcectc
aactagccaa
cgccagaggy
tcggttegea
aggaaatagc
tcggtattca
tggatattat
tctacacgga
tactgaaaaa
aagtgttggt
tgattgccat
acactcactg
tcceegatca
tgggcgtgta
acccccacaa
ccgceeggeat
cggrtatttt
cgtacaagga
ccaggcagac
tcatttcgcc
tcccggaaaa
gtactttctt
ccgagggtta
acaaattcgc

atatgatttt
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ggggcgeaga
gccgtitgctg
gtacgcccaa
caaactcatc
aaaggcccat
gactttatct
accccgtcag
cgctgcggtg
acccrctecg
gccgtctgcet
cagggatecyg
cgtatccgag
tgctggtegt
agaacacatc
agcctcaggt
gtctectgac
cgaaattcat
caaccaaagt
cataacaaac
accgctggta
caacagcatc
aaacgctteg
cgcecgagtec
ctgccagggce
cggtattcgt
cgacgatgag
gcgtaacagc
caagttctgt
ctcgegtcac

ctcgtgegag

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
2280
2340
2400
2460



ggtttgaccc
catttgatcg
accccgttta
taccaactga
cagattttcc
cactcgagdg
agggacgggg
gcgcagttte
aacttctgcy
tgcaagaata

aagcgctcge

cggacatcat
agtgcatcca
acgacgcggt
gagggaacga
tgggceccac
ccagaggccce
gcctgegttt
tgcgcgageg
ggctgatcgce
agacgcagat

gcagaaactg

catcaacccg
aggtaaggta
aaacgtgcag
ggtgatgtac
ctactaccag
ggtgcagatc
cggggagatg
cttgrtcgag
catcgctaac
ttcgcagaca

cgcegegecyg

INFORMACION_PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITU

IT.- TIPO DE MOLECULA:

VI.- FUENTE
(A) ORGANIS

SECUENCIA S

1

Arg Ser Thr

Glu Leu Asn

35

Gly ser Glu

50

val Tyr val

65

Ile Arg ser

val Asn Met

D: 1013

ORIGINAL
MO:

EQ ID No:

Glu Thr GIn His GIn Lys Thr
5

Tyr
20

Cys
Glu Cys
Lys val
phe

Ser

Leu
85

Cys

Met Ala

100

Leu

Pro

Leu

Met

70

Glu

Arg

Listade secuencias.txt

cacgccatcc
tcggcgaata
aaaatttcca
aacgggcaca
cgcctcaage
ctegteagge
gagcgcgatt
gtgteccgatc
ttgcggaaca
tggatcctgt

tgc

74

PROTEINA

74

Phe

Leu ser

Leu Asp

40

ITe Ala

55

Lys Asp

Ser

His

Gly Gly

Meligethes aeneus

Ile Gly

10

Lys

Gly Thr

25

Leu

Pro Gly Gly

GIn Glu Lys

Gly Lys Tyr

75

Ser Arg Pro

90

Gin Ala val

105

catctcgtat

agggggagat

ctctectgea
cggggegeaa
acatggtgga
agcccatgga
gccagatttc
cctacaggat

acacgttcga

agggatcgga

Ile Pro Ile

Asp Arg Asp

30

Phe Ile

45

Tyr

Met Ala Thr

60

Ala Phe Lys

Thr ser Thr

Ala
110

Lys Lys
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gacgattggg
cggggacgcg
agagtacggg
aatgaacgcg
cgataagatc
gggtcgagec
gcacggcegey
ccacgtgtgce
gtgcaagggg

cacctcgaac

Met
15

Leu
Leu Thr
Ile Asn
Thr

Asn

Glu
30

Ser

Leu
95

Trp

Ala Ile

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3093




Gly

Ile

Leu.

145

val

Ala

Glu

Pro

Leu

225

Glu

Lys

Phe

305

Gln

ser

GIn

Met

130

Glu

Lys

Leu

Lys

His

210

Gly

Leu

Pro

Glu

Asn

290

Tyr

Ala

Thr

Arg

Ile

His

Pro

Asn

Arg

val

Tyr

ASp

Leu

val

275

Leu

Ser

Arg

Leu

1le

val

Ile

ser

Phe

180

val

Gly

Met

Asp

Leu

260

Arg

Asp

Leu

Ala

Ser

Ile

Phe

Ile

Leu

165

Ile

LysS

val

val

Arg

Ala

Met

Leu

Ala

Ala

Arg

Tyr

150

Asp

Gly

Tyr

ser

His
230

Asp

Phe

Tyr

Ala

Thr

310

val

Leu

Ala

135

ASp

Glu

Ala

Ala

Asp

215

Arg

His

Leu

Ala

Ile

295

Gly

ser

Arg

Leu

120

Leu

Phe

Ala

Arg

ATg

200

Phe

Leu

Tyr

Phae

Gln

280

Lys

Asn

GIn

Arg

Listado secuencias.

