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DESCRIPCION
Proteinas de toxinas activas contra hemipteros y coleépteros de Bacillus thuringiensis

Antecedentes de la Invencién

Campo de la Invencién

Esta invencion se refiere en general al campo de las proteinas de Bacillus thuringiensis inhibidoras de insectos v,
mas en particular, a proteinas cristalinas de B. thuringiensis que inhiben insectos hemipteros. Se describen
polinucleétidos y proteinas aislados, las plantas transgénicas y procedimientos relacionados que proporcionan la
inhibicion de insectos hemipteros. También se describen procedimientos para combinar las proteinas cristalinas de B.
thuringiensis que inhiben insectos hemipteros con diferentes agentes de control de insectos para obtener niveles
aumentados de inhibicion de insectos hemipteros, manejo de la resistencia de insectos hemipteros o un espectro
ampliado del control de plagas de insectos.

Técnica Relacionada

Proteinas Cristalinas de Bacillus thuringiensis

La bacteria gram-positiva de la tierra Bacillus thuringiensis es muy conocida por su produccién de cristales
paraesporales proteinicos, o d-endotoxinas, que son téxicas a una diversidad de larvas de Lepidopteros, Coledpteros
y Dipteros. B. thuringiensis produce proteinas cristalinas durante la esporulacién que son especificamente téxicas
para ciertas especies de insectos. Muchas cepas diferentes de B. thuringiensis han demostrado producir proteinas
cristalinas insecticidas, y se han utilizado en el mercado composiciones que comprenden cepas de B. thuringiensis
que producen proteinas que tienen actividad insecticida como insecticidas aceptables para el medio ambiente debido
a su toxicidad para el insecto objetivo especifico, y a su no toxicidad para plantas y otros organismos no objetivo.

Se han utilizado desde ya hace mucho tiempo formulaciones comerciales de aislados de B. thuringiensis naturales
para el control biolégico de plagas de insectos agricolas. En la produccion comercial, las esporas y cristales
obtenidos del proceso de fermentacién se concentran y formulan para la aplicacién foliar de acuerdo con practicas
agricolas convencionales.

Nomenclatura de las Proteinas Cristalinas

Una revision por Hofte y col., (Hofte y Whiteley, Microbiol. Rev., 53:242-255, 1989) describe el estado general de la
técnica con respecto a la mayoria de las cepas de B. thuringiensis insecticidas que se han identificado las cuales son
activas contra insectos del Orden de los Lepidopteros, es decir, insectos orugas. Este tratado también describe
cepas de B. thuringiensis que tienen actividad insecticida contra insectos de los Ordenes de los Dipteros (es decir,
moscas y mosquitos) y Coledpteros (es decir, escarabajos). Una cantidad de genes que codifican proteinas
cristalinas se han clonado de diversas cepas de B. thuringiensis. Hofte y col. (1989) describen los genes y proteinas
que se identificaron en B. thuringiensis con anterioridad a 1990, y presenta la nomenclatura y esquema de
clasificacion que se ha aplicado tradicionalmente a genes y proteinas de B. thuringiensis. Los genes Cryl codifican
proteinas Cryl toxicas para Lepidopteros. Los genes Cry2 codifican proteinas Cry2 que son toxicas tanto para
Lepidépteros como para Dipteros. Los genes Cry3 codifican proteinas Cry3 toxicas para Coledpteros, mientras que
los genes Cry4 codifican proteinas Cry4 téxicas para los Dipteros.

Recientemente, se ha propuesto una nueva nomenclatura la cual clasifica sistematicamente las proteinas Cry
basandose en la homologia de secuencias de aminoacidos mas que basandose en las especificidades de objetivos
de insectos. Este esquema de clasificacion y una lista exhaustiva de genes de B. thuringiensis inhibidores de
insectos se sintetizan en el listado de Proteinas de Toxinas Insecticidas segun lo expuesto en el sitio de Internet de
Neil Crickmore al cual se accede a través de la Universidad de Cambridge en la Red Global Mundial, WWW en
lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/index.html.

Modo de Toxicidad de Proteinas Cristalinas

Todos los cristales de d-endotoxinas son toxicos para larvas de insectos por ingestion. La solubilizacion del cristal en
el intestino medio del insecto libera la forma de protoxina de la d-endotoxina la cual, en la mayoria de los casos, es
posteriormente procesada a una toxina activa por la proteasa del intestino medio. Las toxinas activadas reconocen y
se unen al borde en cepillo del epitelio del intestino medio de los insectos a través de proteinas receptoras. Se han
aislado diversos receptores de proteinas cristalinas potenciales de ciertas larvas de insectos (Jurat-Fuentes JL,
Adang M;j. Biochemistry. 45(32):9688, 2006; Griffitts JS y col, Science. 307(5711):922, 2005; Jurat-Fuentes JL,
Adang M;j. Eur J Biochem.; 271(15)3127, 2004). La unién de toxinas activas es seguida por la intercalacion y
agregacion de moléculas de toxinas para formar poros dentro del epitelio del intestino medio. Este proceso conduce
a un desequilibrio osmético, hinchazoén, lisis de las células que recubren el epitelio del intestino medio, y a la
eventual mortalidad de las larvas.
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Con el advenimiento de técnicas genéticas moleculares, se han aislado diversos genes de &-endotoxina y se han
determinado sus secuencias de ADN. Estos genes se han utilizado para construir ciertos productos de B.
thuringiensis genéticamente disefiados que han sido aprobados para uso comercial. Recientes desarrollos han visto
nuevos sistemas de administracion de 6 endotoxinas desarrollados, incluyendo plantas que contienen y expresan
genes de & endotoxinas genéticamente disefiados. El control de plagas de Lepidopteros y Coledpteros en una
diversidad de plantas de cultivo transgénicas incluyendo maiz, algodén, patata, tomate y arroz que expresan genes
de 6 endotoxinas esta bien establecido. Las ventajas asociadas con la expresion de los genes de & endotoxinas en
plantas de cultivo incluyen rendimientos aumentados y uso disminuido de insecticidas quimicos. Las ventajas de los
cultivos transgénicos que expresan genes de & endotoxina inhibidores de insectos han conducido al uso masivo en
cultivos tales como el maiz y el algodon.

Desafortunadamente, los genes de & endotoxina que estan disponibles en la actualidad no proporcionan un control
de todas las plagas de insectos que afectan a la produccién de cultivos. En particular, los insectos Hemipteros aun
deben ser controlados mediante el uso de insecticidas en cultivos en los que causan dafio. Los insectos Hemipteros
o “perforadores/ chupadores” son especialmente perjudiciales para las plantas en el sentido de que se sabe que
ademas transmiten virus perjudiciales de las plantas y hacen que las plantas sean mas susceptibles a la infeccion
bacteriana y flngica. Por lo tanto, existe la necesidad de materiales y procedimientos adicionales que permitirian la
inhibicion de plagas de insectos Hemipteros en cultivos. Existe ademas una necesidad de obtener diversos tipos
diferentes de agentes de control de insectos Hemipteros con distintas modalidades de accion para utilizar en plantas
transgénicas como herramientas de manejo de la resistencia a insectos Hemipteros.

Dada la necesidad de agentes de control de los insectos Hemipteros, se han descrito una diversidad de enfoques.
La Patente de los Estados Unidos N.° 5.723.440 describe una proteina CytlBal con supuesta actividad contra
insectos Hemipteros. Sin embargo, Wellman-Desbiens y Cote (J. Econ. Entomol. 98(5):1469-1479, 2005) no
pudieron confirmar esta actividad con el insecto Hemiptero Lygus hesperus. La Patente de los Estados Unidos N.°
5.885.963 desvela el uso de toxinas Cyt de B. thuringiensis israelensis que supuestamente inhiben plagas de
Hemipteros. Mas recientemente, el documento US 20060242732 desvela proteinas cristalinas de B. thuringiensis
con actividad contra el insecto Hemiptero Lygus lineolaris. Estas proteinas no estan relacionadas con las proteinas
Cyt descritas en las Patentes de los Estados Unidos N.° 5.723.440 y 5.885.963.

Sumario de la Invencién

En vista de los problemas expuestos anteriormente se ha desarrollado la presente invencion.

La invencion se refiere, en primer lugar, a un polinucleétido el cual codifica una proteina inhibidora de insectos
TIC807, donde la proteina inhibidora de insectos comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos
aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Las secuencias polinucleotidicas de la
invencion también pueden codificar secuencias polipeptidicas con al menos 80 %, 90 % o 100 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5. En ciertas realizaciones, el polinucleétido codifica la secuencia polipeptidica de SEQ
ID NO: 5.

Los polinucleétidos aislados de la invencién pueden codificar una proteina inhibidora de insectos TIC807 que inhibe
un insecto Hemiptero, un insecto Heterdptero o un insecto Homéptero. El insecto Hemiptero puede ser un insecto
Lygus y el insecto Homoptero, un insecto Leptinotarsa sp. puede ser un afido, un saltamontes o una mosca blanca.
La proteina inhibidora de insectos TIC807 codificada inhibe Lygus a una concentracion de la dieta de Lygus de por lo
menos aproximadamente 5 ppm, 50 ppm, 250 ppm o 500 ppm (partes por millén) de la proteina TIC807 o fragmento
proteico en la dieta de Lygus. Este polinucleétido que codifica la proteina TIC807 puede modificarse para la
expresion mejorada en plantas en comparacion con la secuencia codificadora natural. Un polinucleétido que codifica
TIC807 que esta disefiado para la expresion en plantas es proporcionado como SEQ ID NO: 6. Otros polinucleétidos
que codifican TIC807 para la expresion en plantas se proporcionan como SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o0 SEQ ID NO: 53. El
polinucleétido disefiado para la expresién en plantas puede codificar una proteina TIC807 con un péptido de
direccionamiento al plastidio o al cloroplasto N-terminal como se proporciona por ejemplo en SEQ ID NO: 7 que
comprende un polinucledtido disefiado para la expresion de la toxina TIC807 en plantas que también esta ligado en
fase a una secuencia nucleotidica que codifica un péptido de direccionamiento al plastidio. El péptido de
direccionamiento al plastidio esta operativamente ligado a TIC807 tras la expresion y funciona para dirigir la
insercidn de la toxina TIC807 en el plastidio de la planta.

Otros polinucledtidos aislados de la invencion incluyen polinucleétidos que se hibridan en condiciones de alta
rigurosidad con el gen TIC807 de Bacillus thuringiensis natural (SEQ ID NO: 4) o con el gen disefiado para expresién
en la planta mejorada de TIC807, que tiene un contenido rico en G+C (SEQ ID NO: 6) en comparacion con la
secuencia codificadora natural expuesta en SEQ ID NO: 4. Los polinucleétidos que se hibridan en condiciones
rigurosas pueden seleccionarse del grupo formado por SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7.

La invencidn provee ademas plantas transgénicas o partes de plantas derivadas de las mismas que comprenden

una proteina inhibidora de insectos TIC807, donde la proteina inhibidora de insectos TIC807 comprende una
secuencia polipeptidica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:
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5. La planta transgénica o parte de planta comprende la proteina TIC807 a una concentracién de por lo menos 5 pg
a 250 pg de la proteina TIC807 por gramo de peso fresco de tejido vegetal. La parte de planta transgénica puede ser
una célula, una hoja, un tallo, una flor, un sépalo, una fruta, una raiz o una semilla.

La invencién también proporciona células huésped transformadas que comprenden un polinucleétido que codifica
una proteina inhibidora de insectos TIC807, donde la proteina inhibidora de insecto o fragmento proteico comprende
una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencias con SEQ ID
NO: 5. La célula huésped transformada puede ser una célula bacteriana o una célula de planta. Las células
vegetales transformadas de la invencién pueden seleccionarse del grupo formado por células vegetales de cebada,
maiz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, cafia de azlcar, trigo, alfalfa, banana, brdcoli, judia, col, canola,
zanahoria, mandioca, coliflor, apio, citricos, algodén, una cucurbita, eucalipto, lino, ajo, uva, cebolla, lechuga,
guisante, cacahuete, pimiento, patata, alamo blanco, pino, girasol, cartamo, soja, fresa, remolacha azucarera, batata,
tabaco, tomate, planta decorativa, arbusto, nuez, garbanzo, guandul, mijos, lGpulos y pastizales. En ciertas
realizaciones, la célula de planta transformada es una célula de planta de algodén. Las plantas derivadas de las
células huésped de planta transformadas, las semillas producidas de las plantas derivadas de la célula huésped
transformada, y las plantas descendientes de esa semilla son también contempladas. Las células huésped
bacterianas transformadas de la invencién pueden seleccionarse del grupo formado por una célula bacteriana de
Agrobacterium, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Pseudomonas y Rhizobium. En ciertas realizaciones, la célula
bacteriana transformada es una célula de Bacillus thuringiensis. Se desvela ademas en el presente documento un
vector pIC7040 que alberga la cepa de Escherichia coli SIC8088 y que comprende una secuencia de nucleotidos
que codifica una proteina TIC807, comprendiendo dicha proteina TIC807 una secuencia polipeptidica que tiene al
menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, depositado el 16 de marzo, 2007 con la Agricultural
Research Culture Collection, Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoria, lllinois Estados Unidos y que
tiene N° de Acceso NRRLB-50030.

La invencion proporciona ademas procedimientos para combatir Lygus que comprenden las etapas de: (a)
proporcionar una cantidad inhibidora de Lygus de una proteina inhibidora de insectos TIC807, donde la proteina
inhibidora de insectos comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, y (b) poner en contacto el Lygus con la cantidad inhibidora de la
secuencia polipeptidica, controlando de ese modo un insecto Lygus. La secuencia polipeptidica utilizada en este
procedimiento también puede tener por lo menos aproximadamente 90 % o 100 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 5. En una realizacion de este procedimiento, la cantidad inhibidora de Lygus de la secuencia
polipeptidica puede proporcionarse en una dieta de Lygus en la etapa (a) y el Lygus puede ponerse en contacto en
la etapa (b) permitiendo que el Lygus se alimente de la dieta. En una realizacién mas particular del procedimiento, la
dieta de Lygus es una planta transgénica. Cuando la dieta de Lygus de este procedimiento es una planta transgénica,
la cantidad inhibidora de Lygus de la secuencia polipeptidica es de por lo menos 5 pg a 250 pg por gramo de peso
fresco de tejido de la planta transgénica. En otras realizaciones de este procedimiento, la cantidad inhibidora de
Lygus de la secuencia polipeptidica se proporciona en la etapa (a) pulverizando una composicién que comprende el
polipéptido en una planta. La composicion utilizada en esta realizacion del procedimiento comprende células
bacterianas o esporas bacterianas que expresan el polipéptido. En realizaciones particulares del procedimiento, las
células bacterianas o esporas bacterianas son células Bacillus o esporas de Bacillus. La composicion utilizada en
este procedimiento también puede comprender cristales paraesporales que contienen el polipéptido. En cualquiera
de estos procedimientos de control de Lygus, la planta puede ser infestada con Lygus.

La invencion provee ademas procedimientos para detectar o aislar un polinucledtido que codifica una proteina
TIC807 en una muestra que comprende las etapas de: (a) seleccionar un par de cebadores oligonucleotidicos
degenerados capaces de producir un amplicon, donde las secuencias de nucleétidos de los cebadores
oligonucleotidicos degenerados son derivadas de una secuencia de polipéptido TIC807 de SEQ ID NO: 5; (b)
producir un amplicon a partir de la secuencia polinucleotidica en la muestra; y (c) detectar o aislar el amplicén,
detectando o aislando de ese modo un polinucleétido que codifica una proteina TIC807 en una muestra. En este
procedimiento, el amplicon detectado o aislado puede codificar un polipéptido que tiene por lo menos 70 % o0 90 %
de identidad de secuencia con TIC807 (SEQ ID NO: 5). Otros procedimientos para detectar o aislar un polinucleétido
gue codifica una proteina TIC807 en una muestra proporcionados en esta invencion comprenden las etapas de: (a)
seleccionar un oligonuclettido degenerado o coleccién de oligonucleétidos degenerados, donde las secuencias
nucleotidicas de los cebadores oligonucleotidicos degenerados son derivadas de una secuencia polipeptidica
TIC807 de SEQ ID NO: 5; (b) hibridar el oligonucleétido degenerado o coleccion de oligonucleétidos degenerados a
la muestra; (c) detectar la hibridacién en la muestra a un polinucleétido, detectando de ese modo un polinucleétido
que codifica una proteina TIC807 en una muestra, y (d) aislar el polinucleétido detectado mediante hibridacién en la
etapa (c). En este procedimiento, el polinucledtido detectado puede codificar un polipéptido que tiene por lo menos
70 % 0 90 % de identidad de secuencia con TIC807 (SEQ ID NO: 5).

La invencién también proporciona procedimientos para expresar una proteina TIC807 en una planta que
comprenden las etapas de: (a) insertar en un genoma de célula de planta una secuencia de acidos nucleicos que
comprende en la direccién 5’ a 3' una molécula de ADN bicatenario, recombinante, unida operativamente, donde la
molécula de ADN bicatenario, recombinante comprende: i. un promotor que funciona en la célula de planta; ii. una
secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido que comprende una proteina inhibidora de insectos TIC807,
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donde la proteina inhibidora de insectos tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5; y iii.
una secuencia nucleotidica no traducida en 3’ que funciona en las células de la planta para causar terminacién de la
transcripcion y poliadenilacion, donde dicho promotor, dicha secuencia polinucleotidica, y dicha secuencia
nucleotidica no traducida en 3’ estan ligadas operativamente, (b) obtener una célula de planta transformada que
contiene la secuencia de acidos nucleicos de la etapa (a) y (c) regenerar a partir de la célula de planta transformada
una planta transformada que expresa la proteina TIC807, expresando de ese modo una proteina TIC807 en una
planta. En este procedimiento, la secuencia polinucleotidica de la etapa (a) puede codificar ya sea una proteina
TIC807 que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 o puede codificar la proteina
TIC807 de SEQ ID NO: 5. Esta secuencia polinucleotidica puede ser SEQ ID NO: 6 u otra secuencia disefiada para
la expresién en plantas que codifica una proteina TIC807. Las secuencias polinucleotidicas disefiadas para la
expresion en plantas incluyen, aunque sin limitarse a, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO:
47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 0 SEQ ID NO: 53. En otras
realizaciones de este procedimiento, la secuencia polinucleotidica de la etapa (a) que codifica una proteina TIC807
esta operativamente ligada a una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido de direccionamiento al
plastidio. El polipéptido de SEQ ID NO: 8 comprende una proteina TIC807 que estd operativamente ligada al
polipéptido de direccionamiento al plastidio que puede utilizarse en ciertas realizaciones de este procedimiento.

La invencién proporciona ademas vectores de ADN recombinante que comprenden en la direccion 5" a 3" i. un
promotor que funciona en la célula de planta; ii. una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido que
comprende una proteina inhibidora de insectos TIC807, donde dicha proteina inhibidora de insectos o fragmento
proteico comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5; y iii. una secuencia nucleotidica no traducida en 3’ que funciona en las células de la
planta para causar la poliadenilaciéon, donde el promotor, dicha secuencia polinucleotidica y dicha secuencia de
nucleétidos no traducida en 3’ estan ligadas operativamente. En estos vectores, la secuencia polinucleotidica
también puede codificar ya sea una proteina TIC807 que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 5 o puede codificar la proteina TIC807 de SEQ ID NO: 5. La secuencia polinucleotidica que codifica la
proteina TIC807 puede ser una secuencia que esta disefiada para la expresion en plantas. Las secuencias
polinucleotidicas disefiadas para la expresion en plantas incluyen SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 0 SEQ ID NO: 53.
En otras realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica una proteina TIC807 esta ligada operativamente a
una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido dirigido al plastidio. Un vector de la invencidon puede
comprender una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 8, tal como la secuencia
polinucleotidica SEQ ID NO: 7. Los vectores de la invencion pueden comprender ademas un polinucleétido que
codifica un gen marcador seleccionable. Un gen marcador seleccionable que confiere resistencia a AMPA, atrazina,
bromoxinil, dalapon, dicamba, glifosato, higromicina, metotrexato, neomicina, fosfinotricina, una sulfonilurea o 2,4-D
0 sus combinaciones pueden utilizarse en los vectores de la invencion.

También se proporcionan mediante esta invencién productos de base producidos de una planta o semilla donde el
producto basico contiene una cantidad detectable de una proteina TIC807 o un polinucleétido que codifica una
proteina TIC807, comprendiendo dicha proteina TIC807 una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Este producto basico puede obtenerse de una planta de algodon o de
una semilla de una planta de algodén, o similarmente del maiz, arroz, trigo, soja, garbanzo, guandul, cafia de azUcar
y remolacha azucarera. Por ejemplo, cuando el producto basico se obtiene de una planta de algodén o de la semilla
de una planta de algodén, el producto basico puede ser hila, aceite, harina o vainas.

La invencion también provee un procedimiento para controlar al menos una plaga de insectos, no siendo dicho
procedimiento un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia y que comprende las
etapas de: (a) proporcionar al menos dos agentes inhibidores de plagas de insectos diferentes en una composicion,
comprendiendo la composicién (i) una cantidad inhibidora de insectos de una proteina TIC807 y una cantidad
inhibidora de insectos de (ii) al menos una secuencia de ribonucleétidos que funciona tras la ingestion por la plaga
de insectos para inhibir una funcién bioldgica en la plaga de insectos y/o (iii) una cantidad inhibidora de insectos de
por lo menos una proteina inhibidora de insectos que no es una proteina TIC807; y (b) poner en contacto la al menos
una plaga de insectos con una cantidad inhibidora de la composicion, controlando de ese modo dicha al menos una
plaga de insectos. En este procedimiento, la plaga de insectos controlada puede ser un insecto hemiptero, un
insecto heterdptero o un insecto homdptero. Un insecto hemiptero controlado mediante el procedimiento es un
insecto Lygus. Un insecto homoéptero controlado por el procedimiento es un afido, un saltamontes o una mosca
blanca. En este procedimiento, una proteina inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica
gue tiene al menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Cuando una funcién
bioldgica es inhibida por un ribonucleétido, la funcién bioldgica en la plaga de insectos en ii) puede ser una funcién
biolégica esencial. La funcion biolégica esencial inhibida por el procedimiento puede ser proporcionada mediante
una proteina esencial o acido ribonucleico de la plaga de insectos, cuya funcién pronosticada se selecciona del
grupo formado por formacién de musculos, formacion de la hormona juvenil, regulacién de la hormona juvenil,
regulacion y transporte de iones, sintesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana
celular, biosintesis de aminoacidos, degradacion de aminoacidos, formacion de espermatozoides, sintesis de
feromonas, deteccion de feromonas, formacién de antenas, formacién de alas, formacién de patas, desarrollo y
diferenciacion, formacién de huevos, maduracion de larvas, formacion de enzimas digestivas, sintesis de hemolinfas,
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mantenimiento de hemolinfas, neurotransmision, divisién celular, metabolismo de energia, respiracion y apoptosis.
La funcién biologica esencial puede ser inhibida en Lygus mediante una secuencia de ribonucleétidos que
comprende entre 21 y 5000 nucle6tidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de identidad de secuencia con una
secuencia codificadora de nucleétidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39. En
otras realizaciones de este procedimiento, la una proteina inhibidora de insectos que no es una proteina TIC807
puede obtenerse de Bacillus thuringiensis. Esta proteina inhibidora de insectos que no es una proteina TIC807
puede seleccionarse del grupo formado por AXMI-027, AXMI-039, AXMI-038, AXMI-018, AXMI-020, AXMI-021,
AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, AXMI-009, AXMI-014, ET29, ET37, AXMI-004, AXMI-028,
AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, AXMI-014, TIC809, TIC810, TIC812, TIC127 y TIC128.
En otras realizaciones, donde dos proteinas inhibidoras de Lygus que no son una proteina TIC807 son expresadas
en la planta, las dos proteinas inhibidoras de Lygus pueden comprender TIC809 y TIC810. En otras realizaciones del
procedimiento, una segunda plaga de insectos pueden controlarse mediante la composicion. En estas realizaciones
del procedimiento, la segunda plaga de insectos puede inhibirse mediante la secuencia de ribonucleétidos de la
composicion o mediante la proteina que no es una proteina TIC807 de la composicidon. Esta segunda plaga de
insectos puede ser una plaga de insectos lepidépteros. La segunda plaga de insectos puede inhibirse mediante una
proteina seleccionada del grupo formado por una proteina CrylA, una proteina CrylB, una CrylC, una proteina
quimérica CrylA/CrylF y una proteina Cry2Ab. En ciertas realizaciones del procedimiento de control de por lo
menos una plaga de insectos, la composicion proporciona un efecto inhibidor de insectos sinérgico. En otras
realizaciones del procedimiento de control de por lo menos una plaga de insectos, la composicién proporciona un
efecto inhibidor de insectos aditivo. En los procedimientos de control de por lo menos una plaga de insectos la
composicion puede ser una planta transgénica.

La invencion también proporciona un procedimiento para proteger a una planta de la infestacion de Lygus que
comprende expresar una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos dos agentes inhibidores de Lygus diferentes
en la planta, donde los agentes inhibidores de Lygus comprenden (i) una cantidad inhibidora de Lygus de una
proteina TIC807; (ii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una proteina inhibidora de Lygus que no es
una proteina TIC807 y/o (iii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una secuencia de ribonucleétidos que
funciona tras la ingestion por el Lygus para inhibir una funcion biolégica en el Lygus, protegiendo de ese modo a
dicha planta de la infestacion por Lygus. Esta funcién bioldgica esencial en Lygus puede ser proporcionada mediante
una proteina esencial o acido ribonucleico del Lygus, cuya funcion pronosticada se selecciona del grupo formado por
formacion de musculos, formacién de la hormona juvenil, regulacion de la hormona juvenil, regulacién y transporte
de iones, sintesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana celular, biosintesis de
aminoacidos, degradacion de aminoacidos, formacién de espermatozoides, sintesis de feromonas, deteccion de
feromonas, formacion de antenas, formacion de alas, formacion de patas, desarrollo y diferenciacion, formacion de
huevos, maduracion de larvas, formacion de enzimas digestivas, sintesis de hemolinfas, mantenimiento de
hemolinfas, neurotransmisién, division celular, metabolismo de energia, respiracién y apoptosis. Esta funcién
biolégica esencial en Lygus puede inhibirse mediante una secuencia de ribonucleétidos que comprende entre 21 y
5000 nucledtidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de identidad de secuencia con una secuencia codificadora
de nucleodtidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39. En ciertas realizaciones de
este procedimiento, la proteina inhibidora de Lygus que no es una proteina TIC807 se obtiene de Bacillus
thuringiensis. La proteina inhibidora de Lygus que no es TIC807 puede seleccionarse del grupo formado por AXMI-
027, AXMI-036, AXMI-038, AXMI-018, AXMI-020, AXMI-021, AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007,
AXMI-009, AXMI-014, ET29, ET37, AXMI-004, AXMI-028, AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-
009, AXMI-014, TIC809, TIC810, TIC812, TIC127 y TIC128. En otras realizaciones, donde dos proteinas inhibidoras
de Lygus que no son una proteina TIC807 son expresadas en la planta, las dos proteinas inhibidoras de Lygus
pueden comprender TIC809 y TIC810. En este procedimiento, una proteina inhibidora de insectos TIC807
comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.
En ciertas realizaciones de este procedimiento, la expresion de los agentes inhibidores de Lygus proporciona un
efecto inhibidor de Lygus sinérgico. En otras realizaciones de este procedimiento, la expresion de los agentes
inhibidores de Lygus proporciona un efecto inhibidor de Lygus aditivo. Mediante el uso de este procedimiento, la
planta puede ser protegida de Lygus hesperus o Lygus lineolaris.

La invencién provee ademas proteinas inhibidoras de insectos, donde la proteina inhibidora de insectos comprende
una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. La proteina
puede tener una secuencia polipeptidica de por lo menos 80 %, 90 % o 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 5. La proteina también puede ser la proteina de SEQ ID NO: 5. La proteina puede comprender ademas una
proteina vehiculo. Esta proteina vehiculo puede ser una albimina o una proteina KLH. Las proteinas aisladas de la
invencion también pueden comprender una modificacion covalente seleccionada del grupo formado por un reactivo
indicador, un espaciador de aminoéacidos, un enlazador de aminoacidos, una secuencia sefial, una secuencia de
péptidos de transito al cloroplasto, una secuencia de direccionamiento vacuolar, una secuencia de detencién de
transferencia, un dominio de transmembrana, un ligando de purificacion proteica, 0 una combinacién de los mismos.

La invencién también proporciona anticuerpos que se unen especificamente a una proteina TIC807, donde la
proteina TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 5.
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Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién, asi como también la estructura y operacion de diversas
realizaciones de la presente invencion, se describen en detalle mas adelante con referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcién de los dibujos

Los dibujos adjuntos, los cuales son incorporados en la memoria descriptiva, y forman parte de la misma, ilustran las
realizaciones de la presente invencién y junto con la descripcion, sirven para explicar los principios de la invencion.
En los dibujos:

La Figura 1 ilustra una alineacion global Neddleman-Wunsch entre TIC807 (SEQ ID NO: 5) y Cryl5Aa (SEQ ID
NO: 41).

La Figura 2 ilustra el vector de transformacion de planta mediada por Agrobacterium pMON105863 que contiene
tanto un casete de expresion de planta TIC807 direccionado al plastidio como un casete de seleccion de
neomicina en las secuencias limite de Agrobacterium.

La Figura 3 ilustra el vector de transformacion de planta mediada por Agrobacterium pMON105864 que contiene
tanto un casete de expresion de planta TIC807 como un casete de seleccion de neomicina en las secuencias
limite de Agrobacterium.

Descripcion Detallada de las Realizaciones Preferida s

|. Definiciones

Como se utiliza en el presente documento, la frase “efecto aditivo”, relacionado con la inhibicién de insectos, se
refiere a un efecto inhibidor obtenido combinando al menos dos agentes inhibidores de insectos diferentes que es: a)
cuantitativamente equivalente al efecto aditivo pronosticado de la combinacién de los dos agentes y/o es b)
cualitativamente equivalente a la combinacion de efectos obtenidos de cada agente administrado por si solo. Los
ejemplos de efectos cuantitativos incluyen cambios en CLso, CEso, Clso, porcentaje de mortalidad, o porcentaje de
valores de atrofia indicativos de mayor actividad inhibidora de insectos contra un objetivo de insecto conocido de
ambos agentes inhibidores de insectos. Los ejemplos de efectos cualitativos aditivos incluyen un mayor espectro de
inhibicion de insectos (es decir, insectos hemipteros y lepidopteros) que reflejan la simple combinacién del espectro
exhibido por cada agente inhibidor de insectos (es decir, la combinacion de inhibicion de insectos hemipteros
proporcionada por un agente y la inhibicién de insectos lepidépteros proporcionada por otro agente).

La frase “secuencia consenso” como se utiliza en el presente documento se refiere a una secuencia de aminoéacidos,
ADN o ARN creada alineando dos o mas secuencias homologas y obteniendo una nueva secuencia que representa
la secuencia de aminoéacidos, ADN o ARN comun.

El término “Construccién” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier molécula polinucleotidica
recombinante tal como un plasmido, cosmido, virus, molécula polinuclectidica de replicacién auténoma, fago, o
molécula de polinucleétidos de ADN o ARN, monocatenario o bicatenario, lineal o circular, derivada de cualquier
fuente, capaz de integracion gendmica o replicacién autbnoma, que comprende una molécula de polinucleétido
donde una o0 mas moléculas de polinucleétido se han ligado de forma funcionalmente operativa, es decir, ligadas
operativamente.

La frase “equivalentes funcionales biol6gicos” como se utiliza en el presente documento se refiere a péptidos,
polipéptidos y proteinas que contienen una secuencia o caracteristica estructural similar a una proteina TIC807 de la
presente invencion, y que exhiben la misma o similar actividad inhibidora de insectos de una proteina TIC807 de la
presente invencion. Los equivalentes funcionales biolégicos también incluyen péptidos, polipéptidos y proteinas que
reaccionan (es decir, se unen especificamente) con anticuerpos monoclonales y/o policlonales inducidos contra una
proteina TIC807 y que exhiben la misma o similar actividad inhibidora de insectos que una proteina TIC807.

La frase “construccién de ADN” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier molécula de ADN en
la cual dos o mas secuencias de ADN comunmente distintas se han ligado covalentemente. Los ejemplos de
construcciones de ADN incluyen plasmidos, cosmidos, virus, BAC (cromosoma artificial bacteriano), YAC
(cromosoma artificial de levadura), minicromosomas de planta, secuencias de replicacion auténoma, fago, o
secuencias de ADN monocatenario o bicatenario, lineales o circulares, derivadas de cualquier fuente, que tienen
capacidad de integracién genémica o replicacion auténoma. Las construcciones de ADN pueden ser ensamblados
mediante una diversidad de procedimientos que incluyen técnicas de ADN recombinante, técnicas de sintesis de
ADN, técnicas de PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasas), o cualquier combinacion de técnicas.

La frase “un promotor heterélogo”, como se utiliza en el presente documento en el contexto de un construccion de
ADN, se refiere a ya sea: i) un promotor que se obtiene de una fuente distinta del gen estructural operativamente
ligado o ii) un promotor derivado de la misma fuente que el gen estructural ligado operativamente, donde la
secuencia del promotor es modificada de su forma original.

La frase “condiciones de hibridacion de alta rigurosidad” se refiere a condiciones de hibridacién de acidos nucleicos
gue comprenden una concentracion de sal de aproximadamente 1X SSC, una concentracion de detergente de
aproximadamente 0,1 % de SDS, y una temperatura de aproximadamente 50°C, o sus equivalentes.
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El término “homdlogo” como se utiliza en el presente documento se refiere a un gen relacionado con un segundo gen
por identidad de ya sea las secuencias de ADN o las secuencias proteicas codificadas. Los genes que son
homologos pueden ser genes separados mediante el evento de especiacion (ver “ortdlogo”). Los genes que son
homologos también pueden ser genes separados mediante el evento de duplicacion genética (ver “paralogo”). Los
homologos pueden ser de organismos iguales o diferentes y pueden llevar a cabo la misma funcion biolégica en el
mismo organismo o en organismos diferentes.

El término “insecto” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier forma embrionaria, larvaria, ninfa
0 adulta de un insecto Aracnido, Coledptero, Ctenophalides, Diptero, Hemiptero, Homoptero, Heterdptero,
Himenoptero o Lepidoptero.

La frase “una cantidad inhibidora de insectos”, se refiere a una cantidad de un polipéptido TIC807, un ribonucleétido,
0 una proteina que no es una proteina TIC807 que da como resultado cualquier inhibicién medible del crecimiento de
insectos, desarrollo de insectos, reproduccion de insectos, comportamiento alimenticio de insectos, comportamiento
de apareamiento de insectos y/o cualquier disminucion medible en los efectos adversos causados por la
alimentacién de insectos en una planta. Similarmente, una “cantidad inhibidora de Lygus” se refiere a una cantidad
de un polipéptido TIC807, un ribonucleétido, o una proteina que no es una proteina TIC807 que da como resultado
cualquier inhibicién medible del crecimiento de Lygus, desarrollo de Lygus, reproduccion de Lygus, comportamiento
alimenticio de Lygus, comportamiento de apareamiento de Lygus y/o cualquier disminucién medible en los efectos
adversos causados por la alimentacion de Lygus en una planta.

Como se utiliza en el presente documento cuando se hace referencia a una “molécula de ADN aislada”, se entiende
gue la molécula de ADN es una que esta presente, sola o en combinacién con otras composiciones, pero no en el
medio ambiente natural. Por ejemplo, una secuencia codificadora, secuencia intrén, secuencia guia no traducida,
secuencia promotora, secuencia de terminacion transcripcional, y similares, que se encuentran naturalmente en el
ADN de un genoma de planta no se consideran aisladas del genoma de la planta siempre y cuando se encuentren
dentro del genoma de la planta del cual se observo en primer lugar. Sin embargo, cada uno de estos componentes, y
subpartes de estos componentes, seria “aislado” dentro del alcance de esta descripcion siempre y cuando las
estructuras y componentes no se encuentren dentro del genoma de la planta. Similarmente, una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina insecticida de Bacillus thuringiensis o cualquier variante insecticida de esa
proteina seria una secuencia nucleotidica aislada siempre y cuando la secuencia nucleotidica no se encuentre
dentro del ADN de la bacteria Bacillus thuringiensis de la cual se observdé en primer lugar la estructura. Una
secuencia nucleotidica artificial que codifica la misma secuencia de aminoacidos o una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica que es codificada por la secuencia nuclectidica de B. thuringiensis natural se consideraria
aislada para los propdsitos de esta divulgacion. Para los propésitos de esta divulgacion, cualquier secuencia
nucleotidica transgénica, es decir, la secuencia nucleotidica del ADN insertado en el genoma de las células de una
planta seria considerada una secuencia nucleotidica aislada ya sea que esté presente dentro del plasmido utilizado
para transformar células vegetales de las cuales surgié el evento transgénico, dentro del genoma del evento
transgénico, presente en cantidades detectables en tejidos, descendencia, muestras biolégicas o productos de base
derivados del evento transgénico. La secuencia nucleotidica o cualquier fragmento derivado de la misma seria
considerada, por lo tanto, aislada o aislable si la molécula de ADN puede extraerse de células, o tejidos, u
homogeneizado de una planta o semilla u 6rgano de planta; o puede producirse como un amplicén del ADN o ARN
extraido de células, o tejidos, u homogeneizado de una planta o semilla u érgano de planta, cualquiera de los cuales
se obtiene de tales materiales derivados del evento transgénico.

La frase “secuencia de ribonucleétidos que funciona tras la ingestion por la plaga de insectos para inhibir una funcion
bioldgica” se refiere a secuencia de ARN que comprende una secuencia que es sustancialmente homdloga a una
molécula de ARN codificada por una secuencia nucleotidica dentro del genoma del insecto, que proporciona la
inhibicién del insecto.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “sustancialmente homéloga” u “homologia sustancial” con
referencia a una secuencia de acidos nucleicos o de polipéptidos, se refiere a una secuencia nucleotidica o
polipeptidica que tiene 65 % a 70 % de identidad de secuencia, o mas preferentemente entre 80 % y 85 % de
identidad de secuencia, o con mayor preferencia entre 90 % y 95 % de identidad de secuencia, a 99 % o 100 % de
identidad de secuencia, con otra secuencia nucleotidica o polipeptidica.

Como se utiliza en el presente documento, la frase “efecto sinérgico”, haciendo referencia a la inhibicién de insectos,
se refiere a un efecto inhibidor obtenido combinando por lo menos dos agentes inhibidores de insectos diferentes
gue es: a) mayor cuantitativamente que el efecto aditivo pronosticado de la combinacién de los dos agentes y/o es b)
distinto cualitativamente de cualquier efecto obtenido de cualquiera de los dos agentes administrados por si solos.
Los ejemplos de efectos cuantitativos incluyen cambios en CLso, CEso, Clso, porcentaje de mortalidad, o porcentaje
de valores de atrofia indicativos de una mayor actividad inhibidora de insectos contra un objetivo de insecto conocido
de ambos agentes inhibidores de insectos. Los ejemplos de efectos cualitativos sinérgicos incluyen un espectro
expandido de inhibicidn de insectos (es decir, inhibicion de insectos hemipteros, homopteros y lepidopteros) que no
refleja la simple combinacion del espectro exhibido por cada uno de los agentes inhibidores de insectos solo (es
decir, la combinacion de inhibicion de insectos hemipteros proporcionada por un agente y la inhibiciéon de insectos
lepidépteros proporcionada por otro agente).
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La frase “proteina TIC807” como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteina inhibidora de insectos
que presenta por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.

La frase “proteina relacionada con TIC807” como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteina
inhibidora de insectos de por lo menos 250 aminoacidos que exhibe por lo menos 45 % de identidad de secuencia
con una secuencia polipeptidica correspondiente contenida en SEQ ID NO: 5.

La frase “operativamente ligada” como se utiliza en el presente documento, se refiere a la uniéon de secuencias de
acidos nucleicos de modo que una secuencia puede proporcionar una funcion requerida a una secuencia ligada. En
el contexto de un promotor, “ligado operativamente” significa que el promotor esta conectado a una secuencia de
interés de modo que la transcripcion de esa secuencia de interés se controla y regula mediante ese promotor.
Cuando la secuencia de interés codifica una proteina y cuando la expresién de esa proteina es deseada,
“operativamente ligado” significa que el promotor estéa ligado a la secuencia de tal manera que el transcrito resultante
sea traducido de forma eficaz. Si el ligamiento del promotor a la secuencia codificadora es una fusién transcripcional
y se desea la expresion de la proteina codificada, el ligamiento se realiza de modo que el primer codon de inicio de
la traduccién en el transcrito resultante es el codén de inicio de la secuencia codificadora. Como alternativa, si el
ligamiento del promotor a la secuencia codificadora es una fusiéon de traducciéon y se desea la expresiéon de la
proteina codificada, el ligamiento se realiza de modo que el primer codén de inicio de la traduccion contenido en la
secuencia no traducida en 5 asociada con el promotor y esta ligado de modo que el producto de traduccion
resultante esté en fase con la fase de lectura abierta de traduccion que codifica la proteina deseada. Las secuencias
de acidos nucleicos que pueden estar operativamente ligadas incluyen secuencias que proporcionan funciones de
expresion génica (es decir, elementos de expresion génica tales como promotores, regiones no traducidas en 5,
intrones, regiones codificadoras de proteinas, regiones no traducidas en 3’, sitios de poliadenilacién y/o terminadores
de la transcripcién), secuencias que proporcionan transferencia de ADN y/o funciones de integraciéon (es decir,
secuencias limite de T-ADN, sitios de reconocimiento de recombinasa especifico del sitio, sitios de reconocimiento
de integrasa), secuencias que proporcionan funciones selectivas (es decir, marcadores de resistencia a un
antibiético, genes biosintéticos), secuencias que proporcionan funciones de marcadores a los que se puede poner
puntuacion (es decir, genes indicadores), secuencias que facilitan las manipulaciones in vitro o in vivo de las
secuencias (es decir, secuencias polienlazadoras, secuencias de recombinacion especifica del sitio) y secuencias
gue proporcionan funciones de replicacién (es decir, origenes bacterianos de replicacion, secuencias de replicacion
auténoma, secuencias centroméricas).

now

Como se utiliza en el presente documento, las frases o términos “identidad de secuencias”, “similitud de secuencias”
u “homologia” se utilizan para describir relaciones de secuencias entre dos 0 mas secuencias de nucledtidos. El
porcentaje de “identidad de secuencias” entre dos secuencias se determina comparando dos secuencias
Optimamente alineadas con respecto a una ventana de comparacion, donde la porcion de la secuencia en la ventana
de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, espacios vacios) en comparacion con la
secuencia de referencia (la cual no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion 6ptima de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula determinando la cantidad de posiciones en las cuales se produce la base de
acido nucleico idéntica o resto de aminoacido en ambas secuencias para proporcionar la cantidad de posiciones
coincidentes, dividiendo la cantidad de posiciones coincidentes por la cantidad total de posiciones en la ventana de
comparacion, y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencias. Una secuencia
que es idéntica en cada posicion en comparacién con una secuencia de referencia se dice que es idéntica a la
secuencia de referencia y viceversa. Una primera secuencia nucleotidica cuando se observa en la direccion 5’ a 3’
se dice que es un “complemento” de, o complementaria a, una segunda secuencia de nucleétidos o de referencia
observada en la direccion 3' a 5’ si la primera secuencia nucleotidica exhibe complementariedad completa con la
segunda secuencia o secuencia de referencia. Como se utiliza en el presente documento, se dice que las moléculas
de la secuencia de acidos nucleicos exhiben “complementariedad completa” cuando cada uno de los nucleétidos de
una de las secuencia leida 5’ a 3’ es complementario a cada uno de los nucleétidos de la otra secuencia cuando se
lee de 3’ a 5. Una secuencia nucleotidica que es complementaria a una secuencia de nucleétidos de referencia
exhibira una secuencia idéntica a la secuencia complemento inverso de la secuencia nucleotidica de referencia.

Como se utiliza en el presente documento, la frase “secuencia polipeptidica correspondiente contenida en SEQ ID
NO: 5" se refiere a una secuencia polipeptidica en SEQ ID NO: 5 que proporcionara el porcentaje mas alto de
identidad cuando se alinea con la otra secuencia polipeptidica.

Como se utiliza en el presente documento, una “ventana de comparacion” se refiere a un segmento conceptual de
por lo menos 6 posiciones contiguas, generalmente 50 a 100, mas en general 100 a 150, en el que una secuencia se
compara con una secuencia de referencia de la misma cantidad de posiciones contiguas después de que las dos
secuencias sean optimamente alineadas. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es
decir, espacios vacios) de 20 % o menos en comparacion con la secuencia de referencia (la cual no comprende
adiciones o deleciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. Los expertos en la técnica deberian
consultar los procedimientos detallados utilizados para la alineacion de secuencias en el programa informatico
Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, Wis.,
Estados Unidos de América) o consultar Ausubel y col. (1998) para una descripcidon detallada del andlisis de
secuencias.
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El término “regeneracion” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier procedimiento para
obtener una planta entera de uno cualquiera de una semilla, una célula de planta, un grupo de células de planta,
tejido de callo de planta, o un trozo cortado de una planta.

El término “transformacion” como se utiliza en el presente documento se refiere a un proceso para introducir una
secuencia de ADN exdgeno (por ejemplo, un vector, una molécula de ADN recombinante) en una célula o
protoplasto en el que el ADN exdgeno se incorpora en un cromosoma o es capaz de replicacién autbnoma.

La frase “planta transgénica” se refiere a una planta o a su descendencia, derivada de una célula o protoplasto de
planta transformado, donde el ADN de la planta contiene una molécula de ADN exdgeno introducida no presente
originalmente en una planta no transgénica, nativa, de la misma especie.

Las frases “ARN estabilizado”, “ARNbc estabilizado” y “ARNip estabilizado” se refieren a combinaciones de ARN
transcrito, orientado con sentido y orientado antisentido, separado por secuencias cortas que permiten la formacion
de una estructura en forma de tallo-lazo u horquilla en la molécula de ARN.

La frase “tejido vascular” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier tejido o célula contenido en
el haz vascular de una planta, incluyendo células o tejidos de floema, protofloema, metafloema, xilema, protoxilema
0 metaxilema.

El término “vector” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier construccion de polinucleétidos
recombinante que puede utilizarse con el propoésito de transformacion, es decir, la introduccion de ADN heterélogo
en una célula huésped.

1. Polinucle6tidos de la Invencion

Una diversidad de polinucleotidos que codifican proteinas inhibidoras de insectos TIC807 son contemplados por esta
invencion. Dichos polinucledtidos son Utiles para la produccion de proteinas inhibidoras de insectos TIC807 en
células huésped cuando se ligan operativamente a secuencias promotoras, de terminacion de la transcripcion y/o de
poliadenilacién adecuadas. Dichos polinucledtidos son también Utiles como sondas para aislar polinucleétidos
homélogos o sustancialmente homdélogos que codifican proteinas TIC807.

Una fuente de polinucleétidos que codifican TIC807 es la cepa de Bacillus thuringiensis la cual contiene el
polinucleétido de TIC807 de SEQ ID NO: 4 que codifica el polipéptido de TIC807 de SEQ ID NO: 5. Esta secuencia
polinucleotidica fue aislada originariamente de un huésped de Bacillus thuringiensis y por lo tanto es adecuada para
la expresion del polipéptido de TIC807 codificado en otros huéspedes bacterianos. Por ejemplo, SEQ ID NO: 4
puede utilizarse para expresar proteina TIC807 en huéspedes bacterianos que incluyen células huésped bacterianas
de Agrobacterium, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Pseudomonas y Rhizobium. Las sondas de SEQ ID NO: 4 son
también Utiles como sondas para aislar polinucleétidos homélogos o sustancialmente homdlogos que codifican
proteinas TIC807. Dichas sondas pueden utilizarse para identificar polinucle6tidos homologos o sustancialmente
homologos derivados de cepas de Bacillus.

Los polinucleétidos que codifican proteinas TIC807 también pueden sintetizarse de novo a partir de una secuencia
polipeptidica TIC807. La secuencia del gen del polinucleétido puede deducirse de una secuencia polipeptidica
TIC807 a través del uso del codigo genético. Pueden utilizarse programas informaticos tales como “BackTranslate”
(paquete GCG™, Acclerys, Inc. San Diego, CA) para convertir una secuencia peptidica en la secuencia nucleotidica
correspondiente que codifica el péptido. Los ejemplos de secuencias polipeptidicas TIC807 que pueden utilizarse
para obtener secuencias codificadoras de nucleétidos correspondientes incluyen la secuencia polipeptidica TIC807
de SEQ ID NO: 5.

Ademas, las secuencias de polinucledtidos de TIC807 sintéticas de la invencion pueden ser disefiadas de modo que
se expresen en plantas. La Patente de los Estados Unidos N.° 5.500.365 describe un procedimiento para sintetizar
genes de plantas para mejorar el nivel de expresion de la proteina codificada por el gen sintetizado. Este
procedimiento se refiere a la modificacion de las secuencias de genes estructurales del transgén exdgeno, para
hacer que sean transcritas, procesadas, traducidas y expresadas de forma mas eficaz, por la planta. Las
caracteristicas de los genes que se expresan bien en plantas incluyen eliminacién de secuencias que pueden causar
el corte y empalme de intrones no deseado o poliadenilacion en la region codificadora de un transcrito génico
reteniendo al mismo tiempo sustancialmente la secuencia de aminoacidos de la porciéon toxica de la proteina
insecticida. Un procedimiento similar para obtener la expresibn aumentada de transgenes en plantas
monocotiledéneas se desvela en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.689.052. Los ejemplos de secuencias de
polinucleétidos disefiadas para la expresion de una proteina TIC807 en plantas incluyen SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO:
52 0 SEQ ID NO: 53.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 644 945 T3

Ill. Oligonucleétidos Aislados, Kits y Procedimiento s para el Aislamiento y/o la Deteccion de Polinucleé  tidos
que Caodifican Proteinas TIC807

Los oligonucleétidos aislados para identificar, detectar o aislar polinucleétidos que codifican proteinas TIC807
también se desvelan en el presente documento.

Los oligonucleétidos aislados pueden comprender por lo menos 12 nucleétidos contiguos de una secuencia
contenida en el gen codificador de TIC807 de Bacillus thuringiensis de SEQ ID NO: 4 o contenida en el complemento
de SEQ ID NO: 4. Dichos oligonucleétidos pueden utilizarse en procedimientos de hibridaciéon o basados en PCR
para identificar o aislar polinucleétidos que codifican proteinas TIC807 de cepas de Bacillus thuringiensis. Dichos
oligonucleétidos también pueden utilizarse para confirmar la presencia o ausencia de un polinucleétido codificador
de TIC807 en una célula huésped. Se reconoce ademas que los oligonucledtidos pueden utilizarse para mutagenizar
SEQ ID NO: 4 cuando comprenden secuencias adicionales que comprenden errores de emparejamiento con SEQ ID
NO:4. Dichos oligos de “mutagénesis” son Utiles para la identificacion de variantes de TIC807 con mayor actividad
inhibidora de insectos.

Los oligonucleétidos aislados pueden comprender por lo menos 12 nucleétidos contiguos de una secuencia
contenida en el polinucleétido de SEQ ID NO: 6 o contenida en el complemento de SEQ ID NO: 6. El polinuclettido
de SEQ ID NO: 6 esta especificamente disefiado para la expresion en plantas transgénicas y codifica la proteina
TIC807 de SEQ ID NO: 5. Los oligonucleétidos aislados pueden comprender por lo menos 12 nucleétidos contiguos
de una secuencia contenida en el polinucleétido de SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 o contenida dentro del
complemento de SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50,
SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 0 SEQ ID NO: 53. Dichos oligonucleétidos pueden utilizarse en procedimientos de
hibridacién o basados en PCR para detectar polinucleétidos SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 en
muestras derivadas de plantas transgénicas. Cuando la muestra es una muestra de acido ribonucleico, los
oligonucleétidos pueden utilizarse en procedimientos de hibridaciéon o basados en PCR para cuantificar los niveles
de expresion del transgén de TIC807. Cuando la muestra es una muestra de acido desoxirribonucleico, los
oligonucleétidos pueden utilizarse en los procedimientos de hibridacién o basados en PCR para determinar la
presencia o ausencia del transgén TIC807 en la muestra. También se anticipa que los oligonucleétidos derivados de
SEQ ID NO: 6 pueden utilizarse para determinar la presencia o ausencia de un transgén de TIC807 en una muestra
de acido desoxirribonucleico derivada de un producto béasico. Dada la sensibilidad exquisita de ciertos
procedimientos de deteccion de acido nucleico que emplean oligonucleétidos, se anticipa que los oligonucleétidos
derivados de SEQ ID NO: 6 también pueden utilizarse para detectar un transgén de TIC807 en productos de base
derivados de fuentes agrupadas donde solamente una fraccidon del producto basico se obtiene de una planta
transgénica que contiene SEQ ID NO: 6. Se reconoce ademas que los oligonucledtidos pueden utilizarse para
mutagenizar SEQ ID NO: 6 cuando comprenden secuencias adicionales que comprenden errores de
emparejamiento con SEQ ID NO: 6. Dichos oligonucleétidos de “mutagénesis” son Utiles para la identificacion de
variantes de TIC807 con mayor actividad inhibidora de insectos y/o expresién aumentada en células huésped de
plantas transgénicas.

Se entiende, naturalmente, que los oligonucledtidos de la invencion pueden comprender ademas secuencias
adicionales que no son idénticas o complementarias con las secuencias de polinucleétidos que codifican proteinas
TIC807. Las secuencias adicionales pueden incluir secuencias utilizadas como adaptadores que facilitan la clonacion,
mutagénesis o deteccién. Los oligonucleétidos de la invencion pueden comprender ademas modificaciones
covalentes adicionales. Las modificaciones covalentes incluirian etiquetas detectables tales como is6topos,
fluoréforos y haptenos. La biotina es un hapteno particularmente (til.

