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DESCRIPCION
Regulacion descendente de la expresidn génica en plagas de insectos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, al control genético de infestacion por parte de especies de plagas de
insectos, particularmente a la prevencion y/o el control de infestacion por parte de plagas de plantas. Mas
especificamente, la invencion se refiere a la regulacion descendente de la expresion de genes diana en especies de
plagas de insectos por parte de moléculas de acido ribonucleico (ARN) interferente. También se proporcionan
plantas transgénicas que (i) expresan o son capaces de expresar ARN interferentes de la invencion y (ii) son
resistentes a la infestacion por parte de especies de plagas de insectos. También se describen composiciones que
contienen las moléculas de ARN interferente de la invencién para su uso en aplicaciones topicas en plantas o en el
entorno que las rodea.

Antecedentes de la invenciéon

Existe abundancia de especies de plagas de insectos que pueden infectar o infestar una amplia variedad de
entornos y organismos hospedadores. Plagas de insectos incluyen una diversidad de especies de los Ordenes de
insectos Hemiptera (insectos verdaderos), Coleoptera (escarabajos), Siphonaptera (pulgas), Dichyoptera
(cucarachas y mantis), Lepidoptera (polillas y mariposas), OrthopteraOrthoptera (p. ej., saltamontes) y Diptera
(moscas verdaderas). La infestacion por parte de plagas puede dar lugar a dafios significativos. Las plagas de
insectos que infestan especies de plantas son particularmente problematicas en la agricultura, ya que pueden causar
dafos serios a cultivos y reducir significativamente las cosechas de las plantas. Una amplia gama de diferentes tipos
de plantas son susceptibles a la infestacion por parte de plagas, incluyendo cultivos comerciales tales como arroz,
algodon, soja, patata y maiz.

Tradicionalmente, la infestacién con plagas de insectos se ha prevenido o controlado mediante el uso de plaguicidas
guimicos. Sin embargo, estos productos quimicos no siempre son adecuados para su uso en el tratamiento de
cultivos, ya que pueden ser toxicos para otras especies y pueden provocar dafio significativo al medio ambiente. A lo
largo de las décadas mas recientes, los investigadores han desarrollado métodos mas ecoldgicos para controlar la
infestacién por parte de plagas. Por ejemplo, se han utilizado microorganismos, tales como la bacteria Bacillus
thuringiensis que expresan de forma natural proteinas toxicas para las plagas de insectos. Los cientificos también
han aislado los genes que codifican estas proteinas insecticidas y los han utilizado para generar cultivos
transgénicos resistentes a las plagas de insectos, p. €j., plantas de maiz y algodon genéticamente modificadas para
producir proteinas de la familia Cry.

Si bien las toxinas bacterianas han sido sumamente exitosas para controlar ciertos tipos de plagas, no son eficaces
contra todas las especies de plagas. Por lo tanto, los investigadores han buscado otros enfoques mas especificos
para el control de plagas y, en particular, para ARN interferente o el "silenciamiento génico" como un medio para
controlar las plagas a nivel genético.

La interferencia de ARN o 'ARNi' es un proceso mediante el cual la expresién de genes en el contexto de una célula
u organismo entero es regulado de forma descendente de una manera especifica para la secuencia. La ARNi
actualmente es una técnica bien establecida en la técnica de inhibicién o regulacién descendente de la expresion de
genes en una amplia gama de organismos, incluyendo organismos de plagas, tales como hongos, nematodos e
insectos. Ademas, estudios previos han demostrado que la regulacién descendente de genes diana en especies de
plagas de insectos puede utilizarse como medio para controlar la infestacion por parte de plagas.

El documento WO2007/074405describe métodos para inhibir la expresion de genes diana en plagas de
invertebrados, incluido el escarabajo de la patata de Colorado. El documento W0O2005/110068 describe métodos
para inhibir la expresion de genes diana en plagas de invertebrados, incluyendo en particular el gusano de la raiz del
maiz occidental como un medio para controlar la infestacion de insectos. Ademas, el documento W02009/091864
describe composiciones y métodos para la supresion de genes diana de especies de plagas de insectos, incluidas
las plagas del género Lygus.

Si bien el uso de ARNi para regular de forma descendente la expresion de genes en especies de plagas es bien
conocido en la técnica, el éxito de esta técnica como medida para controlar las plagas depende de la selecciéon de
los genes diana mas apropiados, concretamente aquellos en los que la pérdida de funcién provoca una alteracion
significativa en un proceso biolégico esencial y/o la muerte del organismo. La presente invencion, por tanto, esta
dirigida a la regulacion descendente de genes diana particulares en plagas de insectos como medio para alcanzar
una prevencion y/o control mas eficaces de la infestacion por parte de plagas de insectos, particularmente de plantas.

Sumario de la invenciéon

Los autores de la presente invencion buscaron identificar medios mejorados para prevenir y/o controlar la infestacion
por parte de plagas de insectos utilizando estrategias genéticas. En particular, investigaron el uso de la ARNi para
regular de forma descendente genes de tal forma que se altere la capacidad de la plaga de insectos de sobrevivir,
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crecer, colonizar ambientes especificos y/o infestar organismos hospedadores y asi limitar el dafio causado por la
plaga.

Se ha encontrado ahora que la regulaciéon descendente mediada por ARNi de genes diana especificos,
individualmente o en combinacion, dentro de especies de plagas de insectos puede usarse como un medio eficaz
para controlar la infestacion de plagas.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un acido ribonucleico interferente (ARN o ARN de doble
cadena) que inhibe o regula de forma descendente la expresién de un gen diana que codifica una proteina ribosomal
de insectos L19 (p. €j., un ortélogo de insectos de la proteina CG2746 Dm).

Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un acido ribonucleico interferente
(ARN o ARN de doble cadena) que funciona tras la absorcién por una especie de plagas de insectos para regular de
forma descendente la expresion de un gen diana en dicha plaga de insectos, en donde el gen diana

1. (i) se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera
de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos
secuencias se alinean y comparan 6ptimamente, es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idénticos a
cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152 o

2. (i) es un ortélogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ort6logos son similares en
secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera 6ptima, el
ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica a cualquiera de las
secuencias representadas por las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152;

en donde dicho ARN interferente comprende al menos un elemento silenciador, en el que el elemento silenciador es
una region de ARN de doble cadena que comprende cadenas complementarias reasociadas, una de las cuales
comprende una secuencia de al menos 21 nucleétidos que es complementaria a una secuencia de nucledétidos diana
dentro dicho gen diana.

En un aspecto particular de la invencién, las moléculas de ARN interferente de la presente invenciéon comprenden al
menos una regién bicatenaria, tipicamente el elemento de silenciamiento del ARN interferente, que comprende una
cadena de ARN codificante hibridada mediante formacion de pares de bases complementarias a una cadena de
ARN no codificante, donde la cadena codificante de la molécula de ARNbc comprende una secuencia de nucleétidos
complementaria a una secuencia de nucleotidos ubicada dentro del transcrito de ARN del gen diana.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una molécula de ARN interferente que comprende al menos
una regién de doble cadena, tipicamente el elemento de silenciamiento de la molécula de ARN interferente, que
comprende una cadena de ARN sentido reasociada por apareamiento de bases complementaria a una cadena de
ARN antisentido, en donde la cadena sentido de la molécula de ARNdc comprende una secuencia de al menos 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos, es decir, al menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% o 100% complementarios a una secuencia de nucleétidos ubicados dentro del transcrito de ARN de un
gen diana que codifica una proteina ribosémica de insecto L19 (p. €j., un ortélogo de insecto de la proteina CG2746
Dm).

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un polinucleétido aislado seleccionado del
grupo que consiste en:

1. (i) un polinucleétido que comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucleétidos contiguos de una secuencia de nucledtidos
representada por cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152 o

2. (i) un polinucleétido que consiste en al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de una secuencia de nucleétidos
representada por cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152 o

3. (i) un polinucledtido que comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o0 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucleédtidos contiguos de una secuencia de nucledtidos
representado en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, que, cuando las dos secuencias estan
optimamente alineadas y comparadas, dicho polinucleétido es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99%
idéntico a cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152 0
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4. (iv) un polinucleotido que comprende un fragmento de al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de un nucleotido
representado en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, y en el que dicho fragmento o dicho
complemento tiene una secuencia de nucleétidos que, cuando dicho fragmento se alinea de manera 6ptima
y se compara con el fragmento correspondiente en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, dicha
secuencia de nucleétidos es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a dicho fragmento
correspondiente de cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152 o

5. (v) un polinucleétido que consiste en un fragmento de al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de un nucleotido
representado en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, y en el que dicho fragmento o dicho
complemento tiene una secuencia de nucleétidos que, cuando dicho fragmento se alinea de manera 6ptima
y se compara con el fragmento correspondiente en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, dicha
secuencia de nucledtidos es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a dicho fragmento
correspondiente de cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152

y

en donde dicho polinucleétido no tiene mas de 10000, 9000, 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000 o 1500
nucleétidos.

En un aspecto particular de la invencién, el polinucleétido aislado es parte de una molécula de ARN interferente,
tipicamente parte del elemento silenciador, que comprende al menos una regién de doble cadena que comprende
una cadena de ARN sentido reasociada por apareamiento de bases complementarias a una cadena de ARN
antisentido, en donde la cadena sentido de la molécula de ARNdc comprende una secuencia de nucleétidos
complementaria a una secuencia de nucleétidos ubicada dentro del transcrito de ARN del gen diana. Mas
particularmente, el polinucleétido aislado se clona en una construccion de ADN en una orientacion sentido y
antisentido, de modo que tras la transcripcion del polinucleétido sentido y antisentido se forma una molécula de
ARNdc, que funciona tras la absorcion por una plaga para inhibir o regular de forma descendente la expresién de un
gen diana dentro de dicha plaga.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que se clona en una construccion de
ADN en una orientacion sentido y antisentido, de modo que tras la transcripcion del polinucleétido sentido y
antisentido se forma una molécula de ARNdc, que funciona tras la absorcion por un insecto para inhibir o regular de
forma descendente la expresion de un gen diana que codifica una proteina ribosémica de insecto L19 (p. €j., un
ortélogo de insecto de la proteina CG2746 Dm).

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencién, se proporciona una composicién para prevenir y/o controlar la
infestacién por plagas de insectos que comprende al menos un acido ribonucleico (ARN) interferente y al menos un
soporte, excipiente o diluyente, en donde el ARN interferente funciona tras la absorcién por la plaga para regular de
forma descendente la expresion de un gen diana dentro de dicha plaga, en donde el gen diana

1. (i) se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera
de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos
secuencias se alinean y comparan 6ptimamente, es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idénticos a
cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152 o

2. (i) es un ortélogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ort6logos son similares en
secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera 6ptima, el
ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idéntica a cualquiera de las
secuencias representadas por las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencién, se proporciona un método para la expresion de regulaciéon de
forma descendente de un gen diana en una especie de plaga de insectos, que comprende poner en contacto dicha
especie de plaga de insectos con una cantidad eficaz de al menos un &cido ribonucleico (ARN) interferente o una
cantidad efectiva de una composicién que comprende al menos un acido ribonucleico (ARN) interferente y al menos
un soporte, excipiente o diluyente adecuado, en donde el ARN interferente funciona tras ser absorbido por la plaga
para regular de forma descendente la expresion de un gen diana dentro de dicha plaga, y en donde el gen diana

1. (i) se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera
de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos
secuencias se alinean y comparan 6ptimamente, es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idénticos a
cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152 o
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2. (i) es un ortélogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ort6logos son similares en
secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera 6ptima, el
ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idéntica a cualquiera de las
secuencias representadas por las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152.

Preferiblemente, el método de la invencidon encuentra aplicacion practica en la prevencion y/o el control de la
infestacién por plagas de insectos, en particular, el control de la infestacién por plagas de plantas de cultivo, tales
como, pero no limitadas a arroz, algodon, fresas, cultivos de semillas tales como alfalfa, soja, patata, tomate, canola,
girasol, sorgo, mijo perla, maiz, berenjena, pimienta y tabaco. Ademas, el ARN interferente de la invencién puede
introducirse en las plantas a proteger mediante técnicas de ingenieria genética de rutina.

Por lo tanto, de acuerdo con un quinto aspecto de la invencién, se proporciona un método para generar una planta
transgénica resistente a la infestacion por una especie de plaga de insectos, que comprende:

1. (a) transformar una célula vegetal con una construccion de ADN que comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica un acido ribonucleico (ARN) interferente que funciona tras la captacion por
parte de una especie de plaga de insectos regulando por disminucién la expresion de un gen diana en
dicha especie de plaga de insectos, donde el gen diana

1. (i) se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucledtidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, 0 que tienen una secuencia de nucledtidos que,
cuando las dos secuencias se alinean y comparan 6ptimamente, es al menos 85%, 90%, 95%,
98% 0 99% idénticos a cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152 o

2. (i) es un ortologo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que
comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ortélogos
son similares en secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de
manera optima, el ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%
idéntica a cualquiera de las secuencias representadas por las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152;

2. (b) regenerar una planta a partir de la célula vegetal transformada; y

3. (c) cultivar la planta transformada en condiciones adecuadas para la expresion del ARN interferente de la
construccion de ADN recombinante, siendo dicha planta, por tanto, resistente a dicha plaga en comparacion
con una planta sin transformar.

De acuerdo con un sexto aspecto de la invencién, se proporciona una planta transgénica, o material de reproduccion
0 propagacion para una planta transgénica o una célula vegetal transgénica cultivada, que expresa o es capaz de
expresar al menos un acido ribonucleico (ARN) interferente que funciona tras la absorcién por una especie de plaga
de insectos para regular de forma descendente la expresién de un gen diana dentro de dicha plaga, en donde el gen
diana

1. (i) se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera
de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos
secuencias se alinean y comparan 6ptimamente, es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idénticos a
cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152

2. (i) es un ortélogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ort6logos son similares en
secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera 6ptima, el
ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idéntica a cualquiera de las
secuencias representadas por las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152.

En una realizacion, la presente invencién se refiere a una planta transgénica o célula vegetal que comprende un
acido nucleico (ARN o ARN de doble cadena) interferente que es al menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100%
complementario a una parte de al menos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900 1000, 1100 o 1115 nucledtidos
contiguos o la totalidad de un ARNm que codifica una proteina ribosémica de insecto L19 (p. €j., un ortélogo de
insecto de la proteina CG2746 Dm) y en donde el acido nucleico interferente inhibe o interfiere con la traduccién de
dicho ARNm y en donde la planta o célula vegetal es resistente al insecto en comparacion con una planta no
transformada.

Breve descripcién de las Tablas y las Figuras

Tabla 1 Secuencias de polinucledtidos de genes diana identificados en Leptinotarsa decemlineata
(escarabajo de la patata de Colorado, CPB).
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Tabla 2 Secuencias de aminoacidos de genes diana identificados en Leptinotarsa decemlineata
(escarabajo de la patata de Colorado, CPB).

Tabla 3 Secuencias de polinucledtidos de genes diana identificados en Lygus hesperus.
Tabla 4 Secuencias de aminoacidos de genes diana identificados en Lygus hesperus.

Tabla 5 ARNdcs (cadena sentido representada por una secuencia de ADN equivalente) correspondiente a
genes diana de Leptinotarsa decemlineata.

Tabla 6 ARNdcs (cadena sentido representada por una secuencia de ADN equivalente) correspondiente a
genes diana de Lygus hesperus.

Tabla 7 Efectos de los ARNdcs derivados de diferentes genes diana en el tiempo necesario para matar el
50% (LTso) de las larvas de CPB, expresados como relaciones frente al efecto de un ARNdc derivado del
gen diana Ld248 de referencia (SEQ ID NO 40).

Tabla 8 Efectos de los ARNdcs derivados de diferentes genes diana en el tiempo necesario para matar el
50% (LTs0) de adultos de CPB, expresados como relaciones frente al efecto de un ARNdc derivado del gen
diana Ld248 de referencia (SEQ ID NO 40).

Tabla 9 Efectos de los ARNdcs derivados de diferentes genes diana en la produccion de huevos de CPB.
Abreviaturas: EM, masas de huevo normales; SE, huevos individuales; YS, mancha amarilla; ninguno, sin
huevos.

Tabla 10 Andlisis de supervivencia de ARNdcs diana frente a ARNdcs de GFP en presencia de ARNt en un
ensayo de alimentacion de ninfas de Lygus hesperus. El test de Log-rank utilizado para someter a ensayo
las diferencias entre las curvas de supervivencia del ARNdc diana (o solo la dieta) y el ARNdc de la GFP
generado utilizando estimaciones de Kaplan-Meier.

Tabla 11 Clasificacién de diferentes genes diana de acuerdo con la potencia.

Tabla 12 Comparacion de curvas de supervivencia de dianas de ensayo a 0,1, 0,05 o 0,025 pg/uL con
ARNdc de la GFP a 0,1 pg/uL. Las estadisticas se realizaron sobre los datos representados graficamente
en la Figura 5. *** valor P < 0,001; ** 0,001 < valor P < 0,01; * 0,01 < valor P < 0,05; ns: no significativo,
valor P > 0,05.

Tabla 13 Dianas de Lygus para los que se clonaron ADNcs de longitud completa.

Tabla 14 Secuencias de polinucleétidos de longitud completa de genes diana identificados en Lygus
hesperus.

Tabla 15 Secuencias de aminoacidos correspondientes a ADNcs de longitud completa de genes diana
identificados en Lygus hesperus.

Figura 1 Efectos de ARNdcs derivados de diferentes genes diana sobre la supervivencia y la aptitud de
adultos de CPB. Para cada uno de los genes diana investigados, 10 escarabajos adultos jovenes fueron
alimentados individualmente con discos de hoja de patata tratados con ARNdc diana (un total de 10 pg de
ARNdc) durante las primeras 24 horas y luego se colocaron juntos en el follaje de patata no tratado. Los
nameros de insectos muertos o moribundos se evaluaron a lo largo de un periodo de 14 dias. Los datos se
presentan como porcentaje de mortalidad o morbilidad. ARNdc de la GFP (SEQ ID NO 245) se utiliz6 como
control. ARNbc de Ld105 (SEQ ID NO 39), ARNbc de Ld248 (SEQ ID NO 40), ARNbc de Ld516 (SEQ ID
NO 29), ARNbc de Ld511 (SEQ ID NO 36), ARNbc de Ld512 (SEQ ID NO 37), ARNbc de Ld513 (SEQ ID
NO 22), ARNbc de Ld520 (SEQ ID NO 24), ARNbc de Ld537 (SEQ ID NO 25), ARNbc de Ld563 (SEQ ID
NO 38), ARNbc de Ld579 (SEQ ID NO 30).

Figura 2 Curvas de supervivencia para ninfas de Lygus hesperus expuestas a 0,5 ug/uL de ARNdc diana
en presencia de 5 pug/uL de ARNt de levadura en un ensayo de alimentacion. (a) Dianas Dianas Lh520
(SEQ ID NO 143), Lh423 (SEQ ID NO 152), Lh537 (SEQ ID NO 144), (b) : Dianas Lh504,2 (SEQ ID NO
142), Lh512 (SEQ ID NO 153), Lh334 (SEQ ID NO 145), (c) : Dianas Lh300,1 (SEQ ID NO 151), Lh327
(SEQ ID NO 146), Lh332 (SEQ ID NO 148), (d) : Lh237 (SEQ ID NO 149), Lh579 (SEQ ID NO 147), Lh261
(SEQ ID NO 150), Lh513 (SEQ ID NO 141). ARNbc de GFP mas ARNt de levadura a las mismas
concentraciones, respectivamente, y tratamientos de dieta solamente se utilizaron como controles. Ninfas
jovenes fueron expuestas cada una a 25 pL de una dieta de sacarosa al 15% con o sin componentes de
ensayo incorporados durante tres dias antes de transferirlas a una dieta Bioserv de 50 pL. La dieta
compleja se actualizé el dia 7. Para todos los tratamientos, n = 24.
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Figura 3 Curvas de supervivencia para ninfas de Lygus hesperus expuestas a 0,5 ug/uL de ARNdc diana
en presencia de 5 pg/uL de ARNt de levadura en un ensayo de alimentacion., en donde las dianas se
agrupan en A, B, C, D de acuerdo con la potencia. Configuracién descrita como en la Figura 2.

Figura 4 Curvas de supervivencia a lo largo del tiempo de ninfas de Lygus hesperus expuestas a
concentraciones mas bajas (de 0,5 a 0,1 pg/puL) de ARNdc diana nuevo en presencia de ARN de
transferencia de levadura (5 pg/uL) en bioensayos de alimentacién. Cada uno de los tratamiento en un
bioensayo consistia en 24 ninfas de un dia de edad colocadas individualmente en cada uno de los pocillos
de una placa de 24 pocillos. Cada una de las ninfas se expuso a una bolsita de parafilm que contenia los
acidos ribonucleicos en una solucién de sacarosa al 15% durante un tiempo de 3 dias. En los dias 3y 7, las
dietas fueron reemplazadas por una dieta reciente de cria (Bioserv). Los siguientes controles se incluyeron
en los ensayos: ARNdc de la GFP y dieta solamente.

Figura 5 Curvas de supervivencia a lo largo del tiempo de ninfas de Lygus hesperus expuestas a
concentraciones mas bajas (de 0,1 a 0,025 pg/uL) de ARNdc diana nuevo en presencia de ARN de
transferencia de levadura (5 pg/pL) en bioensayos de alimentacion. Configuracion descrita de manera
similar en la Figura 4.

Figura 6 Curvas de supervivencia a lo largo del tiempo de ninfas de Lygus hesperus expuestas a 0,5 pg/uL
de ARNdc diana en presencia de ARN de transferencia de levadura (5 pg/pL) en bioensayos de
alimentacién. ARNdc diana sometido a ensayo: Lh105,2 (SEQ ID NO 254), Lh248,2 (SEQ ID NO 255),
Lh248,3 (SEQ ID NO 256), Lh327 (SEQ ID NO 146) y Lh300 (SEQ ID NO 151) Configuracién descrita de
manera similar en la Figura 4.

Figura 7 Representacion esquematica del vector de expresion de plantas que alberga el casete ARNhp de
Lygus hesperus. RB: limite derecho; LB: limite izquierdo; P35S: Promotor 35S del Virus del Mosaico de la
Coliflor; T35S: terminador de 35S del virus del mosaico de la coliflor; TNOS: terminador de la nopalina
sintasa; GFP: gen indicador fluorescente verde; NPT II: secuencia codificante del gen de la neomicina
fosfotransferasa Il; KmR: gen de resistencia a kanamicina; pBR322 ori: origen de replicacién de pBR322;
pBR322 bom: movilizacién de pBR322; pVS1 rep: replicén de pVS1; pVS1 sta: elemento de estabilidad de
pVvS1.

Figura 8: Configuracién de ensayo de patata Lygus in planta Las flechas blancas indican los dafios por los
insectos.

Figura 9 Ensayos de alimentacién de Lygusen patatas transgénicas, que expresan la horquilla Lh423. Tasa
de supervivencia de ninfas de Lygus que se alimentan de patatas transgénicas que llevan la horquilla
Lh423 (P006/XX) o una horquilla GUS (P001/XX). Patatas de tipo salvaje (WT) también se utilizaron como
control.

Figura 10 Ensayos de alimentacion de Lygusen patatas transgénicas positivas, que expresan la horquilla
Lh423. Tasa de supervivencia de ninfas de Lygus que se alimentan de patatas transgénicas que llevan la
horquilla Lh423 (P006/59, P006/29 y P006/22) o una horquilla GUS (P001/19, P001/28). Patatas de tipo
salvaje (WT) también se utilizaron como control. Resultados del andlisis estadistico, basados en el analisis
de curva de supervivencia GraphPad. ***= P < 0,001; *= 0,01 < P < 0,05.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los autores de la presente invencién han descubierto que la regulacidon descendente de la expresion de genes diana
particulares en especies de plagas de insectos mediante ARNi puede utilizarse para prevenir y/o controlar de modo
eficaz la infestacién por parte de dichas plagas de insectos. Como se utiliza en esta memoria, el término "control" de
la infestacion de plagas se refiere a cualquier efecto sobre una plaga que sirva para limitar y/o reducir el nimero de
organismos de la plaga y/o el dafio provocado por la plaga. Los genes diana preferidos son, por lo tanto, genes
esenciales que controlan o regulan una o mas funciones biolégicas esenciales dentro de la plaga de insectos, por
ejemplo, division celular, reproduccion, metabolismo energético, digestion, funcidon neurologica y similares. La
regulacion descendente de estos genes esenciales mediante técnicas de ARNi puede conducir a la muerte del
insecto, o de otra forma retardar de modo significativo el crecimiento y desarrollo o deteriorar la capacidad de la
plaga de colonizar un ambiente o infestar organismos hospedadores.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencién proporciona un acido ribonucleico (ARN o ARN de doble cadena)
interferente que funciona tras la absorcion por una especie de plagas de insectos para regular de forma descendente
la expresion de un gen diana en dicha plaga de insectos.

Como se utiliza en esta memoria, un "gen diana" comprende cualquier gen en la plaga de insectos que se tiene la
intencion de regular de forma descendente. En una realizacion preferida, el gen diana se regula de forma
descendente con el fin de controlar la infestacion por parte de la plaga, por ejemplo, alterando un proceso biolégico
esencial de la plaga, o disminuyendo la patogenicidad de la plaga. Genes diana preferidos incluyen, por lo tanto,
aunque sin limitacién, aquellos que juegan papeles clave en la regulacion de la alimentacidon, supervivencia,
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crecimiento, desarrollo, reproduccién, infestacion e infectividad. De acuerdo con una realizacion, el gen diana es tal
que cuando su expresion se regula de forma descendente o se inhibe, la plaga de insectos muere. De acuerdo con
una realizacion, el gen diana es tal que cuando su expresion esta regulada de forma descendente o es inhibida, se
previene el crecimiento de la plaga o se retarda o atrofia o retrasa o impide la reproduccion de la plaga. De acuerdo
con otra realizacién de la invencion, el gen diana es tal que cuando su expresion se regula de forma descendente o
se inhibe, se reduce el dafio causado por la plaga y/o la capacidad de la plaga de infectar o infestar ambientes,
superficies y/o especies de plantas o cultivos; o la plaga deja de alimentarse de sus recursos alimenticios naturales
tales como plantas y productos de las plantas. Los términos "infestar" e "infectar" o "infestacion" e "infeccion”
generalmente se utilizan indistintamente en todas partes.

Los genes diana pueden expresarse en todas o algunas de las células de la plaga de insectos. Ademas, los genes
diana pueden expresarse solamente por la plaga de insectos en una etapa particular de su ciclo vital, por ejemplo, la
fase de adulto maduro, la fase de ninfa o larva inmadura o la etapa de huevos.

En aspectos especificos, la presente divulgacion proporciona genes diana que codifican proteinas implicadas en la
funciéon de un proteasoma (subunidad o particula reguladora), proteina ribosomal, el transporte intracelular de
proteinas, vesicula COPI (complejo de coen proteina), el proceso de modificacion de proteinas, actividad del
activador del citoesqueleto, ATPasa o GTPasa (especificado en las Tablas 7 y 8).

En realizaciones preferidas, la presente invencién proporciona genes diana seleccionados del grupo de genes que
tienen una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tiene
una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos secuencias estan Optimamente alineado y se comparan, es al
menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntico a cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tiene una
secuencia de nucledtidos que consiste en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138 , 253, 152, o que tienen una
secuencia de nucleotidos que comprende un fragmento de al menos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900
1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, 0 gen que es un
ortélogo de plaga de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera de las
SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ortélogos son similares en secuencia en un grado tal que
cuando los dos genes estan 6ptimamente alineados, y se comparan, el ortélogo tiene una secuencia que es al
menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica a cualquiera de las secuencias representadas por las SEQ ID NOs 277,
138, 253, 152; y en donde la secuencia de nucledtidos de dicho gen no es mas larga que 5000, 4000, 3000, 2000 o
1500 nucleétidos.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion "identidad de secuencia" se utiliza para describir la relacion de
secuencia entre dos 0 mas secuencias de nucleétidos o aminoacidos. El porcentaje de "identidad de secuencia”
entre dos secuencias se determina comparando dos secuencias alineadas éptimamente a lo largo de una ventana
de comparacion (un numero definido de posiciones), en el que la porcién de la secuencia en la ventana de
comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de
referencia para lograr un alineamiento 6ptimo. El porcentaje de identidad de secuencia se calcula determinando el
namero de posiciones en las que aparece una base de nucleétido o un residuo de aminoacido idéntico en ambas
secuencias para producir el nimero de posiciones ‘emparejadas’, dividiendo el nimero de posiciones emparejadas
por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion, y multiplicando el resultado por 100. Para la
comparacion de dos secuencias alineadas de manera 6ptima, la ventana de comparacion estara determinada por la
longitud total de las regiones alineadas. Los métodos y programas informaticos para determinar la identidad de
secuencia estan disponibles en la técnica e incluyen el software Blast y el analisis GAP. Para acidos nucleicos, el
porcentaje de identidad se calcula preferiblemente mediante la herramienta de alineacion BlastN, con la cual se
calcula el porcentaje de identidad en la totalidad de la longitud de la secuencia de nucleétidos de consulta.

Una persona experta en la técnica reconocera que pueden ser identificados homdlogos u ortélogos (homélogos
existentes en diferentes especies) de los genes diana representados por cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138,
253, 152. Estos homélogos y/u ortélogos de plagas también estan dentro del alcance de la presente invencion.
Homdlogos y/u ort6logos preferidos son genes de secuencia similar en un grado tal que cuando los dos genes estan
Optimamente alineados y son comparados, el homoélogo y/u ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, mas
preferiblemente al menos 90% o 95 %, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% idéntico a
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152.

Otros homélogos son genes que son alelos de un gen que comprende una secuencia como la representada por
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152. Homdlogos preferidos son genes que comprende al menos un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en comparacién con un gen que comprende una secuencia representada
por cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152.

El 'acido ribonucleico (ARN) interferente’ de la presente invencién abarca cualquier tipo de molécula de ARN capaz
de regular de forma descendente o 'silenciar’ la expresion de un gen diana, incluyendo, pero no limitado a detectar
ARN sentido, ARN antisentido, ARN interferente corto (ARNic), microARN (ARNmi), ARN de doble cadena (ARNdc),
ARN de horquilla corto (ARNsh) y similares. Métodos para evaluar moléculas funcionales de ARN interferente son
bien conocidos en la técnica y se describen en otras partes de esta memoria.
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Las moléculas de ARN interferente de la presente invencién efectdan la regulacion de forma descendente especifica
de las secuencias de la expresion de un gen diana mediante la unién a una secuencia de nucleétidos diana dentro
del gen diana. La union se produce como resultado del apareamiento de pares de bases entre regiones
complementarias del ARN interferente y la secuencia de nucleétidos diana. Como se utiliza en esta memoria, la
expresion "elemento silenciador" se refiere a la porcion o region del ARN interferente que comprende o que consiste
en una secuencia de nucleétidos que es complementaria, o al menos parcialmente complementaria, a una secuencia
de nucleétidos diana dentro del gen diana, y que funciona como la porcién activa del ARN interferente para dirigir la
regulacion de forma descendente de la expresién de dicho gen diana. En una realizacion de la invencion, el
elemento silenciador comprende o consiste en una secuencia de al menos 21 nucleétidos contiguos, incluso mas
preferiblemente de al menos 22, 23, 24 o 25 nucleotidos contiguos complementarios a una secuencia de nucleétidos
diana dentro del gen diana.

Como se utiliza en esta memoria, "expresién de un gen diana" se refiere a la transcripcién y acumulacion del
transcrito de ARN codificado por un gen diana y/o la traduccion del ARNm en proteina. La expresion 'regular de
forma descendente' se refiere a cualquiera de los métodos conocidos en la técnica mediante los cuales las
moléculas de ARN interferente reducen el nivel de transcripciones de ARN primario, ARNm o proteina producida a
partir de un gen diana. En ciertas realizaciones, la regulacién de forma descendente se refiere a una situacion en la
que el nivel de ARN o proteina producida a partir de un gen se reduce al menos un 10%, preferiblemente al menos
un 33%, mas preferiblemente al menos un 50%, aun mas preferiblemente al menos un 80%. En realizaciones
particularmente preferidas, la regulacion de forma descendente se refiere a una reduccion en el nivel de ARN o
proteina producida a partir de un gen al menos un 80%, preferiblemente al menos un 90%, mas preferiblemente al
menos un 95%, y aun mas preferiblemente al menos un 99% dentro de las células de la plaga de insectos en
comparaciéon con una plaga de insectos de control apropiada que, por ejemplo, no se ha expuesto a un ARN
interferente 0 se ha expuesto a una molécula de ARN interferente de control. En la técnica se conocen bien los
métodos para detectar reducciones en los niveles de ARN o proteina e incluyen hibridacion en soluciéon de ARN,
hibridacion de tipo Northern, transcripcién inversa (p. ej., analisis por RT-PCR cuantitativa), analisis de micromatrices,
uniéon de anticuerpos, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y transferencia Western. En otra
realizacién de la invencion, la regulacion de forma descendente se refiere a una reduccién en los niveles de ARN o
proteina suficiente para provocar un cambio detectable en un fenotipo de la plaga en comparacion con un control de
plaga apropiado, por ejemplo, muerte celular, detencion del crecimiento o similares. La regulacién de forma
descendente puede medirse, por tanto, mediante analisis fenotipico de la plaga de insectos utilizando técnicas de
rutina en la técnica.

En una realizacién preferida de la invencion, el ARN interferente regula de forma descendente la expresion de genes
por interferencia de ARN o ARNi. EI ARNi es un proceso de regulacion génica especifica de secuencia tipicamente
mediada por moléculas de ARN de doble cadena tales como ARNSs interferentes pequefios (ARNip). Los ARNip
comprenden una cadena de ARN codificante reasociada por apareamiento de bases complementarias con una
cadena de ARN no codificante. La cadena sentido o 'cadena guia' de la molécula de ARNip comprende una
secuencia de nucledtidos complementaria a una secuencia de nucleétidos localizados dentro del transcrito de ARN
del gen diana. La cadena codificante del ARNip es capaz, por lo tanto, de hibridar con el transcrito de ARN mediante
apareamiento de pares de bases de Watson-Crick y de fijar como objetivo el ARN para su degradacién dentro de un
complejo celular conocido como el complejo del silenciamiento inducido por ARNi o RISC. Por tanto, en el contexto
de las moléculas preferidas de ARN interferente de la presente invencion, el elemento silenciador como se menciona
en esta memoria puede ser una region de doble cadena que comprende cadenas complementarias reasociadas, de
las cuales al menos una cadena comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos que es complementaria o al
menos parcialmente complementaria a una secuencia de nucleétidos diana dentro de un gen diana. En una
realizacion, la regién de doble cadena tiene una longitud de al menos 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 70,
80, 90, 100, 125, 150, 175, 200 pares de bases.

También se contemplan dentro del alcance de la presente invencién moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc)
mas largas que comprenden uno o mas elementos silenciadores de doble cadena funcionales como se describe en
otras partes en esta memoria y capaces de lograr el silenciamiento de genes mediado por ARNi. Dichas moléculas
de ARNdc mas largas comprenden al menos 80, 200, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000 o 1100
pares de bases. Estas moléculas de ARNdc pueden servir como precursores para las moléculas de ARNip activas
que dirigen el transcrito de ARN al complejo RISC para la posterior degradacion. Las moléculas de ARNdc presentes
en el entorno que rodea a un organismo o las células del mismo pueden captarse por el organismo y procesarse por
una enzima llamada Dicer para producir moléculas de ARNip. De forma alternativa, el ARNdc puede producirse in
vivo, es decir, transcribirse de un polinucleétido o polinucleétidos que codifican el mismo, presente dentro de una
célula, por ejemplo, una célula bacteriana o célula vegetal, y a continuacion procesarse mediante Dicer dentro de la
célula hospedadora o preferiblemente dentro de las células de la plaga de insectos tras la captacion del precursor de
ARNdc mas largo. El ARNdc puede estar formado por dos cadenas de ARN (codificante y no codificante) separadas
que hibridan en virtud de la formacién de pares bases complementarios. Alternativamente, el ARNdc puede ser una
cadena sencilla que es capaz de plegarse sobre si mismo para formar un ARN de horquilla corto (ARNsh) o una
estructura de tallo-bucle. En el caso de un ARNsh, la regién de doble cadena o 'tallo’ se forma a partir de dos
regiones o segmentos del ARN que son repeticiones esencialmente invertidas entre si y poseen una
complementariedad suficiente para permitir la formacion de una region de doble cadena. Uno o mas elementos
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silenciadores de doble cadena funcionales pueden estar presentes en esta 'region de tallo' de la molécula. Las
regiones de repeticion invertidas estan tipicamente separadas por una region o segmento del ARN conocido como la
region de 'bucle'. Esta region puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos que confiera flexibilidad
suficiente para permitir que se produzca el auto-apareamiento entre las regiones complementarias flanqueadoras del
ARN. En general, la region de bucle es basicamente de cadena sencilla y actia como un elemento separador entre
las repeticiones invertidas.