Pro Tyr Ile Lys Gln

Gly

Asp

Phe

Cys

Leu

Gly

Arg

Lys

Thr

Trp

val

val

Phe

Asp

val

170

Ala

ITe

Glu

Leu

ASn

250

Gly

Phe

L.ys

Gly

Leu
330

val

Pro

155

Ile

Arg

Leu

Thr

Ala

235

LYS

Leu

Ile

Leu

ASp

315

Asn

Ala

140

Glu

GIn

Pro

G1n

Lys

ser

Arg

Phe

AsSD

Ile

300

Gln

Arg

125

ASp

Met

Glu

Gly

Leu

Leu

Lys

Arg

Thr

Lys

Leu

Asn Ser Pro Ile
pPagina 34

tXt

Glu

Arg

Met

G1n

val

190

Glu

Ala

Gly

Asp

Asn

270

Gly

ASp

Lys

Thr

ITe

ASp

Glu

Met

Tyr

Arg

Leu

255

Leu

LYS

Gly

Ala

Tyr

335

Arg

Pro

Ile

Met

160

va'l

Arg

Leu

Phe

Arg

240

Ala

Met

Asp

Leu

His

320

Ala

ASp



Gly

Ite

Asn

385

Ile

Ala

Trp

Lys

Lys

Trp

Glu

Lys

Cys

370

Leu

Leu

Pro

val

Leu

450

Asp

Cys

Glu

GIn

Glu

530

Lys

Ala

Leu

355

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ile

Arg

His

val

515

Glu

Glu

Met

340

Ala

Ala

Leu

Phe

Ala

420

Ile

Arg

ATg

Pro

Ile

500

Leu

Thr

Cys

Ile

Lys

Glu

Met

Leu

405

Ile

His

Gln

Asp

Leu

485

AsSp

val

val

Ala

Leu
565

Pro

Thr

Ala

390

Glu

Ala

Arg

Met

Met

Ala

Met

Tyr

Gly

Arg

Pro

375

Tyr

Glu

Asn

Asp

Ile

Leu

ser

Ile

535

Cys

val

GIn

360

Glu

Ile

Trp

Ala

Pro

440

Ile

Ile

Ala

Lys

Gly

Ala

Thr

Cys

Listado secuencias

345

Leu

Gly

Ser

Ser

Thr

425

Glu

Ile

Arg

Lys

Glu

305

val

Met

Thr

Ala

His Asn Thr

Ala

val

Met

410

Lys

Gln

val

ITe

ASn

490

Arg

val

ser

Tyr

Ser
570

Ala

Gly

Glu

Ile

Leu

Ser

Tyr

475

Gly

Glu

Glu

Pro

Thr

555

Ile

val

380

ser

Asn

Phe

Thr

Glu

460

Thr

ser

Tyr

Tyr

Asp

540

His

Ile

Leu

365

Gly

GlIn

Leu

val

Ala

445

val

ASp

Leu

Asn

Ile

525

Asp

Cys

Pro
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Xt

350

Trp

Leu

Pro

Glu

Asn

430

Thr

ser

Ala

Leu

Asn

510

ASp

Leu

Glu

Phe

Gly

val

Ser

Glu

415

Gly

Leu

Met

Gly

Leu

495

Tyr

Thr

Arg

Ile

Pro
575

Met

Lys

Pro

400

Ile

Cys

Arg

Lys

Gly

Leu

Gln

His

560

Asp




Listado secuencias.ixt
His Asn Gln Ser Pro Arg Asn Thr Tyr GIn Ser Ala Met Gly Lys GIn
580 585 590

Ala Met Gly val Tyr Ile Thr Asn phe His val Arg Met Asp Thr Leu
595 600 605

Ala His val Leu Tyr Tyr Pro His Lys Pro Leu val Thr Thr Arg Ser
610 615

620

Met Glu Tyr Leu Arg Phe Arg Glu Leu Pro Ala Gly Ile Asn Ser Ile
625 630

635 640
val Ala ITe Ala gyg Tyr Thr Gly Tyr Asn Gln Glu Asp Ser val Ile

655

Leu Asn Ala Ser Ala val Glu Arg Gly Phe Phe Arg Ser val Phe Tyr
660 665 670

Arg Ser Tyr Lys Asp Ala Glu Ser Lys Arg Ile Gly Asp GIn Glu Glu
675 6

685

GIn Phe Glu Lys Pro Thr Arg GIn Thr Cys Gln Gly Met Arg Asn Ala
690 695

Leu Tyr Asp Lys Leu Asp Asp Asp Gly Ile Ile Ser Pro Gly Ile Arg
705 710

720
val Ser Gly Asp Asp val val Ile Gly Lys Thr Met Thr Leu Pro Glu
72

735
Asn Asp Asp Glu Leu Asp Gly Asn Thr Lys Lys Phe Thr Lys Arg Asp
740 745 750

Ala ser Thr Phe Leu Arg Asn Ser Glu Thr Gly val val Asp GIn val
755 760

Met %;3 Thr Leu Asn Ser $Tu Gly Tyr Lys Phe Cys Lys ITe Arg val
75

?g% Ser val Arg Ile ggo GIn Ile Gly Asp Lys Phe Ala Ser Arg His
0

800
Gly GIn Lys Gly Tgr Cys Gly Ile GIn Tyr Arg Gln Glu Asp Met Ile
805

g10 815
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Listado secuencias.txt

Phe ser Cys Glu Gy Leu Thr Pro Asp Ile Ile Ile Asn Pro His Ala
820 825 830

Ile Pro Ser Arg Met Thr Ile Gly His Leu Ile Glu Cys Ile GIn Gly
835 840 845

Lys val ser Ala Asn Lys Gly Glu Ile Gly Asp Ala Thr Pro Phe Asn
850 855 860

Asp Ala val Asn val Gin Lys Ile Ser Thr Leu Leu GIn Glu Tyr Gly
865 870 875 880

Tyr GIn Leu Arg Gly Asn Glu val Met Tyr Asn Gly His Thr Gly Arg

Lys Met Asn Ala G1n ITe Phe Leu Gly Pro Thr Tyr Tyr GIn Arg Leu
900 905 910

Lys His Met val Asp Asp Lys Ile His Ser arg Ala Arg Gly Pro val
915 920 925

Gln Ile Leu val Arg Gln Pro Met Glu Gly Arg Ala Arg Asp Gly Gly
930 935 940

Leu Arg Phe Gly Glu Met Glu Arg Asp Cys GlIn ITe Ser His Gly Ala
945 950 955 960

Ala G1n Phe Leu Arg Glu Arg Leu Phe Glu val Ser Asp Pro Tyr Arg
965 970 975

ITe His val Cys Asn Phe Cys Gly Leu Ile Ala Ile Ala Asn Leu Arg
980 985 990

Asn Asn Thr Phe Glu Cys Lys Gly Cys Lys Asn Lys Thr Gln Ile Ser
995 1000 1005

Gln Thr Trp Ile Leu
1010

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 75
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2279
II.- TIPO DE MOLECULA: ADN
VI.- FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Meligethes aeneus
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SECUENCIA SEQ ID No:

gagacccaac
tgccttetea
cccgggggtt
gctacgaaca
attaggtcgt
gcecegtggtg
ccatatatca
gacagagata
gtgaaaccgt
atcggggeta
gaaattttgc
aaagcgtatt
gagttagacg
gctttcttgt
aaattcatceg
accgacggtt
caagccagag
catttgaggc
ttgcacaaca
ggtttggtaa
atcttggagt
atcgetaacg
gagcaattga
gtatccatga
atttgcagac
gacatgttga
gttgtcgaat
gatttgagac

ccecgecatga

accagaagac
gcggcttaac
atttcatcat
cagtgtatgt
gtttggagca
ggcaggctgt
agcaagaaat
tcctggaaca
ccctggacga
gaggggccayg
agaaggaaat
tcttggggta
acagggatca
tcagaggtct
acagaggaaa
tgcgttactc
ccggagtgte
gcgtaaactc
ccctgtgggg
aaaatctcgc
tcttggagga
ccactaagat
cggcgacttt
tccgtgatat
ctttattgat
aagagagaga
acattgacac
aagacaagga

ttttgggagt

75
tttcataggg

agatcgtgat
aaacgggtceg
gttttcgatg
ttcttegege
caaaaaggcg
acccattatg
catcatttat
ggcctttgta
gcecggeagta
gctgecgeat
catggtgcac
ttacggcaac
titcaaaaac
agatttcaac
tcttgoccacc
tcaggtactg
gceccateggt
catgatttge
ccttatggcet
gtggtcgatyg
ttttgtcaat
gaggaagcta
ccgcgategce
tgctaaaaat
atacaacaac
cctagaagaa
gtgcgcctac

ctgcgegtca

Listado secuencias.txt

aaaatcccga
ttgacggagt
gagaaggttt
aaggacggga
cccaccteca
gccatcgggce
atcgtattca
gactttgacg
attcaagagce
acgagggaaa
gtaggagttt
aggctgette
aaaaggttgg
ttaatgaagy
ttggatttag
ggtaactggy
aacagactga
cgcgacggta
ccggeggaaa
tacatttecy
gagaatttgg
gggtgrtggy
cgtcgccaga
gaaatccgta
ggcagcctgt
tatggctgge