Los kits para la deteccion de una secuencia de polinucleétido de TIC807 en una muestra que comprende por lo
menos un oligonucleétido que se hibrida especificamente con la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ
ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o su complemento son contemplados también por esta invencion. En el contexto de los
kits de esta invencion, la expresion “se hibrida especificamente” significa que los oligonucleétidos se hibridaran y
detectaran SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ
ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 en una muestra de una planta transgénica
transformada con una o mas copias de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID
NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 0 SEQ ID NO: 53 aunque no se hibridara
de manera especifica y no detectara secuencia alguna en una planta no transgénica control que no contiene SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID
NO: 51, SEQ ID NO: 52 o0 SEQ ID NO: 53. Estos kits también pueden comprender un polinucledtido control que se
hibrida con dicho oligonucleétido, instrucciones de uso y/o reactivos para hibridar o detectar la hibridacion de los
oligonucleétidos con SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO:
49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 0 SEQ ID NO: 53. En ciertas aplicaciones, incluyendo aquellas
aplicaciones que utilizan una Reaccién en Cadena de Polimerasa, los kits comprenderan de forma natural mas de un
oligonucledtido que se hibrida especificamente con la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45,
SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52
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0 SEQ ID NO: 53

IV. Oligonucledtidos Degenerados, Composiciones de O  ligonucleétidos Degenerados y Procedimientos de
Uso

Los oligonucleétidos degenerados, composiciones que comprenden oligonucleotidos degenerados, y procedimientos
de utilizacién de dichos oligonucleétidos para identificar, detectar o aislar polinucleétidos que codifican una proteina
TIC807 son también contemplados por esta invencién. Si bien dichos oligonucleétidos degenerados se obtienen de
SEQ ID NO: 5, los expertos en la técnica apreciaran que tales oligonucleétidos pueden utilizarse para identificar una
diversidad de proteinas TIC807 y proteinas relacionadas con TIC807. Se prevé que dichas proteinas TIC807 tienen
por lo menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o 100 % de identidad de aminoacidos con SEQ ID NO: 5 y que tienen
actividad inhibidora de insectos. Las proteinas relacionadas con TIC807 tienen por lo menos 45 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5 y tienen actividad inhibidora de insectos.

El disefio de secuencias de oligonucledtidos degenerados a partir de secuencias peptidicas se logra a través del uso
del cédigo genético, por el cual los codones correspondientes a cada uno de los aminoacidos codificados se
sintetizan. Los oligonucledtidos degenerados pueden comprender un grupo de oligonucledtidos que comprende
todas las secuencias potenciales que codifican una secuencia peptidica determinada. Como alternativa, los
oligonucleétidos degenerados también pueden comprender una secuencia que contiene una base neutra (es decir,
una base que puede formar par de bases de forma adecuada con todos los nucledtidos en una posicién
determinada). Las bases neutras incluyen inosina. Las consideraciones involucradas en el disefio y uso de
cebadores o sondas de oligonucleétidos degenerados son bien conocidas por los expertos en la técnica (véase
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Tercera Edicion), Sambrook y Russell, Cold Spring Harbor Press, 2001).

Pueden utilizarse composiciones que comprenden por lo menos dos cebadores oligonucleotidicos degenerados de
por lo menos 12 nucleétidos de la secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 5 en procedimientos de hibridacién o
basados en la reaccién en cadena de polimerasas para el aislamiento o deteccién de polinucleétidos que codifican
proteinas TIC807 o proteinas relacionadas con TIC807. Los oligonucleétidos degenerados de esta compaosicién
pueden comprender secuencias adicionales que no son idénticas o complementarias con las secuencias de
polinucleétidos que codifican proteinas TIC807. Las secuencias adicionales pueden incluir secuencias utilizadas
como adaptadores que facilitan la clonacién, mutagénesis o deteccidén. Los oligonucleétidos degenerados de la
invencion pueden comprender ademas modificaciones covalentes adicionales. Las modificaciones covalentes
incluirian etiquetas detectables tales como is6topos, fluoréforos y haptenos. La biotina es un hapteno particularmente
atil.

El uso de los cebadores oligonucleotidicos degenerados en procedimientos basados en PCR de aislamiento o
deteccién de polinucledtidos que codifican una proteina TIC807 o una proteina relacionada con TIC807 en una
muestra se contempla especificamente. Resumiendo, un par de cebadores oligonucleotidicos degenerados capaces
de producir un amplicén se selecciona y se utiliza en una reaccion en cadena de polimerasa con una muestra que
contiene un polinucledtido que codifica una proteina TIC807 o una proteina relacionada con TIC807. Una fuente
adecuada de muestras para este procedimiento incluye diversas cepas de Bacillus thuringiensis. Los
oligonucledtidos degenerados son capaces de producir un amplicén cuando los oligonucleétidos corresponden a
secuencias de hebra sentido y antisentido y estan en una orientacion 5’ a 3' que cebara la sintesis mediada por
polimerasa de ADN de una hebra de ADN que es complementaria con el otro oligonucleétido de oposicién. Los
cebadores oligonucleotidicos degenerados se obtienen de una secuencia polipeptidica TIC807 de SEQ ID NO: 5.
Este amplicon puede ser detectado mediante el uso de un tinte de intercalacién para producir un amplicon. El
amplicén también puede aislarse clonando el fragmento del amplicén aislado en un plasmido, csmido, bacteriéfago
u otro vector de clonacién. Una vez clonado, este amplicon puede ser adicionalmente caracterizado por
secuenciacion para determinar el porcentaje de identidad de la proteina codificada por el amplicon con TIC807 (SEQ
ID NO: 5). Se anticipa que los polinucleotidos que codifican proteinas TIC807 de por lo menos 70 %, o por lo menos
90 % de identidad con SEQ ID NO: 5 y proteinas relacionadas con TIC807 de por lo menos 45 % de identidad con
SEQ ID NO: 5 pueden detectarse o aislarse mediante estos procedimientos. Dichas proteinas TIC807 o proteinas
relacionadas con TIC807 pueden ser posteriormente exploradas para determinar la actividad inhibidora de insectos.

Los oligonuclettidos TIC807 degenerados también pueden utilizarse como sondas en procedimientos basados en
hibridacion para detectar o aislar polinucleétidos que codifican proteinas TIC807 o proteinas relacionadas con
TIC807. Los procedimientos para detectar un polinucleétido que codifica una proteina TIC807 en una muestra
comprenden, en primer lugar, seleccionar un oligonucleétido degenerado o coleccion de oligonucleétidos
degenerados derivados de una secuencia polipeptidica TIC807 de SEQ ID NO: 5. Estos oligonucleétidos
degenerados pueden comprender ademas etiquetas detectables tales como iso6topos, fluoréforos y haptenos. La
biotina es un hapteno particularmente util. Las muestras incluyen muestras derivadas de diversas cepas de Bacillus
thuringiensis. La muestra puede ser una biblioteca de plasmido, césmidos o clones bacteriéfagos derivados de una o
mas cepas de Bacillus thuringiensis. El oligonucleétido degenerado o coleccién de oligonucleétidos degenerados son
hibridados a la muestra en condiciones de rigurosidad de hibridacion adecuadas. Estas condiciones estan
relacionadas con la longitud del o de los oligonucleétidos degenerados, el grado de degradacion, su contenido G+C,
el porcentaje deseado o proyectado de identidad de secuencias de secuencias objetivo en la muestra y otros
factores. La hibridacion con un polinucledtido se detecta por procedimientos que incluyen procedimientos
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radiométricos, fluorométricos, luminométricos y/o basados en ELISA. Tras la deteccion, el polinucleétido puede ser
aislado por dilucion seriada y rehibridacion. Todas las etapas antes mencionadas de disefio de oligonucleétidos
degenerados, etiquetado de oligonucleétidos, preparacion de bibliotecas, hibridacion, deteccién y aislamiento son
bien conocidas por el experto en la técnica (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Tercera Edicion),
Sambrook y Russell, Cold Spring Harbor Press, 2001). Se anticipa que pueden detectarse o aislarse mediante estos
procedimientos polinucleétidos que codifican proteinas TIC807 de por lo menos 70 % o por lo menos 90 % de
identidad con SEQ ID NO: 5 y proteinas relacionadas con TIC807 de por lo menos 45 % de identidad con SEQ ID
NO: 5. Dichas proteinas TIC807 o proteinas relacionadas con TIC807 pueden posteriormente explorarse para
determinar la actividad inhibidora de insectos tras la expresién en una cepa de Bacillus thuringiensis acristalifera.
Las proteinas TIC807 o relacionadas con TIC807 pueden inhibir una plaga hemiptera tal como Lygus. Como
alternativa, las proteinas TIC807 o relacionadas con TIC807 pueden inhibir otras plagas de insectos que incluyen
plagas de Aracnidos, Coledpteros, Ctenophalides, Dipteros, Himendpteros o Lepiddpteros, o pueden inhibir tanto
plagas de hemipteros como otras familias de plagas de insectos.

V. Construcciones de ADN que Comprenden Casetes de Ex  presion Bacteriana de TIC807

Para expresar proteinas TIC807 en huéspedes bacterianos, los polinucleétidos que codifican TIC807 son
operativamente ligados a promotores adecuados y secuencias de terminacion de la transcripcion que funcionan en
huéspedes bacterianos para proporcionar casetes de expresion bacteriana. Los promotores y sefales de
terminacion que funcionan en células bacterianas pueden obtenerse de genes bacterianos, genes bacteriéfagos o
procedimientos sintéticos. Después, estos casetes de expresion pueden ser transferidos a vectores bacterianos
adecuados que comprenden origenes de replicacién y marcadores seleccionables por medio de técnicas de ADN
recombinante convencionales.

En la practica de esta invencion, los promotores bacterianos, sefiales de terminacion y vectores que funcionan en
huéspedes Bacillus son particularmente Utiles para la expresion de polipéptidos TIC807. En muchos casos, el gen
TIC807 que comprende su promotor endégeno y secuencias de terminacion pueden utilizarse para la expresion de
proteinas TIC807 en células huésped de Bacillus que incluyen huéspedes de Bacillus thuringiensis. Para ese tipo de
experimentos, el uso de un vector lanzadera que funciona tanto en huéspedes de E. coli como Bacillus es
particularmente (til. Los ejemplos de dichos vectores lanzadera incluyen vectores tales como pEG854 descritos en la
Patente de los Estados Unidos N.° 5.650.308. Estos vectores lanzadera incluyen genes marcadores de resistencia a
un antibiético que permiten la transformacion de huéspedes Bacillus. Los huéspedes preferidos de Bacillus
thuringiensis incluyen cepas huéspedes de Bacillus thuringiensis acristaliferas (deficientes en proteina Cry) tales
como EG10368 y EG10650 (descritos en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.759.538). Cuando la proteina
TIC807 es expresada en cepas huéspedes de Bacillus thuringiensis acristaliferas (deficientes en proteina Cry), la
proteina TIC807 es facilmente aislada como un cristal paraesporal tras la induccion de la esporulacién en las células
huéspedes. Este facil sistema de expresion de Bacillus thuringiensis puede utilizarse, por lo tanto, para analizar
grandes cantidades de variantes de la proteina TIC807 para determinar la actividad inhibidora de insectos.

VI. Construcciones de ADN Que Comprenden Casetes de  Expresién de Planta TIC807

La construccién de casetes de expresion para utilizar en plantas monocotiledéneas o plantas dicotiledoneas esta
bien establecida. Los casetes de expresidon son construcciones de ADN donde diversas secuencias promotoras,
codificadoras y de poliadenilacion estan ligadas operativamente. En general, los casetes de expresion tipicamente
comprenden un promotor que esta ligado operativamente a una secuencia de interés la cual esta operativamente
ligada a una region terminadora o de poliadenilacion. En ciertos casos que incluyen la expresion de transgenes en
plantas monocotiledéneas, también puede ser Util incluir una secuencia intrén. Cuando se incluye una secuencia
intrén, se coloca tipicamente en la region guia no traducida en 5’ del transgén. En ciertos casos, también puede ser
util incorporar secuencias no traducidas en 5’ en un transgén para aumentar la estabilidad del transcrito o para
promover la eficaz traduccidon del transcrito.

Puede utilizarse una diversidad de promotores en la practica de esta invencién. Una clase amplia de promotores
utiles se menciona como promotores “constitutivos” en el sentido de que son activos en la mayoria de los 6rganos de
plantas a lo largo del desarrollo de la planta. Por ejemplo, el promotor puede ser un promotor virico tal como un
promotor CaMV35S o FMV35S. Los promotores CaMV35S y FMV35S son activos en una diversidad de tejidos de
planta transformados y en la mayoria de 6rganos de plantas (por ejemplo, callo, hoja, semilla y raiz). Las versiones
mejoradas o duplicadas de los promotores CaMV35S y FMV35S son particularmente (tiles en la practica de esta
invencion (Patente de los Estados Unidos N.° 5.378.619). Otros promotores Utiles de nopalina sintasa (NOS) y
octopina sintasa (OCS) (los cuales son transportados en plasmidos inductores de tumores de A. tumefaciens),
promotores 19S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), un promotor de ubiquitina del maiz, el promotor Actl del
arroz y el promotor 35S del Virus del mosaico de Escrofularia (FMV) (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos N.° 5.463.175).

Los promotores que son activos en ciertos tejidos vegetales (es decir, promotores especificos de tejidos) también
pueden utilizarse para impulsar la expresién de proteinas TIC807 u otros agentes inhibidores de insectos. Puesto
que ciertas plagas de insectos hemipteros son insectos “perforadores/chupadores” que se alimentan tipicamente por
insercidon de sus proboscis en el tejido vascular de plantas huéspedes, promotores que dirigen la expresion de
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agentes inhibidores de insectos en el tejido vascular de las plantas transgénicas son particularmente utiles en la
practica de esta invencion. Diversos promotores de Caulimovirus, que incluyen los promotores CaMV35S, CaMV19S,
FMV35S y sus versiones mejoradas o duplicadas, tipicamente administran altos niveles de expresion en tejidos
vasculares y son pues Utiles para la expresion de proteinas TIC807 o de otros agentes inhibidores de insectos. Los
virus limitados a floema tales como el virus del tungro del arroz (Bhattacharyya-Pakrasi y col., Plant J. 4[1] 71-79,
1993) y el virus del moteado amarillo de commelina (Medberry y col., Plant Cell 4:185-192, 1992) también contienen
promotores Utiles que son activos en tejidos vasculares. Para el control de insectos hemipteros que se alimentan del
floema, pueden utilizarse promotores preferidos de floema o especificos de células de floema para expresar
proteinas TIC807 u otros agentes inhibidores de insectos en el floema de plantas transgénicas. Los ejemplos de
promotores especificos de floema incluyen promotores génicos del tipo PP2 (Patente de los Estados Unidos N.°
5.495.007), promotores de sacarosa sintasa (Yang y Russell, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:4144-4148, 1990),
promotores de glutamina sintetasa (Edwards y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3459-3463, 1990) y promotores de
H+-ATPasa de la membrana plasmatica especificos de floema (DeWitt y col.,, Plant J. 1[1]: 121-128, 1991),
promotores de prunasin-hidrolasas (Patente de los Estados Unidos N.° 6.797.859), y un transportador de sacarosa
del arroz (Patente de los Estados Unidos N.° 7.186.821). Para un control de plagas hemipteras que se alimentan de
tejido de xilema, puede utilizarse una diversidad de promotores que son activos en tejido de xilema incluyendo
protoxilema o metaxilema. Los promotores activos en tejido de xilema incluyen promotores asociados con rutas
biosintéticas fenilpropanoides, tales como los promotores de fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), promotores de
cinamato 4-hidroxilasa (C4H), promotores de cumarato 3-hidroxilasa, promotores de O-metil transferasa (OMT),
promotores de 4-cumarato:CoA ligasa (4CL) (Patente de los Estados Unidos N.° 6.831.208), promotores de
cinamoil-CoA reductasa (CCR) y promotores de cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD).

Los elementos potenciadores transcripcionales también pueden utilizarse en conjunto con cualquier promotor que es
activo en una célula de planta o con cualquier elemento promotor basal que requiere un potenciador para la actividad
en una célula de planta. Los elementos potenciadores transcripcionales pueden activar la transcripcion en diversas
células vegetales y tienen generalmente una longitud de 100-200 pares de bases. Los elementos potenciadores
pueden obtenerse mediante sintesis quimica o por aislamiento de elementos reguladores que incluyen dichos
elementos, y pueden comprender nucleétidos adicionales de flanqueo que contienen sitios de enzimas de restriccion
Utiles para facilitar la manipulacién de subsecuencias. Los elementos potenciadores pueden ser tipicamente
colocados dentro de la region 5’ al sitio de proteccién terminal de ARNm asociado con un promotor, aunque también
puede situarse en regiones que estan 3’ al sitio de proteccion terminal (es decir, dentro de una regién no traducida
en 5, un intrén, o 3’ de un sitio de poliadenilacién) para proporcionar niveles aumentados de expresién de genes
ligados operativamente. Los elementos potenciadores también pueden ser multimerizados (proporcionados en
cualquier cantidad finita de copias ligadas) para proporcionar la expresion aumentada de genes ligados
operativamente. Los potenciadores multimerizados incluyen copias por duplicado, triplicado o cuadruplicado de
potenciadores en cualquier orientacién o combinacion de orientaciones. Los potenciadores son a menudo derivados
de promotores viricos de planta, particularmente aquellos del grupo Culimoviridae de ADN bicatenario que
comprende los caulimovirus y los badnavirus. Los promotores viricos de plantas o potenciadores viricos de plantas
derivados pueden proporcionar una fuerte expresién constitutiva de genes ligados operativamente en plantas
transgénicas. Se ha demostrado que los potenciadores derivados de fragmentos de estos promotores aumentan
eficazmente el rendimiento de promotores que impulsan la expresion de transgenes en plantas. Los ejemplos de
virus de las plantas (tiles para aislar potenciadores incluyen el virus del mosaico de la coliflor (CaMV), (véase, por
ejemplo, Odel y col. Nature 313:810, 1985), el virus del mosaico de escrofularia (Patente de los Estados Unidos N.°
5.378.619), el virus del anillo grabado del clavel (CERV) (Hull y col., (1986) EMBO Journal 5:3083-3090), el virus del
mosaico de las nervaduras de la yuca (CsVMV) (Calvert y col. (1995) J. Gen. Virol. 76: 1271-1278 y Patente de los
Estados Unidos N.° 6.963.021), el virus del mosaico de Mirabilis (MMV) (Dey y col. (1999) Plant Mol Biol 40:771-82),
el virus del rizadura de la hoja amarilla de Cestrum (CmYLCV) (Stavolone y col. (2003) Plant Mol Biol. 53:663-73), el
virus Multan la rizadura de la hoja del algodén (CLCuMV) (Xie y col. (2003) Plant Mol Biol. 53:1-14), el virus del
moteado amarillo de commelina (CoYMV) (Patente de los Estados Unidos N.° 6.963.021) y el caulimovirus de las
rayas cloroticas del cacahuete (PCLSV) (Patente de los Estados Unidos N.° 5.850.019). Las duplicaciones de
potenciadores se utilizan en versiones mejoradas de los promotores CaMv 35S y FMV 35S.

Diversas secuencias guia no traducidas en 5 también pueden estar operativamente ligadas a una secuencia
codificadora de interés en un casete de expresion de planta. Por lo tanto, el casete de expresion de planta puede
contener una 0 mMas secuencias guias no traducidas en 5’ las cuales sirven para aumentar la expresién de
secuencias codificadoras de acidos nucleicos operativamente ligadas que codifican ya sea TIC807 u otras proteinas
de interés. Sin desear estar limitados por teoria alguna, dichas secuencias guias no traducidas en 5 pueden
aumentar la eficacia de traduccién del ARNm resultante y/o aumentar la estabilidad del ARNm resultante para
proporcionar niveles aumentados de la proteina operativamente ligada y codificada de interés en la planta
transgénica. Los ejemplos de otras secuencias guias en 5’ (tiles incluyen las secuencias guias no traducidas dSSU
5, PetHSP70 5 y GmHSP17.9 5. Una secuencia potenciadora de la traduccion derivada de la secuencia guia no
traducida del ARNm del gen de proteina de cubierta del gen de proteina del virus del mosaico de la alfalfa puede
colocarse entre el promotor y el gen de interés para aumentar la eficacia de la traducciéon del gen de interés
operativamente ligado (Patente de los Estados Unidos N.° 6.037.527).

Puede incluirse ademas un intrén en la construccion de expresion de ADN, especialmente en los casos en que la
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secuencia de interés debe ser expresada en plantas monocotiledoneas. Para el uso de plantas monocotiledoneas,
pueden utilizarse intrones tales como el intrébn hsp70 del maiz (Patente de los Estados Unidos N.° 5.424.412), el
intron de ubiquitina del maiz, el intron 1 de Adh (Callis y col., 1987), el intron de sacarosa sintasa (Vasil y col., 1989)
o el intron de Actl del arroz (McElroy y col., 1990). Los intrones de plantas dicotiledoneas que son utiles incluyen
intrones tales como el intrén de CAT-1 (Cazzonnelli y Velten, 2003), el intron de pKANNIBAL (Wesley y col., 2001;
Collier y col., 2005), el intr6n de PIV2 (Mankin y col., 1997) y el intrén de “Super Ubiquitina” (Patente de los Estados
Unidos N.° 6.596.925; Collier y col., 2005) que han sido integrados operativamente en transgenes.

Las secuencias que codifican péptidos que proporcionan la localizacion de una proteina TIC807 en organulos
subcelulares pueden estar ligadas operativamente a las secuencias que codifican el polipéptido TIC807. Se espera
que los polipéptidos TIC807 que estan ligados operativamente a un péptido sefial entren en la ruta de secrecion y
pueden ser retenidos por los organulos tales como el reticulo endoplasmico (RE) o direccionados a la vacuola por
ligamiento operativo de los péptidos de retencion o direccionamiento adecuados al término C del polipéptido TIC807.
Los ejemplos de péptidos de direccionamiento vacuolar incluyen, aunque sin limitarse a, una sefial de
direccionamiento vacuolar de CTPP del gen de lectina de la cebada. Los ejemplos de péptidos que se dirigen a RE
incluyen un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos KDEL. Sin desear estar limitados por teoria
alguna, la localizacion de polipéptidos TIC807 en ya sea el reticulo endoplasmico o la vacuola puede proporcionar
propiedades deseables tales como mayor expresién en plantas transgénicas y/o mayor eficacia en la inhibicion de
insectos en plantas transgénicas.

La localizacion de proteinas TIC807 a plastidios de plantas incluyendo cloroplastos es especificamente contemplada
en esta invencion. La localizacion del plastidio se logra tipicamente mediante el ligamiento operativo de una
secuencia peptidica de transito al cloroplasto al extremo N de la proteina TIC807. Los péptidos de transito al
cloroplasto (o CTP) que pueden utilizarse para localizar proteinas TIC807 en plantas transgénicas pueden derivar de
proteinas de plantas codificadas nucleares que se dirigen a plastidios. Las proteinas de plantas codificadas
nucleares que se dirigen a plastidios incluyen proteinas involucradas en la biosintesis de lipidos, almidén o
aminoacidos, asi como proteinas involucradas en la fotosintesis. Los péptidos de transito al cloroplasto especificos
que pueden utilizarse incluyen CTP de genes de Almidén Sintasa Unidos a Granulo codificados nucleares, genes de
Acido Graso Desaturasa plastidiales, genes EPSPS y genes de subunidad pequefia de la RUBISCO. Un ejemplo de
CTP es EPSPS CTP de Arabidopsis. Se proporciona en este documento un ejemplo de acido nucleico (SEQ ID NO:
7) que codifica una EPSPS CTP de Arabidopsis que esta ligada operativamente a una proteina TIC807. Sin desear
estar limitados por teoria alguna, la localizacion de polipéptidos TIC807 en plastidios puede proporcionar
propiedades deseables tales como mayor expresion en plantas transgénicas y/o mayor eficacia en la inhibicion de
insectos en plantas transgénicas. Se ha documentado la mayor expresién de otras proteinas de Bacillus
thuringiensis a través del uso de péptidos de direccionamiento al cloroplasto tales como CrylBb (Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N.° 10/525318), Cry2Ab (Patente de los Estados Unidos N.° 6.489.542), y Cry3Bb
(Patente de los Estados Unidos N.° 6.501.009). Sin desear estar limitados por teoria alguna, la mayor expresién de
proteina TIC807 en una planta transgénica puede proporcionar niveles mayores de inhibicion de insectos, un
espectro ampliado de inhibicidn de plagas de insectos y/o un mayor grado de manejo de la resistencia de plagas de
insectos.

Segun lo sefalado anteriormente, la secuencia de interés también puede estar ligada operativamente a una region
no traducida en 3’ que contiene una sefial de poliadenilacién. Esta sefial de poliadenilacién proporciona la adicion de
una secuencia de poliadenilato al extremo 3’ del ARN. Las regiones no traducidas en 3’ del gen de nopalina sintasa
(NOS) del plasmido que induce el tumor (Ti) de Agrobacterium y 3’ del gen ssRUBISCO E9 del guisante contienen
sefiales de poliadenilato y representan ejemplos de tales regiones no traducidas en 3' que pueden utilizarse en la
practica de esta invencion.

Las construcciones de ADN que comprenden los casetes de expresion de planta descritos anteriormente se
mantienen, tipicamente, en diversos vectores. Los vectores contienen secuencias que proporcionan la replicacion
del vector y secuencias ligadas covalentemente en una célula huésped. Por ejemplo, los vectores bacterianos
contendran origenes de replicacién que permiten la replicacion del vector en uno o mas huéspedes bacterianos. Los
vectores de transformacion de plantas mediada por Agrobacterium tipicamente comprenden secuencias que
permiten la replicacion tanto en E. coli como en Agrobacterium asi como también una o mas secuencias “limite”
posicionadas de modo que permitan la integracion del casete de expresion en el cromosoma de la planta. Dichos
vectores de Agrobacterium pueden adaptarse para el uso en ya sea Agrobacterium tumefaciens o en Agrobacterium
rhizogenes. Los marcadores seleccionables que codifican genes que confieren resistencia a antibiéticos son también
tipicamente incluidos en los vectores para proporcionar su mantenimiento en huéspedes bacterianos.

VII. Plantas Transgénicas Inhibidoras de Insectos y Pr  ocedimientos para Obtener Plantas Transgénicas
Inhibidoras de Insectos

El presente documento también proporciona procedimientos para la obtencidon de una planta transgénica capaz de
inhibir insectos. En primer lugar, los vectores de expresién adecuados para la expresion de la proteina TIC807 en
diversas plantas dicotiledoneas y monocotiledéneas se introducen en una planta, una célula de planta o un tejido de
planta utilizando técnicas de transformacion segun lo descrito en el presente documento. A continuacion, se obtiene
una planta transgénica que contiene o comprende el vector de expresion de TIC807 regenerando esa planta
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transgénica de la planta, de la célula de planta o del tejido de planta que recibio el vector de expresién. La etapa final
consiste en obtener una planta transgénica que expresa una cantidad inhibidora de insectos del polipéptido TIC807.
Las plantas transgénicas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de proteinas TIC807 contempladas en
esta invencidn incluyen plantas de cebada, maiz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, cafia de azUcar, trigo, alfalfa,
banana, brocoli, judia, col, canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, citricos, algodén, una cucurbita, eucalipto, lino,
ajo, uva, cebolla, lechuga, guisante, cacahuete, pimiento, patata, dlamo blanco, pino, girasol, cartamo, soja, fresa,
remolacha azucarera, batata, tabaco, tomate, planta decorativa, arbusto, nuez, garbanzo, guandul, mijos, lGpulos y
pastizales.

Los vectores de expresion de TIC807 pueden ser introducidos en los cromosomas de una planta huésped por medio
de procedimientos tales como transformacion mediada por Agrobacterium, transformacién mediada por Rhizobium,
transformacion mediada por Sinorhizobium, transformacién mediada por particulas, transfeccién de ADN,
electroporacion de ADN o transformacion mediada por “whiskers”. Los procedimientos adecuados para la
transformacion de plantas incluyen cualquier procedimiento mediante el cual el ADN puede introducirse en una
célula, tal como por electroporacion segun lo ilustrado en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.384.253;
bombardeo de microproyectiles segun lo ilustrado en las Patentes de los Estados Unidos N.° 5.015.580; 5.550.318;
5.538.880; 6.160.208; 6.399.861; y 6.403.865; transformacion mediada por Agrobacterium segun lo ilustrado en las
Patentes de los Estados Unidos N.° 5.635.055; 5.824.877; 5.591.616; 5.981.840; y 6.384.301; y transformacion de
protoplasto segun lo ilustrado en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.508.184. Los procedimientos antes
mencionados de introduccidon de genes son bien conocidos por los expertos en la técnica y son descritos en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 20050289673 (transformacion mediada por Agrobacterium del maiz),
Patente de los Estados Unidos N.° 7.002.058 (transformacion mediada por Agrobacterium de la soja), Patente de los
Estados Unidos N.° 6.365.807 (transformacion mediada por particulas del arroz) y Patente de los Estados Unidos N.°
5.004.863 (transformacion mediada por Agrobacterium del algodén). A través de la aplicacion de técnicas tales como
estas, las células de practicamente cualquier especie vegetal pueden transformarse establemente y estas células se
desarrollan en plantas transgénicas. Otras técnicas que pueden ser particularmente Gtiles en el contexto de la
transformacion del algodon se desvelan en las Patentes de los Estados Unidos N.° 5.846.797, 5.159.135 y
6.624.344; y se desvelan en particular técnicas para transformar plantas Brassica, por ejemplo, en la Patente de los
Estados Unidos N.° 5.750.871; y se desvelan técnicas para transformar soja en, por ejemplo, Zhang y col., 1999, y
Patente de los Estados Unidos N.° 6.384.301; y se desvelan técnicas para transformar el maiz en W0O9506722. Se
describen procedimientos para el uso de bacterias tales como Rhizobium o Sinorhizobium para transformar plantas
en Broothaerts y col. Nature 2005 10:433-629-33. Se entiende ademas que el vector de expresion de TIC807 puede
comprender sitios de recombinacién especificos del sitio de accién en cis reconocidos por recombinasas especificas
del sitio, incluyendo Cre, Flp, Gin, Pin, Sre, pinD, Int-B13 y R. Pueden utilizarse entonces procedimientos para
integrar moléculas de ADN en localizaciones especificas en los genomas de plantas transgénicas a través del uso
de recombinasas especificas del sitio (Patente de los Estados Unidos N.° 7.102.055). Los expertos en la técnica
apreciaran ademas que puede utilizarse cualquiera de estas técnicas de transferencia de genes para introducir el
vector de expresion en el cromosoma de una célula de planta, un tejido de planta o una planta.

También se contempla el uso de vectores de transformacion de plantas que comprende dos moléculas de T-ADN
separadas, un T-ADN que contiene el gen o genes de interés (es decir, uno o0 mas genes inhibidores de insectos de
interés) y otro T-ADN que contiene un gen marcador seleccionable y/o que se puede puntuar. En estos dos vectores
de T-ADN, el casete o los casetes de expresion vegetal que comprenden el gen o los genes de interés estan
contenidos dentro de un conjunto de secuencias limite de T-ADN y el casete o los casetes de expresion vegetal que
comprenden los genes marcadores seleccionables y/o que se pueden puntuar estan contenidos dentro de otro
conjunto de secuencias limite de T-ADN. Preferentemente, las secuencias limite de T-ADN que flanquean los
casetes de expresion vegetal comprenden tanto una secuencia limite de T-ADN izquierda como derecha que estan
orientadas operativamente para proporcionar la transferencia e integracion de los casetes de expresion de planta en
el genoma de la planta. Cuando se utiliza con un huésped de Agrobacterium adecuado en la transformacion de
plantas mediada por Agrobacterium, los dos vectores de T-ADN proveen la integracién de una molécula de T-ADN
que contiene el gen o los genes de interés en una ubicacién cromosémica e integracion del otro T-ADN que contiene
el marcador seleccionable y/o que se puede puntuar en otra ubicacion cromosémica. Las plantas transgénicas que
contienen tanto el o los genes de interés como los genes marcadores seleccionables y/o que se pueden puntuar se
obtienen, en primer lugar, mediante seleccién y/o puntuacion del o de los genes marcadores y se exploran para
determinar la expresién de los genes de interés. Posteriormente se cruzan lineas distintas de plantas transgénicas
gue contienen tanto el o los genes marcadores como el o los genes de interés para obtener una poblacion de plantas
transgénicas de descendencia que segregan tanto el o los genes marcadores como el o los genes de interés. Las
plantas descendientes que contienen solamente el o los genes de interés pueden identificarse por cualquier
combinacién de técnicas de analisis de ADN, ARN o proteinas. Se han descrito procedimientos para utilizar dos
vectores de T-ADN en la Patente de los Estados Unidos N.° 6.265.638, Patente de los Estados Unidos N.© 5.731.179,
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 2003110532A1 y Publicacion de Solicitud de Patente
de los Estados Unidos N.° 20050183170A1.

También pueden utilizarse en la practica de esta invencidon procedimientos para introducir minicromosomas de

plantas que comprenden centrémeros de plantas que proporcionan el mantenimiento del minicromosoma
recombinante en una planta transgénica (Patente de los Estados Unidos N.° 6.972.197). En estas realizaciones de la
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invencion, las plantas transgénicas albergan los minicromosomas como elementos extracromosdémicos que no estan
integrados en los cromosomas de la planta huésped.

Las plantas transgénicas se obtienen tipicamente ligando el gen de interés (es decir, en este caso un casete de
expresion de TIC807) a un gen marcador seleccionable, introduciendo los transgenes ligados en una célula de
planta, un tejido de planta o una planta mediante una cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, y
regenerando o de algun otro modo recuperando la planta transgénica en condiciones que requieren la expresion de
dicho gen marcador seleccionable para el crecimiento de la planta. El gen marcador seleccionable puede ser un gen
que codifica una proteina de fosfotransferasa de neomicina, una proteina fosfinotricina acetiltransferasa, una
proteina 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato (EPSPS) resistente a glifosato, una proteina higromicina fosfotransferasa,
una proteina dihidropteroato sintasa, una proteina acetolactato sintasa insensible a sulfonilurea, una proteina Q
insensible a atrazina, una proteina nitrilasa capaz de degradar bromoxinil, una proteina deshalogenasa capaz de
degradar dalapon, una proteina 2,4-diclorofenoxiacetato monoxigenasa, una proteina dihidrofolato reductasa
insensible a metotrexato, y una proteina octopina sintasa insensible a aminoetilcisteina. Los genes selectivos
correspondientes utilizados en conjunto con cada gen puede ser: neomicina (para la seleccion de la proteina
neomicina fosfotransferasa), fosfinotricina (para la seleccion de la proteina fosfinotricina acetiltransferasa), glifosato
(para la seleccion de la proteina 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato (EPSPS) resistente a glifosato), higromicina (para
la seleccion de la proteina higromicina fosfotransferasa), sulfadiazina (para una seleccion de la proteina
dihidropteroato sintasa), clorsulfuron (para una seleccion de la proteina acetolactato sintasa insensible a sulfonilurea),
atrazina (para una seleccién de la proteina Q insensible a atrazina), bromoxinil (para una seleccion de la proteina
nitrilasa), dalapon (para una seleccion de proteina deshalogenasa), acido 2,4-diclorofenoxiacético (para una
seleccién de la proteina 2,4-diclorofenoxiacetato monoxigenasa), metotrexato (para una seleccién de la proteina
dihidrofolato reductasa insensible al metotrexato) o aminoetilcisteina (para una seleccion de la proteina octopina
sintasa insensible a aminoetilcisteina).

Las plantas transgénicas también pueden obtenerse por ligamiento de un gen de interés (es decir, en este caso un
casete de expresion de TIC807) a un gen marcador que se puede puntuar introduciendo los transgenes ligados en
una célula vegetal por uno cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, y regenerando las plantas
transgénicas de las células vegetales transformadas que dan resultado positivo en el ensayo para determinar la
expresion del gen marcador que se puede punuar. El gen marcador que se puede puntuar puede ser un gen que
codifica una proteina beta-glucuronidasa, una proteina fluorescente verde, una proteina fluorescente amarilla, una
proteina fluorescente roja, una proteina beta-galactosidasa, una proteina luciferasa derivada de un gen luc, una
proteina luciferasa derivada de un gen lux, una proteina sialidasa, una proteina estreptomicina fosfotransferasa, una
proteina nopalina sintasa, una proteina octopina sintasa o una proteina acetil transferasa de cloranfenicol.

Cuando el vector de expresién se introduce en una célula de planta o tejido de planta, las células o tejidos
transformados se regeneran tipicamente en plantas enteras cultivando estas células o tejidos en condiciones que
promueven la formacion de una planta entera (es decir, el proceso de regenerar hojas, tallos, raices y, en ciertas
plantas, tejidos reproductivos). El desarrollo o regeneracion de plantas transgénicas de protoplastos de plantas
Unicos o diversos explantes es bien conocido en la técnica (Horsch, R.B. y col. 1985). Este proceso de regeneracion
y crecimiento tipicamente incluye las etapas de seleccion de células transformadas y cultivo de células
seleccionadas en condiciones que brindaran plantulas con raices. Los brotes con raices transgénicos resultantes
son a continuacion plantados en un medio de crecimiento de planta apropiado tal como suelo. Como alternativa,
también pueden introducirse transgenes en meristemas de brotes de plantas aislados y pueden regenerarse plantas
sin pasar por el cultivo de tejidos en etapa de callo (Patente de los Estados Unidos N.° 7.002.058). Cuando el
transgén es introducido directamente en una planta, o0 mas especificamente en el tejido meristematico de una planta,
la semilla puede ser recolectada de la planta y seleccionada o puntuada para determinar la presencia del transgén.
En el caso de especies de plantas transgénicas que se reproducen sexualmente, las semillas pueden recolectarse
de plantas que han sido auto-polinizadas o se han cruzado externamente (es decir, utilizadas como un donante o
receptor de polen) para establecer y mantener la linea de planta transgénica. Las plantas transgénicas que no se
reproducen sexualmente puede propagarse vegetativamente para establecer y mantener la linea de planta
transgénica. Como se utiliza en el presente documento, linea de planta transgénica se refiere a plantas transgénicas
derivadas de un evento de transformacion donde el transgén se ha insertado en uno o mas lugares en el genoma de
la planta. Una semilla producida mediante la planta transformada, una descendencia de dicha semilla, y una semilla
producida por la descendencia de la planta transgénica original, producida de acuerdo con el proceso antes
mencionado tendran un transgén que codifica la proteina TIC807 incorporado establemente en su genoma y dichas
plantas descendientes heredaran los rasgos proporcionados por la introduccién de un transgén estable de manera
Mendeliana. Todas las plantas transgénicas de ese tipo que han incorporado en su genoma segmentos de ADN
transgénicos que codifican una o mas proteinas o polipéptidos TIC807 son aspectos de esta invencién. Se reconoce
ademas que las plantas transgénicas que contiene las construcciones de ADN descritas en esta invencion, y
materiales derivados de las mismas, pueden identificarse a través del uso de PCR o de otros procedimientos que
pueden detectar especificamente las secuencias en las construcciones de ADN.

Una vez que una planta transgénica se regenera o recupera, pueden utilizarse una diversidad de procedimientos
para identificar u obtener una planta transgénica que expresa una cantidad inhibidora de insectos de TIC807. Un
conjunto general de procedimientos consiste en realizar ensayos que miden la cantidad de TIC807 que se produce.
Por ejemplo, pueden utilizarse diversos procedimientos de deteccion basados en anticuerpos que emplean
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anticuerpos que reconocen TIC807 para cuantificar la cantidad de TIC807 producida. Los ejemplos de tales ensayos
basados en anticuerpos incluyen, ELISA, RIA, u otros procedimientos donde un anticuerpo que reconoce TIC807 es
etiguetado de forma detectable con una enzima, un is6topo, un fluoréforo y un lantanido. Mediante el uso de la
proteina TIC807 purificada o aislada como un patrén de referencia en dichos ensayos (es decir, proporcionando
cantidades conocidas de TIC807), puede determinarse la cantidad de TIC807 presente en el tejido de la planta en un
mol por gramo de material vegetal 0 masa por gramo de material vegetal. La proteina TIC807 serd expresada
tipicamente en la planta transgénica en el nivel de “partes por millén” o “ppm” donde los niveles en microgramos de
proteina TIC807 estan presentes en cantidades en gramos de peso fresco de tejido vegetal. En este caso, 1
microgramo de proteina TIC807 por 1 gramo de peso fresco de tejido vegetal representaria una concentracion de
TIC807 de 1 ppm. Una cantidad inhibidora de insectos de la proteina TIC807 es por lo menos 5 ppm (es decir, 5 pg
de proteina TIC807 por gramo de peso fresco de tejido vegetal). En realizaciones preferidas, una cantidad inhibidora
de insectos de la proteina TIC807 es por lo menos 50 ppm (es decir, 50 ug de la proteina TIC807 por gramo de peso
fresco del tejido de la planta). En realizaciones mas preferidas, la cantidad de TIC807 es por lo menos 250 ppm (es
decir, 50 ug de proteina TIC807 por gramo de peso fresco de tejido de la planta).

Como alternativa, la cantidad de ARNm de TIC807 producido por la planta transgénica puede determinarse para
identificar plantas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de la proteina TIC807. Las técnicas para
relacionar la cantidad de proteina producida con la cantidad de ARN producido son bien conocidas por los expertos
en la técnica e incluyen procedimientos tales como la construccion de una curva patron que relaciona niveles de
ARN especificos (es decir, ARNm de TIC807) con niveles de la proteina TIC807 (determinados mediante
procedimientos inmunolégicos u otros procedimientos). Los procedimientos para medir el ARNm de TIC807
tipicamente involucran la hibridacién especifica de un polinucleétido con ya sea el ARNm de TIC807 o con un ADNc
(ADN complementario) o producto de PCR derivado del ARN de TIC807. Dichas sondas de polinucleétidos pueden
obtenerse de las secuencias de nucleétidos de cadena con sentido y/o antisentido del transgén que codifica la
proteina TIC807. La hibridacion de una sonda de polinucleétidos al ARNm o al ADNc de TIC807 puede detectarse
mediante procedimientos que incluyen el uso de sondas etiquetadas con un isétopo, un fluoréforo, un lantanido, o un
hapteno tal como biotina o digoxigenina. La hibridacién de la sonda etiquetada puede detectarse cuando el ARN de
TIC807 esta en solucion o inmovilizado sobre un soporte solido tal como una membrana. Cuando se mide el ARN de
TIC807 mediante el uso de una Reaccién en Cadena de Polimerasas con transcritasa inversa (QRT-PCR)
cuantitativa, el producto de la PCR derivada de TIC807 puede detectarse mediante el uso de cualquiera de las
sondas de polinucleétidos etiquetadas mencionadas anteriormente, mediante el uso de un tinte de intercalacion tal
como bromuro de etidio o verde SYBR, o mediante el uso de una sonda de hibridacion que contiene un fluoréforo y
un interruptor de modo que la emision desde el fluoréforo se detecta, solamente, cuando el fluoréforo es liberado por
la actividad de nucleasa en 5’ de la polimerasa utilizada en la reaccién de PCR (es decir, una reaccion de TagMan™;
Applied Biosystems, Foster City, CA) o cuando el fluoréforo y el interruptor son desplazados mediante la sintesis
mediada por polimerasa de la hebra complementaria (es decir, sondas Scorpion™ o Molecular Beacon™). Diversos
procedimientos para realizar el andlisis de qRT-PCR para medir los niveles de ARNm estan bien caracterizados
(Bustin, S.A.; Journal of Molecular Endocrinology 29, 23, 2002). Las sondas fluorescentes que son activadas por la
accion de enzimas que reconocen complejos de acidos nucleicos con errores de emparejamiento (es decir,
Invader™, Third Wave, Technologies, Madison, WI) también pueden utilizarse para medir el ARN. Los expertos en la
técnica también comprenderan que las técnicas de cuantificacion de ARN tales como Amplificacion Basada en
Secuencias de Acidos Nucleicos Cuantitativa (Q-NASBA TM) pueden utilizarse para medir el ARNm que codifica la
proteina TIC807 e identificar plantas de expresion.

Las plantas transgénicas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de TIC807 también pueden identificarse
ensayando directamente dichas plantas para la inhibiciéon de insectos. Puesto que Lygus es un insecto perforador-
chupador, fitéfago, la expresion en planta y el ensayo de proteinas de toxinas debe presentarse de una manera que
permita la alimentacion por el insecto de la planta y sus tejidos asociados. Diversos factores son importantes en la
seleccién de una especie de planta para la transformacion que permitiran el ensayo de las proteinas de toxinas. La
planta debe ser facilmente transformable y el tejido derivado de la planta debe ser del tipo que es preferido por la
plaga de insectos. Para este propdsito, es preferible el uso de una planta que tiene hojas u otros érganos que tienen
un area superficial suficientemente grande para unir una barrera que inhibe la movilidad de la plaga de insectos y
fuerza al organismo a alimentarse del 6rgano de la planta. Ademas, el tejido vascular del 6rgano de la planta debe
estar suficientemente cerca de la superficie del 6rgano para que la plaga de insecto sondee, penetre y
posteriormente se alimente. También es preferible que la planta utilizada en la transformacién sea del tipo que puede
inducirse facilmente a desarrollarse a partir del callo no diferenciado.

Las plagas de insectos tales como Lygus, cuando se alimentan de una planta de algoddn, tipicamente se alimentan
primariamente de los brotes o de la vaina de la flor. La transformacion del algodon es bien conocida en la técnica; sin
embargo, el tiempo que lleva ir de la transformacion de las células de la planta a una planta de algodén
completamente desarrollada es demasiado largo para que sea practico para propositos de exploracion. Por lo tanto,
el tejido de callo de algodon no diferenciado seria el material de ensayo de planta transgénica inicial preferido
cuando se estudia la alimentacion del Lygus de células de algodén transformadas con proteinas TIC807. Las células
de algoddn son transformadas con construcciones que contienen el gen que codifica la proteina TIC807. El tejido de
callo se deja desarrollar en cultivo de tejido después de la transformacion en una placa de Petri. Luego, las ninfas del
Lygus se colocan en la placa de Petri que contiene el callo. La tapa fijada de la placa de Petri evita el escape de las
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ninfas de Lygus. Puede emplearse cualquier material que prevenga el escape de Lygus pero que permita el
intercambio de gases en la placa de Petri, por ejemplo, Parafilm® para fijar la tapa de la placa de Petri. Un porcentaje
de las ninfas de Lygus encontraran el tejido del callo y se alimentaran. Luego se calculan las puntuaciones de la
mortalidad y la atrofia teniendo en cuenta la muerte de fondo que se producira de aquellos insectos que no se
alimentan del tejido del callo. También se presentara a las ninfas de Lygus tejido de callo control que no es
transformado con un gen que codifica TIC807 como un control para el crecimiento normal de las ninfas en tejido de
callo.

Un tejido alternativo para la inhibicion mediada por la proteina TIC807 es tejido de hoja. Podria utilizarse cualquier
planta que posea tejido de hoja con un area superficial suficiente para colocar una barrera que impida que Lygus se
escape. Por ejemplo, pueden transformarse células de alfalfa, maiz, soja o lechuga con construcciones que
contienen el o los genes de interés que codifican la proteina toxina que han sido optimizados para la expresion de
monocotiledéneas o dicotileddneas. Se permite que las células transformadas se desarrollen en tejido calloso y
posteriormente se regeneran en plantas. Después se permite que las plagas de insectos tales como las ninfas de
Lygus se alimenten cuando la planta ha alcanzado un nivel suficiente de madurez, tal como cuando las hojas han
crecido hasta un tamafio que permite el uso de una barrera fisica para evitar el escape de Lygus. La barrera para
evitar el escape de las ninfas de Lygus puede ser cualquier dispositivo disponible en el mercado o hecho en casa
que permita el contacto de las ninfas de Lygus con el tejido de la hoja y permita que el insecto sondee y se alimente
del tejido vascular de la hoja. Las jaulas de clips similares a las descritas por Mowry (1993) (J. Agric. Entomol.
10:181-184) serian suficientes para contener ninfas de Lygus para la alimentacion. Después se determinan las
puntuaciones de mortalidad y atrofia con respecto a la muerte de fondo que se producira de los insectos que no se
alimentan del tejido de la hoja. También se presentaria a las ninfas de Lygus hoja control que no esta transformada
con un gen que codifica TIC807 como un control para el crecimiento normal de ninfas en tejido de callo.

Los ensayos de inhibicion de insectos en planta pueden utilizarse para identificar plantas transgénicas que inhiben
cualquiera de la gran diversidad de plagas de insectos que perforan y/o chupan los fluidos de las células y tejidos de
plantas que deben restringirse al tejido del ensayo. En particular, puede utilizarse ese tipo de ensayos de inhibicién
de insectos para analizar plantas que expresan TIC807 y/u otros agentes inhibidores de insectos. Otros agentes
inhibidores de insectos incluyen i) secuencias de ribonucleétidos que funcionan tras la ingestion por dicha plaga de
insecto para inhibir una funcién biolégica dentro de dicho insecto vy ii) proteinas no TIC807 que son inhibidoras de
insectos. Estas plagas de insectos incluyen aquellas plagas de insectos que perforan y luego chupan la savia de
floema o contenido celular asi como aquellos que maceran las células en la proximidad de la zona de alimentacion y
luego absorben el fluido que es liberado de las células maceradas a través de su proboscis. Los insectos a los que
apuntan las proteinas TIC807 y otros agentes inhibidores de insectos descritos en el presente documento incluyen
diversos insectos hemipteros, homépteros y heterépteros. La inhibicién de insectos tales como Lygus, moscas
blancas, saltamontes y afidos es especificamente contemplada mediante el uso de TIC807 y de otros agentes
inhibidores de insectos segun lo descrito en el presente documento.

VIII. Procedimientos de Control de Insectos en Planta s Transgénicas

Plantas transgénicas de la presente invencidon que comprenden polinucleétidos que codifican proteinas inhibidoras
de insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5 pueden utilizarse en procedimientos para controlar infestaciones de insectos. Pueden
utilizarse en estos procedimientos plantas transgénicas de cebada, maiz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, cafia
de azucar, trigo, alfalfa, banana, brécoli, judia, col, canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, citricos, algodén, una
cucurbita, eucalipto, lino, ajo, uva, cebolla, lechuga, guisante, cacahuete, pimiento, patata, alamo blanco, pino,
girasol, cartamo, soja, fresa, remolacha azucarera, batata, tabaco, tomate, planta decorativa, arbusto, nuez,
garbanzo, guandul, mijos, lipulos y pastizales. Las plantas transgénicas como las plantas de alfalfa, canola, algodén,
lechuga y fresa que son atacadas por plagas de insectos hemipteros inhibidas por las proteinas inhibidoras de
insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 5 son especificamente contempladas por esta invencion. Aun mas especificamente contempladas
por la presente invencion son las plantas transgénicas de algodén que comprenden polinucleétidos que codifican
proteinas inhibidoras de insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 que son protegidas de la infestacion de insectos de la especie Lygus. Las
plantas transgénicas de la presente invencion son particularmente eficaces para el control de especies de insectos
que perforan y/o chupan los fluidos de las células y los tejidos de las plantas, incluyendo chinches de las plantas en
la familia Miridae tales como las chinches opacas de las plantas (especie Lygus hesperus), chinches ligus de las
plantas (especie Lygus lineolaris), y las chinches Ligus (Lygus elisus) y chinches olorosas (especie de la familia
Pentatomidae).

Los tipos especificos de plantas transgénicas que expresan proteinas inhibidoras de insectos TIC807 que
comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 que
inhibe plagas especificas de insectos son contemplados por esta invencién. Las plantas de algodon transgénicas
que expresan proteinas inhibidoras de insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al
menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 que inhiben insectos Hemipteros que incluyen Lygus,
saltamontes y afidos son contempladas especificamente. Se prevé que las plantas de algoddn transgénicas que
expresan la proteina TIC807 de SEQ ID NO: 5 inhiben Lygus hesperus o Lygus lineolaris. Las plantas transgénicas
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de alfalfa, canola, lechuga y fresas que expresan la proteina TIC807 de SEQ ID NO: 5 y que inhiben Lygus son
también especificamente contempladas.

Las plantas transgénicas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de las proteinas inhibidoras de insectos
TIC807 que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 5 son identificadas, en primer lugar, por uno cualquiera de los procedimientos descritos en el presente
documento. La inhibicién inicial de los insectos puede llevarse a cabo en condiciones ambientales controladas (es
decir, en camaras de crecimiento cerradas o invernaderos). Las plantas transgénicas también pueden ser sometidas
a infestacion por insectos en ensayos de campo y comparadas contra plantas controles no transgénicas.
Tipicamente, las plantas controles no transgénicas incluiran tanto plantas tratadas con insecticidas como plantas no
tratadas. Las lineas de plantas transgénicas (es decir, plantas transgénicas derivadas de eventos de transformacion
distintos que comprenden inserciones de transgenes en diferentes lugares genomicos) que exhiben la mejor
actividad inhibidora de insectos se seleccionan para el potencial desarrollo para utilizar en una diversidad de fondos
genéticos diferentes (es decir, cultivares, variedades y/o germoplasmas hibridos genéticamente distintos). Los
procedimientos para la introgresion de transgenes en germoplasmas distintos y produccion de lotes de semillas que
comprendan principalmente semilla transgénica son conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, el
transgén puede ser fijado en un estado homocigoético en un fondo genético deseado. Una vez que el transgén es
fijado en ese fondo, la planta transgénica homocigética puede utilizarse para producir semillas transgénicas de
cultivos no hibridos. Como alternativa, la planta transgénica homocig6tica puede utilizarse como un donante o
receptor de polen para producir semillas transgénicas de cultivos hibridos.

Los tipos especificos de plantas transgénicas que expresan proteinas TIC807 con al menos 70 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5 y que inhiben plagas de insectos especificas son contemplados por esta invencion. Las
plantas transgénicas de algodén que expresan proteinas TIC807 que inhiben insectos hemipteros que incluyen
Lygus, saltamontes y afidos son especificamente contempladas. Se anticipa que las plantas transgénicas de algodon
gue expresan la proteina TIC807 de SEQ ID NO: 5 inhiben Lygus hesperus o Lygus lineolaris. Las plantas
transgénicas de alfalfa, canola y fresa que expresan la proteina TIC807 de SEQ ID NO: 5 y que inhiben Lygus son
también especificamente contempladas.