Todas las moléculas de ARN interferente de la invencién producen la regulacion de forma descendente especifica
de las secuencias de expresion de un gen diana mediante la unién a una secuencia de nucleétidos diana dentro del
gen diana. La unién se produce como resultado de la formacion de pares de bases complementarias entre el
elemento silenciador del ARN interferente y la secuencia de nucleétidos diana. En una realizacién de la presente
invencion, la secuencia de nucleétidos diana comprende una secuencia de nucleétidos representada por el transcrito
de ARN del gen diana, o un fragmento del mismo, en donde el fragmento es preferiblemente de al menos 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000 o 1100 nucleétidos. En una realizacion preferida de la presente invencion, la
secuencia de nucledtidos diana comprende una secuencia de nucleétidos equivalente al transcrito de ARN
codificado por cualquiera de los polinucle6tidos seleccionados del grupo que consiste en (i) un polinucleétido que
comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80,
90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115
nucleétidos contiguos de una secuencia de nucleétidos representada por cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138,
253, 152 o (i) un polinucleétido que consiste en al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600,
700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de una secuencia de nucleétidos representada por
cualquiera de SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152,

o (iii) un polinucleétido que comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800,
900, 1000, 1100 o 1115nucleétidos contiguos de una secuencia de nucleétidos como se representa en cualquiera de
las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, que, cuando las dos secuencias se alinean y comparan éptimamente, dicho
polinucleétido es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntico a cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152
o (iv) un polinucleétido que comprende un fragmento de al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de un nucleétido como se representa en
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, y en donde dicho fragmento o dicho complemento tiene una
secuencia de nucleétidos que, cuando dicho fragmento es 6ptimamente alineado y comparado con el fragmento
correspondiente en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, dicha secuencia de nucleétidos es al menos
85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica a dicho fragmento correspondiente de cualquiera de SEQ ID NOs 277, 138,
253, 152. . En una realizacion mas preferida de lo anterior, dicho polinucleétido no es mas largo que 10000, 9000,
8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000 o 1500 nucledtidos.

Preferiblemente, las moléculas de ARN interferente de la presente invencion comprenden al menos una region de
doble cadena, tipicamente el elemento silenciador del ARN interferente, que comprende una cadena de ARN sentido
reasociada mediante apareamiento de pares de bases antisentido a una cadena de ARN no codificante, en donde la
cadena codificante de la molécula de ARNdc comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a una
secuencia de nucleétidos ubicada dentro del transcrito de ARN del gen diana.

El elemento silenciador, o al menos una cadena del mismo, en donde el elemento silenciador es de doble cadena,
puede ser totalmente complementario o parcialmente complementario a la secuencia de nucledtidos diana del gen
diana. Como se utiliza en esta memoria, la expresion "totalmente complementario” significa que todas las bases de
la secuencia de nucleétidos del elemento silenciador son complementarias o "coinciden" con las bases de la
secuencia de nucleodtidos diana. La expresién "al menos parcialmente complementario” significa que hay menos del
100% de coincidencia entre las bases del elemento silenciador y las bases de la secuencia de nucleétidos diana. El
experto en la materia comprendera que el elemento silenciador necesita ser solo al menos parcialmente
complementario a la secuencia de nucle6tidos diana para mediar la regulacion por disminucién de la expresion del
gen diana. En la técnica existe constancia de que las secuencias de ARN con inserciones, eliminacion y
emparejamientos erréneos con respecto a la secuencia diana pueden seguir siendo eficaces para la ARNi. De
acuerdo con la presente invencion, se prefiere que el elemento silenciador y la secuencia de nucleétidos diana del
gen diana compartan al menos un 85% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos un 90% o 95% de
identidad de secuencia, o0 mas preferiblemente al menos un 97% o 98% de identidad de secuencia y aln mas
preferiblemente al menos un 99% de identidad de secuencia. De forma alternativa, el elemento silenciador puede
comprender 1, 2 0 3 emparejamientos incorrectos en comparacion con la secuencia de nucleétidos diana en cada
extensién de 24 nucleétidos parcialmente complementarios.

El experto en la materia apreciara que el grado de complementariedad compartido entre el elemento silenciador y la
secuencia de nucledtidos diana puede variar dependiendo del gen diana a regularse de forma descendente o
dependiendo de la especie de plaga de insectos cuya expresion de genes se tiene que controlar.
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En otra realizacién de la presente invencion, el elemento silenciador comprende una secuencia de nucleétidos que
es el ARN equivalente de cualquiera de los polinucleétidos seleccionados del grupo que consiste en un
polinucleétido que comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900,
1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de una secuencia de nucleétidos representada por cualquiera de las SEQ
ID NOs 277, 138, 253, 152, o (ii) a polinucleétido que comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de una secuencia de nucle6tidos como se
representa en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, que, cuando las dos secuencias se alinean y
comparan de manera 6ptima, dicho polinucle6tido es al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntico a cualquiera de
las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde dicho polinucleétido no es mas largo de 10000, 9000, 8000, 7000,
6000, 5000, 4000, 3000, 2000 o 1500 nucledtidos. Se apreciara que en dichas realizaciones el elemento silenciador
puede comprender o consistir en una region de ARN de doble cadena que comprende cadenas complementarias
reasociadas, de las cuales una cadena, la cadena codificante, comprende una secuencia de nucleétidos al menos
parcialmente complementaria a una secuencia de nucleotidos diana dentro de un gen diana.

La secuencia de nucleétidos diana se puede seleccionar de cualquier regidon o secuencia de nucleétidos adecuada
del gen diana o transcrito de ARN de la misma. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos diana puede ubicarse
dentro de la 5'UTR o 3'UTR del gen objetivo o del transcrito de ARN o dentro de las regiones exdnicas o intronicas
del gen.

El experto en la materia conocerd métodos para identificar las secuencias de nucleétidos diana mas adecuadas
dentro del contexto del gen diana completo. Por ejemplo, pueden sintetizarse y evaluarse multiples elementos
silenciadores que fijan como objetivo diferentes regiones del gen diana. Como alternativa, se puede utilizar la
digestion del transcrito de ARN con enzimas tales como ARNasa H para determinar sitios en el ARN que se
encuentran en una conformacién susceptible al silenciamiento génico. Los sitios diana también pueden identificarse
utilizando estrategias in silico, por ejemplo, el uso de algoritmos informaticos disefiados para predecir la eficacia del
silenciamiento génico en funcion del direccionamiento a diferentes sitios dentro del gen completo.

Los ARN interferentes de la presente invencion pueden comprender un elemento silenciador o mdltiples elementos
silenciadores, en donde cada uno de los elementos silenciadores comprende o0 consiste en una secuencia de
nucleétidos que es al menos parcialmente complementaria a una secuencia de nucleétidos diana dentro de un gen
diana y que funciona tras la captacion por parte de una especie de plaga de insectos regulando por disminucion la
expresion de dicho gen diana. Construcciones de ARN concatemérico de este tipo se describen en el documento
W02006/046148 como se incorpora en esta memoria como referencia. En el contexto de la presente invencion, el
término "multiple" significa al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, etc. y hasta al menos 10, 15, 20 o al
menos 30. En una realizacion, el ARN interferente comprende copias multiples de un Unico elemento silenciador, es
decir, repeticiones de un elemento silenciador que se une a una secuencia de nucleétidos diana particular dentro de
un gen diana especifico. En otra realizacion, los elementos silenciadores dentro del ARN interferente comprenden o
consisten en diferentes secuencias de nucleétidos complementarias a diferentes secuencias de nucleétidos diana.
Debe estar claro que las combinaciones de multiples copias del mismo elemento silenciador combinadas con
elementos silenciadores que se unen a secuencias de nucleotidos diana diferentes se encuentran dentro del alcance
de la presente invencion.

Las diferentes secuencias de nucleétidos diana pueden originarse a partir de un solo gen diana en una especie de
plaga de insectos para alcanzar una regulacion de forma descendente mejorada de un gen diana especifico en una
especie de plaga de insectos. En ese caso, los elementos silenciadores pueden combinarse en el ARN interferente
en el orden original en el que las secuencias de nucledtidos diana se encuentran en el gen diana, o los elementos
silenciadores pueden mezclarse y combinarse aleatoriamente en cualquier orden de importancia en el contexto del
ARN interferente en comparacion con el orden de las secuencias de nucledtidos diana en el gen diana.

De forma alternativa, las diferentes secuencias de nucleétidos diana representan un solo gen diana pero se originan
de diferentes especies de plagas de insectos.

De forma alternativa, las diferentes secuencias de nucleétidos diana pueden originarse de diferentes genes diana. Si
el ARN interferente es para utilizarse en la prevencion y/o el control de infestacion por parte de plagas, se prefiere
que los diferentes genes diana se seleccionen del grupo de genes que regulan las funciones bioldgicas esenciales
de las especies de plagas de insectos, incluyendo, aunque sin limitacién, supervivencia, crecimiento, desarrollo,
reproduccion y patogenicidad. Los genes diana pueden regular las mismas o diferentes rutas biolégicas o procesos.
En una realizacion, al menos uno de los elementos silenciadores comprende o consiste en una secuencia de
nucleétidos que es al menos parcialmente complementaria a una secuencia de nucleétidos diana dentro de un gen
diana en el que el gen diana se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que
comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucledtidos que,
cuando las dos secuencias se alinean y comparan de manera éptima, es al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%
idéntico a cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o (ii) es un ortélogo de plaga de insectos de un gen que
tiene una secuencia de nucledtidos que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los
dos genes ortdlogos son similares en secuencia en tal grado que cuando los dos genes se alinean y comparan de
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manera optima, el ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idéntica a cualquiera
de las secuencias representadas por SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos
del gen diana no es mas larga de 5000, 4000, 3000, 2000 o 1500 nucledtidos.

En una realizacion adicional de la invencion, los diferentes genes diana de los diferentes elementos silenciadores se
originan de la misma especie de plaga de insectos. Esta estrategia esta disefiada para lograr un ataque mejorado
contra una sola especie de plaga de insectos. En particular, los diferentes genes diana pueden expresarse de
manera diferencial en las diferentes etapas del ciclo de vida del insecto, por ejemplo, las fases de adulto maduro,
larva inmadura y huevo. El ARN interferente de la invencion puede utilizarse, por lo tanto, para prevenir y/o controlar
la infestacién de plagas de insectos en mas de una fase del ciclo de vida del insecto.

En una realizacion alternativa de la invencién, los diferentes genes diana de los diferentes elementos silenciadores
se originan de diferentes especies de plagas de insectos. EI ARN interferente de la invencion, por tanto, puede
utilizarse para prevenir y/o controlar una infestacion por parte de mas de una especie de plaga de insectos
simultaneamente.

Los elementos silenciadores pueden disponerse como una region contigua del ARN interferente o pueden separarse
mediante la presencia de secuencias conectoras. La secuencia conectora puede comprender una secuencia de
nucleotidos aleatoria corta que no sea complementaria a ninguna secuencia de nucleétidos diana o genes diana. En
una realizacién, el conector es una secuencia de ARN que es autoescindible de manera condicional,
preferentemente un conector sensible al pH o un conector sensible a la hidrofobicidad. En una realizacion, el
conector comprende una secuencia de nucledtidos equivalente a una secuencia intrénica. Las secuencias
conectoras de la presente invencion pueden tener una longitud de aproximadamente 1 par de bases a
aproximadamente 10.000 pares de bases, siempre que el conector no altere la capacidad del ARN interferente de
reducir la expresion del gen o los genes diana.

Ademas del o los elementos silenciadores y cualquier secuencia conectora, el ARN interferente de la invencion
puede comprender al menos una secuencia polinucleotidica adicional. En diferentes realizaciones de la invencion, la
secuencia adicional se selecciona de (i) una secuencia capaz de proteger el ARN interferente del procesamiento del
ARN, (ii) una secuencia que afecta a la estabilidad del ARN interferente, (iii) una secuencia que permite la union a la
proteina, por ejemplo, para facilitar la captacion del ARN interferente por parte de las células de la especie de la
plaga de insectos, (iv) una secuencia que facilita la produccién a gran escala del ARN interferente, (v) una secuencia
gue es un aptamero que se une a un receptor o a una molécula en la superficie de las células de la plaga de
insectos para facilitar la captacion, o (v) una secuencia que cataliza el procesamiento del ARN interferente dentro de
las células de la plaga de insectos y mejora de esta forma la eficacia del ARN interferente. Estructuras para
potenciar la estabilidad de moléculas de ARN son bien conocidas en la técnica y se describen adicionalmente en el
documento W0O2006/046148.

La longitud del ARN interferente de la invencién necesita ser suficiente para la captacion por parte de las células de
una especie de plaga de insectos y la regulacion descendente de genes diana dentro de la plaga como se describe
en otras partes de esta memoria. Sin embargo, el limite superior de longitud puede depender de (i) la necesidad de
gue el ARN interferente sea captado por las células de la plaga y (ii) la necesidad de que el ARN interferente sea
procesado en las células de la plaga para mediar el silenciamiento de genes mediante la ruta de ARNi. La longitud
también puede determinarse por el método de produccion y la formulacion para la liberacion del ARN interferente a
células. Preferiblemente, el ARN interferente de la presente invencién sera entre 21 y 10.000 nucledtidos de longitud,
preferiblemente entre 50 y 5000 nucledtidos o entre 100 y 2500 nucleétidos, mas preferiblemente entre 80 y 2000
nucleétidos de longitud.

El ARN interferente puede contener bases de ADN, bases no naturales o uniones del esqueleto o modificaciones del
esqueleto de azlicar-fosfato no naturales, por ejemplo, para mejorar la estabilidad durante el almacenamiento o
mejorar la resistencia a la degradacion por parte de las nucleasas. Ademas, el experto en la materia puede producir
el ARN interferente quimica o enzimaticamente mediante reacciones manuales o automatizadas. Como alternativa,
el ARN interferente se puede transcribir a partir de un polinucleétido que lo codifique. Por lo tanto, en esta memoria
se proporciona un polinucleétido aislado que codifica cualquiera de los ARN interferentes de la presente invencion.

También se proporciona en esta memoria un polinucleétido aislado seleccionado del grupo que consiste en (i) un
polinucleétido que comprende al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900,
1000, 1100 o 1115nucledtidos contiguos de una secuencia de nucledtidos representada por cualquiera de las SEQ
ID NOs 277, 138, 253, 152, o (ii) un polinucleétido que consiste en al menos 21, preferiblemente al menos 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos contiguos de una secuencia de nucleétidos
representada por cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o (iii) un polinucledtido que comprende al
menos 21, preferiblemente al menos 22, 23 o 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1115 nucledtidos
contiguos de una secuencia de nucleétidos tal como se representa en cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253,
152, que, cuando dos secuencias estan alineadas y comparadas de manera 6ptima, dicho polinucleétido es al
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menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntico a cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, y en donde dicho
polinucleétido no es mas largo que 10000, 9000, 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000 o 1500 nucleétidos.

En realizaciones preferidas, el polinucleétido aislado es parte de una molécula de ARN interferente, tipicamente
parte del elemento silenciador, que comprende al menos una regién de doble cadena que comprende una cadena
de ARN codificante hibridada por apareamiento de pares de bases complementarias a una cadena de ARN no
codificante, en donde la cadena codificante de la molécula de ARNdc comprende una secuencia de nucleétidos
complementaria a una secuencia de nucledtidos ubicada dentro del transcrito de ARN del gen diana. La cadena
codificante del ARNdc, por lo tanto, es capaz de reasociarse con el transcrito de ARN y de fijar como objetivo el ARN
para su degradacion dentro del complejo silenciador inducido por ARNi o RISC.

Los polinucledtidos de la invencidon pueden insertarse mediante técnicas de clonacion molecular de rutina en
vectores o construcciones de ADN conocidos en la técnica. Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién, se
proporciona una construccion de ADN que comprende cualquiera de los polinucleétidos de la presente invencion.
Preferiblemente, en esta memoria se proporciona una construccion de ADN que comprende un polinucleétido que
codifica cualquiera de los ARNs interferentes de la presente invencion. La construccion de ADN puede ser un vector
de ADN recombinante, por ejemplo, un vector o plasmido bacteriano o de levadura. En una realizacion preferida de
la invencion, la construccidon de ADN es una construccion de expresion y el polinucleétido se encuentra unido de
forma funcional a al menos una secuencia reguladora capaz de dirigir la expresion de la secuencia polinucleotidica.
La expresién 'secuencia reguladora’ debe tomarse en un contexto amplio y pretende referirse a cualquier secuencia
de nucleétidos capaz de efectuar la expresion de polinucleétidos a los que esta operativamente unida, incluidos,
pero no limitados a promotores, potenciadores y otros elementos activadores transcripcionales de origen natural o
sintéticos. La secuencia reguladora puede ubicarse en el extremo 5’ o 3' de la secuencia de polinucleétidos. La
expresion ‘operativamente unido’ se refiere a un enlace funcional entre la secuencia reguladora y la secuencia
polinucleotidica, de modo que la secuencia reguladora impulsa la expresion del polinucleétido. Los elementos unidos
de forma funcional pueden ser contiguos o0 no contiguos.

Preferiblemente, la secuencia reguladora es un promotor que se selecciona del grupo que comprende, aunque sin
limitacion, promotores constitutivos, promotores inducibles, promotores especificos de tejido y promotores
especificos de etapa de crecimiento/desarrollo. En una realizacion, el polinucleétido se coloca bajo el control de un
promotor constitutivo fuerte tal como cualquiera seleccionado del grupo que comprende el promotor CaMV35S,
promotor CaMV35S doble, promotor de ubiquitina, promotor de actina, promotor de rubisco, promotor GOS2,
promotor 34S del virus del mosaico de la escrofularia. En otra realizacion, la secuencia reguladora es un promotor
de plantas para su uso en la regulacion de la expresién del polinucleétido en plantas. Los promotores de plantas, en
particular, los promotores especificos de tejido vegetal abarcados por el alcance de la presente invencién se
describen mas detalladamente en otras partes de esta memoria.

Opcionalmente, una 0 mas secuencias de terminacion de transcripcién pueden incorporarse en la construccion de
expresion de la invencion. La expresion 'secuencia de terminacién de la transcripcion' abarca una secuencia de
control al final de una unidad transcripcional, que sefiala la terminacion de la transcripcién, el procesamiento 3’ y la
poli-adenilacion de una transcripcion primaria. Secuencias reguladoras adicionales incluyen, pero no se limitan a
potenciadores de la traduccion o la transcripcion, pueden incorporarse en la construccion de expresion, por ejemplo,
como con el promotor CaMV35S doble potenciado.

La presente invencion también abarca un método para generar cualquiera de los ARNs interferentes de la invencion,
que comprende las etapas de (i) poner en contacto un polinucleétido que codifica dicho ARN interferente o una
construccién de ADN que comprende el mismo con componentes libres de células; o (ii) introducir (p. ej., por
transformacion, transfeccién o inyeccion) un polinucleétido que codifica dicho ARN interferente o una construccion
de ADN que comprende el mismo en una célula. Por consiguiente, también se proporciona en esta memoria una
célula huésped que comprende cualquiera de los ARNs interferentes de la presente invencion, cualquiera de los
polinucleétidos de la presente invencion o una construccion de ADN que comprende los mismos. La célula
hospedadora puede ser una célula procariota incluyendo, aunque sin limitacion, células bacterianas gram-positivas y
gram-negativas, o una célula eucariota incluyendo, aunque sin limitacién, células de levadura o células vegetales.
Preferiblemente, dicha célula hospedadora es una célula bacteriana o una célula vegetal. La célula bacteriana se
puede elegir del grupo que comprende, pero no se limita a, células Gram positivas y Gram negativas que
comprenden Escherichia spp. (p. €j., E. coli), Bacillus spp. (p. €j., B. thuringiensis), Rhizobium spp., Lactobacillus
spp., Lactococcus spp., Pseudomonas spp. and Agrobacterium spp. El polinucleétido o construccién de ADN de la
invencion puede existir o mantenerse en la célula hospedadora como un elemento extracromosémico o puede
incorporarse de forma estable en el genoma de la célula hospedadora. Las caracteristicas de interés particular en la
seleccion de una célula hospedadora para los propdsitos de la presente invencion incluyen la facilidad con la que el
polinucleétido o la construccion de ADN que codifica el ARN interferente puede introducirse en el hospedador, la
disponibilidad de los sistemas de expresiéon compatibles, la eficacia de la expresion y la estabilidad del ARN
interferente en el hospedador.

La construccion de ADN de la invencion puede incluir, ademas, un origen de replicacidon que se requiere para el
mantenimiento y/o la replicacion en un tipo de célula especifica o célula hospedadora. Un ejemplo es cuando se
requiere que una construccion de expresion se mantenga en una célula bacteriana como elemento genético
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extracromosomico o episémico (p. €j., un plasmido o molécula de césmido) en una célula. Origenes preferidos de
replicacién incluyen, pero no se limitan a f1-ori, pBR322 ori (oMB1) y colEL1 ori.

La construccién recombinante puede comprender opcionalmente un gen marcador seleccionable. Como se utiliza en
esta memoria, la expresion ‘gen marcador seleccionable’ incluye cualquier gen, que confiere un fenotipo en una
célula en la que se expresa para facilitar la identificacion y/o seleccién de células, que se transfectan o transforman
con una construccion de expresion de la invencion. Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados incluyen
genes de resistencia contra ampicilina (Ampr), tetraciclina (Tcr), kanamicina (Kanr), fosfinotricina y cloranfenicol
(CAT). Otros genes marcadores adecuados proporcionan un rasgo metabdlico, por ejemplo manA. También pueden
utilizarse genes marcadores visuales e incluyen, por ejemplo, beta-glucuronidasa (GUS), luciferasa y proteina verde
fluorescente (GFP).

En situaciones en donde el ARN interferente se expresa dentro de una célula hospedadora y/o se utiliza para
prevenir y/o controlar la infestacion de plagas de un organismo hospedador, se prefiere que el ARN interferente no
presente efectos significativos 'desviados', es decir, el ARN interferente no afecta la expresion de genes dentro del
hospedador. Preferiblemente, el elemento silenciador no exhibe complementariedad significativa con secuencias de
nucleétidos que no sean la secuencia de nucleétidos diana pretendida del gen diana. En una realizaciéon de la
invencion, el elemento silenciador muestra menos de un 30%, mas preferiblemente menos de un 20%, mas
preferiblemente menos de un 10% y aun mas preferiblemente menos de un 5% de identidad de secuencia con
cualquier gen de la célula u organismo hospedador. Si los datos de la secuencia gendémica estan disponibles para el
organismo hospedador, es posible verificar de forma cruzada la identidad con el elemento silenciador utilizando
herramientas bioinformaticas convencionales. En una realizacion, no hay identidad de secuencia entre el elemento
silenciador y un gen de la célula hospedadora u organismo hospedador en una region de 17, mas preferiblemente en
una region de 18 o0 19 y aun mas preferiblemente en una regiéon de 20 o 21 nucle6tidos contiguos.

Cualquiera de las moléculas de ARN interferente o construcciones de ADN que codifican la molécula de ARN
interferente o las células hospedadoras que comprenden la molécula de ARN interferente tal como se describe en
esta memoria pueden utilizarse para la prevencion y/o el control de la infestacidon de plagas de insectos. Como tal,
las construcciones de ARNSs interferentes o de ADN o las células hospedadoras que las comprenden pueden
denominarse plaguicidas o insecticidas. Preferiblemente, las moléculas de ARN interferentes y/o construcciones de
ADN o células hospedadoras de la presente invencién se utilizan para tratar plantas como un medio para prevenir
y/o controlar la infestacion de plagas de las mismas. En particular, las moléculas de ARN interferente y/o las
construcciones de ADN o las células hospedadoras pueden proporcionarse como un kit con el fin de prevenir y/o
controlar la infestacion de plagas, preferiblemente la infestacién de plagas de plantas.

Ademas, de acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona en esta memoria una composicion para
prevenir y/o controlar la infestacion por plagas de insectos que comprende al menos un acido ribonucleico (ARN)
interferente y al menos un soporte, excipiente o diluyente adecuado, en donde el ARN interferente funciona tras la
absorcion por la plaga para regular de forma descendente la expresion de un gen diana dentro de dicha plaga. El
ARN interferente puede ser cualquiera de los divulgados en otra parte en esta memoria. Preferiblemente, el ARN
interferente comprende o consiste en al menos un elemento silenciador y dicho elemento silenciador es una region
de ARN de doble cadena que comprende cadenas complementarias reasociadas, una cadena de las cuales (la
cadena sentido) comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos parcialmente complementaria a una
secuencia de nucledtidos diana dentro de un gen diana. El ‘gen diana’ puede ser cualquiera de los genes diana de
plagas tal como se describe en otra parte de esta memoria, incluidos, pero no limitados a genes implicados en la
regulacion de la supervivencia, crecimiento, desarrollo, reproduccion y patogenicidad de plagas. Como alternativa, la
composicion comprende al menos una célula hospedadora que comprende al menos una molécula de ARN
interferente o construccion de ADN que la codifica y, opcionalmente, al menos un soporte, excipiente o diluyente
adecuado, en donde el ARN interferente funciona, tras la captacién de la célula hospedadora por la plaga de
insectos, regulando por disminucion la expresion de un gen diana dentro de dicha plaga.

En la aplicacion practica de la invencion, la composicion puede utilizarse para prevenir y/o controlar cualquier plaga
de insectos pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Dichyoptera, Orthoptera, Hemiptera y
Siphonaptera. La composicion, por lo tanto, puede estar en cualquier forma adecuada para su aplicacién a plagas de
insectos 0 para su aplicacion a sustratos y/u organismos, en particular plagas, susceptibles a infestacion por dicha
plaga de insectos. En una realizacion, la composicién es para su uso en la prevencién y/o control de infestacion por
parte de plagas de plantas o material de propagacion o reproductor de plantas y, por tanto, esta dirigida a especies
de plagas de insectos que infestan plantas. La composicion de la presente invencion es particularmente efectiva
cuando la plaga de insectos pertenece a la categoria de insectos ‘masticadores’ que causan dafios considerables a
las plantas al comer tejidos vegetales tales como raices, hojas, flores, brotes, ramitas y similares. Ejemplos de esta
gran categoria de insectos incluye escarabajos y sus larvas. En una realizacion preferida de la invencion, la plaga de
insectos se selecciona del género Leptinotarsa. Mas preferiblemente, la especie diana de plaga de insectos es
Leptinotarsa decemlineata.

La composicion de la presente invencion también es eficaz contra especies de insectos que perforan y/o chupan los
fluidos de las células y tejidos de plantas. Por lo tanto, en una realizacion preferida de la invencion, la plaga de
insectos se selecciona del género Lygus. Preferiblemente, la especie de plaga de insectos diana se selecciona del
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grupo que comprende Lygus adspersus, Lygus alashanensis, Lygus borealis, Lygus elisus, Lygus gemellatus, Lygus
hesperus, Lygus lineolaris o Lygus rugulipennis. Mas preferiblemente, la especie diana de plaga de insectos es
Lygus hesperus. La composicién de la invencion puede utilizarse para controlar plagas de insectos en todas las
etapas de su ciclo vital, por ejemplo, la etapa de adulto maduro, la etapa larvaria y la de huevo.

En el contexto de la composicion de la invencion, el ARN interferente puede producirse a partir de una construccion
de ADN, en particular una construccion de expresién como se describe en otra parte en esta memoria, que
comprende un polinucledtido que la codifica. Ademas, el ARN interferente puede producirse dentro de una célula u
organismo hospedador disefiado para expresar dicho ARN interferente a partir de un polinucleétido que lo codifica.
Organismos hospedadores adecuados para su uso en las composiciones de la presente invencion incluyen, pero no
se limitan a microorganismos que se sabe que colonizan el entorno en y/o alrededor de plantas o cultivos de interés,
es decir, plantas o cultivos susceptibles a la infestacion por especies de plagas de insectos. Dichos microorganismos
incluyen, aunque sin limitacién, aquellos que ocupan el filoplano (la superficie de las hojas de la planta) y/o la
rizosfera (el suelo que rodea las raices de la planta). Estos microorganismos se seleccionan para que puedan
competir satisfactoriamente con cualquier organismo de tipo silvestre presente en el entorno de la planta.
Microorganismos adecuados para su uso como hospedadores incluyen diversas especies de bacterias, algas y
hongos. Queda claro que los microorganismos elegidos no deben ser toxicos para las plantas.

Los organismos hospedadores que no colonizan de forma natural las plantas y/o su entorno también estan dentro
del alcance de la presente invencién. En una realizacion, el ARN interferente se fermenta en un hospedador
bacteriano, y las bacterias muertas resultantes se procesan y utilizan como un aerosol insecticida de la misma
manera que las cepas de Bacillus thuringiensis se han usado como insecticida para una aplicacién de aerosol.

Cuando la composicién de la invencion es para su uso en la prevencion y/o control de la infestacion por parte de
plagas de una planta, la composicion puede contener un soporte agronémicamente adecuado. Dicho soporte puede
ser cualquier material que la planta a tratar pueda tolerar, que no cause dafios excesivos al medio ambiente u otros
organismos del mismo y que permita que el ARN interferente permanezca eficaz contra la especie de insecto que es
plaga. En particular, las composiciones de la invencién pueden formularse para su suministro a plantas de acuerdo
con practicas agricolas rutinarias usadas en la industria de bioinsecticidas. La composicién puede contener ademas
componentes que pueden realizar otras funciones incluyendo, aunque sin limitacion, (i) potenciar o promover la
captacion del ARN interferente por las células de la plaga y (ii) estabilizar los componentes activos de la composicién.
Ejemplos especificos de dichos componentes adicionales contenidos en la composicion que comprende el ARN
interferente, son ARNt de levadura o ARN total de levadura.

Las composiciones pueden formularse para aplicacion directa o como una concentracion de una composicion
principal que requiere diluciéon antes de su uso. Como alternativa, la composicidon puede suministrarse como un kit
que comprende el ARN interferente o la célula hospedadora que comprende o expresa el mismo en un recipiente y
el diluyente o vehiculo adecuado para el ARN o la célula hospedadora en un recipiente diferente. En la aplicacién
practica de la invencién, la composiciéon puede aplicarse a una planta o cualquier parte de una planta en cualquier
fase del desarrollo de la planta. En una realizacién, la composicion se aplica a las partes aéreas de una planta, por
ejemplo, durante el cultivo de cultivos de plantas en un campo. En una realizacién adicional, la composicion se
aplica a las semillas de una planta mientras estan en almacenamiento o una vez se han sembrado en el suelo.
Generalmente es importante obtener un buen control de las plagas en las primeras etapas de crecimiento de la
planta, ya que ese es el momento en que la planta puede verse mas gravemente dafiada por las especies que son
plagas.

La composicion puede aplicarse al entorno de una plaga de insectos por diversas técnicas incluyendo, aunque sin
limitacion, pulverizacién, atomizado, espolvoreo, dispersién, inundacién, recubrimiento de semillas, tratamiento de
semillas, introduccion en el suelo e introduccién en el agua de riego. En el tratamiento de plantas susceptibles a
infestacién por parte de plagas, la composicion puede suministrarse a la planta o parte de una planta antes de que
aparezca la plaga (con fines de prevencion), o una vez han empezado a aparecer signos de infestacion por parte de
la plaga (con fines de control de plagas).

En una realizacion adicional de la invencion, la composicién se formula para que contenga al menos un agente
agrondmico adicional, por ejemplo, un herbicida o un plaguicida adicional. Como se utiliza en esta memoria, un
'segundo plaguicida’ o ‘plaguicida adicional’ se refiere a un plaguicida distinto de la primera molécula de ARN
interferente original de la composicion. Como alternativa, la composicion de la invencién puede suministrarse en
combinacién con al menos otro agente agronémico, por ejemplo, un herbicida o un segundo plaguicida. En una
realizacién, la composicién se proporciona en combinacién con un herbicida seleccionado de cualquiera conocido en
la técnica, por ejemplo, glifosato, imidazolinona, sulfonilurea y bromoxinil. En una realizacion adicional, la
composicion se proporciona en combinacion con al menos un plaguicida adicional. El plaguicida adicional puede
seleccionarse de cualquier plaguicida conocido en la técnica y/o puede comprender un acido ribonucleico
interferente que funcione, tras la captacion por una plaga, regulando por disminucién la expresion de un gen diana
en dicha especie que es plaga. En una realizacion, la plaga diana es una especie de insecto que es plaga y el ARN
interferente se selecciona de cualquiera de los ARN interferentes como se describe en este documento. En una
realizacién adicional, el plaguicida adicional comprende un ARN interferente que funciona regulando por disminucion
la expresion de un gen conocido en cualquier especie diana que sea plaga, sin limitarse a plagas de insectos. La
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molécula de ARN interferente original de la composicion y el segundo plaguicida o plaguicidas adicionales puede
tener como diana la misma especie de insecto que es plaga o pueden estar destinados a tener como diana
diferentes especies de insectos que son plaga. Por ejemplo, el ARN interferente original y el segundo plaguicida
puede tener como diana diferentes especies de plagas de insectos o puede tener como diana diferentes familias o
clases de organismos que son plaga, por ejemplo, hongos o nematodos o insectos. Sera evidente para los expertos
en la materia la manera en que ensayar combinaciones de moléculas de ARN interferente y otros agentes
agronOmicos para obtener efectos sinérgicos. En una realizacion preferida, la composicion contiene una primera
molécula de ARN interferente descrita en otra parte en este documento y uno o mas plaguicidas adicionales, cada
uno toxico para la misma plaga de insectos, donde el uno o mas plaguicidas adicionales se seleccionan de una
patatina, una proteina insecticida de Bacillus thuringiensis, una proteina insecticida de Xenorhabdus, una proteina
insecticida de Photorhabdus, una proteina insecticida de Bacillus laterosporous, una proteina insecticida de Bacillus
spaericus y una lignina, y donde la proteina insecticida de Bacillus thuringiensis se selecciona del grupo que consiste
en una CrylAb, una CrylC, una Cry2Aa, una Cry3, una TIC851, una CryET70, una Cry22, una VIP, una TIC901,
una TIC1201, una TIC407, una TIC417, una proteina insecticida binaria seleccionada de CryET33 y CryET34,
CryET80 y CryET76, TIC100 y TIC101, y PS149B1, y quimeras insecticidas de cualquiera de las proteinas
insecticidas precedentes.

Los diferentes componentes de las combinaciones descritas en este documento pueden administrarse, por ejemplo,
a un organismo hospedador susceptible a infestacion por plagas, en cualquier orden. Los componentes pueden
suministrarse simultanea o secuencialmente al area u organismo a tratar.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona en esta memoria un método para la
expresion de regulacion descendente de un gen diana en una especie de plaga de insectos, que comprende poner
en contacto dicha especie de plaga de insectos con una cantidad eficaz de al menos un acido ribonucleico (ARN)
interferente, en donde el ARN interferente funciona tras ser absorbido por la plaga para regular de forma
descendente la expresion de un gen diana dentro de dicha plaga.

El gen diana puede ser cualquiera de los genes de plagas tal como se describe en otra parte en esta memoria. En
particular, el gen diana se puede seleccionar del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que
comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucledtidos que,
cuando las dos secuencias se alinean y comparan optimamente, es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% idénticos
a cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152.

El gen diana puede ser también un ortélogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleotidos
gue comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ortélogos son similares
en secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera 6ptima, el ortélogo
tiene una secuencia que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a cualquiera de las secuencias
representadas por las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos de dicho gen
diana no es mas larga de 5000, 4000, 3000, 2000 o 1500 nucledtidos.

El ARN interferente para su uso en el presente método puede ser cualquiera de las moléculas de ARN interferente
tal como se describe en otra parte en esta memoria. En una realizacion, el ARN interferente media en la regulacion
descendente de la expresion génica mediante el proceso de interferencia de ARN o ARNi, y el ARN interferente se
selecciona del grupo de moléculas reguladoras de ARN capaces de efectuar ARNi o 'silenciamiento génico' que
incluye, pero no se limita a ARNSs interferentes cortos (ARNip), microARN (miARN), ARN de doble cadena (ARNdc) y
ARN en horquilla (ARNsh).

En realizaciones preferidas, las moléculas de ARN interferente para uso en el presente método comprenden al
menos un elemento silenciador, en el que el elemento silenciador es una region de ARN de doble cadena que
comprende una cadena de ARN sentido reasociada por apareamiento de bases complementario a una cadena de
ARN antisentido, en donde la cadena sentido de la molécula de ARNdc comprende una secuencia de nucleotidos
complementaria a una secuencia de nucleétidos ubicada dentro del transcrito de ARN del gen diana. La cadena
codificante del ARNdc, por lo tanto, es capaz de reasociarse con el transcrito de ARN y de fijar como objetivo el ARN
para su degradacion dentro del complejo de silenciamiento inducido por ARNi o RISC.