‘gaaactgtga

tgtacgactt

attatcccgt

ttatgttgag
taaacgagtg
taattgccca
aatacgcgtt
ctttgtgggt
aaagaattat
gagcgttggg
accctgaaat
agggtgtggce
agcgtgttaa
ccgattictg
tggcctettt
atttggctgg
aagtgcgcat
caatcaaaac
gcgaccagaa
ctracgcctc
dactagccaa
cgccagadag
tcggttegea
aggaaatagc
tcggtattca
tggatattat
tctacacgga
tactgaaaaa
aagtgttggt
tgattgccat
acactcactg

tccecgatcea
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gtctacgtac
tcetttggat
ggaaaaaatg
taaatccgag
gaacatgatg
tgccatttta
ttttgtygget
gatdgagatg
tttgaatttt
atacgccagg
cgaaaccaaa
ggggcgeaga
gcecgttgetg
gtacgcccaa
caaactcatc
aaaggccecat
gactttatct
accccgtcag
cgctgeggtg
accctctecy
gccgtetygct
cagggatccg
cgtatccgag
tgctggtegt
agaacacatc
agcctceaggt
gtctcctgac
Ccgaaattcat

caaccaaagt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



CCCaggaaca

ttccacgtgc

accaccagat

gtggccatcyg

gccgtcgaaa

aaacggatcg

atgcgcaacg

gtttcegggy
ctggacggta

cctatcaaag
ggatggacac
ccatggagta
cctgctacac
gaggcttctt
gggatcagga
cgctgtacga
acgatgtcgt

acacgaagaa

cgccatggga
gctcgegeac
cctgeggttce
cggctacaac
ccggteggty
ggagcagttc
caaattggac
cataggcaaa

gttcaccaag

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: /
II.- TIPO DE MOLECULA:

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID No:

759

L.istado secuencias.txt

aaacaagcca tgggcgtgta cataacaaac

gtgctctact

agagagctece

caggaagatt

Ttctaccgtt

gagaagccga

gacgacggca

accatgacac

agggacgeca

76

PROTEINA

Meligethes aeneus

Glu Thr GIn His GIn

1

Arg

Glu

Gly

val

65

Ile

val

Gly

ser

Leu

ser

50

TYF

Arg

Asn

Gln

Thr

Asn

35

Glu

val

ser

Met

Tyr

20

Gilu

LYS

Phe

Cys

Met

100

ITe

5

Cys

Cys

val

ser

Leu

85

Ala

Ile

76

Lys Thr

Leu

Pro

l.eu

Met

70

Glu

Arg

Ala

Leu

Leu

Ile

55

Lys

His

Gly

Ile

Phe

ser

Asp

40

Ala

Asp

Ser

Gly

Leu
120

Ile

Gly

25

Pro

Gln

Gly

Ser

Gln

165

Pro

Gly

10

Leu

Gly

Glu

Lys

Arg

90

Ala

Lys

Thr

Gly

Lys

Tyr

75

Pro

val

acccccacaa

ccgecggeat

cggttatatt

cgtacaagga

ccaggcagac

taatttcgece

tcccggagaa

gtactttctt

Ile

Asp

Tyr

Met

60

Ala

Thr

LysS

Pro

Arg

Phe

45

Ala

Phe

Ser

Lys

Tyr Ile Lys Gln

125

Pagina 30

Ile

Asp

30

Ile

Thr

LYS

Thr

Ala

110

Glu

accgctggta
caacagcatc
gaacgcttcg
cgccgagtec
ctgccagggce
tggcatccgt
cgatgatgag

gcgtaacag

Met

15

Leu

Ile

Asnh

ser

Leu

95

Ala

Ile

Leu

Thr

Asn

Thr

Glu

80

Trp

Ile

Pro

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2279




ITe

Leu

145

val

Ala

Glu

Pro

Leu

225

Glu

Gly

LYS

Phe

Arg

GlIn

Ser

Gly

Met

130

Glu

Lys

Leu

Lys

His

210

Gly

Leu

Pro

Glu

Asn

290

TYr

Ala

Thr

LysS

Ile

His

Pro

Asn

Arg

val

Tyr

ASp

Leu

val

275

Leu

Ser

Arg

Leu

Leu

val

Ile

ser

Phe

180

val

Gly

Met

ASp

Leu

260

Arg

Asp

Leu

Ala

ser

340

Ala

Phe

Ile

Leu

165

Ile

Lys

val

val

Met

Leu

Ala

Gly

His

Lys

Arg

TYr

150

Asp

Gly

Tyr

Ser

His

230

Asp

Phe

Tyr

Ala

Thr

310

val

Leu

Pro

Ala

135

Asp

Glu

Ala

Ala

215

Arg

His

Leu

Ala

Ile

295

Gly

ser

Arg

Arg

Leu

Phe

Ala

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

Phe

Gln

280

LYS

Asn

Glin

Arg

GIn

Listado secuencias.