IX. Procedimientos de Control No Transgénicos y Compo siciones

Las composiciones de proteina TIC807 desveladas en el presente documento seran utilizables en particular como
agentes inhibidores de insectos para aplicacion tdpica y/o sistémica a cultivos de campo, hierbas, frutas y verduras y
plantas decorativas. Mas especificamente, TIC807 puede utilizarse en composiciones que comprenden una cantidad
inhibidora de insectos de una composicién de proteina TIC807. Con respecto a esto, las composiciones de proteina
TIC807 preparadas de preparaciones de proteinas cristalinas TIC807 para esporas de Bacillus thuringiensis son
particularmente (tiles. La composicién de proteinas TIC807 puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 5 0 a una proteina inhibidora de insectos que exhibe por lo menos 70 % de identidad de secuencias con SEQ
ID NO: 5.

La composicion inhibidora de insectos también puede comprender una célula de Bacillus thuringiensis, o un cultivo
de estas células, o una mezcla de una o mas células de B. thuringiensis que expresan una o mas de las proteinas
cristalinas TIC807 de la invencion. En ciertos aspectos, puede ser deseable preparar composiciones las cuales
contienen una pluralidad de proteinas cristalinas, ya sea nativas o modificadas, para el tratamiento de uno o mas
tipos de insectos susceptibles.

Los inventores contemplan que puede emplearse cualquier procedimiento de formulacion conocido por los expertos
en la técnica utilizando las proteinas desveladas en el presente documento para preparar ese tipo de composiciones
inhibidoras de insectos. Puede ser conveniente formular preparaciones de células enteras, extractos celulares,
suspensiones celulares, homogeneizados celulares, lisados celulares, sobrenadantes celulares, filtrados celulares o
sedimentos celulares de un cultivo celular (preferentemente un cultivo celular bacteriano tal como un cultivo de
Bacillus thuringiensis) que expresa uno o mas segmentos de ADN de TIC807 para producir la o las proteinas o el o
los péptidos TIC807 codificados. Los procedimientos para preparar dichas formulaciones son conocidos por los
expertos en la técnica, y pueden incluir, por ejemplo, desecacion, liofilizacién, homogeneizacién, extraccion, filtracion,
centrifugacion, sedimentaciéon o concentracién de uno o mas cultivos de células bacterianas, tales como células
SIC8091, SIC8092, SIC8093 y SIC8094 de Bacillus, que expresan el o los péptidos de TIC807 de interés.

La composicién inhibidora de insectos comprende una suspension fluible en aceite que comprende células
bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, o cristales los cuales contienen una o mas de las proteinas cristalinas
novedosas desveladas en el presente documento. Preferentemente, las células son células de B. thuringiensis, sin
embargo, se contempla la utilidad de cualquier célula huésped bacteriana de ese tipo que exprese los segmentos
novedosos de acido nucleico desvelados en el presente documento y que produzca una proteina cristalina, tal como
Bacillus spp., incluyendo B. megaterium, B. subtilis; B. cereus, Escherichia spp., incluyendo E. coli, y/o
Pseudomonas spp., incluyendo P. cepacia, P. aeruginosa y P. fluorescens. Como alternativa, la suspension fluible
en aceite puede consistir en una combinacién de una o0 mas de las siguientes composiciones: células bacterianas
lisadas o no lisadas, esporas, cristales y/o proteinas cristalinas purificadas.
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La composicion inhibidora de insectos puede comprender un granulo o polvo dispersable en agua. Este granulo o
polvo puede comprender células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas o cristales los cuales contienen una o
mas de las proteinas cristalinas novedosas desveladas en el presente documento. Las fuentes preferidas para estas
composiciones incluyen células bacterianas tales como células de B. thuringiensis, sin embargo, bacterias del
género Bacillus, Escherichia y Pseudomonas que se han transformado con un segmento de ADN desvelado en el
presente documento y que expresan la proteina cristalina son también contempladas como (tiles. Como alternativa,
el granulo o polvo puede consistir en una combinaciéon de una o mas de las siguientes composiciones: células
bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales y/o proteinas cristalinas purificadas.

La composicion inhibidora de insectos puede comprender un polvo humectable, pulverizacion, emulsién, coloide,
solucién acuosa u organica, polvillo, sedimento o concentrado coloidal. Ese tipo de composicién puede contener ya
sea células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales o extractos celulares segun lo descrito anteriormente,
gue contienen una o mas de las proteinas cristalinas novedosas desveladas en el presente documento. Las células
bacterianas preferidas son células de B. thuringiensis, sin embargo, bacterias tales como células de B. megaterium,
B. subtilis, B. cereus, E. coli o Pseudomonas spp. transformadas con un segmento de ADN desvelado en el presente
documento y que expresan la proteina cristalina son también contempladas como Utiles. Dichas formas secas de las
composiciones insecticidas pueden formularse para disolverse inmediatamente tras ser humedecidas o0, como
alternativa, pueden disolverse en una forma de liberacién controlada, liberacién sostenida, u otra forma dependiente
del tiempo. Como alternativa, ese tipo de composicion puede consistir en una combinacion de una o mas de las
siguientes composiciones: células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales y/o proteinas cristalinas
purificadas.

En una cuarta realizacion, la composicién inhibidora de insectos puede comprender una solucién o suspension
acuosa o cultivo celular de células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales, o una mezcla de células
bacterianas lisadas o no lisadas, esporas y/o cristales, tales como aquellos descritos anteriormente los cuales
contienen una o mas de las proteinas cristalinas novedosas desveladas en el presente documento. Tales soluciones
0 suspensiones acuosas pueden proporcionarse como una solucién de reserva concentrada la cual es diluida con
anterioridad a la aplicaciéon o, como alternativa, como una solucién diluida lista para aplicar.

Para estos procedimientos que involucran la aplicacién de células bacterianas, el huésped celular que contiene el o
los genes de proteina TIC807 puede cultivarse en cualquier medio nutriente conveniente, donde la construccién de
ADN provee una ventaja selectiva, proporcionando un medio selectivo de modo que sustancialmente la totalidad o
todas las células retengan el gen de B. thuringiensis. Después, estas células pueden recolectarse de acuerdo con
modos convencionales. Como alternativa, las células pueden ser tratadas con anterioridad a la recoleccion.

Cuando las composiciones insecticidas comprenden células de B. thuringiensis, esporas y/o cristales que contienen
la o las proteinas cristalinas modificadas de interés, dichas composiciones pueden ser formuladas de diversas
maneras. Pueden emplearse como polvos, granulos o polvillos humectables, mezclando con diversos materiales
inertes, tales como minerales inorganicos (filosilicatos, carbonatos, sulfatos, fosfatos y similares) o materiales
botanicos (mazorcas de maiz en polvo, cascaras de arroz, cascaras de nuez, y similares). Las formulaciones pueden
incluir adyuvantes de la pegajosidad-esparcimiento, agentes estabilizantes, otros aditivos pesticidas, o tensioactivos.
Las formulaciones liquidas pueden tener base acuosa 0 no acuosa y pueden emplearse como espumas,
suspensiones, concentrados emulsionables. Los ingredientes pueden incluir agentes reoldgicos, tensioactivos,
emulsionantes, dispersantes o polimeros.

Como alternativa, las proteinas TIC807 pueden prepararse por sistemas de expresion bacteriana natural o
recombinante in vitro y pueden aislarse para la subsiguiente aplicacion al campo. Dicha proteina puede estar ya sea
en lisados celulares en bruto, suspensiones, coloides, 0 como alternativa puede purificarse, refinarse, tamponarse
y/o procesarse adicionalmente, antes de la formulacion en una formulacién biocida activa. Asimismo, en ciertas
circunstancias, puede ser deseable aislar cristales y/o esporas de cultivos bacterianos que expresan la proteina
cristalina y aplicar soluciones, suspensiones o preparaciones coloidales de dichos cristales y/o esporas como la
composicion bioinsecticida activa.

Sin importar el procedimiento de aplicacion, la cantidad del o de los componentes activos se aplica en una cantidad
inhibidora de insectos, la cual varia dependiendo de factores tales como, por ejemplo, los insectos especificos
hemipteros, homopteros o heterdpteros que se desean controlar, la planta o cultivo especifico que se va a tratar, las
condiciones ambientales, y el procedimiento, proporciéon y cantidad de aplicacién de la composicion inhibidora de
insectos.

Las composiciones inhibidoras de insectos descritas pueden prepararse formulando la célula bacteriana, cristal y/o
suspension de esporas, 0 componente proteico aislado con el vehiculo aceptable para uso en agricultura deseado.
Las composiciones pueden ser formuladas con anterioridad a la administracién en un medio apropiado tal como
liofilizado, criodesecado, disecado o en un vehiculo acuoso, medio o diluyente adecuado, tal como solucién salina u
otro tampon. Las composiciones formuladas pueden estar en la forma de un polvillo o material granulado, o una
suspension en aceite (vegetal o mineral), 0 emulsiones acuosas o de aceite/agua, 0 como un polvo humectable, o en
combinacién con cualquier otro material portador adecuado para aplicacidon agricola. Los vehiculos agricolas
adecuados pueden ser sélidos o liquidos y son bien conocidos en la técnica. La expresion “vehiculo aceptable para
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uso en agricultura” abarca todos los adyuvantes, por ejemplo, componentes inertes, dispersantes, tensioactivos,
agentes de la pegajosidad y aglutinantes que son cominmente utilizados en la tecnologia de las formulaciones
insecticidas; estos son bien conocidos por los expertos en la formulacion de insecticidas. Las formulaciones pueden
mezclarse con uno o mas adyuvantes sélidos o liquidos y pueden prepararse por diversos medios, por ejemplo, por
mezclado homogéneo, combinado y/o trituracién de la composicién insecticida con adyuvantes adecuados utilizando
técnicas convencionales de formulacion.

Las composiciones inhibidoras de insectos de esta invencién son aplicadas al medioambiente del insecto hemiptero,
homéptero o heteréptero objetivo, tipicamente sobre el follaje de la planta o cultivo que se va a proteger por
procedimientos convencionales, preferentemente por pulverizacién. La concentracion y la duracion de la aplicaciéon
insecticida se ajustara de acuerdo con las condiciones especificas para la o las plagas, cultivos en particular que se
van a tratar y condiciones ambientales particulares. La relacién proporcional de principio activo a vehiculo dependera
naturalmente de la naturaleza quimica, solubilidad y estabilidad de la composicién insecticida, asi como también de
la formulacién en particular contemplada.

Otras técnicas de aplicacion, por ejemplo espolvoreo, rociado, remojo, inyeccidon en suelo, revestimiento de la
semilla, revestimiento de la plantula, pulverizado, aireacién, nebulizado y atomizado, son también factibles y pueden
ser requeridos en ciertas circunstancias tales como, por ejemplo, insectos que causan infestacion de las raices o del
tallo, o para la aplicacion a vegetacion delicada o plantas decorativas. Estos procedimientos de aplicacion son
también bien conocidos por los expertos en la técnica.

La composicion inhibidora de insectos de la invencién puede emplearse en el procedimiento de la invencion de
forma Unica o en combinacién con otros compuestos, incluyendo otros pesticidas. El procedimiento de la invencion
también puede utilizarse en conjunto con otros tratamientos tales como tensioactivos, detergentes, polimeros o
formulaciones de liberacion en el tiempo. Las composiciones insecticidas de la presente invencion pueden ser
formuladas para uso tépico o sistémico.

La concentracién de agente inhibidor de insectos en la composicién inhibidora de insectos la cual se utiliza para la
aplicacion ambiental, sistémica o foliar varia ampliamente dependiendo de la naturaleza de la formulacién en
particular, de los medios de aplicacion, de las condiciones ambientales y del grado de actividad inhibidora de
insectos. Tipicamente, el agente inhibidor de insectos en la composicion estara presente en la formulacion aplicada
en una concentracion de por lo menos 1 % en peso y puede ser hasta e incluyendo 99 % en peso. Las
formulaciones secas de las composiciones pueden ser de 1 % a 99 % o mas en peso de la composicién, mientras
que las formulaciones liquidas pueden comprender en general entre 1 % y 99 % o mas del principio activo en peso.
Las formulaciones las cuales comprenden células bacterianas intactas generalmente contendran entre 104 y 10%?
células/mg de la composicién.

La formulacion inhibidora de insectos puede ser administrada a una planta en particular o area objetivo en una 0 mas
aplicaciones segun lo necesario, con una proporcion de aplicacién de campo tipica por cada 0,01 km? (1 hectarea)
que oscila en el orden de entre 1 gy 1 kg, 2 kg, 5 kg 0 mas de principio activo.

XI. Productos de base

También se contempla que pueden obtenerse diversos productos de base con las composiciones y procedimientos
de esta invencion. Asimismo, se contempla especificamente que una o mas ventajas pueden asociarse con los
productos de base derivados de esta invencién. Se anticipa que el uso de la proteina inhibidora de insectos TIC807 y
procedimientos asociados puede proporcionar productos de base con niveles reducidos de residuo de pesticidas. En
ciertos casos, los cultivadores deberan utilizar menos cantidad de pesticidas tales como organofosfatos, carbamatos,
neonicotinoide, e insecticidas piretroides. La exposicidn de individuos que cultivan, recolectan, procesan o de algun
otro modo tienen contacto con los productos de base de esta invencién a estos pesticidas por lo tanto se anticipa
gue debe reducirse. El uso reducido de pesticidas también se prevé que proporciona costes reducidos de produccién
de los productos de base, niveles reducidos de contaminacién ambiental y efectos secundarios no deseados
reducidos sobre insectos beneficiosos (no objetivo) y sobre la fauna. Ademas se contempla que el uso de esta
invencion proporcionara productos de base con costes de producciéon mas bajos debido a factores, que incluyen
mayor rendimiento y/o menor uso de insecticidas.

XIl. Procedimientos para Utilizar Proteinas Inhibidora s de Insectos TIC807 en Combinaciéon con Otros
Agentes Inhibidores de Insectos

Se contemplan diversos procedimientos mediante los cuales se logra una mayor resistencia a una plaga de insectos
especifica o resistencia mas amplia a diversas clases de plagas de insectos. Ambos procedimientos implican poner
en contacto la o las plagas de insectos con una proteina TIC807 en combinacidn con un agente inhibidor de insectos
diferente. Este agente inhibidor de insectos diferente puede inhibir las mismas plagas de insectos hemipteros
inhibidas por la TIC807 para proporcionar una incidencia reducida de resistencia de insectos hemipteros a la
proteina TIC807 u otro agente inhibidor de insectos hemipteros. Como alternativa, el agente inhibidor de insectos
diferente puede inhibir un insecto que no es inhibido por TIC807 para expandir el espectro de inhibicién de insectos
obtenido.
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El potencial de que los insectos desarrollen resistencia a ciertos insecticidas esta bien documentado. La mayoria de
las estrategias de manejo de resistencia a insectos que utilizan cultivos genéticamente modificados que expresan
agentes inhibidores de insectos se basan en el uso de areas de refugio que estan comprendidas por plantas de
cultivo que carecen del gen inhibidor de insectos. En teoria, el refugio proporciona una region en la cual se
mantienen poblaciones de insectos no resistentes que albergan alelos genéticos no resistentes, disminuyendo el
potencial de desarrollo de resistencia dentro de la poblacién de insectos. Sin embargo, la estrategia de refugio
padece diversas desventajas. En primer lugar, los cultivadores deben aceptar una reduccion de la produccién en el
area plantada con el gen inhibidor de insectos. En segundo lugar, no resulta claro que los refugios controlaran de
forma eficaz los alelos de resistencia dominantes que pueden surgir en la poblacién de insectos.

Una estrategia de manejo de la resistencia a insectos alternativa puede emplear cultivos transgénicos que expresan
dos agentes inhibidores de insectos distintos que operan a través de diferentes modalidades de accién. En este caso,
cualquier insecto con resistencia a cualquiera de los dos agentes inhibidores de insectos sera controlado por el otro
agente inhibidor de insectos, reduciendo de esa manera las posibilidades de desarrollo de resistencia en la
poblacién de insectos.

Adicionalmente, un Unico cultivo puede estar sujeto a destruccion por diversas clases diferentes de plagas de
insectos que operan al mismo tiempo en el campo. Por ejemplo, una planta de algodén puede ser atacada tanto por
plagas de Hemipteros, tales como Lygus, como por plagas de Lepiddpteros tales como Spodoptera exigua (gusano
de la remolacha azucarera), Heliothis zea (gusano del algoddn) y/o Helicoverpa armigera (gusano cortador) en el
transcurso de una estacion de crecimiento. La expresion de distintos agentes inhibidores los cuales son activos a
cada una de estas plagas proporcionaria mayor proteccion a la planta de algodén y aumentaria la produccion por
cada 4047 m? (1 acre) debido a una reduccion de pérdida causada por las plagas de insectos.

Un primer grupo de agentes inhibidores de insectos que puede utilizarse en combinacidon con una proteina TIC807
para el manejo de la resistencia de insectos o espectro inhibidor de insectos expandido comprenden secuencias de
ribonucleétidos que funcionan frente a la ingestion por dicha plaga de insecto para inhibir una funcién biol6gica
dentro de dicha plaga de insecto. Las secuencias nucleotidicas especificas seleccionadas de las secuencias nativas
a las células de una plaga en particular que estan involucradas en una ruta bioldgica esencial pueden expresarse en
una célula de tal modo que da como resultado la formacion de un ARN bicatenario, o incluso un ARN bicatenario
estabilizado. Mediante la inhibicion del producto génico esencial de la plaga de insectos objetivo con el
ribonucleétido, el organismo no puede desarrollarse y eventualmente muere. El uso de dichas secuencias de
ribonucleétidos para controlar plagas de insectos tales como Lygus es descrito en la Publicacion de la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N.° 20060021087. Los genes de insectos esenciales que proporcionan una funcion
bioldgica esencial que incluyen formacion de la musculatura, formacion de la hormona juvenil, regulacion de la
hormona juvenil, regulacién y transporte de iones, sintesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la
membrana celular, biosintesis de aminoacidos, degradacién de aminoéacidos, formaciéon de espermatozoides,
sintesis de feromonas, deteccién de feromonas, formacion de antenas, formacion de alas, formacién de patas,
desarrollo y diferenciacion, formacién de huevos, maduracion de larvas, formacion de enzimas digestivas, sintesis de
hemolinfas, mantenimiento de hemolinfas, neurotransmision, division celular, metabolismo de energia, respiracion y
apoptosis son apuntados para la inhibicién. Los genes de insectos que pueden ser inhibidos incluyen genes que
codifican una proteina V-ATPasa, una proteina ubiquitina, una proteina poligalacturonasa, una proteina pectinasa,
una proteina transportadora del neurotransmisor GABA, una proteina EFI alfa, una proteina monooxigenasa del
citocromo P-450, una proteina precursora de la proteina de cuticula, una proteina CHD3, y una proteina del
proteasoma 20S. El agente de control de insectos basado en ribonucleétidos también puede comprender secuencias
dirigidas contra multiples genes objetivo de insecto. Para un control de Lygus, los ribonucleétidos inhibidores
dirigidos contra SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 o combinaciones de ribonucleétidos inhibidores dirigidos contra
SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 son contemplados especificamente. El uso de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 en
el control de insectos es desvelado en la Publicacion de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.°
20060021087. Cuando multiples genes de insecto son buscados para supresion, puede fabricarse un elemento de
ADN policistrénico segun lo ilustrado y desvelado en Fillatti, Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados
Unidos N.° 2004-0029283 Al.

Puede utilizarse una diversidad de procedimientos para producir ribonucleétidos inhibidores dirigidos contra una
plaga objetivo en una planta transgénica. En general, el ARNbc inhibidor y la porciéon del gen objetivo de insecto
comparten por lo menos desde 80 % de identidad de secuencia, o de 90 % de identidad de secuencia, o de 95 % de
identidad de secuencia, o desde aproximadamente 99 % de identidad de secuencia, o incluso aproximadamente
100 % de identidad de secuencia. Como alternativa, la region diplex del ARN puede definirse funcionalmente como
una secuencia nucleotidica que es capaz de hibridarse con una porcién del transcrito génico objetivo. Una secuencia
menor a longitud completa que exhibe una homologia mayor compensa por una secuencia menos homéloga mas
larga. La longitud de las secuencias nucleotidicas idénticas puede ser al menos 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 o
1000 bases. Normalmente, una secuencia de mas de 20-100 nucleétidos deberia utilizarse, si bien se preferiria una
secuencia de mas de aproximadamente 200-300 nucleoétidos, y una secuencia de mas de 500-1000 nucleétidos
seria especialmente preferida dependiendo del tamafio del gen objetivo.

En otra realizacién, puede producirse el ribonucleétido inhibidor de insectos mediante una repeticion invertida
separada por una “secuencia espaciadora’. La secuencia espaciadora puede ser una region que comprende
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cualquier secuencia de nucleétidos que facilita la formacién de estructuras secundarias entre cada repeticion, donde
esto se requiere. La secuencia espaciadora puede ser parte de la secuencia codificadora sentido o antisentido para
ARNmM. La secuencia espaciadora puede comprender, como alternativa, cualquier combinacién de nucleétidos o sus
homologos que son capaces de ligarse covalentemente a una molécula de acido nucleico. La secuencia espaciadora
puede comprender una secuencia de nucledétidos de por lo menos 10-100 nucleétidos de longitud, o como alternativa
por lo menos 100-200 nucleétidos de longitud, por lo menos aproximadamente 200-400 nucle6tidos de longitud, o
por lo menos aproximadamente 400-500 nucleétidos de longitud.

Una secuencia transgénica para producir un ARNbc puede comprender un promotor que esta ligado operativamente
a una secuencia codificadora de intrén y un ARN de horquilla derivado de una secuencia en el gen objetivo (Miki y
Shimamoto, Plant Cell Physiol. Abril 2004; 45(4):490-495). Como alternativa, una secuencia transgénica para
producir un ARNip puede comprender un promotor pol Ill de ARN ligado operativamente a un ARN de horquilla (Lu y
col., Nucleic Acids Res. 2 de Dic. 2004; 32(21):e171). El ARN de horquilla puede comprender una secuencia en 5’ de
aproximadamente 19-24 nucleétidos de secuencia génica objetivo de hebra con sentido seguida por un nucleétido
espaciador de 8-10 nucleétidos seguido por una secuencia de aproximadamente 19-24 nucleétidos de secuencia
antisentido que es capaz de formar pares de bases con la secuencia de hebra con sentido precedente. Sin embargo,
también pueden utilizarse transgenes de planta que expresan ARN de horquilla que contienen brazos con
sentido/antisentido que oscilan entre 98 y 853 nucledtidos (Wesley y col., Plant J. 2001, 27(6):581-90). Los vectores
y procedimientos para la expresion mediada por transgenes de ARN de horquilla son desvelados en las Solicitudes
de Patente de los Estados Unidos N.° 20050164394, 20050160490 y 20040231016.

Un primer grupo de agentes inhibidores de insectos que puede utilizarse en combinaciéon con una proteina TIC807
para el manejo de resistencia de insectos o espectro inhibidor de insectos expandido comprenden proteinas
inhibidoras de insectos que no son TIC807. Puede utilizarse una amplia diversidad de proteinas inhibidoras de
insectos derivadas de B. thuringiensis, Photorhabdus sp. y/o Xenorhabdus sp.

Para el control de insectos perforadores chupadores tales como Lygus, pueden combinarse diversas proteinas
inhibidoras de insectos no TIC807 con la expresién de TIC807 en planta para un mayor control y/o manejo de
resistencia. Dichas moléculas expresadas en planta junto con TIC807 pueden incluir ET29, ET37, TIC809, TIC810,
TIC812, TIC127, TIC128 (PCT US 2006/033867), AXMI-027, AXMI-036 y AXMI-038 (WO 06/107761), AXMI-018,
AXMI-020 y AXMI-021 (WO 06/083891), AXMI-010 (WO 05/038032), AXMI-003 (WO 05/021585), AXMI-008 (US
2004/0250311), AXMI-006 (US 2004/0216186), AXMI-007 (US 2004/0210965), AXMI-009 (US 2004/0210964),
AXMI-014 (US 2004/0197917), AXMI-004 (US 2004/0197916), AXMI-028 y AXMI-029 (WO 06/119457) y AXMI-007,
AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, AXMI-014 y AXMI-004 (WO 04/074462). La presentacion de la combinacién de
las moléculas de proteinas inhibidoras, TIC809 (presentada como SEQ ID NO: 10) y TIC810 (presentada como SEQ
ID NO: 12) se ha mostrado previamente como inhibidora de la chinche opaca de las plantas (WTPB), chinche Lygus
hesperus en bioensayo (PCT US 2006/033867). Las proteinas de fusion de TIC809 y TIC810, TIC127 (presentada
como SEQ ID NO: 14) y TIC128 (presentada como SEQ ID NO: 16) también pueden ser activas contra Lygus. El
polinucleétido que codifica TIC127 estd compuesto por la molécula de acido nucleico que codifica TIC809 ligada a la
molécula de &cido nucleico que codifica TIC810 mediante una secuencia de nucledtidos de polienlazador
(presentada como SEQ ID NO: 17) que codifica el enlazador de aminoacidos presentado como SEQ ID NO: 18. El
polinucleétido que codifica TIC128 esta compuesto por la molécula de acido nucleico que codifica TIC810 ligada a la
molécula de acido nucleico que codifica TIC809 mediante una secuencia nucleotidica de polienlazador (presentada
como SEQ ID NO: 17) que codifica el enlazador de aminoacidos presentado como SEQ ID NO: 18. La expresion de
TIC807 en combinacion con TIC127 o TIC128 puede proporcionar un mayor control de Lygus. Las plantas
dicotiledéneas tales como el algodén podrian transformarse con construcciones de expresion de planta que
contienen secuencias nucleotidicas optimizadas para dicotiledéneas que codifican TIC807 (presentada como SEQ
ID NO: 6) junto con TIC809 (presentada como SEQ ID NO:9) y TIC810 (presentada como SEQ ID NO: 11), o TIC127
(presentada como SEQ ID NO: 13), o TIC128 (presentada como SEQ ID NO: 15) para proporcionar mayor
resistencia a Lygus o inhibicidon de especies adicionales contenidas dentro del género, Lygus.

Para un control de plagas de Lepiddpteros, se contemplan especificamente combinaciones de proteinas TIC807 con
proteinas activas contra Lepiddpteros tales como proteinas CrylA (Patente de los Estados Unidos N.° 5.880.275),
CrylB (Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 10/525.318), CrylC (Patente de los Estados Unidos N.°
6.033.874), CrylF, quimeras CrylA/F (Patentes de los Estados Unidos N.° 7.070.982; 6.962.705; y 6.713.063), y una
proteina Cry2Ab (Patente de los Estados Unidos N.° 7.064.249).

Secuencias de ADN que codifican moléculas de proteina TIC807 y otros agentes inhibidores de insecto tales como
moléculas de ARN bicatenario y/o proteinas no TIC807 pueden combinarse en una planta Unica ya sea a través de
transformacion directa, por cria, o una combinacion de los mismos. Pueden introducirse miltiples unidades de
transcripcion que comprenden un promotor y una region que codifica un agente inhibidor de insectos en el mismo
vector de transformacién de planta o en diferentes vectores de transformacion de planta. Cuando los dos agentes
inhibidores de insectos son proteinas, las regiones codificadoras para cada uno pueden separarse mediante un
enlazador sensible a proteasa o incluso un sitio de escision de proteasa de auto-procesamiento (véase Patente de
los Estados Unidos N.° 5.846.767). Cuando los agentes inhibidores de insectos son introducidos de forma individual
en plantas transgénicas distintas, aquellas plantas pueden cruzarse para obtener una planta que contiene la
totalidad de los transgenes que codifican agentes inhibidores de insectos.
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Se anticipa ademas que la combinacion de moléculas de proteina TIC807 y otros agentes inhibidores de insectos
tales como moléculas de ARN bicatenario y/o proteinas no TIC807 puede dar como resultado efectos inhibidores de
insectos sinérgicos no esperados que no son observados con la proteina insecticida TIC807 sola, el ribonucleétido
inhibidor de insectos solo, o la proteina inhibidora de insectos no TIC807 sola. Los efectos sinérgicos incluyen: i)
cambios cuantitativos en CLso, CEso, Clso, porcentaje de mortalidad, o porcentaje de valores de atrofia y ii) cambios
cualitativos en el espectro de inhibicion de insectos (es decir, inhibicion de insectos Hemipteros, Homopteros y
Lepiddpteros) que no refleja la simple combinacién del espectro exhibido por cada uno de los agentes inhibidores de
insectos por si solo (es decir, la combinacién de la inhibicién de insectos Hemipteros proporcionada por un agente y
la inhibicién de insectos Lepiddpteros proporcionada por otro agente). Un ejemplo de un efecto sinérgico cuantitativo
es una disminucion de cualquier valor CLso, CEso y/o Clso 0 un aumento en el porcentaje de mortalidad, o porcentaje
de valores de atrofia observado en una combinacién que es mas que aditiva. Un ejemplo de un efecto sinérgico
cualitativo es el control de una plaga de insectos con la combinacidon de agentes de insectos que no se observa con
cualquiera de los miembros por si solo. En este caso, la nueva plaga de insectos controlada por la combinacion
puede ser una plaga de insectos dentro de un orden de insectos (es decir, Hemipteros) donde los agentes
inhibidores de insectos solamente inhiben otras plagas de insectos dentro de ese orden de insectos cuando se
utilizan por si solos.

XIll. Proteinas TIC807 Aisladas y Equivalentes Biolégi  cos

Las proteinas TIC807 aisladas también son proporcionadas en el presente documento. En una realizacion, las
proteinas TIC807 comprenden proteinas que tienen por lo menos 70 % de identidad de secuencias con SEQ ID NO:
5 y exhiben actividad inhibidora de insectos. Los péptidos, polipéptidos y proteinas biolégicamente funcionales
equivalentes contemplados en el presente documento deberia poseer 70 % o mas de identidad de secuencia,
preferentemente 85 % o mas de identidad de secuencia, y mas preferentemente 90 % a 95 % o mas de identidad de
secuencia, con la secuencia de, o porcién correspondiente en, la secuencia polipeptidica de TIC807. En ciertas
realizaciones de la invencién, los péptidos, polipéptidos y proteinas biolégicamente funcionales equivalentes que
poseen 80 % o mas de identidad de secuencia, preferentemente 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 % o mas de identidad
de secuencias, y mas preferentemente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de
identidad de secuencias, con la secuencia de TIC807 (SEQ ID NO: 5)

Los péptidos, polipéptidos y proteinas bioldgica y funcionalmente equivalentes a TIC807 incluyen secuencias de
aminoacidos que contienen sustituciones de aminoacidos conservadoras en las secuencias de proteina TIC807. Un
ejemplo de proteinas TIC807 que pueden sustituirse para obtener equivalentes biolégicos incluyen la secuencia de
proteina TIC807 (SEQ ID NO: 5). En dichas secuencias de aminoacidos, uno o mas aminoacidos en la secuencia es
(son) sustituido con otro aminoacido(s), cuya carga y polaridad es similar a la del aminoacido natural, es decir, una
sustitucion de aminoacidos conservadores, dando como resultado un cambio silencioso.

Los sustitutos para un aminoacido dentro de la secuencia polipeptidica de TIC807 pueden seleccionarse entre otros
miembros de la clase a la cual pertenece el aminoacido natural. Los aminoacidos pueden ser divididos en los
siguientes cuatro grupos: (1) aminoacidos acidos; (2) aminoacidos basicos; (3) aminoacidos polares neutros; y (4)
aminoacidos no polares neutros. Los aminoacidos representativos dentro de estos diversos grupos incluyen: (1)
aminoacidos acidos (cargados negativamente) tales como el acido aspartico y el acido glutamico; (2) aminoacidos
béasicos (cargados positivamente) tales como arginina, histidina y lisina; (3) aminoacidos polares neutros tales como
glicina, serina, treonina, cisteina, cistina, tirosina, asparagina y glutamina; (4) aminoacidos no polares neutros
(hidréfobos) tales como alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina.

Los cambios de aminoacidos conservadores dentro de la secuencia polipeptidica de TIC807 pueden realizarse
sustituyendo un aminoéacido dentro de uno de estos grupos con otro aminoacido dentro del mismo grupo. Los
equivalentes biolégicamente funcionales de TIC807 pueden tener 10 o menos cambios de aminoacidos
conservadores, mas preferentemente siete 0 menos cambios de aminoacidos conservadores, y mas
preferentemente cinco o menos cambios de aminoacidos conservadores. La secuencia nucleotidica codificadora
(gen, ADN plasmidico, ADNc o ADN sintético) tendra por lo tanto sustituciones de bases correspondientes,
permitiéndole codificar formas equivalentes biolégicamente funcionales de TIC807.

Segun lo indicado, pueden realizarse cambios y modificaciones en la estructura de los péptidos de la presente
invencion y segmentos de ADN los cuales codifican los mismos y aun obtener una molécula funcional que codifica
una proteina o péptido con caracteristicas deseables. Lo que sigue es un andlisis basado en el cambio de los
aminoacidos de una proteina para crear un equivalente, o incluso una molécula de segunda generacién mejorada.
En realizaciones particulares de la invencion, las proteinas TIC807 mutadas son contempladas como Utiles para
aumentar la actividad inhibidora de insectos de la proteina, y por consiguiente, aumentar la actividad inhibidora de
insectos y/o la expresion del transgén recombinante en una célula vegetal. Los cambios de aminoacidos pueden
lograrse cambiando los codones de la secuencia de ADN, de acuerdo con los codones proporcionados en la Tabla 1.
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TABLA 1
Aminoacidos Cdédigos de Aminoéacidos | Codones
Alanina Ala (A) GCA GCC GCG GCU
Cisteina Cys (C) UGC UGU
Acido Aspartico | Asp (D) GAC GAU
Acido glutamico | Glu (E) GAA GAG
Fenilalanina Phe (F) uucC Uuu
Glicina Gly (G) GGA GGC GGG GGU
Histidina His (H) CAC CAU
Isoleucina lle (1) AUA AUC AUU
Lisina Lys (K) AAA AAG
Leucina Leu (L) UUA UUG CUA CUC CUG Ccuu
Metionina Met (M) AUG
Asparagina Asn (N) AAC AAU
Prolina Pro (P) CCACCCcccaceu
Glutamina GIn (Q) CAA CAG
Arginina Arg (R) AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser (S) AGC AGU UCA UCC uUCG ucu
Treonina Thr (T) ACA ACC ACG ACU
Valina Val (V) GUA GUC GUG GUU
Triptéfano Trp (W) UGG
Tirosina Tyr (Y) UAC UAU

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos en una estructura proteica sin
pérdida apreciable de actividad bioquimica o biol6gica. Puesto que es la capacidad interactiva y la naturaleza de una
proteina lo que define la actividad funcional biolégica de esa proteina, pueden realizarse ciertas sustituciones de
secuencias de aminoacidos en una secuencia proteica y, naturalmente, su secuencia codificadora de ADN
subyacente, y no obstante obtener una proteina con propiedades similares. Por lo tanto, los inventores contemplan
gue pueden efectuarse diversos cambios en las secuencias peptidicas de las composiciones desveladas, o en las
secuencias de ADN correspondientes que codifican dichos péptidos sin pérdida apreciable de su utilidad o actividad
biologica.

En la realizacién de tales cambios, puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. La importancia del
indice hidropatico de los aminoacidos para conferir una funcion biolégica interactiva sobre una proteina es
generalmente entendida en la técnica (Kyte y Doolittle, J Mol Biol. 157(1):105-32, 1982). Se acepta que el caracter
hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, lo cual a su vez
define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN,
anticuerpos y antigenos.

Cada aminoéacido ha sido asignado un indice hidropatico sobre la base de sus caracteristicas de hidrofobicidad y
carga (Kyte y Doolittle, Ibid). Estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9);
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5);
lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Se sabe en la técnica que ciertos aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos que tienen un indice o
puntuacién hidropatico similar y aun dar como resultado una proteina con actividad bioldgica similar, es decir, aun
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obtener una proteina funcionalmente equivalente bioldgica. En la realizacién de dichos cambios, se prefiere la
sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de .+ 2, se prefieren particularmente aquellos
gue estan dentro de + 1y se prefieren incluso mas particularmente aquellos dentro de + 0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminoacidos similares puede efectuarse de forma eficaz
sobre la base de la hidrofilicidad. La Patente de los Estados Unidos N.° 4.554.101, establece que la hidrofilicidad
promedio local mayor de una proteina, segun lo gobernado por la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se
correlaciona con una propiedad biol6gica de la proteina.

Segun lo detallado en la Patente de los Estados Unidos N.° 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de
hidrofilicidad a los restos de aminoacidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0.+ 0,1); glutamato (+3,0.+ 0,1);
serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5.+ 0,1); alanina (-0,5);
histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3);
fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4).

Sustituciones no conservadoras en los polipéptidos TIC807

Se reconoce adicionalmente que pueden efectuarse sustituciones no conservadoras en secuencias de polipéptidos
TIC807 para obtener polipéptidos TIC807 que son los equivalentes bioldgicos funcionales de los polipéptidos TIC807
desvelados en el presente documento. En estos casos, las sustituciones no conservadoras pueden simplemente
ensayarse para determinar la inhibicién del crecimiento fungico para identificar sustituciones no conservadoras que
proporcionan equivalentes bioldgicos funcionales de un polipéptido TIC807 determinado.

Fragmentos y Variantes de TIC807

El polipéptido inhibidor de insectos de la presente invencion comprende preferentemente una secuencia proteica
TIC807 (SEQ ID NO: 5), y variantes de esta secuencia que tienen al menos 70 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 5 y que poseen la misma o similar actividad inhibidora de insectos que la de esta proteina TIC807 en
particular son también abarcados por la presente invencion. Estas variantes con actividad inhibidora de insectos que
son anticipadas por esta invencion también pueden comprender sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones
de aminoacidos de la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 5.

Las variantes de TIC807 incluyen formas donde uno o mas aminoacidos se han insertado en la secuencia natural.
Estas variantes también pueden ser de origen natural o mutantes sintéticos de TIC807, y retienen la actividad
inhibidora de insectos de TIC807.

Las combinaciones de lo que antecede, es decir, las formas del polipéptido inhibidor de insectos que contienen tanto
deleciones como adiciones de aminoacidos, son también abarcadas por la presente invencion. También pueden
estar presentes alli sustituciones de aminoéacidos.

Las variantes de TIC807 abarcadas por la presente invencién deberian preferentemente poseer 70-75 % o0 mas de
identidad de secuencias, mas preferentemente 80 %, 85 %, 88 % o mas de identidad de secuencias, y con maxima
preferencia 90 % a 95 % o mas de identidad de secuencias de aminoéacidos, con SEQ ID NO: 5.

Uso de Relaciones de Funcion Estructura para Disefiar Variantes de TIC807 Inhibidoras de Insectos

Esta invencion también contempla el uso de relaciones de estructura funcion para disefiar variantes adicionales de la
proteina TIC807 inhibidora de insectos. En primer lugar, se contempla que podria obtenerse una estructura mediante
andlisis cristalografico de cristales de TIC807. Se anticipa que dichas estructuras revelan dominios de la proteina
TIC807 involucrada en la union del receptor de insectos, formacion de poros en el intestino del insecto,
multimerizacion con TIC807, sensibilidad a proteasa y/o resistencia a proteasa que contribuye a la actividad
inhibidora de insectos de TIC807.

Se anticipa ademas que las comparaciones entre TIC807 y otras proteinas relacionadas pueden permitir la
extrapolacion de dominios proteicos que contribuyen con la actividad insecticida de proteinas TIC807. Con respecto
a esto, se sefala que TIC807 tiene cierta similitud con una familia de proteinas del tipo MTX. Esta familia de
proteinas del tipo Mtx toma su nombre de las proteinas Mtx2 de Bacillus sphericus (Thanabalu y Porter, Gene.
170(1):85, 1996; N° de Acceso del NCBI 2211294A) y Mtx3 (Liu y col., Appl Environ Microbiol. 62(6):2174, 1996; N°
de Acceso del NCBI AAB36661) e incluye Cryl5Aa (SEQ ID NO: 41), Cry33Aa (N° de Acceso del NCBI AAL26871),
Cry23Aa (N° de Acceso del NCBI AAF76375), Cry38Aa (N° de Acceso del NCBI AAK64559), CryC35 (N° de Acceso
del NCBI CAA63374), la proteina de 40 kDa (N° de Acceso del NCBI AAA22332) y CryNT32 (N° de Acceso del NCBI
AAL26870). Se cree ademas que TIC807 esta distantemente relacionada con la familia aerolisina de proteinas que
incluyen cryET33 (WO 97/17600) y TIC901 (Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 20060191034). Las
aerolisinas son un grupo de proteinas que multimerizan y forman poros en membranas y son toxinas conocidas
(Parker y col., Mol. Microbiol. 19(2):205, 1996). En particular, las determinaciones de la estructura cristalografica
indican que los dominios de lamina beta de aerolisinas estan involucrados en la formacion de poros de membrana
(Rossjohn y col., J Struct Biol. 121(2):92, 1998). Los dominios de proteinas TIC807 podrian cambiarse con dominios
similares de otra familia de proteinas del tipo MTX o Aerolisinas para identificar dominios involucrados en la unién al
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receptor de insectos, formacion de poros en el intestino del insecto, multimerizacién con TIC807, sensibilidad a
proteasa y/o resistencia a proteasa que contribuyen a la actividad inhibidora de insectos de TIC807. Los datos de los
experimentos de intercambio de dominios pueden compararse y de algin otro modo extrapolarse a datos
estructurales de miembros de la familia de proteinas del tipo Mtx para dilucidar dominios que proporcionan diferentes
actividades insecticidas, mejores actividades insecticidas, caracteristicas de unién mejoradas, capacidades de
formacion de poros mejoradas.

Habiendo identificado ciertos dominios de proteinas de las proteinas TIC807 que proporcionan propiedades
inhibidoras de insectos de la proteina TIC807 (es decir, unidon a receptores de insectos, formacién de poros en el
intestino del insecto, multimerizacién con TIC807, sensibilidad a proteasa y/o resistencia a proteasa), se anticipa
ademas que estas regiones pueden ser mas extensamente mutagenizadas. Una vez mutagenizadas, las proteinas
TIC807 variantes pueden ser sometidas a ensayos bioquimicos (es decir, union a receptores de insectos, formacion
de poros en el intestino del insecto, multimerizacion con TIC807, sensibilidad a proteasa y/o resistencia a proteasa) o
bioldgicos (es decir, ensayos de inhibicion de insectos) para identificar aquellas variantes que confieren actividades
bioquimicas y/o inhibidoras de insectos mejoradas. También se contemplan rondas iterativas adicionales de
mutagénesis y ensayo de aquellas variantes identificadas. Diversos procedimientos para la evolucion molecular de
proteinas aisladas que son conocidas por los expertos en la técnica (Stemmer, W., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:
10747,1994; Yuan y col., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 69(3):373, 2005) o son proporcionados por otros procedimientos
totalmente distintos pueden emplearse para generar las variantes de la proteina TIC807.

Proteinas TIC807 aisladas de por lo menos 9 aminoacidos

En otras realizaciones de esta invencion, se usan proteinas aisladas que comprenden una secuencia polipeptidica
de por lo menos 9 aminoéacidos de longitud que esta contenida en SEQ ID NO: 5. Se contemplan por lo menos dos
usos distintos para secuencias peptidicas TIC807 de por lo menos 9 aminoéacidos.

En primer lugar, se contempla que las secuencias peptidicas TIC807 de por lo menos 9 aminoacidos pueden ser
sustituidas en secuencias proteicas distintas para conferir todas o un subconjunto de las actividades inhibidoras de
insectos de una proteina TIC807 en la proteina sustituida del péptido TIC807 resultante. Las actividades inhibidoras
de insectos conferidas por las secuencias peptidicas TIC807 pueden comprender la inhibicion de una plaga de
hemipteros incluyendo Lygus. Sin desear estar limitados por teoria alguna, se cree que las secuencias peptidicas
TIC807 de por lo menos 9 aminoacidos pueden proporcionar: 1) formacion de cristales mejorada, 2) estabilidad
proteica mejorada o degradacion de proteasa reducida, 3) reconocimiento y unién del receptor de membrana de
insecto mejorada, 4) oligomerizaciéon mejorada o formacion de canales en el endotelio del intestino medio del
insecto, y 5) actividad insecticida mejorada o especificidad insecticida debido a cualquiera o la totalidad de las
razones manifestadas anteriormente cuando se insertan en otra proteina. Secuencias peptidicas TIC807 mas
grandes de por lo menos 12, por lo menos 16, por lo menos 32, por lo menos 50 o por lo menos 100 restos de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5 también pueden ser sustituidas en secuencias proteicas distintas para obtener
proteinas sustituidas por péptido TIC807 inhibidoras de insecto.

La proteina sustituida con péptido TIC807 puede sintetizarse mediante técnicas que incluyen mutagénesis especifica
del sitio (Kunkel, T. A. y col. Meth. Enzymol. 154: 367, 1987), barajado de ADN (Stemmer, W., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91: 10747,1994), extensién por solapamiento de PCR™ (Horton y col., Gene 77: 61, 1989), cualquiera de los
procedimientos de evolucién molecular de proteinas (Yuan y col., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 69(3):373, 2005), sintesis
directa, combinaciones de estos procedimientos, o mediante otros procedimientos totalmente distintos que
proporcionan proteinas sustituidas con péptido TIC807. En particular, se contemplan proteinas sustituidas con
TIC807 derivadas por insercién o sustitucion de secuencias peptidicas TIC807 de por lo menos 9 aminoacidos en
proteinas inhibidoras de insectos derivadas de Bacillus thuringiensis. Ejemplos de proteinas de Bacillus thuringiensis
gue pueden sustituirse con polipéptidos TIC807 para obtener proteinas sustituidas con TIC807 con actividad
inhibidora de insectos incluyen Cryl5Aal (Brown y Whiteley, 1992, J Bacteriol 174 549-557; SEQ ID NO: 41),
CryET29 (Patente de los Estados Unidos N.° 6.093.695), Cyt1Bal (Patente de los Estados Unidos N.° 5.723.440),
toxinas Cyt de Bacillus thuringiensis israelensis (Patente de los Estados Unidos N.° 5.885.963), y proteinas
cristalinas de Bacillus thuringiensis activas contra Lygus distintas AXMI-027, AXMI-036 y AXMI-038 desveladas en la
Publicacion de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 20060242732. Otras proteinas que pueden ser
sustituidas con polipéptidos TIC807 para obtener proteinas sustituidas con TIC807 con actividad inhibidora de
insectos incluyen la Mtx2 (Thanabalu y Porter, Gene. 170(1):85, 1996; N° de Acceso del NCBI 2211294A), Mtx3 (Liu
y col., Appl Environ Microbiol. 62(6):2174, 1996; N° de Acceso del NCBI AAB36661), Cryl5Aa (SEQ ID NO:41),
Cry33Aa (N° de Acceso del NCBI AAL26871), Cry23Aa (N° de Acceso del NCBI AAF76375), Cry38Aa (N° de Acceso
del NCBI AAK64559), CryC35 (N° de Acceso del NCBI CAA63374), la proteina de 40 kDa (N° de Acceso del NCBI
AAA22332), CryNT32 (N° de Acceso del NCBI AAL26870), cryET33 (WO 97/17600) y TIC901 (N° de Publicacién de
Solicitud de Patente de Estados Unidos 20060191034).

También se contempla que proteinas TIC807 aisladas de entre aproximadamente 250 y aproximadamente 309
aminoéacidos también pueden utilizarse para la produccién de anticuerpos o inhibicién de insectos. Estas secuencias
de polipéptidos TIC807 aislados tienen por lo menos 70 %, por lo menos 90 %, por lo menos 95 % o 100 % de
identidad de secuencias con una secuencia polipeptidica correspondiente contenida en SEQ ID NO: 5. Estas
proteinas TIC807 pueden comprender ademdas un reactivo indicador covalentemente ligado, un espaciador de
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aminoacidos, un enlazador de aminoacidos, una secuencia de sefial, una secuencia de péptidos de transito al
cloroplasto, una secuencia de direccionamiento vacuolar o una secuencia de detencién de transferencia.

También se contempla que secuencias de péptido TIC807 aisladas de por lo menos 9 aminoacidos contiguos de
SEQ ID NO: 5 pueden utilizarse como inmundgenos o epitopos para preparar anticuerpos que reconocen proteinas
TIC807. Dichos anticuerpos son Utiles para detectar proteinas TIC807 en plantas transgénicas, en productos de
base derivados de plantas transgénicas, en microorganismos o en bibliotecas de expresiéon de ADN recombinante
que contienen secuencias de TIC807 clonadas. Los polipéptidos TIC807 pueden tener una longitud de por lo menos
9, por lo menos 12, por lo menos 16 o por lo menos 32 aminoacidos. Cuando la secuencia de péptido TIC807 tiene
una longitud de por lo menos 32 aminoéacidos, la misma tiene por lo menos aproximadamente 80 %, 90 % o 95 %
identidad de secuencia con una secuencia polipeptidica correspondiente contenida en SEQ ID NO: 5. Los péptidos
pueden ser ligados a una proteina portadora tal como KLH o albimina para facilitar la produccion de anticuerpos.

La identificacion de epitopos inmunodominantes de proteina TIC807, y/o sus equivalentes funcionales, adecuados
para utilizar en vacunas es una cuestion relativamente sencilla. Por ejemplo, se pueden emplear los procedimientos
de Hopp, segun lo descrito en la Patente de los Estados Unidos N.° 4.554.101, la cual describe la identificacion y
preparacion de epitopos a partir de secuencias de aminoacidos sobre la base de la hidrofilicidad. Los procedimientos
descritos en diversos otros documentos, y programas informaticos que se basan en los mismos, también pueden
utilizarse para identificar secuencias nucleo epitopicas (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N.°
4.554.101). La secuencia de aminoacidos de estas “secuencias nucleo epitopicas” puede después incorporarse
facilmente en péptidos, ya sea a través de la aplicaciéon de sintesis peptidica o tecnologia de ADN recombinante.

Los péptidos TIC807 preferidos para utilizar de acuerdo con la presente invencién generalmente estaran en el orden
de 9 a 20 aminoacidos de longitud, y mas preferentemente 9 a 15 aminoacidos de longitud. Se propone que péptidos
derivados de proteina TIC807 antigénicos mas cortos proporcionaran ventajas en ciertas circunstancias, por
ejemplo, en la preparaciéon de ensayos de deteccion inmunolégica. Los ejemplos de ventajas incluyen la facilidad de
preparacion y purificacion, el coste relativamente bajo y capacidad de reproduccién mejorada de reproduccion, y
biodistribucién ventajosa.

Se propone que pueden lograrse ventajas particulares de la presente invencién a través de la preparacion de
péptidos sintéticos los cuales incluyen secuencias nucleo epitdépicas/inmundégenas modificadas y/o extendidas las
cuales dan como resultado un péptido epitdpico “universal” dirigido a proteinas TIC807, y en particular a secuencias
relacionadas con TIC807. Estas secuencias nucleo epitopicas son identificadas en esta invencién en aspectos
particulares como regiones hidrofilas del antigeno polipeptidico particular. Se propone que estas regiones
representan aquellas que tienen mas probabilidades de promover la estimulacion de células T o células B, y, por lo
tanto, activar la produccién de anticuerpos especificos.

Una secuencia ndcleo epitépica, como se utiliza en el presente documento, es un tramo relativamente corto de
aminoéacidos que es “complementario” a, y por lo menos se unira con, sitios de unioén al antigeno en los anticuerpos
dirigidos a la proteina TIC807 desvelados en el presente documento. Adicionalmente o como alternativa, una
secuencia nlcleo epitépica es aquella que activara anticuerpos que son reactivos de forma cruzada con anticuerpos
dirigidos contra las composiciones peptidicas desveladas en el presente documento. Por lo tanto, ciertas secuencias
ndcleo epitépicas de la presente invencién pueden definirse operativamente en términos de su capacidad de
competir con o tal vez desplazar la union del antigeno de proteina deseado con los antisueros dirigidos contra la
proteina correspondientes.

En general, no se cree que el tamafio del antigeno de polipéptido sea particularmente importante, siempre que sea
por lo menos suficientemente grande para transportar la secuencia o secuencias nucleo identificadas. La secuencia
ndcleo Gtil mas pequefia anticipada por la presente divulgacion generalmente seria del orden de aproximadamente 9
aminoacidos de longitud, siendo mas preferidas secuencias en el orden de 10 a 20. Por lo tanto, este tamafio
generalmente correspondera a los antigenos peptidicos mas pequefios preparados. Sin embargo, el tamafio del
antigeno puede ser mas grande cuando se desee, siempre que contenga una secuencia nucleo epitopica basica.

XIV. Composiciones de Anticuerpos contra TIC807 y Proc  edimientos para Preparar Anticuerpos

En realizaciones particulares, los inventores contemplan el uso de anticuerpos, ya sea monoclonales o policlonales
los cuales se unen a las proteinas TIC807 descritas en el presente documento. Los medios para preparar y
caracterizar anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Using Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1999). Los procedimientos para generar anticuerpos monoclonales (mAb)
generalmente comienzan a lo largo de las mismas lineas que aquellos para preparar anticuerpos policlonales.
Resumiendo, un anticuerpo policlonal se prepara inmunizando un animal con una composicion inmunégena y
recolectando antisueros de ese animal inmunizado. Puede utilizarse un amplio rango de especies animales para la
produccion de antisueros. Tipicamente, el animal utilizado para la produccién de antisueros es un conejo, un ratén,
una rata, un hamster, una cobaya o una cabra. Debido al volumen de sangre relativamente grande de los conejos,
un conejo es una eleccién preferida para la produccién de anticuerpos policlonales.
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Como es hien conocido en la técnica, una composicién determinada puede variar en su inmunogenicidad. Por lo
tanto, a menudo es necesario reforzar el sistema inmunolégico del huésped, como puede lograrse por el
acoplamiento de un inmunégeno peptidico o proteico a un vehiculo. Los vehiculos ejemplares y preferidos son
hemaocianina de Lapa Californiana (KLH) y albimina sérica bovina (BSA). Otras albiminas tales como ovoalbimina,
albumina sérica de ratén o albumina sérica de conejo también pueden utilizarse como vehiculos. Los medios para
conjugar un péptido, polipéptido o proteina a una proteina vehiculo son bien conocidos en la técnica e incluyen el
uso de glutaraldehido, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.

Como es también bien sabido en la técnica, la inmunogenicidad de una composicién inmundgena particular puede
aumentarse mediante el uso de estimuladores no especificos de la respuesta inmune, conocidos como adyuvantes.
Los ejemplos de adyuvantes preferidos incluyen adyuvante completo de Freund (un estimulador no especifico de la
respuesta inmune que contiene Mycobacterium tuberculosis eliminado), adyuvante incompleto de Freund y
adyuvante de hidréxido de aluminio.