En el presente método, la plaga de insectos se trata con al menos un ARN interferente. En una realizacién del
método, las especies de plagas de insectos pueden ponerse en contacto con mdltiples moléculas de ARN
interferente. Cuando la plaga se pone en contacto con multiples ARNs interferentes, los diferentes ARNs pueden
funcionar para regular de forma descendente el mismo gen diana o diferentes genes diana.

El ARN interferente para ser suministrado a las especies de plagas de insectos se pueden formular como una
composicion que comprende al menos un soporte, excipiente o diluyente adecuado. Ademas, el ARN interferente
puede transcribirse desde un polinucledtido que codifica el mismo o una construccion de ADN que comprende dicho
polinucleétido. En una realizacién, el ARN interferente se expresa dentro de una célula u organismo hospedador que
incluye un hospedador procariota o eucariota. La célula u organismo hospedador puede ser un hospedador
susceptible a la infestacion por una plaga de insectos en la que el ARN interferente funciona para regular de forma
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descendente la expresion de un gen diana en dicha plaga. En una realizacion preferida, el organismo hospedador es
una planta susceptible a la infestacién por la especie de plaga de insectos diana.

Como se usa en el contexto del presente método, la expresién 'poner en contacto' se refiere a cualquier medio por el
gue las especies de plagas de insectos o una célula de los mismos estan expuestos al ARN interferente y que
permite la captacion del ARN interferente por las células de la plaga. Por lo tanto, "poner en contacto" abarca, por
ejemplo, los procesos de transformacion celular, microinyeccién y alimentacion. Estas técnicas pueden llevarse a
cabo con respecto a células aisladas cultivadas in vitro o células dentro del cuerpo intacto de las especies de plagas
de insectos. Cuando la plaga de insectos intacta se pone en contacto con el ARN interferente del método, el ARN
puede microinyectarse en un espacio extracelular y posteriormente ser absorbido por las células del cuerpo
mediante procesos naturales tales como la endocitosis o la transcitosis. En una realizacion preferida de la invencion,
el ARN interferente se proporciona a la plaga en forma de o incluido en el alimento para ser ingerido por la plaga.
Una vez ingerido, el ARN interferente puede pasar del tracto digestivo del insecto a las células del cuerpo por
procesos naturales tales como la endocitosis o la transcitosis. En una realizacion, la plaga de insectos se expone a
una planta que ha sido tratada con un ARN interferente o una composiciéon que lo comprende, y el ARN interferente
se absorbe a medida que la plaga se alimenta del tejido vegetal. El ARN interferente puede estar presente en la
superficie de una planta o una parte de la misma o puede estar presente intracelularmente en la planta o en el tejido
vegetal comido por la plaga de insectos.

En el contexto de un método para la expresion de regulacién descendente de un gen diana en una especie de
plagas de insectos, la expresion ‘cantidad eficaz' deberia tomarse para dar a entender la cantidad o la concentracion
de ARN interferente requerida para la expresion de regulacion descendente del gen diana en al menos 10% o 20%,
preferiblemente en al menos 33%, mas preferiblemente en al menos 50%, aln mas preferiblemente en al menos
80% o0 90%. En realizaciones particularmente preferidas, una ‘cantidad efectiva’ es la cantidad o concentracién
requerida para regular de forma descendente la expresién del gen diana en al menos 60%, 70% u 80%,
preferiblemente en al menos 90%, mas preferiblemente en al menos 95%, y lo mas preferiblemente en al menos
99% con respecto a la expresion en ausencia de un ARN interferente o en presencia de un ARN de control. Como se
describe en otra parte de esta memoria, la regulacidon descendente de la expresion génica puede medirse mediante
una reduccion en los niveles del transcrito de ARN o de la proteina finalmente producida a partir del gen diana.
Niveles de ARN y/o de proteina se pueden medir utilizando técnicas de rutina en la técnica.

En esta memoria también se proporciona un método para prevenir y/o controlar la infestaciéon por parte de plagas,
que comprende poner en contacto una especie de plaga de insectos con una cantidad eficaz de al menos un ARN
en donde el ARN funciona tras ser captado por dicha plaga para regular de forma descendente la expresién de un
gen diana esencial de la plaga. El gen diana esencial puede ser cualquier gen de la plaga implicado en la regulacién
de un proceso biol6gico esencial necesario para que la plaga inicie 0 mantenga la infestacién incluyendo, aunque sin
limitacion, supervivencia, crecimiento, desarrollo, reproduccion y patogenicidad. En particular, el gen diana puede
ser cualquier gen de la plaga como se describe en otras partes de esta memoria. Ademas, en esta memoria se
proporciona un método para prevenir y/o controlar la infestaciéon por parte de plagas de insectos en un campo de
plantas de cultivo, comprendiendo dicho método expresar en dichas plantas una cantidad eficaz de un ARN
interferente como se describe en esta memoria.

Cuando el método es para el control de la infestacién de la plaga, la expresion ‘cantidad eficaz' se extiende a la
cantidad o concentracién de ARN interferente necesaria para producir un efecto fenotipico de la plaga de tal manera
que el nUmero de organismos de plagas que infestan un organismo hospedador se reduce y/o la cantidad de dafio
provocado por la plaga se reduce. En una realizacién, el efecto fenotipico es la muerte de la plaga y el ARN
interferente se utiliza para alcanzar al menos un 20%, 30%, 40%, preferiblemente al menos un 50%, 60%, 70%, mas
preferiblemente al menos un 80% o 90% de mortalidad de la plaga en comparacién con plagas de insectos de
control. En una realizacion adicional, los efectos fenotipicos incluyen, pero no se limitan a atrofia en el crecimiento
de la plaga, cese de la alimentacion y puesta de huevos reducida. Las cantidades totales de organismos de la plaga
que infestan un organismo hospedador pueden reducirse, por tanto, al menos un 20%, 30%, 40%, preferiblemente al
menos un 50%, 60%, 70%, mas preferiblemente al menos un 80% o 90% en comparacién con plagas de control. De
forma alternativa, el dafio provocado por la plaga de insectos pude reducirse al menos un 20%, 30%, 40%,
preferiblemente al menos un 50%, 60%, 70%, mas preferiblemente al menos un 80% o 90% en comparacién con
plagas de insectos de control. Por lo tanto, el método de la invencién puede utilizarse para alcanzar al menos un
20%, 30%, 40%, preferiblemente al menos un 50%, 60%, 70%, mas preferiblemente al menos un 80% o 90% de
control de la plaga. Como se usa en esta memoria, 'plagas de control' son plagas no contactadas con ningiin agente
plaguicida, o plagas contactadas con un ARN interferente dirigido a un gen no esencial, es decir, un gen no
requerido para el inicio 0 mantenimiento de la infestacion de plagas o plagas contactadas con un ARN interferente
un gen no encontrado y/o no expresado en dicha plaga.

Métodos para regular de forma descendente la expresion de un gen diana en una especie de plaga de insectos
pueden utilizarse para prevenir y/o controlar la infestacion de plagas en un sustrato o material particular susceptible
a la infestacion por dicha plaga de insectos. En una realizacion, el método se utiliza para tratar cualquier planta
susceptible a la infestacion por dicha plaga. Plantas de interés para su uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a arroz, patata, algodén, tomate, canola, soja, girasol, sorgo, mijo
perla, maiz, cultivos de semillas tales como alfalfa, fresas, berenjenas, pimienta y tabaco.
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Ademas, se proporciona en esta memoria un método para aumentar el rendimiento de un cultivo de plantas, que
comprende poner en contacto dichas plantas con una cantidad eficaz de un ARN interferente que funciona tras la
absorcién por una especie de plagas de insectos para regular de forma descendente la expresion de un gen diana
en dicha plaga, en donde la regulacién descendente del gen diana afecta a una funcion biolégica esencial de la
plaga requerida para el inicio y/o el mantenimiento de la infestacién, de modo que el dafio provocado al cultivo de la
planta se reduce en comparacion con los cultivos no tratados.

Las plantas o cultivos de plantas a ser tratados de acuerdo con los métodos de la presente invencion pueden ser
tratados externamente con un ARN interferente o la composicion que comprende el mismo. Por ejemplo, el ARN
interferente o las células hospedadoras que comprenden o expresan el mismo pueden aplicarse a la superficie de la
planta o al entorno de la planta mediante procesos que incluyen, pero no se limitan a pulverizacién, atomizacion,
espolvoreo, dispersion, vertido, recubrimiento de semillas, tratamiento de semillas, introduccion en el suelo e
introduccion en agua de riego. En una realizacion, la planta a tratar se manipula para que exprese el ARN
interferente de forma intracelular mediante la transcripcion de un polinucleétido incorporado en la misma. A medida
gue la plaga se alimenta de los tejidos de la planta, las células que contienen el ARN interferente se descompondran
dentro del tracto digestivo del insecto y, por lo tanto, el ARN interferente se distribuira dentro del cuerpo del insecto,
lo que dara como resultado la regulacién descendente de los genes diana.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método para generar una planta
transgénica resistente a la infestacién por parte de una especie de plaga de insectos que comprende las etapas de
(a) transformar una célula vegetal con una construcciéon de ADN que comprende una secuencia polinuclectidica que
codifica un acido ribonucleico (ARN) interferente que funciona tras la captacion por parte de una especie de plaga de
insectos regulando de forma descendente la expresion de un gen diana en dicha especie de plaga de insectos, (b)
regenerar una planta a partir de la célula vegetal transformada; y (c) cultivar la planta transformada en condiciones
adecuadas para la expresion del ARN interferente a partir de la construccion de ADN recombinante, siendo asi dicha
planta resistente a dicha plaga en comparacion con una planta sin transformar.

El ARN interferente expresado por la planta o parte de la misma puede ser cualquiera de los descritos en otras
partes de esta memoria. Preferiblemente, el ARN interferente comprende o consiste en al menos un elemento
silenciador y dicho elemento silenciador es una regién de ARN de doble cadena que comprende cadenas
complementarias reasociadas, una cadena de las cuales (la cadena sentido) comprende una secuencia de
nucleétidos que es al menos parcialmente complementaria a una secuencia de nucleétidos diana dentro de un gen
diana. Cuando parte del ARN interferente es de doble cadena, las dos cadenas de la molécula pueden expresarse a
partir de al menos dos polinucleétidos separados o pueden estar codificadas por un nico polinucleétido que codifica
un ARN interferente con, por ejemplo, una estructura de tallo-bucle tal como se describe en otra parte en esta
memoria.

El ARN interferente expresado por la planta o parte de la misma puede fijar como objetivo cualquiera de los genes
descritos en otras partes de esta memoria. En particular, el gen diana se puede seleccionar del grupo de genes que
tienen una secuencia de nucleotidos que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen
una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos secuencias se alinean y comparan optimamente, es al menos
85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idénticos a cualquiera de las SEQ ID NO 277, 138, 253, 152. El gen diana puede ser
también un ortélogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucle6tidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, en donde los dos genes ortélogos son similares en secuencia en
tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera éptima, el ortélogo tiene una secuencia
que es al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica a cualquiera de las secuencias representadas por las SEQ ID
NOs 277, 138, 253, 152. Preferiblemente, la secuencia de nucledtidos de dicho gen diana no es mas larga de 5000,
4000, 3000, 2000 o 1500 nucledtidos. Ademas, es importante que el ARN interferente no altere la expresion de
ningun gen del hospedador vegetal.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion 'planta transgénica' o 'célula de planta transgénica' se refiere a
cualquier planta o célula vegetal que ha sido disefiada genéticamente o es descendiente de una planta que ha sido
manipulada genéticamente para llevar una secuencia de polinucledtido exdgeno. 'Exdgeno' se refiere al hecho de
que el polinucleétido se origina desde fuera de la célula vegetal. Tipicamente, el polinucleétido exdgeno no es nativo
de la planta transgénica, es decir, no se encuentra de forma natural dentro del genoma de la planta.

Como se utiliza en esta memoria, el término ‘transformacion' se refiere a la introduccion de moléculas de
polinucleétido exdgeno en una planta o una célula de la misma. En la técnica se conocen técnicas para introducir
polinucleétidos en plantas. En una realizacién de la presente invencion, las plantas se 'transforman de manera
estable' con una construccién de polinucleétidos o ADN que comprende la misma, es decir, la construccion de
polinucleétidos o ADN introducida en la célula vegetal se integra en el genoma de la planta y es capaz de ser
heredada por la progenie de la misma. Los protocolos de transformaciéon para introducir polinucleétidos o
construcciones de ADN en las células vegetales pueden variar dependiendo del tipo de planta en cuestién. Métodos
de transformacién adecuados incluyen, pero no se limitan a microinyeccién, electroporacion, transformacion
mediada por Agrobacterium y aceleracion de particulas balisticas. En la técnica también se conocen métodos para la
insercion fijada como objetivo de un polinucleétido o construccion de ADN en una ubicacién especifica en el genoma
de la planta utilizando sistemas de recombinacion especifica del sitio.
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La construccion de ADN que comprende el polinucleétido que codifica la molécula activa de ARN interferente puede
ser cualquier vector adecuado para la transformacién de células vegetales. Vectores adecuados incluyen, pero no se
limitan a plasmidos bacterianos, por ejemplo, el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens, y sistemas de vectores
virales. La construccion de ADN introducida en las células de una planta no debe ser dafiina ni toxica para la planta
y/o no debe ser dafiina ni tdxica para ningln organismo mas alto en la cadena alimenticia que se alimente de dichas
plantas.

En una realizacion, la construccién de ADN es una construccion de expresién que comprende un polinucleétido que
codifica un ARN interferente unido operativamente a una secuencia reguladora capaz de impulsar la expresién de la
secuencia de polinucleotidos en plantas tales como cualquiera seleccionada del grupo que comprende el promotor
CaMV35S, el promotor CaMV35S duplicado, el promotor ubiquitina, el promotor actina, el promotor rubisco, el
promotor GOS2, el promotor del virus del mosaico Figwort 34S y el promotor CaMV35S doblemente mejorado.
Preferiblemente, la secuencia reguladora es un promotor de plantas que se selecciona de los conocidos en la
técnica. En algunas realizaciones, puede preferirse que la planta produzca moléculas de ARN interferente
Unicamente en las partes de la planta que entraran en contacto con y/o se veran dafiadas por la especie de plaga de
insectos, por ejemplo, las partes aéreas de la planta, las raices, etc. Este efecto puede conseguirse mediante el uso
de promotores de plantas especificos de tejido incluyendo, aunque sin limitacién, promotores especificos de las
hojas, promotores especificos de la raiz, promotores especificos del tallo, promotores especificos de la flor y
promotores especificos del fruto conocidos en la técnica. Ejemplos adecuados de un promotor especifico de raiz son
los promotores PsMTA y de la quitinasa de Clase lll. Ejemplos de promotores especificos de tejido fotosintético o
especificos de hoja y tallo que también son fotoactivados son promotores de dos proteinas de union a clorofila (cabl
y cab2) de remolacha azucarera, ribulosa-bisfosfato carboxilasa (Rubisco), codificada por rbcS, las subunidades A
(gapA) y B (gapB) de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de cloroplastos, promotor del gen de Solanum
tuberosum que codifica la proteina especifica para hojas y tallos (ST-LS1), genes inducibles por defensa y regulados
por el tallo, tales como los promotores JAS, promotores especificos de flor tales como el promotor de la chalcona
sintasa y promotores especificos de frutos tales como el RJ39 de la fresa.

En otras realizaciones, puede preferirse que la planta produzca moléculas de ARN interferente solamente en una
etapa particular de su crecimiento. Este efecto puede alcanzarse mediante el uso de promotores especificos del
desarrollo de plantas que dirigen la expresién solamente durante ciertos periodos del desarrollo de la planta. En
particular, es importante proteger a las plantas de la infestacién por parte de plagas durante las etapas mas
tempranas del crecimiento de las plantas o durante la floracion (por ejemplo, en el caso del arroz) o durante la
fructificacion o maduracion del fruto o el llenado de la semilla, ya que estos son los momentos en los que la planta
puede verse mas severamente dafiada.

La construccion de ADN para su uso en la transformacion de una planta de acuerdo con el presente método puede
comprender mas de un polinucleétido que codifica una molécula de ARN interferente de la presente invencion. En
una realizacion, los diferentes polinucleétidos pueden codificar moléculas de ARN interferente dirigidas a diferentes
secuencias de nucledtidos dentro del mismo gen diana. En una realizacion adicional, los diferentes polinucleétidos
pueden codificar moléculas de ARN interferente dirigidas a diferentes secuencias de nucleétidos dentro de diferentes
genes diana, donde los diferentes genes diana se originan de la misma o diferentes especies de plaga de insectos.
Cuando la construccién de ADN codifica mas de un ARN interferente, estos ARN pueden expresarse de forma
diferencial dentro de diferentes tejidos de la planta, ya que se encuentran bajo el control de diferentes secuencias
promotoras especificas de tejido, como se describe en otras partes de este documento. En una realizacion, la planta
se manipula para que exprese un ARN interferente en las hojas que regula por disminucién la expresion de un gen
diana en un insecto que se alimenta de las hojas, y para expresar adicionalmente un ARN interferente en las raices
que regula de forma descendente la expresién de un gen diana en un insecto que coloniza el suelo y se alimenta de
las raices de la planta.

La construccion de ADN puede comprender también al menos otro polinucledtido de interés, por ejemplo un
polinucleétido que codifica una molécula de ARN reguladora adicional, un polinucleétido que codifica una proteina
toxica para las especies de plagas de insectos y/o un polinucleétido que codifica una proteina que confiere
resistencia a los herbicidas.

De acuerdo con el presente método, una planta se regenera a partir de una célula vegetal transformada utilizando
técnicas conocidas en la técnica. Una de dichas técnicas comprende la digestion enzimatica de la pared celular
vegetal para producir un protoplasto vegetal, que posteriormente puede sufrir multiples rondas de divisién y
diferenciacion celular para producir una planta adulta. Las plantas adultas generadas de esa forma pueden
evaluarse posteriormente para determinar su resistencia a la infestacion por parte de plagas. "Resistente", como se
utiliza en esta memoria, debe interpretarse ampliamente y se refiere a la capacidad de la planta para defenderse del
ataque de una plaga que generalmente es capaz de infligir dafio o pérdida a la planta. Resistente puede significar
que la planta ya no es susceptible a la infestacién por parte de plagas o que cualquier sintoma de enfermedad que
resulte de la infestaciéon por parte de plagas se reduce al menos aproximadamente un 20%, preferiblemente al
menos un 30%, 40% o 50%, mas preferiblemente al menos un 60%, 70% o0 80% y aun mas preferiblemente al
menos un 90%. Técnicas para medir la resistencia de una planta a las especies de plagas de insectos se conocen
comunmente en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, medir a lo largo del tiempo el diametro medio de la lesién,
la biomasa de la plaga y/o el porcentaje general de tejidos vegetales en descomposicién.
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En una realizacion, el presente método para producir una planta transgénica también incluye la etapa de generar
descendencia o descendientes de la planta transgénica y evaluar la resistencia de la descendencia a la plaga de
insectos. Pueden producirse dos o mas generaciones para asegurarse de que la expresion del rasgo de resistencia
se mantiene y hereda de forma estable. Las semillas también pueden cosecharse de la planta transgénica
progenitora y/o su descendencia para evaluar la resistencia a una plaga de insectos.

Los métodos de la invencion pueden utilizarse para generar plantas transgénicas 'apiladas' que son resistentes a las
especies de plagas de insectos y que poseen opcionalmente al menos otro rasgo deseable. Como se utiliza en esta
memoria, una planta transgénica ‘apilada’ se refiere a una planta que lleva mas de una secuencia de polinucle6tidos
exdgenos. La expresion ‘mas de uno’ se refiere a la posibilidad de que una planta lleve al menos 2, al menos 3, al
menos 4 polinucleétidos exdgenos. En una realizacién, la célula vegetal transformada con la construccion de ADN
que codifica el ARN interferente que fijja como objetivo un gen de la plaga se puede haber manipulado
genéticamente previamente para portar un polinucleétido exdégeno separado. De forma alternativa, el método para
generar una planta transgénica a partir de una célula vegetal como se describe en esta memoria puede comprender
un protocolo de transformacion conjunta cuando la construccién de ADN que codifica un ARN interferente de la
invencion se proporciona a una célula vegetal simultanea o secuencialmente con un polinucledtido exdégeno
separado.

Los polinucleétidos exégenos que porta una planta transgénica apilada de la invencion pueden expresarse en las
mismas partes de la planta o pueden expresarse de forma diferencial en virtud del hecho de que la expresién de
cada uno esta controlada por un promotor especifico de tejido diferente.

En una realizacion, el polinucleétido exdgeno o gen heter6logo que confiere un rasgo deseable adicional codifica
otro ARN interferente dirigido la misma o diferentes especies de plaga de insectos. En una realizaciéon adicional, el
gen heterologo codifica una proteina dafiina o toxica para una especie de plaga de insectos de plantas, por ejemplo
una proteina insecticida seleccionada del grupo que incluye, pero no se limita a CrylAb, CrylC, Cry2Aa, Cry3,
CryET70, Cry22, CryET33, CryET34, CryET80, CryET76, TIC100, TIC101, TIC851, TIC900, TIC901, TIC1201,
TIC407, TIC417, PS149B1 y proteinas insecticidas VIP. En aln una realizacién adicional, el gen heterélogo codifica
una proteina que confiere resistencia a los herbicidas. Ejemplos de genes que confieren resistencia a herbicidas
incluyen Bar, EPSPS que confiere resistencia a glifosato, ALS que confiere resistencia a imidazolinona y sulfonilurea
y bxn que confiere resistencia a bromoxinilo.

En esta memoria también se proporciona un método para producir semillas hibridas a partir de cualquiera de las
plantas transgénicas generadas mediante los métodos de la presente invencion, comprendiendo dicho método las
etapas de (i) plantar la semilla obtenida de una primera planta endogamica y la semilla obtenida de una segunda
planta endogamica, en donde al menos una de las plantas endogamicas es una planta transgénica resistente a la
infestacién por parte de plagas, (ii) cultivar las semillas en plantas que dan flores, (iii) evitar la autopolinizacion de al
menos una de la primera o segunda planta adulta, (iv) permitir que ocurra la polinizacién cruzada entre la primera y
la segunda planta; y (v) cosechar las semillas que resultan de la polinizacion cruzada. La semilla hibrida producida
mediante este método y las plantas hibridas producidas mediante el cultivo de dicha semilla se encuentran dentro
del alcance de la presente invencién. Las plantas hibridas producidas mediante este método tipicamente seran
genéticamente uniformes y probablemente exhiban heterosis o vigor hibrido. Por tanto, pueden generarse cultivos
con el potencial de aumentar el rendimiento mediante dicho método.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se proporcionan plantas transgénicas resistentes a la
infestacién por especies de plagas de insectos. En particular, en esta memoria se proporcionan plantas transgénicas
que expresan 0 son capaces de expresar al menos un acido ribonucleico (ARN) interferente que funciona tras la
captacién por parte de una especie de plaga de insectos regulando de forma descendente la expresién de un gen
diana tal como se describe en otras partes de esta memoria dentro de dicha plaga. El ARN interferente puede ser
cualquiera de los divulgados en otra parte en esta memoria. Preferiblemente, el ARN interferente comprende o
consiste en al menos un elemento silenciador y dicho elemento silenciador es una regién de ARN de doble cadena
que comprende cadenas complementarias reasociadas, una hebra de las cuales (la hebra sentido) comprende una
secuencia de nucledtidos que es al menos parcialmente complementaria a una secuencia de nucleétidos diana
dentro de un gen diana. La regulacién descendente de un gen diana de plaga puede utilizarse para interrumpir un
proceso o funcidn biolégica esencial en la plaga, en donde ‘esencial’ se refiere al hecho de que el proceso o la
funcién es necesario para iniciar o mantener la infestacion de plagas.

Como se utiliza en esta memoria, el término 'planta’ puede incluir cualquier material de reproducciéon o propagacion
para una planta. Las referencias a una planta también pueden incluir células vegetales, protoplastos vegetales,
cultivos de tejidos vegetales, callos vegetales, acimulos vegetales y células vegetales que estan intactas en plantas
o partes de plantas, tales como embriones, polen, 6vulos, semillas, hojas, flores, ramas, frutos, granos, espigas,
mazorcas, cascaras, tallos, raices, puntas de raices y similares. La descendencia, las variantes y los mutantes de
cualquiera de las plantas transgénicas descritas en esta memoria se encuentran dentro del alcance de la presente
invencion. También se incluyen las semillas de cualquiera de dichas plantas transgénicas.

Incluidas en el grupo de plantas transgénicas de la presente invencién se encuentran las plantas transgénicas
producidas por cualquiera de los métodos descritos en esta memoria. Por tanto, en una realizacién de la invencion
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las plantas transgénicas comprenden rasgos transgénicos acumulados que portan un primer polinucleétido exégeno
que confiere resistencia a plagas y al menos otro polinucleétido exégeno o gen heterélogo que confiere un rasgo
deseado adicional de la planta. Los genes heterdlogos adicionales pueden comprender genes que codifican agentes
plaguicidas adicionales, genes que codifican proteinas toxicas o dafiinas para especies de plagas de insectos y/o
genes que codifican proteinas que confieren resistencia a herbicidas como se describe en otras partes de esta
memoria.

En esta memoria también se proporciona el uso del acido ribonucleico (ARN) interferente como se describe en esta
memoria o la construccion de ADN como se describe en esta memoria para prevenir y/o controlar la infestacion por
parte de plagas de insectos, preferiblemente infestacion por parte de plagas de insectos de plantas.

La invencion se comprendera ademas con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1 Identificacién de genes diana en especies de plagas de insectos

1.1 Clonacién de secuencias parciales de los genes de Leptinotarsa decemlineata

Se aislaron acidos nucleicos de las células intestinales de escarabajo de la patata, CPB, (Leptinotarsa decemlineata)
larvas) y se preparé una coleccion de ADNc. Los ADNc intestinales se clonaron en el vector pGN49A (como se
describe en el documento W0O01/88121 de modo que estaban flanqueados por promotores T7 quimicamente
inducibles, orientados en sentido opuesto en cada uno de los extremos del duplex de ADNc. Las construcciones del
vector recombinante se transformaron en células de la cepa de Escherichia coli AB301-105 (DE3). Posteriormente
se diluyeron las células transformadas y se sembraron en placa para obtener colonias individuales o clones. Los
clones se revisaron para asegurarse de que la redundancia de clones para la coleccion no excediera de 5%. Se
generaron entre 3000 y 4000 clones.

1.2 Ensayo del efecto de las moléculas de ARNdc expr  esadas bacterianamente en la supervivencia de larva s
de Leptinotarsa decemlineata

Placas de mudiltiples pocillos se precargaron con medio LB (caldo de Luria) y cada uno de los pocillos se inoculé con
un clon independiente de las células bacterianas transformadas tomadas de la coleccién de ADNc de CPB. Las
bacterias se cultivaron a 28°C con agitacion a 280 rpm, seguido de una etapa de induccién quimica a 37°C. Después
de la centrifugacion, el sedimento bacteriano resultante se lavo con agua y se sometio a un tratamiento térmico para
inactivar las bacterias.

Las suspensiones bacterianas se sometieron a ensayo para determinar sus efectos sobre la supervivencia de larvas
de CPB utilizando un ensayo de alimentacion artificial basado en la dieta. Una suspension bacteriana producida a
partir de un solo clon bacteriano se aplicé por via tdépica a una dieta artificial sélida en los pocillos de una placa
multipocillo y la dieta se sec6 en un armario de flujo laminar. Los efectos de cada uno de los clones se sometieron a
ensayo por triplicado. Posteriormente, se afiadié una sola larva de CPB de 22 fase a cada uno de los pocillos. Las
placas se almacenaron en una camara de cria de insectos a 25 + 2°C, 60 + 5% de humedad relativa, con un
fotoperiodo de luz:oscuridad de 16:8 horas. Células bacterianas transformadas con un vector vacio, pGN29
(documento W001/88121), se utilizaron como controles. La supervivencia de las larvas de CPB en cada uno de los
pocillos se evalu6 el dia 14.

Un cierto nimero de clones bacterianos exhibié una alta potencia contra las larvas de CPB, lo que indica que los
ADNCc que codifican los ARNs de doble cadena contenidos en ellos son esenciales para la supervivencia de las
plagas y, por lo tanto, representan genes diana de interés para el control de plagas. Por lo tanto, las secuencias de
ADN vy las secuencias de aminoacidos correspondientes de estos genes diana se determinaron y se proporcionan en
las Tablas 1y 2, respectivamente.

Tabla 1
ID de la diana Secuencia de ADNc (cadena sentido)
5 -3
Ld556 SEQIDNO 1
Ld513 SEQID NO 2
Ld504,2 SEQIDNO 3
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ID de la diana Secuencia de ADNc (cadena sentido)
5 -3
Ld520 SEQID NO 4
Ld537 SEQID NO 5
Ld334 SEQIDNO 6
Ld327 SEQIDNO 7
Ld502 SEQIDNO 8
Ld516 SEQIDNO 9
Ld579 SEQ ID NO 10
Ld332 SEQID NO 11
Ld237 SEQ ID NO 12
Ld261 SEQ ID NO 13
Ld300,1 SEQ ID NO 14
Ld423 SEQ ID NO 15
Ld511 SEQ ID NO 16
Ld512 SEQ ID NO 17
Ld563 SEQ ID NO 18
Ld105 SEQ ID NO 19
Ld248 SEQ ID NO 20
Tabla 2
ID de la diana |Secuencia de aminoacidos correspondiente al clon de ADNCc como se representa en la Tabla 1

Ld556 SEQ ID NO 206 (marco +2)
Ld513 SEQ ID NO 207 (marco +3)
Ld504,2 SEQ ID NO 208 (marco +2)
Ld520 SEQ ID NO 209 (marco +3)
Ld537 SEQ ID NO 210 (marco +1)
Ld334 SEQ ID NO 211 (marco +1)
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ID de la diana |Secuencia de aminoacidos correspondiente al clon de ADNc como se representa en la Tabla 1

Ld327 SEQ ID NO 212 (marco +3)
Ld502 SEQ ID NO 213 (marco +2)
Ld516 SEQ ID NO 214 (marco +3)
Ld579 SEQ ID NO 215 (marco +1)
Ld332 SEQ ID NO 216 (marco +3)
Ld237 SEQ ID NO 217 (marco +2)
Ld261 SEQ ID NO 218 (marco +3)
Ld300,1 SEQ ID NO 219 (marco +3)
Ld423 SEQ ID NO 220 (marco +1)
Ld511 SEQ ID NO 221 (marco +3)
Ld512 SEQ ID NO 222 (marco +3)
Ld563 SEQ ID NO 223 (marco +1)
Ld105 SEQ ID NO 224 (marco +1)
Ld248 SEQ ID NO 225 (marco +1)

1.3 Disefio de cebadores degenerados para clonar sec  uencias ortélogas de Lygus hesperus

Se realizé una busqueda de proteinas (blastp) para cada uno de los genes diana de interés buscando bases de
datos de proteinas no redundantes de artropodos utilizando la secuencia de proteinas correspondiente a cada una
de las dianas de Leptinotarsa decemlineata. Se realiz6 una seleccidon de hasta veinte secuencias de proteinas a
partir de los mejores éxitos que representaban una diversidad de especies de insectos.

Estas secuencias se procesaron primero en bloques utilizando el programa "Blockmaker"
(http://bioinfo.weizmann.ac.il/blockmkr-bin/makeblocks.pl) que generé multiples alineamientos de secuencia y
analisis de las secuencias de proteinas para regiones de conservacion.

Los bloques de secuencias de aminoacidos conservadas se presentaron a  CodeHop
(http://blocks.fhcrc.org/codehop.html). A partir de la salida de cebadores degenerados, se produjo una seleccion de
hasta diez cebadores hacia adelante y diez hacia atras para cada una de las dianas.

1.4 Clonacion de secuencias parciales de los genes de Lygus hesperus mediante PCR familiar

ARN intacto de alta calidad se aislé de ninfas de Lygus hesperus. del 1° instar Cualquier ADN gendmico presente en
la preparacion de ARN se separé mediante tratamiento con DNasa. El ADNc se generd utilizando transcriptasa
inversa. Para aislar secuencias de ADNc que comprenden un segmento de los genes Lh513, Lh504,2, Lh520, Lh537,
Lh334, Lh327, Lh579, Lh332, Lh237, Lh261, Lh300,1, Lh423, Lh512, Lh105 y Lh248, se realiz6 una serie de
reacciones PCR con cebadores degenerados.

Los fragmentos de PCR resultantes se analizaron en gel de agarosa, se purificaron y secuenciaron. Las secuencias
de los productos de PCR resultantes estan representadas por las respectivas SEQ ID NO como se proporcionan en
la Tabla 3 y se denominan secuencias parciales. Las secuencias de aminoacidos parciales correspondientes estan
representadas por las respectivas SEQ ID NOs como se proporcionan en la Tabla 4.
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Tabla 3

ID de la diana

Secuencia de ADNc (cadena sentido)

5 -3
Lh513,1 SEQ ID NO 121
Lh513,2 SEQ ID NO 122
Lh504,2 SEQ ID NO 123
Lh520 SEQ ID NO 124
Lh537,1 SEQ ID NO 125
Lh537,2 SEQ ID NO 126
Lh537,3 SEQ ID NO 127
Lh537,4 SEQ ID NO 128
Lh537,5 SEQ ID NO 129
Lh334 SEQ ID NO 130
Lh327 SEQ ID NO 131
Lh579,1 SEQ ID NO 132
Lh579,2 SEQ ID NO 133
Lh332 SEQ ID NO 134
Lh237 SEQ ID NO 135
Lh261 SEQ ID NO 136
Lh300,1 SEQ ID NO 137
Lh423 SEQ ID NO 138
Lh423,2 SEQ ID NO 253
Lh512,1 SEQ ID NO 139
Lh512,2 SEQ ID NO 140
Lh105 SEQ ID NO 251
Lh248 SEQ ID NO 252
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Tabla 4
ID de la diana Secuencia de aminoacidos correspondiente al clon de ADNc como se representa en la
Tabla 3

Lh513,1 SEQ ID NO 226
Lh513,2 SEQ ID NO 227
Lh504,2 SEQ ID NO 228
Lh520 SEQ ID NO 229
Lh537,1 SEQ ID NO 230
Lh537,2 y |SEQ ID NO 231
Lh537,3

Lh537,4 SEQ ID NO 232
Lh537,5 SEQ ID NO 233
Lh334 SEQ ID NO 234
Lh327 SEQ ID NO 235
Lh579,1 SEQ ID NO 236
Lh579,2 SEQ ID NO 237
Lh332 SEQ ID NO 238
Lh237 SEQ ID NO 239
Lh261 SEQ ID NO 240
Lh300,1 SEQ ID NO 241
Lh423 SEQ ID NO 242
Lh423,2 SEQ ID NO 271
Lh512,1 SEQ ID NO 243
Lh512,2 SEQ ID NO 244
Lh105 SEQ ID NO 269
Lh248 SEQ ID NO 270

1.5 Clonacién de ADNc de longitud completa mediante RACE (amplificacion rapida de extremos de ADNCc)

Con el fin de clonar ADNc de longitud completa, a partir de un clon conocido de fragmento interno de las dianas mas
potentes, se utilizo el kit RACE 5'/3' (Roche, Cat. n.° 1 734 792; basado en Sambrook, J. y Russell, D.M). Se siguio
el protocolo estandar, descrito en el Instruction Manual. Brevemente, para un RACE 5', se disefié un cebador
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antisentido especifico para la secuencia diana en la secuencia conocida y se utilizé para una sintesis de ADNc de
primera cadena, utilizando ARN de Lygus como molde. Se afiadio una cola al ADNc de la primera cadena y se utilizd
como ancla para la sintesis de la segunda cadena y amplificacién de una porcion del extremo desconocida del
transcrito. Para un RACE 3', se utilizd un cebador de anclaje oligo dT para la sintesis de ADNc de la primera cadena.
Para las RACEs 5’ y 3' se utilizaron cebadores anidados, especificos para la secuencia diana en una segunda
reaccion PCR. Los fragmentos de PCR se analizaron sobre gel de agarosa, se purificaron, se clonaron y se

secuenciaron para confirmacion.

Las secuencias de ADNc de longitud completa correspondientes a las dianas de Lygus enumeradas en la Tabla 13
se ensamblaron en VectorNTI, un paquete de software de andlisis de secuencia completamente integrado para el
analisis de secuencia de ADN (Invitrogen). Las secuencias de nucleétidos resultantes de los conjuntos se
proporcionan en la Tabla 14 y las secuencias de aminoacidos correspondientes se proporcionan en la Tabla 15.