Gly pPhe val

Asp

Phe

Cys

Leu

Gly

Arg

Lys

Thr

Trp

val

val

345

Leu

ASp

val

170

Ala

Ile

Glu

Leu

Asn

250

Gly

Phe

Lys

Gly

Leu

330

Asn

Pro

155

Ile

Arg

Leu

Thr

Ala

235

Lys

Leu

I1e

Leu

AsSp

315

Asn

Ser

Ala

140

Glu

Gn

Pro

Glin

Lys

220

Ser

Arg

Phe

Asp

Ile

300

Gln

Arg

Pro

ASp

Met

Glu

Gly

Lys

205

Lys

Leu

Leu

Lys

Arg

285

Thr

Lys

Leu

Ile

His Asn Thr Leu
Pdgina 40

txt

Arg

Met

Gln

val

190

Glu

Ala

Gly

Asp

AsSn

270

Gly

AsSp

Lys

Thr

ASp

Glu

Met

Tyr

Arg

Leu

255

Leu

LyS

Gly

Ala

Tyr

Arg

Gly

Ile

Met

160

val

Arg

Leu

Phe

Met

ASp

Leu

His

320

Ala

Asp

Met



Ile
Asn
385
Ile
Ala
Trp
Lys
Arg
Iie
LYyS
Trp
Glu

545

Pro

Cys

370

Leu

Leu

Pro

val

Leu

450

Asp

Cys

Glu

Gln

Gilu

530

Lys

Asn

355

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ile

Arg

His

val

515

Glu

Glu

Met

Gln

Ala

Leu

Phe

Ala

420

Ile

Arg

Arg

Pro

ITe

500

Leu

Thr

Cys

Ile

Ser
580

Glu

Met

Leu

405

Ile

His

Gln

Asp

Leu

485

Asp

val

val

Ala

Leu

565

Pro

Thr

Ala

390

Glu

Ala

Arg

Met

Met

Ala

Met

Tyr

550

Gly

Arg

Pro

375

Tyr

Glu

Asn

Asp

Asp

Glu

ITe

Leu

Ser

Ile

535

cys

val

Asn

360

Glu

Ile

Trp

Ala

Pro

440

Ile

Ile

Ala

Lys

Thr

Cys

Thr

Listado secuencias.txt

Gly Ala Ala val

Ser

Ser

Thr

425

Glu

Ia

Arg

LYyS

Glu

505

val

Met

Thr

Ala

Tyr

val

Met

410

Lys

Gln

val

Tle

Asn

490

Arg

val

Ser

Tyr

Ser

570

Gln

380

Gly Ser

Glu Asn

I1e Phe

Leu Thr

Ser Glu

460

Tyr Thr
475

Gly Ser

Glu Tyr

Glu Tyr

Pro Asp

540

Thr His
555

Ile Ile

Ser Ala

365

Gly

Gln

Leu

val

Ala

445

val

Asp

Leu

Asn

Ile

325

Asp

Cys

Pro

MetT

Pagina 41

Leu

Pro

Glu

Asn

430

Thr

Ser

Ala

Leu

Asn

510

Asp

l.eu

Glu

Phe

val

Ser

Glu

415

Gly

Leu

Met

Gly

Leu

495

Tyr

Thr

Arg

ITe

Pro

575

Lys

Lys

Pro

400

Ile

Cys

Arg

Ile

480

Lys

Gly

Leu

Gln

His

560

ASp

Gln




Listado secuencias.txt
Ala Met Gly val Tyr Ile Thr Asn Phe His val Arg Met Asp Thr Leu
595 600 605

Ala His val Leu Tyr Tyr Pro His Lys Pro Leu val Thr Thr Arg Ser
610 615 620

Met Glu Tyr Leu Arg Phe Arg Glu Leu Pro Ala Gly Ile Asn Ser Ile
625 _ 630 635 640

val Ala Ile Ala Cys Tyr Thr Gly Tyr Asn GIn Glu Asp Ser val Ile
645 650 655

Leu Asn Ala Ser Ala val Glu Arg Gly Phe Phe Arg Ser val Phe Tyr
660 665 670

Arg Ser Tyr Lys Asp Ala Glu Ser Lys Arg Ile Gly Asp GIn Glu Glu
675 680 685

G1n phe Glu Lys Pro Thr Arg G1n Thr Cys Gln Gly Met Arg Asn Ala
690 695 700

Leu Tyr Asp Lys Leu Asp Asp Asp Gly Ile Ile Ser Pro Gly Ile Arg
705 710 715 720

val ser Gly Asp Asp val val Ile Gly Lys Thr Met Thr Leu Pro Glu
725 730 735

Asn Asp Asp Glu Leu Asp Gly Asn Thr Lys Lys Phe Thr Lys Arg Asp
740 745 750

" Ala ser Thr pPhe Leu Arg Asn
755

INFORMACION‘PARA LA SEQ ID No: 77
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCTIA:
(A) LONGITUD: 447

I1I.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Meligethes aeneus

SECUENCIA SEQ ID No: 77
ccgacggttt gcgttactct cttgcecaccg gtaactgggg cgaccagaaa aaggcccatce

aagccagagc cggagtgtct caggtattga acagactgac ttacgcctcg actttatete
atttgaggcg cgtaaactcg cccatcggtc gcgacggtaa attagccaaa ccccgtcagt

tgcacaacac cctgtggggc atgattigcc cggeggaaac gccagagggce getgeggtgg
Pigina 42

60
120
180
240



Listado secuencias.txt
gtttggtaaa aaatctcgcc cttatggett acatttecgt cggttcgcaa coctctccga
tcttggagtt cttggaggag tggtcgatgg agaatttgga ggaaatageg ccgtctgeta
tcgctaacge cactaagatt tttgtcaatg ggtgttgggt cggtattcac agggatccgg

agcaattgac ggcgactttg aggaaac

INFORMACION’PARA LA SEQ ID No: 78
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44

ITI.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Secuencia artificial

IX.~ CARACTERISTICA
OTRA INFORMACION: cebador delantero para amplificar RpII140

SECUENCIA SEQ ID No: 78
taatacgact cactataggg agagtttcct caaagtcgec gtca

INFORMACIGN’PARA LA SEQ ID No: 79
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44

IT.- TIPO DE MOLECULA: ADN

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A} ORGANISMO: sSecuencia artificial

IX.- CARACTERISTICA ) o
OTRA INFORMACION: cebador inverso para amplificar RpIIl40

SECUENCIA SEQ ID No: 79
taatacgact cactataggg agaccgacgg tttgegttac tctc

INFORMACION PARA LA SEQ ID No: 80
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 999 .
II.- TIPO DE MOLECULA:  PROTEINA
VI.- FUENTE ORIGINAL