La cantidad de composicion inmundgena utilizada en la produccion de anticuerpos policlonales varia dependiendo
de la naturaleza del inmunégeno asi como también del animal utilizado para la inmunizacion. Pueden utilizarse una
diversidad de rutas para administrar el inmundgeno (subcutdnea, intramuscular, intradérmica, intravenosa e
intraperitoneal). La produccién de anticuerpos policlonales puede controlarse por muestras de sangre del animal
inmunizado en diversos puntos tras la inmunizaciéon. Una segunda inyeccién de refuerzo también puede ser
administrada. El proceso de refuerzo y titulacion se repite hasta que se logra un titulo adecuado. Cuando se obtiene
un nivel deseado de inmunogenicidad, se le puede tomar al animal inmunizado una muestra de sangre y el suero se
aisla y se almacena, y/o el animal puede utilizarse para generar mAb.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) pueden ser facilmente preparados a través del uso de técnicas bien conocidas,
tales como aquellas ejemplificadas en la Patente de los Estados Unidos N.° 4.196.265. Tipicamente, esta técnica
involucra inmunizar un animal adecuado con una composicidon inmunégena seleccionada, por ejemplo, una proteina,
polipéptido o péptido antifiingico purificado o parcialmente purificado. La composicion inmunizante se administra de
una forma eficaz para estimular células productoras de anticuerpos. Los roedores tales como los ratones y las ratas
son los animales preferidos, sin embargo, el uso de células de conejos, ovejas o ranas es también posible. El uso de
ratas puede proporcionar ciertas ventajas aunque se prefieren los ratones, siendo los mas preferidos los ratones
BALB/c ya que son los mas utilizados de forma rutinaria y generalmente proporcionan un porcentaje mas alto de
fusiones estables.

También se contemplan procedimientos de inmunizacién genética para obtener ya sea anticuerpos monoclonales o
policlonales los cuales se unen a las proteinas TIC807 desveladas en el presente documento. En estos
procedimientos, el gen que codifica la proteina TIC807 esta ligado operativamente a un promotor que es activo en
células de mamifero. EI ADN de plasmido aislado que comprende el casete de expresién de células de mamifero
que comprende la proteina codificadora TIC807 es luego inyectado directamente en el animal para producir una
respuesta inmune a la proteina TIC807 codificada. Los animales que pueden utilizarse como huéspedes de la
inyeccién para la inmunizacion genética incluyen ratones, ratas, conejos, cabras, vacas o caballos. Aunque pueden
utilizarse una diversidad de regimenes de inyeccion, un régimen ejemplar comprenderia la inyeccion de ADN de
plasmido disuelto en solucion salina tamponada con fosfato o con otro tampén adecuado a una concentracion de
aproximadamente 1-2 mg de ADN de plasmido/ml y en una dosis de aproximadamente 100 ug/inyeccion/animal (es
decir, para un ratén, rata o conejo). Pueden realizarse aproximadamente 3-4 inyecciones en cada animal en
intervalos de dos semanas. La inmunizacién genética se describe en Chambers y Johnston, Nature Biotechnol. (21):
1088, 2003). Las organizaciones de investigacion contractual también llevan a cabo experimentos de inmunizacién
genética para obtener anticuerpos (QED Bioscience Inc., San Diego, CA, Estados Unidos).

Los ejemplos de casetes de expresion de mamifero (tiles que pueden utilizarse para la inmunizacién genética
incluyen el vector pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) que proporciona un promotor CMV para la
expresion de genes ligados operativamente o el vector pRc/RSV (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). En los
casos en que altos niveles de expresiéon de antigenos son citotéxicos, puede utilizarse un promotor mas débil, tal
como el promotor SV40, para expresar el antigeno. Se anticipa que ya sea el gen TIC807 nativo (SEQ ID NO: 4) o el
gen TIC807 sintético (SEQ ID NO: 6) puede ligarse operativamente a promotores y elementos de poliadenilacion que
son activos en células de mamifero para obtener plasmidos adecuados para la inmunizacién genética. Sin embargo,
también se contempla el disefio y la sintesis de otras secuencias codificadoras de TIC807 para la expresion en
huéspedes mamiferos por retrotraducciéon de la secuencia de aminoacidos de TIC807 (SEQ ID NO: 5). También se
contemplan vectores de expresion mamiferos que comprenden ademas secuencias de péptidos de sefal que
proporcionan secrecion extracelular y/o insercién en transmembrana de secuencias ligadas operativamente que
codifican proteinas TIC807.

XV. Kits de Deteccion y Exploracion de Proteina TIC807

La presente invencién contempla procedimientos y kits para seleccionar muestras que se sospecha que contienen
proteinas TIC807 o polipéptidos relacionados con proteina TIC807, o células que producen tales polipéptidos. En las
realizaciones particulares contempladas en el presente documento, los procedimientos y kits detectan la proteina
TIC807. Un kit puede contener uno o mas anticuerpos de la presente invencién, y también pueden contener
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reactivo(s) para detectar una interaccion entre una muestra y un anticuerpo de la presente invenciéon. El o los
reactivos proporcionados pueden ser radioetiquetados, etiquetados espectrofotométricamente, etiquetados
fluorescentemente o etiquetados enzimaticamente. Los reactivos proporcionados pueden incluir un sustrato que se
convierte en un producto que puede detectarse por espectrofotometria, luminometria o fluorescencia. El kit puede
contener un agente radioetiquetado o etiquetado con hapteno conocido capaz de unién o interaccién con un
anticuerpo de la presente invencion.

El o los reactivos del kit pueden ser provistos como una solucién liquida, unidos a un soporte sélido o como un polvo
seco. Preferentemente, cuando el o los reactivos son proporcionados en una solucion liquida, la solucion liquida es
una solucién acuosa. Preferentemente, cuando el o los reactivos proporcionados estan unidos a un soporte soélido, el
soporte sélido puede ser un medio cromatografico, una placa de ensayo que tiene una pluralidad de pocillos 0 un
portaobjeto de microscopio. Cuando el o los reactivos proporcionados son un polvo seco, el polvo puede ser
reconstituido mediante la adicién de un solvente adecuado, que puede ser provisto.

En aun otras realizaciones, la presente invencion se refiere a procedimientos de inmunodeteccion y kits asociados.
Se propone que las proteinas o péptidos TIC807 de la presente invencion puedan emplearse para detectar
anticuerpos que tienen reactividad con los mismos, o, como alternativa, pueden emplearse anticuerpos preparados
de conformidad con la presente invencién, para detectar proteinas TIC807 o péptidos que contienen epitopos
relacionados con la proteina TIC807. En general, estos procedimientos incluiran, en primer lugar, obtener una
muestra sospechosa de contener ese tipo de proteina, péptido o anticuerpo, poner en contacto la muestra con un
anticuerpo o péptido de acuerdo con la presente invencion, segun sea el caso, en condiciones eficaces para permitir
la formacién de un inmunocomplejo, y luego detectar la presencia del inmunocomplejo.

En general, la deteccién de la formacion del inmunocomplejo es bastante conocida en la técnica y puede lograrse a
través de la aplicacion de numerosos enfoques. Por ejemplo, la presente invencion contempla la aplicacion de
ELISA, RIA, inmunotransferencia (por ejemplo, transferencia puntual) y técnicas de inmunofluorescencia indirectas.
Generalmente, la formacion de un inmunocomplejo sera detectada a través del uso de una etiqueta, tal como una
radioetiqueta o una etiqueta enzimatica (tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante). Naturalmente,
pueden encontrarse ventajas adicionales a través del uso de un ligando de unién secundario tal como un anticuerpo
secundario o0 una disposicion de unién a ligandos biotina/avidina, segun lo conocido en la técnica.

Para propositos de ensayo, se propone que practicamente pueda emplearse cualquier muestra sospechosa de
comprender ya sea una proteina o péptido TIC807 o un péptido relacionado con la proteina TIC807 o anticuerpo que
se quiere detectar, segin sea el caso. Se contempla que dichas realizaciones pueden tener aplicacion en la
titulacién de muestras de antigeno o anticuerpo, en la seleccién de hibridomas. En kits que pueden emplearse para
detectar la presencia de proteinas TIC807 o péptidos relacionados y/o anticuerpos en una muestra, las muestras
pueden incluir células, sobrenadantes celulares, suspensiones celulares, extractos celulares, fracciones enzimaticas,
extractos proteicos u otras composiciones libres de células sospechosas de contener proteinas o péptidos TIC807.
En términos generales, los kits pueden incluir una proteina TIC807 adecuada, péptido o un anticuerpo dirigido contra
ese tipo de proteina o péptido, junto con un reactivo de inmunodeteccién para detectar complejos de
anticuerpo/antigeno, instrucciones para el uso de estos materiales, y un medio para contener el anticuerpo o
antigeno y reactivo. El reactivo de inmunodeteccion tipicamente comprendera una etiqueta asociada con el
anticuerpo o antigeno, o asociada con un ligando de unién secundario. Los ejemplos de ligandos podrian incluir un
anticuerpo secundario dirigido contra el primer anticuerpo o antigeno o un ligando de biotina o avidina (o
estreptavidina) que tiene una etiqueta asociada. Naturalmente, segun lo sefialado anteriormente, se conocen en la
técnica una cantidad de etiquetas ejemplares y todas esas etiquetas pueden emplearse en conexion con la presente
invencion.

El envase generalmente incluira un frasco en el cual puede colocarse el anticuerpo, el antigeno o el reactivo de
deteccion, y preferentemente adecuadamente distribuido en alicuotas. Los kits también tipicamente incluiran un
medio para contener los envases de anticuerpo, antigeno y reactivo en cercano confinamiento para la venta
comercial. Dichos envases pueden incluir envases para inyeccion o de plastico moldeado por soplado en los cuales
se retienen los frascos deseados.

En vista de lo que antecede, se puede ver que se logran y se obtienen diversas ventajas de la invencion.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos son meramente representativos de la invencién. Sin embargo, los ejemplos que quedan
dentro del alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Ejemplo 1: Identificacion de la cepa EG2934 de  Bacillus thuringiensis
Este ejemplo describe la cepa EG2934 de Bacillus thuringiensis y proteinas cristalinas derivadas de esta cepa.

Las cepas de Bacillus thuringiensis son muy conocidas por su capacidad de producir cristales paraesporales que
contienen proteinas con diversas actividades insecticidas contra especies de insectos Lepidopteros, Coledpteros y
Dipteros. Estos cristales paraesporales exhiben una diversidad de formas geométricas cuando se observan por

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 644 945 T3

microscopio de contraste de fases y se han descrito como irregulares, cuboidales, con forma de varilla y
romboidales, bipiramidales. Las cepas de B. thuringiensis que exhiben actividad téxica para Lepiddpteros parecen
ser mas comunes que las cepas de B. thuringiensis que exhiben toxicidad para otras especies de insectos. Los
cristales paraesporales que exhiben una forma bipiramidal estan frecuentemente asociados con aislados de B.
thuringiensis téxicos para Lepidépteros. Esta relacion funcion-estructura cristalina bipiramidal con actividad en
Lepiddpteros proporciona una ventaja cuando se seleccionan cepas de B. thuringiensis sin caracterizar, permitiendo
una rapida seleccion de cepas que puede exhibir actividad insecticida dirigida a insectos que no son de una especie
Lepiddptera. La cepa EG2934 se seleccion6 sobre esta base ya que parecia, cuando se observé por microscopio de
contraste de fases, que contenia cristales bien definidos que carecen de una estructura bipiramidal. A fin de
establecer qué proteinas cristalinas producidas por esta cepa poseian actividad insecticida, los genes que codifican
estas proteinas se clonaron y expresaron en una cepa huésped de B. thuringiensis acristalifera y libre de toxinas
bien caracterizada. Se identificaron cuatro proteinas cristalinas, que oscilaban en tamafio desde aproximadamente
35 kilodaltons (kDa) hasta aproximadamente 120 kDa en preparaciones cristalinas producidas por la cepa EG2934
de B. thuringiensis. Como un exploracion de rutina, estas proteinas fueron sometidas a ensayo contra plagas de
insectos de plantas conocidas para determinar la toxicidad. Se descubrié que una proteina de la cepa EG2934 de B.
thuringiensis, designada TIC807, era téxica a los insectos perforadores-chupadores, Lygus hesperus y Lygus
lineolaris.

Ejemplo 2: Caracterizacion de proteinas cristalinas producidas por la cepa EG2934 de B. thuringiensis

Este ejemplo ilustra la caracterizacion de proteinas cristalinas aisladas de la cepa EG2934 de B. thuringiensis y la
subsiguiente caracterizacion inicial de la proteina toxina activa Lygus, TIC807.

La cepa EG2934 de B. thuringiensis fue cultivada a 25 hasta 28 grados Celsius en medio de esporulacion C2
(Donovan y col., Mol. Gen. Gent. 214: 365-372, 1988) durante 3 a 4 dias o hasta la esporulacion y lisado completos.
Las esporas y los cristales se recolectaron por centrifugacion y se resuspendieron en tamp6n de lavado (Tris-HCI 10
mM, EDTA 0,1 mM, 0,005 por ciento de Triton X-100, pH 6,8) y se recolectaron nuevamente por centrifugacion. Los
sedimentos de esporas-cristales se resuspendieron en tampén de lavado a un décimo del volumen de cultivo
original. Las proteinas cristalinas en los concentrados 10X se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS (SDS-PAGE). Las concentraciones proteicas se determinaron por densitometria utilizando albdmina sérica
bovina (BSA) como un patrén.

La cepa EG2934 de B. thuringiensis produce proteinas cristalinas de aproximadamente 120, 110, 65 y 35 kilodaltons
(kDA) tras la esporulacion. Las proteinas de EG2934 se resolvieron por SDS-PAGE. Después de la electroforesis,
las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad, Hercules, CA) siguiendo procedimientos de
transferencia de western convencionales. Después de la transferencia, las proteinas unidas a cada membrana se
sometieron a secuenciado de N-terminal, utilizando procedimientos convencionales de degradacion Edman
automaticos. La secuencia de aminoacidos N-terminal de TIC807 se presenta como SEQ ID NO: 1. Las
investigaciones en las bases de datos publicas disponibles no pudieron identificar una coincidencia significativa con
esta secuencia, lo que sugiere que la proteina TIC807 puede ser novedosa. Dos cebadores oligonucleotidicos
degenerados, designados djc-prl2 (SEQ ID NO: 2) y djc-pri13 (SEQ ID NO: 3) fueron disefiados basandose en la
secuencia de aminoacidos, SEQ ID NO: 1 para servir como sondas de hibridacién para el aislamiento de genes de B.
thuringiensis que codifican la proteina TIC807 y homdlogos de TIC807.

Ejemplo 3: Aislamiento y caracterizacion de TIC807 a islada de la cepa EG2934 de B. thuringiensis

Este ejemplo ilustra la exploracion para clones de fagos que contienen ADN que codifica la proteina TIC807.
También se describen la clonacién y secuenciado del ADN que codifica la proteina TIC807. El procedimiento
descrito mas adelante también puede aplicarse para recuperar secuencias de ADN que codifican homdlogos de
TIC807 y genes relacionados en bibliotecas de plasmidos, césmidos o fagos derivadas de otras cepas de B.
thuringiensis.

Los cebadores oligonucleotidicos descritos en el ejemplo 2, djc-prl2 y djc-prl3 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3,
respectivamente), se utilizaron como sondas de hibridacion para sondear una biblioteca construida utilizando ADN
seleccionado por tamafio aislado de la cepa EG2934 de B. thuringiensis. En los oligonucleétidos degenerados de
SEQ ID NO: 2 (AAYGCDATHA AYTAYTGGGG DCCDAARAAY) y SEQ ID NO: 3 (TGGGGDCCDA ARAAYAAYAA
YGARATWCAR), los restos Y representan una mezcla de restos C o T, los restos D representan una mezcla de
restos A, G, o T, los restos H representan una mezcla de restos A, C, o T, los restos R representan una mezcla de
restos A o G, y los restos W representan una mezcla de restos A o T. El ADN total de la cepa EG2934 de B.
thuringiensis se preparé utilizando un protocolo que emplea un paso de extraccién de CTAB (Current Protocols in
Molecular Biology (1997) John Wiley and Sons, Inc.). Este ADN no se pudo cortar con la enzima de restriccion
Sau3Al, un cortador de 4 bases tipicamente utilizado para preparar bibliotecas genémicas. Sorprendentemente, un
isoesquizémero (“isoschizimer”) de Sau3Al que es sensible a la metilacién de ADN, Mbol, digirié el ADN genémico
eficazmente. EI ADN digerido se fraccioné por tamafio en un gel TBE 1X de agarosa al 1 %. Los fragmentos Mbol de
7-12 kb se extrajeron de cortes de gel utilizando protocolos convencionales y se ligaron en un vector A-Zap Express
digerido con BamHI y se empaquetaron en particulas de fagos utilizando un kit GigaPack Il Gold (Stratagene, La
Jolla, CA). Después de la amplificacion de fagos, las transfecciones se colocaron en placas y se realizaron
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elevaciones de placas con membranas de nylon Duralon UV (Stratagene, La Jolla, CA). Las membranas se
incubaron a 50 grados Celsius en un tampon de prehibridacién/ hibridacion convencional que contenia SSC 5X, N-
lauroil sarcosina 0,1 %, SDS 0,02 %, Reactivo de Bloqueo 1 % (Roche, Indianapolis, IN, Cat. N.° 1585762), 0,1
mg/ml de poly-A, y 4 ug/ml de poli-dA durante varias horas. Los oligonucle6tidos se etiquetaron en el extremo 3’ con
digoxigenina (DIG) utilizando transferasa terminal, DIG-11-dUTP (DIG oligonuceotide tailing kit; Roche, Indianapolis,
IN, Cat. N.° 1 417 231) y los protocolos recomendados por el fabricante. Se agregdé una mezcla 1:1 de los oligos
etiquetados con DIG djc-prl2 y djc-prl3 y las membranas se incubaron durante la noche a 50 grados Celsius. Los
filtros se lavaron dos veces durante 15 minutos a temperatura ambiente en SSC 3X, SDS 0,1 % y dos veces durante
15 minutos a 50 grados Celsius en SSC 1X, SDS 0,1 %. Las placas de hibridacién se visualizaron por
quimiluminiscencia utilizando el set y protocolos de tampén de Lavado y Bloqueo de Roche (Indianapolis, IN)
(Roche, Indianapolis, IN, Cat. N.° 11585762001), fragmentos Fab anti-DIG-fosfatasa alcalina (Roche, Indianapolis,
IN, Cat. N.°© 11093274910) y el sustrato CSPD (3-(4-metoxispiro {1,2-dioxetan-3,2-(5-cloro)triciclo [3.3.1.13,7]decan}-
4-ilfenilfosfato disddico) (Roche, Indianapolis, IN). Los doce clones recombinantes se recogieron de las placas
primarias, se diluyeron y se colocaron en placas y re-sondearon con los oligos etiquetados con DIG. Solamente dos
rondas de plaqueo/sondeo fueron necesarias para obtener clones puros. Los doce clones de fagos en su totalidad se
sometieron a reacciones de escisién proporcionando 12 clones de fagémidos individuales. Estos fueron digeridos
con Sall y Notl para liberar los insertos clonados. Las digestiones se resolvieron en un gel TBE 1X de 1 % de
agarosa y se transfirieron a una membrana Nytran® para el analisis de Southern. Los tamafios de los insertos eran
mucho mas pequefios de lo esperado, oscilando en tamafio entre 2-5 kb. Sin embargo, el analisis de Southern
demuestra la presencia de ADN de hibridacién en 9 de 12 clones.

Se llevaron a cabo reacciones de amplificacion térmica utilizando combinaciones de los oligos degenerados, djc-pr12
y djc-prl3 con cebadores especificos para secuencias vectoriales que flanquean los insertos para mapear la
localizacién de la region codificadora de TIC807 en los clones de fagémidos. Basandose en estos resultados, se
determiné que el gen entero estaba presente en cuatro clones de fagémidos diferentes designados plC17039 a
plC17042. El tamafio de los insertos y la identificacion de cepas correspondiente a cada uno de estos clones de
fagémidos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de Escherichia coli que contienen fagémidos de TIC807 y el tamafio de inserto asociado.

Tamafo de Inserto
Estimado
Cepa Fagémido (kilobases)
SIC8087 pIC17039 2,3
SIC8088 pIC17040 3,5
SIC8089 pIC17041 55
SIC8090 plC17042 1,5

El inserto del gen TIC807 en el plasmido plC17042 se secuencio. La region codificadora deducida (presentada como
SEQ ID NO: 4) codifica una proteina de 309 aminoacidos y es presentada como SEQ ID NO: 5. Una busqueda
BlastP (version 2.2.9) de la base de datos de proteinas no redundantes revel6 que el emparejamiento mas cercano
con la secuencia de la proteina TIC807 era con la proteina cristalina de B. thuringiensis Cryl5Aal (SEQ ID NO: 41).
Una alineacion global Needleman-Wunsch de las dos proteinas demostrd una identidad de secuencias del 25,5 %
entre la secuencia de la proteina TIC807 y la secuencia de la proteina de Cryl5Aal. La alineacion de TIC807 (SEQ
ID NO: 5) y Cryl5Aa (SEQ ID NO: 41) se ilustra en la Figura 1. Aunque las proteinas TIC807 y Cryl5Aal no estan
altamente conservadas, las regiones localizadas de las proteinas exhiben una conservaciéon de secuencia completa
en tramos cortos de secuencias de aminoacidos contiguos de hasta siete restos de longitud.

El vector pIC17040 que alberga la cepa de Escherichia coli SIC8088 se deposité el 16 de marzo de 2007 en la
Coleccion de Cultivos de Investigacion Agricola, Northern Regional Research Laboratory (NRRL) en Peoria, lllinois y
con N° de Acceso NRRLB-50030.

Ejemplo 4: Expresion de TIC807 en una cepa huésped de  B. thuringiensis libre de toxina

Este ejemplo ilustra la clonacion de la region codificadora de TIC807 en un plasmido para la expresion en una cepa
huésped de B. thuringiensis libre de toxina. Este ejemplo también ilustra un proceso mediante el cual una toxina
proteica tal como TIC807 puede ser producida en pureza para bioensayo contra plagas de insectos.

Los plasmidos de TIC807 pIC17040 y pIlC17041 (Tabla 1) fueron digeridos con las endonucleasas de restriccion Notl
y Xmal y se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en TBE 1X. Los fragmentos de ADN Unicos
resultantes se purificaron siguiendo electroforesis en gel de agarosa utilizando un kit de purificacion de ADN de
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Qiagen (Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Asimismo, el vector lanzadera de E. coli-B.
thuringiensis pEG854 (Baum y col. 1990) se digirié con las endonucleasas de restriccion Notl y Xmal y un fragmento
de ADN de 4,3 kilobases aproximadamente que contenia el origen de replicaciéon de plasmido Bt ori43 y el gen de
cloranfenicol acetiltransferasa (cat) se purificé tras la electroforesis en gel de agarosa. El ligamiento de los
fragmentos de genes TIC807 con el fragmento génico ori43-cat proporcion6 plasmidos capaces de replicacion en B.
thuringiensis. Los productos de ligamiento se utilizaron para transformar la cepa huésped de B. thuringiensis
acristalifera (Cry-) EG10650 para resistencia al cloranfenicol por electroporacion, proporcionando los aislados
recombinantes de B. thuringiensis SIC8091, SIC8092, SIC8093 y SIC8094 que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos que contienen las cepas de B. thuringiensis para la expresion de TIC807

Tamarfo de Inserto Estimado
Cepa Plasmido (kilobases)
SIC8091 plC17043 3,5
SIC8092 plC17044 3,5
SIC8093 plC17045 5,5
SIC8094 pIC17046 5,5

Las cepas recombinantes se cultivaron a 25 hasta 28 grados Celsius en medio C2 durante 3-4 dias o hasta la
esporulacion y lisado completos. Las esporas y los cristales se recogieron por centrifugacién (por ejemplo, 4000 x g
durante 30 minutos), se resuspendieron en tampoén de lavado (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,005
%, pH 6,8), y se recogieron nuevamente por centrifugacion. Los sedimentos de esporas-cristales se resuspendieron
en tampon de lavado a 1/10 el volumen del cultivo original. Las proteinas cristalinas presentes en estos
concentrados C2 10X se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE). Las cuatro cepas
recombinantes produjeron una proteina cristalina de la masa molecular aparente esperada de aproximadamente 35
kDa. Se determinaron las concentraciones proteicas mediante densitometria utilizando albimina sérica bovina (BSA)
€como un patrén.

Ejemplo 5: TIC807 es téxica para Lygus hesperus y Lygus lineolaris

Este ejemplo ilustra el ensayo de alimentacién utilizado para identificar la molécula de proteina TIC807 como téxica
para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus y la chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris.
Las WTPB y TPB son insectos fitéfagos, perforadores-chupadores que atacan numerosas malezas y cultivos. Las
WTPB y TPB dafian cultivos agricolas, incluyendo el algodon, mediante dafio por alimentacion directo. Debido a que
las WTPB y TPB se alimentan perforando-chupando, el ensayo utilizado para ensayar toxinas de proteinas para esta
clase de insectos debe permitir el comportamiento alimenticio natural de los insectos. El ensayo de alimentacion
empleado se bas6 en un formato de 96 pocillos y un sistema de bolsitas segun lo descrito por Habibi y col., (Archives
of Insect Biochem. and Phys. 50: 62-74 (2002)). La dieta artificial fue suministrada por Bio-Serv ® (Bio-Serv ® Diet
F9644B, Frenchtown, NJ), cuyos componentes son presentados en la Tabla 4.

Tabla 4. La dieta artificial de WTPB Bio-Serv® F9644B.

Ingredientes de la Dieta Gramos/Litr o
Germen de Trigo, Estabilizado 44,60
Colesterol 0,50

ARN 5,00

Mezcla de Vitaminas, Vanderzant 8,90

Acido para-aminobenzoico 0,18

Niacina 0,18

Acetato de Vitamina E 0,10
Aureomicina 0,10

Sulfato de Estreptomicina 0,135

34



10

15

20

25

30

ES 2 644 945 T3

(continuacién)

Ingredientes de la Dieta Gramos/Litro
Carragenina (musgo de Irlanda) 3,00

Judias de Lima, molidas 45,00
Hidrolizado de Caseina 17,90
Mezcla de Sales, Hesperus 2,90
Sacarosa 27,10
Lecitina, Liquida, Soja 0,50

Aceite de Cartamo 0,20

Huevos de Gallina (4) No agregado

Quinientos dieciocho mililitros de agua en ebullicion, esterilizada por autoclave, se combinaron con 156,3 gramos de
la dieta Bio-Serv ® F9644B en una mezcladora de superficie esterilizada. Se rompieron cuatro huevos de gallina de
superficie esterilizada y el contenido se agregé a la mezcladora que contenia la mezcla de la dieta. La mezcla se
mezcld hasta que obtuvo un aspecto uniforme y se ajusté a un litro de volumen y se dej6 enfriar. Se prepararon
muestras de toxina mezclando la preparacion de proteina de toxina TIC807 en la concentracién deseada con un
volumen equivalente de la dieta mezclada.

Se colocé una lamina de Parafilm® (Pechiney Plastic Packing, Chicago, IL) sobre un colector de vacio con formato
de 96 pocillos (Analytical Research Systems, Gainesville, FL) con un vacio de aproximadamente -20 milimetros de
mercurio, el cual es suficiente para causar la extrusion del Parafim® en los pocillos. Se agregaron cuarenta
microlitros de muestra de ensayo a los pocillos con Parafilm®. Luego se colocé una lamina de pelicula Mylar (Clear
Lam Packaging, Inc., EIk Grove Village, IL) sobre el Parafilm® y se sellé suavemente con una espatula calentadora
(Bienfang Sealector Il, Hunt Corporation, Filadelfia, PA). Luego, las bolsitas de Parafilm® se colocaron sobre una
placa de 96 pocillos con fondo plano que contenia los huevos de Lygus suspendidos en agarosa. Tras la eclosién,
las ninfas de Lygus se alimentaran perforando la bolsita que esta presentada por encima de los mismos. Sin desear
estar limitados por teoria alguna, se cree que la digestion extraoral en la bolsita puede conducir a la protedlisis y a la
degradacién con anterioridad a la ingestion por el insecto. Para asegurar que la proteina intacta estuviese siendo
presentada al insecto en su dieta, las bolsitas de la dieta fueron reemplazadas cada dos dias. Esta mejora en teoria
permite una mas larga presentacién de las proteinas de toxinas intactas en la dieta del insecto durante el transcurso
del ensayo de alimentacion. Ademas, pueden ensayarse concentraciones mas bajas de proteina de toxina potencial
puesto que no se requerirdn cantidades mas grandes de proteina para compensar efectos digestivos extraorales
potenciales. Las bolsitas de la dieta de los insectos se reemplazaron en los dias dos y cuatro. Se determinaron las
puntuaciones de la atrofia y la mortalidad en el dia 5 y se compararon con el control no tratado (UTC).

Las Tablas 5 a 8 ilustran la toxicidad de TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus y la
chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris. La dieta fue menos que 6ptima para la TPB, reduciendo el indice de
crecimiento de las ninfas en la muestra del UTC (control sin tratar) con relacién al UTC para WTPB. Sin embargo, se
demostré una mortalidad y atrofia significativos contra TPB.

Tabla 5. Resultados de atrofia por TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus

Atrofia
Tratamiento | concentracion (mg/ml) | N Media Desviacion Tipica | P>[t|
uTC 0,00 12 0,00 0,00
TIC807 1,00 5 1,60 0,55 <0,0001

Tabla 6. Resultados de porcentaje de mortalidad por TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus

hesperus
% Medio
de
Tratamiento | concentracién (mg/ml) | N mortalidad | Desviacion Tipica | P>|t|
uTC 0,00 12 0,00 0,00
TIC807 1,00 5 56,79 15,89 <0,0001
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Tabla 7. Resultados de atrofia por TIC807 para la chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris

Atrofia
Tratamiento | concentracion (mg/ml) | N Media Desviacion Tipica | P>[t|
uTC 0,00 6 0,00 0,00
TIC807 1,00 5 1,20 0,20 <0,05

Tabla 8. Resultados de porcentaje de mortalidad por TIC807 para la chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris

% Medio

de
Tratamiento | concentracion (mg/ml) | N mortalidad | Desviacion Tipica | P>|t|
uTC 0,00 6 0,00 0,00
TIC807 1,00 5 45,33 7,65 <0,05

Ejemplo 6: Sintesis de un gen que codifica una protei na TIC807 que esta disefiada para la expresion en
plantas

Se disefia y se sintetiza una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina TIC807. Esta regién codificadora no
nativa disefiada para la expresion en plantas esta provista aqui como SEQ ID NO: 6. La secuencia codificadora esta
caracterizada por un contenido A+T inferior que la regidn codificadora de TIC807 nativa que fue derivada de Bacillus
thuringiensis, eliminando regiones del gen TIC807 nativo que son ricas en A+T y reemplazando aquellas con
secuencias que tienen menos cantidad de restos A+T.

Ejemplo 7: Casetes de expresion para la expresion de una proteina TIC807 en células de plantas
transgénicas o plantas transgénicas

Se construy6 una diversidad de casetes de expresién en plantas con la region codificadora de TIC807 no nativa
(SEQ ID NO: 6). Dichos casetes de expresion son (tiles para la expresion transitoria en protoplastos de plantas o
callos de plantas.

Un primer casete de expresion de planta de TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado
operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no nativa con una
fusién en C-terminal en fase a una etiqueta de epitopo de proteina myc (SEQ ID NO: 19). Esta regién codificadora
esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacién de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La secuencia de este
casete de expresion 5-e35S-TIC807-myc-NOS-3’ etiquetado y no direccionado es provisto como (SEQ ID NO: 20) y
se clon6 en pMON59221. El casete de expresion entero 5-e35S-TIC807-myc-NOS-3’ estd contenido en un
fragmento de restriccion Notl en el vector lanzadera pMON59221.

Un segundo casete de expresion en plantas de TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado
operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora del péptido del cloroplasto de
Arabidopsis shkG N-terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de TIC807 no nativa
con una fusién en C-terminal en fase a una etiqueta del epitopo de proteina myc (SEQ ID NO: 21). Esta region
codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacién de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La
secuencia de este casete de expresion e35S-CTP2-TIC807-myc—NOS etiquetado y direccionado es provisto como
(SEQ ID NO: 22) y se cloné en pMON59223. El casete de expresion 5-e35S-CTP2-TIC807-myc—NOS-3’ entero esta
contenido en un fragmento de restriccion Notl en el vector lanzadera pMON59223.

Un tercer casete de expresion en plantas TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado
operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no nativa (SEQ ID
NO: 6). Esta region codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacion de nopalina sintasa (NOS)
3’ terminal. La secuencia de este casete de expresion de TIC807 no direccionado es provista como (SEQ ID NO:40)
y se cloné en pMON59224. El casete de expresion 5-e35S-TIC807-NOS-3’ entero esta contenido en un fragmento
de restriccion Notl en el vector lanzadera pMON59224.

Un cuarto casete de expresion en plantas de TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado
operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora de péptido del cloroplasto de
Arabidopsis shkG N terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de TIC807 no nativa
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(SEQ ID NO: 7). La secuencia peptidica de la proteina de fusion CTP2-TIC807 codificada por esta construccion se
proporciona como SEQ ID NO: 8. Esta regién codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacién
de nopalina sintasa (NOS) 3' terminal. La secuencia de este casete de expresion 5-e35S-CTP2-TIC807-NOS-3’
direccionado es provista como (SEQ ID NO: 23) y se clon6 en pMON59222. El casete de expresion 5-e35S-CTP2-
TIC807-NOS-3' entero esta contenido en un fragmento de restriccion Notl en el vector lanzadera pMON59222.

Un quinto casete de expresioén direccionado al plastidio comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado
operativamente a una secuencia guia no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max la cual esta
ligada operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora de péptido del
cloroplasto de Arabidopsis shkG N terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de
TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia peptidica de la proteina de fusién CTP2-TIC807 codificada por esta
construccion se proporciona como SEQ ID NO: 8. Esta region codificadora esté ligada operativamente a un sitio de
poliadenilacién de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La secuencia de este casete de expresion 5-e35S-Hsp17.9-
CTP2-TIC807-NOS-3' direccionado es provista como (SEQ ID NO: 42).

Un sexto casete de expresion comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado operativamente a una
secuencia guia no traducida en 5’ derivada del gen Hspl17.9 de Glycine max el cual esta ligado operativamente a
una regién codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La
secuencia peptidica de la proteina TIC807 codificada por esta construccién se proporciona como SEQ ID NO: 5.
Esta region codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacion de nopalina sintasa (NOS) 3’
terminal. La secuencia de este casete de expresion 5-e35S-Hspl17.9-TIC807-NOS-3’ se proporciona como (SEQ ID
NO: 43).

Ejemplo 8: Construccién de vectores de transformacio n mediados por Agrobacterium que contienen casetes
de expresion de TIC807 y transferencia con  Agrobacterium

Para construir vectores de transformacion mediados por Agrobacterium, se clonan casetes de expresion de TIC807
en vectores adecuados entre las secuencias limite de Agrobacterium de modo que serian transferidos al genoma de
una célula de planta huésped por huéspedes Agrobacterium que contienen los vectores construidos junto con un gen
marcador seleccionable. Mas especificamente, el fragmento de restriccion que contiene el casete de expresion 5'-
€35S-Hspl7.9-CTP2-TIC807-NOS-3’ entero (SEQ ID NO: 42) se clona en un vector de transformacién de planta con
Agrobacterium. Similarmente, el fragmento de restriccién que contiene el casete de expresion 5-e35S-Hspl7.9-
TIC807-NOS-3' entero (SEQ ID NO: 43) es clonado en un vector de transformacion vegetal con Agrobacterium. Los
vectores que contienen los casetes de expresion de TIC807 (es decir, casete no direccionado de SEQ ID NO: 43y
casete direccionado de SEQ ID NO: 42) se introducen en Agrobacterium por electroporacién o por apareamiento tri-
parental.

Ejemplo 9. Transformacién de algodén con vectores de transformacion de Agrobacterium de TIC807

El algodon puede ser transformado con los vectores de transformacion con Agrobacterium de TIC807 pMON105863
y pPMON105864 o sus equivalentes utilizando un procedimiento sustancialmente similar al procedimiento descrito en
la Patente de los Estados Unidos N.° 5.159.135.

Para iniciar el proceso de transformacion y regeneracion para plantas de algodén, es necesario esterilizar
superficialmente, en primer lugar, semillas de algodén para prevenir la contaminacion inadvertida del cultivo
resultante. Luego, las semillas se dejan germinar en un medio de germinacion apropiado que contiene un fungicida.

Cuatro a seis dias después de la germinacion, la porcion de hipocétilo de la planta inmadura se retira y se secciona
en segmentos pequefios que promedian aproximadamente 0,5 centimetros por trozo. Los explantes de hipocotilos
se dejan estabilizar y permanecen viables en un liquido o medio de cultivo tisular de planta de agar.

Una vez que los segmentos de hipocétilo se han estabilizado, pueden rapidamente ser inoculados con un cultivo en
suspension de Agrobacterium no oncogénico competente para transformacion. Pueden utilizarse cepas de
Agrobacterium tales como LBA4404. El proceso de inoculacion se deja proceder durante tres a cinco dias a
temperatura ambiente, es decir 24 °C.

Al final del periodo de tiempo de inoculacién, es necesario, en primer lugar, enjuagar el exceso de Agrobacterium.
Luego, los tejidos tratados remanentes pueden ser transferidos a un segundo medio de agar, el cual también
contiene uno o mas antibidticos téxicos para Agrobacterium, pero no para los tejidos del hipocétilo, a una
concentracion suficiente para matar cualquier Agrobacterium remanente en el cultivo. Los antibidticos adecuados
para utilizar en ese tipo de medio incluyen carbenicilina y cefotaxima. Luego los tejidos se dejan durante un periodo
de una a diez dias para que se recuperen del proceso de transformacion y luego contindan en cultivo.

Los tejidos son luego cultivados en un medio de cultivo tisular el cual, ademas de sus componentes normales,
contiene un agente de seleccion, siendo el agente de seleccion toxico para células de algodén no transformadas
aunque no para células de algodon transformadas las cuales tienen incorporada resistencia genética al agente de
seleccién y expresan esa resistencia. Un medio de cultivo tisular adecuado es el medio MS al cual se le agregan las
fitohormonas &cido 2,4-diclorofenoxi-acético (2-4,D), 6-furfurilaminopurina y un agente gelificante. Los agentes de
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seleccién adecuados incluyen tanto antibiéticos como herbicidas. Los rasgos antibiéticos adecuados los cuales
pueden servir como marcadores seleccionables dominantes incluyen el gen de aminoglucésido fosfotransferasa-3'-I
(APH-(3)-Il), también denominado como el gen de neomicina fosfotransferasa Il (NPTII), los cuales codifican
resistencia al antibiético kanamicina, y el gen APH-(3")-1V el cual codifica resistencia a Higromicina B. La kanamicina,
G418y la Higromicina B son aminoglucésidos que detendran el crecimiento de células de algodén no transformadas,
aunque estos antibiéticos son fosforilados por la enzima apropiada si es expresada en las células transformadas.
Otro agente de seleccidon adecuado es el herbicida glifosato el cual puede utilizarse para seleccionar células de
algodon transformadas que contienen genes EPSPS resistentes al glifosato. Cuando se utilizan pMON105863 y
pMON105864, las células de plantas transformadas son seleccionadas para resistencia a kanamicina o a otro
antibiético que esté cercanamente relacionado con kanamicina y son inactivadas por el gen de neomicina
fosfotransferasa Il (NPTII) codificado por estos vectores. Los medios dosificados con antibiético o herbicida permiten
solamente que las células transformadas continGen creciendo y desarrollandose. Por lo tanto, las células
transformadas, o callos, se dejan crecer en el medio selectivo. Los tejidos transformados supervivientes son
transferidos a un medio secundario para inducir la embriogénesis somatica. El tejido transformado superviviente
continuara por lo tanto formandose en embriones somaticos, los cuales luego pueden regenerarse a través de la
técnica de regeneracion de la presente invencion o a través de cualquier otro protocolo de regeneracion de plantas
alternativo el cual utiliza embriones somaticos de algodén como su punto de partida.

El proceso de seleccién deberia continuar durante un tiempo prolongado, es decir, 3-4 meses, debido al lento
crecimiento de los tejidos transformados uniformemente en el medio antibidtico. Los subcultivos se preparan cada 4-
6 semanas para reponer nutrientes y antibiéticos. A medida que las células transformadas se seleccionan y se
amplifican, las lineas celulares individualmente derivadas son identificables y pueden ser retiradas y amplificadas por
separado.

La técnica de regeneracion comienza con los tejidos que son resultado del proceso de transformacion. Estos tejidos
son callos potencialmente transformados los cuales pueden generar embriones somaticos cuando se cultivan en
medios de induccion de embriones apropiados.

La técnica de regeneracion utilizada por los solicitantes de la presente invenciéon comienza, por lo tanto, con los
tejidos que son el resultado del proceso de transformacion. Los callos de tejido de algodén, generados de los
segmentos de hipocoétilos de las plantas de algoddn, y transformados potencialmente, se colocan en medio de
induccion de embriones somaticos directamente. En este punto, el agente de seleccién antibidtico deberia retirarse
del medio de cultivo, aunque de otro modo el medio puede permanecer constante. Estos callos, cultivados en el
medio de induccién de embriones somaticos, formaran pequefias estructuras embrioidales, las cuales han sido
denominadas embriones somaticos. Puede tardarse tanto como dos a tres meses para que los embriones somaticos
emerjan y maduren. Aproximadamente 5 hasta tantos como 20 embriones somaticos emergeran de un solo callo en
una formulacion de agar de un medio de induccion de embriones somaticos. Muchos de los embriones somaticos asi
producidos seran regenerables en plantas enteras de acuerdo con la técnica descrita en esta invencion.

Cuando los embriones somaticos en desarrollo son suficientemente grandes, es decir, hasta un tamafio de 4 mm o
mas de longitud, y parecian tener un buen desarrollo embrionario, es decir, generalmente con un cotiledén y una
radicula, pueden transferirse a tubos de ensayo grandes y colocarse en vermiculita fina. La vermiculita es saturada
con medio Stewart y Hsu (SH) (Planta 137:113 (1977)) mas las fitohormonas acido indolacético, 6-furfurilaminpurina
y &cido gibberélico. Se desarrollan eventualmente pequefias plantulas, que tienen dos a tres hojas.

Una vez que se establece el crecimiento de las plantulas, es decir, la etapa de 2-3 hojas, las plantas pueden
transferirse a macetas de plantas con tierra de vermiculita. También pueden regarse y fertilizarse segun lo necesario.
También pueden tener que ser introducidas gradualmente al entorno exterior, antes de la exposicion al invernadero.
Las plantulas pueden ser colocadas otra vez en macetas cuando tienen 4-6 hojas después de lo cual contindan
creciendo hasta madurar. Las muestras de las plantulas pueden analizarse para determinar la expresion de TIC807
para identificar plantas transgénicas con actividad inhibidora de insectos.

Ejemplo 11: Ensayo in-planta de TIC807 en tejido de callo

Este ejemplo ilustra la expresién en planta de TIC807 para el bioensayo contra Lygus y otras plagas de insectos que
perforan y/o chupan los fluidos de las células y tejidos de plantas.

Células de algoddn son transformadas con construcciones que contienen los genes de interés que codifican la
proteina TIC807. En este caso, secuencias de acidos nucleicos ricas en A+T no nativas que codifican una proteina
TIC807 son expresadas en células de algodon utilizando los casetes de expresion de TIC807 en los vectores de
transformacion de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresion proporcionan ya sea
direccionamiento de TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con el casete de expresion 5-e35S-Hspl17.9-CTP2-
TIC807-NOS-3' 0 5-e35S-CTP2-TIC807-NOS-3’) 0 expresion no direccionada (citoplasmica) de TIC807 (es decir,
con los casetes de expresion 5-e35S-Hspl7.9-TIC807-NOS-3' o 5-e35S-TIC807-NOS-3'). Los vectores de
transformacion proporcionan un marcador seleccionable, en este caso para la seleccion de resistencia a kanamicina
en tejido de planta transformado. Puede utilizarse ya sea el vector pMON105863 u otros vectores de expresion de
plantas de TIC807 equivalentes que contienen casetes de expresion de plantas de TIC807 y un marcador
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seleccionable. El tejido calloso se deja desarrollar en cultivo de tejido después de la transformacion y seleccién en
una placa de Petri. Luego, las ninfas de Lygus se colocan en una placa de Petri o pocillo de placa de microtitulo que
contenia callo que se transforma con un casete de expresion de planta de TIC807. Las ninfas de Lygus también se
colocan en una placa de Petri o pocillo de placa de microtitulo que contiene callo control que no esta transformado
con un casete de expresion de planta de TIC807. La tapa cerrada de la placa de Petri o del pocillo de la placa de
microtitulo previene el escape de las ninfas de Lygus. Cualquier material que prevenga el escape de Lygus pero que
permita el intercambio de gases en la placa de Petri, por ejemplo, Parafilm® puede utilizarse para cerrar la tapa de la
placa de Petri o el pocillo de la placa de microtitulo. Un porcentaje de las ninfas de Lygus encontraran el tejido de
callo y se alimentaran. Luego, se calculan las puntuaciones de mortalidad y atrofia teniendo en cuenta la muerte de
fondo que ocurrira de aquellos insectos que no pueden alimentarse del tejido del callo para obtener una puntuacion
ajustada. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus a las que se presenta el tejido transformado de
TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus a las que se presenta tejido control.
Las puntuaciones de la mortalidad y/o atrofia para las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido
transformado con TIC807 son significativamente aumentados con relacion a los resultados para las ninfas de Lygus
a las que se les presenta el tejido control.

Ejemplo 12: Ensayos en planta de TIC807 en tejido de  hojas

Células de alfalfa, algodon, canola, soja o lechuga son transformadas utilizando los casetes de expresion de TIC807
en los vectores de transformacion de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresion
proporcionan direccionamiento de TIC807 al cloroplasto (es decir, con los casetes de expresion 5-e35S-CTP2-
TIC807-myc-NOS-3’ 0 5-e35S-CTP2-TIC807-NOS-3’) 0 con la expresion no direccionada (citoplasmica) de TIC807
(es decir, con los casetes de expresion 5-e35S-TIC807-myc —NOS-3' 0 5'-e35S-TIC807-NOS-3’). Los vectores de
transformacion proporcionan un marcador seleccionable, en este caso para la seleccion de resistencia a kanamicina
en tejido de planta transformado. Las células transformadas son seleccionadas para resistencia a kanamicina y son
regeneradas en plantas transgénicas. Luego, se permite a plagas de insectos tales como ninfas de Lygus
alimentarse cuando la planta ha alcanzado un nivel suficiente de madurez, tal como cuando las hojas han crecido
hasta un tamafio que permite el uso de una barrera fisica para prevenir el escape del Lygus. La barrera para
prevenir el escape de las ninfas de Lygus puede ser cualquier dispositivo hecho en casa o disponible en el mercado
que permite el contacto de las ninfas del Lygus con el tejido de la hoja y permite que el insecto sondee y se alimente
del tejido vascular de la hoja. Las jaulas de Clips similares a aquellas descritas por Mowry (1993) (J. Agric.
Entomol.10:181-184) serian suficientes para contener las ninfas de Lygus para la alimentacién. Por lo tanto, se
presenta a las ninfas de Lygus tejido de hoja de plantas transgénicas que expresan la proteina TIC807 o con tejido
de hoja control que no expresa proteina TIC807. El tejido de hoja control es idealmente proporcionado por una
planta transgénica que se selecciond y regeneré en paralelo aunque no contiene un transgén que codifica TIC. Sin
embargo, el tejido de hoja de otras plantas de origen y edad similares también puede utilizarse siempre y cuando el
tejido no contenga cantidades significativas de proteina TIC807. Luego, las puntuaciones de mortalidad y atrofia son
determinados con respecto a la muerte de fondo que se producird de aquellos insectos que no se pueden alimentar
del tejido de la hoja para obtener una puntuacién ajustada. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus a
las que se les presenta el tejido de hoja transformado con TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para
las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja control. Los resultados de mortalidad y/o atrofia para
las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja transformado con TIC807 son aumentados
significativamente con relacién a las puntuaciones para las ninfas de Lygus a las que se les brinda el tejido de hoja
control.

Ejemplo 13: Control de insectos utilizando TIC807 en combinacién con otros agentes de control de insect 0s

Habiendo obtenido plantas de algoddn transgénicas que expresan proteina TIC807 direccionada o citoplasmica, es
también deseable obtener plantas de algoddn que expresan otras proteinas inhibidoras de insectos en combinacion
con TIC807. Este ejemplo ilustra diversos procedimientos mediante los cuales puede lograrse una mayor resistencia
a una plaga de insectos especifica 0 una resistencia mas amplia a diversas clases de plagas de insectos para
proporcionar mayor proteccion contra insectos para una planta de cultivo. Todas las estrategias descritas a
continuacién también pueden utilizarse para mejorar un programa de manejo de resistencia a un insecto.

I) Combinacién de TIC807 con Moléculas de ARNbci inhibidoras de insectos en Plantas

La supresién génica mediada por ARN bicatenario de la funcion biol6gica dentro de las plagas de insectos objetivos
puede combinarse con genes que codifican una proteina TIC807. Los genes de insectos que llevan a cabo funciones
bioldgicas claves que pueden ser dianas de ARNbci son descritos en N° de Publicacion de Solicitud de Patente de
Estados Unidos US 2006/0021087.

Dichas moléculas de ARNbci pueden ser direccionadas hacia la inhibicién de Lygus, el cual es el mismo insecto
objetivo que es inhibido por TIC807. Mediante la inhibicion simultdnea de Lygus con una molécula de ARNbci y
TIC807, se logra la inhibicién a través de dos modalidades de accion diferentes. Se espera que la inhibicion
mediante diferentes modalidades de accion dé como resultado un manejo mejorado de resistencia a insectos. Para
el control de Lygus, las moléculas de ARNbci son derivadas de cualquiera de SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 39 que
corresponde a genes expresados en Lygus. El uso de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 en el control de insectos se
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desvela en N° de Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos 20060021087. Las moléculas de ARNbci
dirigidas contra una cualquiera de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 son expresadas en plantas de algoddn
transgénicas con vectores de transformacion mediada por Agrobacterium disefiados para la expresion de moléculas
de RNAbci. La expresion de moléculas de ARNbci se logra por recuperacién de plantas transgénicas que
comprenden un promotor activo en aquellas plantas que esta ligado operativamente a fragmentos de las secuencias
de Lygus (es decir, SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39) de por lo menos 19-24 nucleétidos de longitud y los
complementos inversos de esas secuencias.

Dichas moléculas de ARNbci también pueden ser dirigidas a otros insectos perforadores chupadores tales como
afidos, saltamontes o moscas blancas. Para el control de &fidos, las moléculas de ARNbci derivadas de, u
homologas a, las secuencias de Toxoptera citricida o Acyrthosiphon pisum de la Publicacion de Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 2006/0021087 son expresadas en plantas transgénicas con vectores de transformacion
mediada por Agrobacterium disefiados para la expresion de moléculas de RNAbci. Para el control de saltamontes,
moléculas de ARNbci derivadas de, u homélogas a, secuencias de Homalodisca coagulate de la Publicacion de la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 2006/0021087 se expresan en plantas transgénicas con vectores de
transformacion mediada por Agrobacterium disefiados para la expresion de moléculas de RNAbci. Para el control de
las moscas blancas, las moléculas de ARNbci adecuadas pueden ser expresadas en plantas transgénicas con
vectores de transformacion mediada por Agrobacterium disefiados para la expresion de moléculas de RNAbci. La
expresion de moléculas de ARNbci se logra mediante la recuperacion de plantas transgénicas que comprenden un
promotor activo en aquellas plantas que esta ligado operativamente a fragmentos de las secuencias del afido,
saltamontes o mosca blanca respectivas de por lo menos 19-24 nucleétidos de longitud y los complementos inversos
de aquellas secuencias.

Dichas moléculas de ARNbci también pueden ser dirigidas a plagas de coledpteros. En este caso, la expresion de la
molécula de ARNbci en conjunto con TIC807 provee el control de una plaga de coledpteros y una plaga de dipteros
en una planta transgénica. Para el control del picudo del algodonero, Anthonomus grandis Boheman, moléculas de
ARNbci derivadas de una secuencia de ortélogo de V-ATPasa A descrita en la Publicacién de Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 2006/0021087 se expresan en plantas de algodén transgénicas con vectores de
transformacion mediada por Agrobacterium disefiados para la expresion de moléculas de ARNbci. La expresion de
moléculas de ARNbci se logra mediante la recuperacion de plantas de algodén transgénicas que comprenden un
promotor activo en aquellas plantas que esta ligado operativamente a fragmentos de la V-ATPasa A del picudo del
algodonero de por lo menos 19-24 nucleoétidos de longitud y los complementos inversos de aquellas secuencias.

Dichas moléculas de ARNbci también pueden ser dirigidas a plagas Lepidopteras. En este caso, la expresion de la
molécula de ARNbci en conjunto con TIC807 provee un control de tanto una plaga Lepidoptera como de una plaga
Diptera en una planta transgénica. Para un control del gusano cortador, las moléculas de ARNbci derivadas de una
secuencia de gusano cortador expresada en el intestino medio (es decir, secuencias de Helicoverpa armigera de la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 2006/0021087) son expresadas en plantas de algodon transgénicas
con vectores de transformacion mediada por Agrobacterium disefiados para la expresion de moléculas ARNbci. La
expresion de moléculas ARNbci se logra mediante la recuperacion de plantas de algodén transgénicas que
comprenden un promotor activo en aquellas plantas que esta ligado operativamente a fragmentos de la secuencia
del Gusano cortador de por lo menos 19-24 nucleétidos de longitud y los complementos inversos de aquellas
secuencias.