ID de la diana

Lh049

Lh248

Lh105

Lh300

Lh327

Lh423

Lh504

Lh520

ID de la diana

Lh049

Lh248

Lh105

Lh300

Lh327

Lh423

Lh504

Lh520

Tabla 13
Ort6logo Dm NOMBRE
CG8055 shrub - snf7 (trafico de vesiculas)
CG6699 proteina beta'-coatomérica
CG1250 sec23
CG6213 subunidad G de H[+] ATPasa vacuolar
CG6223 proteina beta-coatomérica
CG2746 proteina ribosémica L19
CG5271 proteina ribosémica S27A
CG2960 proteina ribosémica L40

Tabla 14

Secuencia de ADNc (cadena sentido)
5 —3

SEQ ID NO 280

SEQ ID NO 279

SEQ ID NO 278

SEQ ID NO 276

SEQ ID NO 275

SEQ ID NO 277

SEQ ID NO 273

SEQ ID NO 274
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Tabla 15
ID de la diana |Secuencia de aminoacidos correspondiente al ADNc, co mo se representa en la Tabla 14
Lh049 SEQ ID NO 288
Lh248 SEQ ID NO 287
Lh105 SEQ ID NO 286
Lh300 SEQ ID NO 284
Lh327 SEQ ID NO 283
Lh423 SEQ ID NO 285
Lh504 SEQ ID NO 281
Lh520 SEQ ID NO 282

Ejemplo 2 Producciéon _In vitro de ARNs de doble cadena para silenciamiento génico

2.1 Produccion de ARNdc correspondientes a las secue
decemlineatay Lygus hesperus

ncias parciales de los genes diana de  Leptinotarsa

Se sintetizé6 ARN de doble cadena en cantidades de miligramos. Primero se generaron mediante PCR dos moldes
separados de promotor de polimerasa de ARN 5' T7 (un molde codificante y un molde no codificante). Se disefiaron
y se llevaron a cabo PCR para producir polinucleétidos de molde codificante y no codificante, que tenia cada uno el
promotor T7 en una orientacion diferente con respecto a la secuencia diana a transcribir.

Para cada uno de los genes diana, el molde codificante se gener6 usando un cebador directo T7 especifico de diana
y un cebador inverso especifico de diana. Los moldes no codificantes se generaron utilizando los cebadores directos
especificos de diana y los cebadores inversos T7 especificos de diana. Las secuencias de los cebadores respectivos
para amplificar los moldes sentido y antisentido mediante PCR para cada uno de los genes diana se proporcionan
en la Tabla 5 (para los ADNc de Leptinotarsa decemlineata) y en la Tabla 6 (para los ADNc de Lygus hesperus). Los
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y se purificaron. Los moldes T7 codificante y
no codificante resultantes se mezclaron y se transcribieron mediante la adicion de la ARN polimerasa T7. Los ARN
de cadena sencilla producidos mediante transcripcion a partir de los moldes se dejaron reasociar, se trataron con
DNasa y RNasa y se purificaron mediante precipitacion. La cadena sentido del ARNdc resultante producido a partir
de cada uno de los genes diana se proporciona en la Tabla 5 (para Leptinotarsa decemlineata) y en la Tabla 6 (para
Lygus hesperus).

Tabla 5

ID de la |Cebadores Cebadores ARNdc: hebra codificante representada por la secuen  cia
diana directos inversos de ADN equivalente

5 — 3 5 —3 5 —3
Ld556 SEQ ID NO 41 SEQ ID NO 42 SEQID NO 21

SEQ ID NO 43 SEQ ID NO 44
Ld513 SEQ ID NO 45 SEQ ID NO 46 SEQ ID NO 22

SEQ ID NO 47 SEQ ID NO 48
Ld504,2 SEQ ID NO 49 SEQ ID NO 50 SEQ ID NO 23
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ID de la |Cebadores Cebadores ARNdc: hebra codificante representada por la secuen  cia

diana directos inversos de ADN equivalente
5 -3 5 -3 5 -3
SEQ ID NO 51 SEQ ID NO 52

Ld520 SEQ ID NO 53 SEQ ID NO 54 SEQ ID NO 24
SEQ ID NO 55 SEQ ID NO 56

Ld537 SEQ ID NO 57 SEQ ID NO 58 SEQ ID NO 25
SEQ ID NO 59 SEQ ID NO 60

Ld334 SEQ ID NO 61 SEQ ID NO 62 SEQ ID NO 26
SEQ ID NO 63 SEQ ID NO 64

Ld327 SEQ ID NO 65 SEQ ID NO 66 SEQ ID NO 27
SEQ ID NO 67 SEQ ID NO 68

Ld502 SEQ ID NO 69 SEQ ID NO 70 SEQ ID NO 28
SEQIDNO 71 SEQ ID NO 72

Ld516 SEQID NO 73 SEQ ID NO 74 SEQ ID NO 29
SEQ ID NO 75 SEQ ID NO 76

Ld579 SEQ ID NO 77 SEQID NO 78 SEQ ID NO 30
SEQ ID NO 79 SEQ ID NO 80

Ld332 SEQ ID NO 81 SEQ ID NO 82 SEQ ID NO 31
SEQ ID NO 83 SEQ ID NO 84

Ld237 SEQ ID NO 85 SEQ ID NO 86 SEQ ID NO 32
SEQ ID NO 87 SEQ ID NO 88

Ld261 SEQ ID NO 89 SEQ ID NO 90 SEQ ID NO 33
SEQID NO 91 SEQ ID NO 92

Ld300,1 SEQ ID NO 93 SEQ ID NO 94 SEQ ID NO 34
SEQ ID NO 95 SEQ ID NO 96

Ld423 SEQ ID NO 97 SEQ ID NO 98 SEQ ID NO 35
SEQ ID NO 99 SEQ ID NO 100

28




ID de
diana

Ld511

Ld512

Ld563

Ld105

Ld248

ID de la
diana

Lh513

Lh504. 2

Lh520

Lh537

Lh334

la |Cebadores

directos

5 -3

SEQ ID NO 101

SEQ ID NO 103

SEQ ID NO 105

SEQ ID NO 107

SEQ ID NO 109

SEQ ID NO 111

SEQ ID NO 113

SEQ ID NO 115

SEQ ID NO 113

SEQ ID NO 115

Cebadores
directos

5 -3

SEQ ID NO 154

SEQ ID NO 156

SEQ ID NO 158

SEQ ID NO 160

SEQ ID NO 162

SEQ ID NO 164

SEQ ID NO 166

SEQ ID NO 168

SEQ ID NO 170

ES 2750 007 T3

Cebadores
inversos

5 -3

SEQ ID NO 102

SEQ ID NO 104

SEQ ID NO 106

SEQ ID NO 108

SEQ ID NO 110

SEQ ID NO 112

SEQ ID NO 114

SEQ ID NO 116

SEQ ID NO 114

SEQ ID NO 116

Cebadores
inversos

5 -3

SEQ ID NO 155

SEQ ID NO 157

SEQ ID NO 159

SEQ ID NO 161

SEQ ID NO 163

SEQ ID NO 165

SEQ ID NO 167

SEQ ID NO 169

SEQ ID NO 171

ARNdc: hebra codificante representada por la secuen
de ADN equivalente

5 -3

SEQ ID NO 36

SEQ ID NO 37

SEQ ID NO 38

SEQ ID NO 39

SEQ ID NO 40

Tabla 6

ARNdc: hebra codificante representada por la secuen
de ADN equivalente

5 -3

SEQ ID NO 141

SEQ ID NO 142

SEQ ID NO 143

SEQ ID NO 144

SEQ ID NO 145
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ID de la Cebadores Cebadores ARNdc: hebra codificante representada por la secuen  cia

diana directos inversos de ADN equivalente
5 -3 5 -3

5 -3

SEQIDNO 172 |SEQ ID NO 173

Lh327 SEQID NO 174 SEQ ID NO 175 SEQ ID NO 146
SEQ ID NO 176 SEQ ID NO 177

Lh579 SEQ ID NO 178 SEQ ID NO 179 SEQ ID NO 147
SEQ ID NO 180 SEQ ID NO 181

Lh332 SEQIDNO 182 |SEQIDNO 183 |SEQID NO 148
SEQIDNO 184 |SEQ ID NO 185

Lh237 SEQ ID NO 186 SEQ ID NO 187 SEQ ID NO 149
SEQ IDNO 188 |SEQ ID NO 189

Lh261 SEQ ID NO 190 SEQ ID NO 191 SEQ ID NO 150
SEQ ID NO 192 SEQ ID NO 193

Lh300. 1 SEQ ID NO 194 SEQ ID NO 195 SEQ ID NO 151
SEQ ID NO 196 SEQ ID NO 197

Lh423 SEQ ID NO 198 SEQ ID NO 199 SEQ ID NO 152
SEQ IDNO 200 |SEQ ID NO 201

Lh512 SEQIDNO 202 |SEQIDNO203 |SEQIDNO 153
SEQ ID NO 204 |SEQ ID NO 205

Lh105. 2 SEQ ID NO 257 SEQ ID NO 258 SEQ ID NO 254
SEQ ID NO 259 SEQ ID NO 260

Lh248. 2 SEQ ID NO 261 SEQ ID NO 262 SEQ ID NO 255
SEQ ID NO 263 SEQ ID NO 264

Lh248. 3 SEQ ID NO 265 SEQ ID NO 266 SEQ ID NO 256
SEQ ID NO 267 |SEQ ID NO 268
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ID de la |Cebadores Cebadores
diana directos inversos de ADN equivalente
5 —3 5 —3
5 —3
GFP SEQ ID NO 246 SEQ ID NO 247 SEQ ID NO 245
SEQ ID NO 248 SEQ ID NO 249

Ejemplo 3 Expresion de requlaciéon descendente de gene

ARNdc: hebra codificante representada por la secuen  cia

s diana en_Leptinotarsa decemlineata como medio

para lograr el control de plagas

3.1 Ensayo de moléculas de ARNdc sintetizadas

Leptinotarsa decemlineata

in vitro para determinar la actividad contra las larvas de

Los ARNdc sintetizados In vitro transcritos a partir de polinucleétidos del molde derivados de genes diana
identificados de acuerdo con los métodos del Ejemplo 1 se sometieron a ensayo para determinar los efectos sobre la
supervivencia de las larvas de CPB utilizando ensayos de alimentacion. Brevemente, los ensayos basados en la
dieta artificial se llevaron a cabo de la siguiente manera. A cada uno de los pocillos de una placa de 48 pocillos se
afiadieron 0,5 ml de dieta artificial pre-tratada por aplicacion tépica de 1000 ng/cm2 de ARNdc sintético en 25 uL. Se
afiadio una sola larva L2 a cada uno de los pocillos. Los ARNdc derivados de una variedad de genes diana se
sometieron a ensayo utilizando este método y se analizaron 24 larvas para cada ARNdc. El nimero total de larvas
supervivientes se contd a intervalos regulares de hasta 14 dias después del inicio de la alimentacion. El tiempo
necesario para que cada uno de los ARNdc matara el 50% de las larvas tratadas (LTso) se calculé para cada uno de
los genes diana investigados y se compard con el LTso para un gen diana de referencia (Ld248) descrito
previamente en el documento W0O2007/074405. Los resultados se presentan en la Tabla 7.

Clasificaciéon |Diana

1 Ld556
2 Ld513
3 Ld504,2
4 Ld520
5 Ld537
6 Ld334
7 Ld327
8 Ld105

Ort6logo
Dm*

CG11415

CG5409 y
otros

CG5271

CG2960

CG32744

CG3948
CG6223

CG 1250

Tabla 7

Nombre / Descripcion (FlyBase)

Tsp2A; Tetraspanina 2A, supuesta proteina
de dominio transmembrana

Proteina perteneciente a la familia de las
actinas; constituyente  estructural  del
citoesqueleto

Proteina ribosémica S27A; constituyente
estructural del ribosoma

Proteina ribosémica L40; constituyente
estructural del ribosoma

Ubiquitina-5E; proceso de modificaciéon de
proteina

{-coatémero de vesicula COPI

-coatémero de vesicula COPI

Sec23; Activador de GTPasa involucrado

31

LTso diana X /
LTso diana
Ld248

0,60

0,67

0,70

0,70

0,77

0,80

0,83

0,85

longitud  del
ARNdc (pb)

558

320

490

231

571

542
747
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LTso diana X /

Clasificacién |Diana Ortcilogo Nombre / Descripcion (FlyBase) LTso diana longitud  del
Dm ARNdc (pb)
Ld248
en el transporte intracelular de proteinas
Proteina arrugada; miosina no
9 Ld502 |[CG7595 convencional involucrada en la actividad |0,90 393
motora
10 Ld516 |CG11888 |Rpn2; particula reguladora de proteasoma |0,90 779
11 Ld579 |CG8392 Subunidad (31 del proteasoma 0,90 392
12 Ld332 |CG1528 y-coatdmero de vesicula COPI 0,90 178
13 Ld237 |CG10149 |Rpn6; subunidad proteasoma p44.5 0,90 559
14 Ld261 |CG5266 Pros25; subunidad proteasoma 25kD 0,90 586
15 Ld300,1 |CG6213 subunidad G de H*-ATPasa vacuolar 1,00 267
16 Ld248 |CG6699 proteina B'-coatomérica 1,00 967
17 Ld423 |CG2746 Proteina ribosémica L19 1,00 603
18 Ld511 |CG3329 Prosf32; subunidad (32 proteasoma 1,02 273

'Drosophila melanogaster

A partir de estos resultados, se puede concluir que los ARNdc que fijan como objetivo a los genes CPB identificados
en el Ejemplo 1 son mas potentes o al menos tan potentes como genes diana CPB de referencia que han sido
resefiados previamente en el documento WO2007/074405 es decir, en la mayoria de los casos, las larvas de CPB
‘tiempo de matar' fueron mas cortas que las de las dianas de referencia Ld105 y Ld248 (como se describi
anteriormente en el documento WO2007/074405: Ld105 = [Diana ID NO LD010], Ld248 = [Diana ID NO LD027]).
La eficacia contra las larvas de CPB después del consumo de ARNdc difiri6 dependiendo de la naturaleza del gen
diana.

3.2 Ensayo de moléculas de ARNdc sintetizadas in vitro para determinar la actividad contra adultos de
Leptinotarsa decemlineata

Los datos proporcionados mas adelante ejemplifican los hallazgos que los ARNdc ingeridos producidos a partir de
polinucleétidos molde derivados de una diversidad de genes diana de CPB afectaron negativamente la
supervivencia, el estado fisico, el comportamiento de alimentaciéon, el comportamiento de apareamiento, la
produccién de huevos y la generacion de descendientes de adultos de CPB.

Se sometieron a ensayo diversas dianas de genes seleccionadas de la coleccion de expresion de ADNc del intestino
de las larvas y, como se muestra anteriormente en el Ejemplo 3.1, para ser efectivos con el propésito de matar las
larvas de CPB, con el fin de evaluar los efectos de la regulacion descendente del gen en escarabajos adultos. Las
dianas de genes identificadas como importantes tanto en larvas de CPB como en escarabajos adultos son de
particular interés, ya que pueden utilizarse para controlar y/o prevenir la infestacion de plagas de insectos en
diferentes fases del ciclo de vida de un insecto.

Brevemente, un ensayo en discos de hoja para testar los efectos de moléculas de ARNdc derivadas de diversos
genes diana, contra escarabajos adultos, se establecid de la siguiente manera. Se colocé un disco de hoja de patata,
diametro 1,5 cm, tratado con 5 pg de ARNdc objetivo sintetizado in vitro en 20 pL, en un pocillo de una placa de 6
pocillos junto con un adulto de CPB de una semana de edad. Después de algunas horas, una vez que el insecto
habia consumido por completo el disco de la hoja, se presenté al adulto otro disco de la hoja tratado con 5 pg de
ARNdc diana sintetizado in vitro. Para cada uno de los ARNdc a ensayar, un total de diez escarabajos adultos
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jovenes (una mezcla de machos y hembras) fueron expuestos a los discos de las hojas tratadas. Al dia siguiente,
después de que el segundo disco de hoja tratado se habia consumido por completo, los diez adultos en cada uno de
los grupos de tratamiento se agruparon en la misma caja y se alimentaron con abundante follaje de patata sin tratar.
Los escarabajos adultos alimentados con ARNdc derivado del gen GFP se utilizaron como controles en este ensayo.

Los nimeros de insectos adultos supervivientes y/o moribundos fueron contados a intervalos regulares desde el dia
4 hasta 14 dias después del comienzo del ensayo de alimentacion. Los adultos de CPB se clasificaron como
moribundos si parecian enfermos y con menos movilidad que los adultos sanos y no podian enderezarse por si
mismos cuando se colocaban boca arriba durante mas de un minuto. Los efectos sobre la alimentacion, el
apareamiento, la produccion de huevos y la eclosién también se evaluaron a intervalos regulares desde el dia 4.

Mortalidad y morbilidad

El porcentaje de adultos CPB moribundos y/o muertos evaluados durante un periodo de 14 dias para cada gen
diana sometidos a ensayo se muestran en la Figura 1. Ademas, se calculé el tiempo necesario para alcanzar el 50%
de mortalidad de los escarabajos adultos (LTso) en cada uno de los grupos de tratamiento y los resultados mostrados
en la Tabla 8 se presentan como una relaciéon basada en el LTso calculado para un gen diana de referencia descrito
previamente en el documento WO2007/074405.

Tabla 8
. LTso diana X / .
Clasificacion |Diana Ortélogo Nombre / Descripcion (FlyBase) LTso diana longitud  del
Dm ARNdc (pb)
Ld248
1 Ld537 | CG32744 Ubqultlna-SE; proceso de modificacion de 0,63 571
proteina
> Ld520 | CG2960 Proteina rlbo_somlca L40; constituyente 0.70 231
estructural del ribosoma
3 Ld516 |CG11888 |Rpn2; particula reguladora de proteasoma 0,74 779
4 Ld512 |CG10370 |Thbp-1; Proteina de unién a Tat 0,74 310
5 Ld511 |CG3329 ProsB2; subunidad (2 proteasoma 0,77 273
6 Ld579 | CG8392 Subunidad B1 del proteasoma 0,87 392
CG5409 Proteina perteneciente a la familia de las
7 Ld513 otros y actinas; constituyente  estructural del | 0,88 320
citoesqueleto
8 Ld248 |CG6699 proteina B'-coatomérica 1,00 967

Proteina de cuello torcido; involucrada en la
9 Ld563 | CG3193 regulacion del corte y empalme de ARNm 1,05 388
alternativo nuclear

Sec23; Activador de GTPasa involucrado en

10 Ld105 [CG1250 - .
el transporte intracelular de proteinas

1,06 1504

A partir de estos resultados, se puede concluir que los ARNdc que fijan como objetivo una diversidad de genes CPB
identificados en el Ejemplo 1 son mas potentes o al menos tan potentes como genes diana CPB de referencia que
han sido resefiados previamente en el documento W0O2007/074405 es decir, en la mayoria de los casos, los adultos
de CPB 'tiempo de matar' fueron mas cortos que los de las dianas de referencia Ld105 y Ld248 (como se describié
anteriormente en el documento W0O2007/074405: Ld105 = [Diana ID NO LD010], Ld248 = [Diana ID NO LD027]). La
eficacia contra los adultos de CPB después del consumo de ARNdc difiri6 dependiendo de la naturaleza del gen
fijado como objetivo.

Inhibicién de la alimentacién
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Para todos los genes diana de interés, se observé el cese completo de la alimentacion por parte de adultos de CPB
desde el dia 5 en adelante del ensayo (4 dias después de que el follaje de patata tratado se reemplazara por follaje
de patata no tratado). Control de adultos de CPB alimentados de manera normal durante todo el ensayo.

Apareamiento, produccién de huevos y eclosién de hu evos.

El apareamiento, la produccién de huevos y la eclosion de los huevos se evaluaron a lo largo del tiempo de 14 dias
del ensayo. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9

Diana Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 14
Ld105 EM SE ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld248 EM YS YS ninguna ninguna ninguna
Ld516 EM SE ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld511 EMy SE YS ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld512 EMy SE SE SE ninguna ninguna ninguna
Ld513 EMy SE ninguna ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld520 SE ninguna ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld537 EMy SE SE ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld563 ninguna SE ninguna ninguna ninguna ninguna
Ld579 EM SE SE ninguna ninguna ninguna
GFP EM EM EM EM EM EM

Desde el dia 5 en adelante, no se observé apareamiento en adultos de CPB en los grupos tratados, sin embargo, el
apareamiento de adultos de CPB en el grupo de control de GFP fue normal.

El dia 4, se observaron masas de huevo normales (con 20-30 huevos por masa de huevo) en grupos tratados con
ARNdc que fijan como objetivo Ld105, Ld248, Ld516, Ld579 y GFP. (Estas masas de huevo se colocaron entre los
dias 1y 3 del ensayo). Sin embargo, para los grupos tratados con ARNdc que fijan como objetivo Ld511, Ld512,
Ld513 y Ld537, se encontrd una mezcla de masas de huevo normales y huevos individuales. No se observaron
masas de huevo normales en el grupo de CPB tratado con ARNdc que fija como objetivo Ld520; solo se observaron
huevos individuales.

Los huevos identificados en el dia 4 se recogieron y se evaluaron tanto la frecuencia de eclosion como la
supervivencia de las larvas. En todos los grupos de tratamiento para los que se recogieron masas de huevos
normales, la eclosion fue del 100%, excepto para el grupo Ld537, en el que solo el 50% de los huevos en la masa de
huevos recolectados pasaron a eclosionar. Todas las larvas de estas masas de huevos se desarrollaron
normalmente.

Para los grupos en los que Ld511 y Ld537 eran los genes diana de interés, menos del 10% de los huevos
individuales eclosionaron y estas larvas murieron en el espacio de los 7 dias posteriores a la eclosion. Para los
grupos en los que los genes diana eran Ld512, Ld520 y Ld513, la frecuencia de eclosion fue del 30%, 70% y 100%,
respectivamente.

En el dia 5, no se observaron masas de huevo en ninguno de los grupos de tratamiento excepto para el control de
GFP. Sin embargo, los huevos individuales estaban presentes en los grupos en los que los genes diana eran Ld105,
Ld516, Ld512, Ld537, Ld563 y Ld579. Se observé una mancha amarilla (indicativa de ausencia de huevos intactos)
en las camaras de alimentacion de insectos en los grupos tratados con ARNdc que fijan como objetivo Ld248 y
Ld511. En los grupos para los que Ld513 y Ld520 eran los genes diana, no se descubrieron huevos.
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Los huevos identificados en el dia 5 se recogieron y se evaluaron tanto la frecuencia de eclosién como la
supervivencia de las larvas. Para los grupos con genes diana Ld512, Ld516 y Ld563, la eclosion fue de entre 20 y
50%, pero todas las larvas del grupo Ld563 murieron dentro de los 7 dias posteriores a la eclosion. Para el grupo
con Ld579 como diana del gen, todos los huevos eclosionaron y las larvas se desarrollaron normalmente.

El dia 6, solo se identificaron huevos individuales en los grupos de tratamiento en los que los genes diana eran
Ld512 y Ld579. Se observé una mancha amarilla en el grupo diana Ld248. No hubo huevos en ninguno de los otros
grupos de tratamiento. Desde el dia 7 en adelante, ninguno de los escarabajos adultos tratados puso huevos. Sin
embargo, las hembras de control tratadas con ARNdc de GFP continuaron depositando masas de huevo normales
durante todo el ensayo.

Ejemplo 4 Expresion de regulacién descendente de gene s diana en_Lygus hesperus por ingestion de ARNdc
como medio para lograr el control de plagas

4.1 Modificacion del ensayo de alimentacion de Lygus hesperus para permitir una absorcion mas efectiva de
las moléculas de ARNdc

Aungue la dieta de cria de BioServ utilizada para mantener los cultivos de Lygus durante muchas generaciones es
eficaz, esta dieta puede no ser apropiada para analizar moléculas de ARNdc candidatas en un ensayo de
alimentacién. La dieta oligidica incluye ingredientes que no estan definidos quimicamente y, por lo tanto, algunos
componentes pueden interactuar posiblemente con las moléculas a suministrar a las ninfas. Por lo tanto, el ensayo
de alimentacion de Lygus se ha modificado de manera que consta de dos fases: una exposicion inicial de ninfas de
instar temprano a moléculas de ARNdc en una dieta simplificada (solo sacarosa al 15%) durante tres dias, seguido
de la transferencia de las ninfas a una dieta oligidica normal de Lygus para el resto del ensayo.

4.2 Efectos de diversos ARNdc mas ARNt de levaduras  obre la supervivencia de Lygus hesperus

Ninfas de Lygus hesperus se expusieron a 0,5 pg/uL de ARNdc derivado de un cierto nimero de genes diana de
Lygus hesperus tal como se describe en esta memoria en presencia de 5 ug/uL de ARNt de levadura (Sigma) en un
ensayo de alimentacion (Figura 2). Los controles son ARNdc de GFP mas ARNt de levadura en las mismas
concentraciones, respectivamente, y tratamientos de dieta solamente. Ninfas jovenes fueron expuestas cada una a
25 L de una dieta de sacarosa al 15% con o sin componentes de ensayo incorporados durante tres dias antes de
transferirlas a una dieta (Bioserv) compleja de 50 pL. La dieta compleja se actualiz6 el dia 7.

En este ensayo, el ARNdc ingerido de todas las dianas sometidas a ensayo en combinacion con ARNt condujo a
una alta mortalidad de las ninfas de L. hesperus en comparacién con el ARNdc de GFP o los tratamientos solo de
control de dieta (Tabla 10).

Tabla 10

Ensayo Log -rank (frente a GFP)

ID de la diana Longitud del ARNdc (pb)
T

Chi cua drado valor P ¢ Diferencia significativa ?
Lh520 231 18,04 <0,0001 |***
Lh423 511 17,11 <0,0001 i
Lh537 300 14,63 0,0001 i
Lh504,2 168 12,99 0,0003 ok
Lh512 495 11,86 0,0006 ok
Lh334 172 10,39 0,0013 *x
Lh300,1 235 10,22 0,0014 *x
Lh327 408 9,153 0,0025 *x
Lh332 1041 7,972 0,0047 *x
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Ensayo Log -rank (frente a GFP)

ID de la diana Longitud del ARNdc (pb)
T

Chi cua drado valor P ¢ Diferencia significativa ?
Lh237 710 5,793 0,0161 *
Lh579 273 5,336 0,0209 *
Lh261 368 3,928 0,0475 *
Lh513 625 2,144 0,1432 ns
dieta solo / 1,483 0,2233 ns

¢ Teurvas de supervivencia significativamente diferentes? *** = extremadamente significativo, ** = muy significativo, *
= significativo, ns = no significativo

Una tabla que clasifica las dianas de acuerdo con la potencia se realiza en base a los resultados de este ensayo de
ARNi por alimentacion (Tabla 11 y Figura 3).

Tabla 11
Diana |longitud del |ortélogo de D. | Descripcion (FlyBase) Intervalo de % |Figura
ARNdc (pb) melanogaster supervivencia el dia 10
Lh423 |511 CG2746 Proteina ribosémica L19
0-15 3A
Lh520 |231 CG2960 Proteina ribosémica L40
Lh504,2 | 168 CG5271 Proteina ribosémica S27A
Lh537 |300 CG32744 Ubiquitina-5E 3B
Lh512 495 CG10370 il;{)-l; Proteina de union a
Lh300,1 | 235 CG6213 suburidad G de H -ATPasa
16 - 30
B-coatdbmero de vesicula
Lh327 408 CG6223 COPI
3C
C-coatdbmero de vesicula
Lh334 |172 CG3948 COPI
Lh332 1041 CG1528 y-coatdbmero de vesicula
COPI
Lh579 273 CG8392 Subunidad — g1 del
proteasoma
31-45 3D
Lh237 710 CG10149 Rpn6; subunidad
proteasoma p44.5
Lh261 368 CG5266 Pros25; subunidad |, 3D

proteasoma de 25 kD
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Diana |longitud del |ortélogo de D. | Descripcion (FlyBase) Intervalo de % |Figura
ARNdc (pb) melanogaster supervivencia el dia 10
Lh513 625 CG4027 Actina 5C

En otro ensayo de ARNi por alimentacion en las mismas condiciones descritas aqui anteriormente, los autores de la
invencién sometieron a ensayo los efectos del ARNdc diana de Lh105 y Lh248 sobre la supervivencia de la ninfa de
Lygus hesperus. EI ARN de doble cadena de las dianas Lh105 y Lh248 a 0,5 pg/uL en presencia de 5 pg/pL de
ARNTt condujo a una letalidad ninfal significativa de L. hesperusen el dia 10 en un ensayo de alimentacion (83% para
Lh105.2 ARNdc y 58% para ARNdc de Lh248.2 y 71% para ARNdc de Lh248.3) (Figura 6). En el mismo ensayo, los
ARNdc de Lh327 y Lh300 mostraron solo 4% y 13% de supervivientes, respectivamente, al final del bioensayo
(Figura 6).

4.3 Relacion dosis-respuesta a lo largo del tiempo del ARNdc diana contra las ninfas de  Lygus hesperus en
los ensayos por alimentacién de ARNi

La relacién dosis-respuesta se estudio para determinar la susceptibilidad de las ninfas de L. hesperus a disminuir las
concentraciones de ARNdc de las dianas de ensayo en los ensayos por alimentacion de ARNi. Los datos se
representan graficamente en las Figuras 4 y 5. Las curvas de supervivencia estimadas de Kaplan-Meier de las
dianas de ensayo a las bajas concentraciones de 0,1, 0,05 y 0,025 pg/uL se compararon con las del control de
ARNdc de GFP a 0,1 pg/uL utilizando el ensayo log rank (Tabla 12).

Tabla 12
ARNdc diana: Dosis (Hg/uL) X valor P Significancia
0,1 30,36 < 0,0001 o
Lh423 0,05 6,759 0,0093 *k
0,025 6,239 0,0125 *
0,1 5,828 0,0158 *
Lh504,2 0,05 0,7283 0,3934 ns
0,025 0,4834 0,4869 ns
0,1 2,150 0,1426 ns
Lh537 0,05 2,150 0,1426 ns
0,025 0,007874 0,9293 ns
0,1 13,80 0,0002 el
Lh327 0,05 6,176 0,0129 *
0,025 3,000 0,0833 ns
0,1 12,65 0,0004 el
Lh520 0,05 2,944 0,0862 ns
0,025 1,893 0,1689 ns
Lh300,1 0,1 12,24 0,0005 rohk
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ARNdc" diana: Dosis (ug/uL) X valor P Significancia
0,05 10,81 0,0010 *x
0,025 1,615 0,2038 ns

! en presencia de 5 pg/uL de ARN de transferencia de levadura

Todas las dianas sometidas a ensayo fueron toxicas para las ninfas de L. hesperus a concentraciones tan bajas
como 0,1 pg/uL. El ARNdc de Lh423 diana a esta concentracion proporciond una supervivencia de ninfas de 10%
hacia el final de los bioensayos. A la concentracién mas baja probada, es decir, 0,025 pg/uL, el Lh423 diana aln
mostré una caida significativa en la supervivencia en comparacién con GFP. Los ARN de doble cadena de las
dianas Lh300.1 y Lh327 también demostraron una alta potencia a bajas concentraciones con caidas significativas en
la supervivencia a 0,05 pg/pL.

Ejemplo 5 Generacion de plantas resistentes a especi___es de plagas de insectos

5.1 Ensamblaje de vectores de expresion de plantas g ue comprenden una secuencia de horquilla de Lygus
hesperus o una secuencia de horquilla de Leptinotarsa decemlineata para la transformacion de patata o
algodon

Dado que el mecanismo de interferencia de ARN opera a través de fragmentos de ARNdc, las secuencias de
polinucleétidos diana se clonaron en orientacién antisentido y sentido, separadas por un intrén (SEQ ID NO 250),
para formar una construccion de horquilla de ARNdc. Las construcciones de horquilla de ARNdc que codifican la
molécula de ARNdc de L. hesperus derivada de los genes diana como se menciona en esta memoria se
subclonaron en un vector de expresion de plantas. De manera similar, una construccién de control de horquilla
ARNdc de GUS, en donde la secuencia de polinucleétidos sentido que codifica GUS (SEQ ID NO 272) se clon6 en
orientacion anti-sentido y sentido, separada por el mismo intron (SEQ ID NO 250), se subcloné en un vector de
expresion de planta.

El vector de expresion de plantas comprende también elementos necesarios para el mantenimiento del plasmido en
una célula bacteriana. La construccion de la horquilla de ARNdc se encuentra entre el borde izquierdo (LB) y el
borde derecho (RB), 3’ aguas abajo del promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S (P35S) y 5' aguas arriba del
terminador TNOS. Se subclon6 un casete de expresion de informador de GFP que comprende la secuencia de GFP
flanqueada por el promotor y el terminador P35S en el vector de transformacion de planta que alberga el casete de
horquilla de L. hesperus. Un casete de expresion de NPT Il que comprende la secuencia de NPT Il flanqueada por el
promotor y terminador P35S se utiliza para seleccionar las plantas que se han transformado eficazmente. Un
ensamblaje correcto de los fragmentos genéticos en el vector de expresién de plantas se confirmé mediante
secuenciacion (Figura 7).

Los vectores de expresion de plantas que comprenden las horquillas diana de L. hesperus individuales se
transformaron posteriormente en Agrobacterium tumefaciens. Para todos los genes diana de L. hesperus
mencionados en esta memoria, los fragmentos pueden seleccionarse y clonarse como horquillas de una manera
similar.

5.2 Transformacion de la patata con un vector de ex presion de planta que comprende una secuencia de
horquilla de Lygus hesperus o secuencia de horquilla de Leptinotarsa decemlineata y el ensayo de las
plantas de patata transformadas para resistencia fr  ente a L. hesperus o Leptinotarsa decemlineata

El ejemplo que se proporciona a continuacion es una ejemplo del hallazgo de que las plantas de patata transgénica
que expresan los ARN de horquilla especificos de genes diana afectan adversamente a la supervivencia y/o el
desarrollo de las especies de plagas de insectos.

Alimentacion de ARNi de Lygus hesperus in planta

Transformacién de patata

Plantas de patata transformadas de forma estable se obtuvieron usando un protocolo adaptado recibido por Julie
Gilbert en el Proyecto de Genoma de Patata NSF (http://www.potatogenome.org/nsf5). Los explantes de entrenudos
del tallo de la 'Linea V' de patata (obtenida originalmente del Laboratorio de Fitomejoramiento en PRI Wageningen,
Paises Bajos) que se derivaba del diploide susceptible Solanum tuberosum 6487-9 se utiliz6 como material de
partida para la transformacion. Los explantes derivados in vitro se inocularon con Agrobacterium tumefaciens
C58C;Rif* gue contenia las construcciones de horquilla. Después de tres dias de cocultivo, los explantes se
colocaron en un medio selectivo que contenia 100 mg/l de kanamicina y 300 mg/l de timentina. Después de 6
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semanas tras la transformacion, los primeros brotes putativos se retiraron y se arraigaron en un medio selectivo. Los
brotes que se originan de diferentes explantes se trataron como eventos independientes, los brotes que se originan
del mismo callo se denominaron ‘hermanos’ hasta que su estado clonal pudiera verificarse mediante transferencia
Southern, y los cortes nodales de un brote se denominaron ‘clones'.

El estado transgénico de los brotes de enraizamiento se verific6 mediante fluorescencia por GFP y mediante PCR
mas/menos para la secuencia diana insertada. Los brotes positivos se propagaron clonalmente en cultivo de tejidos
para asegurar que hubiera suficientes réplicas disponibles para los ensayos Lygus hesperus o Leptinotarsa
decemlineata. Estos brotes se mantuvieron en medio de cultivo de tejidos para una mayor flexibilidad para someter a
ensayo la resistencia a las ninfas/adultos de Lygus o larvas/adultos de L. decemlineata. Las primeras plantas
estuvieron disponibles para pruebas catorce semanas tras la transformacion.

Bioensayo

Siguiendo los resultados positivos obtenidos en los experimentos de alimentacion de ARNdc se iniciaron
experimentos in planta de prueba de principio.

Las plantulas se analizaron mediante PCR para confirmar la integracién del ADN-T y la presencia de la horquilla,
antes de que se propagara. Se produjeron explantes en exceso con el fin de obtener al menos 30 eventos
independientes para cada construccion.

El ensayo in planta para Lygus hesperus se desarrollé con plantulas de patata in vitro, que sufrieron la supervivencia
del insecto por lo menos durante 8 dias, manteniendo baja mortalidad de fondo. Las ninfas de L. hesperus
sobrevivieron y se alimentaron de plantulas de patata de tipo silvestre. Esto fue respaldado por el dafio visual
provocado por los insectos que se observé en las hojas y los brotes (Figura 8).

En el ensayo, L. hesperus se alimenté con patata transgénica, expresando ARNdc de horquilla dirigida a las dianas
de L. hesperus identificadas en esta memoria. Se generaron plasmidos que contienen construcciones de horquilla y
un control de GUS.

Plantas de patata transgénicas jévenes se mantuvieron en medio de cultivo de tejidos en una camara de sala de
crecimiento de plantas con las siguientes condiciones: 25 + 1°C, 50 + 5% de humedad relativa, 16:8 horas de
fotoperiodo de luz:oscuridad.