{A) ORGANISMO: Meliigethes aeneus

SECUENCIA SEQ ID No: 80

Met Leu Arg Ser Thr Tyr Cys Leu Leu ggr Gly Leu Thr Asp ﬁgg Asp
1 5

Leu Thr Glu Leu Asn Glu Cys Pro Leu Asp Pro Gly Gly Tyr Phe Ile
20 25 30

ITe Asn Gly Ser Glu Lys val Leu Ile Ala GIn Glu Lys Met Ala Thr
35 40 45

Pagina 43

300
360
420
447

44

44




Asn

Ser

65

Leu

Ala

Ile

Asp

Glu

145

Gly

Thr

Met

Tyr

Leu

Lys

Thr

50

Glu

Trp

Tle

Pro

Ile

130

Metl

val

Arg

Leu

Phe

210

Arg

Ala

Met

Asp

val

iTe

val

Gly

Ile

115

Leu

val

Ala

Glu

Pro

195

l.eu

Glu

Gly

LyS

Phe
275

Tyr

Arg

AsSn

Gln

100

MetT

Glu

Lys

Leu

LyS

His

Gly

Leu

Pro

Glu

260

Asn

val

ser

Met

85

Arg

Ile

His

Pro

Asn

165

Arg

val

Tyr

Asp

Leu

245

val

Leu

Phe

Cys

70

Met

Ile

val

Ile

Ser

150

Phe

val

Gly

Met

230

Leu

Arg

ASp

Ser

55

Leu

Ala

Ile

Phe

Ile

135

l.eu

Ile

LYS

val

val

215

Arg

Ala

Met

Leu

Met

Glu

Arg

Ala

ASp

Gly

TYyr

Ser

200

His

Asp

Phe

Tyr

Ala
280

Listado secuencias.txt
Lys Asp Gly Lys Tyr
60

His

Gly

Ile

105

Ala

Asp

Glu

Ala

Ala

185

ASp

Arg

His

L.eu

Ala

265

Ile

Ser
Gly
90

Leu
Leu

Phe

Ala

Arg
Phe
Leu
Tyr
Phe
250

Gln

LYS

ser

75

Gln

Pro

Gly

ASp

Phe

155

Gly

Glu

Cys

Leu

Gly

Arg

Lys

Thr

Arg

Ala

Tyr

Phe

Ala

Ile

Glu

Leu

220

Asn

Gly

Phe

LyS

Pro

val

Tle

val

125

Pro

Ile

Arg

l.eu

Thr

205

Ala

Lys

Leu

Ile

Leu
285

Pagina 44

Ala

Thr

Lys

Lys

Ala

Glu

Gln

Pro

Gln

190

LYyS

Ser

Arg

Phe

Asp

Ile

Phe

Ser

Asp

Met

Glu

Gly

Lys

Lys

Leu

Leu

LyS

255

Arg

Thr

LyS

Thr

80

Ala

Glu

Arg

Met

Gln

160

val

Glu

Ala

Gly

ASp

240

Asn

Gly

ASp



Listado secuencias.txt

Gly Leu Arg Tyr Ser Leu Ala Thr Gly Asn Trp Gly Asp GlIn Lys Lys
290 295 300

Ala His GIn Ala Arg Ala Gly val ser Gln val Leu Asn Arg Leu Thr
305 310 315 320

Tyr Ala Ser Thr Leu Ser His Leu Arg Arg val Asn Ser Pro Ile Gly
325 330 335

Arg Asp Gly Lys Leu Ala Lys Pro Arg GIn Leu His Asn Thr Leu Trp
340 345 350

Gly Met ITle Cys Pro Ala Glu Thr Pro Glu Gly Ala Ala val Gly Leu
355 360 365

val Lys Asn Leu Ala Leu Met Ala Tyr Ile Ser val Gly Ser GIn Pro
370 375 380

Ser Pro Ile Leu Glu Phe Leu Glu Glu Trp Ser Met Glu Asn Leu Glu
385 390 395 400

Glu ITe Ala pro Ser Ala Ile Ala Asn Ala Thr Lys Ile Phe val Asn
405 410 415

Gly Cys Trp val Gly Ile His Arg Asp Pro Glu GIn Leu Thr Ala Thr
420 425 430

Leu Arg Lys Leu Arg Arg Gln Met Asp Ile Ile val Ser Glu val ser
435 440 445

Met Ile Arg Asp Ile Arg Asp Arg Glu Ile Arg Ile Tyr Thr Asp Ala
450 455 460

Gly Arg ITe Cys Arg Pro Leu Leu ITe Ala Lys Asn Gly Ser Leu Leu
465 470 475 480

Leu Lys Lys Glu His Ile Asp Met Leu Lys Glu Arg Glu Tyr Ash Asn
485 490 495

Tyr Gly Trp Gln val Leu val Ala Ser Gly val val Glu Tyr Ile Asp
500 505 510

Thr Leu Glu Glu Glu Thr val Met Ile Ala Met Ser Pro Asp Asp Leu
515 520 525
Pagina 45




Arg
Ile
545
Pro
Lys
Thr
Arg
Ser
625
val
Phe
Glu
ASh
Ile
705
Pro

Arg

Gln

GlIn

530

His

Asp

Gln

Leu

ser

610

ITe

Tyr

Gilu

Ala

690

Arg

Glu

Asp

val

ASp

Pro

His

Ala

Ala

595

Met

val

Leu

Arg

Gln

675

Leu

val

Asn

Ala

MeT

LyS

Ala

Asnh

Met

580

His

Glu

Ala

Asn

ser

660

Phe

Tyr

Ser

Asp

Ser

740

Leu

Glu
Met
Gln
565
Gly
val
TYyr
Ile
Ala
645
Tyr
Glu
ASp
Gly
Asp
725

Thr

Thr

Cys

Ile

550

Ser

val

Leu

Leu

Ala

630

ser

LysS

Lys

Lys

Asp

710

Glu

Phe

l.eu

Ala

535

Leu

Pro

Tyr

Tyr

Arg

Cys

Ala

Asp

Pro

Leu

695

Asp

Leu

Leu

Asn

Tyr

Gly

Arg

Ile

TYr

600

Phe

Tyr

val

Ala

Thr

680

ASp

val

ASp

Arg

Ser

Listado secuencias.txt

Cys Thr Thr Tyr Thr

val

Asn

Thr

585

Pro

Arg

Thr

Glu

Glu

665

Arg

Asp

val

Gly

Asn

745

Glu

Cys

Thr

570

Asn

His

Glu

Gly

Arg

Ser

Gln

Asp

Ile

Asn

730

Ser

Ala

555

Tyr

Phe

Lys

Leu

TYr

Gly

Lys

Thr

Gly

Glu

540

Ser

Gln

His

Pro

Pro

620

Asn

Phe

Arg

Cys

Ile

700

LYS

LYyS

Thr

Ile

Ser

val

Leu

605

Ala

GIn

Phe

Ile

Gln

685

Ile

Thr

Lys

Gly

Gly Tyr Lys Phe
Pagina 46

His

Ile

Ala

Gly

Glu

Arg

Gly

Gly

ser

Met

Phe

val

750

Cys

Cys

Pro

Met

575

Met

Thr

Ile

Asp

Ser

655

Asp

Met

Pro

Thr

Thr

735

val

Lys

Phe
560
Gly
Asp
Thr
Asn
Ser
640

val

Arg

Gly

Leu

720

LyS

Asp

Ile



Arg

Arg

785

Met

His

Gln

Phe

Tyr

865

Gly

Arg

Pro

Gly

Tyr

Leu

val

770

His

Ile

Ala

Gly

Asn

850

Gly

Arg

Leu

val

Arg

Arg

755

Arg

Gly

Phe

Ile

835

Asp

Tyr

Lys

Lys

Gln

915

Leu

Ala

Ile

Asn

Ser

Gin

Ser

Pro

820

val

Ala

GlIn

Met

His

900

Ile

Arg

Gln

Asnh
980

val

Lys

Cys

805

Ser

ser

val

Leu

Asn

885

Met

Leu

Phe

Phe

val

965

Thr

Arg

Gly

790

Glu

Arg

Ala

Asn

Arg

Ala

val

val

Gly

Leu

950

Cys

Phe

Ile

775

Thr

Gly

Met

Asn

val

855

Gly

Glin

Asp

Arg

Glu

935

Arg

Asn

Glu

760

Pro

Cys

Leu

Thr

Lys

Glin

Asn

Ile

Asp

GlIn

920

Met

Glu

Phe

Cys

Listado secuencias

Gln

Gly

Thr

Ile

825

Gly

LYys

Glu

Phe

Pro

Glu

Arg

cys

Lys

Ile
ITe
Pro
810
Gly
Glu
Ile
val
Leu
890
Ile
MetL
Arg
Leu

Gly

Gly

765

Xt

Gly Asp Lys Phe
780

Gln

795

Asp

His

Ile

Ser

Met

875

Gly

Glu

Asp

Phe

955

Leu

cys

Tyr

Ile

Leu

Gly

Thr

860

Tyr

Pro

Ser

Gly

Cys

940

Glu

Ile

Lys

Arg

Ile

Ile

Asn

Thr

Arg

Arg

Gln

val

Ala

Asn

pPagina 47 -

Gln
ITe
Glu
830
Ala
Leu
Gly
Tyr
Ala
910
Ala
Ile
ser

Ile

LYS

Ala
Glu
Asn
815
Cys
Thr
GIn
His
TVYr
895
Arg
Arg
ser
Asp
Ala

975

Thr

Ser
Asp
200
Pro
Ile
PIro
Giu
Thr
830
Gln
Gly
Asp
His
Pro

960

Asn




Ile ser GIn Thr Trp Ile Leu
995

INFORMACIGN’PARA LA SEQ ID NoO:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3
II.- TIPO DE MOLECULA:

3673

VI.- FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO:

SECUENCIA SEQ ID NO:

cagattaaat
tatgatcaag
tggcaggaag
caacaattygg
tececgeaaa
ccgcgatatt
gacggggecece
gcacctcttt
acccaacacc
cttctcageg
gggggttatt
acgaacacag
aggtcgtgtt
cgtggegggc
tatatcaagce
agagacatcc
aaaccgtccec
ggtgctagag
attttgcaga
gcgtatttct
ttagacgaca
ttcttgttca
ttcatcgaca

gacggtttge

cgcttttegg
atgaagagca
cctgttggat
acagtttcga
tcgatttggt
tgctgaaatt
cgtccectat
acgtggacat
agaagacttt
gcttaacaga
tcatcataaa
tgtatgtgtt
tggageattc
aagctgtgaa
aagaaatacc
tcgaacacat
tagacgaggc
gggccaggcec
aggaaatgct
tgyggtacat
gggatcatta
gaggtctttt
gaggaaaaga

gttactctct

ADN

MeTigethes aeneus

81
cggttgtget

atatgaggag
cgttataaac
tgagttecatt
ggcagaggeg
cgagcagatt
gatgcccaac
aacgaagact
catagggaaa
tcgtgatttg
cgggtcggag
ttcgatgaag
ttcgegeece
aaaggcagec
cattatgatc
catctatgac
ttttgtaatce
cggcgtaacy
gccgcatgta
ggtgcacagg
cggcaacaaa
caaaaaccta
tttcaacttg

tgccaccggt

81

tgtgttttta
gaagacgcgg
gcgtattteg
cagatgtctg
cagcacacgt
tacctttcga
gaggccagac
atcgttaagg
atcccgatta
acggagttaa
aaggttttaa
gacgggaaat
acctccactt
atcgggcaaa
gtattcagag
tttgacgacc
caagagcagg
agggaaaagc
ggagtttccg
ctgcttctgg
aggttggatt
atgaaggaag
gatttggcaa
aactyggggcy

Listado secuencias.txt

tttttgtgac
aagaaattag
acgagaaagg
tgcagagaat
cgggagaagt
agcccacgea
tgagaaattt
agggcgaaga
Tgttgaggtc
acgagtgtcc
ttgcccagga
acgcgttfaa
tgtgggtgaa
gaatcatcgc
cgctaggttt
ctgaaatgat
gtgtggcctt
gtgttaaata
atttctgtga
cctetttyyg
tggctgggcec
tgcgaatgta
tcaaaaccaa

accagaaaaa

Pagina 48

tttazagatyg
ttccgaattg
cetggtacgg
cgtggaggat
ggaaaacccc
ttgggagaaa
gacgtactct
tcctgtcgag
tacgtactgce
tttggatccc
aaaaatgyct
atccgagatt
tatgatggct
tattttacca
tgtggccgac
ggagatggtg
gaattttatt

cgccagggaa

ddCcCaaaaaad

gcgcagagag
gttgctgget
cgcccaaaaa
actcatcacc

ggcccatcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
Q00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



gccagagccg
ttgaggcgcg
cacaacacce
ttggtaaaaa
ttggagttct
gctaacgcca
caattgacgg
tecatgatce
tgcagacctt
atgttaaaag
gtcgaataca
ttgagacaag
gccatgattt
aggaacacct
cacgtgcgga
accagatcca
gccatcgect
gtcgaaagag
cgcattgggg
cggaacgcgce
tceggtgacy
gacggtaaca
actggcgrgg
atccgecgtga
cagaagggta
ttgaccccgg
ttgatcgagt
ccgtttaacg

caactgagag

gagtgtctca
taaactcgec
tgtggggcat
atctcgecect
tggaggagtg
ctaagatttt
cgactttogag
gtgatatccg
tattgatcgc
agagagaata
ttgacaccct
acaaggagtg
tgggagtctyg
atcaaagcgc
tggacacgct
tggagtacct
gctacaccgg
gcttettecy
atcaggagga
tgtacgacaa
acgtcgtcat
cgaagaagtt
tggatcaggt
ggtccgtgag
cttgcogeat
acatcatcat
gcatccaagg
acgcggtaaa

ggaacgaggt

ggtattgaac
catcggtcge
gatttgcceg
tatggcttac
gtcgatggag
tgtcaatggg
gaaactacgt
cgatcgcgaa
caaaaatggc
caacaactat
agaggaagaa
cgcctactgt
cgcgtcaatt
catgggaaaa
cgcgeacgtg
ccggrtcaga
ctacaaccag
atcggtgttt
gcagttcgag
actcgacgac
g¢ggcaaaacc
caccaagagg
gatgttgacg
gatrtccgcag
acagtaccgg
caacccgcac
taaggtatcg
cgtgcagaaa

gatgtacaac
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agactgactt
gacggtaaat
gcggaaacgc
atttccgtcg
aatttggagg
tattgggtcg
cgccagatygg
atcegtatct
agcectgttac
ggctggcaag
actgtgatga
acgacttaca
atccegttec
caagccatgg
ctctactacc
gagcteccocg
gaggattcgg
tatcgttegt
aagccgacca
gacggtatca
atgacgctcc
gacgccagta
ttgaactccy
atcggecgaca
caagaagata
gccatcccat
gcgaataagg

atttccactc

gggcacacgg

acgcctcgac
tagccaaacc
cagagggcgc
gttcgcaacc
aaatagcgcc
gtattcacag
atattatcgt
acacggatgc
ttaaaaaaga
tgttggtagce
ttgccatgte
ctcactgega
ccgatcacaa
gcgtgtacat
ctcacaaacc
ccggcatcaa
ttattttaaa
acaaggacgc
ggcagaccty
tttcgeccyg
cggagaacga
ctttcttgcg
agggttacaa
agttcgectce
tgattttctc
ctcgtatgac
gggagatcgg
tcctgcaaga

ggcgcaaaat
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Tttatctcat
ccgtcagttg
tgcggtggot
ttctccgatc
gtctgctatc
ggatccggag
atccgaggra
tggtcgcatt
acacatcgac
ctcaggtgtt
tcctgacgat
aattcatccc
ccaaagtccce
aacaaacttc
gctggtaacc
cagcatcgtg
cgctteggec
cgagtccaag
ccagggcatg
tattcgtgtc
tgatgagctg
taacagcgag
gttctgcaag
gcgtcacggg
gtgcgagggt
gattgggcat
ggacgcgacc
gtacgggtac

gaacgcgcag

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180




attttcctgg
tegagggeea
gacgggggcec
cagtttctge
ttetgecggge
aagaataaga
gagctgatgt
tattaggtat

aatataaata

gceccaccta
gaggceccggt
tgcgtttcgg
gcgagegett
tgatcgccat
cgcagatttc
cgatgaatat
tagaatttag