I) Combinacién de TIC807 con Proteinas Inhibidoras de Insectos que no son TIC807 en Plantas

Para el control de insectos chupadores perforadores tales como afidos, saltamontes, Lygus o moscas blancas,
pueden combinarse diversas moléculas de toxinas con la expresién de TIC807 en planta para mayor control. Dichas
moléculas expresadas en planta junto con TIC807 pueden incluir: i) ET29, ET37 o TIC809 y TIC810, TIC812,
TIC127 o TIC128 (PCT US 2006/033867; Patente de los Estados Unidos N.° 6.093.695); ii) AXMI-027, AXMI-036 y/o
AXMI-038 (WO 06/107761); iii) AXMI-018, AXMI-020 y/o AXMI-021 (WO 06/083891); iv) AXMI-010 (WO 05/038032);
v) AXMI-003 (WO 05/021585) vi) AXMI-008 (US 2004/0250311); vii) AXMI-006 (US 2004/0216186) viii) AXMI-007
(US 2004/0210965); ix) AXMI-009 (US 2004/0210964); x) AXMI-014 (US 2004/0197917); xi) AXMI-004 (US
2004/0197916); xii) AXMI-028 y/o AXMI-029 (WO 06/119457) y xiii) AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-
009, AXMI-014 y AXMI-004 (WO 04/074462). Se ha mostrado previamente que la combinacién de las moléculas
proteicas de toxinas TIC809 (presentada como SEQ ID NO: 10) y TIC810 (presentada como SEQ ID NO: 12) es
inhibidora de la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus Knight en bioensayos (PCT US
2006/033867). Las proteinas de fusion de TIC809 y TIC810, TIC127 (presentada como SEQ ID NO: 14) y TIC128
(presentada como SEQ ID NO: 16) también pueden ser activas contra Lygus. El polinucleétido que codifica TIC127
esta compuesto por la molécula de acido nucleico que codifica TIC809 ligada a la molécula de acido nucleico que
codifica TIC810 mediante una secuencia de nucleétidos polienlazadora (presentada como SEQ ID NO: 17) que
codifica el enlazador de aminoacidos presentado como SEQ ID NO: 18. El polinucleétido que codifica TIC128 esta
compuesto por la molécula de acido nucleico que codifica TIC810 ligada a la molécula de acido nucleico que codifica
TIC809 por una secuencia nucleotidica polienlazadora (presentada como SEQ ID NO: 17) que codifica el enlazador
de aminoacidos presentado como SEQ ID NO: 18. La expresién de TIC807 en combinaciéon con TIC127 o TIC128
puede proporcionar un mayor control de Lygus. Las plantas dicotiledéneas tales como algodon pudieron
transformarse con construcciones de expresion de plantas que contenian secuencias de nucleotidos optimizadas
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para dicotiledéneas que codifican TIC807 (presentada como SEQ ID NO:6) junto con TIC809 (presentada como SEQ
ID NO:9) y TIC810 (presentada como SEQ ID NO:11), o TIC127 (presentada como SEQ ID NO:13), o TIC128
(presentada como SEQ ID NO:15) para proporcionar una mayor resistencia a Lygus o especificidad mas amplia a
especies contenidas dentro del género, Lygus. La expresion 6ptima de las moléculas de toxina puede requerir la
expresion direccionada tal como hacia el cloroplasto de las células. Esto puede lograrse mediante la adicién de una
molécula de acido nucleico que codifica un péptido de transito, bien conocida en la técnica para dirigir la proteina
traducida al cloroplasto de la célula, al extremo 5’ de la molécula de acido nucleico que codifica las toxinas.

Las secuencias de ADN que codifican los casetes de expresion de TIC807 pueden combinarse con una 0 ambas
secuencias de ADN que codifican ARN bicatenario inhibidor de insectos y/o moléculas de proteinas inhibidoras de
insectos que no son TIC807. Estas moléculas de ADN pueden combinarse ya sea a través de la transformacion
directa 0 mediante cria, o una combinacién de las mismas, para producir lineas de plantas hibridas o elite que
demuestran mayor resistencia a Lygus.

Se prefiere la combinacion de una proteina o proteinas insecticidas con uno o mas ARN bicatenario, todos
independientemente activos contra una plaga de Hemipteros tal como Lygus, ya que proporciona dos modalidades
de accion diferentes (manejo de resistencia), y da como resultado efectos sinérgicos inesperados que no se
observan con la proteina insecticida por si sola, el ARN bicatenario por si solo, o con las combinaciones de dos
proteinas insecticidas diferentes, ambas activas contra una plaga de Hemipteros, o combinaciones de dos ARNbc
diferentes, ambos activos contra una plaga de Hemipteros. Ademas, el espectro de resistencia de la planta de cultivo
pudo ampliarse para contener resistencia a clases adicionales de plagas de insectos tales como plagas de
Coleopteros, Lepidopteros o Dipteros ademas de una plaga de Hemipteros tal como Lygus utilizando tanto la
expresion de proteinas de toxinas de insectos como moléculas de ARN bicatenario dentro de la planta.

Para un control de plagas Lepiddpteras y plagas Hemipteras en una planta transgénica, pueden obtenerse plantas
gue expresan tanto una proteina TIC807 como una o mas proteinas activas contra plagas Lepidopteras. Los
procedimientos para obtener plantas transgénicas que expresan proteinas activas contra Lepidépteros tales como
proteinas CrylA (Patente de Estados Unidos N° 5880275), CrylB (Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.°
10/525318), CrylC (Patente de Estados Unidos N° 6033874), CrylF, quimeras CrylA/F (Patentes de los Estados
Unidos N.° 7070982, 6962705, y 6713063), y una proteina Cry2Ab (Patente de Estados Unidos N° 7064249) estan
bien caracterizados. Las plantas que expresan tanto una proteina TIC807 como una proteina activa contra
Lepidopteros pueden obtenerse cruzando plantas transgénicas individuales que expresan TIC807 o la o las
proteinas de Lepiddpteros. Como alternativa, los vectores de transformacion de plantas que proporcionan la
expresion de tanto TIC807 o una o mas proteinas activas contra Lepidopteros pueden utilizarse para transformar
plantas.

Ejemplo 14. Toxicidad de preparaciones de esporas cr istalinas purificadas de TIC807 hacia Lygus hesperus.

La toxicidad de TIC807 hacia Lygus hesperus también se analizé utilizando una preparacion de esporas cristalinas
purificadas. Los cristales paraesporales que contenian la proteina TIC807 se purificaron parcialmente mediante
centrifugacién con gradiente de sacarosa. Una preparacion de esporas-cristales concentrada 10X de la proteina
TIC807 se tratdé con Benzonase™ (Novagen; muestra de 10 U/ml) para reducir la viscosidad de la muestra. La
muestra tratada se dej6 asentar durante toda la noche a 4 °C. Se prepararon gradientes de sacarosa en tubos
Ultraclear™ o Polyclear™ adecuados para un rotor SW28: etapas de 10 ml de 79 %, 70 % y 55 % de sacarosa en
Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,005 % (pH 7). Se cargaron aproximadamente 6-7 ml de muestra por
gradiente (tubos llenados hasta 0,635 cm (1/4 de pulgada) desde la parte superior). Los gradientes se realizaron a
18K durante la noche (16-18 horas) en un rotor SW28 a 4°C. Los cristales se sacaron de la interfase de 55-70 % o
de la interfase de 70-79 %. Los cristales se diluyeron al menos 5 veces en tampdn de gradiente y se sedimentaron
mediante centrifugacién (por ejemplo, 8K durante 20 min. a 4 °C). Los sedimentos de cristales se resuspendieron en
tampon y se examinaron bajo un microscopio de contraste de fases para evaluar la contaminacion de esporas. Los
cristales purificados se trataron posteriormente con CAPS 50 mM -NaOH (pH 11) y se incubaron a 37 °C hasta que
la suspension se aclaré. La proteina solubilizada se dializé contra carbonato sédico 25 mM, NaCl 10 mM (pH 8,0),
cargado en una columna Q-Sepharose equilibrada con el mismo tampon, y se eluyd utilizando un gradiente de NaCl
de 10 mM-500 mM lineal. La proteina eluida se dializ6 contra carbonato sédico 25 mM (pH 8,5). Se juzg6 que la
proteina era altamente purificada por andlisis de SDS-PAGE. Se observé que esta preparaciéon de proteina TIC807
causaba mortalidad y atrofia (reduccién de masa) significativos de ninfas de Lygus hesperus en el ensayo de
alimentacién cuando se compard con el control sin tratar y se presentan en las Tablas 9 y 10 que aparecen a
continuacion.

Tabla 9. Puntuacion de atrofia con TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus

concentracion Desviacién
Tratamiento (mg/ml) N | Atrofia Media Tipica P>|t|
uTC 0 810 0
TIC807 0,05 5120 0 <0,0001
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Tabla 10. Puntuaciones del porcentaje de mortalidad por TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB),
Lygus Hesperus

Concentracion % Medio de | Desviacion
Tratamiento (mg/ml) N | mortalidad Tipica P>[t|
uTC 0 8 |0 0
TIC807 0,05 51390 16,7 0,0003

Se obtuvieron resultados similares en ensayos de alimentacién con Lygus lineolaris.

Ejemplo 15. Sintesis de genes adicionales que codific ~ an una proteina TIC807 que estan disefiados para la
expresion en plantas

Se disefiaron y se sintetizaron secuencias de nucle6tidos adicionales que codifican una proteina TIC807. Estas
regiones codificadoras no nativas disefiadas para la expresion en plantas son proporcionadas aqui como SEQ ID
NO: 44 a SEQ ID NO: 53. Las secuencias codificadoras presentadas como SEQ ID NO: 44 a SEQ ID NO: 53 son
caracterizadas por un contenido A+T mas bajo que la regién codificadora de TIC807 nativa que fue derivada de
Bacillus thuringiensis, eliminando regiones del gen TIC807 nativo que son ricas en A+T y reemplazando aquellas con
secuencias que tienen menos cantidad de restos A+T. SEQ ID NO: 44 es la region codificadora de TIC807 nativa
con el codén de inicio de Metionina iniciador cambiado del codén de inicio bacteriano de “TTG” al codén de inicio de
planta, “ATG'.

Ejemplo 16: Casetes de expresion adicionales para la expresion de una Proteina TIC807 en células de
plantas transgénicas o plantas transgénicas

Un séptimo casete de expresion direccionado al plastidio comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta
ligado operativamente a una secuencia guia no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual
esta ligado operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora del péptido del
cloroplasto de Arabidopsis shkG N terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de
TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia peptidica de la proteina de fusion CTP2-TIC807 codificada por esta
construccion se proporciona como SEQ ID NO:8. Esta region codificadora esta ligada operativamente a un sitio de
poliadenilacion de CaMV35S 3’ terminal (T-35S). La secuencia de este casete de expresion 5-e35S-Hspl17.9-CTP2-
TIC807-T-35S-3' direccionado se proporciona como SEQ ID NO: 54.

Un octavo casete de expresion comprende un promotor CaMV35S mejorado que esta ligado operativamente a una
secuencia guia no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual esta ligado operativamente a
una region codificadora que comprende una secuencia que codifica TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia
peptidica de la proteina TIC807 codificada por esta construccion se proporciona como SEQ ID NO: 5. Esta regién
codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacion de CaMV35S 3’ terminal. La secuencia de este
casete de expresion 5-e35S-Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’ se proporciona como SEQ ID NO: 55.

Un noveno casete de expresion direccionado al plastidio comprende un promotor de Badnavirus de la cafia de
azucar (ScBV) (Patente de los Estados Unidos N.° 5.994.123) que esta ligado operativamente a una secuencia guia
no traducida en 5’ derivada del gen Hspl7.9 de Glycine max el cual esta ligado operativamente a una region
codificadora que comprende una secuencia codificadora del péptido del cloroplasto Arabidopsis shkG N-terminal (es
decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia
peptidica de la proteina de fusion CTP2-TIC807 codificada por esta construccion se proporciona como SEQ ID NO:8.
Esta region codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacion de CaMV35S 3’ terminal. La
secuencia de este casete de expresion 5-P-ScBV-Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’ direccionado se proporciona
como SEQ ID NO: 56.

Un décimo casete de expresién comprende un promotor del Badnavirus de la Cafia de Azlcar (ScBV) que esta
ligado operativamente a una secuencia guia no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual
esta ligado operativamente a una region codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no
nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia peptidica de la proteina TIC807 codificada por esta construccion se
proporciona como SEQ ID NO: 5. Esta region codificadora esta ligada operativamente a un sitio de poliadenilacion
de CaMV35S 3 terminal. La secuencia de este casete de expresion 5-P-ScBV-Hspl7.9-TIC807-T-35S-3' se
proporciona como SEQ ID NO: 57.

Ejemplo 17. Construccion de vectores de transformaci 6n mediada por Agrobacterium adicionales que
contienen Casetes de Expresion de TIC807 y transfere  ncia a Agrobacterium

Para construir vectores de transformacion mediada por Agrobacterium, los casetes de expresion de TIC807 son
clonados en vectores adecuados entre las secuencias limite de Agrobacterium de modo que serian transferidos al
genoma de una célula vegetal huésped por huéspedes Agrobacterium que contienen los vectores construidos junto
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con un gen marcador seleccionable. Mas especificamente, el fragmento de restriccion que contiene el casete de
expresion 5-e35S-Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3' entero (SEQ ID NO: 54) es clonado en un vector de
transformacion de planta de Agrobacterium para obtener pMON105863 (Figura 2). Similarmente, el fragmento de
restriccion que contiene el casete de expresion 5-e35S-Hspl7.9-TIC807-T-35S-3' entero (SEQ ID NO: 55) es
clonado en un vector de transformacion de planta Agrobacterium para obtener pMON105864 (Figura 3). Para la
expresion utilizando un promotor diferente, el fragmento de restriccion que contiene el casete de expresion 5'-P-
ScBV-Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3" entero (SEQ ID NO: 56) es clonado en un vector de transformacion vegetal
de Agrobacterium para obtener pMON78892 (Figura 4). Similarmente, el fragmento de restricciébn que contiene el
casete de expresion 5'-P-ScBV-Hspl7.9-TIC807-T-35S-3' entero (SEQ ID NO: 57) es clonado en un vector de
expresion de planta de Agrobacterium para obtener pMON78893 (Figura 5). Los vectores que contienen los casetes
de expresion de TIC807 (es decir, casete no direccionado de SEQ ID NO: 55y SEQ ID NO: 57 y casete direccionado
de SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56) son introducidos en Agrobacterium por electroporacién o por apareamiento
triparental.

Los vectores de transformacién de plantas binarios contienen un marcador seleccionable (indicado como “Marcador
Seleccionable” en las figuras 2 a 5) para la seleccion de células de plantas transformadas utilizando el antibiético
Kanamicina. La seleccién de antibiéticos utilizando Espectinomicina se utiliza para la selecciéon bacteriana. Esto es
indicado como “SPC/STR” en las figuras 2 a 5 que esta compuesto por un promotor para Tn7 adeniltransferasa, la
regién codificadora para un gen que codifica 3" (9)-0-aminoglucésido adeniltransferasa (AAD) derivado de
Staphylococcus aureus y la region terminadora de la transcripcion de Tn7 adeniltransferasa que confiere resistencia
a espectinomicina y estreptomicina. Dos origenes de replicaciéon bacteriana son incluidos en cada plasmido, un
origen de replicacién para la replicacion de Agrobacterium tumefaciens (indicada como “Ec.oriV-RK2” en las figuras
2 a 5) y un origen de replicacion en Escherichia coli (indicado como “Ori-322” en las figuras 2 a 5). Una region
codificadora de Escherichia coli que codifica un cebador represor utilizado en conjunto con el origen de replicacion
de E. coli se indica como “Ec.rop” en las figuras 2 a 5. Los bordes izquierdo y derecho utilizados para la integracion
estable del T-ADN en el genoma de la planta son indicados como “LB” y “RB”, respectivamente en las figuras 2 a 5.
La Figura 5 también muestra un casete de expresién adicional utilizado en el cual la proteina de toxina TIC128 (PCT
US 2006/033867) es expresada y es etiquetada, “Casete de Expresiéon de TIC128" en la Figura 5.

Ejemplo 18. Ensayos en planta adicionales de TIC807 e n Tejido Calloso

Este ejemplo ilustra ejemplos adicionales de expresion en planta de TIC807 para bioensayos contra Lygus y otras
plagas de insectos que perforan y/o succionan los fluidos de las células y de los tejidos de las plantas.

Células de alfalfa, algodén, canola, soja 0 maiz son transformadas utilizando los casetes de expresion de TIC807 en
los vectores de transformacion de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresion
proporcionan el direccionamiento de TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con el casete de expresion 5-e35S-
Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3' 0 5-P-ScBV-Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3") 0 la expresidon no direccionada
(citoplasmica) de TIC807 (es decir, con los casetes de expresion 5-e35S-Hspl17.9-TIC807-T-35S-3' 0 5'-P-ScBV-
Hspl17.9-TIC807-T-35S-3'). Los vectores de transformacion proporcionan un marcador seleccionable, en este caso
para la selecciéon para resistencia a kanamicina en tejido de planta transformado. Las células transformadas se
seleccionan para determinar la resistencia a kanamicina y se regeneran en plantas transgénicas. Se permite que las
plagas de insectos tales como ninfas de Lygus luego se alimenten cuando la planta ha alcanzado un nivel suficiente
de madurez, tal como cuando las hojas han crecido hasta un tamafio que permite el uso de una barrera fisica para
prevenir el escape de Lygus. La barrera para prevenir el escape de las ninfas de Lygus puede ser cualquier
dispositivo disponible en el mercado o preparado de forma casera que permita el contacto de las ninfas de Lygus
con el tejido de hoja y que permita al insecto sondear y alimentarse del tejido vascular de la hoja. Jaulas de clips
similares a aquellas descritas por Mowry (1993) (J. Agric. Entomol.10:181-184) serian suficientes para contener las
ninfas de Lygus para la alimentacién. Las ninfas de Lygus son asi presentadas con el tejido de hoja de plantas
transgénicas que expresan la proteina TIC807 o con tejido de hoja control que no expresa la proteina TIC807. El
tejido de hoja control es idealmente proporcionado por una planta transgénica que se seleccioné y se regeneré en
paralelo aunque no contiene un transgén que codifica TIC. Sin embargo, también puede utilizarse tejido de hoja de
otras plantas de origen y edad similares siempre y cuando el tejido no contenga cantidades significativas de proteina
TIC807. Luego se determinan los resultados de mortalidad y atrofia con respecto a la muerte de fondo que se
producira de aquellos insectos que no se alimentan del tejido de la hoja para obtener una puntuacion ajustada. Las
puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus presentadas con el tejido de hoja transformado de TIC807 se
comparan con las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus presentadas con el tejido de hoja control. Las
puntuaciones para la mortalidad y/o atrofia para las ninfas de Lygus a las que se ha presentado el tejido de hoja
transformado de TIC807 son aumentados significativamente con relacion a las puntuaciones para las ninfas de
Lygus a las que se ha presentado el tejido de hoja control.

Ejemplo 19: Ensayo en planta de TIC807 en Tejido de H ojas de Lechuga

Las células de lechuga son transformadas utilizando los casetes de expresién de TIC807 en los vectores de
transformacion de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresion proporcionan el
direccionamiento de TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con los casetes de expresion 5-e35S-Hspl7.9-CTP2-
TIC807-T-35S-3' 0 5-P-ScBV-Hspl17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’) 0 la expresidon no direccionada (citoplasmica) de
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TIC807 (es decir, con los casetes de expresion 5-e35S-Hspl17.9-TIC807-T-35S-3' 0 5’-P-ScBV-Hsp17.9-TIC807-T-
35S-3’). Los vectores de transformacion proporcionan un marcador seleccionable, en este caso para la seleccion de
resistencia a kanamicina en tejido de planta transformado. Las células transformadas son seleccionadas para
determinar la resistencia a kanamicina y son regeneradas en plantas transgénicas.

Las semillas de lechuga son esterilizadas en la superficie durante 20 minutos en solucién de hipoclorito sédico al 1,2
% seguido por 3 lavados en agua desionizada esterilizada. Las semillas se dejan secar durante la noche en una
placa de Petri en una campana de flujo laminar. Las semillas son luego colocadas en placas en 100 ml de sales de
Hoagland 0,5X (véase la Tabla 11 a continuaciéon) en bandejas Phytatrays (Sigma, St. Louis, MO, Catalogo n.°:
P1552) a una densidad de 60 semillas/bandeja. Las semillas son cultivadas bajo la luz a 22 hasta 23 grados Celsius
durante 4 a 5 dias con un fotoperiodo de 16 horas. Se prepara Agrobacterium transformada con el vector de
transformacion de planta de interés por inoculacién de 10 ml de medio liquido de Manitol-Glutamato/Luria con 100
microlitros de suspensién bacteriana. El medio esta compuesto por los siguientes ingredientes:

Caldo LB, Miller (Difco #044-017-3) 1259
Manitol 5049
glutamato monosaédico (acido glutamico) 1,16 g
KH2PO4 0,259
MgSO47H20 0,10¢g
Biotina 0,001 ¢
Volumen total 1000 ml

pH hasta 7,00 y autoclave

El cultivo liquido se incuba en un agitador giratorio a 28 grados Celsius durante 24 horas. Se diluyen cinco mililitros
de los primeros cultivos durante la noche con 15 mililitros de medio de Extracto de Levadura de Triptona
complementado con 40 mg/l de Acetosiringona (5 gramos de Triptona, 3 gramos de Extracto de Levadura y 20 ml de
2 mg/ml de Acetosiringona en volumen total de 1000 ml, pH 5,5 y se esterilizé por autoclave). Luego, esto se dejo
incubar en un agitador giratorio a 28 grados Celsius durante 24 horas en la oscuridad con 50 mg/l de kanamicina y
100 mg/l de espectinomicina. Un ml de cultivo durante la noche se agrega a 19 mililitros de medio de Extracto de
Levadura Triptona y la densidad éptica de 600 nm de longitud de onda del cultivo se ajusta a 0,08 hasta 0,09.

Los cotiledones de plantulas de lechuga se cortan tanto en la base como en la punta y se empapan en el medio
diluido de Agrobacterium durante 15 minutos. Luego, los cotiledones se colocan en placas en medio MSO-C sin
transferencia y se mantienen a 22 hasta 23 grados Celsius con un fotoperiodo de 16 horas. Las placas se sellan con
cinta microporosa. Después de 48 horas, los cotiledones se transfieren a medio MSO-I en placas de Petri de 100
mm X 25 mm. Los explantes son posteriormente subcultivados a 7 y 14 dias a medio MSO-I. A medida que los
brotes se desarrollan, se cortan y se transfieren a medio MSO-SE. Los brotes se transfieren después de la
elongacién a bandejas Phytatrays que contienen 100 ml de medio MSO-SE. Después de 6 a 8 semanas, los brotes
en desarrollo se transfieren a cajas Magenta que contienen 100 ml de medio MSO-R. En 7 a 14 dias de incubacion a
23 grados Celsius, las raices comenzaran a desarrollarse. Luego, los brotes se transfieren a macetas de 7,6 cm (3
pulgadas) que contienen tierra y se dejan crecer. La composicion de los medios de MSO se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Componentes del medio MSO.

Ingredientes Sal de Hoagland 0,5 X MSO-C | MSO-I MSO-SE | MSO-R
Sales MSO (sales minimas) 34649 34,69 34649 34649
Sal de Hoagland 0,84g

Acido naftalenacético (1 mg/ml) 0,1 ml 0,1 ml 0,05 ml
Benciladenina (1 mg/ml) 0,1 ml 0,1 ml 0,01 ml
Acetosiringona (2 mg/ml) 20 ml

Kanamicina (50 mg/ml) 2mil 2 mi 2 mi
Carbenicilina (250 mg/ml) 2mil 2 mi 2 mi
Agar de calidad para cultivo tisular 7549 7549 7549 8¢ 8¢
Volumen total 1000 ml 1000 ml | 1000 ml | 1000 mlI | 1000 ml
pH 5,7 5,7 5,7 5,7
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Las plantas transgénicas son auto-fertilizadas y se deja que produzcan semilla o se utilizan directamente para
ensayos. Las hojas de las plantas de lechuga transformadas se utilizan en un sistema de cultivo para ensayar contra
Lygus. Se agregan diez mililitros de medio de crecimiento de planta estéril (Murashige y Skoog, vitaminas B5
Gamborg, 3 % de sacarosa y 1,5 % de agar) mientras que estd en estado liquido a tubos conicos estériles de
polipropileno de 50 mililitros. EI medio se deja enfriar y se endurece en condiciones estériles. Una vez endurecido,
un divisor de espuma circular estéril, aproximadamente del diametro del tubo que contiene un pequefio orificio en el
medio se coloca sobre el medio de crecimiento de plantas. Las hojas jévenes de lechuga se cortan con una navaja
de afeitar estéril y se enjuagan en agua desionizada estéril, dejando una porcion del peciolo unida a la hoja. El
peciolo de la hoja de lechuga cortada se inserta a través del orificio y se deja que entre en contacto con el medio. Se
agregan diez ninfas de Lygus recientemente nacidas (<12 horas después de nacer) al tubo y se utiliza un tapon de
espuma para cerrar el tubo para permitir el intercambio de gases. El tubo se guarda en un incubador fijado a 25
grados Celsius con un fotoperiodo de 14:10 dia:noche. Luego se determinan las puntuaciones de mortalidad y atrofia
con respecto a la muerte de fondo que se producira de aquellos insectos los cuales no se pueden alimentar del tejido
de hoja para obtener una puntuacion ajustada. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus presentadas
con el tejido de hoja transformado con TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus
a las que se les presenta el tejido de hoja control. Los resultados para la mortalidad y/o la atrofia para las ninfas de
Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja transformado con TIC807 son aumentados significativamente con
relacién a las puntuaciones para las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja control.

Ejemplo 20: Expresion de TIC807 en Lechuga transgénic  a y demostracion de toxicidad en planta

Este ejemplo demuestra la toxicidad para Lygus hesperus de la proteina TIC807 cuando se expresa en plantas de
Lechuga. Las plantas de lechuga se transformaron con el vector de transformacion de plantas, pMON105863 el cual
contiene el casete de expresion de TIC807, 5'-e35S-Hsp17.9-CTP2-TIC807--T-35S-3' (SEQ ID NO: 54) mediante el
procedimiento descrito en el Ejemplo 18. Una linea control de lechuga se transformé utilizando un vector control en
el cual solamente el casete de seleccién para transformacion estaba contenido. Se produjo la semilla F1 de las
plantas transformadas. Las plantas se cultivaron de la semilla F1 y se muestrearon para la expresion de la proteina
TIC807. Los niveles de expresion proteica se determinaron para la descendencia F1 utilizando procedimientos
ELISA convencionales y anticuerpo policlonal de TIC807. Las plantas se seleccionaron para ensayos con Lygus
hesperus basandose en los niveles de expresion de la proteina TIC807. Se sacaron muestras de hojas de
descendencia F1 seleccionada y se ensayaron para determinar la toxicidad en Lygus hesperus utilizando el
procedimiento de ensayo descrito en el Ejemplo 18. Los datos de las lineas de lechuga transgénicas seleccionadas
se presentan en la Tabla 12. Los eventos de las lineas A028 y A055 dieron mejores resultados de forma significativa
que el control (es decir, la linea de lechuga no transformada SVR3606). El analisis general de las lineas que
expresan la proteina TIC807 demostré una mortalidad significativa con relacién a las plantas transformadas
controles.

Tabla 12. Media + error tipico del porcentaje de mortalidad de Lygus hesperus en hojas de lechuga transformadas
con TIC807 de 15 ninfas tenerales infestadas (n = 16) seis dias después de la infestacion.

Evento Concentracion de TIC807 (ppm) Porcentaje de Mortalidad
A028 43,22 67,71 £5,55 P= 0,05
A055 41,62 62,08 +5,83 P> 0,05
A035 30,77 51,04 +2,73
A002 33,02 50,00 +5,51
A059 42,90 48,96 + 2,83

Control 0,00 28,33+2,15

Ejemplo 21: TIC807 es téxica para el Escarabajo de la s Patatas de Colorado

Este ejemplo ilustra la toxicidad de las moléculas de toxinas de insectos TIC807 hacia los coledpteros, el escarabajo
de las patatas de Colorado (CPB), Leptinotarsa decemlineata. Los bioensayos con CPB se llevaron a cabo utilizando
una dieta artificial que consiste en agar 13,2 g/l (Serva 11393), premezcla Bio-Serve 140,3 g/l (Bio-Serve,
Frenchtown, NJ Catéalogo N.° F9380B), Hidroxido de potasio 5 ml/l (18,3 % p/p) y formalina 1,25 ml/l (37 %). La dieta
se dispens6 en alicuotas de 200 microlitros en pocillos de una placa de 96 pocillos y se secé poco antes de la
aplicacién de la muestra. Se aplicaron veinte microlitros de muestra de ensayo por pocillo, sirviendo el agua estéril
como el control sin tratar (UTC). Las placas se dejaron secar antes del agregado de las larvas de insectos. Se
agreg6 una larva de CPB neonato por pocillo con un pincel para pintar fino. Las placas se sellaron con mylar y se
ventilaron utilizando un alfiler para insectos. Se analizaron cuarenta larvas por tratamiento. Las placas de bioensayo
se incubaron a 27 grados Celsius con 60 % de humedad relativa en oscuridad completa durante 10 a 12 dias. Las
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placas se calificaron para determinar la mortalidad de las larvas. Los datos se analizaron utilizando un programa
informatico estadistico JIMP® 4 (SAS Institute, Cary, NC). TIC807 demostré mortalidad cuando se dio como alimento
al CPB. En la Tabla 13 se presentan los resultados del porcentaje medio de mortalidad para TIC807.

Por lo tanto, se contempla que las proteinas TIC807 de la invencion pueden utilizarse para controlar insectos
Coledpteros. Los insectos Coledpteros controlados por proteinas TIC807 de la invencion, incluyen el escarabajo de
las patatas de Colorado, el gusano alambre y el picudo del algodonero.

Tabla 13. Resultados del porcentaje de mortalidad ¢
(CPB), Leptinotarsa decemlineata.

on TIC807 para el escarabajo de las patatas de Colo rado

concentra cién % Medio de
Tratamiento (mg/ml) N mortalidad Desviacion Tipica P>[t|
uTC 0 3 13,10 1,03
TIC807 0,5 3 68,45 23,03 0,0142

Ejemplo 22: Transformacién de Algodén con TIC807 y e
enteras.

nsayo de toxinas utilizando plantas de algodon

Se transforman células de algodon con construcciones que contienen un gen de interés que codifica la proteina
TIC807. En este caso, las secuencias de acidos nucleicos con redisefio de codon que codifican la proteina TIC807
son expresadas en células de algoddn que utilizan los casetes de expresion de TIC807 en los vectores de
transformacion de TIC807 descritos en los ejemplos que anteceden. Estos casetes de expresion proporcionan el
direccionamiento de la proteina TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con los casetes de expresion, 5-e35S-
Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3' encontrado en pMON105863 o 5'-P-ScBV-Hspl7.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’
encontrado en pMON78892) o la expresién no direccionada (citoplasmica) de la proteina TIC807 (es decir, con los
casetes de expresion, 5-e35S-Hspl7.9-TIC807-T-35S-3' encontrado en pMON105864 o el 5-P-ScBV-Hspl17.9-
TIC807-T-35S-3' encontrado en pMON78893). Los vectores de transformacién proporcionan un marcador
seleccionable, en este caso para la seleccion de resistencia a kanamicina en tejido de planta transformado. Puede
utilizarse ya sea el vector pMON105863 (Figura 2), el vector pMON105864 (Figura 3) o el vector pMON78892
(Figura 4) o el vector pMON78893 (Figura 5) u otros vectores de expresion de planta de TIC807 equivalentes que
contienen casetes de expresion de plantas de TIC807 y un marcador seleccionable.

Los bioensayos en plantas que expresan la molécula de toxina TIC807 pueden llevarse a cabo utilizando un ensayo
en ramas del algoddn cerrado. Las plantas de algoddn son cultivadas hasta una etapa temprana de floracién donde
estan disponibles varias ramas de frutos que contienen cuadrados (es decir, flores de algodén inmaduras). Se
preparan manguitos utilizando laminas de plastico respirables (Vilutis and Co. Inc., Frankfort, IL). Los manguitos se
preparan utilizando una espatula calentadora provisional de fotografia o de artesania fina convencional para crear
una costura que produce una bolsa con una dimension aproximada de 12,7 cm (5 pulgadas) X 12,7 cm (5 pulgadas)
X 30,5 cm (12 pulgadas) de longitud. Las ramas terminales que incluyen por lo menos un cuadrado de pre-floracién y
una hoja de terminal desplegada se insertan en el extremo abierto del manguito. Como alternativa, las bolsas
pueden disponerse para contener vainas u otros tejidos si se desea. La bolsa se cierra alrededor de la rama
utilizando un cordén para cierre. Las hojas y los cuadrados debajo del tejido encerrado deseado pueden retirarse
para facilitar una fijacién mas segura con el cordon para cierre. El otro extremo del manguito se deja abierto para
permitir la infestacion de insectos. Las ninfas de Lygus se recogen con una aspiradora y 4 ninfas se colocan en un
frasco con tapa de 2 dracmas. Se registra la masa inicial de las ninfas para cada frasco que contiene las ninfas. El
tubo se tapa suavemente para asegurar que las ninfas estén en el fondo del tubo y se retira la tapa del tubo. El tubo
se coloca dentro del manguito exponiendo las ninfas al tejido de la planta de algoddn. El extremo abierto del
manguito se cierra luego utilizado un cordén de cierre. Los insectos se dejan en los manguitos y se deja que se
alimente con el material de planta de algodon encerrado durante una cantidad especificada de dias. Tras el tiempo
especificado, se retiran las ramas del algodén. Los manguitos son abiertos cuidadosamente para contar las ninfas
supervivientes. Todas las ninfas se recogen y se pesan. Luego se determinan las puntuaciones de mortalidad y
atrofia con respecto a las plantas controles no transformadas. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus
presentadas con el tejido de algodén transformado con TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para
las ninfas de Lygus a las que se les presenta tejido de algodén control que carece de la proteina TIC807. Los
resultados para la mortalidad y/o atrofia para las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de algodén
transformado con TIC807 son aumentados significativamente con relacion a las puntuaciones para las ninfas de
Lygus a las que se les presenta el tejido del algoddn control.

Ejemplo 23: Combinacion de la toxina de TIC807 cona  Igoddn sin nectarias

Este ejemplo ilustra el uso del fenotipo sin nectarias del algodén en combinacién con la expresién de la proteina
TIC807 para proporcionar un mayor control de una plaga de insecto. La falta de nectarias ha sido identificada como
procedente de la homocigosidad para mutaciones recesivas en dos lugares por duplicado en Gossypium
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tomentosum (Meyer y Meyer, 1961, Crop Science, 1: 167-169). Los cruces con Gossypium hirsutum con Gossypium
tomentosum demostraron una reduccion significativa en poblaciones de gusanos medidores del repollo y gusanos de
las hojas del algodén en experimentos en jaulas con relacion a variedades comunes de algodén en las cuales estan
presentes nectarinos florales (Lukefahr y Rhyne, 1960, Econ. Entomol. 53: 242-244). Esto es supuestamente el
resultado directo de las lineas de algodén sin nectarias que son menos apetitosas para la plaga de insectos asi
como también la falta de alimento proporcionado por los néctares. Los multiples mecanismos de resistencia pueden
ser particularmente cruciales en especies Gossypieae puesto que los nectarios extraflorales pueden atraer
directamente a ciertas especies herbivoras. Los nectarios extraflorales en algodon cultivado pueden aumentar la
abundancia de o aumentar el dafio por diversas plagas de los cultivos que incluyen lepidopteros y chinches de las
plantas (Trelease, 1879, Nectar; what it is, and some of its uses. In J. H. Comstock [ed.], Report upon cotton insects,
319-343. U.S. Department of Agriculture Publication, U.S. Government Publication Office, Washington, D.C.,
Estados Unidos. Lukefahr y Rhyne, 1960; Lukefahr y col., 1960, Journal of Econ Entom 53: 516-518; Benschoter y
Leal, 1974, Journal of Econ Entom 67: 217-218; Schuster y col., 1976, Journal of Econ Entom 69: 400-402; Wilson y
Wilson, 1976, Journal of Econ Entom 69: 623—624; Henneberry y col., 1977, Journal of Econ Entom 70: 797-799;
Adjei-Maafo y col., 1983, Environ Entom 12: 353—-358; Beach y col., 1985, Journal of Entomological Science 20: 233—
236; Smith, 1992, Advances in Agronomy 48: 251-296; Summy y King, 1992, Crop Protection 11: 307-319),
principalmente debido a que los adultos de estos grupos taxondmicos consumen néctar extrafloral.

Las lineas producidas por cruces de G. hirsutum con G. tomentosum se seleccionan para determinar la presencia
del fenotipo sin nectarias y caracteristicas agrénomas favorables. Las lineas obtenidas del germoplasma comercial
Stoneville 825 pueden utilizarse como una fuente de germoplasma que comprende el fenotipo sin nectarias. Las
lineas sin nectarias seleccionadas son luego transformadas con un casete de expresion que codifica una proteina
TIC807, las proteinas TIC809/TIC810, la proteina TIC128 o combinaciones de las mismas, o cualquier otra molécula
de toxina dirigida hacia una plaga de algodén en la cual la presencia de nectarias actia como un atrayente para la
plaga de insectos. Insertos de transgenes que comprenden un casete de expresion que codifica ya sea una proteina
TIC807, las proteinas TIC809/TIC810, la proteina TIC128 o sus combinaciones, o cualquier otra molécula de toxina
dirigida a una plaga de algodon en la cual la presencia de nectarias actia como un atrayente a la plaga de insectos
se pueden obtener en cualquier germoplasma de algodén adecuado y luego se pueden someter a introgresion en
lineas producidas por cruces de G. hirsutum con G. tomentosum que se han seleccionado para determinar la
presencia del fenotipo sin nectarias y caracteristicas agronémicas favorables. A través de procedimientos de cria
conocidos por un experto en la técnica, las lineas transformantes que expresan los fenotipos sin nectarias se
seleccionan y se mantienen en generaciones posteriores para contener tanto el fenotipo sin nectarias como la
molécula de toxina de insecto.

Ejemplo 24. Comparacion de las proteinas TIC807 y Cr  y51Aa

Para identificar regiones conservadas y no conservadas de las proteinas TIC807 (SEQ ID NO: 5) y Cry51Aa (SEQ ID
NO: 59), se cre6 una alineacion de las dos proteinas utilizando ClustalW. La proteina Cry51Aa se aisl6 de la cepa de
Bt F14-1, tiene una identidad informada de 22 % con cryl5Aa, y se informa que tiene actividad contra Bombyx mori,
un insecto lepiddptero (Huang y col., J. Invertebr. Pathol. 95 (3), 175-180, 2007). Una secuencia para el gen de
cry51Aal (SEQ ID NO: 58) y la proteina Cry51Aal codificada (SEQ ID NO: 59) se presenté como el nimero de
Acceso del GenBank del NCBI DQ836184. La comparacion por ClustalWW de TIC807 (SEQ ID NO: 5) y Cry51Aal
demuestra que las dos proteinas tienen una identidad de secuencia total de aproximadamente 97,4 % en una
longitud de 301 aminoéacidos (véase la Figura 6 y Tabla 14). El nimero de Acceso del GenBank DQ836184 informa
de un extremo N deducido para Cry51Aal que corresponde al uso de un codén de inicio ATG potencial que daria
como resultado un producto de traduccion primario de 309 aminoacidos. En contraste, la proteina TIC807 tiene un
extremo amino distinto basandose en una secuencia peptidica N-terminal de proteina TIC807 aislada que se
determiné por degradacién Edman (véase el Ejemplo 2 y SEQ ID NO: 1). Un cod6n de metionina iniciador de TTG
de SEQ ID NO: 4 es aparentemente utilizado para generar la proteina TIC807 de SEQ ID NO: 5. Por consiguiente, la
proteina Cry51Aal presentada comprende tres aminoacidos adicionales en su extremo N que no se presentan en
TIC807 (SEQ ID NO: 5). En Cry51Aal, el resto de aminoacidos correspondiente a fenilalanina 46 de TIC807 es
sustituido por un resto de serina, el resto de aminoacidos correspondiente a tirosina 54 de TIC807 es sustituido por
un resto de histidina, el resto de aminoacido correspondiente a serina 167 de TIC807 sustituye un resto de arginina,
los restos de tres (3) aminoacidos correspondientes a histidina 199 a Serina 201 de TIC807 son delecionados, y el
resto de aminoécido correspondiente a serina 217 de TIC807 sustituye un resto de asparagina. Esta comparacion de
las proteinas TIC807 y Cry51Aal se muestra en la Figura 6.

Tabla 14.

N.° | Secuencia 1 2

1 | TIC807 (SEQ ID NO: 5) - 97,4 (301)

2 | Cry51Aal (SEQ ID NO: 59) | 97,4 (301) | -
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Aungue la proteina TIC807 comparte identidad de secuencia significativa con la proteina Cry51Aal, la proteina
TIC807 no exhibia sorprendentemente nivel significativo alguno de actividad cuando se da como alimento a ciertos
insectos lepiddpteros. La proteina TIC807 purificada se analizé contra el barrenador europeo del maiz (ECB; Ostrinia
nubilalis) y el gusano cogollero (TBW: Heliothis virescens) y no tenia actividad alguna contra cualquiera de esos
insectos lepidopteros. La misma muestra de la proteina TIC807 exhibi6 actividad contra el Escarabajo de las Patatas
de Colorado CPB aunque no contra el gusano de la raiz del maiz (CRW; Diabroticus). Por lo tanto, la ausencia de
actividad de la TIC807 purificada contra ECB y TBW no se debe a la inactividad de la proteina TIC807 purificada.

La presente invencion por lo tanto contempla proteinas TIC807 que son activas contra insectos hemipteros y
coledpteros aunque son inactivas contra insectos lepidopteros. Las proteinas TIC807 de la invencion pueden
comprender proteinas TIC807 donde el resto correspondiente 54 de la proteina TIC807 no es una histidina, donde el
resto correspondiente 167 de la proteina TIC807 no es una arginina, donde los restos de tres (3) aminoacidos
correspondientes a histidina 199 a Serina 201 de TIC807 estan presentes, y/o donde el resto correspondiente 217 de
la proteina TIC807 no es un resto de asparagina.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Monsanto Company Baum, James A. Rao, Sukuru U Penn, Stephen Flasinski, Stanislaw Shi, Xiachong
Heck, Gregory

<120> Proteinas toxinas activas contra hemipteros de Bacillus thuringiensis
<130> 38-21(54839)

<140> PCT/US2008/005542
<141> 25-04-2008

<150> US 60/914.364
<151> 27-04-2007

<150> US 12/109.122
<151> 24-04-2008

<160> 59
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211>25

<212> PRT

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 1

Ala Ile Leu Asp Leu Lys Ser Leu Val Leu Asn Ala Ile Asn Tyr Trp
1 5 10 15

Gly Pro Lys Asn Asn Asn Glu Ile Gln
20 25

<210>2
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 2
aaygcdatha aytaytgggg dccdaaraay 30

<210>3

<211> 30
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 3

tggggdccda araayaayaa ygaratwcar

<210>4
<211>930
<212> ADN

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 4

ttggeoaattt
aataataatg
acgtctatta
aatttagaaa
agtcaaactg
ggttggacag
cottttattg
aactetagta
ccagtattgg
tttactatte
agtggttatc
atgagttggt
gataatacgyg
actgtacgat
goacgacatg

gcaccaacaa

<210>5
<211> 309
<212> PRT

tagatttaaa
geatacagygy
taacttttac
ctatttttac
tttcttttge
aaggtgggaa
gagagggagyg
ctactacttt
ttcccccaag
ctatggattt
caatattaac
attttgcaaa
teacttatac
ttgatcaata
caactcttca

gtccaataaa

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 5

ES 2 644 945 T3

atetttagta
tggtgatttt
tcatcctegt
tacaactcaa
taaaaaaaca
aatttcagat
aggaaaaaac
tcaacagget
taaacaagtt
gatgactact
atggatatcg
ttggcccaat
aggttotgtt
tgatatacac
taatggaaag

aacaaattaa

30

ctcaatgeaa
ggttacecta
ttaattccat
gtattaacaa
acgacaacaa
acattagaag
agtacaacta
tcaactgata
gtagcaacat
atagattcta
agccccgata
ttaccatecgg
gtaagtcaag
aatttaagga

aaaatatcta

49

taaattattyg
tatcagaaaa
atgatttaac
ataatacaga
cttcaacttce
aaaaagtaag
tagaagctaa
tagagtggaa
tagttattat
cagaacatta
atagttatag
ggtttggtee
tatcageotgyg
caattgaaaa

taaataatgt

gggtectaaa
acaaatagat
aattcctcaa
tttacaacaa
aactacaaat
tgtatotatt
ttttgeoacat
tattteacaa
gggaggtaat
tagccattat
tggtcocattt
tttaaattca
tgtatatgee
aacttggtat

tactgaaatyg

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

930



Met Ala Ile
1

Trp Gly Pro

Pro Ile Ser
35

Pro Arg Len
50
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Len Asp Leu Lys Ser Len

5

Lys Asn Asn Asn Gly Ile

20

Glu Lys Gln Ile Asp Thr

Ile Pro Tyr Asp Leu Thr

55

40

50

25

Val Leu Asn Ala Ile Asn Tyr
10 15

Gln Gly Gly Asp Phe Gly Tyr
30

Ser Ile Ile Thr Phe Thr His
45

Ile Pro Gln Asn Leu Glu Thr
60



Ile

65

Ser

Sar

Glu

Lys

Thr

145

Pro

Sar

Ile

Phe

225

Asp

Gly

Gly

Pro

305

Phe

Gln

Thr

Glu

Asn

130

Thr

Val

Gly

Thr

Ser

210

Ala

val

Thr

Lys

290

Ile

Thr

Thr

Thr

Lys

115

Sear

Phe

Gly

Glu

195

Sar

Asn

Thr

Tyr

Ile

275

Lys

Lys

Thr

val

Asn

100

val

Thr

Gln

Val

Asn

180

His

Pro

Trp

val

Ala

260

Glu

Ile

Thr

Thr

Ser

Gly

Ser

Thr

Gln

Pro

165

Phe

Tyr

Asp

Pro

Thr

245

Thr

Lys

Ser

Aszn
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Gln
70

Phe

Trp

Val

Ile

Ala

150

Pro

Thr

Ser

Asn

Asn

230

Tyr

Val

Thr

Ile

val

Ala

Thr

Sar

Glu

135

Ser

Ser

Ile

His

Sar

215

Leu

Thr

Arg

Trp

Asn
295

Leu

Lys

Glu

Ila

120

Ala

Thr

Lys

Pro

Tyr

200

Tyr

Pro

Gly

Phe

Tyr

280

Asn

51

Thr

Lys

Gly

105

Pro

Asn

Asp

Gln

Met

185

Sar

Ser

Ser

Ser

Asp

2865

Ala

Val

Asn

Thr

Gly

Phe

Phe

Ile

Val

170

Asp

Gly

Gly

Gly

Val

250

Gln

Arg

Thr

Aszn

75

Thr

Lys

Ile

Ala

Glu

155

Val

Leu

Tyr

Pro

Phe

235

Vval

Tyr

His

Glu

Thr

Thr

Ila

Gly

His

140

Trp

Ala

Met

Pro

Phe

220

Gly

Ser

Asp

Ala

Met
300

Asp

Thr

Ser

Glu

125

Azn

Asn

Thr

Thr

Ila

205

Met

Pro

Gln

Ile

Thr

285

Ala

Leu

Thr

Asp

110

Gly

Sar

Ile

Leu

Thr

190

Leu

Ser

Leu

val

His

270

Leu

Pro

Gln

Ser

Thr

Gly

Sar

Ser

Val

175

Ile

Thr

TZp

Asn

Ser

255

Asn

His

Thr

Gln

80

Thr

Leu

Gly

Thr

Gln

160

Ile

Asp

Trp

Tyr

Ser

240

Ala

Len

Asn

Ser
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<210>6
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 6

atggctatcc
aacaacaacg
actagcatca
aaccttgaga
teecagacey
ggttggacag
ccgttcatcg
aactctagca
ccggtgetag
tttaccatee
teeggttace
atgtcatggt
gataacacgg
accgtceggt
gctogececatg

goetocaacat

<210>7
<211> 1158
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 7

tagaccttaa
gcatccaggy
ttaccttecac
c¢catetteac
tgagetttge
aaggaggeaa
gtgaggatgg
ccactacctt
ttcctceoctce
ctatggactt
ctatecteac
actttgcaaa
tcacatacac
tcgatcagta
cgacgctgca

cocctateaa

ES 2 644 945 T3

gtcocctegtg

cggtgactte
ccaccctcege
cacaacgdag
gaagaagacd
gatcagoegac
cgggaagaac
ccagcaagca
taaacaagtt
gatgaccacy
ctggateteg
ctggectaac
tggctctgte
tgacattcac
taatggcaag

gacaaattga

ctgaacgcca
ggctacccca
ttgatccccect
gtgetecacca
actaccacga
acgctggagg
tcgactacca
agcactgaca
gtocgcgacec
attgatagta
teceocagata
cttecgagty
gtgtcccaag
aatctccgta

aagatttcta

52

ttaactactg
tctctgagaa
acgatcttac
ataacactga
cctcaactag
agaaagttte
tagaggccaa
ttgagtggaa
ttgtgatcat
cagagcacta
actettacte
gatteggoed
tttcocggeocgg
ctatcgagaa

tcaacaatgt

gggccctaag
gcagatcgac
tatcccgeag
ceteocageaa
cadgacdaac
ggttagcatt
cttcgecacac
cattagccaa
gggaggcaac
¢teccactac
cggteecttt
actgaatagt
tgtctacget
gacttggtat

cacggaaatyg

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720
780
840
200

930
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atggcgcaag
tcgaaatcca
cgagecttatce
tetgagette

gqaccettaagt

atccagggcyg

accttcacce
atcttcacca
agcetttgega
ggaggcaaga
gagggtggeg
actaccttce
cctecccteta
atggacttga
atcctcacet
tttgcaaact
acatacactg
gatcagtatg
acgctgcata

cctatcaaga

<210>8
<211> 385
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 8

ttagcagaat
gtcaacgcaa
cgatttogte
gtectettaa

cectegtget

gtgacttcgg

accctegett
caacgcaggt
agaagaccac
toagegacac
ggaagaacte
agcaagcaaqg
aacaagttgt
tgaccacgat
ggatctagte
ggectaacet
getetgtegt
acattcacaa
atggcaagaa

caaattga
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ctgcaatggt
atctccctta
gtcgtgggga
ggtcatgtet

gaacgecatt

ctacccocatce
gatoccoctac
gctcaccaat
taccacgacce
getggaggag
gactaccata
cactgacatt
cgctaccctt
tgatagtaca
cccagataac
tecgagtgga
gteoccaagtt
tctocgtact

gatttctate

gtgcagaacc
teggtttcte
ttgaagaaga
tetgttteca

aactactggg

tctgagaage
gatcttacta
aacactgacc
tcaactagca
aaagtttegy
gaggccaact
gagtggaaca

gtgatcatgg

gagcactact
tettacteeg
tteggececae
teggecggty
atcgagaaga

aacaatgtca

53

catctcttat
tgaagacgca
gtgggatgac
cggegtgeat

goecctaagaa

agatcgacac
tccogcagaa
tccagcaatc
cgaccaacgyg
ttageattec
tegeacacaa
ttagccaacc
gaggcaactt
cccactacte
gtoecetttat
tgaatagtga
tetacgetac
cttggtatgc

cggaaatggce

ctccaatcte
gcagcatcca
gttaattggce
ggctatcacta

caacaacgge

tagcatcatt
ccttgagacc
ccagaccgty
ttggacagaa
gtteoataggt
ctetageace
ggtgetggtt
taccatccct
cggttaccot
gteatggtac
taacacggte
cgtoeggtic
tcgccatgog

tccaacatce

€0
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1158



Met

Ile

Ser

Trp

Pro

65

Asp

Ala

Ser

Leu

Gly

50

Len

Leu

Gln

Asn

Lys

35

Len

Lys

Lys

Val

Len

20

Thr

Lys

Val

Ser

Ser

Ser

Gln

Lys

Met

Leu
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Arg

Lys

Gln

Ser

Ser

70

Val

Ile

Ser

Hisg

Gly

55

Ser

Leu

Cys Asn

Ser Gln

25

Pro Arg

40

Met Thr

Val Ser

Asn Ala

54

Gly

Arg

Ala

Len

Thr

Ile

Val

Lys

Tyr

Ile

Ala

75

Asn

Gln

Ser

Pro

Gly

60

Cys

Tyr

Asn

Pro

Ile

45

Ser

Met

Trp

Pro

Len

30

Ser

Glu

Ala

Gly

Ser Leu
15

Ser Val

Ser Ser

Leun Arg

Ile Len

80

Pro Lys



Asn

Lys=

Pro

Thr

145

Ser

Gly

Ser

Thr

Gln

225

Pro

Phe

Tyr

Pro
305

Thr

Asn

Gln

Tyr

130

Gln

Phe

Trp

Val

Ile

210

Ala

Pro

Thr

Ser

Asn

290

Asn

Tyr

Asn

Ile

115

Asp

Val

Ala

Thr

Ser

195

Glu

Ser

Ser

Ile

His

275

Ser

Leu

Thr

Gly
100

Azp

Leu

Lys

Glu

180

Ile

Ala

Thr

Lys

Pro

260

Tyr

Tyr

Pro

Gly

85

Ile

Thr

Thr

Thr

Lys

165

Gly

Pro

Aszn

Agp

Gln

245

Met

Ser

Ser

Ser

Ser
325
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Gln

Ser

Ile

Asn

150

Thr

Gly

Pha

Phe

Ile

230

Val

Asp

Gly

Gly

Gly

310

Val

Gly

Ile

Pro

135

Azn

Thr

Lys

Ile

Ala

215

Glu

Val

Leu

Tyr

Pro

295

Phe

Val

Gly

Ile

120

Gln

Thr

Thr

Ile

Gly

200

His

Trp

Ala

Met

Pro

280

Phe

Gly

Ser

55

Asp

105

Thr

Asn

Asp

Thr

Ser

185

Glu

Asn

Asn

Thr

Thr

265

Ile

Met

Pro

Gln

20

Phe

Phe

Leu

Leu

Thr

170

Asp

Gly

Ser

Ile

Leu

250

Thr

Leu

Ser

Leu

Val
330

Gly

Thr

Glu

Gln

155

Ser

Thr

Gly

Ser

Ser

235

Val

Ile

Thr

Trp

Asn

315

Ser

Tyr

His

Thr

140

Gln

Thr

Gly

Thr

220

Gln

Ile

Asp

Trp

Tyr

300

Ser

Ala

Pro

Pro

125

Ile

Ser

Ser

Glu

Lys

205

Thr

Pro

Met

Ser

Ile

285

Phe

Asp

Gly

Ile

110

Arg

Phe

Gln

Thr

Glu

190

Asn

Thr

Val

Gly

Thr

270

Ser

Ala

Asn

Val

95

Ser

Leu

Thr

Thr

Thr

175

Lys

Ser

Phe

Leu

Gly

255

Glu

Ser

Asn

Thr

Tyr
335

Glu

Ile

Thr

vVal

160

Asn

vVal

Thr

Gln

vVal

240

Asn

His

Pro

Trp

val

320

Ala
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Thr Val Arg Phe Asp Gln Tyr Asp Ile His Asn Leu Arg Thr Ile Glu