Por construccién, se generd un cierto nimero de eventos, en este caso 30 (P006/XX), con un nimero adecuado de
clones (mas de 20) por evento. Se colocé un cierto numero de ninfas/adultos jévenes de Lygus en las plantas de
patata jévenes enjauladas individualmente (por ejemplo, en la fase de 4 a 5 hojas desplegadas) y se dejaron durante
al menos siete dias. La resistencia a Lygus hesperus se evalué regularmente durante el periodo del ensayo en
términos de reduccion de la supervivencia de ninfas/adultos, retraso en el desarrollo y retraso en el crecimiento, y/o
disminucion del dafio a la alimentacion de las plantas. La FIGURA 9 muestra especificamente la supervivencia de
ninfas de L. hesperus. Los eventos transgénicos se compararon con los eventos transformados con horquilla GUS
de control (P001/XX) y las patatas de tipo silvestre (Figura 9 y Figura 10).

Un bioensayo para someter a ensayo plantas transgénicas, transformadas con construcciones de horquilla
especificas para L. decemlineata, en cuanto a la resistencia contra larvas o adultos de L. decemlineata se realiza de
la misma manera que se describe para L. hesperus.

5.3 Transformacion de algoddn con un vector de expr  esion de planta que comprende una secuencia de
horquilla de Lygus hesperus y el ensayo del material de callo de algodén trans  formado o plantas para la
resistencia hacia L. hesperus

El ejemplo que se proporciona a continuacion es una ejemplo del hallazgo de que las plantas o callo de algodén
transgénico que expresan los ARN de horquilla especificos de genes diana afectan adversamente a la supervivencia
y/o el desarrollo de las especies de plagas de insectos.

Transformacién de algoddn

La semilla Coker 312 se esteriliza superficialmente utilizando primero un lavado durante 5 minutos en etanol al 70%
y luego agitando en una solucién de blanqueo al 20% (Chlorox Co. USA, cloro disponible al 1%) méas 10 gotas del
detergente no i6nico, Tween® 20, por litro. La semilla se enjuaga luego 3 veces en agua destilada estéril antes de
secarse mediante transferencia por adsorcion en papeles de filtro estériles. La semilla estéril se germina en medio
de Germinacion de Semillas (SG) durante 4-6 dias, y en este punto los hipocotilos se recolectan y se cortan en
tramos de 0,5 cm listos para la inoculacion de Agrobacterium. Las secciones de corte se colocan en papeles de filtro
estériles superponiendo un medio basado en Murashige y Skoog que no contiene fitohormonas. Los explantes se
incuban en un ciclo de 16:8 horas dia:noche a 28°C +/- 2°C durante 3 dias antes de la inoculacion.

Para la inoculacién, se cultiva durante toda la noche un cultivo de LB liquido de Agrobacterium tumefaciens (10 ml),
cepa GV3101 (pMP90) Gent? o cepa LBA4404 que contiene la diana de horquilla de ARN seleccionada y un casete
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de seleccion de plantas que codifica resistencia a higromicina, y se utilizan 5 ml para inocular un cultivo de 100 ml la
noche antes de la inoculacién. El cultivo se centrifuga, se resuspende y se diluye hasta una OD600 de 0,15 en el
medio de dilucién bacteriano.

Los segmentos de hipocotilos se inoculan con la suspensiéon de Agrobacterium durante 5 minutos. Después de esto,
los explantes se transfieren por adsorcion a un papel de filtro estéril para quitar el exceso de suspensién bacteriana.
Los explantes se inoculan en la oscuridad sobre Medio de Co-cultivo de Algodén (CCM) durante 48 horas. Los
explantes se colocan luego en medio de induccién selectiva de callos (SCIM) que contiene 10 mg/l de higromicina y
500 mg/l de cefotaxima y que incluye las fitohormonas acido 2,4-diclorofenoxiacético (0,1 pg/ml) y kinetina (0,1
pg/ml). Después de 4-6 semanas, se observan los primeros callos resistentes, y estos pueden retirarse a SCIM
fresco y amplificarse adicionalmente para evaluacién molecular y bioensayos de insectos. Las placas se renuevan
cada 4-6 semanas para mantener los nutrientes y la seleccion de antibiéticos.

Los callos que muestran proporcionar un resultado positivo en el bioensayo de alimentacion de insectos se eligen
para la regeneracion y el callo se transfiere a medio no selectivo para la maduracién de los embriones somaticos, la
férmula se basa en la publicacion de Trolinder y Goodin, 1986. Una vez que los embriones han alcanzado 4 mm de
longitud y han diferenciado los cotiledones y las radiculas (2-3 meses después de la transferencia a medio de
maduracion), pueden transferirse a medio de enraizamiento de elongacion. Este consiste en vermiculita esterilizada
en grandes tubos de ensayo impregnada con un medio liquido basado en Stewart y Hsu (1977) enriquecido con
cinetina, acido giberélico ambos afiadidos a la concentracion final de 0,1 mg/l. Los embriones se incuban a 28°C en
un ciclo de 16:8 dia/noche, y una vez que alcanzan la fase de 2-3 hojas, las plantulas se pueden endurecer en
macetas de vermiculita encerradas en un propagador para mantener la humedad. Una vez que las plantas estan
completamente endurecidas (fase de 4-6 hojas verdaderas) se pueden traspasar a maceta en una mezcla de
turba:marga 50:50 y crecer en un ciclo de luz 14:10 a 30/20°C dia/noche.

Bioensayo

Ninfas de Lygus se colocan en una placa de Petri que contiene tejido de callo de algodon no diferenciado que
expresa ARN de horquilla diana. Por construccion, se genera un cierto nimero de callos de algodén transformados y
se evallian en un bioensayo de alimentacién para supervivencia reducida de ninfas/adultos y/o desarrollo retrasado y
crecimiento atrofiado. Los callos transgénicos que no expresan el fragmento del gen del ARN de horquilla diana de
Lygus sirven como control negativo. Asimismo, las plantas de algodén regeneradas jovenes de callos transgénicos
se cultivan en suelo en una camara de cultivo de plantas con las siguientes condiciones: 30/20°C dia/noche, 50 *
5% de humedad relativa, 14:10 horas de fotoperiodo de luz:oscuridad. Por construccion, se generan varios eventos
(por ejemplo, veinte). Se coloc6é un cierto nimero de ninfas/adultos jévenes de Lygus en las plantas jovenes
enjauladas individualmente (por ejemplo, en la fase de 4-5 hojas desplegadas) y se dejan durante al menos siete
dias antes de evaluar la resistencia a Lygus hesperus en términos de supervivencia reducida de ninfas/adultos,
retraso en el desarrollo y retraso en el crecimiento, y/o disminucién del dafio a la alimentacion de las plantas. Plantas
de algoddn no transformadas con el fragmento de gen de ARN de horquilla diana de Lygussirven como control
negativo.
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<210>1
<211> 1217

<212> ADN

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 1

agtacgcggg gagtgttctc aatattacaa caaagtgecgg tttcgggtgg ctttaacacg 60
ttcagacggt tcagtgattg aggatattct tgtttgecttt gtcgtggaag atagcaggaa 120
agggagacgg agaaggtgag ggaaacatcc tcaagttgga gaatcaaatt gccgtcatca 180
agtatgtget gatatttacg aatatcttgt catggtacat cggaactcaa gttgecgget 240
ttatattcgg tctgtctgga gegtetgtac tgectggataa cagcgctaga gattcccatt 300
tccagcccag gatccgagaa agtatgcgac gacttatcat gaatgcccat cacgaggaat 360
ccagacaaac actcgccatg attcaggaga atattgcttg ctgtggagct gatggtgcac 420
atgattacct gtctttgcag caaccgctac caagcacttg cagagataca gttactggaa 480
atccctttta tcatggatge gttgatgage tgacttggtt tttcgaggag aaatgeggcet 540
gggtggccgg acttgtcatg atactttget tgatccaagt aataaacaca gtcctgtcaa 600
ttatattcet tcaagctctc aagaaagaag agggacaagc tgatacatac agaaaatgaa 660
gtgcacattc gcttttacga tttttgttgt ttcatttttg catacttgca tattcaccat 720
agtcgtattt caaactgatt aatgtttgag tttgtagecgt aggtaatagt ttacttaaga 780
gtttcattca catttgttag caattccgtt agccgaagaa gaaatattct cgagttttgg 840
tgggtagtta ctgaaaagtt cattttatgt tcagcccgag ctaacgacat atatatatat 900
tatataaccc aacttatttt tttatcgaat cattcgcagt tgcagaactt gaaagcattt 960
ccagatatgc cgtaaatttc gattaacatt ataaaatcac tagtctgcat aatacataaa 1020
cattatattt cacctaatga tgtttgtcta tgatcatgtt atgcgcagaa taaatcgttt 1080
atcatatatg tatagcactg agtcaatccc atgatgaatg gtatgtggta tcatgattcce 1140
atgatcacaa tgtcatctag ctggatcatg caatttctag aattcactcg aatatattag 1200
ttgggcgtgt tccccag 1217
<210> 2
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<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 2
cgcccagcag
ggcacggcag
tagaaaccaa
acaatggatc
tcccatccat
actcgtatgt
ttgaacacgg
acaatgaact
accccaaage
ccatgtacgt
ttgtgctgga
ttcctcatge
aaattctgac
<210> 3
<211> 706

<212> ADN

tggtatcaac
ttcaaataaa
atactaacca
tggtatgtge
tgttggtcgt
aggagatgaa
tattgtcaca
tcgagttgee
caacagggag
cgccatccaa
ttctggagat

catccttegt

tgaacgtggt

gcagagtacg
ctggtgectt
atcaacatgt
aaagctggat
ccaagacatc
gcccaaagca
aactgggatg
cccgaagagc
aagatgaccc
gctgtattgt
ggtgtttcte
ttggacttgg

tactctttca

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 3
agtggggcgg
ttttatgage
gatctttgtt
catcgaaaat
tttaattttt
aaaggaatct
gaagaattac
tattgaaatt
ctgctgaaca
gaaagtgtgg
tgagaactag
tacaaggatt
<210>4
<211> 313

aaacttggta
agcgtgtaat
aaaactttga
gttaaggcta

gctggtaaac

actcttcacc
tccaccccaa
ttataaagtc
atgcggagcet
atacacactt
tttagggttt

agacttgaaa

agaatcgtct
ggtggagtag
ctggtaagac
agattcaaga
aattggaaga
ttgtattgeg
aaaaaaatca
gaagacaatg
ggtgtcttca
gtcttctcta
aaaagtttat

aaaaaaaaaa

cgggagacat
caatttattt
gtgacgaaga
ttgctgggga
aaggagttat
aaagaggtat
atatggagaa

accctgtttt

tcaagtcttg
atatatttat
ggttgcegea
tgatgcccce
ggtaggaatg
ccttaccttg
aatctggcac
gttgacagag

tgaaaccttc

tgatagtgca
acttttttac
ttagtcgtag
cgtgcagttt
ggccaaaagg
aaatacccca
cataccttct

gcaccattga

aatacccceg

-gLT TgaaaccttTC aataccccc g

ctctgtatge
acacagtacc

ctggtagaga

tttcgtcata
aagttgtttce
catcactctt
caaggaggga
tggacgtact
attgagggga
agcataagaa
gtaaaatcca
tggcagccat
aaccagatga
aaaaacttgt

aaaaaaaaaa

42

ttetggtegt
aatctatgaa

cttgactgat

tccactgtca
aactaacttc
gaggtcgaac
attccaccag
ttgtcggact
ggtgcaaaga
gaagaaggtc
caggttgagg
ggaagacaga
taagtaaact
attatttcta

aaaaaa

acaactggta
ggttatgccce

taccttatga

aaaagtttct
ccaagatgca
cttcggatac
accaactgcg
acaatataca
aacgtaagaa
aagctggctg
cgtgagtgtc
cattactgtg
ccaaaccaga

aataaagtaa

60

120

660

720

750

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

706



<212> ADN

ES 2750 007 T3

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 4
gatgtaagta
caagaaacgc
aggtcgaacc
tcceccccaga
tttcecgacta
gtattatcga
<210>5
<211>792

<212> ADN

gatttcaccg
cacgatgcaa
ctctgacacc
tcagcaaagg
caatattcag

gce

ttgtattatt
attttcgtaa
atcgaaaacg
ttggtctteg

aaggagtcca

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 5
agtacgcggg
cttatcagat
tggtatgcag
atccgatacc
ccaacaaaga
taacattcaa
ctttgtcaaa
cgagaacgtg
gatctteget
agaatctacg
cacttattta
attcectgtte
aaattatatt
aaaaaaaaaa
<210> 6
<211>719
<212> ADN

gaccaacaaa
tataacattc
atctttgtca
attgagaatg
ttgatctteg
aaagaatcca
actctaactg
aaagctaaaa
ggaaaacgac
cttcatttgg
tttcattaaa
tattatatta
tggetgtttt

aa

ggcttatctt
agaaagaatc
aaactctaac
taaaagccaa
ctggaaaaca
cactccactt
gaaagacaat
tccaagacaa
tggaagatgg
ttettegtet
ttgtactact
aggcttgaaa

aagataaata

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 6

cactaatttt
aaacactcac
tcaaggctaa
ctggaaaaca

ccctecatcet

cgctggaaaa
tacacttcac
tggaaagacc
aattcaggac
acttgaagat
ggttcttegt
taccttggaa
agagggcatt
ccgaaccttg
cagaggaggc
ttgaagcaaa
atgttttttt

aatgaaggtg

cttactgtaa
gggtaagacc
gatccaagac
gctcgaagat

cgtcctcaga

caactggaag
ttggttectte
attaccttag
aaggaaggaa
ggccgaacct
ctcegtggtg
gttgaaccat
cccccagace
tcagattata
aaatattgac
tattttattt
gatatgaaag

tagtaaaaaa

tttaaccaaa
atcaccctceg
aaggaaggga

ggtcgaactc

ttgaggggag

atggccgaac
gtctcegtgg
aagtggaacc
ttcecececcaga
tgtcagatta
gtatgcagat
ccgacaccat
aacaaagatt
acattcagaa
tgattttttt
taaaataaat
gcttcgaatg

aaaaaaaaaa

agagtttaag ccgecgtctta taataggtta tagaaatatt tttaattaaa aaataaactt

43

60

120

180

240

300

313

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

792

60



gtttgctecca
actttataca
aaatattacg
ctatttaaca
ctctatagga
cttattctta
aatgtggaaa
atatgtgatg
ttgaggaatg
aaagaacagc
atgttctgaa
<210>7
<211> 1079
<212> ADN

gtctcgaaac
ccataaaagg
acaaaaccac
aaacacatag
gcaatgtgga
tgagtattct
aacgagcagt
gaggaattat
atgatatacc
tgaaatggtc

actataagaa

ES 2750 007 T3

tacgagaatt
gattttgatc
attccccaca
agcaaatgca
tttatttttce
caattgtctt
actagagtcc
ccttgatget
aattggagag
attattaaag

ttaaaatatt

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 7

gtactccgeca
ccatgagcag
ccgatagcetce
tcgetgtege
aataagttga
atgtccacgt
atactctgca
aacctcagcce
ttgcttceccac
cctcagacag
ttccagegte
ataaggtgac
agagcaccaa
tggcagccaa
tagagaaacc
agagtcaggg

caagtaagat

ttttataatce

<210>8

tcattcagat
aagaggctcg
tcagctggag
aagccctegt
acaagataac
caaccagtat
aaattgtact
agtagttctt
tgaaaacgga
gaacgtagtc
ttgtaccgat
tgtcaacaca
catgaaatgc
tatgtacgct
gtttaacaaa
catggccttg

tgttgcatct

atgtctaata

attcacagag
atcgagacga
gccgacaaga
cggtggaaga
gcagttgaca
gatattgtgce
ttggagetgg
gctcccaaag
atcatctttg
gtecctcaatg
tcagaattta
cctttgacgg
ttgacgccag
aaatccatat
ccagaagcac
agcttaggag

tgatttgtat

ttaaaatcta

gaagccatgg
ctggataatg
tcaaaagagc
gaaatcatca
tatgttatgg
tatgactcag
ctggatatag
gattcgaatt
cagaccgtag
taggtgattt

cgaaaaaaaa

cgctgeggta
aagagaaatt
atggagactt
ggcagcgcegg
ggttttcgga
tggacgtttt
cgacgttggg
acttctgtaa
gaaacatcgt
acatccacat
tgaggatgtg
accttgcgga
aaaaggcgct
ttggagaaga
ctgtagctgg
acaaaataaa

gttaactata

catagatttt

44

aaggttcatt
atggaaacag
agaaggcatt
tgctggatgg
gcagctcaca
ttagccaaat
ttatgttagce
ctgctgtgtce
cccaggtctt
ttataaattt

aaaaaaaaaa

gtttcatgac
cgcatacgat
gcgaaaacgt
cagattctge
tceegtttat
gatcgtcaat
agatctgaaa
catcaaagcc
ttatgacgtg
cgacatcatg
ggctgaattt
ctacttggag
cagcggtcag
cgctttggece
acacatcaga
tatgactcaa

tttgttattt

gaataaaaag

gttggaaccce
aatcctggca
tgagaaaaat
attaacctgce
cgaaaacgag
actgaggaaa
gctggatgag
aagggtagct
tcaatctgca
aatgaaatgt

aaaaaaaaa

atgcttgteg
caacagatga
atttgagacc
cacaggaaca
tcagaagctt
caaactaatg
cttgtcgaaa
cacgtaaagg
acgggcgcgg
gactatattg
gaatgggaaa
cacctcatta
tgtggtttca
aatttgagta
atcagggcta
aaaggcatac

cgccatttca

tatcgaatt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

719

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

1020

1079



<211> 506

<212> ADN

ES 2750 007 T3

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 8
acgcggggga
catttagaga
caactccaac
ttagaatata
ctcttaagga
tgtggataac
cgaaagaaaa
atcgtaaaga
aagcaaaaaa
<210>9
<211> 959

<212> ADN

aaaaccagca
aatttttgag
gcagaaaacg
tgcagcaacg
atccctacat
catcctcagg
cgttcccatce
gtaccaggaa

daaaaaaaaa

aacgaagaca
gctgacgaaa
tttgatagac
tattttacga
tatcttccecga
ttcatgggag
atgcaaatca
atactcaaag

aaaaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400>9

tgtacggacg
ccatcctcag
accaggcgat
gagctgcecegt
tagtttctcet
tcggtatcge
tgatgttcga
tgatccagca
aggtcatcge
gaattattga
ccaatatgtt
tctcccattg
tcaaaatgce

ctccaatgga

tcgetgecaag

ggggacgaag
<210> 10

tttggaggaa
gcggtcggge
caggaagctg
cacggcgctg
gctggctgag
ctgtgectgge
tccagtcaat
gaccgaacag
caacaaacat
cgctggagge
ggcagtggte
tttggctctg
caagttggaa

agagaaaaag

acaacgtggg

acaagtctgce

gccgacgcete
atgtacacta
cttcacgttg
ggtttcctcet
agttacaacc
accggactcc
ttcgttegte
acctgtccta
gaggatgtta
aggaatgtta
ggaactttgg
gctttcacce
ctgaaatcga

cgcgaagaga

aaggatcatg

agagaaagat

tcgaatcacc
acgggatcaa
ctttccaaga
acaatgccaa
ccccagatga
actatccgga
tctcagagtc

aagaaaaaaa

tcatccaaca
tcgecatgge
ctgtatccga
tattcagaac
ctcacgtacg
gcgaagctat
aaggagctct
aagttagttt
tggccaaatt
cattatcact
tgttcaccca
caacttgtgt
atgcaaaacc

gagagaaagt

aaaagaagca

gaaaaaaaaa

45

ccgagatatt
tgggtctctg
agatctaagc
ctatcagttt
cgtgatcgece
gcccaaatac
gatcggcaaa

tatgcctctg

gctctcettee
ttactgcagce
cgtaaatgat
tcctgaacaa
ctacggagct
tgctcttetg
catcgecttet
cttcagacag
cggagctatt
ccagtcgaga
gtattggtac
tatcgeectce
aagtctctac

aaccaccgcet

tcgggatgaa

aaaaaaaaaa

ataaacaaag
gtggaaccac
gagttcaact
tcaaagaaac
gcacaagcct
gacaattcga
agtttcacga

caacaaaatc

gacaaggatc
accggacaca
gacgtccgac
tgcccaageg
gccatggcac
gaaccgatgg
gccatgatct
acttacgctc
ttggctcaag
acaggacaca
tggttcectce
aatgaacaac
gcatatccag

gttctgagta

aaaaatggat

aaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

506

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

959



<211> 458
<212> ADN

ES 2750 007 T3

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 10

ttttttgact
ctactgaatc
gggacttcta
acaactacag
catatatatt
tcgtaccatc
gctgetatet
gttgctgget
<210> 11
<211> 352

<212> ADN

tattttttgt
aaatatccat
ttatggcage
gggcgtacat
gttgtcgatc
tgaacttcca
tcagggagcect

gggacaaaaa

tagtgatttt
agcaggtgcc
agaattcgat
tgcaaatcgt
tggatcagca
tggtatggaa
ttgctacaac

daaaaaaaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 11
cagttaagaa
ctgaggaaaa
ttttagttag
cacccgatge
ttggttagat
aataaatcct
<210> 12
<211> 1407

<212> ADN

tatcattcaa
atcaactcat
ggcaaaacta
tgatgttgcet
gttcgaaatt

cctaatttaa

ttcectaggtce
actcttttac
gcectagetg
gaacttataa
atcaggtcat

gctaaaaaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 12

gagtgaaaat
tgataaactg
agaacaggac
ggcggaattg

gaaactggtc

atggctggeg
ttaaatttaa
atcctcaacce

gtaaaggcta

aggtctctgg

caatgttgtt
aaagaaatga
tcggcgaaaa
ctegtecegtt

tcgattattt

gtattcagat
gatgactgga
ggaggagtaa
gtaactgaca
gcagatactc
ctaggagaag
tatagggatt

daaaaaaa

tccagccage
tagcaggaat
atggtgtgac
cctegtetgt
gtgtattata

daaaaaaaaa

tgaaagagct
agatgacgat
gtacaagaaa
tctcagcecatt

cctagatttg

46

tgtctcegtt
gaaatgcecgce
ttattggtgce
aactaactaa
aagccattgce
agccccettgt

ctctcatgge

agaaagaacg
gcttegaggg
tatgcaactg
aggctaagag
tttgatgtta

daaaaaaaaa

cagtcagtac
gatcagaaca
gagggtaagg
ataagcaagg

gaagcaggta

cgtaaaaatg
tcatagcact
tgattcecegt
agtaactgac
tgatattgta
agaggtgggg

gggaatccta

gataaggttc
ggtattgaca
accgtgaggt
aaaagttagce
ttccaatttt

aa

cttctcaaca
tcgttaataa
ctaaagaact
cgaaagctge

tcggaataga

60

120

180

240

300

360

420

458

60

120

180

240

300

352

60

120

180

240

300



agtccaactg
tcagtctttg
tctgattctg
ggtagaagta
tcgtgecegea
gcaagctgcg
aactgcctat
agcgttgaca
tgtacaacaa
aatgaaagct
gaagcagttc
gtatgataat
ggtggactat
gcagatgatt
agtttttgaa
catgagtaaa
caactaatat
ggtaatatta
taaaaaaaaa
<210> 13

<211> 821

<212> ADN

tgtaaagaat
gaagcgcgat
gaatccacct
cagttgcttg
ttaacttcag
cttgacctte
tcatactttt
gctttgaaat
attgtaagcg
gttgcacgag
aaacatgaac
atgttggage
gttgcaaaaa
cttgatgcta
gcaactccag
gtagtagata
aaaactatta
cagtttaata

daaaaaaaaa

ES 2750 007 T3

gtatagagtg
tgatagcctt
tgttgaaagg
aaagtaagac
ctcgtacaac
agtctggagt
atgaggcatt
atatgcttcet
ggaaattagc
cttctcacaa
tagaggatga
aaaatctgtg
caatcaaact
aatttcatgg
tagacaaaac
ccctatatca
aaattattgt
taattataat

daaaaaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 13

ggttgcaagt
ctggaaaact
tgggcattaa

tctatgaaga

agtattatct
ctgttatgca
tatgtggttg

ttgcctggaa

aatcatggct
agctcaaatt
agcttcaaat

acacagtgtt

agtttatcaa
agaatatact
ggacagtgaa

agctactgce

tcggageggt
gaatatgccce
ggtgtagtta

cataaagttg

gagcctatac
cagtccggag
cgaccatact

atgggcaaga

ggcaaaagaa
gtatttcgat
attgaagaag
atatcacgce
agccaattce
tctgcatgeca
tgaagggttt
ttcaaaaatt
catcagatat
gagatccttg
tgttatecgtc
caggattata
tccaatgtta
gatattggat
atatgaaatg
aaaagctaaa
attttgatct

gtttttttgg

atagttttte
tagctgetgt
tcgccacaga

aaatgattac

caacagttca
gagttaggcce
tatttcaatg

atttcatcaa

47

gagaaaagga
actggtatgt
ttggatgaca
ttgagtaacc
atctattgcce
gctgatgaaa
gacagcgtag
atgatcaaca
gctggtcaag
gcagattttce
agagcccatt
gaaccatatt
caagtggaaa
caaggagaag
gccctagaaa
aagctgtcat
ttcataaatt

aatataaact

gctgacaact
agccgctgga
aaacaaacat

aaaacatata

actcgttcaa
gtttggggtt
tgatccatca

tggaaaaaca

cctttetteg
atgccgagge
aaaatttact
tgcccaagge
ctcctaagat
aagacttcaa
aatcaccaaa
gtccggaaga
acatagaagc
agttagcagt
taggaacttt
ccagagtaca
agaagctctce
gtgttttaat
caatacaaag
aggtttgaca
ttctetgttt

aactaaattc

tccagtcecat
gctecttcetg
aagtcgatcce

ggaatgatat

cgagttgcca
tcattattga
ggagcttatt

tttttggaaa

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407

60

120

420

480

540



aaagatatag
aggagagttt
caggattcag
gcatttaggt
ataaaaccgg
<210> 14

<211> 474

<212> ADN

cgaggatttg
tgaaggccaa
gaggctagat
tatgtaacaa

atttgaacga

ES 2750 007 T3

gaacttgatg
atgacagcgg
cccteteatg
gatttctcett

daaaaaaaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 14
tgaagcaggce
gtcaattcag
tcgaagtgga
aacctgttat
actaccgcca
ctaggaatac
tcttaaggca
aagtcaaaat
<210> 15
<211> 692
<212> ADN

caaagaagaa
ggagttcgag
caccaaacgt
ccaagaagtt
atagactgtg
ctttcaattg
gttcactctt

agaaaaaata

gctcaagacg
gccaagcata
agaatcgaag
ctcaacttag
tgtggttgtt
ttctgtatag
aagttcacag

tattgtgaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 15

gcatgtgaaa
tggcaaaaaa
aggcaaaaca
cattccegtg
ttcggtaaaa
cgcatgagag
catctgtact
ctcatggaat
caagccaatg
gctaccaaga
aagaaataag

aataaaaaaa
<210> 16

<211> 750

atgagttcct
aagtatggtt
tccgtaagtt
ctcgagtacg
ggaagggtac
ttttgagacg
atgcccettta
acatccataa
ccaggagatt
aacaggaagt
tttattttta

aaaaaaaaaa

tgaagctaca
ggatcctaat
gatcaaagat
caaaaacaca
agcaaatgct
tctcttgaaa
catgaaagca
gaagaaggca
gaaggtaaaa
tctacagaat
tggtaatgac

aaaaaaaaaa

acgcagtaca
acaacattga
tgaaggatta
aattttttat

daaaaaaaaa

aaatcgaaaa
tgggctccag
agatgaacaa
tgtacgacat
aaaaagtaat
atgttcatte

ggtagtggaa

actaaaaaaa

gaagaggctc
gaaattaatg
ggtctcataa
gaagcccgca
cgaatgccce
aaataccgag
aagggtaacg
gagaaggccc
caagcacgtg
taccagcggg
aaataaagtt

aa

48

cacagcaatt
agtgggaatt
cctagctaat
gaaactcatg

a

ataccgtaaa
agaggatgta
ggctataatc
caaacctgaa
tgaattttcc
catttattgt
tttgtgtact

aaaaaaaaaa

gccgectegg
aaatcgctaa
tcaagaaacc
ggaagggaag
agaaggaatt
aagccaaaaa
tattcaagaa
gtgccaagat
aacgtcgtga
aagatgaagc

tgaaattact

ctgacgttga
tgtgatgaag
attccataag

tttcacttga

gaacgcgaac
ccgtccaaaa
agtcaaaaag
atccacaaga
tgtgggaaaa
atatttaatc
tgtatattgt

aaaa

ttatgcgatg
caccaactca
agtagcagtg
acattgcggt
atggattcag
gatcgacagg
caagagagtc
gttggcagac
agaacgtatc
ccaagctgcet

taaaaaaaaa

600

660

720

780

821

60

120

180

240

300

360

420

474

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

692



<212> ADN

ES 2750 007 T3

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 16

aactttctgt
attttttttg
gcttttcecatt
caaaagctac
ttggggccga
ttcactatct
tgaccactca

ccagagtctg

acccccacgg
ccatagcggt
ttgtcagaga
atgtctgcat
<210> 17
<211> 1394

<212> ADN

accgaaacca
aaattcataa
cgagaattgt
taagactggt
taccatagcc
tgctccaaat
gatgatctcg
cacagctaac
tettatecte
ctctagtgac
attcgagtcce
cgcgattgcet

cattcggaag

aacagctaaa
ataaagatgt
aaaagaaatg
accaccatcg
acagaagata
atgtattgtt
tcccaattgg

cagatgctga

aacctcccat
cgctggagac
gctggtatcet

gggtctgttg

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 17

ttaaacagtg
ctatctggga
aaatagtcag
tgagaataaa
taaaggtaaa
accctcaaga
aatgtgccegt
ttgatgaaga
tcctagaaac
gaccaactga

aagcagtcgt

gctaaagcta
agatggggaa
ccggacgegt
ccatgaactc
taaaacgcta
ggaagaagaa
tgtaaaaaca
aaagctcaaa
attaccagcg
acaatactca

attgccaatg

aaactattat
gaatcattgg
ttactcgata
caagcccaaa
ccttacttgg
gacggggcag
tctactcegtce
cctggagatt
gagtatgatg
gacattggtg

acccacaagg

cttccaattg
ctgttttgtg
cattgctgga
taggaattac
ccacagttgc
gtggtgctgg
aactccacaa
agcagtatct
atgtcgaagg
atggcacgat

ccaacttgga

tcaatgattt

ttgaaatgtc
gggaggaagt
atgaaatcaa
acgaaaaaat
tatctaatgt
ttgtagactt
aaacatattt
tagtgggtgt
caagagtaaa
ggctggacaa

ataaatttgt

49

gtttatttag
tcctgaaatt
aggcaaggga
ttataaagat
agacaagaac
tacagcegeg
actgcacact
gttccgttac

tcccecatctce

gggcteggge
ggaggaggaa

ggggtctgga

gtctactcta
tctgaggatg
aataatgaag
caaagaaaac
tatagaactg
ggattctcaa
tctaccagta
gaacaaagat
agctatggaa
acaaatccag

taatcttggg

caaaaataga
ccagcgccag
ttcgetctac
ggagtcattc
tctgagaaga
gatacagaga
aaccgcatcg
cagggctaca
tacatgattt
tcceecggecg
ggtgtacagce

tcgaatgttg

gaagataaag
tcgactgatg
agcgaagtaa
actgaaaaga
ctagatgtgg
agaaagggaa
atcgggctcg
tcttatctta
gttgatgaaa
gaacttattg

attcatccac

60

120

660

720

750

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ctaaaggagt
gtgctgectca
tcataggaga
cagctataat
aggctgggga
tttagttcaa
cctgetttac
gaaggtaggg
aactttgaag
tgttttgaag
tttttggatg
taatttcceg
aaaaaaacaa
<210> 18

<211>514

<212> ADN

cttgttatat
gacaaaatca
tggtgctaaa
tttcatcgat
tcgtgaagta
cagctgatat
tttgatcagg
caagaataat
aattgggtag
ccggtttgat
tttttttgga
cctacagata

aaaa

ES 2750 007 T3

ggacccccag
acatttttga
cttgtaagag
gaattggatg
caacgtacaa
aaaagtaatt
tcggttagat
gcaaattccce
atccectggg
agctttggga
agttcaagcc

ataaattttg

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 18
gacagatgtc
tggatgaaat
tacgaattgg
atagactttg
ctagaaaaaa
caatcagaac
agcctaaaaa
tttgagaaag
cgtataaaaa
<210> 19
<211> 2328