Cad

ctaccagcge
gcagatccte
ggagatggag
gttcgaggtg
cgccaacttg
gcaggtcaag
cgcceccaga

trttgtattg

INFORMACION PARA LA SEQ ID No:
I. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITU

IT.- TIPO DE MOLECULA:

VI.- FUENTE
(A) ORGANIS

SECUENCIA S
Gln Ile Lys
1

Thr

Leu Lys

Glu
35

Ala GTu

Ile Asn Ala

50

ser Phe

65

Asp

Ser Pro Gln

val Glu Asn

Pro
115

Ser Lys

D: 1194

ORIGINAL
MO:

EQ ID No:

Ser Leu

Met

Tyr
20

Ile ser

Tyr Phe

Glu Phe

Ile Asp

85

Pro
100

Pro

Thr His

ASp

ser

ASD

ITe

70

Leu

Arg

Trp
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ctcaagcaca
gtcaggeagce
cgcgattgec
tcegatceect
cggaacaaca
ttgccttacg
ttgatggtct
attttatgtyg

82

PROTEINA

82

Phe Gly Gly Cys

Gln Asp

Glu Leu

40

Glu
55

Lys
Gln Met
val Ala
Leu

Tyr

Glu Lys

Glu

25

Trp

Gly

Ser

Glu

Leu

105

Asp

Meligethes aeneus

Ala
10

Cys
Glu GIn
Glu

GIn

Leu val

Gln
75

va’l

Ala GIn

90

Lys Phe

Gly Ala

tggtggacga
ccatggaggg
agatttcgca
acaggatcca
cgttcgagtg
ccgctaagrt
tataaaaagt

actatgatac

val Phe Tle

Glu
30

Tyr Glu

Ala Cys

45

Trp

Arg Gln Gln

60

Arg Ile val

His Thr Ser

Ile
110

Glu Gln

ser
125

Pro Pro

Pdgina 50

caagatccac
tcgagecagg
cggcgeggey
cgtgtgcaac
caaggggtgc
gctettecaa
ttattttatg

cactaaaata

Phe val

15

Glu Asp

ITe val

Leu ASp

Glu Asp

80

Gly Glu

95

Tyr Leu

Met Met

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3673



Pro

val

145

Thr

Ser

Leu

Ser

Tyr

225

Arg

Asn

Gln

Met

Glu

305

Lys

Leu

Lys

Asn

130

ASp

Gin

Thr

Asn

Glu

210

val

ser

Met

Arg

Ile

290

His

Pro

Asn

Arg

Glu

Ile

His

Tyr

Glu

195

Lys

Phe

Cys

Met

Ile

275

val

Ile

Ser

Phe

val
355

Ala
Thr
Gin
Cys
180
Cys
val
Ser
Leu
Ala
260
Ile
Phe
ITle
Leu
Ile

340

Lys

Arg

Lys

Lys

165

Leu

Pro

Leu

Met

Glu

245

Arg

Ala

Arg

Tyr

Asp

325

Gly

Tyr

Leu

Thr

150

Thr

Leu

Leu

Ile

LysS

230

His

Gly

Ile

Ala

Asp

310

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

Phe

Ser

AsSp

Ala

215

Asp

Ser

Gly

Leu

Leu

295

Phe

Ala

Arg

Arg

AsSn
val
ITe
Gly
Pro
200
Gln
Gly
Ser
GIn
Pro
280
Gly
Asp

Phe

Gly

Listado secuencias.txt

Leu Thr Tyr Ser Ala Pro Leu

LyS

Gly

Leu

185

Gly

Glu

Lys

Arg

Ala

265

Tyr

Phe

Asp

val

Ala

345

ile

Glu

Lys

i70

Thr

Gly

LysS

Tyr

Pro

250

val

Ile

val

Pro

Ile

330

Arg

Asp

Tyr

Met

Ala

235

Thr

Lys

Lys

Ala

Glu

315

Gln

Pro

140

Glu

Pro

Arg

Phe

Ala

220

Phe

Ser

Lys

GlIn

Asp

300

Met

Glu

Gly

Leu GIn Lys

ASp
Ile
Asp
ITe
205
Thr
Lys
Thr
Ala
Glu
285
Arg
Met:
Gln

vai

Glu
365
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Pro

Met

Leu

190

Ile

Asn

sSer

Leu

Ala

270

Ile

AsSp

Glu

Gly

Thr

350

Met

val

Leu

175

Thr

Asn

Thr

Glu

Trp

255

Ile

Pro

Ile

Met

va'l

335

Arg

Leu

Tyr

Glu

160

Arg

Glu

Gly

val

Ile

240

val

Gly

ITe

Leu

val

320

Glu

Pro




Pro
Glu
Asn
Tyr
465
Ala
Thr
Lys
Cys
Leu
545
Leu

Pro

val

val
370
Tyr
Asp
Leu
val
Leu
450
sSer
Arg
Leu
Leu
Pro
530
Ala
Glu

ser

Gly

Gly

Met

ASp

Leu

Asp

L.eu

Ala

Ser

Ala

515

Ala

Leu

Phe

Ala

Ile

val

val

Arg

Ala

420

MetT

Leu

Ala

Gly

His

500

Lys

Giu

Met

Leu

Ile

580

His

Ser

His

Tyr

Ala

Thr

va'l

485

Leu

Pro

Thr

Ala

Glu

565

Ala

Arg

Asp

Arg

390

His

Leu

Ala

Ile

Arg

Arg

Pro

Tyr

550

Glu

Asn

AsSp

Phe

375

Leu

Tyr

Phe

Gln

LYS

455

Asn

GlIn

Arg

Gln

Trp

Ala

Pro

Cys

Leu

Gly

Arg

Trp

val

va'l

Leu

520

Gly

Ser

Ser

Thr

Glu

Listado secuencias.txt

Glu Thr Lys

Leu

Asn

Lys

Gly

Leu

Asn

505

His

Ala

val

Met

Lys

585

GIn

LysS

410

Leu

Ile

Leu

ASp

ASnh

490

Ser

Asn

Ala

Gly

Glu

570

Tle

Ser

395

Arg

Phe

ASp

Ile

GIn

475

Arg

Pro

Thr

val

ser

555

Asn

Phe

Lys

380

Leu

Leu

Lys

Arg

Thr

460

Lys

Leu

Ile

Leu

Gly

Gln

Leu

val

Ala

Gly

Asp

Asn

AsSp

LYS

Thr

Gly

525

Leu

Pro

Glu

Asn

Leu Thr Ala Thr
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Tyr

Arg

Leu

Leu

430

Lys

Gly

Ala

Tyr

Arg

510

Gly

val

Ser

Glu

Phe

Arg

Ala

415

Met

Asp

Leu

His

Ala

495

ASp

Met

Lys

Pro

Ile

575

Cys

Arg

Leu

Glu

400

Gly

LysS

Phe

Arg

GIn

480

Ser

Gly

Ile

Asn

Ile

560

Ala

Trp

Lys



Leu

Asp

625