15

20

340 345 350
Lys Thr Trp Tyr Ala Arg His Ala Thr Leu His Asn Gly lys Lys Ile
355 360 365
Ser Ile Asn Asn Val Thr Glu Met Ala Pr¢o Thr Ser Pro Ile Lys Thr
370 375 380
Asn
385
<210>9
<211>702
<212> ADN
<213> Attificial
<220>
<223> Sintético
<400>9
atggetttet tcaacagggt tatcacectg acogtgecta getctgacgt ggtgaactac 60
tctgaaatet accaagttge ccctcagtac gtgaaccagg ccctgaccet agecaagtac 120
ttocagggtyg cecattgacgg tageaccett agattegact togagaagge cctcocagatce 180
gocaacgaca tcocacaggce cgctgtggtc aacaccctca accagacogt gcagcocaagge 240
accgtgcaag tgagcogtgat gatcgacaag atcgtggaca tcatgaagaa cgtgectcteoe 300
atcgtgatcg acaacaagaa attctgggac caagtgacog ccgctatcac caacaccottce 360
accaacctea acteccagga gtocgagget tggatettet actacaagga ggacgeccace 420
aagacctect actattacaa catccteotte geocatecagy acgaggaaac aggeggtgtg 480
atggectacac tccocatege tttegacate tecgtggaca tcgagaagga gaaagtocte 540
ttegtocacca tcaaggacac cgagaactac gctgtcactg tcaaggctat caacgtogtt 600
caggctctce agtcoagecog cgactcoccaaa gtogttgacg ctttcaagte tcoecaggeac 660
ctccctagga agaggcacaa gatttgecage aacagetgat aa 702
<210> 10
<211> 232
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Sintético

<400> 10

56



Met

Val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Glu

Tyr

145

Glu

Thr

Ser

Arg
225

<210> 11
<211> 660
<212> ADN

Ala

Val

Ala

Len

50

Gln

Val

Val

Ala

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Lys

210

Hisg

Phe

Asn

Leu

35

Arg

Ala

Gln

Len

Ala
115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

195

Val

Lys

Phe

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

100

Ile

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Ala

Val

Ile

Asn

Ser

Leu

Asp

Val

Ser

85

Ile

Thr

Phe

Len

Pro

165

Phe

Ile

Asp

Cys

ES 2 644 945 T3

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

70

Val

Val

Asn

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Asn

Ala

Ser
230

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Val

Phe

215

Asn

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe

120

Lys

Ile

Phe

Ile

Val

200

Lys

Ser

57

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

Ser

Len
10

Val

Gln

Len

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Pro

Thr

Ala

Gly

Gln

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Ala

Glu

155

Ser

Thr

Len

Arg

Val

Pro

Ala

Ile

60

Thr

Val

Phe

Asn

Hisg

140

Glu

Val

Glu

Gln

His
220

Pro

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

205

Leu

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Thr

Gly

Ile

Tyr

190

Ser

Pro

Ser
15

Val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Arg

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly

Lys

Val

Ser

Tyr

Val

160

Lys

Val

Asp

Lys



10

15

<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 11

atgagcaagg
atcctggegt
gagtctateg
aagteggatt
gagattetgg
attacggaca
gttaatctta
acgtcatatc
ccaatgggat
aaggataaag

acagaagata

<210>12
<211> 218
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 12

agatccgtct
tcgtcaagec
tegateocgac
ctactotggt
teteggatet
ttgatgcaaa
atagtcaagt
gttacaacat
ttgatgttac
ttacttatgg

aattcaattt

ES 2 644 945 T3

caacctctct
cgagcatttc
tactagagag
cactgtogge
gattactcaa
cacacagoaa
tcaagagtac
toctoctttgtt
ggtgaacaca
acacgtatea

tetcgoaaca

cgggagtcty
tttcaggecgt
tcagattteg
actatgaaca
gttggtagte
caactgacag
atctacttct
ttcgagaagg
aataaggaag
gtaaaggeac

cteaagaagg

58

gogoggacct
acctgctttg
ataagactct
ctaagetggt
agattgegga
agcttattgg
acgaagagaa
aatcattcat
cagttctaaa
ttaatatcat

ctttgaagac

ctacctgaag
ccgggagttce
gactattgte
caactcgeaa
tacgetggge
gaatotttte
ggagaagcaa
taccatactt
gttgacacca
tcaacttate

cttgtgataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



Met

Leu

Ala

Arg

Thr
65

Glu

Asp

Thr

Glu

Tyr
145

Pro

Lys

Ala

Ala

<210> 13
<211> 1413
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

Ser

Tyr

Tyr

Glu

50

Ile

Thr

Glu

Tyr

130

Asn

Met

Thr
210

Lys

Leu
35

Ser

Val

Leu

115

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn
185

Glu

Lys

20

Leu

Asgp

Thr

Val

Gly

100

Ile

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

Gly

Phe

Phe

Asgp

165

Lys

Ile

Lys

ES 2 644 945 T3

Arg

Arg

Asgp

Gly

70

Asp

Thr

Azn

Tyr

Val

150

Val

Asgp

Gln

Ala

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu

135

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu
215

Azn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Glu

Val

Val

Ile

200

Lys

59

Leu

Val

25

Glu

Azn

Thr

Asp

105

Val

Lys

Lys

Azn

Thr

185

Thr

Thr

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

20

Ala

Azn

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Leu

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

15

Val

Azn

Leu

Lys

Ser

155

Azn

Gly

Asp

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

Azn

Gln

140

Phe

Lys

His

Lys

Ser

His

Asp

Lys

Val

Ser

Gln

Ser

125

Thr

Ile

Glu

Val

Phe
205

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Azn

Gln

Gln

110

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser

190

Asn

Ala

15

Phe

Thr

Asgp

Ser

Ile

95

Gln

Val

Tyr

Ile

Val

175

Val

Phe

Asgp

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln

Arg

Leu

160

Leu

Lys

Leu



10

<400> 13

atggetttct
teotgaaatet
ttocagggtyg
gccaacgaca
accgtgeoaag
atcgtgateg
accaacctca
aagacctect
atggctacac
tteogtcacca
caggctctee
ctecctagga

cctagggeag

tetegggagt
ttettteagy
gagtcagatt
ggcactatga
caagttggta
caacaactga
tacatctact
gttttegaga
acaaataagg

tcagtaaagg

acactcaaga

tcaacagggt
accaagttge
ccattgacgg
tcccacaggce
tgagcgtgat
acaacaagaa
acteccagga
actattacaa
tccocateoge
tcaaggacac
agtcocagocceg
agaggcacaa

aagaggagtt

ctggegegga
cgtacctget
tegataagac
acactaagct
gtcagattge
cagagcttat
tetacgaaga
aggaatcatt
aagcagttet
cacttaatat

aggctttgaa

ES 2 644 945 T3

tatcacectyg
cectecagtae
tagcaccctt
cgetgtggte
gatcgacaag
attetgggac
gtecgagget
catcctette
tttcgacatce
cgagaactac
cgactccaaa
gatttgeage

goectcecacgt

cctctacetg
ttgeegggag
totgactatt
ggtcaactcyg
ggatacgctyg
tgggaatctt
gaaggagaag
cattaccata
aaagttgaca
cattcaactt

gaccttgtga

accgtgeocta
gtgaaccagy
agattcgact
aacaccctca
atcgtggaca
caagtgaccg
tggatcettet
gecatacagy
tocegtggaca
gctgtcactg
gtcgttgacyg
aacagcaage

aagatgagea

aagatactgg
ttegagteta
gteaagtegy
caagagattc
ggcattacgg
ttegttaatce
caaacgtcat
cttecaatgg
ccaaaggata
atcacagaag

taa

<210> 14
<211> 469
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 14

60

geteotgacgt
cectgacoct
tcgagaaggce
accagaccgt
tcatgaagaa
cegetateae
actacaagga
acgaggaaac
tcgagaagga
tcaaggctat
ctttcaagtc
ctgetttget

aggagatoeg

cgttegteaa
tegtegatee
attctactet
tggtctcgga
acattgatge
ttaatagtca
ategttacaa
gatttgatgt
aagttactta

ataaattcaa

ggtgaactac
agecaagtacg
cctccagatce
gocagcaaggc
cgtgctectec
caacacctte
ggacgeccac
aggcggtgtyg
gaaagtccte
caacgtcgtt
tcccaggeoac
taaggaagcet

tatcaaccte

geccgageat
gactactaga
ggtcactgte
tctgattact
aaacacacag
agttcaagag
catteteottt
tacggtgaac
tggacacgta

ttttctegea

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

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1413



Met

Val

Gln

Thr

Pro

65

Thr

Asn

Thr

Ala

Val

Ala

Len

50

Gln

Val

Val

Ala

Phe

Asn

Len

35

Arg

Ala

Gln

Len

Ala

Phe

Tyr

20

Thr

Phe

Ala

Val

Ser

100

Ile

Asn

Ser

Len

Asp

Val

Ser

85

Ile

Thr

ES 2 644 945 T3

Arg

Glu

Ala

Phe

Val

70

Val

Val

Asn

Val

Ile

Lys

Glu

55

Asn

Met

Ile

Thr

Ile

Tyr

Tyr

40

Lys

Thr

Ile

Asp

Phe

61

Thr

Gln

25

Phe

Ala

Leu

Asp

Asn

105

Thr

Len

10

Val

Gln

Len

Asn

Lys

90

Lys

Asn

Thr

Ala

Gly

Gln

Gln

75

Ile

Lys

Leu

Val

Pro

Ala

Ile

60

Thr

Val

Phe

Asn

Pro

Gln

Ile

45

Ala

Val

Asp

Trp

Ser

Ser

Tyr

30

Asp

Asn

Gln

Ile

Asp

110

Gln

Ser

15

Val

Gly

Asp

Gln

Met

95

Gln

Glu

Asp

Asn

Ser

Ile

Gly

Lys

Val

Ser



Glu

Tyr

145

Glu

Thr

Ser

Arg

225

Pro

Arg

Asp

305

Gly

Asp

Thr

Ala

130

Tyr

Ala

Lys

Val

Lys

210

His

Arg

Ala

Glu

290

Lys

Thr

Leu

Asp

115

Trp

Asn

Thr

Val

Lys

195

Val

Llys

Ala

Asn

Phe

275

Phe

Thr

Met

Ile

Ile
355

Ile

Ile

Leu

Leu

180

Ala

Val

Ile

Glu

Leu

260

Val

Glu

Leu

Asn

Thr

340

Asp

Phe

Leu

Pro

165

Phe

Ile

Asp

Cys

Glu

245

Ser

Lys

Ser

Thr

Thr

325

Gln

Ala

ES 2 644 945 T3

Tyr

Phe

150

Ile

Val

Asn

Ala

Ser

230

Glu

Arg

Pro

Ile

Ile

310

Lys

Val

Asn

Tyr

135

Ala

Ala

Thr

Val

Phe

215

Asn

Leu

Glu

Glu

Val

295

Val

Len

Gly

Thr

120

Lys

Ile

Phe

Ile

Val

200

Lys

Ser

Pro

Ser

His

280

Asp

Lys

val

Ser

Gln
360

62

Glu

Gln

Asp

Lys

185

Gln

Ser

Lys

Pro

Gly

265

Phe

Pro

Ser

Asn

Gln

345

Gln

Asp

Asp

Ile

170

Asp

Ala

Pro

Pro

Arg

250

Ala

Phe

Thr

Asp

Ser

330

Ile

Gln

aAla

Glu

155

Ser

Thr

Leu

Arg

Ala

235

Lys

Asp

Gln

Thr

Ser

315

Gln

Ala

Leu

His

140

Glu

Val

Glu

Gln

His

220

Met

Ala

Arg

300

Thr

Glu

Asgp

Thr

125

Lys

Thr

Asp

Asn

Ser

205

Leu

Leu

Ser

Tyr

Tyr

285

Glu

Leu

Ile

Thr

Glu
365

Thr

Gly

Ile

Tyr

190

Ser

Pro

Lys

Lys

Leu

270

Ser

vVal

Leu
350

Leu

Ser

Gly

Glu

175

Ala

Arg

Arg

Glu

Glu

255

Lys

Leu

Asp

Thr

val

335

Gly

Ile

Tyr

vVal

160

Lys

vVal

Asp

Lys

Ala

240

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

320

Ser

Ile

Gly



10

<210>15
<211>14

Azn

Tyr

385

Val

Val

Asgp

Gln

Ala
465

13

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Leu

370

Glu

Phe

Thr

Lys

Leu
450

<223> Sintético

<400> 15

Phe

Glu

Glu

Val

Val

435

Ile

Lys

Val

Lys

Lys

Azn

420

Thr

Thr

Thr

Azn

Glu

Glu

405

Thr

Tyr

Glu

ES 2 644 945 T3

Leu

Lys

390

Ser

Azn

Gly

Asp

Azn

375

Gln

Phe

Lys

His

Lys
455

Ser

Thr

Ile

Glu

Val

440

Phe

63

Gln

Ser

Thr

Ala

425

Ser

Asn

Val

Tyr

Ile

410

Val

Val

Phe

Gln

Arg

395

Leu

Leu

Lys

Leu

Glu

380

Tyr

Pro

Lys

Ala

Ala
460

Tyr

Azn

Met

Leu

Leu

445

Thr

Ile

Ile

Gly

Thr

430

Azn

Leu

Tyr

Phe

415

Pro

Ile

Lys

Phe

Phe

400

Asp

Lys

Ile

Lys



10

atgagcaagg
atcctggegt
gagtctateg
aagtcggatt
gagattctgg
attacggaca
gttaatctta
acgtcatate
ccaatgggat
aaggataaaqg
acagaagata
gectttgetta

ttecaacaggg

taccaagttg
gccattgacg
atcccacagqg
gtgagcgtga
gacaacaaga
aactoccagyg
tactattaca
ctcoccatcg
atcaaggaca
cagtocageoe

aagaggeaca

<210> 16
<211> 469
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 16

agatcogtet
teogtoaagee
tegateocgac
ctactectggt
tctoggatot
ttgatgcaaa
atagtcaagt
gttacaacat
ttgatgttac
ttacttatgg
aattcaattt
aggaagctcc

ttatcaceoct

cccctcagta
gtagecaccct
cegetgtggt
tgatcgacaa
aattctggga
agteocgagge
acatcctctt
ctttcgacat
ccgagaacta
gogactecaa

agatttgeag

ES 2 644 945 T3

caacetetet
cgageattte
tactagagag
cactgtcgge
gattactcaa
cacacagcaa
tcaagagtac
tetetttgtt
ggtgaacaca
acacgtatca
tctcgecaaca
tagggcagaa

gacaegtgoct

cgtgaaccag

tagattcgac
caacaccctoc
gategtggac
ccaagtgace
ttggatette
cgceoatccoag
ctcogtggac
cgctgtcact
agtegttgac

caacagctga

cgggagtetyg
ttteaggeogt
toagattteg
actatgaaca
gttggtagtc
caactgacaqg
atotacttet
ttogagaagg
aataaggaag
gtaaaggcac
ctcaagaagy
gaggagttgce

ageteotgacg

gcoctgacoce
tteocgagaagy
aaccagaccg
atcatgaaga
googetatea
tactacaagg
gacgaggaaa
atcgagaagg
gtcaaggcta
goettteoaagt

taa

64

gagaeggacet
acctgoetttg
ataagactet
ctaagoctggt
agattgcgga
agcttattgg
acgaagagaa
aatcattcat
cagttctaaa
ttaatatcat
ctttgaagac
ctccacgtaa

tggtgaacta

tagccaagta
ccctccocagat
tgcagcaagg
acgtgctcte
ccaacacett
aggacgocaca
caggcegygtgt
agaaagtcct

tcaacgtcgt

ctececaggea

ctacctgaag
cogggagtte
gactattgte
caactcgcaa
tacgctggge
gaatcttttc
ggagaagcaa
taccatactt
gttgacacca
tcaacttatc
cttgaagcct
gatggctttc

ctotgaaate

cttccagggt

cgocaacgac
caccgtgcaa
catcgtgate
caccaaccete
caagacctec
gatggctaca
cttcgtcace
tcaggctctc

cotocctagg

60

120

180

240

300

380

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413



Leu

Ala

Thr
65

Glu

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Glu

50

Ile

Thr

Glu

Lys

Leu

Leu

Ser

Val

Leu

Leu
115

Glu

Lys

20

Leu

Asp

Thr

Val

Gly

100

Ile

Ile

Ile

Cys

Phe

Val

Ser

85

Ile

Gly

ES 2 644 945 T3

Arg

Arg

Asp

Gly

70

Aszp

Thr

Azn

Leu

Ala

Glu

Lys

55

Thr

Leu

Asp

Leu

Asn

Phe

Phe

40

Thr

Met

Ile

Ile

Phe
120

65

Leu

Val

25

Glu

Azn

Thr

Asp

105

Val

Ser

10

Lys

Ser

Thr

Thr

Gln

20

Ala

Azn

Arg

Pro

Ile

Ile

Lys

15

Val

Asn

Leu

Glu

Glu

Val

Val

60

Leu

Gly

Thr

Azn

Ser

His

Asgp

Lys

Val

Ser

Gln

Ser
125

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Azn

Gln

Gln

110

Gln

Ala

15

Phe

Thr

Asp

Ser

Ile

95

Gln

Val

Asp

Gln

Thr

Ser

Gln

80

Ala

Leu

Gln



Glu

Tyr

145

Pro

Lys

Ala

Ala

Glu

225

FPhe

Tyr

Thr

Fhe

Ala

305

val

Ser

Ile

Ile

Tyr

130

Asn

Met

Leu

Leu

Thr

210

Ala

Asn

Ser

Leu

Asp

290

val

Ser

Ile

Thr

Phe

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn

195

Pro

Arg

Glu

Ala

275

Phe

val

val

val

Asn

355

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Pro

180

Ile

Lys

Arg

Val

Ile

260

Lys

Glu

Asn

Met

Ile

340

Thr

Tyr

Phe

Phe

Asp

165

Lys

Ile

Lys

Ala

Ile

245

Tyr

Tyr

Lys

Thr

Ile

325

Asp

Phe

Lys

ES 2 644 945 T3

Tyr

val

150

val

Asp

Gln

Ala

Glu

230

Thr

Gln

Phe

Ala

Leu

310

Asp

Asn

Thr

Glu

Glu
135

Phe

Lys

Leu

Leu

215

Glu

Leu

val

Gln

Leu

295

Asn

Lys

Lys

Asn

Asp

Glu

Glu

val

val

Ile

200

Ly=

Glu

Thr

Ala

Gly

280

Gln

Gln

Ile

Lys

Leu

360

Ala

66

Lys

Lys

Asn

Thr

185

Thr

Thr

Leu

Val

Pro

265

ala

Ile

Thr

vVal

Phe

345

Asn

Hiz

Glu

Glu

Thr

170

Tyr

Glu

Pro

Pro

250

Gln

Ile

Ala

val

Asp

330

Trp

Ser

Lys

Lys

Ser

155

Asn

Gly

Asp

Lys

Pro

235

Ser

Tyr

Asp

Asn

Gln

315

Ile

Asp

Gln

Thr

Gln

140

Phe

Lys

His

Lys

Pro

220

Arg

Ser

val

Gly

Asp

300

Gln

Met

Gln

Glu

Ser

Thr

Ile

Glu

val

Phe

205

Ala

Lys=s

Asp

Asn

Ser

285

Ile

Gly

Lys

val

Ser

365

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser

190

Asn

Leu

Met

Val

Gln

270

Thr

Pro

Thr

Asn

Thr

350

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Val

175

Val

Phe

Leu

Ala

Val

255

Ala

Leu

Gln

val

val

335

Ala

Ala

Tyr

Arg

Leu

160

Leu

Lys

Leu

Lys

Phe

240

Asn

Leu

Arg

Ala

Gln

320

Leu

Ala

Trp

Asn



ES 2 644 945 T3

370 375 380

Ile Leu Phe Ala Ile Gln Asp Glu Glu Thr Gly Gly Val Met Ala Thr
385 390 395 400

Leu Pro Ile Ala Phe Asp Ile Ser Val Asp Ile Glu Lys Glu Lys Val
405 410 415

Leu Phe Val Thr Ile Lys Asp Thr Glu Asn Tyr Ala Val Thr Val Lys
420 425 430

Ala Ile Asn Val Val Gln Ala Leu Gln Ser Ser Arg Asp Ser Lys Val
435 440 445

Val Asp Ala Phe Lysg Ser Pro Arg Hig Leu Pro Arg Lys Arg Hig Lys
450 455 460

Ile Cys Ser Asn Ser
465

<210> 17
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 17
aagcctgctt tgcttaagga agctcctagg gcagaagagg agttgectce acgtaag 57

<210> 18
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 18

Lys Pro Ala Leu Leu Lys Glu Ala Pro Arg Ala Glu Glu Glu Leu Pro
1 5 10 15

Pro Arg Lys

<210>19
<211> 980
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 19

67



10

ccatggctat
agaacaacaa
acactagcat
agaaccttga
aatcccagac
acggttggac
ttecogtteoat
acaactctag
aaccggtget
actttaccat
actceggtta
ttatgtcatg
gtgataacac
ctaccgtccg
atgcetogeoca
tggcetecaac

gaggatccaa

cctagacctt
cggcatccag
cattaccette
gaccatctte
cgtgagettt
agaaggaggc
cggtgagggt
caccactacc
ggttcctece
ccctatggac
cectatecte
gtactttgeca
ggtcacatac
gttcgatcag
tgegacgetg
atcecctate

ttecegateg

ES 2 644 945 T3

aagtccctcg
ggeggtgact
acccacecte
accacaacge
gcgaagaaga
aagatcagcg
ggcgggaaga
ttccagcaag
tctaaacaag
ttgatgacea
acctggatet
aactggccta
actggctctg
tatgacattc
cataatggea

aagacaaatg

<210> 20
<211> 1924
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 20

ggteegattyg agacttttca acaaagggta

ccagctatct gtcactttat

tgtgaagata

catcattgcg ataaaggaaa

ggccatcgtt

gatggacccc cacccacgadg

gagcatcgtg

aagcaagtgg attgatgtga tggteocgatt

aacctecteg gattecattyg cecagetate

gaaggtgget cctacaaatyg ceatcattge

tectgecgaca

gtggtceoccaa

agatggaccc

tgctgaacge
tcggctacce
gettgatece
aggtgeteac
ccactaccac
acacgctgga
actcgactac
caagcactga
ttgtegegac
cgattgatag
cgtocecaga
accttccgag
tcgtgtocca
acaatctccy
agaagattte

agcaaaagtt

atatcecggaa
gtggaaaagy
gaagatgcct
gaaaaagaag
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa

ccacccacga

68

acctectegy
aaggtggctce
ctgccgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggecategt

ggagcatcgt

cattaactac
catctctgag
ctacgatett
caataacact
gacctcaact
ggagaaagtt
catagaggece
cattgagtgg
ccttgtgate
tacagagcac
taactcttac
tggattcgge
agtttcggee
tactatcgag
tatcaacaat

gatttcotgag

tggggceocta
aagcagatcy
actatceege
gaccteocage
agcacgacca
tcggttagea
aacttcgcac
aacattagce
atgggaggca
tacteecact
tecggtecet
ccactgaata
ggtgtctacy

aagacttggt

gtcacggaaa

gaggatttgt

attccattge
ctacaaatgce
tggtcccaaa
cacgtcttca
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgece

ggaaaaagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

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

280



10

gacgtteccaa
gatgacgcac
catttggaga
aaagcagget
coctegtget
gtgacttegg
accotogett
caacgcaggt
agaagaccac
tecagegacac
ggaagaacte
agcaagcaag
aacaagttgt
tgaccacgat
ggatctegte
ggcctaacct
getaetgtegt
acattcacaa
atggcaagaa
caaatgagca
aacatttggc
atataattte
tttatgagat
aacaaaatat

gatc

<210>21
<211> 1196
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 21

ccacgtcttce
aatcccacta
ggacacgctg
cogoggooge
gaacgecatt
ctaccecate
gatecccctac
gctcaccaat
taccacgacc
getggaggag
gactaccata
cactgacatt
cgogacectt
tgatagtaca
cccagataac
tecgagtgga
gtoecaagtt
tetecgtact
gatttctatc
aaagttgatt
aataaagttt
tgttgaatta
gggtttttat

agcogegeaaa

ES 2 644 945 T3

aaagcaagtg

tccttogeoaa
acaagctgac
cecettoace
aactactggg
tetgagaage
gatcttacta
aacactgacc
tcaactagca
aaagtttegy
gaggccaact
gagtggaaca

gtgatcatgg

gagcactact
tocttacteoeg
tteggoccac
teggecggty
atcgagaaga
aacaatgtca
tctgaggagyg
cttaagattg
cgttaageat
gattagagte

ctaggataaa

gattgatgtg
gacccttect
tctagcagat
agatcteocat
gecctaagaa
agatcgacac
tcocgeagaa
tccagcaatc
cgaccaacgg
ttageattee
teogeacacaa
ttagecaace
gaggcaactt
cccactactc
gtoecctttat
tgaatagtga
tetacgetac
cttggtatge
cggaaatggce
atttgtgagy
aatcctgttyg
gtaataatta
cegoaattat

ttategegeg

69

atatctccac
ctatataagg
atcaaacaag
ggctatecta
caacaacgge
tageatcatt
cocttgagace
ccagaccgtg
ttggacagaa
gtteateggt
ctetageace
ggtgctggtt
taccatceoct
cggttacect
gtcatggtac
taacacggte
egtecggtte
togecatgeg
tccaacatcec
atccaattcc
coggtcttge
acatgtaatyg

acatttaata

cggtgtcate

tgacgtaagg
aagttcattt
tttgtacaaa
gaccttaagt
atccagggeg
acctteacce
atcttcacca
agctttgega
ggaggcaaga
gagggtggcg
actaccttee
cetoceteta
atggacttga
atcctcacct
tttgcaaact
acatacactg
gatcagtatg
acgctgeata
cctatcaaga
cgatcgttea
gatgattatc
catgacgtta
cgegatagaa

tatgttacta

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1924



10

ccatggcgea

tctogaaate

cacgagctta
gctctgaget
tagaccttaa
gcatccaggg
ttacetteac
ccatetteac
tgagctttge
aaggaggcaa
gtgagggtgg
ccactacctt
ttecteecte
ctatggactt
ctatcctcac
actttgcaaa
tcacatacac
tegatcagta
cgacgotgea

ccectatcaa

<210> 22
<211> 2152
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 22

agttagcaga

cagtcaacgc

tcocgatttcg
tcgteoctett
gtoecctegtyg
cggtgactte
ccaccctege
cacaacgcoag
gaagaagacc
gatcagcgac
cgggaagaac
ccagcaagea
taaacaagtt
gatgaccacyg
ctggatctog
ctggocctaac
tggctctgtce
tgacatteac
taatggeaag

gacaaatgag

ES 2 644 945 T3

atctgcaatg

aaatctceoct

togtegtggg

aaggtcatgt

ctgaacgcca
ggctacccca
ttgateocct
gtgotcaceoa
actaccacga
acgctggagg
togactacca
agcactgaca
gtogegaceoe
attgatagta
tccoccagata
cttocgagtg

gtgtcccaag

aatatcaegta
aagattteta

caaaagttga

gtgtgcagaa

tatcggtttce

gattgaagaa
cttetgttte
ttaactactyg
tetetgagaa
acgatcttac
ataacactga
cctcaactag
agaaagtttc
tagaggocaa
ttgagtggaa
ttgtgatcat
cagagcacta
actcttacte
gattcggceoce
ttteggocgy
c¢tategagaa
tcaacaatgt

tttetgagga

70

cccatctctt

tctgaagacyg

gagtgggatyg
cacggogtge
gggocctaag
gcagatcgac
tatccegeag
cctecageaa
cacgaccaac
ggttagcatt
cttogoacac
cattagccaa
gggaggcaac
cteecactac
cggtcocttt
actgaatagt
tgtctacget
gacttggtat
cacggaaatg

ggatttgtga

atctccaatce

cagcagcatc

acgttaattg
atggctatcc
aacaacaacyg
actagcatca
aaccttgaga
teoccagaceg
ggttggacag
ccgttcatcg
aactctagca
ccggtgctgg
tttaccatce
tecggttace
atgtcatggt
gataacacgy
accgtccggt
getegecatg
getecaacat

ggatce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1196



ggtccgattg
ccagctatct
catcattgeg
gatggaccco
aagcaagtgy
aacctecteg

gaaggtggct

totgecocgaca

agacttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattecattg
cctacaaatg

gtggtccoccaa

ES 2 644 945 T3

acaaagggta
tgtgaagata
ggccatcgtt
gagcatcgtg
tggtecgatt
cccagetate
ccatcattge

agatggacce

atatceggaa
gtggaaaagg
gaagatgcct
gaaaaagaag
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa

ccacccacga

71

acctoctagg
aaggtggetc
ctgocgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggcocategt

ggagcatcgt

attcocattge
ctacaaatgc
tggtcccaaa
cacgtcttca
aatateccgga
agtggaaaag
tgaagatgece

ggaasaagaa

60

120

180

240

300

360

420

480



10

gacgttocaa
gatgacgcac
catttggaga
aaagcaggct
gcaatggtgt
ctccettate
cgtggggatt
teatgtette
acgecattaa
acccecatcte
toccoctacga
tcaccaataa
ccacgacete
tggaggagaa
ctaccataga
ctgacattga
cgaccottgt
atagtacaga
cagataactc
cgagtggatt
cocaagttte
toccgtactat
tttctatcaa
agttgattte
taaagtttet
ttgaattacg
gtttttatga

cgcgcaaact

<210> 23
<211> 2122
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

ccacgtotte
aatcccacta
ggacacgcetyg
ccgeggocge
gcagaaccca
ggtttctetyg
gaagaagagt
tgttteocacyg
ctactgggge
tgagaagcag
tcttactatc
cactgacctc
aactagcacg
agtttoggtt
ggccaactte
gtggaacatt
gatcatggga
gcactactcce
ttactcocggt
cggeccactyg
ggeeggtgte
cgagaagact
caatgtcacg
tgaggaggat
taagattgaa
ttaagecatgt
ttagagtcce

aggataaatt

ES 2 644 945 T3

aaagcaagtg
teettegeaa
acaagctgac
cceccttcace
tctcttatct
aagacgcagc
gggatgacgt
gegtgecatgg
cctaagaaca
atcgacacta
ccgcagaacc
cagcaatcce
accaacggtt
ageatteocgt
gcacacaact
agccaaccgg
ggcaacttta
cactactceg
ccctttatgt
aatagtgata
tacgetaceg
tggtatgeote
gaaatggctc
ttgtgaggat
tectgttgee
aataattaac
gcaattatac

atcgcgcgeg

gattgatgtg
gacectteoct
tetagecagat
agatctccat
ccaatctctce
agcatccacg
taattggete
c¢tatcctaga
acaacggcat
gcatcattac
ttgagaccat
agaccgtgag
ggacagaagg
teataggtga
ctagcaccac
tgotggttec
ccatcecctat
gttacecctat
catggtactt
acacggteac
tocggttega
gcocatgogac
caacatccce
ccaattceccg
ggtottgega
atgtaatgea
atttaatacg

gtgtcatcta

72

atatctecac
ctatataagg
atcaaacaag
ggcgcaagtt
gaaatccagt
agcttateceg
tgagettogt
ccttaagtec
ccagggcggt
cttcacccac
cttcaccaca
ctttgegaag
aggcaagate
gggtggcggg
taccttocag
tccctectaaa
ggacttgatg
cctcacctgg
tgcaaactygyg
atacactgge
tecagtatgac
gctgecataat
tatcaagaca
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa

tgttactaga

tgacgtaagg
aagttecattt
tttgtacaaa
agcagaatct
caacgcaaat
atttcgtegt
cotoettaagg
ctegtgetga
gacttecgget
cctegettga
acgcaggtgc
aagaccacta
agegacacge
aagaactcga
caagcaagca
caagttgtcg
accacgattg
atctcgtece
cetaacette
tetgtegtgt
atteacaate
ggcaagaaga
aatgagcaaa
catttggcaa
ataatttetg
tatgagatgg
caaaatatag

tc

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13820

1980

2040

2100

2152



<400> 23

ggtccgatty
ccagctatct
catcattgeg
gatggaccce
aagcaagtgyg
aacctceteg
gaaggtgget
tectgocgaca
gacgttecaa
gatgacgeac
catttggaga
aaagcaggct
gcaatggtgt
ctcoceccttate
cgtggggatt
teatgtette
acgccattaa
accccatcte
tccectacga
tcaccaataa
ccacgacete
tggaggagaa
ctaccataga
ctgacattga
cgacccttgt
atagtacaga
cagataacte
cgagtggatt
cecaagttte

tcogtactat

agacttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattceocattg
cctacaaatg
gtggtoccaa
ccacgtotte
aatceccacta
ggacacgetyg
cogoggeogo
gocagaaccca
ggtttctectg
gaagaagagt
tgtttecacy
ctactgggge
tgagaagcag
tcttactatce
cactgacctc
aactagcacg
agttteggtt
ggccaactte
gtggaacatt
gatcatggga
gocactactcc
ttactecggt
cggeccactyg
ggceggtgte

cgagaagact

ES 2 644 945 T3

acaaagggta
tgtgaagata
ggccategtt
gagcategtg
tggtecgatt
ccoagctatc
ccatcattge
agatggaccc
aaagcaagtg
teocttegeaa
acaagctgac
ccocttcace
tectecttatcet
aagacgcagc
gggatgacgt
gegtgoatgg
cctaagaaca
atcgacacta
ccgcagaacce
cagcaatcce
accaacggtt
agcattcegt
gcacacaact
agocaaccgg
ggcaacttta
cactactccg
cectttatgt
aatagtgata
tacgcetaceg

tggtatgctc

atatccggaa
gtggaaaagg
gaagatgect
gaaaaagaag
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacecttect
tetageagat
agatctccat
ccaatctcte
agcatccacyg
taattggete
ctatectaga
acaacggcat
gcatcattac
ttgagaccat
agaccgtgag
ggacagaagg
tcateggtga
ctageaccac
tgetggttce
ccatcoctat
gttaccctat
catggtactt
acacggtcac
teoggttega

goccatgcgac

73

acctcctcegg
aaggtggctc
ctgecgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atatetecac
ctatataagg
atcaaacaag
ggogcaagtt
gaaatccagt
agcttatccg
tgagetteogt
cettaagtee
ceagggeggt
cttecacccac
cttcaccaca
ctttgcgaag
aggcaagate
gggtggcggyg
tacettecag
tcoctctaaa
ggacttgatyg
cctcacctgg
tgcaaactygg
atacactgge
tecagtatgac

gctgcataat

attcecattge
ctacaaatgc
tggtoccaaa
cacgtcettca
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgacgtaagy
aagttcattt
tttgtacaaa
agcagaatct
caacgcaaat
atttcgtegt
ectettaagy
ctoegtgetga
gacttaegget
cctogettga
acgcaggtge
aagaccacta
agcgacacge
aagaactcga
caagcaagca
caagttgtcg
accacgattg
atctcgtece
cctaacctie
tectgtegtagt

attcacaate

ggcaagaaga

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

1800



10

tttetatcaa
ccaattoceg
ggtettgega

atgtaatgca

caatgtcacg
ategttcaaa
tgattateat

tgacgttatt

ES 2 644 945 T3

gaaatggcte caacatcecce

catttggcaa taaagtttet

ataatttctg ttgaattacyg

tatgagatgg gtttttatga

atttaatacg cgatagaaaa caaaatatag cgcgcaaact

gtgtcatcta tgttactaga tc

<210> 24

<211> 1919

<212> ADN
<213> Lygus hesperus

<400> 24

acacccccag
ttcttcttag
agtgtttgaa
gtagtcegaca
getghbetteo
caaaaggact
taccccatcyg
accttctaca
cccctcaace
aceocoagaca
accggtatceg
tacgeocette
ctgatgaaga
gtcogogaca
accgcogoecy
accateggea
atggaatcct
atcaggaaag
atcgeccgaca
atcatcgcte
ctcteccacct

atcgtcecace

ggtccccatt
gagatttgcg
aggagtcagce
acggctcagy
cotocategt
cctacgtegyg
agcacggcat
acgagctccg
ccaaagccaa
tgtacgtege
tectegacte
¢tcacgecat
tcctcaccga
tcaaggagaa
cctccacctce
acgagaggtt
geggtateca
acctgtacge
ggatgcagaa
ccccagaaaq
tccaacagat

gcaagtgett

gttgttcage
tcegtocggac
aaacagcggc
aatgtgcaag
cggaogoaee
cgacgagget
catcaccaac
cgteogotoce
cagggagaag
catecaggee
cggagatggt
cctecgtety
gaggggttac
getotgetac
cctocgagaag
cagttgocee
cgagaccgte
caacaccgte
ggaaatcacc
gaagtactcc

gtggatctce

ctaagcgaaa

cgtttgaaag
cggcacaccc
aagatgtgtg
gegggetteg

aggeatcagg
cagagcaaga
tgggacgaca
gaggagcacc
atgactcaga
gtoacottteoce
gtctcoccaca
gacttggetg
tctttcacca
gtogetctgg
tcctacgage
gaagacctet
tacaactcea
ctetccggag
gccctegete
gtatggatcyg
aagcaggagt

cactcaccac

74

tatcaagaca
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtcce

aggataaatt

gagtcagcaa
ccagggtccc
acgacgatgt
coggagatga
gtgtgatggt
gaggtatcet
tggagaagat
ccatcctect
tcatgtttga
toetacgette
cegtececat
goecegtgactt
ccaccgctga
acttcgagea
ttcoccgacgg
tacagectte
tcatgaagtg
geacgeaccat
cctogaccat
gtggctccat
acgacgagto

atcaatacac

aattgaggat
toctgttgee
aataattaac

gcaattatac

atcgcgegeg

acagcggget
cattttgttc
agcggcegete
cgeteccagyg
cggtatgggt
cactctgaag
ctggcaccac
cacggaggct
gaccttcaac
cggtegtace
ctatgaaggt
gactgactac
gagggaaatc
ggaaatggce
acaggtcatc
cttectgggt
cgacgtegac
gtacceeggt
caagatcaag
cctegecteoce
cggceceogge

cactacatca

1860
1920
19€0
2040
2100

2122

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

aaccacacaa
gatgecocoe
toctacgage
cccocgtoga
tactggcgtc
taatagagat
ctecacttatt
cteocaactag
aggtgttgte

cggeattttt

gacgagacag
coaoaoaoas
ttteoccgacyg
ctaccatcat
ctctactctt
ctacttcatt
attgagttte
tttegegtag
acgctatact

attgttecatg

<210> 25

<211>991

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 25

acaaacgett
catcatacaa
tacttaattt
aattactggg
ccctgoctcet
ctttegggge
gaccccaaaa
gttgagatce
aaatggagag
atgtacagcc
atgaagaacg
atcggetett
aggaaaateg
tacagtttgyg
gaaaaaatgg
cgacgaaatg

gatcgacaga

tgcagtgagg
ggtgatttca
tggctctgge
agcaacgagy
ctcgoecegte
accctetegg
taatcaagaa
cttetaaaga
ctctcecgagt
tattcgtaga
aaggggtggt
gegegttegyg
gaatgegttt
caccgagect
tcatgtocggyg
attttctcga

aagacagcaa

<210> 26
<211> 2656
<212> ADN

ES 2 644 945 T3

ttacaategg
caccoaccac
tcaccatage
gtctgocaac
acgctattge
gtccatacta
aattttacat
tggetttteg
gttttettge

cctcattcat

aaggtggaag
tetegtgtea
cataatatgg
gtttcocgtac
caagttcttg
cgggatatac
catcatggte
caatecactyg
caagctcaca
atgcgectcaa
ggatataaag
cctagaaatc
attcegacgt
acgaaactac
tatcggecag
totocteate

atattgaaaa

gaccgtggty
c¢taaaaatce
gaaaggtoce
tatcgacacce
gcccactatt
tatacactac
attegtttaa
gggtgaaata
actattctat

attcatgtta

gaactgaaaa
acggtacetyg
geccttegtga
gtggaaggga
ggtttcgaag
gteggeagga
aaagattttg
acacaacact
cctactttca
cgcttggaac
gacaccatcg
gacagtctca
aacctgaaag
ttgaaactat
actatcgaat
gagctgaaaa

c

75

ggegegtett
caggggetec
ccccectgtyg
ctcgacgtgg
ctagtccecatt
tattttttac
tacattatge
ggtgegtatt
cggtaggtag

tttaaatcgt

tatatcettga
catctategy
aactctacac
aattccctct
ttcaggaaca
gaccagatet
cteatttteg
tgtteteget
cgtctggcaa
gcaaattaaa
caaggtttac
acaaccccga
gaagactcat
cgaggacatc
atcgtgagaa

acagggacat

gttgtggttt
ctegagaaag
gaattggect
acaatatcat
gctactccat
atacttactyg
agatcttatt
getggacttg
gagtcagttt

gataggtga

aggagtttaa
tgagatgatt
gcaggtcttc
tggcagtgac
ttacaggaaa
categteagy
gaatcgcagt
ggaaggcacy
gttgaaactg
cgaagattct
cactgacata
cgagccectte
cgagttgate
caaagagacg
aaacaacgtc

tttgtacgtt

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1300

1860

1919

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

891
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<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223>nesa,c,got

<400> 26

nedettttaa
catctccatt
taactaatca
cgactcogge
gegtacgate
cgectgggtt
cetetggaag
ggatttcatc
agcagcoggt
cgoccttete
ctetactgag
ctacatcaag
goacggegac
cgagaggaag
cgoeoccooctee
cggcggtatc
ggtcgtcace
cgaagoccete
cgtcaaggaa
cgettecgac
ctacacccca
ggagaaatgc
cggtgacget
ggagttocce
tgtcatcaag

gaaggcccag

agcoceocogea
acattcccgt
accatgggaa
aaatccacga
gagaaatteg
ttggacaage
ttegaaactg
aagaacatga
accggtgagt
gcecttcacce
ccecectaca
aagatcggtt
aacatgttgg
gaaggcaagg
cgecctaceg
ggaactgtcc
ttegecccey
caggaagceyg
ttgogtegag
ttecaccgeac
gtgttggatt
gaccgtcgta
gcocatcatea
cotottggac
agcgtcacta

aagaagaaat

ES 2 644 945 T3

¢ecgagatgt
catgcacttg
aagagaagat
ccaccggaca
agaaggaagce
tgaaggeocga
gcaaatacta
tcactggaac
tcgaagctgg
tcggtgtgaa
gogagaaccyg
acaaccdage
aaccctetga
ctgacggcaa
acaaagocct
ccgtgggteg
tcaacetgac
tgeedggcga
ggtacgtege
aggttattgt
gccacactgc
ctggtaaaac
¢ectegtece
gtttogotgt
acaaggacat

aactaggtgt

tteegtgate
gagaaccact
tcatatcaac
cttgatctac
ccaggaaatg
gegtgagegt
egtgaceate
ctcacaggct
tatctccaag
acagctcatc
tttogaggaa
ggcegtegee
caagatgece
gtgcctecatce
caggecttoce
tgttgagacc
cactgaagte
caacgtegge
cggagacteoe
cctgaaccat
tcacatcgca
caccgaacag
gaccaagood
goegtgacatg
caccacegge

catggaatca

76

aatattattt
ttgagaccgt
atogtegtca
aaatgcggtg
ggtaaaggtt
ggtatcacca
atcgacgecc
gattgcgety
aacggacaaa
gttggtgtga
atcaaaaagg
ttegtteocea
tggttcaagg
gaagccctog
ctocaggacg
ggtgtcctga
aagtccgtgg
ttcaacgtca
aaggcttete
cctggacaga
tgcaaattcc
aaccccaaat
atgtgogteg
agacagaccg
aaagtaacga

catacactca

catcectattt
ttcttacttt
ttggacacgt
gtatcgacaa
ccttcaagta
tegatatege
ctggacacag
tgectgategt
cccgagaaca
acaagatgga
aagtctegte
tetecggatyg
ggtgggecgt
acgccatcct
tgtacaagat
aacccggtat
agatgeacca
agaacgtcete
ctoccaagge
tcgccaatgg
aagacatcaa
ccatcaagtc
agtacttoca
tegotgtagy
aggccgeaga

tcaaggggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

780

840

9200

960

1020

10380

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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ccttggtege tattctgtac tctgoccact ccoctottgtec aagtggttge tcoccaaccgtg 1620
tttccatcge aaagagttca gaaggaaaag cggttaaagt caccacttaa ctataatccc 1680
aactttatta tatatatata aatatatagc ctcgacttgt gtacacgttt ttaattaaag 1740
aaggagactg tttattattt ttggttttgt ttttatecatt taaaaaatcet atttettttt 1800
tcgaaaaaaa gaaaacgaac ttgggttttt tttttgtatt ttacatetgg tggtataact 1860
gtgecceettt gtectgtttt gtgtgaaaaa tagegaattt tgttttttaa tttatttttt 1920
tgcgatttta ttcttcgtca aaataatttt aaaaaaattt atttacagca ttttttaaat 1980
taattgaagc aaaaactata attgacattc tgtatagatt ggtgactaaa taaactcgaa 2040
tgottcatga aaaaaaaaaa aaaagggcgg Ccaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2100
aaaaaaaaaa aaaaanaaaa Aaaaaaaaaa anaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2160
aaaaaaaaaa gg@gggggggcc cctttaaaaa tcoccccceoggg gggoccaatt tteoccoggace 2220
coecttttttt tgaaaaaggyg ggccectaaa gggggectat ttaaaagtag ggoecggggec 2280
gcgtttttaa accgeggggg ggggaaaaat ggttatttgg gattttttgg aaagaaccet 2340
ttttttgggy gggggaaata ttgggaaaaa toccocccaaaa aatttaaagg tttaagggaa 2400
aaaazaaatt tttaagggga aaagggggta aaaaaacttg cttttttttg tggttgaaaa 2460
tttttttttt tgggtttttt tttttaaaaa ttttttecee gggggttggg gtttttattg 2520
gttggggttt ttaaaattee aageoceocagyg gtttttttgg ggecceecac ceecccaagt 2580
ttgttttgat ttaaaatcce ccaacccaat tttggaaggg gttttttttg tttaaaaaac 2640
ccccocccce coccee 2658

<210> 27

<211> 1043

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 27

7
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gtcctoctegt cttgtttcoca gaggaggtgt gaattttagg atgaaatctt tgctggtget &80
tatgtcagtg gtgggcttgy ccatgtgcca gtggggccag cctggacttc ctcaggacac 120
tactgaagta geocgetgeoca aagetgecea ctacgeoceget ctogocagag ceggtaccoee 180
agttcacaac geocgetceca cetggaacge cgeccctgoe tggggaactce cegeocgocee 240
cggegtoeccet caagatacge ctgaagtoge cgetgecaag gecgetcatt tegetgocgt 300
cgctcaggtt cagagccaca cgcctcagea gtottgggct ccoctcagecagt cctggactoc 360
ccagagccag cagtggacta gcgagcacca acccaggtgg aacggaccca tcgcetctgec 420
cccgggecttec gaccagaacyg gegctcccocct cceccgtccaa gacacccctg aagtagetge 480
tgagegegea aggeacttea acctetacte cageoggtgga catecttece tegeccceoge 540
tcagccttec tggaacgccg ctcectcaatg gaacgeccget cctcagtggt ccgetcccege 600
tacccagtgg aacgctcaac ccggtctcoccc tcaggacace cccgaagtcg ccgctgccaa 660
ggcogeotcac ttogocgetc acgctcaact tgeotoctgece tocaaccacg gtaggtggaa 720
gagaggaate ctegetgece cagtcaccac cgbcageget cacteocaccet ceatcgteoca 780
ctotgeccee gtggteocacy ccaceccogt cgtocacgea acteccattg ttogegetge 840
tocegtagte cacaccettge cctacetteg cacoctggte cacaccgecce ceategtoce 900
cacocgoccec atcgtcoccca cccgecccocte tcogoccate goctocactgg gtaattaatg 960
actggcgaag aagccacgac tgattttttg tgtcgtagtt tacgagettt gtagaaaaac 1020
gaaaatttga atgaattgat tgg 1043

<210> 28

<211> 2346

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 28

78



actcgttcta
caagagcttt
ctocgggaaga
gaaaatteag
gcagttggaa
ccetggtettg
catcactctt
caaggaaggt
tggccgtacce
attgegtgga
agtegaacce
cecoccagat
ctoggactac
tatgcagatt
tgacaccatc
gcagaggttg
catccagaag
cgtgaagace

aaacgtcaag

gatcgegatg
cgtactattg
ccatcacccet
gataaagaag
gacggacgta
agattgagag
gaggtcgage
attcctccag
ctctctgact
ggtatgeaaa
tecgacacca
cagcagaggt
aacatccaga
tttgtcaaaa
gaaaatgtca
atcttegeeg
gagtccacoc
ttgactggea

gccaagatcoe
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gacgegtggt
aaattctcga
cgaggtcgag
geatcecceeo
ctttgtetga
gtggcatgca
cttctgactc
atcagcagag
acaatattca
tetttgteaa
tegaaaatgt
tgattttege
aggagtcgac
ctoctgactgg
aggcgaaaat
gtaagcagct
ttcatettgt
agaccatcac

aggacaagga

cgagaaacga
aaaatcgcag
ccttectegat
agatcagcag
ctacaacatc
gatcettegtg
catcgaaaac
attgatcttc
aaaagagtcc
aacattgact
caaggacaag
tggcaaacaa
cctocatcott
caagacaatc
ccaggacaaa
tgaagacggce
cctoegtetg
tettgaggte

aggtatcccc

79

gaacgagcta
atcttcgtta
accattgaaa
aggttgatct
caaaaagaat
aagaccctca
gtcaaggcta
gcoggcaaac
acccttcact
ggaaagacca
atccaggaca
¢ttgaagacy
gtoctcegte
acccttgaag
gaaggcatoce
cgtaccctet
cgtggtggta
gagecctetg

ccagatcage

cgttgagcat
aaactttcga
acgtgaaggc
ttgeceggeaa
ccactctcca
caggaaagac
aaattcaaga
aactcgaaga
tggtgttgag
teacccttga
aggaaggeat
gacgtaccct
tgegtggtgg
tagagcececte
ccccagatca
cggactacaa
tgcagatttt
acaccatcga

agaggttgat

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

1020
1080

1140
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cttegetgge aageagetcg aggatggteg taccectoeteg gactacaaca tcocagaagga 1200
gtocacectt catettgtoe tecegtetgeg tggtggtatg cagatttteg tgaagacctt 1260
gactggcaag accatcacte ttgaggtcga gecctetgace accattgaaa acgtcaagge 1320
caagatccag gacaaggaag gtatcccccc agatcagcag aggttgatct tcgeccggtaa 1380
gcagcttgaa gacggccgta ctctctctga ttacaacatc cagaaggagt cgaccctcca 1440
ccttgtecte cgtetgegtg gtggtatgea gattttogtyg aagaccttga ctggcaagac 1500
catcactett gaggtegage cctetgacac cattgaaaace gtcoaaggeca agatccagga 1560
taaggaagge atcecccccag atcageagag gttgatcette gecggtaage agettgagga 1620
tggacgtace ctgtcagact acaacatcca aaaggagtce acectgeact tggtgttgag 1680
attgegtggt ggtatgcaga tcttegtcaa gaccttgact ggcaagacga tcactttgga 1740
agtcgagccc tctgacacca ttgagaatgt caaagccaaa atccaagata aggaaggcat 1800
cccocccagat cagcagaggt tgatcttcge tggtaagcag cttgaagacg geogocactct 1860
tteggattac aacatcecaga aggagtegac cotecacett gtecttegte tgoegtggtgg 1920
tatgeagate ttegtcaaga cgttgacagyg caagaccate accecttgaag tegageoeecte 1980
tgacaccate gaaaacgtca aggetaagat ccaggacaag gaaggtatee coccagatca 2040
gcaaagattg atcttcgecg gcaaacaget cgaagatgge cgtaccctcet cagactacaa 2100
cattcaaaag gagtcaactc ttcatctcogt tctgaggete cgtggeggtc gttattgate 2160
acaattccaa acttaaaaat tgcgttccga ttttcocttet ttatttggeg aaaaatacgt 2220
accectagtta attaaaatga cttgaaattt gattttttaa gaatgetteg aattttttta 2280
tagatggttt gttacgtaga cgaatacaca acagtgaaag ccgaaaaaaa aaaaaaaagg 2340
gcggec 2346

<210> 29

<211>1151

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 29

80
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gctcttoteoyg
acgctcagece
tttaatctte
acataccagg
gagtaattca
aatattcage

gtgggacggce

ggatgattcc
gaattcaagt
gaagggaggy
aaactgocag
attegagaac
aaaagtecgtt
tcgaatcaag
agagctgaaa
acogaaggga
tactgtgage
ttggaaatgg
aagtggactg

cccaattaat

ggaatcttcg
ataaaagaat
gtaagcctag
gaaaccaggt
agaaataggy
agttgaaaag

aaaggaggta

attgtggtgg

cataatctte
cacaacacag
gtocacaaca
agcaagtgea
gaaagactga
accogacgag
gacataaggc
gaccccactc
cgtaaaggaa
aactcaaatg
aacattegtt

g
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aattcttcat
agtcctcgaa
ccagggaatyg
cattegaagt
gatatcaagt
gaaacctegyg

atggtggaag

gactcaacat
gtgtcgatog
acgggtttgg
aagacgactyg
cgggtggtca
cagtgaggaa
gagaaacggyg
agtatggtat
ctttteceat
¢caacatect
tgteceggagy

gtggegagaa

agcaaatctc
caaagcagta
aaccttcggg
ttettcagag
ttggtetggt
aaacctattg

aaaaaaacca

caagaatact
aattaatatt
cgtaagtgga
cttagecacy
tggecatatet
ctgtaggatt
tgcagtccge
tgtcattcaa
tcataacctg
gatetgggtyg
tcagaaggaa

ataaggtgtt

<210> 30

<211>823

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature
<222> (729)..(729)
<223>nesa,c,got