<212> ADN

gaacccttta
ttgccgaact
ctataagtca
aaatttctca
catcacatgt
ccgacatgaa
attcatctga
cccatggaga

daaaaaaaaa

tgaaaaattt
agaaacttta
gcctaggtta
ggaagaacct
caaagtatgg
tgttctgtta
aaaagaggca
tgaaactggt

daaaaaaaaa

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 19

gaactggaaa
aactagctgg
atgcttttge
ctactggtac
tgttgggagce
gcagctacce
tgtaaaaaag
tcaagaaaaa
ggctttaacg
agaaaagccc
cagaaaaaag

tttttggtta

ttggaatttg
ttaggcgaca
gatatgccag
gaaaatgcta
ttgtcttatg
tccaggagag
agagttctac
aatgctaaag

aaaa

aactttgttg
accccaatta
gttagccaag
gaaacgtttt
ttttgaatca
atcgggttga
aatttcctec
agactgttaa
ggggtccggg
ccgetgttte
ggaattttaa

aaaaaaaaaa

gaccagagaa
ttgatcgagce
agttactttg
gacaaatcta
ccaaatttga
tatttgaaag
ttcttgaaaa

ttaatagcag

gctagagcat
gttcagatgt
gaaaaggcac
gattctgaga
gttggatggg
ttttctagat
tccaaaagaa
ccccgaagta
taaagccegtt
ccctgaagat
tttttttttt

aaaaaaaaaa

ttgtgtgacc
aagggctatt
gaaggcttat
tgaaaggctg
acttaacaca
agccaacgag
ctggagggag

gatgcccaaa

atggctacat acgaagagta tatccagcaa aacgaagaca gagacgggat acggttcaca

tggaacgttt ggccgtccag cagaatagaa gccacccgtt tggtggtgec cttggectgt

ctttaccaac ccctgaaaga acgtcccgat cttccaccaa ttcagtacga tccagtgetg

50

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1394

60

120

180

240

300

360

420

480

514

60

120

180



tgcactagaa
aagctttggg
atttccgage
attacaagag
gaggaagaat
aatgccttga
gagggctgca
caagagatgt
ggacaaccca
cttcaaccca
gacccatggc
atagccattg
gttggaggac
atcagatctc
cactatgata
tgcgetttgg
catatggtca
ttttcgaaag
tgttccaggg
aatcctttgg
acggtaactc
cccataccte
ggccagaaga
atacatcatg
gcagtttaca
ttgatacgtc
ttgggcgaaa
ctgcaggtgt
gaagacctca
ggaccaccag

atggacacgt

ctcaaatatc
gacgatgcce
caaggaggat
aatatgtacg

caagtattca

acaattgtcg
tgtgcaactt
aacaccaacc
cacagtgttt
tgggttcact
tagggttgat
gcaaatctta
tggaagtggg
tgaggcctgg
tctcgaaatg
ctgtccacca
ggttgttgga
cttgcectetea
accacgacat
atttagcgat
atcagacagg
tgggcgactc
atcagaaaaa
agttgaaaat
tttcegacac
caagtactac
aagggggaag
ggatccgagt
tcagtgctgg
gagcggaatc
tgtgccagaa
acttcagcct
ttaacaattc
cgcagteget
aacctgtget

tctteccagat

aggacatgcc
aggaaattct
cacaggctag
cctacggagg

tggatcacct
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tgcaatactg
ctgctttcag
agctgagcectt
accceccgata
caaggactcce
tacctttggg
cgttttecga
cagagccgcea
agcactccag
cgacatgaac
aggcaaatgc
gtgcacatac
aggccctggt
ccaaaaagac
gagagcagca
attgatggag
gttcaattct
cgagctgaag
tcaaggcggt
cgaaatagga
catggccttg
gggctgcata
aacgacagtt
attcgatcag
agacgatagc
attcggcgaa
ctacccgcag
tceccgacgaa
gatcatgatc
tttggatacg

tctgatattce

tgaatacgag aactttaggc
tcaaaccagg tttcctatge
attcttgectec tcgaaagtca
ggacggaggt gctccagttce

gaaaaaactg gcagtgtcct

aacccactct
aggaacccgt
atgccaatgt
tatctctatg
ttgcaaatgt
aagatggtcc
gggacgaaag
gtaagtgcte
caagctccta
ctcactgatc
gcccttagat
gccaatactg
caagtecttga
aatgccaaat
acgaatggcc
atgaaacagt
tcecectgttea
atggcattta
attggatctt
atgggtaaca
ttettegagg
cagttcatca
gctagaaact
gaggcagccg
cctgatgttt
tataacaagg
ttcatgtacc
acgtccttet
cagccgatac
agttccatcc

catggcgaga

51

gccaagtaga
ttccecectca
tttccaccat
ttgtcgacac
ctttgagett
aagtgcacga
acctcacagce
aacctgetce
cgccaccagg
ttattggaga
cgaccgggac
gtgccagggt
atgatgatct
acatgaagaa
actgcgttga
gttgtaattc
agcaaacgtt
atggtactct
gtgtttcgtt
cggtccagtg
tegtcaacca
cgcaatatca
gggccgatge
cagtgataat
tgagatgggt
acgacccgaa
atttgagaag
acaggcacat
tctacagecta
aacccgatag

caatagccca

agctgctgca
cgcgttacat
acccgagtca
tcactgatga

ctacggct

ttatcgtgece
atatgccgcece
agagtacact
ttgcatggat
gttgeeceeeg
actaggtacc
taagcaagtt
tcaacaacca
aagcaggttc
gttgcaaaga
agctttatcg
catgctattce
gaagcaacct
agcaatcaag
catatattca
aacaggggga
ccagcgcata
ggaggtcaag
gaatgtgaag
gaaaatgtgt
acattceget
gcatgctagt
ttcegectaat
ggcgaggatg
cgataggatg
ttegttecge
gtcacagttc
gcttatgege
cagtttcaat
aattctgctce

atggcgtaac

agctccagtg
cgatacggaa
gactcacaac

tgtatcgtta

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2328



<210> 20
<211> 2697

<212> ADN

ES 2750 007 T3

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 20

atgcctcette
gtagacctcce
gtttggaatt
agagctgcaa
ataagaatat
tatgtgagat
atgctcatca
cactctcatt
gcttcactgg
cttgaagggc
tacttgatat
tgtgtccaaa
ctacctgtgg
cacagattag
aagggttcga
agagaagaac
tcggaattac
gagcgtttac
caacataatc
acagcgatgg
gactccageg
aaagaaagga

ttggggatta

gtttagatat
atccatctga
atgaaaatca
aatttgtcce
tcaattacaa
gtataatagt
aattgtggaa
atatcatgca
accgtacttt
acgagaaagg
cgggagcaga
ccttggaagg
ctctcacagg
agaattgttt
ataatgtttce
cggcagttag
aacaagctaa
ctgtctetgt
cgaatggaag
ctctacggaa
agtatgccat
agaacttcaa

aatcggtgtce

caaacgaaag
accatggatg
acaacaagta
acgtaaaaac
cactttagat
tcatccaacc
ttgggataag
aatcgccatc
gaaagtgtgg
tgtcaactgt
cgatcggttg
acacgcccaa
cagcgaagat
gaattatggg
tctggggtat
tatggatgcce
tttgaaggcg
aaaagatatg
attcgttgta
caaggctttt
tcgegagtet
gtecggattte

cggtttaacg

ttaacagccce
ttatgttctt
aaaagtttcg
tggatagtca
agaattcatt
caaccttata
gettgggett
aatccaaaag
caacttggag
gtggactact
gttaaaatct
aacgtaaccg
ggtaccgtta
ttcgagagag
gacgagggca
agtggcggta
ctgccagaag
ggagcatgtg
gtatgcggag
ggaagcgctce
ggttccacaa
agcgcggaag

ttttacgatt

52

gttcagacag
tatatagtgg
aagtatgtga
gtggatctga
cctttgagge
ttctgacaag
gtcagcaggt
acaacaacac
catcaacagc
atcacggtgg
gggactatca
cggtttgttt
gagtttggca
tgtggaccat
gtatattagt
aaataatttg
gtggagaaat
aaatataccc
acggcgaata
aagagtttgt
ttcggatatt
gaatctacgg

gggaaacttt

ggtaaaatgt
caatatcaat
cctgccagtg
tgatatgcag
acattccgac
tagcgatgac
ctttgaaggce
atttgcgagt
gaacttcacc
agacaagcca
aaacaaaacg
ccaccctgaa
tacgaataca
ttgttgettg
gaaagttgga
ggcaaggcac
aagagatggg
tcaaacaatc
tatcatttac
ctgggctcag
caaaaacttc
gggttttcte

ggacttggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



agacggattg
ctcgcaacgg
agggagaaca
atgaacgagt
gtcaatcgta
cctctgtatag
ttaggagttg
aggagggact
agagttgctc
gatccagagce
ttagcccagg
acaaataatt
ctcctectag
caagccgaag
aaatgtttgg
tcgtatctge
attaatgaga
ggtttgcaag
ccggcettcag
cgggcccaga
aaaacaatat
attgacgaca
<210> 21
<211> 558
<212> ADN

aaatacaacc
aggacagcta
atcaagtcge
ctgtccgaac
taaattactt
tgctggaggta
tcagttatca
ttecctacage
actttttaga
atcgattcga
aagccaacaa
tacagctage
ccaccagttc
gaaagcataa
atatcttggt
cggacagaat
aagctggtca
aagcgattga
tatcaacaac
tgaagggtgy
cctttgaaca

atatagacac
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gagggeggtt
cttcatccectt
agaggatggc
aggtetttgg
cgttggtggt
tgttecctagg
gttgttactg
ggatcgtgtce
aaaacaaggc
actcgctgta
tcctcaaaag
aaaagagtgt
tggagatgaa
cctctectte
cagtacggga
atcggaaatt
gagtctggcg
aacgcaaaag
gatcgttcce
tgcegeggtt
ggatgaagat

aacggatatc

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 21

gtegtggaag
gaatcaaatt
cggaactcaa
cagcgctaga
gaatgcccat

ctgtggagct

atagcaggaa
gccgtcatca
gttgccgget
gattcccatt
cacgaggaat

gatggtgcac

agggagacgg
agtatgtgct
ttatattcgg
tccagcececag
ccagacaaac

atgattacct

tattggtctg
tcttatgatt
gtagaggccg
gttggagact
gaacttgtca
gacgatcgat
tctgttcettg
ctgecttega
ttcaagcagc
gcecctggaag
tggagccaac
atgcagaagg
caactagttc
ctttettatt
cgcctacccg
gttgaactgt
gatccgaaga
tatttggagce
aaccatgaaa
tttcagcaaa
gatctagact

aatatcgacg

agaaggtgag
gatatttacg
tctgtctgga
gatccgagaa
actcgccatg

gtctttgecag

53

acagtggaaa
cggagcaagt
ctttcgatgt
gtttcattta
cgatagctca
tgtatctegt
aatatcaaac
ttceccaaaga
aagccttage
acctcgatac
tagcagagct
ctcaggatta
aaagcttggg
ttctggtggg
aggctgcettt
ggaaggtgaa
gctacgagaa
agcaggatag
ggaatttggt
gcaggttact
tagatttgga

atgatttatt

ggaaacatcc
aatatcttgt
gcgtcectgtac
agtatgcgac
attcaggaga

caaccgctac

attagtctgt
tcagaaggcc
gttgggggaa
tacaaacgcce
tctggacegt
agacaaagaa
ggcagttatg
gcatagaaca
agtgagcact
cgccaaagta
tgcggegtca
tggaggactt
agaactcacg
agatctgccg
cttcgecacge
actgacgtca
tecttttteceg
ggggcttttce
ggcagaggca
ttctggagaa
aggcgttaat

gagcgat

tcaagttgga
catggtacat
tgctggataa
gacttatcat
atattgcttg

caagcacttg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2697

60

120

180

240

300

360
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cagagataca gttactggaa atccctttta tcatggatgc gttgatgagc tgacttggtt

tttcgaggag aaatgcgget gggtggeccgg acttgtcatg atactttget tgatccaagt

aataaacaca gtcctgtcaa ttatattcct tcaagctctc aagaaagaag agggacaagc

tgatacatac
<210> 22
<211> 320

<212> ADN

agaaaatg

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 22
atgtgtgacg
ggatttgctg
catcaaggag
agcaaaagag
gatgatatgg
gagcaccctg
<210> 23
<211> 490

<212> ADN

aagaggttgc
gggatgatgc
ttatggtagg
gtatccttac
agaaaatctg

ttttgttgac

cgcattagtc
cccecegtgea
aatgggccaa
cttgaaatac

gcaccatacc

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 23

ggtaagaatc
taatggtgga
ttgactggta

gctaagattc

caccttgtat
ccaaaaaaaa
agtcgaagac
agctggtgtce
<210> 24
<211> 231

<212> ADN

gtecttttegt
gtagaagttg
agaccatcac

aagacaagga

tgcgattgag
atcaagcata

aatggtaaaa

catatccact
tttcaactaa
tcttgaggtce

gggaattcca

gggaggtgca
agaagaagaa

tccacaggtt

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 24

gtagacaatg
gttttccecat
aaggactcgt
cccattgaac

ttctacaatg

gtcaaaaagt
cttcccaaga
gaaccttcgg

ccagaccaac

aagaaacgta
ggtcaagctg

gaggcgtgag

gatctggtat
ccattgttgg
atgtaggaga
acggtattgt

aacttcgagt

ttctttttat
tgcagatctt
ataccatcga
tgcgtttaat
acaaaagga
agaagaagaa
gctgtattga

tgtcctgetg

gtgcaaagct
tcgtccaaga
tgaagcccaa
cacaaactgg

tgccececcgaa

gagcagcgtg
tgttaaaact
aaatgttaag

ttttgctggt

ttactccacc
aattttataa

aacaatgcgg

ccaaacaaga aacgccacga tgcaaatttt cgtaaaaaca ctcacgggta agaccatcac

cctcgaggtc gaaccctctg acaccatcga aaacgtcaag gctaagatcc aagacaagga

54

420

480

540

558

60

120

180

240

300

320

60

120

420
480

490

60

120
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agggatcccc ccagatcagc aaaggttggt cttcgctgga aaacagctcg aagatggtcg

aactctttcc gactacaata ttcagaagga gtccaccctce catctegtee t

<210> 25
<211> 571

<212> ADN

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 25
gggaccaaca
attataacat
agatctttgt
ccattgagaa
gattgatctt
aaaaagaatc
aaactctaac
tgaaagctaa
ctggaaaacg
cgcttcattt
<210> 26
<211> 542

<212> ADN

aaggcttatc
tcagaaagaa
caaaactcta
tgtaaaagcce
cgctggaaaa
cacactccac
tggaaagaca
aatccaagac
actggaagat

ggttcttegt

ttecgetggaa
tctacacttc
actggaaaga
aaaattcagg
caacttgaag
ttggttcttce
attaccttgg
aaagagggca
ggccgaacct

ctcagaggag

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 26

cttgtttget
cccactttat
gcaaaatatt
aatctattta
tgcctctata
gagcttattce
aaaaatgtgg
gagatatgtg
gctttgagga
gc

<210> 27
<211> 747

<212> ADN

ccagtctcga
acaccataaa
acgacaaaac
acaaaacaca
ggagcaatgt
ttatgagtat
aaaaacgagc
atggaggaat

atgatgatat

aactacgaga
agggattttg
cacattcccc
tagagcaaat
ggatttattt
tctcaattgt
agtactagag
tatccttgat

accaattgga

aacaactgga
acttggttct
ccattacctt
acaaggaagg
atggccgaac
gtctecegtgg
aagttgaacc
ttccececcaga
tgtcagatta

g

attgaagcca
atcctggata
acatcaaaag
gcagaaatca
ttctatgtta
ctttatgact
tcectggata
gctgattcga

gagcagaccg

55

agatggccga
tecgtcteegt
agaagtggaa
aattccccca
cttgtcagat
tggtatgcag
atccgacacce
ccaacaaaga

taacattcag

tggaaggttc
atgatggaaa
agcagaaggc
tcatgctgga
tgggcagcectc
cagttagcca
tagttatgtt
attctgcetgt

tagcccaggt

accttatcag
ggtggtatgce
ccatccgata
gaccaacaaa
tataacattc
atctttgtca
atcgagaacg
ttgatcttcg

aaagaatcta

attgttggaa
cagaatcctg
atttgagaaa
tggattaacc
acacgaaaac
aatactgagg
agcgctggat
gtcaagggta

ctttcaatct

180

231

60

120

180

240

300

360

420

480

540

571

60

120

180

240

300

360

420

480

540

542
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<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 27

gtatttgaga
gccacaggaa
attcagaagc
atcaaactaa
aacttgtcga
cccacgtaaa
tgacgggcge
tggactatat
ttgaatggga
agcacctcat
agtgtggttt
ccaatttgag
gaatcagggce
<210> 28

<211> 393

<212> ADN

cctegetgte
caaataagtt
ttatgtccac
tgatactctg
aaaacctcag
ggttgcttece
ggcctcagac
tgttccageg
aaataaggtg
taagagcacc
catggcagcc
tatagagaaa

taagagtcag

gcaagccctce
gaacaagata
gtcaaccagt
caaaattgta
ccagtagttc
actgaaaacg
aggaacgtag
tcttgtaccg
actgtcaaca
aacatgaaat
aatatgtacg
ccgtttaaca

ggcatgg

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 28

ccagcaaacg
tttgaggctg
aaaacgtttg
gcaacgtatt
ctacattatc
ctcaggttca
cccatcatge
<210> 29

<211> 779

<212> ADN

aagacatcga
acgaaaacgg
atagaccttt
ttacgaacaa
ttececgaccee
tgggagacta

aaatcatctc

atcaccccga
gatcaatggg
ccaagaagat
tgccaactat
agatgacgtg
tcecggagecce

agagtcgatc

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 29
ggacgtttgg

ctcaggeggt
gcgatcagga

gccgtcacgg

aggaagccga
cgggcatgta
agctgcttca

cgctgggttt

cgctctcatce
cactatecgee
cgttgctgta

cctettatte

gtcggtggaa
acgcagttga
atgatattgt
ctttggagct
ttgctcccaa
gaatcatctt
tcgtcectcaa
attcagaatt
cacctttgac
gcttgacgece
ctaaatccat

aaccagaagc

gatattataa
tctectggtgg
ctaagcgagt
cagttttcaa
atcgccgcecac
aaatacgaca

ggc

caacagctct
atggcttact
tccgacgtaa

agaactcctg

56

gaggcagcgce
caggtttteg
gctggacgtt
ggcgacgttg
agacttctgt
tggaaacatc
tgacatccac
tatgaggatg
ggaccttgceg
agaaaaggcg
atttggagaa

acctgtagcet

acaaagcatt
aaccaccaac
tcaactttag
agaaacctct
aagccttgtg

attcgacgaa

cttccgacaa
gcagcaccegg
atgatgacgt

aacaatgccce

ggcagattct
gatccegttt
ttgatcgtca
ggagatctga
aacatcaaag
gtttatgacg
atcgacatca
tgggctgaat
gactacttgg
ctcagcggte
gacgctttgg

ggacacatca

tagagaaatt
tccaacgecag
aatatatgca
taaggaatcc
gataaccatc

agaaaacgtt

ggatcccatc
acacaaccag
ccgacgagct

aagcgtagtt

60

120

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

393

60

120

180

240



tctetgetgg
atcgecctgtg
ttcgatccag

cagcagaccg

attgacgctg
atgttggcag
cattgtttgg
atgcccaagt
<210> 30
<211> 392
<212> ADN

ctgagagtta
ctggcaccgg
tcaatttegt

aacagacctg

gaggcaggaa
tggtcggaac
ctctggettt

tggaactgaa
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caaccctcac
actccgcgaa

tcgtcaagga

tcctaaagtt

tgttacatta
tttggtgttce
caccccaact

atcgaatgca

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 30
gttagtgatt
atagcaggtg

gcagaattcg

tctggatcag
catggtatgg
ctttgctaca
<210> 31
<211>178
<212> ADN

ttgtattcag
ccgatgactg

atggaggagt

cagcagatac
aactaggaga

actataggga

attgtctceg
gagaaatgcc

aattattggt

tcaagccatt
agagcccctt

ttctctcatg

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 31

gtacgctacg
gctattgcete
gctctcatceg

agtttcttca

tcactccagt
acccagtatt
tgtgttatcg

aaaccaagtc

ttcgtaaaaa
gctcatagca

gctgattecce

gctgatattg
gtagaggtgg

gc

gagctgccat
ttctggaacc
cttctgecat

gacagactta

cgagaacagg
ggtactggtt
ccctcaatga

tctacgcata

tgctactgaa
ctgggacttc

gtacaactac

tatcgtacca

gggctgctat

ggcactcggt
gatggtgatg
gatcttgatc

cgctcaggte

acacaccaat
ccctetetee
acaactcaaa

tccagectce

tcaaatatcc
tattatggca

aggggcgtac

tctgaacttce

cttcagggag

ctaggtctcc agccagcaga aagaacggat aaggttcctg aggaaaaatc aactcatact

cttttactag caggaatgct tcgagggggt attgacattt tagttagggc aaaactagcc

ctagctgatg gtgtgactat gcaactgacc gtgaggtcac ccgatgctga tgttgetg

<210> 32
<211> 559

<212> ADN

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 32

57

300

360

420

660

720

779

60

120

60

120

178



gtaaggctaa

gcaaggcgaa

caggtatcgg
aaaggacctt
gtatgtatgce
atgacaaaaa
gtaacctgce
attgccctcee
atgaaaaaga
gcgtagaatc
<210> 33

<211> 586

<212> ADN

agaactggcg

agctgcgaaa

aatagaagtc
tcttegtecag
cgaggctctg
tttactggta
caaggctcgt
taagatgcaa
cttcaaaact

accaaaagc

ES 2750 007 T3

gaattggtaa

ctggtcaggt

caactgtgta
tctttggaag
attctggaat
gaagtacagt
gccgcattaa
gctgegettg

gcctattcat

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 33

gcttcecggage
attgaatatg
aatggtgtag
gttcataaag
gattatcgcet
caagagccta
actcagtccg
gaacgaccat
gccatgggca
ttggaacttg
<210> 34

<211> 267

<212> ADN

ggtatagttt
ccctagcetge
ttatcgecac
ttgaaatgat
tgttggtgaa
taccaacagt
gaggagttag
acttatttca
agaatttcat

atgacgcagt

ttcgctgaca
tgtagcegcet
agaaaacaaa
tacaaaacat
acaagctcgt
tcaactcgtt
gcegtttggg
atgtgatcca
caatggaaaa

acacacagca

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 34

gctgaagcag
acgtcaattc
aatcgaagtg
agaacctgtt

gaactaccge

gccaaagaag
agggagttcg
gacaccaaac
atccaagaag

caatagactg

aagctcaaga
aggccaagca
gtagaatcga
ttctcaactt

tgtgtgg

aggctactcg

ctctggtcga

aagaatgtat
cgcgattgat
ccaccttgtt
tgcttgaaag
cttcagcecteg
accttcagtc

acttttatga

acttccagtc
ggagctcctt
cataagtcga
ataggaatga
aaaatggccce
caacgagttg
gtttcattat
tcaggagctt
acatttttgg

attctgacgt

cgaaatcgaa
tatgggctcce
agagatgaac

agtgtacgac

58

tcegtttete

ttatttccta

agagtgggca
agccttgtat
gaaaggattg
taagacatat
tacaacagcc
tggagttctg

ggcatttgaa

catctggaaa
ctgtgggcat
tcctctatga
tatattctgg
aacagtatta
ccactgttat
tgatatgtgg
attttgectg
aaaaaagata

tgaagg

aaataccgta
agagaggatg
aaggctataa

atcaaacctg

agcattataa

gatttggaag

aaagaagaga
ttcgatactg
aagaagttgg
cacgccttga
aattccatct
catgcagctg

gggtttgaca

actagctcaa
taaagcttca
agaacacagt
tatgggacct
tctagtttat
gcaagaatat
ttgggacagt
gaaagctact

tagcgaggat

aagaacgcga
taccgtccaa
tcagtcaaaa

aaatccacaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

559

60

120

180

240

300

360

420

480

540

586

60

120

180

240

267



<210> 35
<211>603

<212> ADN
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<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 35
gcatgtgaaa

tggcaaaaaa
aggcaaaaca
cattccegtg

ttcggtaaaa

catctgtact
ctcatggaat
caagccaatg
gctaccaaga
aag

<210> 36
<211> 273

<212> ADN

atgagttcct
aagtatggtt
tccgtaagtt
ctcgagtacg

ggaagggtac

atgcccttta
acatccataa
ccaggagatt

aacaggaagt

tgaagctaca
ggatcctaat
gatcaaagat
caaaaacaca

agcaaatgct

catgaaagca
gaagaaggca
gaaggtaaaa

tctacagaat

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 36
gatgtctgtt
aaatgcattg
catcgtagga
agataccaca
ttgttgtggt
<210> 37
<211> 310

<212> ADN

ttgtgtectg

ctggaaggca
attacttata
gttgcagaca

gctggtacag

aaattccagce
agggattcge
aagatggagt
agaactctga

ccgcggatac

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 37

gaagaggctc
gaaattaatg
ggtctcataa
gaagcccgca

cgaatgccce

aagggtaacg
gagaaggccc
caagcacgtg

taccagcggg

gccaggcettt
tctaccaaaa
cattettggg
gaagattcac

aga

59

gccgectegg
aaatcgctaa
tcaagaaacc
ggaagggaag
agaaggaatt
aagccaaaaa
tattcaagaa
gtgccaagat
aacgtcegtga

aagatgaagc

tcattcgaga
gctactaaga
gccgatacca

tatcttgecte

ttatgcgatg
caccaactca
agtagcagtg
acattgcggt

atggattcag

caagagagtc
gttggcagac
agaacgtatce

ccaagctgct

attgtaaaag
ctggtaccac
tagccacaga

caaatatgta

60

120

180

240

480

540

600

603

60

120

180

240

273



atgtcgtcta
gaagttctga
atcaaaataa
aaaatcaaag
aatgttatag
gacttggatt
<210> 38
<211> 388

<212> ADN

ctctagaaga
ggatgtcgac
tgaagagcga
aaaacactga

aactgctaga
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taaagctatc
tgatgaaata
agtaatgaga
aaagataaag

tgtggaccct

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 38
ggaatttgga
aggcgacatt
tatgccagag
aaatgctaga
gtcttatgee
caggagagta
agttctactt
<210> 39
<211> 1504

<212> ADN

ccagagaatt
gatcgagcaa
ttactttgga
caaatctatg
aaatttgaac
tttgaaagag

cttgaaaact

gtgtgacctg
gggctattta
aggcttatat
aaaggctgct
ttaacacaca
ccaacgagag

ggagggag

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 39

tgggaagatg
gtcagcegga
ataaaccatg

gtaaataaaa

caagaggaag

gatgaaattt
cgaattggct
agactttgaa
agaaaaaaca
atcagaaccc

cctaaaaaat

60

gggaagaatc
cgcgtttact
aactccaagce
cgctacctta

aagaagacgg

gccgaactag
ataagtcagc
atttctcagg
tcacatgtca
gacatgaatg

tcatctgaaa

attgggggag
cgataatgaa
ccaaaacgaa
cttggtatct

ggcagttgta

aaactttatt
ctaggttaga
aagaacctga
aagtatggtt
ttctgttatce

aagaggcaag

60

120

180

240

300

310

60

120

180

240

300

360

388



gecttgttgee
acgaactagg
cagctaagca
ctcctcaaca
caggaagcag
gagagttgca
ggacagcttt
gggtcatgcet
atctgaagca
agaaagcaat
ttgacatata
attcaacagg
cgttccageg
ctctggaggt
cgttgaatgt
agtggaaaat
accaacattc

atcagcatgc

atgcttcege
taatggcgag
gggtcgatag
cgaattcgtt
gaaggtcaca
acatgcttat
gctacagttt
atag

<210> 40
<211> 967

<212> ADN

cccgaatgee
taccgaggge
agttcaagag
accaggacaa
gttccttcaa
aagagaccca
atcgatagcce
attcgttgga
acctatcaga
caagcactat
ttcatgcget
gggacatatg
catattttcg
caagtgttcc
gaagaatcct
gtgtacggta
cgctcccata

tagtggccag

taatatacat
gatggcagtt
gatgttgata
ccgettggge
gttcctgecag
gcgcgaagac

caatggacca
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ttgatagggt
tgcagcaaat
atgttggaag
cccatgagge
cccatctecga
tggectgtcee
attgggttgt
ggaccttgcet
tctcaccacg
gataatttag
ttggatcaga
gtcatgggeg
aaagatcaga
agggagttga
ttggtttceg
actccaagta
cctcaagggg

aagaggatcc

catgtcagtg
tacagagcgg
cgtctgtgee
gaaaacttca
gtgtttaaca
ctcacgcagt

ccagaacctg

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 40

tgattacctt
cttacgtttt
tgggcagagce
ctggagcact
aatgcgacat
accaaggcaa
tggagtgcac
ctcaaggcce
acatccaaaa
cgatgagage
caggattgat
actcgttcaa
aaaacgagct
aaattcaagg
acaccgaaat
ctaccatgge
gaaggggctg

gagtaacgac

ctggattcga
aatcagacga
agaaattcgg
gcctctacce
attctcccga
cgctgatcat

tgcttttgga

61

tgggaagatg
ccgagggacg
cgcagtaagt
ccagcaagct
gaacctcact
atgcgcecectt
atacgccaat
tggtcaagtc
agacaatgcc
agcaacgaat
ggagatgaaa
ttcttecectg
gaagatggca
cggtattgga
aggaatgggt
cttgttctte
catacagttc

agttgctaga

tcaggaggca
tagccctgat
cgaatataac
gcagttcatg
cgaaacgtcc
gatccagccg

tacgagttcc

gtccaagtgce
aaagacctca
gctcaacctg
cctacgceccac
gatcttattg
agatcgaccg
actggtgcca
ttgaatgatg
aaatacatga
ggccactgceg
cagtgttgta
ttcaagcaaa
tttaatggta
tcttgtgttt
aacacggtcce
gaggtcgtca
atcacgcaat

aactgggccg

gccgcagtga
gttttgagat
aaggacgacc
taccatttga
ttctacaggce
atactctaca

atccaacccg

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

1504



gggagcagac
cttggaagga
tctcacagge
gaattgtttg
taatgtttct
ggcagttagt
acaagctaat
tgtctctgta
gaatggaaga
tctacggaac
gtatgccatt
gaacttcaag
atcggtgtcce
aatacaaccg
ggacagctac
tcaagtcgeca
tgtccga
<210>41
<211> 43
<212> ADN

gatcggttgg
cacgcccaaa
agcgaagatg
aattatgggt
ctggggtatg
atggatgcca
ttgaaggcgce
aaagatatgg
ttcgttgtag
aaggcttttg
cgcgagtctg
tcggatttca
ggtttaacgt
agggcggttt

ttcatccettt

gaggatggcg

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 41
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ttaaaatctg
acgtaaccgce
gtaccgttag
tcgagagagt
acgagggcag
gtggcggtaa
tgccagaagg
gagcatgtga
tatgcggaga
gaagcgctca
gttccacaat
gcgcggaagg
tttacgattg
attggtctga
cttatgattc

tagaggcegce

ggactatcaa
ggtttgtttc
agtttggcat
gtggaccatt
tatattagtg
aataatttgg
tggagaaata
aatataccct
cggcgaatat
agagtttgtc
tcggatattce
aatctacggg
ggaaactttg
cagtggaaaa
ggagcaagtt

tttecgatgtg

gcgtaatacg actcactata ggtcgtggaa gatagcagga aag

<210> 42
<211>31
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 42

cattttctgt atgtatcagc ttgtccctct t 31

<210> 43
<211> 26
<212> ADN

62

aacaaaacgt
caccctgaac
acgaatacac
tgttgcttga
aaagttggaa
gcaaggcact
agagatgggg
caaacaatcc
atcatttaca
tgggctcagg
aaaaacttca
ggttttctet
gacttggtga
ttagtctgte
cagaaggcca

ttgggggaaa

43

gtgtccaaac
tacctgtggce
acagattaga
agggttcgaa
gagaagaacc
cggaattaca
agcgtttacc
aacataatcc
cagcgatgge
actccagcga
aagaaaggaa
tggggattaa
gacggattga
tcgcaacgga
gggagaacaa

tgaacgagtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

967
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<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 43

gtcgtggaag atagcaggaa agggag 26
<210> 44

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 44

gcgtaatacg actcactata ggcattttct gtatgtatca g
<210> 45

<211>44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 45

gcgtaatacg actcactata ggatgtgtga cgaagaggtt gccg
<210> 46

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 46

gtcaacaaaa cagggtgctc ttcg 24
<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 47

atgtgtgacg aagaggttgc cg 22

63

41

44



ES 2750 007 T3

<210> 48
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 48

gcgtaatacg actcactata gggtcaacaa aacagggtgc tcttcg

<210> 49

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 49

gcgtaatacg actcactata ggtaagaatc gtcttttcgt ¢
<210>50

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 50

gacaccagct ccgcattgtt ca 22
<210> 51

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 51

ggtaagaatc gtcttttcgt catatccac 29
<210> 52

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

64

41

46
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<223> Cebador

<400> 52

gcgtaatacg actcactata ggacaccagc tccgcattgt tc
<210> 53

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 53

gcgtaatacg actcactata ggccaaacaa gaaacgccac gatg
<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 54

aggacgagat ggagggtgga 20
<210> 55

<211> 22

<212> ADN

<213> Leptinotarsa decemlineata
<400> 55

ccaaacaaga aacgccacga tg 22
<210> 56

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 56

gcgtaatacg actcactata ggaggacgag atggagggtg ga
<210> 57

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

65
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42
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<220>

<223> Cebador

<400> 57

gcgtaatacg actcactata gggaccaaca aaggcttatc ttc 43
<210> 58

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 58

cctcctctga gacgaagaac caaatg 26
<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 59

gggaccaaca aaggcttatc ttcg 24
<210> 60

<211>42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 60

gcgtaatacg actcactata ggcctcctct gagacgaaga ac 42
<210>61

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 61

gcgtaatacg actcactata ggcttgtttg ctccagtctc g 41

<210> 62

66
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<211> 24

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 62

gcagattgaa agacctgggc tacg 24
<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 63

cttgtttgct ccagtctcga aactacg 27
<210> 64

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 64

gcgtaatacg actcactata gggcagattg aaagacctgg 40
<210> 65

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 65

gcgtaatacg actcactata ggtatttgag acctcgetgt ¢ 41
<210> 66

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

67
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<400> 66

ccatgccctg actcttagec ctg 23
<210> 67

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 67

gtatttgaga cctcgetgtc gcaag 25
<210> 68

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 68

gcgtaatacg actcactata ggccatgecc tgactcttag ¢ 41
<210> 69

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 69

gcgtaatacg actcactata ggccagcaaa cgaagacatc gaatcac
<210> 70

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 70

gccgatcgac tctgagatga tttg 24
<210>71

<211> 25

<212> ADN

68
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<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 71

ccagcaaacg aagacatcga atcac 25
<210>72

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 72

gcgtaatacg actcactata gggccgatcg actctgagat gatttg
<210> 73

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 73

gcgtaatacg actcactata ggacgtttgg aggaagccga ¢
<210> 74

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 74

ggagctggat atgcgtagag acttggt 27
<210> 75

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 75

ggacgtttgg aggaagccga c 21

69

41

46
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<210> 76

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 76

gcgtaatacg actcactata ggagctggat atgcgtagag ac 42
<210> 77

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 77

gcgtaatacg actcactata ggttagtgat tttgtattca g 41
<210> 78

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 78

gccatgagag aatccctata gttgtagce 28
<210> 79

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 79

gttagtgatt ttgtattcag attgtctccg 30
<210> 80

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

70
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<223> Cebador

<400> 80

gcgtaatacg actcactata ggccatgaga gaatccctat ag 42
<210> 81

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 81

gcgtaatacg actcactata ggctaggtct ccagccagea g 41
<210> 82

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 82

cagcaacatc agcatcgggt ga 22
<210> 83

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 83

ctaggtctcc agccagcaga aagaac 26
<210> 84

<211>43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 84

gcgtaatacg actcactata ggcagcaaca tcagcatcgg gtg 43
<210> 85

<211>41

71
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 85

gcgtaatacg actcactata gggtaaggct aaagaactgg ¢ 41
<210> 86

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 86

gcttttggtg attctacgct gtcaaac 27
<210> 87

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 87

gtaaggctaa agaactggcg gaattg 26
<210> 88

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 88

gcgtaatacg actcactata ggcttttggt gattctacge tg 42
<210> 89

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 89
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gcgtaatacg actcactata ggcttcggag cggtatagtt tttc 44
<210> 90

<211> 28

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 90

ccttcaacgt cagaattgct gtgtgtac 28
<210>91

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 91

gcttcggagc ggtatagttt ttcg 24
<210> 92

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 92

gcgtaatacg actcactata ggccttcaac gtcagaattg ¢ 41
<210> 93

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 93

gcgtaatacg actcactata gggctgaagc aggccaaaga agaagc
<210> 94

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Cebador

<400> 94

ccacacacag tctattggcg gtagttc
<210> 95

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 95

gctgaagcag gccaaagaag aagc
<210> 96

<211>49

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 96
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27

24

gcgtaatacg actcactata ggccacacac agtctattgg cggtagttc 49

<210> 97
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 97

gcgtaatacg actcactata ggcatgtgaa aatgagttcce ttg 43

<210> 98

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 98

cttagcagct tgggcttcat cttcc

<210> 99

25

74



ES 2750 007 T3

<211> 26

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 99

gcatgtgaaa atgagttcct tgaagc 26
<210> 100

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 100

gcgtaatacg actcactata ggcttagcag cttgggcttc atc
<210> 101

<211>50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 101

gcgtaatacg actcactata gggatgtctg ttttgtgtce tgaaattcca
<210> 102

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 102

tctgtatccg cggctgtacc ag 22
<210> 103

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
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43

50



<400> 103

gatgtctgtt ttgtgtcctg aaattcca
<210> 104

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 104
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28

gcgtaatacg actcactata ggtctgtatc cgcggctgta ccag 44

<210> 105
<211> 56
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 105

gcgtaatacg actcactata ggatgtcgtc tactctagaa gataaagcta tctggg

<210> 106
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 106
aatccaagtc tacaactgcc ccgt
<210> 107
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 107

24

atgtcgtcta ctctagaaga taaagctatc tggg 34

<210> 108
<211> 46

<212> ADN

76
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<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 108

gcgtaatacg actcactata ggaatccaag tctacaactg ccecegt 46
<210> 109

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 109

gcgtaatacg actcactata ggaatttgga ccagagaatt g 41
<210> 110

<211> 29

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 110

ctcectccag ttttcaagaa gtagaactc 29
<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 111

ggaatttgga ccagagaatt gtgtgac 27
<210> 112

<211>43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 112

gcgtaatacg actcactata ggctccctcc agttttcaag aag 43
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<210> 113

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 113

gcgtaatacg actcactata gggcttgttg cccccgaatg ¢ 41
<210> 114

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 114

ctatcgggtt ggatggaact cg 22
<210> 115

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 115

gcttgttgcc cccgaatge 19
<210> 116

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 116

gcgtaatacg actcactata ggctatcggg ttggatggaa ctcg 44
<210> 117

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

78
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<223> Cebador

<400> 117

gcgtaatacg actcactata gggggagcag acgatcggtt gg 42
<210> 118

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 118

tcggacagac tcgttcattt ccc 23
<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 119

gggagcagac gatcggttgg 20
<210> 120

<211>45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 120

gcgtaatacg actcactata ggtcggacag actcgttcat ttccc 45
<210> 121

<211> 837

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 121
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gaacacggta
aacgagttga
cctaaggcca
atgtacgtgg
gtcctcgact
ccccacgceca
atcctcaccg
atcaaggaga
tcctectegt
aacgagaggt
tgcggtatce
gacctgtacg
aggatgcaga
cccccagage
<210> 122