Cys

Glu

GIn

Glu

LYysS

Ala

Asn

Met

His

Glu

785

Ala

Asn

Arg

610

Ile

Arg

His

val

Glu

690

Glu

Met

Gln

Gly

val

770

Tyr

Ile

Ala

595

Arg
Arg
Pro
Ile
Leu
675
Thr
Cys
Ile
Ser
val
755
Leu
Leu

Ala

Ser

Gin

Asp

Leu

val

Ala

Leu

Pro

Met

Arg

Leu

645

Met

Ala

MetT

Tyr

Gly

Arg

740

Tyr

Tyr

Arg

Cys

Ala
820

Ile

Tyr

Phe

Tyr

805

val

Asp

Glu

630

Ile

Leu

Ser

ITe

Cys

710

val

Asn

Thr

Pro

Arg

Thr

Glu

Ile

615

ITe

Ala

LyS

Gly

Ala

695

Thr

Cys

Thr

Asn

His

775

Glu

Gly

Arg

600

Ile

Arg

Lys

Glu

val

680

Met

Thr

Ala

Tyr

Phe

760

Lys

Leu

Tyr

Gly

Listado secuencias.

val

Ite

Asn

Arg

val

Ser

TYTr

ser

GIn

745

His

Pro

Pro

Asn

Phe
825

Ser

Tyr

Gly

Glu

Glu

Pro

Thr

Ile

730

Ser

val

Leu

Ala

G1n

810

Phe

Glu

Thr

635

Ser

Tyr

Tyr

Asp

His

715

Ile

Ala

Arg

val

Gly

Glu

Arg

val

620

ASp

Leu

Asn

Ile

ASD

Cys

Pro

Met

Met

Thr

780

Ile

Asp

ser

605

ser

Ala

Leu

Asn

Asp

685

Leu

Glu

Phe

Gly

ASp

Thr

Asn

Ser

val
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>t

Met

Gly

Leu

Tyr

670

Thr

Arg

Ile

Pro

LyS

750

Thr

Arg

ser

val

Phe
830

Ile

Arg

655

Gly

Leu

Gln

His

Leu

Ser

Ile

ile

815

Tyr

Arg

Ile

640

Lys

Trp

Glu

ASp

Pro

720

His

Ala

Ala

Met

val

800

Leu

Arg
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Ser Tyr Lys Asp Ala Glu ser Lys Arg Ile Gly Asp Gln Glu Glu Gln
835 840 845

Phe Glu Lys Pro Thr Arg GIn Thr Cys GIn Gly Met Arg Asn Ala Leu
850 855 860

Tyr Asp Lys Leu Asp Asp Asp Gly Ile Ile Ser Pro Gly Ile Arg val
865 870 875 880

Ser Gly Asp Asp val val ITe Gly Lys Thr Met Thr Leu Pro Glu Asn
885 - 890 895

Asp Asp Glu Leu Asp Gly Asn Thr Lys Lys Phe Thr Lys Arg Asp Ala
900 905 910

Sser Thr phe Leu Arg Asn Ser Glu Thr Gly val val Asp GIn val Met
915 920 925

Leu Thr Leu Asn Ser Glu Gly Tyr Lys Phe Cys Lys Ile Arg val Arg
930 935 940

ser val Arg Ile Pro Gin Ile Gly Asp Lys Phe Ala Ser Arg His Gly
945 950 955 960

GIn Lys Gly Thr Cys Gly Ile GIn Tyr Arg Gin Glu Asp Met Ile Phe
965 970 975

Ser Cys Glu Gly Leu Thr Pro Asp Ile ITe Ile Asn Pro His Ala Tle
980 985 990

Pro Ser Arg Met Thr Ile Gly His Leu ITe Glu Cys ITe GIn Gly Lys
995 1000 1005

val ser Ala Asn Lys Gly Glu Ile Gly Asp Ala Thr Pro Phe Asn
1010 1015 1020

Asp Ala Vval Asn val Gln Lys Ile Ser Thr Leu Leu Gln Glu Tyr
1025 1030 1035

Gly Tyr GlIn Leu Arg Gly Asn Glu vVal Met Tyr Asn Gly His Thr
1040 1045 1050

Gly Arg Lys Met Asn Ala GIn Ile Phe Leu Gly Pro Thr Tyr Tyr
1055 1060 1065
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GIn Arg Leu Lys His Met val Asp Asp Lys Ile His Ser Arg Ala
1070 1075 1080

Arg Gly Pro val Gln Ile Leu Vval Arg GIn Pro Met Glu Gly Arg
1085 1090 1095

Ala Arg Asp Gly Gly Leu Arg Phe Gly Glu Met Glu Arg Asp Cys
1100 1105 1110

Gln Ile Ser His Gly Ala Ala &lIn Phe Leu Arg Glu Arg Leu Phe
1115 1120 1125

Glu val Ser Asp Pro Tyr Arg Ile His val Cys Asn Phe Cys Gly
1130 1135 1140

Leu ITe Ala Ile Ala Asn Leu Arg Asn Asn Thr Phe Glu Cys Lys
1145 1150 1155

Gly Cys Lys Asn Lys Thr GIn Ile Ser GIn val Lys Leu Pro Tyr
1160 1165 1170

Ala Ala Lys Leu Leu Phe GIn Glu Leu Met Ser Met Asn Ile Ala
1175 1180 1185

Pro Arg Leu Met val Leu
1190
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10

15

20

25

196

RESUVEN

Esta descripcidon se refiere a noléculas de acido
nucleico y métodos de uso de |los msnpbs para control de
pl agas de coleb6pteros nediante la interferencia de ARN
nmediada por inhibicion de Ila codificacion objetivo vy
transcrito en secuencias sin codificacién en plagas de
col eOpteros. La descripci én tanbi én se refiere a nétodos para
| a fabricaci 6n de plantas transgéni cas que expresa nol écul as
de acido nucleico utiles para el <control de plagas de
col edpteros y las células de plantas y plantas obtenidas por

| o0s m snos.
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Figura 1. Generacion de ARNds a partir de una plantilla de transcripcion individual
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Figura 2. Gemeracion de AREMds a partir de dos plantillas
ARNT7T _
> polimerasa ol
Tr Plantilla 1
A, [RRAN
w [RRRE
* —
Plantilla 2 —_— 37°Cl4h
Illlw
7

-+