<400> 30

81

ttcgaattca
ataagttcaa
aaacttcaac
aacgtagtte
cagaatttga
gacgtegagg

cgttttatge

ccaaaagact
gacatcaaag
tcgagaaatg
acatctggaa
gtaggatcoca
ttggcgaaca
gatattacgt
ggcaattatt
gttgtcaaca
gatcctggaa
cttggttgta

tacgaccact

tattcgggta

ttcaggggaa
aagaatttta
acttttteag
gatggggaga
gacategttyg

aagtgacttt

gcttcatcgt
atggggataa
tcacagtttc
gtgacacgat
tgggagetgy
gcaatggcat
ttgaaaatat
acaacagtgg
acgtgcacgg
goegtcagcoaa
aaggagtteoc

tcatgtaaca

60

120

180

240

300

3860

420

480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140

1151
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15

20

25

30

ctcaaaacte
ttecattaata
tccttaatta
gcaataaaaa
tgtatcattt
caacaactat
atgtagaatt
aaaggtaaca
ataataaaga
tgggagcatc
aggcatcatc

ctacageaga

teaactatng

tttaaaggat

aaaggttcte
taagacttaa
atgatcctcoc
gttctacacc
acgtaacaat
taagattteca
atacttagtt
ataaacgtgg
aaattttgaa
aaattcaatt
ctacttgagt

aataaatace

agagtagttt

tgagatttgg

<210>31
<211> 759
<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(56)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(127)..(149)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (286)..(305)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (457)..(478)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (609)..(609)
<223>nesa,c,got

<400> 31
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tcaggtatat
ggagtacaat
ttaattaata
ttatcaaaaa
attacaatgc
caaggtagac
attgccgaaa
gtagagaact
gtttaaacgt

catacagatt

gggcatcgaa

tatattattt

gataacatga

ttacgtacaa

ctttcagett
aataataaat
cctaacgecac
tcaacaaatt
agaatttgca
taaacttact
ataaattttt
aaatcacgaa
tgcacattta
tggtcagtag
aacatacata

ttaaattatg

gaaatattag

tattgtaget

82

cctattegga
tcacgattaa
taccctttte
cctcaaaggt
gccactacag
tagttacgec
ctteogttaaa
acgtatattt
tcacacatct
gtacctaaat
atataataag

gacaagaaag

taattaatca

=1 =43

ttcaagacta
ggacaaacga
atcacgtcag
accttaggta
aagggaatcyg
gatttgatag
aaaccaaata
tagtgattgg
cccaaaatta
gaaattatcg
atgctaacat

aaaggtactt

cgaatgggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780

823
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15

20

NINNNANNNDT
aaaagtttaa
ccocoennnn
tttttaaatt
tctgatttgg
nnnnntataa
cgttttgata
tttggttttt
tggggaatat
cttttgttct
aattttegng

ccaatggogt

ctttoaccat

ANNNNNNNNN
c¢attttaaac
ONNNNNNNNN
tactaagaac
gggttaaagt
ttaaggacaa
taattcttta
tgtttaaaat
actgacaact
ttgggttatt
ggttattggt
aacacctgta

tteatcattt

<210> 32

<211>903

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature
<222> (246)..(277)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (435)..(450)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (664)..(664)
<223>nesa,c,got

<400> 32

ES 2 644 945 T3

ANNANNNHBNND
gcaaccacga
ANNONNNOLNG
aatcaaactt
tttagaatga
aatgatttac
tgtttttate
tttgaaaaag
tgtcaceaga
taattttttt
tttttaacca
taaatggttg

cataaaacgg

ANNNNNONHN
cococoaces
tgegetetgg
cgattttteot
ttoggaaaaa
agatttageyg
ttttttatte
gggaatnnnn
tgttaaagga
cgaatttatt
tttaaagttt
aaaatgttat

gaaagggat

83

ANNNNNNQANDG
ccccacegac
tggettegag
attaccctta
tggaannnnn
attaaaagaa
ttggggtttt
NNNNNNNONN
ttttaacact
caaaaattta
ttataccctt

attgtttttt

nnnnnnttte
coteacatee
ggtttettet
cttcettteot
nnnnonnnnn
atagagtaat
tgagtgggat
nnnnnnnntt
ttteggtttt
aaattaatca
tacgttttta

tctgtteoate

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759
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cgacggcggy
cacttcaaaa
tctagecgta
ctaagttact
atcacnnnnn
ttcaaacgtt
gagttgoteg
gagcagagtyg
coteggeeoct
tgagaacctg
tgagtagacc
agongtaagg
tttecatttat
cgaatttact
atgecaatte

aaa

<210> 33
<211>890
<212> ADN

coggeocctt
cacaacacaa
aaaaatcaag
togataaaag
nnonnnnnnn
ttcaagcttc
aataccaacg
accannnnnn
togacgaacy
tetgggtega
gggatgagca
ttttgtgecac
gacctgatcg
ggtgacttet

gtagagggcy

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(29)

<223>nesa,c,got

<400> 33
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ctttctttee
taacacteoce
tatggeccact
aaaatcaact
nnnnannnnn
gagtacgatc
gggatttcegt
INONNNNNNN
gaaggaaggt
acctetecagyg
cacgtattcc
acccgagtga
agataaggca
tcaatttete

taactetgta

ttcttteogg
ctacaagtta
taacaaccac
acctacteeg
nnannnncaa
gaaccttcgt
ttgagaggtc
aagcaageca
aaagggegty
gtegggaaag
ctcectocgatt
gtgtgtygag
tttcgtgtaa
tacggacttt

ctgaatgatyg

84

gttaaaacct
aaatggecct
taatttogac
taacaatcag
taataattta
tctgocgaaat
ggaagcacac
aacctecatac
atggaggact
tactgggggt
acgtatttgg
agtcgggtac
ggcttggtag
atettgaate

acgtetegaa

tctoctttte
catcaacaag
aactcoggceat
atcaaaccta
ctcgtgtaat

aacagttagg

gottgotett
ctatacagtt
tettggtgte
cgtggtgcag
tcccocggaac
ttcotgatceg
ttgagaccgc
acttgatggt

aacggcaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
£40
9200

903
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20

85

cgnnnnnnnn nnonnnnnnn nnonnnonnnt tocagettte gagttettte cgteacceca 60
ggtttccoceg cacctecgte cacggttocc ctoegggtte ggtttocctec ggtgtogegg 120
acgaaggagt accggcctect tttogtttcec gggacaggag gtttctcagt agtgtcagec 180
gcaggcttce gtcgaggttc gagecttcaga ggoctcocgec ggettttcocag caggotttte 240
tgtttegtog gtggttgatt tggtggeotte acctteocagac gtegaaggtt ttgegtcate 300
gggtttggtt gtcagatctt ccactttggg tttgteoctet ttgttgtcac tatectcaac 360
ctgagtaggt ttgtcgogtgg gegttggage gggactgggg gcagcactgg togeaggggt 420
gccactactg ctagotgett ccccaacact ccocggeaggt ttcagetoge caagttocty 480
ccgetttttg aggatttcgg gcatagaata atatcegttg atatgeoctoga attcttggac 540
ctteottcetg atgagtgaca tgacgoctat cctcgtaagg acgtgttgtc gagacaaacc 600
ttegegagga acteocgteag caaaggtete tgegttgtea geaccegget cgeaaaggtyg 660
ccgeataaag agggaaacgt aggetttgaa atgttttteg gactttecte gaaggteoteg 720
aaccaaccac tgegaattga acgeatottg gggaggeatt ccatacogea tgatcegeatt 780
gaggaaggce tttcectttgec tggogttgaa accaaggact tcocgatgtttc caccaactet 840
agcgagaagt ggtggcagag gocggtcottt ctottetegt ctttegggte 890

<210> 34

<211> 763

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(52)

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (142)..(166)

<223>nesa,c,got

<400> 34
coetocogaac cogoctaaaa annnonnnnn NONONONNNN ONONONNNNN Nnaacgcoaaa 60
tatactacta gtacggactc ggtctggtaa acgctcgggg taccgggcecag ctcacatgaa 120
attcgeccagt aacgtataca annnnnnnnn nhnnnnnhnn nnoannngaaa tcaggaacga 180
gtatgttaac gggattcttc ttattttcta tggtceggttt catggeagea tcocgactceatg 240
cagaaacceg taggetgagt ggatgeatce tgtecagtge teggeattet tgtggtacec 300



10

15

ttcgggegtg

gttggtcatt
tgtcaattgg
agtgtactag
actgaattga
tgecatatea
ctactaacat

tcaagattgt

tttecatcteoc
gctctecctaa
tggcaattgc
c¢tttgatgat
tattcggaga
tgaaggettt

gtggattgtg

cgttatcatt

<210> 35

<211> 1929

<212> ADN
<213> Lygus hesperus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1920)..(1920)
<223>nesa,c,got

<400> 35

cagaggtcgt
taaggatcat
tattaatgge
gaggtotgee
tcecaaccaac
agatcggtaa
acatgcecgtc
agactggage
tegacgaagt
gtaaggaaga
tagacgtggt
ttttgatttt
aacgcctttc
ctecaggtete
tegageacte

gtaacctgga

tttoctecaat

atcgtggcaa
gegggtaggg
cggtgtgaaa
ttgegtgaca
tctcaaaatyg
tgoctgotgg
agacaagacc
tgggaagcac
taggactgga
tgetgeocaac
gctggatagy
ceactccotte
ggttgactac
tacegetgtt
cgactgogca
tattgagagg

aacagcctct

ES 2 644 945 T3

ctggtgctco

tccagttttg
tgatatcgece
tetectgett
gatecctgta
ggaaatctga
tgtagagtca

ctctctecact

cgcaatatct
ccccttgage
acttaacget
acaggtecce
cgtgagtgca
gagctctact
gttggaagcg
gttcecegtg
acttacagac
aactacgece
atccgcaagc
ggcggeggea
ggcaagaaat
gttgaaccct
tteatggteg
ccgacctaca

cttoggtteg

attgecgttoc
tacgatggga
aatggagatg
attteaggge
cectgetgtta
cttctageaa
tctgtgtega

ccactctcat

gctgaacgcyg
gocecatacga
tecggagett
goeatcteaag
tcagcgtaca
gcttggaaca
gtgatgactc
ctgtetttgt
agetettoca
gaggtcacta
tgtctgatca
ctggcteotgg
ccaagctcga
acaactccat
acaatgagge
ccaacctcaa

atggagcccet

86

tgcttgtttt
gttttcatca
tttatcctecg
actatgtaca
ctgatattat
ccaattctcet
caacatgctt

cat

gaagctgtct
attetateat
cttgaactgg
cttetteotta
cgtoggecag
tggaattcag
cttcaacacg
tgatcttgag
ccoccgageaa
cacgateoggt
gtgtaccgga
atttacctce
attcgetgte
cctecactacg
tatttatgac
caggctgatt

taatgtcgac

tatttatgat
cgtggatggt
gcgactgecat
tgttecacat
tegacggaat
aaatgataag

gatgtctgca

aaattttteg
gaatcgacag
tagaggaace
ttgaattate
gcocggagttc
cctgatggac
tttttctctyg
cccactgteg
ctcatcactyg
aaggagatag
ctccaggget
cttcttatgy
taccctgetce
cacactacce
atctgeegee
ggtcagatcg

ctcacggagt

360
420
480
540
600
660
720

763

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

1020
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teocagacgaa
teatetegge
gettoegagee
getgoatgtt
tcaagaccaa
tcaactacca
tetgeatgtt
tecgacttgat
aaggagaatt
ttggaatgga
gtattatatt
tacgagaatt
acagatcaaa
gtcecggcaca

ttttttttae

tggcgtaat

cttggtecee
cgagaaagec
cgccaaccag
gtacaggggt

gaggtcoccatec

gccococace
gteocaacacyg
gtacgccaag
ctetgaagee
ctcocgtcogaa
ttatatgtat
tcatacaata
aaaaaaaaaa
actgagtact

ttacectgaag

<210> 36

<211> 3641

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 36

cocaocodod
gtttgtgggg
aaaccttett
ccecccecott
tttttttett
aaaaaaaaac
g9ggIgIgIgy
aaaaaaaaaa
aatctecceoce
tttoctcoeea

aaagtgtttt

ccccccocee

coccacccca
coceccceee
tttttgtgag
aaaaaaaggc
tttttttttt
cocococcaa
gggggcccaa
[=lalelalelalalalals]
cccccaaaaa
ggccctaaat
tccaaaaaaa

cececttttt
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taceccagaa
taceacgaac
atggtgaaat
gatgttgtac
cagttcegtceg
gtogtteecty
accgecateg
cgagectttg
cgagaggatt
ggagatggeg
tattattcaa
atgtttgtta
aagggogoce
cattetcacg

gtttttttee

aacataaaaa
coedcoccee
aaaaaattgg
gcaaaaaaaa
gttttagggg

aaatgggggy

aaaaaacced
ccogggtaat
aaccggggtt

tttctgoggg

acccaaaaaa

aaaaaaccec

tecactteee
agetetetgt
gogaccogey
ccaaagaogt
actggtgtce
gaggtgactt
ccgaggecty
teccactggta
tggetgecet
aaggagctga
aacacgtttc
atttcgettt
acgagtecga
ccaaagtacy

actatttatt

aaaaaaaatt
caaaaaaaaa
ggggggtgtt
aaaaataatt
gggggIgggy
tggtgtttta
cgggggttit
ttttttttta
ttecceocceocec
ggggtttece
aattttttce

cectttgggg
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cotegtaace
cggtgagate
coacggeaag
caacgcogoc
cactggtttc
ggccaaagtc
ggctegecte
cgteoggegag
tgagaaagac
agaatactaa
tgtgctatat
ataaattatt
ccacgoegteo
tgactaceat

ttaaagcaga

ttotttttgg
accggagaga
tttttttttt
acacccccac
gggggggttt
tttttacaaa
ttttttaaaa
aaaaaaccod
ccccceccaa
aaaaaccccc
cceccocegt

cccccttttt

tacgococty
accaacgett
tacatggcoct
atcgcoacca
aaggtoggea
cagcgagccg
gatcacaagt
ggcatggagg
tacgaagagy
aatctacggt
tacttgtacc
acagttttct
ggacocacge
cgegaaaget

tttaattaan

tgttggaggy
aaaaaaaaaa
tttttttttt
aaactccctt
tttttaaaaa
aacacecctt
aacocagoac
cdggaaaaaaa
aaaaattttt
cccoccaaaa
ttttaaaaac

aaaaaaaaaa

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1929

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



dJgggggcccea

tttttttttt
tttttttttt
tttrtttttt
tttteggtag
gegtaatata
agateogggag
ttactaaace
tatgttgcag
caaatataga
agtgtgagyg
gtcgggaatg
ctegtogaat
caagtcgtte
gtaccaatge
gaagagctcee
ggggggaaty
ggagttettg
tctgaaaaty
gttcttggeyg
ggaccogegt
aaccatgttyg
ggtggtgacyg
cgacagette
ctegtecgtyg
agtgtcggac
ttettotogy
agagtgagte
atccaaaacy
tceoogetoca
tgagecggact

ttttocaccy

aaaattggcc
tttttttttt
tttttttttt
tttetttett
taaatgttga
taaacaatgt
tecaaaatat
gggtttaaat
gggtacaaat
aaaaacactg
aatgaatteg
IIIIIIIIIT
teggegtoct
atgttggact
aagaaagect
tggatggeag
tcgcacacgg
ttttggatgt
geggegacag
tcgaacatct
gacgtoagag
acggegagtt
ccggacatgg
aacgtdctga
ttttcgacga
accttgggag
atttttgaga
aattgaaatc
geatcaacga
gactgtecga
gagtocatgg

gatgottoat
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ccocoegggy
tttttttttt
tttttttttt
tttteteett
gtgtaatcte
tetgocagaa
aagttgeaac
taacaaaget
agaggyaggy
cgetetegag
actttttttt
ggggggggat
cgtcggeggt
cggcttcagt
ttetectgaa
tggagttgeco
ctgtcttcac
tgageatetyg
tgaggtatey
gctgggtcayg
gagegaateo
tcctecagate
tgaggctcac
agcagatgte
gttgatgtac
atggtacgac
tcaataacgt
cctgtaagea
gttcagogec
aaacgaagtt
ttoegggtte

tgtaataaac

aaattttaaa
ttEttttttt
tttttttttt
tttettettt
aaacaacaat
aagagaaaaa
aaaaacgaag
daaggaatgt
aactgecage
gegeagaate
tttggttgag
ttagttttcg
ggccteoctgg
gaattccatc
catggeagty
gatgaaggty
gttgttgggy
ctegtecact
tocgtgtetg
ttcggggacy
tggeatgaag
cgcgttgage
gaggtggttg
gtagaggget
cgagagtgty
cgagtaagtyg
tcccatgeca
atcacagect
ctoogtgtag
gtocggtety
caagtcaacy

gttgatoogt

88

Flalalalelolalolalnl
ttEttttttt
tttttttttt
ttLetteLtt
ataaatatat
attgggaagy
aaagaataca
tegategeta
tggggatatco
accaggetgg
gggggacatt
tcgatctctt
tactgctggt
tcgtccatge
aattgetegy
goggacattt
atccattcca
teotteateg
gggtegeaay
gacagagcge
aagtggagte
tgacctggga
aggtecgecgt
tegttateta
gcgttgtagy
ttcatgattc
gatccagttc
teggectett
tgacctttgy
aagagctgac
aggatggctao

tcaageotgga

cccttttttt
ttettttttt
ttettttttt
tteLtLettt
aaaatcaagt
cgaaggagey
cgtaaaaaaa
agcetacagtt
gtgtacaaaa
ccacacgtet
ttegttttgt
gttcttgecte
actoggacac
cctogecggt
agattetett
tgagtcoctet
cgaagtacga
acattogooe
cggocatcat
ggtactgcty
gcgggaaggg
atcggaagea
aagtcggggt
tgeagtaggt
gctccactac
tatcggggta
cacctocaag
toctgacgac
cooagttgtt
caaagggtec
toggtacata

ggtcggagte

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2180

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
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geegtggtag gaacceggtgg ggtcegatgee gtgttegtog gaaatgattt cecagaactt 2700
ggctecgate tggttgecge actggoecgge ctgaatgtgt acgatttcoce teatttegtg 2760
cgactgegaa gaaaaatgaa aaaacgagag ctgaaaaatt cgactgaaac gaagcaacgg 2820
cttctgacaa ccactgcoccag acccagtaaa gtaaacaaag ctactgttgeo tgectgeagta 2880
gttgccacca gaaacgatge tgttgcoctgec gtcagttctyg ccaagcaaac cgtggetget 2940
gaagcttccg ctgecatcttc taaagtcaac gceccaaggtta cctcoctgceccaa aaataacgta 3000
gecteotgetyg tttoctetge caaggacaag gttteegetg atgtetetea agetaaagag 3060
aaggcttcag ccaccactge caaaatcgaa gagaagaaga acgecgetaa agagaagget 3120
tcagaaateg ctgocaaaat cgaagagaag accagetctg cogtegeage cgctaaagaa 3180
aatatcagca aagctaaagc caccgccgcc aacaagcttg agtcoccgctaa agagacaget 3240
caagagtata tcaaagaagc aaaagctaaa gctgaagett tgaaggagaa aatcgetgec 3300
aacgaaaacg tccaaaaagt ccaagagaaa gtggacgcta tgaagagcta cgtgagccag 3360
gecgtcaace agaaactgga tgegeaccecet caaatcaaag cacagatcca gaaagetgac 3420
cagaaattgt ctgeacttac cgacaccatce aagagcocaaa tgaatgaaaa ggteccagee 3480
ctgaaggaga agetegaate actcagtgee agettcaaac aatcetteoega caagaacata 3540
gaaaaggcga aggagatgtt cgcctocteg taattccatt tacaagggec acacatgete 3600
gaaaaatcga gtatccgatg tatataattc aataaaacta c 3641

<210> 37

<211> 1760

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 37

89
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ggccggaaag tggggaaaaa agccgttogg gaaaatccoc tgaaacctgg ccagaagtgg &80
aacccagctg gggaatggec tgetgatcat ggogggtttg gatgtgatgt tagttggotg 120
tggaggggtyg aggaggaacc ccoctagcctc gagagaatgg atctctcaga catttggagg 180
cgotgggega ctggggggat cctdgotaade gtogotggea atcgogacad gtdegactte 240
atatcagaca goagetocte cagetgttea gtacctgtgg aggacagcat tggegggett 300
gttgocagee aaactetect tgetceaggtg ctgatgggace toggecagac attegaccte 360
cgcgaaccte geogttgaggg acatggcagg atggttggga tcoctgogtca ggttcaggta 420
agcagctcte ctcagttget cttcgatgac caacgcectge tccaaaaget tgaacctcct 480
ggcaaggaat ttgttcttga tttcgaggaa gtttcctttg ccaacgtcca ttttgaatgg 540
ttogttgatg ategegaaac ggatgteogtt ctgaatgtet tgecagegge cgtaacegtg 600
cgtaacaata cotocgagda gecagtaate atgoctectg tgocagatet cgtactoteg 660
acegggtace goagecttet cttcattotg ceacagaghtyg tggagttetg taaagoctee 720
gteggegaty ttgaacatga acttectott ggatttgtet tettegaagt caggaagett 780
gactttotee togtectecg tetteteghe cttttettet ttgacgacgg attettettt 840
ttctcgeteg tcacccoctt tttttttttt tttcogtttca geotttaggtt cttcocgtcac 800
ctcaggtttc tccgcatcta cgtccatagg ttoctetttg ggbtttggttt cttocggtgt 960
tgtggacgaa ggagtatcgg cttctttcocgt ttctgggaca ggtggtttct cagtagtgtce 1020
agetgeagge tecegttgagg tttgagette agaggectot gecggeotttt cageaggett 1080
ttetghtteg teggtggttg atttggtgge ttecacettca gacgtogaag gttttgogte 1140
ategggtttg gttgtecagat cttecacttt gggtttgtee tettitgttgt cactatccte 1200
aacctgagta ggtttgtcgg tgggegttgg agecgggactg ggggeagcac tggtcgcagy 1260
ggtgccacta ctgctagctyg cttccccaac actccceggcoca ggtttcaget cgcoccaagttce 1320
ctgcegettt ttgaggattt cgggecataga ataatatccg ttgatatget cgaattcttg 1380
gaccttotte ctgatgaghbg acatgacgec tatcectogta aggacgtgtt gtcgagacaa 1440
accttegega ggaactceegt cagcaaaggt ctetgegttg teageacceg getogeaaag 1500
gtgecgoata aagagggaaa cgtaggettt gaaatgtttt teoggacttte ctogaaggte 1560
tcgaaccaac cactgcgaat tgaacgcatc ttggggagge attccatacc gcatgatcgce 1620
attgaggaag gcctttottt geoctggegtt gaaaccaagg acttegatgt ttccaccaac 1680
tctagegaga agtggtggeca gaggecggte tttcotettot cgtcocttteogg gtogectett 1740
cttettocata gtaccateogt 1760

<210> 38

<211> 1156

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

90
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<400> 38
ggctettgte tgtgacccetg gheghettet gtaacttttt ctettogaat ttttgagttt 60
ttgacttttg tgacattcag taggtactaa aatcaccgaa aatggctctc agcgacgeag 120
atgtacaaaa acaaatcaaa cacatgatgg ctttcattga gcaagaagcc aatgaaaaayg 180
ccgaagaaat cgatgctaaa goctgaggaag agttcaacat tgaaaagggt cgacttgtac 240
agaaccageg attgaagate atggactact acgagaggaa agagaageaa gtogagotee 300
agaagaaaat ccaatcttcce aacatgttga accaagoegag getgaagget ttgaaagtac 360
gtgaagatca cgtaagaaat gtcatggacyg atgetegtaa aaggettgte cagteegecee 420
aaaatcctca acaatactct gaaatcttga taaaactcgt catgcaagct ctccttcagt 480
tgttggagaa ggaagtcacc ctcaaaatca gagaaaagga ccaagacctc atcaacaacc 540
ttgtgeccat gatccaggac aagtacaagg agatctccegg tcectegatate aagetcaaaa 600
tegacactga ctecttectt ccteccgagt ccageggagy catcgaacte tatgetcotta 660
agaactgcat gaaggtgtce aacactceteg agagecgtet cgaccetgate getcaacage 720
tggtcoctca ggtccgaact gotctotteg gocaggaacoce caaccgtaga ttogatgatt 780
agatcctcat tttcaaccca tccactcgag aaattatatce tttacgtata aaattattag 840
actcaggaat ccccctccaa actcttgeocat taaatttttt cggtctagta ccaaattttg 900
aacaacgttt teogttateoct attagtgete agettgetee cttecactaa cctaaaacta 960
agectaggta ccattcetaat tacacatete teccccccat atghtttett aacgggggtt 1020
ggaaaattaa aggaaaaaaa taacatteca cttttecaaa aaacegggece cecoceceoct 1080
taaaaacctc aaaaaaattc ctggtttttt tttaggggge cccccaaaaa aaattttttt 1140
tgggaaagcc ttaaca 1156

<210> 39

<211> 2928

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 39

91



cecacgegte
tetacaaata
cagatttgga
ggocgctatg
tcttgaagga
agatccogtyg
cageattttt
ctacateeoce
tecgtecaac
tcacgaaaac
gaaatacatc
cgacggagag
agttgcocgaa
cotottacag
aactgteate
atgcggtgaa

tgagattgac

cgggttggtg
acdagattcaa
tatgtatteg
tacgagctgg
gacatggcca
ttgagaactg
gacggtatte
aagggagtca
aatatcaagg
acgcttgtca
gctcceoectg
aaaactgaaa
aaactgectg
tgtgtecaag
tcacaagete
cgtggtaacg

ggtgtaactg
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gtttggttgg
ceatggettt
cegtttetgg
tgogegtcegy
ccattcaggt
ggaaaccact
agcgacettt
acgtteocage
tgggagcaca
agoaaaaaat
gcaactacac
tcaagatgtt
ctaactatce
gtggtaccac
tgtccaaata
aaatgtctga

agtccatcat

actggacgac
adccagaate
cectgtegte
gtacttcgag
ctacgaagaa
tteggtggag
gaaagacatt
tetgtaecagg
catcactggt
gatcatgceg
tgttgatgac
gcaagtttgg
actettgact
cgocattooe
ctcaaactet
ggtattgaga

gaagcgtact

92

attetgegaa
cgtgatgagyg
actgeggaga
ttggteggeg
acatcecggtyg
ctoggtccgg
tgegagetga
tectattgeat
ggtgatttgt
gccagaggaa
gtcgtaatgg
cctgtccgac
ggtcaacgag
ggtgectteg
gacgtcatca

gatttccceg

gctctggtcg

gttaactttg
agaaagaatg
agatgtcggg
aaatcattcg
taacagttgg
gtattatgag
ctcagageat
gggacttcac
atgeegtegt
ggggtaccogt
aaactgaatt
agccccgteo
ttttggatge
gctgtggaaa
tttacgtegg
aactcacagt

ccaacacatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

900

960

1020
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caacatgect gtagetgete gagaagotte catttatact ggtateacat tgteegaata 1080
cttecgtgae atgggttaca acgtgtegat gatggetgace tecacetete gatgggecga 1140
agocttgaga gaaatttcocag gteogtotoge tgaaatgeoet geotgacagtg gttaceoctge 1200
ctacttggga gecegtttgg cttectteta cgagegaget ggtegtgtcea aatgtettgg 1260
aagtoocogace agagaggget cagtcoagtat cogteggtgee gtgtogecocte octggtggtga 1320
ctttteggat cctgteactt cagecacceet tggtategta caggtettet ggggtetega 1380
caagaaattg geacaaagga aacacttoce ctecatcaac tggetcoatot cottacagtaa 1440
gtacatgaga getttggacg acttotatga caaacggtac ccetgaatteg tgeccctgag 1500
gaccaaggtc aaggagatcoe tcocaggagga agaagatttg geotgaaattg tgcagetcogt 1560
cggtaaaggt tegetggecg agtetgataa gatcacattg gaaategeta agatcttgaa 1620
agacgattte ttgcaacaaa acagctacte gecctacgac agattcectgte cgttctacaa 1680
gacggtcggt atgttgaaga acatgatctc tttctatgat cttgcgagge acacggtgga 1740
atcaacagea caaagcgaca acaagatcac ttggactgte atcaaagaaa geatgggcaa 18200
catcctctac cagctgtcct caatgaaatt caaggaccce gtcaaagacg gagaagccaa 1860
gatoaaagge gacottogaac agotcocadga agadatgcaa caagotttoe geoaaccotega 1920
agactaaaca gttttctcegt tcgectacctt attgttgaca atagtggcac tacagattaa 1980
cttoagtgea atttttaaca geaacogoaa atatectoet coteccecoe ttgaaactea 2040
tactategtt acacaatttg tacatataaa aacacgtetg ttgtaattac acataattat 2100
tgtatatett tegagggtag tatttgggta geagataatg aaacttagta actagegagt 2160
agactacaat attaaaaata ttctgtcaac cccaatcaat tcacgagaaa aaagggaage 2220
atttatgatt tgtttttete gegagcacat tactttetac gagetgeatt ccaatecttt 2280
aatttcttag tcgtgtcatt tcaacgtgtt caatttattg attgacttcg ttgtatcact 2340
teggtotagyg tttecttgte teggttaatt gttaagettt acaagtagag aaaaaaaagt 2400
actttttaat tcagtattaa attgtttttt tgtaatatag gtggegtgte taatagaaaa 24690
agacaatttg ctocgettgg geaaaactac aaggaacata actettetgg atttgattet 2520
ttegttgtgt gatattttte gaagtctact tttececcatt ttegagegea aaagettegg 2580
tacttacecet ccaaattttg aaaattaata tctgaagtgt gaagatgaac gagttcaact 2640
ggaacaacte ttgggagttt ctaattcaca ggatgtttet gtacctataa cttttaatta 2700
ttttetgtte aggatgtttt taatcaaatt aagattaaat attgtattat attgttgaaa 2760
aaggtttttt tttttttgge ttccaagtaa agoccagtaat tgtttacatt tccttggaaas 2820
ctttttgtgt agttaggget actgaacget ctattattte tgtgaagggy cagagtaaaa 2880
ataaaatatt ttgaaaagtt gttaaaaaaa aaaaaaaaaa ggggyggy 2928
<210> 40
<211> 1894

93



<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 40

ggtccgattyg
ccagetatet
catcattgeg
gatggaccecc
aagcaagtgg
aacctcctcg
gaaggtggct
tetgecgaca
gacgttocaa
gatgacgcac
catttggaga
aaagcaggcet
cceteogtget
gtgacttegg
adectegett
caacgcaggt
agaagaccac
tcagcgacac
ggaagaacte
agcaageaag
aacaagttgt
tgaccacgat
ggatctcgtce
ggectaacct
goetetgtegt

acattcacaa

agacttttca
gteactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattccattyg
cctacaaatg
gtggteccaa
ceacgtette
aatcccacta
ggacacgcetyg
ccgeggooge
gaacgecatt
ctaccccate
gatccectac
gctcaccaat
taccacgacc
gctggaggag
gactaccata
cactgacatt
cgegacectt
tgatagtaca
cccagataac
tccgagtgga
gteccaagtt

toteegtact

ES 2 644 945 T3

acaaagggta
tgtgaagata
ggccategtt
gagcatcgtg
tggtccgatt
cccagctatc
ccatecattge
agatggacece
aaagcaagtg
toccttogeaa
acaagctgac
ccccttcace
aactadtygg
totgagaage
gatcttacta
aacactgacc
tcaactagca
aaagtttcgg
gaggecaact
gagtggaaca

gtgatcatgg

gagcactact
tcttactceg
tteggccoac
teggecggty

ategagaaga

atatceggaa
gtggaaaagg
gaagatgecot
gaaaaagaag
gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacccttceect
tctagcagat
agatctceat
gecectaagaa
agatcgacac
teocegoagaa
tcocagcaatc
cgaccaacgg
ttagcattcc
tegeacacaa
ttagocaace
gaggcaactt
cccactactc
gtocctttat
tgaatagtga
toctacgetac

cttggtatge

94

accteoctogy
aaggtggcte
ctgccgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccategt
ggagecatcegt
atatetecac
ctatataagg
atcaaacaag
ggctatccta
caacaacgge
tagcateatt
ccttgagace
ccagaccgtg
ttggacagaa
gttcatcggt
ctetageace
ggtgetggtt
taccatecet
cggttacoct
gtcatggtac
taacacggtc
cgtccggtte

tegecatgeg

attecattge
ctacaaatge
tggtccoccaaa
cacgtcttca
aatatccgga
agtggaaaaq
tgaagatgee
ggaaaaagaa
tgacgtaagyg
aagttcattt
tttgtacaaa
gaccttaagt
atccagggey
accttcacce
atctteoacca
agctttgega
ggaggcaaga
gagggtggeg
actaccttee
ccteccteta
atggacttga
atcctecacct
tttgcaaact
acatacactg
gatcagtatg

acgetgeata

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
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atggcaagaa
caaattgagg
aatcctgttg
gtaataatta
cogeaattat

ttategegeg

gatttctate
atccaattce
ceggtottge
acatgtaatyg
acatttaata

cggtgteate

ES 2 644 945 T3

aacaatgtca
cgatcgttca
gatgattatc
catgacgtta
cgagatagaa

tatgttacta

cggaaatgge tccaacatcc
aacatttggc aataaagttt
atataatttc tgttgaatta
tttatgagat gggtttttat
aacaaaatat agcogegcaaa

gate

cctatcaaga
cttaagattg
cgttaagcat
gattagagtce

ctaggataaa

<210>41
<211> 340
<212> PRT

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 41

Met

1

Ile

Gln

Leu

Leu

65

Glu

Ser

Val

Asn

Ser

145

Thr

Ala

Ile

Leu

Azn

50

Phe

Ser

Gly

Lys

Phe

130

Ile

Leu

Ile

Ala

Phe

35

Phe

Asn

Arg

Val

Ser

115

Ser

Ala

Gln

Met

Gly

20

Asn

Ser

Asn

Thr

Thr

100

Ile

Ser

Gln

Ile

Azn

Pro

Tyr

Val

Thr

Glu

g5

Val

Glu

Thr

Pro

Tyr
165

Asp

Phe

Gln

Val

Ser

70

Thr

Ser

Gln

Thr

Val

150

Lys

Ile

Ile

Ile

Pro

55

Val

Thr

Ala

Thr

Thr

135

Leu

Gly

Ala

Arg

Gly

40

Glu

Gln

Ser

Ser

Ile

120

Arg

Val

Asp

95

Gln

Pro

25

Asn

Leu

Gln

Thr

Ala

105

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

10

Gly

Ile

Asgp

Ser

Ala

90

Lys

Thr

Asn

Pro

Thr
170

Ala

Thr

Glu

Phe

Gln

75

Val

Phe

Thr

Thr

His

155

Val

Ala

Thr

Val

Ser

60

Thr

Thr

Azn

Val

Val

140

Ser

Pro

Arg

Pro

Glu

45

Val

Ala

His

Ala

Ser

125

Thr

Arg

Val

Ala

Thr

30

Pro

Ser

Ser

Gly

Lys

110

Thr

Arg

Val

Leu

Trp

15

Asn

Gly

Gln

Phe

Val

95

Ile

Glu

Gly

Thr

Leu
175

1620
1680
1740
1800
1860

1894

Asp

Arg

Asn

Asgp

Asn

80

Lys

Tyr

Trp

Ala
160

Ser



10

Leu

Pro

Ile
225

Val

Ala

Ser

Pro

Pro
305

Asp

Tyr

<210> 42
<211> 2101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Arg

Ser

Glu

210

Ser

Ser

Gly

Asn

Ile

290

Ile

Lys

Asp

<223> Sintético

<400> 42

Val

Len

195

His

Asn

Gln

Tyr

Ser

275

Ile

Ile

Glu

Lys

Tyr

180

Tyr

Ile

Gly

Gly

Ser

260

Ser

Asn

Ile

Hisg

Glu
340

Gly

Ala

Ala

Val

Len

245

Gly

Gln

Pro

His

Ile
325

ES 2 644 945 T3

Gln

Ala

Pro

Gln

230

Tyr

Glu

Ile

Val

His

310

Cys

Thr

Thr

Pro

215

Ala

Ser

Thr

Leu

Pro

295

Asp

Hisg

Gly

Tyr

200

Ala

Ile

Val

Arg

Thr

280

Asn

Arg

Asp

Thr

185

Glu

Len

Trp

Val

Thr

265

Pro

Ala

Glu

Gln

Leu Ala Gly

Asn Thr Leun

Phe Arg Ala
220

Arg Gly Thr
235

Arg Ile Asp
250

Tyr Tyr Leun

Gly Ser Leu

Ser Cys Lys
300

lys His Arg
315

Ala Glu Lys
330

gutcecgattyg agacttttca acaaagggta atatccggaa acctectegy

ccagetatet gtcactttat tgtgaagata gtggaaaagg aaggtggete

catcattgeg ataaaggaaa ggecategtt gaagatgect ctgocgacag

gatggaccecc cacccacgag gagcatcgtg gaaaaagaag acgttccaac

96

Asn Pro Ser
190

Leun Gly Arg
205

Ser Asn Ala

Ala Thr Thr

Glu Arg Pro
255

Pro Val Thr
270

Gly Ser Glu
285

Lys Glu Asn

Glu Arg Asp

Tyr Glu Arg
335

attecattge
ctacaaatge
tggtcccaaa

cacgtcttca

Phe

Ile

Tyr

Arg

240

Len

Len

Ile

Ser

Tyr

320

Asp

60
120
1380

240



ES 2 644 945 T3

aagcaagtgg attgatgtga tggtccgatt gagacttttc aacaaagggt aatatccgga 300
aacctcoceteg gattccattg cecagetate tgtecacttta ttgtgaagat agtggaaaag 360
gaaggtgget cctacaaatg cratcattge gataaaggaa aggcoccategt tgaagatgeoco 420
tectgecgaca gtggtcccaa agatggaccc ccacccacga ggagcatcgt ggaaaaagaa 480
gacgttccaa ccacgtotte aaageaagtg gattgatgtg atatctecac tgacgtaagg 540
gatgacgcac aatcecacta tcoetteograa gacccttoet ctatataagg aagtteattt 600
catttggaga ggacacagaa acattcgcaa aaacaaaatc ccagtatcaa aattcttctc 660
tttttttcat atttcgcaaa gatttaaaaa gatctgetag aaataatttt gtttaacttt 720
aagaaggaga tatatccatg gegecaagtta gcagaatctg caatggtgtg cagaacccat 780
ctettatete caateteteg aaatccagte aacgraaate teccocttateg gtttetetga 840
agacgcagcea gcatccacga goettatceega tttegtegte gtggggattg aagaagagtg 900
ggatgacgtt aattggctct gagettegte ctcottaaggt catgtettet gtttecaegg 960
cgtgcatggce tatcctagac cttaagtccc tcgtgctgaa cgccattaac tactggggcc 1020
ctaagaacaa caacggcatc cagggcggtg acttcggcta ccccatctct gagaagcaga 1080
tecgacactag catcattace ttcacccacc cteogcttgat cccctacgat cttactatce 1140
cgcagaacect tgagaccatc ttraccacaa cgeoaggtgcet caccaataac actgacctcco 1200
agcaatccea gaccgtgage tttgegaaga agaccactac cacgacctca actagcacga 1260
ccaacggttg gacagaagga ggraagatca gcgacacgct ggaggagaaa gtttoggtta 1320
geattoegtt categgtgag ggtggeggga agaactegac taccatagag gecaactteg 1380
cacacaacte tagecaccact accettecage aageaageac tgacattgag tggaacatta 1440
gecaaceggt goetggttect cectetaaac aagttgtege gacecttgtyg atcatgggag 1500
gocaactttac catccctatg gacttgatga ccacgattga tagtacagag cactacteee 1560
actacteoogyg ttaccoctatc cteaccetgga totegtoocoe agataactet tactocggte 1620
cctttatgte atggtacttt gcaaactgge ctaaccttce gagtggatte ggcccactga 15680
atagtgataa cacggtcaca tacactgget ctgtegtgte cecaagttteg gecggtgtet 1740
acgctacegt coggttocgat cagtatgaca ttcacaatet cogtactatc gagaagactt 1800
ggtatgctog ccatgogacg ctgcataatg gcaagaagat ttctatcaac aatgtcacgg 1860
aaatggctecc aacatcccct atcaagacaa attgaggatc caaatcacca gtctcotctct 1920
acaaatctat ctctctctat ttttctcoccag aataatgtgt gagtagttcc cagataaggg 1980
aattagggtt cttatagggt ttegetcatg tgttgagcat ataagaaace cttagtatgt 2040
atttgtattt gtaaaatact tctatcaata aaatttetaa ttectaaaac caaaatccag 2100
t 2101

<210> 43

<211> 1873

<212> ADN

97



<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 43

ggtecgattyg
ccagetatet
catcattgeg
gatggaceee
aagcaagtgg
aacctcecteg
gaaggtgget
totgecgaca
gacgttecaa
gatgacgeac
catttggaga
tttttttecat
aagaaggaga
actactgggy
ctgagaagea
atcttactat
acactgacct
caactageac
aagtttoggt
aggcocaactt
agtggaacat
tgatcatggg
agcactactc
cttactccgg

tcggcccact

cggecggtgt

agacttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtette
aatcccacta
ggacacagaa
atttcgcaaa
tatatccatg
ccectaagaac
gatcgacact
ccegoagaac
ccagcaatce
gaccaacggt
tagcattcoccg
cgecacacaac
tagecaaceg
aggcaacttt
ccactactco
toccotttatg

gaatagtgat

ctacgctace
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acaaagggta
tgtgaagata
ggccategtt
gagcategtg
tggtoccgatt
cccagctatc
ccatcattgce
agatggacec
aaageaagtyg
tocttegeaa
acattcgcaa
gatttaaaaa
gctatcctag
aacaacggea
agcatcatta
cttgagacca
cagaccgtga
tggacagaag
ttcateggtyg
tectageacca
gtgetggtte
accatcecta
ggttacccta
tcatggtact

aacacggtca

gteeggtteg

atatccggaa
gtggaaaagy
gaagatgect
gaaaaagaag
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
cdacecadga
gattgatgtg
gaccettect
aaacaaaatc
gatctgctag
accttaagtc
tecagggegy
cctteaceca
tetteaceac
gctttgcgaa
gaggcaagat
agggtggcegyg
ctacetteca
ctocetotaa
tggacttgat
tccteacctg
ttgraaactg
catacactgg

atcagtatga

98

acctcctcgg
aaggtggete
ctgocgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatogt
atatetccac
ctatataagg
ccagtatcaa
aaataatttt
cctcogtgetg
tgacttegge
cectegettyg
aacgeaggty
gaagaccact
cagcgacacyg
gaagaactcg
gcaagcaage
acaagttgte
gaccacgatt
gatctcgteoe
geccoctaacctt

ctoctgtegtg

cattcacaat

attccattge
ctacaaatge
tggtoccaaa
cacgtctteca
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagttcattt
aattcttcte
gtttaacttt
aacgccatta
taceccatet
atcecoctacy
cteaccaata
accacgacct
ctggaggaga
actacecatag
actgacattg
goegaccettg
gatagtacag
ccagataact
ccgagtggat
tcccaagttt

ctoecgtacta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
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15

20

togagaagac
acaatgtcac
cagtctetet
cccagataag
cccttagtat

accaaaatcc

<210> 44
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 44

atggcaattt
aataataatg
acgtctatta
aatttagaaa
agtcaaactyg
ggttggacag
ccttttattyg
aactctagta
ccagtattgg
tttactattce
agtggttate
atgagttggt
gataatacgyg
actgtacgat
gcacgacatg

gcaccaacaa

<210> 45
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 45

ttggtatget
ggaaatgget
ctacaaatct
ggaattaggg

gtatttgtat

agt

tagatttaaa
gcatacaggg
taacttttac
ctatttttac
ttteottttge
aaggtgggaa
gagagggagg
ctactacttt
ttocoeccaag
ctatggattt
¢aatattaac
attttgcaaa
tcacttatac
ttgatcaata
caactcttca

gtcoccaataaa

ES 2 644 945 T3

cgecatgega
ccaacatece
atctetetet
ttcttatagg

ttgtaaaata

atctttagta
tggtgatttt
tcatcctegt
tacaactcaa
taaaaaaaca
aatttcagat
aggaaaaaac
tcaacaggct
taaacaagtt
gatgactact
atggatateg
ttggeoccaat
aggttotgtt
tgatatacac
taatggaaag

aacaaattaa

cgetgeataa
ctatcaagac
atttttetee
gtttcgetea

cttctatcaa

c¢tcaatgeoaa
ggttacccta
ttaattccat
gtattaacaa
acgacaacaa
acattagaag
agtacaacta
tcaactgata
gtagcaacat
atagattcta
agegocoggata
ttaccategg
gtaagtcaag
aatttaagga

aaaatatcta

99

tggcaagaag atttctatea

aaattgagga tccaaatcac

agaataatgt gtgagtagtt

tgtgttgagc atataagaaa

taaaatttct aattcctaaa

taaattattg
tatcagaaaa
atgatttaac
ataatacaga
cttcaactte
aaaaagtaag
tagaagctaa
tagagtggaa
tagttattat
cagaacatta
atagttatag
ggtttggteoe
tatcagetgg
caattgaaaa

taaataatgt

gggtcectaaa
acaaatagat
aattcctcaa
tttacaacaa
aactacaaat
tgtatetatt
ttttgeacat
tatttcacaa
gggaggtaat
tagccattat
tggtecattt
tttaaattca
tgtatatgee
aacttggtat

tactgaaatyg

1620
1680
1740
1800
1860

1873

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

930
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atggctatec
aacaataacg
acttcocatta
aatctggaga
tctecagactg
gggtggactg
coctteattg
aattetteca
ceggteocttg
ttcactatte
tectggectace
atgtcatggt
gataacactg
actgttoget
getegteatg

gcccctacca

<210> 46
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 46

tcgatettaa
gtattcaggg
ttacetteac
ctatcttcac
ttagecttege
agggtggcaa
gcgagggegy
ctaccacttt
tgecteocte
ctatggatct
ccattctcac
acttecgetaa
tgacctacac
tegatcagta
cgacgettea

gocogatcaa
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gtocctegtt
cggtgactte
tcatoctagg
taccacgcag
caagaagact
gatcagcgac
tggaaagaac
ccaacaggea
taaacaggtt
tatgactacc
ttggatctet
ctggocgaat
tggetetgte
tgacatccat
caacggcaaqg

gactaactga

ctgaacgeta
ggctaceocta
cttattecet
gtgottacta
accactacaa
actctcgaag
tectactacta
tctactgaca
gttgecacte
attgactcta
tcteoctgaca
ctcoctteotg
gtecagtcagy
aatctcagga

aagatcagea

100

tcaactactg
tctetgagaa
atgacctgac
acaacactga
cctcocactte
agaaggtgtc
ttgaagcogaa
tagaatggaa
tegttateat
ctgagcatta
atagctactce
gctttggtec
tetetgeocgg
ctattgagaa

tcaataacgt

gggceccaag
gcagattgat
tattecacag
cttgcaacag
taccacaaac
agtctctatc
cttegetcat
catctctcaa
gggtggcaac
ctctcactac
cggteccattce
tottaactet
tgtgtacgea
gacctggtac

gacagaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

930
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atggetatec
aacaacaacg
acttecatea
aatcttgaga
toccaaaocgg
ggttggacag
ccattcattyg
aatagtagca
coggttoteg

ttcactatcc

agcggttatc
atgtcatggt
gataacaccg
acagtgeogtt
goaaggeacy

geacctacet

<210> 47
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 47

tggacttgaa
gaatccaggg
ttacatteac
ccatcttcecac
tttecotttge
agggtggcaa
gggagggagyg
caaccacctt
tocetocete

ctatggatct

ctatcctcac
acttcgcaaa
tcacttacac
togatcaata
ctacacttca

ctecgatcaa
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atccottgtyg
cggtgacttt
ccatocacgt
aactactcag
gaagaaaacyg
aatctcagac
tgggaagaac
ccagcaaget
taageaggte

catgactacc

ctggatctca
ctggcccaac
tggttccgty
cgacattcat
caatggcaag

gactaactga

cteaacgeta
ggatacccca
cttatcectt
gtgttgacta
actaccacga
actctggagg
tetacaacca
tocacogaca
gtegeaacee

attgattcta

tccectgata
cttccatcag
gtctccocagy
aacctcagga

aagatttcca

101

tcaactattyg
tctetgagaa
acgatettac
acaacacaga
caagtacttc
agaaagtgag
tegaggoaaa
tegaatggaa
togteatcat

ccgaacatta

actcatacag
gatttggtce
tttctgctgg
ccatogagaa

tcaacaacgt

gggecctaaa
acagatcgac
cattecteag
cctccagcag
gactactaat
cgtgtctatc
ctteogeteac
catctcacaa

gggaggcaac

ctcacattac

cggcccattce
actaaacagc
cgtttatgcea
gacttggtac

cactgaaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660

720

780

840

900

930
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atggccatce
aacaacaatg
acgagcatca
aacctggaga
togocagaceg
ggctggaccyg
cccttcatcg
aactccagea
caggtoctgg
tteoaccateoe
tocgggctace
atgtcctggt
gacaacacag
accegtecget
gcgaggeacy

gcocegactt

<210> 48
<211> 930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 48

tggacctgaa
gtatcecaagg
tcacgttcac
ccatetteas
tgagcttege
aaggaggcaa
gcgagggegy
¢cactacett
teocogoccte
cgatggatet
cgatcctcac
acttcgcgaa
tgacctacac
tecgateagta
cgaccetoca

ctcccatcaa
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gagoctcgtg
tggegactte
ccateegege
gacgacccag
gaagaagacc
gatcagcgac
cggocaagaac
ccagcaggeoc
caagcaggty
tatgaccace
ctggatctcg
ctggcctaac
cggoagegty
cgacatecac
caacggeaag

gaccaactga

ctgaacgcta
ggctaccececa
ctcatoeegt
gtgctcacea
actaccacga
accctggagyg
tccaccacca
tegaccgaca
gtggcgacge
atcgacagea
tcoccccgaca
ctccocecagog
gtctcccagy
aaccteocgea

aagatcagca

102

tcaactactg
tcagcgagaa
acgaccteac
acaacacgga
cctoccacgag
agaaggtgtc
tcgaagcgaa
tegaatggaa
toegteateat
cegageatta
actcgtacag
ggttcggece
tgtcggetyg
ctategagaa

tcaacaacgt

gggocctaag
gcagatcgac
catccegeag
totecageag
caccacgaac
cgtgtcgate
cttcgeccac
catcagecaa
gggcgggaac
ctegeactac
cggcoegtte
gctgaacagc
ggtgtacgoey
gacatggtac

gacegagatg

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

930
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atggccatcc
aacaacaatg
acgagcatca
aacctggaga
tegoagaceyg
ggctggaceg
coctteoateg
aactccagca
ccggtgetgg
tttaccatece
toeeggttace
atgtecatggt
gataacacgg
accgtceggt
gotogeocatg

goetocaacat

<210> 49
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 49

tggacctgaa
gtatccaagg
tcacgttcac
ccatetteac
tgagottege
aaggaggcaa
gcgagggcgyg
ccactacctt
ttocteeoete
ctatggactt
ctatecteae
actttgcaaa
tcacatacac
tcgatcagta
cgacgctgeoa

cocctatcaa

ES 2 644 945 T3

gagocctegtg
tggocgactte
ccatccgoge
gacgaccocag
gaagaagacc
gatcagegac
cggcaagaac
ccagcaggcc
taaacaagtt
gatgaccacy
ctggatcocteg
ctggectaac
tggctotgte
tgacattcac
taatggcaag

gacaaattga

ctgaacgcta
ggctacccca
ctcatccegt
gtgetcacca
actaccacga
accctggagg
tccaccacca
tcgaccgaca
gtocgegacce
attgatagta
tocccagata
ctteoecgagtyg
gtgtcccaag
aatctccgta

aagatttcta

103

tcaactactg
tcagcgagaa
acgacctcac
acaacacgga
cctocacgag
agaaggtgte
tocgaagcgaa
tcgaatggaa
ttgtgatcat
cagagcacta
actettacte
gatteoggeee
tttoggeogg
ctatcgagaa

tcaacaatgt

gggccctaag
gcagatcgac
catcccgeag
teteocageag
caccacgaac
cgtgtegate
cttcgeocac
catcagccaa
gggaggcaac
¢teccactac
cggteccttt
actgaatagt
tgtctacgct
gacttggtat

cacggaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

930



10

atggecatec
aacaacaatg
acgageatca
aacctggaga
togecagaccg
ggctggaceqg
cecttecateg
aactcocagea
coggtecttyg

ttcactattc

tctggetace
atgtcatggt
gataacactg
actgtteget
goetegbecatg

geccctacea

<210> 50
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 50

tggacctgaa
gtatccaagg
tecacgtteac
ccatcttcac
tgagcttege
aaggaggcaa
gcgagggcgg
ccactacctt
tgecteccte

ctatggatct

ccattctcac
acttcgctaa
tgacctacac
tegatcagta
cgacgettca

gocegateaa

ES 2 644 945 T3

gagecteogtyg
tggegactte
ccatoogege
gacgacccag
gaagaagacc
gatcagcgac
cggcaagaac
ccagcaggec
taaacaggtt

tatgactacc

ttggatctct
ctggccgaat
tggectectgte
tgacatccat
caacggcaag

gactaactga

ctgaacgeta
ggctacceca
cteateocegt
gtgctcacca
actaccacga
accctggagg
tocaccacca
togacegaca
gttgocacte

attgactcta

tctectgaca
ctcocecttetg
gtcagtcagy
aatcteoagga

aagatcagca

104

tcaactactg
tcagogagaa
acgacctcac
acaacacgga
cctccacgag
agaaggtgtc
tcgaagcgaa
tcegaatggaa
tegttatcat