<211> 756

<212> ADN

tcgtcaccaa
gagtcgcccece
acagggagaa
ccatccagge
ccggagatgg
tccteegtet
agagaggcta
agctctgcta
ccctcgaaaa
tcaggtgcce
acgaaaccac
ccaacaccgt
aggaaatcac

gcaaatactc

<213> Lygus hesperus

<400> 122
gagcacggca
aacgagctcc

CcCCaaagcca

gtecctcgact
ccycacgceca

atcctcacecg

atcaaggaga
gcctcecaccet
aacgagaggt
tgcggyatce
gacctgtacg
aggatgcaga
<210> 123
<211> 213
<212> ADN

tcatcaccaa
gcgtcegetee

acagggagaa

ccggagatgg
tccteegtet

agaggggtta

agctctgceta
ccctecgagaa
tcegttgecee
acgagaccgt
ccaacaccgt

aggaaatcac
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ctgggacgat
cgaggaacac
gatgacccag
tgtcectgteg
tgtctcccac
cgacttggct
ctccttcacg
cgtcgeecte
gtcctacgag
mgaagccctc
ttacaactcc
gctctctgga
cgcecectegee

cgtatggatc

ctgggacgac
cgaggagcac

gatgactcag

tgtctccecac
ggacttggct

ctctttcacs

cgtegetetg
gtcctacgag
cgaagcccte
ctacaactcc
cctectececgga

cgcecteget

atggagaaaa
ccegtectee
atcatgttcg
ctgtacgect
accgtcccga
ggccgtgact
accaccgccg
gacttcgagce
cttcccgacg
ttccagecett
atcatgaagt
ggcaccacca
ccatccacca

ggaggatcca

atggagaaga
cccatcctee

atcatgtttg

accgtcccca

ggmcgtgact

accaccgctg

gacttcgage
cttcecgacg
ttccagecett
atcatgaagt
ggcaccacca

cccteg

80

tctggcacca
tgactgaagc
aaaccttcaa
ccggtegtac
tctacgaggg
tgaccgacta
aaagggagat
aggaaatggc
gtcaagtcat
ccttettggg
gcgacgtgga
tgtacccagg
tgaagatcaa

tcctegecte

tctggcacca
tcacggaggce

agaccttcaa

tctaygaagg
tgactgacta

agagggaaat

aggaaatggc
gacaggtcat
ccttectggg
gcgacgtcga

tgtacccegg

caccttctac
ccecectcaac
cacacccgcce
cactggtatc
atacgctcty
ccttatgaag
cgtccegtgac
caccgccgceg
caccatcgga
aatggaagcc
catccgtaag
aatcgccgac
gatcatcgcet

cctetee

caccttctac
tccectcaac

cacccccgec

ttacgccecett
cctgatgaag

cgtccgegac

caccgecgec
caccatcggy
tatggaatcc
catcaggaaa

tatcgececgac

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

837

60

120

420

480
540
600
660
720

756



<213> Lygus hesperus

<400> 123
atccececeegg
ctttetgact
ggtgccaaga
aagaagatta
<210> 124
<211> 265
<212> ADN

atcagcagcg
acaacatcca
aaaggaagaa

agttggctgt

<213> Lygus hesperus

<400> 124

caargchaar
tggcaagcag
ccttcacttg
tcagaagtac
ggcgaccaac
<210> 125

<211> 384

<212> ADN

atccargaca
ctcgaagatg
gtccteegyce
aactgcgaca

tgtcgcaaga

<213> Lygus hesperus

<400> 125

aagaccctca
gtcaaggcta
gccggcaaac
acccttcact
ggaaagacca

atccaggaca

cttgaagacg
<210> 126
<211> 156

<212> ADN

caggaaagac
aaattcaaga
aactcgaaga
tggtgttgag
tcacccttga

aggaaggcat

gacgtaccct

<213> Lygus hesperus

<400> 126
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tcttatcttce
gaaagaatcce
gaagaactac

gcttaaatac

aggaaggsat
gccgcacact
tgagaggagg
aratgatctg

agaaa

catcactctt
caaggaaggt
tggccgtace
attgcgtgga
agtcgaaccc

ccccecagat

cteg

gccggtaage aattggaaga tggccgcacce

accttgecact trgtgetcag gettegyggt

tccactccca agaagatcaa gcacaagaag

tac

ycccccagay
ttcygactac
agtcatcgag

caggaagtgc

gaggtcgage
attcctccag
ctctctgact
ggtatgcaaa
tccgacacca

cagcagaggt

81

cagcagaggt
aacatccaga
cccrcectca

tacgctegtce

cttctgacac
atcagcagag
acaatattca
tctttgtcaa
tcgaaaatgt

tgattttecge

tgatcttege
aagagtccac
ggatyttggce

tccacccecag

catcgaaaac
attgatcttce
aaaagagtcc
aacattgact
caaggccaag

tggcaaacaa

60

120

180

213

60

120

180

240

265

60

120

180

240

300

360

384
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accctgtcecg actacaacat acagaaggag tccactcttc acttggtgtt gagattgegt
ggtggtatgce agatcttcgt caagacgttg acaggcaaga ccatcaccct tgaagtcgag
ccectetgaca ccatcgaaaa cgtcaagget aagatc

<210> 127

<211> 156

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 127

accctgtceg actacaacat acagaaggag tcgaccctcc atcttgtcecct ccgtcetgegt
ggtggtatgce agatttttgt caaaacgctg actggcaaga caatcaccct tgaagtagag
ccctetgaca ccatcgaaaa tgtcaaggeg aaaatc

<210> 128

<211> 141

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 128

cacttggtgt tgagattgcg tggtggtatg cagatcttcg tcaaaacctt gaccggcaag
acgatcactt tggaagtgga gccctctgac accattgaga atgttaaagce caagatccag
gacaaggaag gtatcccecce a

<210> 129

<211> 138

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 129

cttgtactcec gtctgegtgg tggtatgcag attttcgtga agaccttgac tggcaagacc
atcactcttg aggtcgagcce ctctgacacc attgaaaacg tcaaggccaa gatccaggac
aaggaaggta tcccccca

<210> 130

<211> 228

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 130

agcteycacg agaacgaact gatcctcatg agegttetye agtgtetgta cgactegaty

82

60

120

156

60

120

156

60

120

141

60

120

138

60
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agtcaaatcc tgaggaaaaa cgtygagaaa cgaacgatat tcgagaacct ggagatcgtc

atgctcgcca tggacgagat ctgcgacggt gggatactcc tggaggccga ccctacgtcce

gtcgtacage gagtcgeccat cecggaccgat gacatccect tgggegaa

<210>131
<211>418
<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 131
cttgracgta
ggctacactt

tgacttctgt

tgacattcac
ccgccaaatg
ggacttgcac
<210> 132
<211> 348
<212> ADN

ctcattgtca
ggcgacctga

aacataaaag

atcgatatta
tgggctgaat

gagtatttgg

<213> Lygus hesperus

<400> 132

gtcctagaca
accgtcgaaa
caggtcggtce
cctttgggtg
gtctttggtt
ttcttaacra
<210> 133

<211> 348

<212> ADN

ttgtrgectta
ttgcggceccaa
tgatcatagce
ggatggtcat
tcaccgacac

gagctattgg

<213> Lygus hesperus

<400> 133
gtatcggaaa

actgttgaaa
caggttggtce
cctttgggeg

atttatggtt

tggtgacttt
tggcggccaa
tgatcatage
ggatggtcat

tcactgacge

accagacagc
aattggtcga

ctaacgtcaa

tggactacat
tcgaatggga

cccatttggt

ccaactgaat
tgtgttcegt
tggatgggay
ccgtcaaaag
caacttcaag

cctygceccatce

ccaactgaat
tgtgttecegt
tggatgggat
ccgtcagaag

ccacttcaag

tgacactctt
gaagccgcaa

agtggcttce

agttcctgeca
aaacaaggta

caggagcacc

ttctacagaa
gatgtctact
aaagtcaagg
ttctgecatgg
gagaacatga

agccgcgacg

ttatacagaa
gatgtctgcet
gaagtcaaag
ttcgeccatga

gagaacatga

83

caaaattgca
ccctgegttt
actgaaaacg
cgaaacgtcg
tcttgttetg
tctgtcaaca

aacatgaagt

atgaaacgaa
acaggtaccg
gaggacaggt
gtggttctgg
cagaagccga

gttcatct

atgaaacaaa
acaggtaccg
gagcacaggt

gtggttctgg

ccgaagcgga

ctctggaatt
tggcgectca

gaattatttt

acactgaatt
ccaacctcac

gcttgaca

tgaagaaccg
wgaccagttg
gtacaatatt
cagcacgttt

gtgcaagaac

taaagaaccg
tgaccagctg
gtacatgatt
cagcaccttc

gtgcaagaac

120

180

228

60

120

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300



ES 2750 007 T3

ttcttaacca gagctattgg ccttgccatc agccgecgacg gtgegtcet

<210> 134
<211>1115

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 134

tcgettcecatt
gtgcgcetcetg
tgctccgega
tcattgaaga
aagattgtga
cgaaaacaat
tagctgttat
atcttctecec
tgagagatag
tcaattacat
aacatgttca
tcgtgtctac
ccccaagtaa
gagttccagg
tcaccgaatc
tcgtgttgea
ttcwgattga
cttacaacga
ccgtcackaa
<210> 135

<211>915

<212> ADN

tgtatctgaa
cctcaagttt
tgaaggtgga
taatcctgaa
gcacgttagt
tcaaccttct
tecgggetget
caacatcttg
ggcgacttac
tgtcgaccca
cgataaggta
tactgaagac
gatcgctcect
tctacaaagce
cgaaactgaa
gtttgaatgce
ggccagtgaa
aacacattgt

ttteggaget

<213> Lygus hesperus

<400> 135

aaggccaagg
aaagcaaaag
gaaactggaa
agaacgttcc

atgtacacgg

wattgggtga
ctgccaaatt
gagaggttca
tcaggcaaag

aagccctecgg

atcagtgatg
cccagaaagc
ttggagtaca
gctaaagaaa
ttggcagtca
cgatacatca
gcagtttctg
gttttgetgg
tattatcatc
atgcaggttt
cccactaaat
accgcacaag
ttacaatcaa
atacccggga
tacgttgtca
aagaacacgt
ggttacagaa
gcctacgtag

acactcagat

actgatccaa
agtcagaact
gctgtgeaag
tctcgaagcet

tttgggatcg

aattcaaaat
atagtaccct
gagcttcgat
ttggactcge
gaatccttca
gattcattta
ccecttgetea
ccecgatgeca
tactgaaatt
gtctggtgag
tcgatttgaa
aaacggtacc
cagttagtag
cattattcca
cgtgcaccaa
tgagygatca
tcgtcaagga
tgytgcaatt

ttatc

gcctccagge
ctggtagatt
gagtgcatag
cgactcatcg

agccttctca

84

cgtegtegte
aatgacattc
agctgatacc
tcatctcetge
tctacttggt
caatagggtt
gtttggagcect
aatggacact
gcaggagaaa
tctcgagaaa
gtcecgttcca
tgaaggctcc
ctatgcagag
tgtatcagaa
acttacatac
rcttettgag
aataccgatc

tccagagcaa

cctteectgte
tcttectaga
aatgggccac
ctttgtattt

aagaactgaa

caggctattc
ctgtctgceca
atcatcacaa
gagttcattg
aaagaaggac
atccttgaaa
ctatgtccag
gatgacgaag
ggacttattt
tegttggecce
cctgectectg
attagttcag
aagctgcaag
ccagttgaac
cctcatcace
aatgtcagag
tccaagcttce

ctttccctca

tgagatatct
tttagaggcc
aaccgagaga
cgayacgggc

aaaacttgac

348

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1115

60

120

180

240

300



gacaaaaatc
aatttgtcca
tgtccaccta
gaacaagatt
gtagactctce
aacactcecgg
cgagacatcg
ttccagtcca
catctgggca
tattcaagag
gagaagaagc
<210> 136

<211> 537

<212> ADN

tcettgtrga
aggctagagc
aaatgcaggce
tcaaaactgc
cgaaagcgtt
aggatgtaca
acgccatgaa
ctcttgaagg
ctctctacga
tacaagtgga

tctee

<213> Lygus hesperus

<400> 136

ttggccgetg
ttggcgactg
gagatggtcg
ctagtgaaga
ccgacgeccce
ggcgtacgge
ttgttccagt
aayttcatca
gacgctgtme
<210> 137

<211> 241

<212> ADN

tatctgectgg
agaacaartt
aagaacayat
gagcgcgcaa
aactcgttca
cgttcggagt
gcgatcctte
atggaaaaac

acaccgccat

<213> Lygus hesperus

<400> 137

tgcggaagca
ggaaattgaa
catgggctcc

agagatgaca

aagaaaagga
aggtacaage
agggaggacg

aaagctgtca
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agtyctgcett
agctctcaca
agccctggat
atattcctat
gactgctcta
gcaacttatt
aaacgtagct
ctacaagaaa
caacatgctg

atacgtctceg

cgccecttee
caagtctatt
tggaatggtc
gttagctcar
aaaggttgcc
gtcgttactce
tggcgcectac
ttteytggag

attgaccttg

aagctcgcecceg
aagrcagaga
ttgctgecag

atgtcaacaa

ctagagtcga
tcagcrcgca
ctccagtctg
ttctacgaag
aaatacatgce
tcaggaaaac
aaggcttctg
gagttgaaag
gaacaaaatt

aaagccatca

ataggcatta
ctctatgaag
tacagtggta
cagtacaagt
atggtgatgce
atytgcgggt
tttgecctgga
aagaggtaca

aaagaaggat

tttgaagcag
gaagcagttce
gatagacgct

agaacaagtg

85

aaacctacca
caacagcaaa
gaatacttca
ctttcgaagg
ttctctcaaa
ttgctttgaa
ccaagcggtce
aagacccgat
tgtgtcgtat

aactcccgac

aagcgcaaaa
aacactcgat
tgggacccga
tggtttatgg
aggagtacac
gggacgatgg

aagcaactgce
ttgaaaccca

tcgaaggtca

gccaaggaag
aaggagttcg
gacactcgtc

atccaaagaa

tgcactcage
ttccatctac
tgctgctgat
atatgattcg
aattatgttg
gcatgcaggg
ccttgcagat
tgtgaaggcc
aatcgaaccc

tcteccaggtyg

tggygtggtt
aaaaaagatt
ttacaggctg
acagaggata
gcaatcagga
ccgtcecrace
gatggggaag
agacatcgar

aatggat

aggctcagga
aagcccagca
agagaattga

tactggaact

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

915

60

120

180

240

300

360

420

480

537

60

120

180

240



t

<210> 138
<211> 538
<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 138

cgccteggtg
aatcgccrme
caaaaagcct
gaagggtcgt
gaaggtcctg
agccaagaag
cttcaaaaac
atcaaagatg
gaggcgcgag
<210> 139

<211> 657

<212> ADN

atgagatgcg
rccaactcta
gtggctgtce
caytgtggct
tgggtsaacm
atcgataggc
aagagggtac
ttgaaggacc

gagaggatcg

<213> Lygus hesperus

<220>
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gcaagaagaa
ggcaaaayat
actccagrgce
tyggtaagag
gaatgagrgt
aaatgtacca
tgatggactt
aggcagaggc

ccaccaagaa

<221> caracteristica miscelanea

<222> (366)..(366)

<223>nesa,c,got

<400> 139

gagaaatttg
ggcactggta
aaacttgctg
gacgcctteg
gcaattggta
atgttggagt
gctgcnacta
cgaaaaatcg
tegegecaaaa
gacttcaacg
agaagcgcga

<210> 140

aaaatttggg
agactctcct
gacctcagtt
ctttggccaa
cgaaaagatt
tgctgaacca
accgtgtgga
agttcccaca
tgaacatcag
gcgectcagtg

gtgtcgtcte

tattcaaccc
ggccagagcet
ggttcaaatg
agaaaaagct
cgactctgag
gctggatggt
cattttggac
tcccaacgag
cgtegacgte
caaagcagtt

ccacgaagac

agtgtggttg
ycgtaagctg
ccgegteegt
gaagggtacs
cctgecgacgg
cgacctttac
cattcacaag
gagacgtctc

gcaagagatc

cccaaggggyg
tgtgectgececce
tttattggag
cctgccatta
aaggcaggtg
ttcagttcca
cctgetttge
gacgccaggg
aatttcgagg
tgcgtggaag

ttcatggatg

86

gaccctaatg
atcaaggatg
aaaaacacag
gccaacgcca
ctccttaaaa
atgaaagcca
aagaaggctg
aaggtcaagg

atgcaggcgt

ttctgttata
aaaccaaatc
acggtgccaa
ttttcatcga
acagagaagt
cagctgatat
tacgatcggg
ctcgcatcat
aactcgcacyg
ctggtatgat

cgatattgga

aaatcaacga
gtttgatcat
aagccagacg
gaatgcctgt
aatacagaga
aaggtaacgt
aaaaggcgag
aggcgaagaa

acgcccga

tggaccacct
caccttectg
actcgtcagg
cgaattagac
gcagagaact
caaagttatt
tegtcecttgat
gcagatccac
gteccaccgac
cgctcttegt

agtycag

241

60

120

180

240

300

360

420

480

538

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



<211> 276
<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 140
aacaaaaccc
gagacygagg
gtgattaaaa
gaaaaattaa
accctteccag
<210> 141
<211> 625
<212> ADN

ttccatattt
aagatggtgce
catctactag

agcctgggga

ctgartatga

<213> Lygus hesperus

<400> 141

ctaaggccaa
tgtacgtgge
tcctcgacte
cccacgeccat
tcctcaccga
tcaaggagaa
cctectegte
acgagaggtt
gceggtatceca
acctgtacge
ggatgcagaa
<210> 142

<211> 168

<212> ADN

cagggagaag
catccaggcet
cggagatggt
ccteegtete
gagaggctac
gctctgctac
cctcgaaaag
caggtgccce
cgaaaccact
caacaccgtg

ggaaatcacc

<213> Lygus hesperus

<400> 142
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ggtctccaac
tgtggttgat
acaaacgtat
tttggtcgga

cgctcgagtg

atgacccaga
gtecectgtege
gtctcccaca
gacttggctg
tccttcacga
gtcgeccectceg
tcctacgage
gaagccctcet
tacaactcca
ctctectggag

gceccet

gtcattgagce
ttggatgcga
ttccttecag
gtaaataagg

aaagct

tcatgttcga
tgtacgecte
ccgtceccgat
gcecgtgactt
ccaccgccga
acttcgagca
ttecececgacgg
tccagecette
tcatgaagtg

gcaccaccat

tacttgatgt
gaagaaaagg
tcaytggktt

attcctattt

aaccttcaac
cggtegtace
ctacgaggga
gaccgactac
aagggagatc
ggaaatggcc
tcaagtcatc
cttcttggga
cgacgtggac

gtacccagga

tgacccagaa
gaagtgcgcce
ggttgatgcg

gattttggaa

acacccgcca
actggtatcg
tacgctctcee
cttatgaaga
gtccgtgaca
accgccgegt
accatcggaa
atggaagcct
atcecgtaagg

atcgccgaca

tgcttgatct tcttgggagt ggagtagttc ttcttcttcece ttttettgge accaccacga

agcctgagca ccaagtgcaa ggtggattct ttcectggatgt tgtagtcaga aagggtgcgg

ccatcttcca attgecttacc ggcgaagata agacgctget gatccggg

<210> 143
<211> 231

<212> ADN

87

60

120

180

240

276

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

625

60

120

168



<213> Lygus hesperus

<400> 143

gctaaaatcc
aagcagcteg
cacttggtcc
aagtacaact
<210> 144
<211> 300
<212> ADN

aagacaagga
aagatggceceg
tccgtcectgag

gcgacaagat

<213> Lygus hesperus

<400> 144

cactcttgag
ggaaggtatt
ccgtacccte
gcgtggaggt
cgaaccctce
<210> 145

<211> 172

<212> ADN

gtcgagectt
cctccagatce
tctgactaca
atgcaaatct

gacaccatcg

<213> Lygus hesperus

<400> 145
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agggattccc
cacactttece
aggaggagtc

gatctgcagg

ctgacaccat
agcagagatt
atattcaaaa
ttgtcaaaac

aaaatgtcaa

ccagaccagc
gactacaaca
atcgagccca

aagtgctacg

cgaaaacgtce
gatcttcgee
agagtccacc
attgactgga

ggccaagatc

agaggttgat
tccagaaaga
ccctcaggat

ctcgtecteca

aaggctaaaa
ggcaaacaac
cttcacttgg
aagaccatca

caggacaagg

cttecgetgge
gtccacccett
cttggctcag

c

ttcaagacaa
tcgaagatgg
tgttgagatt
cccttgaagt

aaggcatccc

gagcgttcte cagtgtctgt acgactcgat cagtcaaatc ctgaggaaaa acgttgagaa

acgaacgata ttcgagaacc tggagatcgt catgctcgec atggacgaga tctgcecgacgg

tgggatactc ctggaggccg accctacgtc cgtcgtacag cgagtcgeca tc

<210> 146
<211> 408
<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 146

gaacgtactc
tacacttggce

cttctgtaac

cattcacatc
ccaaatgtgg

cttgcacgag

attgtcaacc
gacctgaaat

ataaaagcta

gatattatgg
gctgaatteg

tatttggcce

agacagctga
tggtcgagaa

acgtcaaagt

actacatagt
aatgggaaaa

atttggtcag

cactcttcaa
gccgcaacce

ggcttccact

tcctgecatcet
caaggtatct

gagcaccaac

88

aattgcactc
tgcgttttgg

gaaaacggaa

tgttctgaca
gtcaacacca

atgaagtg

tggaattggc
cgcctcatga

ttatttttgg

ctgaattccg

acctcacgga

60

120

180

231

60

120

180

240

300

60

120

172

60

120



<210> 147
<211> 273

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 147
gaaccgaccg
cagttgcagg
aatattcctt
acgtttgtct
aagaacttct
<210> 148
<211>1041
<212> ADN

tcgaaattge
tcggtctgat
tgggtgggat
ttggtttcac

taacgagagc

<213> Lygus hesperus

<400> 148

gtegtegtee
atgacattcce
gctgatacca
catctectgeg
ctacttggta
aatagggtta
tttggagctce
atggacactg
caggagaaag
ctcgagaaat
tcegttcecac
gaaggctcca
tatgcagaga
gtatcagaac
cttacatacc
cttcttgaga
ataccgatct
ccagagcaac
<210> 149

<211>710

<212> ADN

aggctattcg
tgtctgecat
tcatcacaat
agttcattga
aagaaggacc
tccttgaaat
tatgtccaga
atgacgaagt
gacttatttt
cgttggccca
ctgctectgt
ttagttcage
agctgcaagg
cagttgaact
ctcatcacct
atgtcagagt
ccaagcttce

tttccctcac
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ggccaatgtg
catagctgga
ggtcatccgt
cgacaccaac

tattggectt

tgecgetetge
gctcegegat
cattgaagat
agattgtgag
gaaaacaatt
agctgttatt
tcttetecce
gagagatagg
caattacatt
acatgttcac
cgtgtctact
cccaagtaag
agttccaggt
caccgaatcc
cgtgttgcag
tcagattgag
ttacaacgaa

c

ttecegtgatg
tgggataaag
caaaagttct
ttcaaggaga

gce

ctcaagttte
gaaggtggat
aatcctgaag
cacgttagtt
caaccttctce
cgggctgetg
aacatcttgg
gcgacttact
gtcgacccaa
gataaggtac
actgaagaca
atcgctcctt
ctacaaagca
gaaactgaat
tttgaatgca
gccagtgaag

acacattgtg

89

tctactacag
tcaagggagg

gcatgggtgg

acatgacaga

ccagaaagca
tggagtacag
ctaaagaaat
tggcagtcag
gatacatcag
cagtttctge
ttttgctgge
attatcatct
tgcaggtttg
ccactaaatt
ccgcacaaga
tacaatcaac
tacccgggac
acgttgtcac
agaacacgtt
gttacagaat

cctacgtagt

gtaccgtgac
acaggtgtac
ttctggcage

agccgagtge

tagtacccta
agcttcgata
tggactecgcet
aatccttcat
attcatttac
ccttgectcag
ccgatgccaa
actgaaattg
tctggtgagt
cgatttgaag
aacggtacct
agttagtagce
attattccat
gtgcaccaaa
gagtgatcaa
cgtcaaggaa

gctgcaattt

60

120

180

240

273

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1041



<213> Lygus hesperus

<400> 149

ggtgaactga
aaattagtca
gttcagetgt
caaagtctcg
ctcggtttgg
gtggaagtcc
agagcagctc
caggcagccc
actgcatatt
gcgttgactg
gtacagcaac
atgaaaaacg
<210> 150

<211> 368

<212> ADN

tccaagccte
gaactctggt
gcaaggagtg
aagctcgact
gatcgagcecct
tgcttctaga
tcacatcage
tggatctcca
cctatttcta
ctctaaaata
ttatttcagg

tagctaaggce

<213> Lygus hesperus

<400> 150
aatggtgtgg
ataaaaaaga
gattacaggc
ggacagagga
acgcaatcag
ggccgtecga
gcgatggg
<210> 151
<211> 235
<212> ADN

ttttggecgac
ttgagatggt
tgctagtgaa
accgacgcece
gaggcgtacg

ccttgttceca

<213> Lygus hesperus

<400> 151

gcggaagcaa
gaaattgaaa
atgggctcca
gagatgacaa

<210> 152

agaaaaggaa
ggtacaagca
gggaggacgt

aagctgtcaa
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caggccctte
agatttcttce
catagaatgg
catcgectttg
tctcaaagaa
gtcgaaaacc
gcgcacaaca
gtctggaata
cgaagctttc
catgecttcte
aaaacttgct

ttctgeccaag

tgagaacaag
cgaagaacat

gagagcgcge

gcegttegga

gtgcgatccet

agctcgeegt
agacagagag
tgctgccagg

tgtcaacaaa

ctgtctgaga
ctagatttag
gccacaaccg
tatttcgaca
ctgaaaaaac
taccatgcac
gcaaattcca
cttcatgctg
gaaggatatg
tcaaaaatta
ttgaagcatg

cggtccettg

ttcaagtcta
attggaatgg
aagttagctc
caaaaggttg
gtgtcgttac

tctggegect

ttgaagcagg
aagcagttca
atagacgctg

gaacaagtga

90

tatctaaagc
aggccgaaac
agagaagaac
cgggcatgta
ttgacgacaa
tcagcaattt
tctactgtcecce
ctgatgaaca
attcggtaga
tgttgaacac
cagggcgaga

cagatttcca

ttctctatga
tctacagtgg

aacagtacaa

tcatctgegg

actttgectg

ccaaggaaga
aggagttcga
acactcgtca

tccaaagaat

aaaagctgcce
tggaagagag
gttectcagg
cacggaagcc
aaatctcctt
gtccaaggct
acctaaaatg
agatttcaaa
ctctccgaaa
tcecggaggat

catcgacgce

agaacactcg
tatgggaccc
gttggtttat
gcaggagtac
gtgggacgat

gaaagcaact

ggctcaggag
agcccagcac
gagaattgaa

actgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

710

60

120

60

120

180

235



<211>511
<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 152

ggtgatgaga
caacaccaac
gcectgtgget
tcgtcactgt
cctgtgggtce
gaagatcgat
aaacaagagg
gatgttgaag
cgaggagagg
<210> 153

<211> 495

<212> ADN

tgcggcaaga
tctaggcaaa
gtccactcca
ggcttcggta
aacagaatga
aggcaaatgt
gtactgatgg
gaccaggcag

atcgccacca

<213> Lygus hesperus

<400> 153
tgtgctgece
tttattggag

cctgecatta

aaggcaggtg

cctgetttge
gacgccaggg
aatttcgagg
tgcgtggaag
<210> 154
<211>45

<212> ADN

aaaccaaatc
acggtgccaa
ttttcatcga

acagagaagt

tacgatcggg
ctcgcatcat
aactcgcacg

ctggt

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 154
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agaaagtgtg
acatccgtaa
gagcccgegt
agaggaaggg
gagtcctgeg
accacgacct
acttcattca
aggcgagacg

agaagcaaga

caccttcctg
actcgtcagg
cgaattagac

gcagagaact

tcgtcttgat
gcagatccac

gtccaccgac

gttggaccct
gctgatcaag
ccgtaaaaac
taccgccaac
acggctcctt
ttacatgaaa
caagaagaag
tctcaaggtce

g

aaacttgctg
gacgcctteg
gcaattggta

atgttggagt

cgaaaaatcg
tcgecgcaaaa

gacttcaacg

gcgtaatacg actcactata ggctaaggcec aacagggaga agatg

<210> 155

91

aatgaaatca
gatggtttga
acagaagcca
gccagaatgce
aaaaaataca
gccaaaggta

gctgaaaagg

aaggaggcga

gacctcagtt
ctttggccaa
cgaaaagatt

tgctgaacca

agttcccaca

tgaacatcag

gcgctcagtg

45

acgaaatcgce
tcatcaaaaa
gacggaaggg
ctgtgaaggt
gagaagccaa
acgtcttcaa

cgagatcaaa

agaagaggcg

ggttcaaatg
agaaaaagct
cgactctgag

gctggatggt

tcccaacgag
cgtcgacgtce

caaagcagtt

60

120

180

240

300

360

420

480

511

420

480

495
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<211> 20

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 155

agggcggtga tttecttctg 20
<210> 156

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 156

ctaaggccaa cagggagaag atg 23
<210> 157

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 157

gcgtaatacg actcactata ggagggceggt gatttccttc tg 42
<210> 158

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 158

gcgtaatacg actcactata ggtgcttgat cttcttggga gtgga 45
<210> 159

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

92



<400> 159
cccggatcag cagcgtctta
<210> 160

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
<400> 160

tgcttgatct tcttgggagt gga
<210> 161

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
<400> 161
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gcgtaatacg actcactata ggcccggatc agcagcgtct ta 42

<210> 162
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 162

gcgtaatacg actcactata ggctaaaatc caagacaagg aaggg 45

<210> 163

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 163

gtggagacga gcgtagcact tc
<210> 164

<211> 24

<212> ADN

93
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<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 164

gctaaaatcc aagacaagga aggg 24
<210> 165

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 165

gcgtaatacg actcactata ggtggagacg agcgtagcac ttc 43
<210> 166

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 166

gcgtaatacg actcactata ggcactcttg aggtcgagceec ttctg 45
<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 167

gggatgcctt ccttgtcctg 20
<210> 168

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 168

cactcttgag gtcgagcctt ctg 23

94
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<210> 169

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 169

gcgtaatacg actcactata gggggatgcc ttccttgtec tg
<210> 170

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 170

gcgtaatacg actcactata gggagcgttc tccagtgtct gtacg
<210> 171

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 171

gatggcgact cgctgtacga 20
<210> 172

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 172

gagcgttctc cagtgtctgt acg 23
<210> 173

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

95

42

45
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<223> Cebador

<400> 173

gcgtaatacg actcactata gggatggcga ctcgctgtac ga 42
<210> 174

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 174

gcgtaatacg actcactata ggaacgtact cattgtcaac cagacag 47
<210> 175

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 175

cacttcatgt tggtgctcct gac 23
<210> 176

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 176

gaacgtactc attgtcaacc agacag 26
<210> 177

<211>45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 177

gcgtaatacg actcactata ggcacttcat gttggtgetc ctgac 45
<210> 178

<211> 42

96
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 178

gcgtaatacg actcactata gggaaccgac cgtcgaaatt gc 42
<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 179

ggcaaggcca atagctctcg 20
<210> 180

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 180

gaaccgaccg tcgaaattgc 20
<210> 181

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 181

gcgtaatacg actcactata ggggcaaggc caatagctct cg 42
<210> 182

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 182

97
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gcgtaatacg actcactata ggtcgtcgtc caggctattc gtg
<210> 183

<211>21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 183

ggtgagggaa agttgctctg g 21
<210> 184

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 184

gtcgtcgtce aggctattcg tg 22
<210> 185

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 185

gcgtaatacg actcactata ggtgagggaa agttgctctg g
<210> 186

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 186

gcgtaatacg actcactata ggggtgaact gatccaagcc tcca
<210> 187

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

98

43

41

44
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<220>

<223> Cebador

<400> 187

tggaaatctg caagggaccg 20
<210> 188

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 188

ggtgaactga tccaagcctc ca 22
<210> 189

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 189

gcgtaatacg actcactata ggtggaaatc tgcaagggac cg 42
<210> 190

<211>44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 190

gcgtaatacg actcactata ggaatggtgt ggttttggcg actg 44
<210> 191

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 191

cccatcgcag ttgctttcca 20

<210> 192

99
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<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 192