ctgagcatta

atagctacte
gctttggtec
tcteotgeogg
ctattgagaa

tcaataacgt

gggecctaag
gcagategac
cateccgeag
tctccocageag
caccacgaac
cgtgtcgatce
cttegeccac
catcageeaa

gggtggcaac

ctctcactac

cggtccatte
tcttaactet
tgtgtacgca
gacctggtac

gacagaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8B40

900

930



10

atggccatcc
aacaacaatg
acgagcatca
aacctggaga
tcgcagaccg
ggctggaccyg
cccttcocatcg
aactccagea
coggtteteg
ttecactatec
ageggttate
atgtcatggt
gataacaccg
acagtgegtt
gcaaggeacy

geacctacet

<210>51
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 51

tggacctgaa
gtatccaagg
tcacgtteac
ccatetteac
tgagcttege
aaggaggcaa
gcgagggcegyg
ccactacctt
teoecteoccte
c¢tatggatet
ctatccteac
acttcocgcaaa
tcacttacac
tcgatcaata
ctacacttea

cteegateaa

ES 2 644 945 T3

gagcctcegtg
tggegactte
ccatcogoege
gacgacccag
gaagaagacc
gatcagcgac
cggcaagaac
ccagcaggcec
taagcaggtc
catgactacce
ctggatctca
ctggccocaac
tggttcegtg
cgacatteat
caatggcaaqg

gactaactga

ctgaacgcta
ggctacccca
cteatecogt
gtgetcacca
actaccacga
accctggagy
tccaccacca
tcgaccgaca
gtogcaacae
attgattcta
tccoccoctgata
cttccatcag
gtcteccagy
aaccteoagga

aagatttcca

105

tcaactactg
tcagegagaa
acgacctcac
acaacacgga
cctccacgag
agaaggtgtc
tcgaagcgaa
tcgaatggaa
tcgteateat
ccgaacatta
actcatacag
gatttggtce
tttctgctgg
ccatcgagaa

tcaacaacgt

gggccctaag
gcagatcgac
cateocogeag
tetocageag
caccacgaac
cgtgtcgatce
cttcgeccac
catcagecaa
gggaggcaac
cteacattac
cggeccatte
actaaacagc
cgtttatgca
gacttggtac

cactgaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

930



10

atggctatcc
aacaacaacg
actagcatca
aaccttgaga
teoccagaceg
ggttggacayg
ccgttcatog
aactctagca
ccggtcettg
tteactatte
tetggetace
atgtcatggt
gataacactg
actgttcget
gctcgtcatg

gecectacea

<210> 52
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 52

tagaccttaa
gcatccaggg
ttaccttcac
ccatcttecac
tgagetttge
aaggaggcaa
gtgagggtgg
ccactacctt
tgcecteecte
ctatggatet
ccatteteac
acttegetaa
tgacctacac
tecgatcagta
cgacgcttca

gacegatcaa

ES 2 644 945 T3

gtocectegtg

cggtgactte

ccaccctcge
cacaacgcag
gaagaagacc
gatcagogac
cgggaagaac
ccagcaagca
taaacaggtt
tatgactace
ttggatetet
ctggecgaat
tggectetgtco
tgacatccat
caacggcaag

gactaactga

ctgaacgcca
ggctacccca
ttgatccect
gtgcteacea
actaccacga
acgctggagy
tcgactacca
agcactgaca
gttgccactc
attgacteta
tetectgaca
ctoccttetg
gtcagtcagg
aatctcagga

aagatcagca

106

ttaactactg
tctetgagaa
acgatcttac
ataacactga
ccteaactag
agaaagttte
tagaggccaa
ttgagtggaa
tecgttatcat
ctgageatta
atagctacte
getttggtee
tctetgocgyg
ctattgagaa

tcaataacgt

gggccctaag
gcagatcgac
tatcccgcag
cctccagcaa
cacgaccaac
ggttagcatt
cttogoacac
cattagccaa
gggtggcaac
cteteactac
cggtecatte
tettaactet
tgtgtacgca
gacctggtac

gacagaaatg

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

930



10

atggetatec
aacaacaacy
actageatca
aaccttgaga
tccocagaccg
ggttggacag
ccgtteateg
aactctagea
coeggtteteg

ttcactatce

agcggttate
atgtcatggt
gataacaccg
acagtgegtt
gcaaggoacy

geacctaccet

<210> 53
<211>930
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 53

tagaccttaa
gcatceaggg
ttacctteac
ccatcttcac
tgagctttge
aaggaggcaa
gtgagggtgg
ccactacett
tocctoccte

ctatggatct

ctatcctecac
acttcgcaaa
tcacttacac
teogatcaata
ctacacttea

ctecgatcaa

ES 2 644 945 T3

gtecctegtg
cggtgactte
ccacectege
cacaacgcag
gaagaagacc
gatcagcgac
cgggaagaac
ccagcoaagea
taagcaggte

catgactacc

ctggatctca
ctggcccaac
tggttcegtg
cgacattcat
caatggeaag

gactaactga

ctgaacgeca
ggctacccca
ttgateoceoct
gtgctcacca
actaccacga
acgctyggagyg
tegactacea
agcactgaca
gtcgeaaccee

attgattcta

tccectgata
cttccatcag
gtctcccagg
aacctcagga

aagattteca

107

ttaactactg
tetetgagaa
acgatcettac
ataacactga
cctcaactag
agaaagtttc
tagaggecaa
ttgagtggaa
tegteatcat

ccgaacatta

actcatacag
gatttggtcc
tttctgetgg
ccategagaa

teaacaacgt

gggeocctaag
gcagategac
tatccegeag
cctcocagcaa
cacgaccaac
ggttagcatt
cttegeacac
cattagccaa

gggaggcaac

ctcacattac

cggcocatte
actaaacagc
cgtttatgca
gacttggtac

cactgaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

930



10

atggctatcc
aacaacaacy
actageateca
aaccttgaga
tcccagaccyg
ggttggacag
ccgttcatcg
aactctagea
ccggtectgy
tteaccateoc
tcgggoctace
atgtcctggt
gacaacacag
acegtocget
gcgaggeacyg

geccegactt

<210> 54
<211> 2101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 54

tagaccttaa
goatccaggy
ttacctteac
¢catetteae
tgagctttge
aaggaggcaa

gtgagggtgy

ccactacctt
tocegocete
cgatggatct
cgatcctcac
acttcgcgaa
tgacctacac
togatecagta
cgacccteca

cteecatcaa

ES 2 644 945 T3

gtecctcegtg

cggtgactte
ccacectage
cacaacgcag
gaagaagacc
gatcagcgac
cgggaagaac
ccagcaagca
caageaggty
tatgaccace
ctggatctceg
ctggcctaac
cggcagcgty
cgacateocac
caacggcaag

gaccaactga

ctgaacgcca
ggctacecca
ttgatcecct
gtgctcacca
actaccacga
acgctggagyg
tcgactacca
agcactgaca
gtggcgacge
atcgacagea
tccecccgaca
ctcecccagey
gtctecccagy
aaccteocgea

aagatcagca

108

ttaactactg
totetgagaa
acgatcettac
ataacactga
cctcaactag
agaaagtttc
tagaggccaa
ttgagtggaa
tegteatcat
ccgageatta
actcgtacag
ggttcggece
tgtcggctyg
ctatcegagaa

tcaacaacgt

gggcoctaag
goagategac
tatecegeag
cetocageaa
cacgaccaac
ggttagcatt
cttcgcacac
cattagecaa
gggegggaac
ctageactac
cggcccgtte
gctgaacagce
ggtgtacgeg
gacatggtac

gaccgagatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

930



ggtccgattg
cecagetatet
catcattgeg
gatggaccec

aagcaagtgg

aacctooteg
gaaggtgget
tetgecgaca
gacgttccaa
gatgacgecac
catttggaga
tttttttcat
aagaaggaga
ctettatcte
agacgcagca
ggatgacgtt
cgtgcatgge
ctaagaacaa
tcgacactag
cgcagaaccet
agcaatccca
ccaacggtty
gcattccgtt
cacacaactc
gccaaccggt
gcaactttac
actactccgy
cctttatgtce
atagtgataa
acgctaccgt

ggtatgeteg

agacttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattocattyg
cctacaaatg
gtggtoccaa
ccacgtette
aatccoccacta
ggacacagaa
atttcgcaaa
tatatccatg
caatctcteg
gcatccacga
aattggctct
tatcctagac
caacggcatc
catcattaco
tgagaccatae
gaccgtgagc
gacagaagga
catcggtgag
tagcaccact
gotggttect
catccctatg
ttaccetate
atggtacttt
cacggtcaca
ccggttegat

ccatgegacy

ES 2 644 945 T3

acaaagggta
tgtgaagata
ggccategtt
gageategty
tggtcecgatt
cocagetate
ccatcattge
agatggacoce
aaagcaagtg
tocttegeaa
acattogeaa
gatttaaaaa
gcgcaagtta
aaatccagtc
gcttatcoga
gagcttegte
cttaagtcee
cagggcggty
ttecacccacce
ttcaccacaa
tttgcgaaga
ggcaagatca
ggtggcggga
accttccage
cocctcotaaac
gacttgatga
¢tecacctgga
gcaaactggc
tacactgget
cagtatgaca

ctgeataatg

atatccggaa
gtggaaaagy
gaagatgect
gaaaaagaay
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacecacga
gattgatgtg
gaccetteet
aaacaaaatc
gatctgctag
gcagaatctg
aacgcaaatce
tttogtegte
ctcttaaggt
tcgtgectgaa
acttcggcta
ctegettgat
ageaggtget
agaccactac
gegacacget
agaactcgac
aagcaagocac
aagttgtcge
ccacgattga
tetegtecee
ctaaccttce
ctgtegtgte
ttcacaatct

gcaagaagat

109

acctcctcgg
aaggtggcte
ctgoecgacag
acgttecaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atatetecac
ctatataagyg
ccagtatcaa
aaataatttt
caatggtgtg
tecctitateg
gtggggatty
catgtcttct
cgccattaac
ccceatctet
coccctacgat
caccaataac
cacgacctca
ggaggagaaa
taccatagag
tgacattgag
gacccttgtyg
tagtacagag
agataactet
gagtggattc
ccaagttteg
ccgtactatce

ttetateaac

attccattge
ctacaaatge
tggtoccaaa
cacgtettcea
aatatccgga
agtggaaaaq
tgaagatgcce
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagttcattt
aattcttete
gtttaacttt
cagaacccat
gtttctetga
aagaagagtg
gtttccacgg
tactggggce
gagaagcaga
cttactatce
actgacctoe
actagcacga
gtttoggtta
gccaacttcg
tggaacatta
atcatgggag
cactactccce
tacteoeggte
ggcccactga
geeggtgtet
gagaagactt

aatgtcacgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

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

1860



10

ES 2 644 945 T3

aaatggctcc aacatcccct atcaagacaa
acaaatctat ctctctctat ttttctccag
aattagggtt cttatagggt ttcgctcatg
atttgtattt gtaaaatact tctatcaata

t

<210> 55
<211> 1873
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 55

ggtccgattg
ccagctatct
catcattgeg
gatggaccea
aagcaagtgyg
aacctocteg
gaaggtggct
toctgecogaca
gacgttccaa
gatgacgeac
catttggaga
tttttttcat
aagaaggaga
actactgggg
ctgagaagea
atcttactat
acactgacct
caactagcac
aagttteggt
aggccaactt
agtggaacat

tgatcatggyg

agacttttca
gtocactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattceattyg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtette
aatcccacta
ggacacagaa
atttcgcaaa
tatatccaty
ccctaagaac
gategacact
ccogcagaac
ccagoaatac
gaccaacggt
tagcattcecg
cgcacacaac
tagccaaceyg

aggeaacttt

acaaagggta
tgtgaagata
ggeocategtt
gagcatogtg
tggtcocgatt
ccecagetate
ccatcattge
agatggacco
aaagcaagtyg
teettegeaa
acattegeaa
gatttaaaaa
gctatcctag
aacaacggca
agcatcatta
cttgagacca
cagaccgtga
tggacagaag
ttecatcggtg
tctagcacca
gtgctggtte

accateccta

attgaggatc

aataatgtgt
tgttgagcat

aaatttctaa

atatccggaa
gtggaaaagg
gaagatgect
gaaaaagaaqg
gagactttte
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacecttect
aaacaaaatce
gatctgectag
accttaagtc
tccagggcegy
cetteaceca
teottecacecac
getttgegaa
gaggcaagat
agggtggegyg
ctacctteca
ctacetotaa

tggacttgat

110

caaatcacca
gagtagttcc
ataagaaacc

ttectaaaac

acctcctegg
aaggtggote
ctgocgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggeocatcgt
ggagcatcgt
atatctecac
ctatataagg
ccagtatcaa
aaataatttt
cctogtgetg
tgacttcgge
ccctegettyg
aacgcaggtg
gaagaccact
cagcgacacg
gaagaactcg
gcaagcaagc
acaagttgte

gaccacgatt

gtctectctcet
cagataaggyg

cttagtatgt

caaaatccag

attccattgc
ctacaaatgc
tggtccocaaa
cacgtettca
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgec
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagtteattt
aattettete
gtttaacttt
aacgccatta
taccccatct
atccectacyg
ctcaccaata
accacgacct
ctggaggaga
actaccatag
actgacattg
gegacecttg

gatagtacag

1820
1980
2040
2100

2101

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320



10

agcactacte
cttactecgg
toggeccact
cggcceggtgt
tcgagaagac
acaatgtcac
cagtcotcotet
cccagataag
coeckttagtat

accaaaatcc

<210> 56
<211> 2870
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 56

gaagttgaag
ccacatcaaa
tgagcgaagg
aacgctteca
atgtgeaact
tacagagcaa
tgcagaaatc
aagagagatc
tgaacacaaqg
accagagata
caggctcaaa
agocataagg
gggaaacaaa
gcaagctttt

tcagttagtg

caaatgecat

ccactactec
tecctttatg
gaatagtgat
ctacgctacc
ttggtatgct
ggaaatgget
ctacaaatet
ggaattaggg
gtatttgtat

agt

acaaaagaag
gatatgggca
ctcaattcag
aatctcacta
ggatggggag
atctgtaggt
tatggggtta
acagtcagaa
ccttctgaga
gteattgaac
gccaaattag
gaagtaatte
attctggatc
atgctaacag
tccagaacat

tgetggtact

ES 2 644 945 T3

ggttacceta
teatggtact
aacacggtca
gtocggtteg
cgccatgega
ccaacatcec
atctetetet
ttcttatagg

ttgtaaaata

gtcttaaatc
agcttcttgg
aagattggaa
ttecaccaga
cagtatgcaa
atgcecagtgy
tgaatggctt
ctgacagtag
tcagatggat
acataaaagg
ctcagaatga
cttatccaga
cattcceccac
aggaaccagt
ctgccaaccc

gggcagatet

tecteacetg
ttgeaaacty
catacactgg
atcagtatga
cgctgcataa
ctatcaagac
atttttetec
gtttegetea

cttetatcaa

ctggctagea
cccattatat
gctgatcaat
agatgcatac
gtggaagaaa
aaaatttgat
agaaaagatg
tgcaatcgaa
caggttcatg
gaagagcaat
accaacggaa
tecatceatac
attcaagaag
tctactotgt
aggaaggaaa

cattgaagaa

111

gatctegtee
goctaacett
ctetgtegtg
cattcacaat
tggcaagaag
aaattgagga
agaataatgt
tgtgttgage

taaaatttet

acactgaact
ccaaagacct
aggatcaaga
attatcattyg
aacaaggcag
aagccaaaag
agattgttct
aggttctaca
gactacatca
ggtttagetyg
gagatgatec
actgageaac
gacatgttcg
gocatgcocagga
ttcttcaagt

cacattecaag

ccagataact
ccgagtggat
toccaagttt
ctccgtacta
atttctatca
toccaaatcac
gtgagtagtt
atataagaaa

aattcctaaa

atgccagaaa
cagagaaagqg
caatggtgag
aaacagatge
acccaagaaa
gaacctgtga
acttggacaa
acaagagtgc
ctggtgcagg
acatettgte
tgcttacaca
tcagagaatg
aaagaacaga
agcctgcaat
gcgcaatgaa

acagaattga

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1873

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

960



tgaatttete
acttatgaag
cacaccaagqg
caatgacgat
ttcagtggat
ctttettttyg
gtaagcaagg
aggcacogtd
aaacaaaatc
aacaatgget
cttgagcoaag
ccctagagec
tggatctgag
cctagacctt
cggcatocag
cattaccttce
gaccatctte
cgtgagcttt
agaaggaggc
cggtgagggt
caccactacc
ggttectece
ccctatggac
ccctateocte
gtactttgea
ggtcacatac
gttogatcag
tgagacgety
atceectate
tctetetatt
ttatagggtt

taaaatactt

aagaatctty
gaagtcacca
gotatgtege
tgaggaggca
gctcocactga
gceaccetgtge
atcgcagtgc
tgtaagetet
ccagtatcaa
caagtgtcoge
tetagecage
tacccaataa
ttacgtccte
aagtcocteg
ggeggtgact
accecacccte
accacaacgc
gcgaagaaga
aagatcagog
ggcgggaaga
ttccagcaag
tctaaacaag
ttgatgacca
acctggatct
aactggccta
actggctetg
tatgacatte
cataatggea
aagacaaatt
ttteotocaga
togoetcatgt

ctatcaataa

ES 2 644 945 T3

aagttctgaa
agctgaagat
cagtageoge
ttgacgtecag
gttgtattat
cactttatte
gtgtgtgaca
tacgatcate
aattottete
gecatctgtaa
gtaagtcace
gctctagttg
tgaaagtgat
tgetgaacge
toggctaccee
gottgateoce
aggtgctcac
ccactaccac
acacgotgga
actcgactac
caagcactga
ttgtcogegac
cgattgatag
cgtocccaga
accttocgag
tagtgtacca
acaatcteocog
agaagattte
gagtctagac
ataatgtgtyg
gttgageoata

aatttctaat

gaccggtgge
agaagagcag
agaagatgtg
ggatgacege
tgtgtgettt
cttgtetgece
ccacccoect
ggtagttcac
ttttttteat
cggagttcag
attgagegtyg
gggactcaag
gagttceogtt
cattaactac
catctctgag
ctacgatcett
caataacact
gacctcaact
ggagaaagtt
catagaggece
catigagtgg
ccttgtgate
tacagagcac
taactcttac
tggattegge
agttteggee
tactatecgag
tatcaacaat
aaatcaccag
agtagttocoe
taagaaacce

tcctaaaace

112

gtgcaaacaa
gagttcgagyg
ctagatoteoo
agcggagagt
teggacaagt
acgatgoctt
tccgacgetce
caacacagaa
atttegeoaaa
aaccctagece
agettgaaga
aagtccggta
agtacogett
tggggcoecta
aagcagatcg
actatceeoge
gacctcoeage
agcacgacca
toggttagea
aacttcgeac
aacattagcc
atgggaggca
tactcceact
tceggteect
ccactgaata
ggtgtotacyg
aagacttggt
gtoacggaaa
tctetoteta
agataaggga
ttagtatgta

aaaatcecagt

tggaggagga
aataccaggc
aagacgtaag
actgggecca
gtgctgteca
tgettagett
tgcctatata
acattegeaa
gaactagtga
tgatctctaa
ctecaacagea
tgactctgat
gcatggectat
agaacaacaa
acactagcat
agaaccttga
aatogoeagac
acggttggac
ttcogttcoat
acaactctag
aaccggtgcet
actttaceat
actcoggtta
ttatgtcatg
gtgataacac
ctacoegteeg
atgcteogeea
tggctocaac
caaatctate
attagggtte

tttgtatttyg

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1360
1520
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2870
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<210> 57
<211> 2642
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 57

gaagttgaag
ccacatcaaa
tgagcgaagqg
aacgcttcca
atgtgeaact
tacagagcaa
tgeagaaate
aagagagatc
tgaacacaag
accagagata
caggctcaaa
agecataagy
gggaaacaaa
gcaagctttt
tocagttagtg
caaatgccat
tgaatttete
acttatgaag
cacaccaagy
caatgacgat
ttcagtggat
ctttcttttg
gtaagcaagg
aggcacegte
aaacaaaate

aacaatggct

acaaaagaag
gatatgggca
ctecaattcag
aatctcacta
ggatggggag
atctgtaggt
tatggggtta
acagtcagaa
ccttctgaga
gtcattgaac
gccaaattag
gaagtaatte
attctggate
atgctaacag
tccagaacat
tgctggtact
aagaatcttyg
gaagtcacca
getatgtege
tgaggaggca
gctccocactga
gcacctgtge
atageagtge
tgtaagetet
¢eagtatcaa

atcctagacc
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gtettaaate
agcttcttgg
aagattggaa
ttccaccaga
cagtatgcaa
atgccagtgyg
tgaatggett
ctgacagtag
tcagatggat
acataaaagg
ctcagaatga
cttatecaga
cattecccac
aggaaccagt
ctgccaaccc
gggcagatct
aagttctgaa
agctgaagat
cagtageooge
ttgacgtcag
gttgtattat
cactttattc
gtgtgtgaca
tacgatcate
aattettete

ttaagtccct

ctggetagea
cccattatat
gctgatcaat
agatgcatac
gtggaagaaa
aaaatttgat
agaaaagatg
tgcaatcgaa
caggttcatg
gaagagcaat
accaacggaa
teatecatac
attcaagaag
tctactctgt
aggaaggaaa
cattgaagaa
gacecggtgge
agaagagcag
agaagatgtg
ggatgacecgc
tgtgtgottt
cttgtctgec
ceacoocedt
ggtagttcac

ttttttteat

cgtgctgaac

113

acactgaact
ccaaagacct
aggatcaaga
attatcattg
aacaaggcag
aagccaaaaqg
agattgttcet
aggttctaca
gactacatca
ggtttagotg
gagatgatoc
actgagcaac
gacatgtteg
gcatgcagga
ttcttoaagt
cacattcaag
gtgcaaacaa
gagttcgagg
ctagatctec
agcggagagt
tcggacaagt
acgatgectt
tcaegacgete
caacacagaa
atttegeoaaa

gccattaact

atgccagaaa
cagagaaagyg
caatggtgag
aaacagatgc
acccaagaaa
gaacctgtga
acttggacaa
acaagagtgc
ctggtgcagy
acatcttgtce
tgcttacaca
tcagagaatg
aaagaacaga
agcctgcaat
gcgcaatgaa
acagaattga
tggaggagga
aataccagge
aagacgtaag
actgggccca
gtgctgtcca
tgcttagett
tgectatata
acattcgeaa
gaactagtga

actggggccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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20

taagaacaac
cgacactage
geagaacctt
gcaatcccag
caacggttgg
cattceogtte
acacaactet
ccaaceggtyg
caactttace
ctactceggt
ctttatgtca
tagtgataac
cgctacegte
gtatgcetaege
aatggetcoca
tacaaatcta
gaattagggt
tatttgtatt

gt

<210> 58

<211> 930
<212> ADN
<213> Bacillus thuringiensis

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(930)
<223> cry51Aal de NCBI N.° de Acc. DQ836184.

<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(930)
<223> cry51Aal de NCBI N.° de Acc. DQ836184

<220><221> CDS
<222> (1)..(930)

<400> 58

aacggecatce
atcattacct
gagaccatct
accgtgaget
acagaaggaq
atcggtgagy
agcaccacta
ctggttecte
atecectatgg
taccctatcce
tggtactttyg
acggtcacat
cggttegate
catgcgacge
acatcecocta
tctctctecta
tcttataggy

tgtaaaatac
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agggeggtga
toacecacoe
tcacdeacaag
ttgcgaagaa
gocaagatcag
gtggcgggaa
ccttecagea
cctctaaaca
acttgatgac
tcacctggat
caaactggec
acactggctc
agtatgacat
tgcataatgyg
tcaagacaaa
tttttctceca
tttcgetcat

ttctatcaat

¢tteggetac
tegettgate
geaggtgete
gaccactacc
cgacacgety
gaactcgact
agcaagceact
agttgtegeg
cacgattgat
ctcgtcocca
taaccttceg
tgtegtgtec
teacaatete
caagaagatt
ttgagtctag
gaataatgtg
gtgttgagca

aaaatttcta

ccoatatetyg
cectacgate
acgaataaca
acgacctcaa
gaggagaaag
accatagagqg
gacattgagt
acccttgbga
agtacagage
gataactctt
agtggattcg
caagtttcgg
cgtactateg
tetatcaaca
acaaatcace
tgagtagttc
tataagaaac

attcctaaaa

agaagcagat
ttactatece
c¢tgaceteca
ctagcacgac
ttteggttag
ccaacttege
ggaacattag
tecatgggagy
actacteoeca
actccggtcoe
geccactgaa
ccggtgteta
agaagacttg
atgtcacgga
agtetoetete
ccagataagyg
ccttagtaty

ccaaaatcca

atg att ttt ttg gca att tta gat tta aaa tet tta gta ctc aat gea
Met Ile Phe Len Ala Ile Leu Asp Leun Lys Ser Leun Val Leun Asn Ala

1

5

10

114

15

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2642

48



ata
Ile

ttt
Phe

tet
Ser

tta
Leu
65

tta
Leu

act
Thr

gat
Asp

gga
Gly

tct
Ser
145

att
Ile

tta
Leu

act
Thr

ata
Ile

ttt
Phe
225

gat
Asp

agt
Gly

aat
Agn

ggt
Gly

act
Thr
50

gaa
Glu

caa
Gln

tca
Ser

aca
Thr

gga
Gly
130

agt
Ser

teca
Ser

gtt
val

ata
Ile

teg
Sear
210

gea
Ala

aat
Asn

gta
val

tat
Tyr

tac
Tyr
35

cat
His

act
Thr

caa
Gln

act
Thr

tta
Leu
115

gga
Gly

act
Thr

caa
Gln

att
Ile

gat
Asgp
195

agc

Ser

aat
Asn

acg
Thr

tat
Tyr

tgg
20

cct
Pro

cet
Pro

att
Ile

agt
Ser

tca
Ser
100

gaa
Glu

aaa
Lys

act
Thr

cca
Pro

atg
Met
130

tet
Ser

cCcC
Pro

tgg
Trp

gtc
val

goe
Ala

ggt
Gly

ata
Ile

ogt
Arg

ttt
Phe

caa
Gln
85

act
Thr

gaa
Glu

aac
Asn

act
Thr

gta
Val
165

gga
Gly

aca
Thr

gat
Asp

ccce
Pro

act
Thr
245

act
Thr

cct
Pro

tca
Ser

tta
Leu

act
Thr
70

act
Thr

aca
Thr

aaa
Lys

agt

Ser

ttt
Phe
150

ttg
Leu

gyt
Gly

gaa
Glu

aat
Asn

aat
Asn
230

tat
Tyr

gta
Val

ES 2 644 945 T3

aaa
Lys

gaa
Glu

att
Ile
55

aca
Thr

gtt
Val

aat
Asn

gta
Val

aca
Thr
135

caa
Gln

gtt
Val

aat
Asn

cat
His

agt
Ser
215

tta

Leu

aca
Thr

oga
Arg

aat
Asn

aaa
Lys
40

cca
Pro

act
Thr

tot
Ser

ggt
Gly

agt
Sar
120

act
Thr

cag
Gln

coe
Pro

ttt
Phe

tat
Tyr
200

tat
Tyr

cca
Pro

ggt
Gly

ttt
Phe

aat
Asn
25

caa

Gln

cat
Hig

caa
Gln

ttt
Phe

tgyg

105

gta
val

ata
Ile

gct
Ala

cca
Pro

act
Thr
135

agt
Ser

aat
Asn

tcg
Ser

tct
Ser

gat
Agp

aat
Asn

ata
Ile

gat
Asp

gta
Val

get
Ala
90

aca
Thr

tet
Ser

gaa
Glu

tca
Ser

cgt
Arg
170

att
Ile

agt
Gly

ggt
Gly

ggg
Gly

gtt
Val
250

caa
Gln

115

ggc
Gly

gat
Asp

tta

tta
Len
75

aaa
Lys

gaa
Glu

att
Ile

get
Ala

act
Thr
155

aaa
Lys

cet
Pro

tat
Tyr

cca
Pro

ttt
Phe
235

gta
Val

tat
Tyr

ata
Ile

acg
Thr

aca
Thr
60

aca
Thr

aaa
Lys

gyt
Gly

acct
Pro

aat
Asn
140

gat
Asp

caa
Gln

atg
Met

cca
Pro

ttt
Phe
220

ggt
Gly

agt
Ser

gat
Asp

cag
Gln

tct
Sar
45

att
Ile

aat
Asn

aca
Thr

ggg
Gly

ttt
Phe
125

ttt
Phe

ata
Ile

gtt
Val

gat
Asp

ata
Ila
205

atg
Mat

cct
Pro

caa
Gln

ata
Ile

ggt
Gly
30

att
Ile

cot
Pro

aat
Asn

acg
Thr

aaa
Lys
110

att
Ile

gea
Ala

gag
Glu

gta
Val

ttg
Leu
190

tta
Leu

agt

Ser

tta
Len

gta
val

cac
Hig

ggt
Gly

ata
Ile

caa
Gln

aca
Thr

aca
Thr
95

att
Ile

gga
Gly

cat
His

tgg
Tzp

gca
Ala
175

atg
Met

aca
Thr

tgg
Trp

aat
Asn

tca
Ser
255

aat
Azn

gat
Asp

act
Thr

aat
Azn

gat
Asp
BO

aca
Thr

tca
Ser

gag
Glu

aac
Asn

aat
Asn
160

aca
Thr

act
Thr

tgg
Trp

tat
Tyr

tca
Ser
240

gct
Ala

tta

96

144

152

2490

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



agg
Arg

gga
Gly

cca
Pro
305

aca
Thr

aag
Lys
290

ata
Ile

<210> 59

<211> 309
<212> PRT
<213> Bacillus thuringiensis

<400> 59

att
Ile
275

aaa

Lys

aaa
Lys

260

gaa
Glu

ata
Ile

aca
Thr

aaa
Lys

tet
Ser

aat
Asn
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265
act tgg tat gca cga cat gca act
Thr Trp Tyr Ala Arg His Ala Thr
280 285
ata aat aat gtt act gaa atg gca
Ile Asn Asn Val Thr Glu Met Ala
295 300

taa

116

270
ctt cat aat
Leu His Asn

cca aca agt
Pro Thr Ser

864

912

930



Met

Ile

Phe

Ser

Leu

65

Leu

Thr

Gly

Ser
145

Ile

Ile

Asn

Gly

Thr

50

Glu

Gln

Ser

Thr

Gly

130

Ser

Ser

Phe

Tyr

Tyr

35

His

Thr

Gln

Thr

Leu

115

Gly

Thr

Gln

Leu

Trp

20

Pro

Pro

Ile

Ser

Ser

100

Glu

Lys

Thr

Pro

Ala

Gly

Ile

Arg

Phe

Gln

g5

Thr

Glu

Azn

Thr

Val
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Ile

Pro

Ser

Thr

70

Thr

Thr

Lys

Ser

Phe

150

Leu

Leu

Lys

Glu

Ile

55

Thr

Val

Azn

Val

Thr

135

Gln

Val

Asgp

Asn

Lys

40

Pro

Thr

Ser

Gly

Ser

120

Thr

Gln

Pro

117

Asn

25

Gln

His

Gln

Phe

Trp

105

Val

Ile

Ala

Pro

Lys

10

Asn

Ile

Asgp

Val

Ala

90

Thr

Ser

Glu

Ser

Arg

Ser

Gly

Asgp

Leu

Leu

75

Lys

Glu

Ile

Ala

Thr

155

Lys

Leu

Ile

Thr

Thr

60

Thr

Lys

Gly

Pro

Azn

140

Asp

Gln

Val

Gln

Ser

45

Ile

Asn

Thr

Gly

Phe

125

Phe

Ile

Val

Gly

Ile

Pro

Asn

Thr

Lys

110

Ile

Ala

Glu

Val

Azn

15

Gly

Ile

Gln

Thr

Thr

95

Ile

Gly

His

Trp

Ala

Ala

Asp

Thr

Azn

Asp

80

Thr

Ser

Glu

Azn

Azn

160

Thr



Leu

Thr

Ile

Phe

225

Asgp

Gly

Gly

Pro
305

Val

Ile

Ser

210

Ala

Azn

Val

Thr

Lys

290

Ile

Ile

Asgp

195

Ser

Asn

Thr

Tyr

Ile

275

Lys

Lys

Met

180

Ser

Pro

Trp

Val

Ala

260

Glu

Ile

Thr

165

Gly

Thr

Asgp

Pro

Thr

245

Thr

Lys

Ser

Azn
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Gly

Glu

Azn

Asn

230

Tyr

Val

Thr

Ile

Asn

His

Ser

215

Leu

Thr

Arg

Trp

Agn
295

Phe

Tyr

200

Tyr

Pro

Gly

Phe

Tyr

280

Azn

118

Thr

185

Ser

Azn

Ser

Ser

Asgp

265

Ala

Val

170

Ile

Gly

Gly

Gly

Val

250

Gln

Arg

Thr

Pro

Tyr

Pro

Phe

235

Val

Tyr

His

Glu

Met

Pro

Phe

220

Gly

Ser

Asgp

Ala

Met
300

Asp

Ile

205

Met

Pro

Gln

Ile

Thr

285

Ala

Leu
180

Ser

Val

His
270

Pro

175

Met

Thr

Trp

Asn

Ser

255

Azn

His

Thr

Thr

Trp

Tyr

Ser

240

Ala

Leu

Asn

Ser
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ES 2 644 945 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que codifica una proteina inhibidora de insectos TIC807, en el que dicha proteina inhibidora de
insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 5.

2. El polinucleétido de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia polipeptidica tiene por lo menos 80 % de
identidad de secuencia, preferentemente por lo menos 90 % de identidad de secuencia, mas preferentemente 95 %
de identidad de secuencia, aun mas preferentemente 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.

3. El polinucleétido de la reivindicacion 1, en el que dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 inhibe un insecto
Hemiptero, un insecto Heterdptero, un insecto Leptinotarsa sp. o un insecto Homéptero, preferentemente

(i) dicho insecto Hemiptero es Lygus; o
(i) dicho insecto Homéptero es un afido, un saltamontes o una mosca blanca.

4. El polinucleétido de la reivindicacion 3, en el que dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 inhibe Lygus a una
concentracion en la dieta del Lygus de por lo menos 5 ppm de dicha proteina TIC807 en dicha dieta,
preferentemente dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 inhibe Lygus a una concentracién en la dieta del
Lygus de por lo menos 50 ppm de dicha proteina TIC807 en dicha dieta, mas preferentemente dicha proteina
inhibidora de insectos TIC807 inhibe Lygus a una concentracion en la dieta del Lygus de por lo menos 250 ppm de
dicha proteina TIC807 en dicha dieta, mas preferentemente dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 inhibe
Lygus a una concentracion en la dieta del Lygus de por lo menos 500 ppm de dicha proteina TIC807 en dicha dieta.

5. El polinucleétido de la reivindicacién 1, en el que

(i) dicho polinucleétido hibrida en condiciones de alta rigurosidad con SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 6; o

(i) dicha secuencia nucleotidica se selecciona de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 44,
SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 52 y SEQ ID NO: 53; 0

(iii) dicha secuencia polinucleotidica se ha disefiado para la expresién en plantas.

6. Una planta transgénica, o parte de la misma, que comprende una proteina inhibidora de insectos TIC807, en la
que dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos
70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.

7. La planta transgénica, o parte de la misma, de la reivindicacién 6, en la que

(i) dicha planta o parte de la misma comprende dicha proteina TIC807 a una concentracion de al menos 5 ug de
dicha proteina TIC807 por gramo de peso fresco de tejido vegetal, preferentemente dicha planta o parte de la
misma comprende dicha proteina TIC807 a una concentracién de al menos 50 ug de dicha proteina TIC807 por
gramo de peso fresco de tejido vegetal, mas preferentemente dicha planta o parte de la misma comprende dicha
proteina TIC807 a una concentracion de al menos 250 ug de dicha proteina TIC807 por gramo de peso fresco de
tejido vegetal; o

(ii) dicha parte de la misma es una célula, una hoja, un tallo, una flor, un sépalo, un fruto, una raiz o una semilla.

8. Una célula huésped transformada que comprende un polinucledtido que codifica una proteina inhibidora de
insectos TIC807, en la que dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que
tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.

9. La célula huésped transformada de la reivindicacion 8, en la que dicha célula huésped es una célula bacteriana o
una célula vegetal, preferentemente

(i) dicha célula vegetal se selecciona de células vegetales de cebada, maiz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped,
cafia de azucar, trigo, alfalfa, banana, brécoli, judia, col, canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, citricos,
algodon, una cucurbita, eucalipto, lino, ajo, uva, cebolla, lechuga, guisante, cacahuete, pimiento, patata, alamo
blanco, pino, girasol, cartamo, soja, fresa, remolacha azucarera, batata, tabaco, tomate, planta decorativa,
arbusto, nuez, garbanzo, guandul, mijos, lUpulos y pastizales, mas preferentemente dicha célula vegetal es una
célula vegetal de algodon; o

(ii) dicha célula bacteriana se selecciona de una célula bacteriana de Agrobacterium, Bacillus, Escherichia,
Salmonella, Pseudomonas y Rhizobium, mas preferentemente dicha célula bacteriana es una célula de Bacillus
thuringiensis.

10. Un procedimiento para controlar Lygus que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una cantidad inhibidora de Lygus de una proteina inhibidora de insectos TIC807, en el que dicha
proteina inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5;y
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11.

12.

13.
comprendiendo dicha proteina TIC807 una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5,

14.
secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, que comprende

ES 2 644 945 T3

(b) poner en contacto dicho Lygus con dicha cantidad inhibidora de dicha proteina inhibidora de insectos TIC807,
controlando de ese modo un insecto Lygus.

El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que

(i) dicha secuencia polipeptidica tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5,
preferentemente dicha secuencia polipeptidica tiene 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5; o

(ii) dicha cantidad inhibidora de Lygus de dicha secuencia proteina inhibidora de insectos TIC807 se proporciona
en una dieta del Lygus en la etapa (a) y dicho Lygus se pone en contacto en la etapa (b) permitiendo que dicho
Lygus se alimente de dicha dieta, preferentemente dicha dieta del Lygus es una planta transgénica, mas
preferentemente dicha cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 es al menos
5 microgramos por gramo de peso fresco de tejido de dicha planta transgénica, aun mas preferentemente dicha
cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 es al menos 50 ug por gramo de
peso fresco de tejido de dicha planta transgénica, mas preferentemente dicha cantidad inhibidora de Lygus de
dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 es al menos 250 pg por gramo de peso fresco de tejido de dicha
planta transgénica; o

(iii) dicha cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteina inhibidora de insectos TIC807 se proporciona en la
etapa (a) pulverizando una composicion que comprende dicho polipéptido en una planta, preferentemente dicha
composicion comprende células bacterianas o esporas bacterianas que expresan dicho polipéptido, mas
preferentemente dichas células bacterianas o esporas bacterianas son células de Bacillus o esporas de Bacillus,
aun mas preferentemente dicha composicion comprende un cristal paraesporal que contiene dicho polipéptido,
mas preferentemente dicha planta esté infestada con un Lygus.

Un kit

(I) para deteccion de una secuencia polinucleotidica de TIC807 en una muestra, codificando dicha secuencia
polinucleotidica de TIC807 una proteina inhibidora de insectos TIC807, en el que dicha proteina inhibidora de
insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 5, comprendiendo dicho kit un oligonucleétido que hibrida especificamente con una secuencia
polinucleotidica de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID
NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 un complemento de la misma y un
polinucleétido control que se hibrida a dicho oligonucleoétido; o

(I) para deteccion de una proteina TIC807 en una muestra, comprendiendo dicha proteina TIC807 que
comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:
5, comprendiendo dicho kit:

(a) un anticuerpo que se une especificamente a dicha proteina TIC807 o epitopo peptidico de la misma,
comprendiendo dicha proteina o epitopo por lo menos 9 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO: 5; y

(b) una proteina TIC807 de control o un epitopo peptidico de la misma, comprendiendo dicha proteina o
epitopo al menos 9 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO: 5.

Un procedimiento para detectar o aislar un polinucleétido que codifica una proteina TIC807 en una muestra,

(I) comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(a) seleccionar un par de cebadores oligonucleotidicos degenerados capaces de producir un amplicén, en el
que las secuencias nucleotidicas de dichos cebadores oligonucleotidicos degenerados derivan de una
secuencia polinucleotidica de TIC807 que codifica SEQ ID NO: 5;

(b) producir un amplicén de dichas secuencias nucleotidicas en dicha muestra; y

(c) detectar o aislar dicho amplicon, detectando o aislando de ese modo un polinucleétido que codifica dicha
proteina TIC807 en dicha muestra; o

(I1) comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(a) seleccionar un oligonucleétido degenerado o coleccién de oligonucleétidos degenerados, donde la(s)
secuencia(s) nucleotidica(s) de dicho(s) oligonuclettido(s) degenerado(s) derivan de una secuencia
polinucleotidica de TIC807 que codifica SEQ ID NO: 5;

(b) hibridar dichos oligonucleétidos degenerados o coleccién de oligonucleétidos degenerados a dicha
muestra,;

(c) detectar la hibridacién en dicha muestra a un polinucleétido, detectando de ese modo un polinucleétido
gue codifica dicha proteina TIC807 en dicha muestra; y

(d) aislar el polinucledtido detectado mediante hibridacién en la etapa (c).

Un procedimiento para expresar una proteina TIC807 en una planta, comprendiendo dicha proteina TIC807 una

las etapas de:
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(a) insertar en un genoma de célula vegetal una secuencia de acidos nucleicos que comprende en la direccion 5’
a 3’ una molécula de ADN bicatenario, recombinante, ligada operativamente, en la que la molécula de ADN
bicatenario, recombinante, comprende:

(i) un promotor que funciona en la célula de la planta;

(ii) una secuencia polinucleotidica que codifica una proteina inhibidora de insectos TIC807, en la que dicha
proteina inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 %
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5;

(iii) una secuencia nucleotidica no traducida en 3’ que funciona en las células de la planta para causar la
terminacion de la transcripcion y la poliadenilacién, en la que dicho promotor, dicha secuencia polinucleotidica,
y dicha secuencia nucleotidica no traducida en 3’ estan ligadas operativamente;

(b) obtener una célula de planta transformada que contiene la secuencia de acidos nucleicos de la etapa (a); y
(c) regenerar a partir de dicha célula de planta transformada una planta transgénica que expresa dicha proteina
TIC807, expresando de ese modo una proteina TIC807 en una planta.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que dicha secuencia peptidica tiene por lo menos 90 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, preferentemente dicha secuencia peptidica es SEQ ID NO: 5, mas
preferentemente dicha secuencia polinucleotidica esta ligada operativamente a una secuencia polinucleotidica que
codifica un polipéptido dirigido al plastidio, mas preferentemente dicha secuencia de acido nucleico codifica el
polipéptido de SEQ ID NO: 8.

16. Un vector de ADN recombinante para expresar una proteina TIC807 en una planta, comprendiendo dicha
proteina TIC807 una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 5; comprendiendo dicho vector en la direcciéon 5" a 3':

(i) un promotor que funciona en la célula de la planta;

(i) una secuencia polinucleotidica que codifica dicha proteina TIC807; y

(iii) una secuencia nucleotidica no traducida en 3’ que funciona en las células de la planta para causar la
poliadenilacion, en la que dicho promotor, dicha secuencia polinucleotidica, y dicha secuencia nucleotidica no
traducida en 3’ estan ligadas operativamente.

17. El vector de ADN recombinante de la reivindicacién 16, en el que

() dicha secuencia polipeptidica tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5,
preferentemente dicha secuencia polipeptidica es SEQ ID NO: 5, mas preferentemente dicha secuencia
polinucleotidica comprende SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 0 SEQ ID NO: 53; 0

(i) dicha secuencia polinucleotidica esta ligada operativamente a una secuencia polinucleotidica que codifica un
polipéptido de direccién a plastidio, preferentemente dicha secuencia polinucleotidica es SEQ ID NO: 7 y dichas
dos secuencias polinucleotidicas ligadas operativamente codifican el polipéptido de SEQ ID NO: 8, o dicho vector
que comprende ademas un polinucleétido que codifica un gen marcador seleccionable, mas preferentemente
dicho gen marcador seleccionable confiere resistencia a AMPA, atrazina, bromoxinil, dalapon, dicamba, glifosato,
higromicina, metotrexato, neomicina, fosfinotricina, una sulfonilurea o 2,4-D, y sus combinaciones.

18. Un producto de base producido de una planta o semilla, en el que dicho producto contiene una cantidad
detectable de una proteina TIC807 o un polinucleétido que codifica una proteina TIC807, comprendiendo dicha
proteina TIC807 una secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 5.

19. El producto de base de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que dicha planta o semilla es una planta de
algodon o semilla de una planta de algodon, preferentemente el producto de base es hila, aceite, harina o vainas.

20. Un procedimiento para controlar por lo menos una plaga de insectos, no siendo dicho procedimiento un
procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia y que comprende las etapas de:

(a) proporcionar por lo menos dos agentes inhibidores de plagas de insectos diferentes en una composicion,
comprendiendo dicha composicion:

() una cantidad inhibidora de insectos de una proteina TIC807, comprendiendo dicha proteina TIC807 una
secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, y

(ii) una cantidad inhibidora de insectos de por lo menos una secuencia de ribonucleétidos que funciona en la
ingestién por dicha plaga de insecto para inhibir una funcion bioldgica dentro de dicha plaga de insectos, y/o
(i) una cantidad inhibidora de insectos de por lo menos una proteina inhibidora de insectos que no es dicha
proteina TIC807; y

(b) poner en contacto dicha por lo menos una plaga de insectos con una cantidad inhibidora de dicha
composicion, controlando de ese modo dicha por lo menos una plaga de insectos.
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El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que

(i) dicha al menos una plaga de insecto es un insecto Hemiptero, un insecto Heteréptero, un insecto Leptinotarsa
sp. 0 un insecto HomoOptero, preferentemente el insecto Hemiptero es un insecto Lygus, o dicho insecto
Homaéptero es un afido, un saltamontes o una mosca blanca; o

(i) dicha funcién bioldgica es una funcidn bioldgica esencial, preferentemente dicha funcién biolégica esencial es
proporcionada por una proteina esencial o acido ribonucleico de dicha plaga de insecto, cuya funcién predicha se
selecciona de formacidon de mdusculos, formacion de la hormona juvenil, regulacion de la hormona juvenil,
regulacion y transporte de iones, sintesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana
celular, biosintesis de aminoacidos, degradacion de aminoacidos, formacién de espermatozoides, sintesis de
feromonas, deteccion de feromonas, formacion de antenas, formacion de alas, formacién de patas, desarrollo y
diferenciacion, formacion de huevos, maduraciéon de larvas, formacion de enzimas digestivas, sintesis de
hemolinfas, mantenimiento de hemolinfas, neurotransmision, division celular, metabolismo energético,
respiracion y apoptosis, o dicha funcién bioldégica esencial se inhibe en Lygus mediante una secuencia de
ribonucleétidos que comprende entre 21 y 5000 nucle6tidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de identidad
de secuencia con una secuencia codificadora de nucleétidos seleccionada de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39;
o]

(iii) dicha una proteina inhibidora de insectos que no es dicha proteina TIC807 se obtiene de Bacillus
thuringiensis, preferentemente dicha proteina inhibidora de insectos se selecciona de AXMI-027, AXMI-036,
AXMI-038, AXMI-018, AXMI-020, AXMI-021, AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, AXMI-009,
AXMI-014, ET29, ET37, AXMI-004, AXMI-028, AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009,
AXMI-014, TIC809, TIC810, TIC812, TIC127 y TIC128; 0

(iv) dicha composicion comprende dos proteinas inhibidoras de insectos que no son dicha proteina TIC807 y en
la que dichas dos proteinas inhibidoras de insectos son TIC809 y TIC810; o

(v) una segunda plaga de insectos se controla mediante dicha composicién, preferentemente dicha segunda
plaga de insectos se inhibe mediante dicha secuencia de ribonucleétidos de (ii) o mediante dicha proteina de (iii),
o dicha segunda plaga de insectos es una plaga de insectos lepiddpteros, mas preferentemente dicha segunda
plaga de insectos se inhibe mediante una proteina seleccionada del grupo que consiste en una proteina CrylA,
una proteina Cry1B, una Cry1C, una proteina quimérica Cry1A/CrylF y una proteina Cry2Ab; o

(vi) dicha composicion proporciona un efecto inhibor de insectos sinérgico; o

(vii) dicha composicién proporciona un efecto inhibor de insectos aditivo; o

(viii) dicha composicién es una planta transgénica.

El procedimiento de la reivindicacion 20 que es un procedimiento para proteger una planta de la infestacion por

Lygus que comprende la etapa de: expresar una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos dos agentes
inhibidores de Lygus diferentes en dicha planta, en el que dichos agentes inhibidores de Lygus comprenden:

23.

() una cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteina TIC807;

(ii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una proteina inhibidora de Lygus que no es dicha proteina
TIC807; y/o

(iii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una secuencia de ribonucleétidos que funciona tras la
ingestién por dicho Lygus para inhibir una funcién biol6gica dentro de dicho Lygus, protegiendo de ese modo a
dicha planta de la infestacion por Lygus.

El procedimiento de la reivindicacion 22, en el que

(i) dicha funcién biolégica es una funcidn biolégica esencial, preferentemente dicha funcién biolégica esencial es
proporcionada por una proteina o acido ribonucleico esencial de dicho Lygus, cuya funcién predicha se
selecciona de formacion de musculos, formacion de la hormona juvenil, regulaciéon de la hormona juvenil,
regulacion y transporte de iones, sintesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana
celular, biosintesis de aminoéacidos, degradacion de aminoacidos, formacién de espermatozoides, sintesis de
feromonas, deteccion de feromonas, formacion de antenas, formacion de alas, formacion de patas, desarrollo y
diferenciacion, formacion de huevos, maduraciéon de larvas, formacion de enzimas digestivas, sintesis de
hemolinfas, mantenimiento de hemolinfas, neurotransmision, division celular, metabolismo energético,
respiracion, y apoptosis, mas preferentemente dicha funcién biolégica esencial se inhibe mediante una secuencia
de ribonucleétidos que comprende entre 21 y 5000 nucledtidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de
identidad de secuencia con una secuencia codificadora de nucleétidos seleccionada de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID
NO: 39; 0

(ii) dicha proteina inhibidora de Lygus que no es dicha proteina TIC807 se obtiene de Bacillus thuringiensis,
preferentemente dicha proteina inhibidora de Lygus se selecciona de AXMI-027, AXMI-036, AXMI-038, AXMI-018,
AXMI-020, AXMI-021, AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, AXMI-009, AXMI-014, ET29, ET37,
AXMI-004, AXMI-028, AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, AXMI-014, TIC809, TIC810,
TIC812, TIC127 y TIC128; o

(i) dos proteinas inhibidoras de Lygus que no son dicha proteina TIC807 se expresan en dicha planta,
comprendiendo dichas dos proteinas inhibidoras de Lygus TIC809 y TIC810; o

(iv) dicha expresion de agentes inhibidores de Lygus proporciona un efecto inhibor de Lygus sinérgico; o
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(v) dicha expresion de agentes inhibidores de Lygus proporciona un efecto inhibor de Lygus aditivo; o
(vi) dicho Lygus es Lygus hesperus o Lygus lineolaris.

24. Una proteina inhibidora de insectos, en la que dicha proteina inhibidora de insectos comprende una secuencia
polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.

5 25. La proteina de la reivindicacion 24, en la que

() dicha secuencia polipeptidica tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia o al menos 90 % de
identidad de secuencia, o al menos 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, mas preferentemente
dicha proteina es SEQ ID NO: 5; o

(ii) dicha proteina comprende ademas una proteina vehiculo, preferentemente dicha proteina vehiculo es una

10 albumina o una proteina KLH; o

(iii) dicha proteina comprende ademas una modificacion covalente seleccionada de un reactivo indicador, un
espaciador de aminoéacidos, un enlazador de aminoacidos, una secuencia sefial, una secuencia de péptidos de
transito al cloroplasto, una secuencia de direccionamiento vacuolar, una secuencia de detencién de transferencia,
un dominio de transmembrana, un ligando de purificacion proteica, 0 una combinacion de los mismos.

15 26. Un anticuerpo que se une especificamente a una proteina TIC807, comprendiendo dicha proteina TIC807 una
secuencia polipeptidica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5.
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[25.5%)

MHIMN-—DIHQDHRRHWDIIHGEFIRFGT”PTNRQLFNVQIGHIE?EEGN
[ - il. R I ladeluaaiisn..
MhlLUuSSL?LNHINYW————GEKNWNuIQGGD———TGTPISE{QIDTSI

LHES ===V Ve e mnne= ELDFS?SQuLEHNTSVQQEQTﬁSFNESHTET
B 11 lealis PR IS N RN O
ITFTHPRLIPYDLTIPQWLE”IFT”TQV MNTD_QHEQTUEEHKK“TTT

TSTAVTHEVESGVIVSASAKFNAKILVESI----— E“TITTTUSTEYNFS
NI I R O [ D RO B IR LI R I I
TSTSTTHNGWTE GKISDTLEEKFS?EIPEIGEGGCKNETTIEANFAHNSS

STTTRTNTUTRuWSIHQPVL?EPHSRVTHTLuIYﬁuD?TVPULL—————S
N I S I RN Plaleslsllsleal
*TT*QQHSHDIEWNISQEULUPPSRQ??HTL? MCQRFPIPMDLMTTIES

LEVIGRTG———-- TLAGHNPS—————- FPSLYRATYENTLLGRIREHIAFF
1. [ [alulaloial. |
TE1YSHY¢GYFIuTWIEaPD\SYSGPFﬂ“WYFﬂHHPN ———————————— F

ALFRASHNAY ISNGVOAIWRGTAT TRV SQGLY SVVRIDERELAGY SGETRT
R I I o o L I I T I I
“Gba-dNS‘-ﬂHTv-FTYTGSUVSQVSAGUYAT??FDQYDIhWLR”IEK”

YYL- “UTLSNSSQILT?GSLGEEI?IINE?PNHECKHENSP IIHEDREE
e ool fezlabalaaaal P
WYARHHTLHN —————————— GKHISINNUTEHA————ETSPTKTN

HRERDYDEEHICHDOAEEYERDYDEE 340
309

124

48
43
86
a3

143
176
193
213
232
265
278
314
302



ES 2 644 945 T3

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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