aatggtgtgg ttttggcgac tg 22
<210> 193

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 193

gcgtaatacg actcactata ggcccatcgce agttgetttc ca 42
<210> 194

<211> 44

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 194

gcgtaatacg actcactata ggcggaagca aagaaaagga aagc
<210> 195

<211> 29

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 195

ccagtattct ttggatcact tgttctttg 29
<210> 196

<211> 23

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

100



ES 2750 007 T3

<400> 196

gcggaagcaa agaaaaggaa agc 23
<210> 197

<211>51

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 197

gcgtaatacg actcactata ggccagtatt ctttggatca cttgttcttt g 51
<210> 198

<211>42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 198

gcgtaatacg actcactata ggtgatgaga tgcggcaaga ag 42
<210> 199

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 199

ctcttgcttc ttggtggega tc 22
<210> 200

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 200

ggtgatgaga tgcggcaaga ag 22
<210> 201

<211> 44

<212> ADN

101



ES 2750 007 T3

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 201

gcgtaatacg actcactata ggctcttgct tettggtgge gate 44
<210> 202

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 202

gcgtaatacg actcactata ggtgtgctgc ccaaaccaaa tc 42
<210> 203

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 203

accagcttcc acgcaaactg 20
<210> 204

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 204

tgtgctgccc aaaccaaatc 20
<210> 205

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 205

gcgtaatacg actcactata ggaccagctt ccacgcaaac tg 42

102



<210> 206
<211>193

<212> PRT

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 206

Leu Arg Ile

1

Asp

Val

Gly

Leu

65

Glu

Gln

Gly

Arg

Leu

145

Met

Phe

Lys

<210> 207

<211> 204

Gly

Ile

Thr

50

Leu

Ser

Thr

Ala

Asp

130

Thr

Ile

Leu

Glu

Lys
35

Gln

Asp

Met

Leu

His

115

Thr

Trp

Leu

Gln

<212> PRT

Phe

Gly
20

Tyr

val

Asn

Arg

Ala

100

Asp

Val

Phe

Cys

Ala
180

Leu

Glu

Val

Ala

Ser

Arg

Met

Tyr

Thr

Phe

Leu

165

Leu

Phe

Gly

Leu

Gly

Ala

70

Leu

Ile

Leu

Gly

Glu

150

Ile

Lys

Ala

Asn

Ile

Phe

55

Arg

Ile

Gln

Ser

Asn

135

Glu

Gln

Lys

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 207

ES 2750 007 T3

Leu

Ile

Phe
40

Ile

Asp

Met

Glu

Leu

120

Pro

Lys

vVal

Glu

Ser

Leu

25

Thr

Phe

Ser

Asn

Asn

105

Gln

Phe

Cys

Ile

Glu
185

Trp
10

Lys

Asn

Gly

His

Ala

Ile

Gln

Tyr

Gly

Asn

170

Gly

103

Lys

Leu

Ile

Leu

Phe

75

His

Ala

Pro

His

Trp

155

Thr

Gln

Ile

Glu

Leu

Ser

60

Gln

His

Cys

Leu

Gly

140

val

val

Ala

Ala

Asn

Ser
45

Gly

Pro

Glu

Cys

Pro

125

Cys

Ala

Leu

Asp

Gly

Gln

Trp

Ala

Arg

Glu

Gly

110

Ser

val

Gly

Ser

Thr
190

Lys
15

Ile

Tyr

Ser

Ile

Ser

95

Ala

Thr

Asp

Leu

Ile

175

Tyr

Gly

Ala

Ile

vVal

Arg

80

Arg

Asp

Cys

Glu

val

160

Ile

Arg



Pro

Gly

Ala

val

Lys

65

Thr

Glu

Pro

Glu

Ser

145

Asp

His

Leu

<210> 208

Ile

Ser

vVal

Gly

Arg

Asn

Leu

Leu

Thr

130

Leu

Gly

Ala

Met

<211> 96

Asn

Gly

Phe

35

Met

Gly

Trp

Arg

Asn

115

Phe

Tyr

Val

Ile

Lys
195

<212> PRT

Met

Met

20

Pro

Gly

Ile

Asp

Val

100

Pro

Asn

Ala

Ser

Leu

180

Ile

Cys

Cys

Ser

Gln

Leu

Asp

85

Ala

Lys

Thr

Ser

His

165

Arg

Leu

Asp

Lys

Ile

Lys

Thr

70

Met

Pro

Ala

Pro

Gly

150

Thr

Leu

Thr

Glu

Ala

Val

Asp

Leu

Glu

Glu

Asn

Ala

135

Arg

vVal

Asp

Glu

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 208

ES 2750 007 T3

Glu

Gly

Gly

40

Ser

Lys

Lys

Glu

Arg

120

Met

Thr

Pro

Leu

Arg
200

vVal

Phe

25

Arg

Tyr

Tyr

Ile

His

105

Glu

Tyr

Thr

Ile

Ala

185

Gly

Ala

10

Ala

Pro

Val

Pro

Trp

90

Pro

Lys

Val

Gly

Tyr

170

Gly

Tyr

104

Ala

Gly

Arg

Gly

Ile

75

His

vVal

Met

Ala

Ile

155

Glu

Arg

Ser

Leu

Asp

His

Asp

Glu

His

Leu

Thr

Ile

140

Val

Gly

Asp

Phe

Val

Asp

Gln

45

Glu

His

Thr

Leu

Gln

125

Gln

Leu

Tyr

Leu

vVal

Ala

30

Gly

Ala

Gly

Phe

Thr

110

Ile

Ala

Asp

Ala

Thr
190

Asp

15

Pro

val

Gln

Ile

Tyr

95

Glu

Met

Val

Ser

Leu

175

Asp

Asn

Arg

Met

Ser

Val

80

Asn

Ala

Phe

Leu

Gly

160

Pro

Tyr



Leu

Thr

Ile

Ala

Gln
65

Lys

<210> 209

Pro

Leu

Gln

Gly

Lys

Lys

<211> 87

Lys

Glu

Asp

35

Lys

Glu

Arg

<212> PRT

Met

Val

20

Lys

Gln

Ser

Lys

Gln

Glu

Glu

Leu

Thr

Lys
85

Ile

Pro

Gly

Glu

Leu
70

Lys

Phe

Ser

Ile

Asp

His

Asn

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 209

Phe Asn Gln

1

Thr

Asn

Gln

Ser

65

Leu

Gly

Vval

Lys

Lys
35

Arg Leu

50

Asp

Tyr

Arg Gly

<210> 210

<211> 192

<212> PRT

Thr

Thr

20

Ala

VvVal

Asn

Gly

Arg Asn Ala

Ile

Lys

Phe

Ile

Ile
85

Thr

Ile

Ala

Gln

70

Ile

Leu

Gln

Gly

Lys

Glu

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 210

ES 2750 007 T3

vVal

Asp

Pro

40

Gly

Leu

Tyr

Thr

Glu

Asp

40

Lys

Glu

Lys

Thr

25

Pro

Arg

val

Ser

Met

val

25

Lys

Gln

Ser

Thr

10

Ile

Asp

Thr

Leu

Thr
90

Gln

10

Glu

Glu

Leu

Thr

105

Leu

Glu

Gln

Leu

Arg
75

Pro

Ile

Pro

Gly

Glu

Leu
75

Thr

Asn

Leu

Ser

Leu

Lys

Phe

Ser

Ile

Asp

His

Gly

Val

Arg

45

Asp

Arg

Lys

Val

Asp

Pro

45

Gly

Leu

Lys

Lys

30

Leu

Tyr

Gly

Asn

Lys

Thr

30

Pro

Arg

Val

Thr

15

Ala

Ile

Asn

Gly

Gln
95

Thr

15

Ile

Asp

Thr

Leu

Ile

Lys

Phe

Ile

Ala
80

Ala

Leu

Glu

Gln

Leu

Arg



Asp

Thr

Leu

Lys

Lys

65

Leu

Tyr

Gly

Leu

Gln

145

Gly

Lys

<210> 211
<211>195

Gln

Leu

Arg

Thr

50

Ala

Ile

Asn

Gly

HQ
w

oa

Asp

Lys

Glu

Gln

Ser

Leu

35

Ile

Lys

Phe

Ile

Met

115

val

Lys

Arg

Ser

<212> PRT

Arg

Asp

20

Arg

Thr

Ile

Ala

Gln

100

Gln

Glu

Glu

Leu

Thr
180

Leu

Tyr

Gly

Leu

Gln

Gly

85

Lys

Ile

Pro

Gly

Glu

165

Leu

Ile

Asn

Gly

Glu

Asp

70

Lys

Glu

Phe

Ser

Ile

150

Asp

His

Phe

Ile

Met

Val

55

Lys

Gln

Ser

Val

Pro

Gly

Leu

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 211

ES 2750 007 T3

Ala

Gln

Gln

40

Glu

Glu

Leu

Thr

Lys

120

Thr

Pro

Arg

Val

Gly

Lys

25

Ile

Pro

Gly

Glu

Leu

105

Thr

Ile

Asp

Thr

Leu
185

Lys Gln
10

Glu Ser

Phe Val

Ser Asp

Ile Pro
75

Asp Gly

90

His Leu

Leu Thr

Glu Asn

Gln Gln
155

Leu Ser
170

Arg Leu

106

Leu

Thr

Lys

Thr

Pro

Arg

val

Gly

]
I )
[ ol

Arg

Asp

Arg

Glu

Leu

Thr

45

Ile

Asp

Thr

Leu

Lys

125

Lys

Leu

Tyr

Gly

Asp

His

30

Leu

Glu

Gln

Leu

Arg

110

Thr

Ala

Ile

Asn

Gly
190

Gly

15

Leu

Thr

Asn

Gln

Ser

95

Leu

Ile

Lys

Phe

Ile

175

Lys

Arg

Val

Gly

Val

Arg

80

Asp

Arg

Thr

Ile

Ala

160

Gln

Tyr



Leu

Ala

Ile

Asp

Asn

65

Asp

Val

Asn

Lys

Glu

145

Val

Thr

Leu

<210> 212
<211> 245

Lys

Met

Leu

Lys

50

Leu

Gly

Met

Cys

Arg

130

Ile

Ser

val

Leu

Asn

Glu

Ile

35

Thr

Phe

Leu

Gly

Leu

115

Ala

Cys

Arg

Ala

Lys
195

<212> PRT

Lys

Gly

20

Leu

Thr

Asn

Thr

Ser

100

Tyr

Val

Asp

val

Gln
180

Leu

Ser

Asp

Phe

Lys

Cys

85

Ser

Asp

Leu

Gly

Ala

165

val

val

Leu

Asn

Pro

Thr

70

Leu

His

Ser

Glu

Gly

150

Leu

Phe

Cys

Leu

Asp

Thr

55

His

Tyr

Glu

val

Ser

135

Ile

Arg

Gln

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 212

ES 2750 007 T3

Ser

Glu

Gly

40

Ser

Arg

Arg

Asn

Ser

120

Leu

Ile

Asn

Ser

Ser

Pro

25

Asn

Lys

Ala

Ser

Glu

105

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala
185

Leu

10

Thr

Arg

Glu

Asn

Asn

90

Leu

Ile

Ile

Asp

Asp

170

Lys

107

Glu

Leu

Ile

Gln

Ala

75

Val

Ile

Leu

val

Ala

155

Ile

Glu

Thr

Tyr

Leu

Lys

60

Glu

Asp

Leu

Arg

Met

140

Asp

Pro

Gln

Thr

Thr

Ala

45

Ala

Ile

Leu

Met

Lys

125

Leu

Ser

Ile

Leu

Arg

Ile

30

Lys

Phe

Ile

Phe

Ser

110

Asn

Ala

Asn

Gly

Lys
190

Ile

15

Lys

Tyr

Glu

Met

Phe

95

Ile

Val

Leu

Ser

Glu

175

Trp

Glu

Gly

Tyr

Lys

Leu

80

Tyr

Leu

Glu

Asp

Ala

160

Gln

Ser



Val

Glu

Ile

Ala

Leu

65

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

145

Thr

Gly

Ala

Pro

Leu

225

Lys

<210> 213
<211> 166

Glu

Ala

Val

Thr

50

Ala

Thr

Ala

Ile

Arg

130

Pro

Asn

Phe

Leu

val

210

Ser

Ile

Gln

Tyr

Asn

35

Leu

Pro

Glu

Ala

Met

115

Met

Leu

Met

Met

Ala

195

Ala

Leu

Val

<212> PRT

Asp

Val

20

Gln

Gly

Lys

Asn

Ser

100

Asp

Trp

Thr

Lys

Ala

180

Asn

Gly

Gly

Ala

Asn

His

Thr

Asp

Asp

Gly

85

Asp

Tyr

Ala

Asp

Cys

165

Ala

Leu

His

Asp

Ser
245

Ala

Val

Asn

Leu

Phe

70

Ile

Arg

Ile

Glu

Leu

150

Leu

Asn

Ser

Ile

Lys
230

Val

Asn

Asp

Lys

55

Cys

Ile

Asn

Val

Phe

135

Ala

Thr

Met

Ile

Arg

215

Ile

ES 2750 007 T3

Asp

Gln

Thr

40

Leu

Asn

Phe

Val

Pro

120

Glu

Asp

Pro

Tyr

Glu

200

Ile

Asn

Arg

Tyr

25

Leu

val

Ile

Gly

val

105

Ala

Trp

Tyr

Glu

Ala

185

Lys

Arg

Met

Phe

10

Asp

Gln

Glu

Lys

Asn

90

Val

Ser

Glu

Leu

Lys

170

Lys

Pro

Ala

Thr

108

Ser

Ile

Asn

Lys

Ala

75

Ile

Leu

Cys

Asn

Glu

155

Ala

Ser

Phe

Lys

Gln
235

Asp

Val

Cys

Pro

60

His

Val

Asn

Thr

Lys

140

His

Leu

Ile

Asn

Ser

220

Lys

Pro

Leu

Thr

45

Gln

Val

Tyr

Asp

Asp

125

Val

Leu

Ser

Phe

Lys

205

Gln

Gly

Val

Asp

30

Leu

Pro

Lys

Asp

Ile

110

Ser

Thr

Ile

Gly

Gly

190

Pro

Gly

Ile

Tyr

15

Val

Glu

Val

Val

val

95

His

Glu

val

Lys

Gln

175

Glu

Glu

Met

Pro

Ser

Leu

Leu

Val

Ala

80

Thr

Ile

Phe

Asn

Ser

160

Cys

Asp

Ala

Ala

Ser
240



<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 213

Glu Lys Pro

1

Lys

Ser

Tyr
65

Glu

Ala

Lys

Ser

Ile

145

Lys

Ala

Leu

5}

(S ]

Phe

Ser

Leu

Tyr

Glu

130

Leu

Lys

Phe

Val
35

W

Thr

Leu

Trp

Asp

115

Ser

Lys

Lys

<210> 214

<211> 309

<212> PRT

Ala

Arg
20

Glu

hid
)
ko]

Asn

His

Ile

100

Asn

Ile

Glu

Lys

Asn

Glu

Pro

I:"
(]
[

Asn

Tyr

85

Thr

Ser

Gly

Glu

Lys
165

Glu

Ile

Pro

n
a}

Ala
70

Leu

Ile

Thr

Lys

Lys

150

Lys

Asp

Phe

Thr

Asn

Pro

Leu

Lys

Ser
135

Asn

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 214

ES 2750 007 T3

Ile

Glu

Tyr

Thr

Arg

Glu
120

Phe

Met

Glu

Ala
25

Thr

hid
0
=]

Gln

Pro

Phe

105

Asn

Thr

Pro

Ser
10

Asp

Gln

Phe

Asp

90

Met

Val

Asn

Leu

109

Pro

Glu

Lys

w

Q

o H

Ser
75

Asp

Gly

Pro

Arg

Gln
155

Arg

Asn

Thr

(]

o b=

Lys

val

Asp

Ile

Lys
140

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

Tyr

Met

125

Glu

Asn

Ile

Pro

Ala

Pro

110

Gln

Tyr

Gln

Ile
15

Asn

Arg

bl
|._l
W

Leu

Ala

95

Glu

Ile

Gln

Ala

Asn

Gly

Pro

Lys
80

Gln

Pro

Ile

Glu

Lys
160



Tyr

Asp

Ala

Val

Ala

65

val

Ala

Ile

Arg

Glu

Gly

Lys

Tyr

Ala

50

Leu

Ser

Met

Ala

Gln

130

Gln

Arg

Asp

Cys

35

Val

Gly

Leu

Ala

Leu

115

Gly

Thr

Leu

Pro

20

Ser

Ser

Phe

Leu

Leu

100

Leu

Ala

Cys

Glu

Ile

Thr

Asp

Leu

Ala

85

Gly

Glu

Leu

Pro

Glu

Leu

Gly

Val

Leu

70

Glu

Ile

Pro

Ile

Lys

Ala

Arg

His

Asn

55

Phe

Ser

Ala

Met

Ala

135

Val

ES 2750 007 T3

Asp

Arg

Asn

40

Asp

Arg

Tyr

Cys

vVal

120

Ser

Ser

Ala

Ser

25

Gln

Asp

Thr

Asn

Ala

105

Met

Ala

Phe

Leu

10

Gly

Ala

Val

Pro

Pro

90

Gly

Phe

Met

Phe

110

Ile

Met

Ile

Arg

Glu

75

His

Thr

Asp

Ile

Arg

Gln

Tyr

Arg

Arg

60

Gln

val

Gly

Pro

Leu

140

Gln

Gln

Thr

Lys

45

Ala

Cys

Arg

Leu

vVal

125

Ile

Thr

Leu Ser
15

Ile Ala
30

Leu Leu

Ala Val

Pro Ser

Tyr Gly

95

Arg Glu

110

Asn Phe

Gln Gln

Tyr Ala

Ser

Met

His

Thr

val

80

Ala

Ala

Vval

Thr

Gln



145

Val

Leu

Leu

Leu

Ala

225

Lys

Ala

Val

His

Val
305

<210> 215
<211>152

Ile

Ala

Gln

Val

210

Leu

Met

Tyr

Thr

Glu

290

Cys

Ala

Gln

Ser

195

Phe

Ala

Pro

Pro

Thr

275

Lys

Arg

<212> PRT

Asn

Gly

180

Arg

Thr

Phe

Lys

Ala

260

Ala

Lys

Glu

Lys

165

Ile

Thr

Gln

Thr

Leu

245

Pro

Val

His

Arg

150

His

Ile

Gly

Tyr

Pro

230

Glu

Met

Leu

Arg

Glu

Asp

His

Trp

215

Thr

Leu

Glu

Ser

Asp
295

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 215

Phe Phe Asp Leu Phe

1

5

Phe Val Lys Met Leu

20

Trp Arg Asn Ala Ala

35

Phe Asp Gly Gly Val

Phe Val

Leu Asn

His

Ile

Ser

Ile

ES 2750 007 T3

Asp

Ala

Thr

200

Tyr

Cys

Lys

Glu

Ile

280

Glu

Ser

Gln

Thr

40

Gly

val

Gly

185

Asn

Trp

vVal

Ser

Lys

265

Ala

Lys

Asp

Ile

25

Gly

Ala

Met

170

Gly

Met

Phe

Ile

Asn

250

Lys

Ala

Asn

Phe

10

Ser

Thr

Asp

111

155

Ala

Arg

Leu

Pro
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280

Arg

val

Gln

Asn

Ser

360

Asn

Leu

Phe

Lys

185

Gln

Pro

Pro

Met

Val

265

Ile

vVal

Leu

Lys

Leu

345

Cys

Ser

Phe

Gly

170

Ser

Glu

Gln

Thr

Asn

250

His

Ala

Met

Asn

Asp

330

Ala

Ala

Thr

Lys

121

155

Lys

Tyr

Met

Gln

Pro

235

Leu

Gln

Ile

Leu

Asp

315

Asn

Met

Leu

Gly

Gln
395

Met

Val

Leu

Pro

220

Pro

Thr

Gly

Gly

Phe

300

Asp

Ala

Arg

Asp

Gly

380

Thr

val

Phe

Glu

205

Gly

Gly

Asp

Lys

Leu

285

vVal

Leu

Lys

Ala

Gln

365

His

Phe

Gln

Arg

190

Val

Gln

Ser

Leu

Cys

270

Leu

Gly

Lys

Tyr

Ala

350

Thr

Met

Gln

val

175

Gly

Gly

Pro

Arg

Ile

255

Ala

Glu

Gly

Gln

Met

335

Thr

Gly

Val

Arg

160

His

Thr

Arg

Met

Phe

240

Gly

Leu

Cys

Pro

Pro

320

Lys

Asn

Leu

Met

Ile
400



Phe

Leu

Ser

Ile

Ser

465

Pro

Gln

Asn

Asp

Ala

545

Leu

Asn

Tyr

Asp

Gln

625

Gly

Ser

Glu

Cys

Gly

450

Thr

Ile

His

Trp

Gln

530

Glu

Ile

Ser

His

Glu

610

Ser

Pro

Lys

val

val

435

Met

Thr

Pro

Ala

Ala

515

Glu

Ser

Arg

Phe

Leu

595

Thr

Leu

Pro

Asp

Lys

420

Ser

Gly

Met

Gln

Ser

500

Asp

Ala

Asp

Leu

Arg

580

Arg

Ser

Ile

Glu

Gln

405

Cys

Leu

Asn

Ala

Gly

485

Gly

Ala

Ala

Asp

Cys

565

Leu

Arg

Phe

Met

Pro
645

Lys

Ser

Asn

Thr

Leu

470

Gly

Gln

Ser

Ala

Ser

550

Gln

Gly

Ser

Tyr

Ile

630

val

Asn

Arg

val

val

455

Phe

Arg

Lys

Ala

Val

535

Pro

Lys

Glu

Gln

Arg

615

Gln

Leu

ES 2750 007 T3

Glu

Glu

Lys

440

Gln

Phe

Gly

Arg

Asn

520

Ile

Asp

Phe

Asn

Phe

600

His

Pro

Leu

Leu

Leu

425

Asn

Trp

Glu

Cys

Ile

505

Ile

Met

Val

Gly

Phe

585

Leu

Met

Ile

Asp

Lys

410

Lys

Pro

Lys

Val

Ile

490

Arg

His

Ala

Leu

Glu

570

Ser

Gln

Leu

Leu

Thr
650

Met

Ile

Leu

Met

Val

475

Gln

Val

His

Arg

Arg

555

Tyr

Leu

val

Met

Tyr

635

Ser

122

Ala

Gln

Val

Cys

460

Asn

Phe

Thr

Val

Met

540

Trp

Asn

Tyr

Phe

Arg

620

Ser

Ser

Phe

Gly

Ser

445

Thr

Gln

Ile

Thr

Ser

525

Ala

Val

Lys

Pro

Asn

605

Glu

Tyr

Ile

Asn

Gly

430

Asp

val

His

Thr

Val

510

Ala

vVal

Asp

Asp

Gln

590

Asn

Asp

Ser

Gln

Gly

415

Ile

Thr

Thr

Ser

Gln

495

Ala

Gly

Tyr

Arg

Asp

575

Phe

Ser

Leu

Phe

Pro
655

Thr

Gly

Glu

Pro

Ala

480

Tyr

Arg

Phe

Arg

Met

560

Pro

Met

Pro

Thr

Asn

640

Asp



Arg Ile Leu Leu Met Asp Thr
660

Glu Thr Ile Ala Gln Trp Arg
675

Tyr Glu Asn Phe Arg Gln Leu
690 695

Glu Ile Leu Gln Thr Arg Phe
705 710

Gln Gly Gly Ser Gln Ala Arg
725

Gln Thr His Asn Asn Met Tyr
740

Val Leu Thr Asp Asp Val Ser
755
Lys Leu Ala Val Ser Ser Thr
770 775
<210> 225
<211> 899
<212> PRT

<213> Leptinotarsa decemlineata

<400> 225

Met Pro Leu Arg Leu Asp Ile
1 5

Arg Val Lys Cys Val Asp Leu
20

Ser Leu Tyr Ser Gly Asn Ile
35

Gln Val Lys Ser Phe Glu Val
50 55

Phe Val Pro Arg Lys Asn Trp
65 70

Ile Arg Ile Phe Asn Tyr Asn
85

ES 2750 007 T3

Phe

Asn

680

Leu

Pro

Phe

Ala

Leu

760

Ala

Lys

His

Asn

40

Cys

Ile

Thr

Phe

665

Leu

Gln

Met

Leu

Tyr

745

Gln

Arg

Pro

25

Val

Asp

Val

Leu

Gln

Lys

Ala

Pro

Leu

730

Gly

Val

Lys

10

Ser

Trp

Leu

Ser

Asp
90

123

Ile

Tyr

Pro

Arg

715

Ser

Gly

Phe

Leu

Glu

Asn

Pro

Gly

75

Arg

Leu

Gln

vVal

700

Tyr

Lys

Asp

Met

Thr

Pro

Tyr

Val

60

Ser

Ile

Ile

Asp

685

Asp

Ile

Val

Gly

Asp
765

Ala

Trp

Glu

45

Arg

Asp

His

Phe

670

Met

Asp

Asp

Asn

Gly

750

His

Arg

Met

30

Asn

Ala

Asp

Ser

His

Pro

Ala

Thr

Pro

735

Ala

Leu

Ser

15

Leu

Gln

Ala

Met

Phe
95

Gly

Glu

Gln

Glu

720

Ser

Pro

Lys

Asp

Cys

Gln

Lys

Gln

80

Glu



Ala

Tyr

Asp

Ile

145

Ala

Ala

Tyr

Arg

Leu

225

Leu

His

Arg

Gly

Ala

305

Ser

Ile

His

Ile

Lys

130

Met

Ser

Asn

Tyr

Leu

210

Glu

Pro

Thr

Val

Tyr

290

val

Glu

Arg

Ser

Leu

115

Ala

Gln

Leu

Phe

His

195

val

Gly

Val

Asn

Trp

275

Asp

Ser

Leu

Asp

Asp

100

Thr

Trp

Ile

Asp

Thr

180

Gly

Lys

His

Ala

Thr

260

Thr

Glu

Met

Gln

Gly
340

Tyr

Ser

Ala

Ala

Arg

165

Leu

Gly

Ile

Ala

Leu

245

His

Ile

Gly

Asp

Gln

325

Glu

Val

Ser

Cys

Ile

150

Thr

Glu

Asp

Trp

Gln

230

Thr

Arg

Cys

Ser

Ala

310

Ala

Arg

Arg

Asp

Gln

135

Asn

Leu

Gly

Lys

Asp

215

Asn

Gly

Leu

Cys

Ile

295

Ser

Asn

Leu

ES 2750 007 T3

Cys

Asp

120

Gln

Pro

Lys

His

Pro

200

Tyr

val

Ser

Glu

Leu

280

Leu

Gly

Leu

Pro

Ile

105

Met

vVal

Lys

Val

Glu

185

Tyr

Gln

Thr

Glu

Asn

265

Lys

Val

Gly

Lys

Val
345

Ile

Leu

Phe

Asp

Trp

170

Lys

Leu

Asn

Ala

Asp

250

Cys

Gly

Lys

Lys

Ala

330

Ser

Val

Ile

Glu

Asn

155

Gln

Gly

Ile

Lys

Val

235

Gly

Leu

Ser

val

Ile

315

Leu

Val

124

His

Lys

Gly

140

Asn

Leu

Val

Ser

Thr

220

Cys

Thr

Asn

Asn

Gly

300

Ile

Pro

Lys

Pro

Leu

125

His

Thr

Gly

Asn

Gly

205

Cys

Phe

val

Tyr

Asn

285

Arg

Trp

Glu

Asp

Thr

110

Trp

Ser

Phe

Ala

Cys

190

Ala

Val

His

Arg

Gly

270

Val

Glu

Ala

Gly

Met
350

Gln

Asn

His

Ala

Ser

175

Val

Asp

Gln

Pro

val

255

Phe

Ser

Glu

Arg

Gly

335

Gly

Pro

Trp

Tyr

Ser

160

Thr

Asp

Asp

Thr

Glu
240

Trp

Glu

Leu

Pro

His

320

Glu

Ala



Cys

Vval

Leu

385

Asp

Phe

Glu

Leu

Ile

465

Leu

Val

Ala

Leu

Asn

545

Pro

Vval

Leu

Glu

val

370

Arg

Ser

Lys

Gly

Thr

450

Gln

Ala

Gln

Ala

Trp

530

Tyr

Leu

Asp

Glu

Ile

355

Val

Asn

Ser

Asn

Ile

435

Phe

Pro

Thr

Lys

Phe

515

Val

Phe

Tyr

Lys

Tyr

Tyr

Cys

Lys

Glu

Phe

420

Tyr

Tyr

Arg

Glu

Ala

500

Asp

Gly

val

Vval

Glu

580

Gln

Pro

Gly

Ala

Tyr

405

Lys

Gly

Asp

Ala

Asp

485

Arg

Val

Asp

Gly

Leu

565

Leu

Thr

Gln

Asp

Phe

390

Ala

Glu

Gly

Trp

val

470

Ser

Glu

Leu

Cys

Gly

550

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

375

Gly

Ile

Arg

Phe

Glu

455

Tyr

Tyr

Asn

Gly

Phe

535

Glu

Tyr

val

Val

ES 2750 007 T3

Ile

360

Glu

Ser

Arg

Lys

Leu

440

Thr

Trp

Phe

Asn

Glu

520

Ile

Leu

Val

val

Met

Gln

Tyr

Ala

Glu

Asn

425

Leu

Leu

Ser

Ile

Gln

505

Met

Tyr

val

Pro

Ser

585

Arg

His Asn

Ile Ile

Gln Glu
395

Ser Gly
410

Phe Lys

Gly Ile

Asp Leu

Asp Ser

475

Leu Ser
490

Val Ala

Asn Glu

Thr Asn

Thr Ile

555

Arg Asp
570

Tyr Gln

Arg Asp

125

Pro

Tyr

380

Phe

Ser

Ser

Lys

Val

460

Gly

Tyr

Glu

Ser

Ala

540

Ala

Asp

Leu

Phe

Asn

365

Thr

Val

Thr

Asp

Ser

445

Arg

Lys

Asp

Asp

Val

525

Val

His

Arg

Leu

Pro

Gly

Ala

Trp

Ile

Phe

430

Val

Arg

Leu

Ser

Gly

510

Arg

Asn

Leu

Leu

Leu

590

Thr

Arg

Met

Ala

Arg

415

Ser

Ser

Ile

Val

Glu

495

Val

Thr

Arg

Asp

Tyr

575

Ser

Ala

Phe

Ala

Gln

400

Ile

Ala

Gly

Glu

Cys

480

Gln

Glu

Gly

Ile

Arg

560

Leu

val

Asp



Arg

Phe

625

Asp

Thr

Gln

Glu

Thr

705

Gln

Gly

Pro

Glu

Ala

785

Gly

Arg

Glu

val

610

Leu

Pro

Ala

Leu

Cys

690

Ser

Ala

Asp

Glu

Ile

770

Gly

Leu

Gly

Arg

595

Leu

Glu

Glu

Lys

Ala

675

Met

Ser

Glu

Leu

Ala

755

Val

Gln

Gln

Leu

Asn
835

Pro

Lys

His

val

660

Glu

Gln

Gly

Gly

Pro

740

Ala

Glu

Ser

Glu

Phe

820

Leu

Ser

Gln

Arg

645

Leu

Leu

Lys

Asp

Lys

725

Lys

Phe

Leu

Leu

Ala

805

Pro

Val

Ile

Gly

630

Phe

Ala

Ala

Ala

Glu

710

His

Cys

Phe

Trp

Ala

790

Ile

Ala

Ala

Pro

615

Phe

Glu

Gln

Ala

Gln

695

Gln

Asn

Leu

Ala

Lys

775

Asp

Glu

Ser

Glu

ES 2750 007 T3

600

Lys

Lys

Leu

Glu

Ser

680

Asp

Leu

Leu

Asp

Arg

760

val

Pro

Thr

val

Ala
840

Glu

Gln

Ala

Ala

665

Thr

Tyr

Val

Ser

Ile

745

Ser

Lys

Lys

Gln

Ser

825

Arg

His

Gln

val

650

Asn

Asn

Gly

Gln

Phe

730

Leu

Tyr

Leu

Ser

Lys

810

Thr

Ala

126

Arg

Ala

635

Ala

Asn

Asn

Gly

Ser

715

Leu

vVal

Leu

Thr

Tyr

795

Tyr

Thr

Gln

Thr

620

Leu

Leu

Pro

Leu

Leu

700

Leu

Ser

Ser

Pro

Ser

780

Glu

Leu

Ile

Met

605

Arg

Ala

Glu

Gln

Gln

685

Leu

Gly

Tyr

Thr

Asp

765

Ile

Asn

Glu

VvVal

Lys
845

val

Val

Asp

Lys

670

Leu

Leu

Glu

Phe

Gly

750

Arg

Asn

Leu

Gln

Pro

830

Gly

Ala

Ser

Leu

655

Trp

Ala

Leu

Leu

Leu

735

Arg

Ile

Glu

Phe

Gln

815

Asn

Gly

His

Thr

640

Asp

Ser

Lys

Ala

Thr

720

vVal

Leu

Ser

Lys

Pro

800

Asp

His

Ala



Ala Val Phe Gln Gln
850

Phe Glu Gln Asp Glu
865

Ile Asp Asp Asn Ile
885

Leu Ser Asp

<210> 226

<211> 279

<212> PRT

<213> Lygus hesperus
<400> 226

Glu His Gly Ile Val
1 5

His Thr Phe Tyr Asn

20

Leu Leu Glu Ala

-3
=2
>}
U@
t
g
=2
1

Ile
65

Gln Ala Val Leu

Val Leu Asp Ser Gly

85

Gly Ala Leu Pro

100

Tyr

Thr
115

Asp Leu Asp Tyr

Phe Thr

130

Thr Thr Ala

Leu Val Ala

145

Cys Tyr

Ser

Asp

870

Asp

Thr

Glu

Pro

G
i
=

Ser

70

Asp

His

Leu

Glu

Leu
150

Arg
855

Asp

Thr

Asn

Leu

Leu

Leu

Gly

Ala

Met

Arg

135

Asp

ES 2750 007 T3

Leu Leu Ser Gly

860

Leu Asp Leu Asp

875

Ile
890

Thr Asp Asn

Trp Asp Asp Met Glu

10

Val
25

Arg Ala Pro Glu

Pro Lys Ala Asn

3
=3
b
g
]
o)
V)

o |
o =

Tyr Ala Ser Gly

75

Arg

Val His Thr Vval

90

Ser

Ile Leu Leu

105

Arg Asp

Lys Ile Leu Thr Glu

120

Glu Ile Val Arg Asp

140

Phe Glu Gln Glu

155

Met

127

Lys

Glu

Thr

Pro

Leu

Arg

125

Ile

Ala

Ile

His
30

Glu

|
g
=

Thr

Ile

Ala

110

Gly

Lys

Thr

Glu Lys Thr Ile

Leu Glu Gly Val

Ile Asp Asp Asp

895

Trp
15

Pro

Lys

Gly

Tyr

95

Gly

Tyr

Glu

Ala

Ser

Asn

880

Leu

His

val

Met

Ile
80

Glu

Ser

Lys

Ala
160



Ser Ser Ser Ser Leu
165

Ile Thr Ile Gly Asn
180

Pro Ser Phe Leu Gly
195

Asn Ser Ile Met Lys
210

Asn Thr Val Leu Ser
225

Arg Met Gln Lys Glu
245

Lys Ile Ile Ala Pro
260

Ser Ile Leu Ala Ser
275

<210> 227

<211> 252

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 227

Glu His Gly Ile Ile
1 5

His Thr Phe Tyr Asn
20

Leu Leu Thr Glu Ala

Thr Gln Ile Met Phe
50

Ile Gln Ala Val Leu
65

Val Leu Asp Ser Gly
85

Glu

Glu

Met

Cys

Gly

230

Ile

Pro

Leu

Thr

Glu

Pro

Glu

Ser

70

Asp

Lys

Arg

Glu

Asp

215

Gly

Thr

Glu

Ser

Asn

Leu

Leu

Thr

55

Leu

Gly

ES 2750 007 T3

Ser

Phe

Ala

200

Val

Thr

Ala

Arg

Trp

Arg

Asn

40

Phe

Tyr

Val

Tyr

Arg

185

Cys

Asp

Thr

Leu

Lys
265

Asp

val

25

Pro

Asn

Ala

Ser

Glu

170

Cys

Gly

Ile

Met

Ala

250

Tyr

Asp

10

Ala

Lys

Thr

Ser

His
90

128

Leu

Pro

Ile

Arg

Tyr

235

Pro

Ser

Met

Pro

Ala

Pro

Gly

75

Thr

Pro

Glu

His

Lys

220

Pro

Ser

Val

Glu

Glu

Asn

Ala

60

Arg

Val

Asp

Ala

Glu

205

Asp

Gly

Thr

Trp

Lys

Glu

Arg

45

Met

Thr

Pro

Gly

Leu

190

Thr

Leu

Ile

Met

Ile
270

Ile

His

30

Glu

Tyr

Thr

Ile

Gln

175

Phe

Thr

Tyr

Ala

Lys

255

Gly

Trp

15

Pro

Lys

Val

Gly

Tyr
95

val

Gln

Tyr

Ala

Asp

240

Ile

Gly

His

Ile

Met

Ala

Ile

80

Glu



Gly

Asp

Phe

Leu

145

Ala

Ile

Pro

Asn

Asn
225

Tyr

Leu

Thr

130

Cys

Ser

Thr

Ser

Ser

210

Thr

Arg Met

<210> 228

<211>71

Ala

Thr

115

Thr

Tyr

Thr

Ile

Phe

195

Ile

Val

Gln

<212> PRT

Leu

100

Asp

Thr

Val

Ser

Gly

180

Leu

Met

Leu

Lys

Pro

Tyr

Ala

Ala

Leu

165

Asn

Gly

Lys

Ser

Glu
245

<213> Lygus hesperus

<400> 228

Ile Pro Pro

1

Asp

Gln

Asp Gly Arg Thr Leu

His Leu Val

35

Asn Tyr Ser

50

Leu Ala Val

65

<210> 229

<211> 88

20

Leu

Thr

Leu

Arg

Pro

Lys

His

Leu

Glu

Leu

150

Glu

Glu

Met

Cys

Gly

230

Ile

Gln

Ser

Leu

Lys

Tyr
70

Ala

Met

Arg

135

Asp

Lys

Arg

Glu

Asp

215

Gly

Thr

Arg

Asp

Arg

Lys
55

Tyr

ES 2750 007 T3

Ile

Lys

120

Glu

Phe

Ser

Phe

Ser

200

val

Thr

Ala

Leu

Tyr

Gly

40

Ile

Leu

105

Ile

Ile

Glu

Tyr

Arg

185

Cys

Asp

Thr

Leu

Ile

Asn

25

Gly

Lys

Arg

Leu

val

Gln

Glu

170

Cys

Gly

Ile

Met

Ala
250

Phe

10

Ile

Ala

His

129

Leu

Thr

Arg

Glu

155

Leu

Pro

Ile

Arg

Tyr

235

Pro

Ala

Gln

Lys

Lys

Asp

Glu

Asp

140

Met

Pro

Glu

His

Lys

220

Pro

Ser

Gly

Lys

Lys

Lys
60

Leu

Arg

125

Ile

Ala

Asp

Ala

Glu

205

Asp

Gly

Lys

Glu

Arg

45

Lys

Ala

110

Gly

Lys

Thr

Gly

Leu

190

Thr

Leu

Ile

Gln

Ser

30

Lys

Lys

Gly

Tyr

Glu

Ala

Gln

175

Phe

val

Tyr

Ala

Leu

15

Thr

Lys

Ile

Arg

Ser

Lys

Ala

160

Val

Gln

Tyr

Ala

Asp
240

Glu

Leu

Lys

Lys



ES 2750 007 T3

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (55)..(55)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazucar que se produce de forma natural

<400> 229

Lys Ala Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly Ile Pro Pro Asp Gln Gln Arg
1 5 10 15

Leu Ile Phe Ala Gly Lys Gln Leu Glu Asp Gly Arg Thr Leu Ser Asp
20 25 30

Tyr Asn Ile Gln Lys Glu Ser Thr Leu His Leu Val Leu Arg Leu Arg
35 40 45

Gly Gly Val Ile Glu Pro Xaa Leu Arg Ile Leu Ala Gln Lys Tyr Asn
50 55 60

Cys Asp Lys Met Ile Cys Arg Lys Cys Tyr Ala Arg Leu His Pro Arg
65 70 75 80

Ala Thr Asn Cys Arg Lys Lys Lys
85

<210> 230

<211>128

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 230

Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu Val Glu Pro Ser Asp
1 5 10 15

Thr Ile Glu Asn Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly Ile Pro
20 25 30

Pro Asp Gln Gln Arg Leu Ile Phe Ala Gly Lys Gln Leu Glu Asp Gly
35 40 45

Arg Thr Leu Ser Asp Tyr Asn Ile Gln Lys Glu Ser Thr Leu His Leu
50 55 60

130



ES 2750 007 T3

Val Leu Arg Leu Arg Gly Gly Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr
65 70 75 80

Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu Val Glu Pro Ser Asp Thr Ile Glu Asn
85 90 95

Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly Ile Pro Pro Asp Gln Gln
100 105 110

Arg Leu Ile Phe Ala Gly Lys Gln Leu Glu Asp Gly Arg Thr Leu Ser
115 120 125

<210> 231

<211> 52

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 231

Thr Leu Ser Asp Tyr Asn Ile Gln Lys Glu Ser Thr Leu His Leu Val
1 5 10 15

Leu Arg Leu Arg Gly Gly Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly
20 25 30

Lys Thr Ile Thr Leu Glu Val Glu Pro Ser Asp Thr Ile Glu Asn Val
35 40 45

Lys Ala Lys Ile
50

<210> 232

<211> 47

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 232

His Leu Val Leu Arg Leu Arg Gly Gly Met Gln Ile Phe Val Lys Thr
1 5 10 15

Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu Val Glu Pro Ser Asp Thr Ile
20 25 30

Glu Asn Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly Ile Pro Pro
35 40 45

<210> 233

<211> 46

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 233

131



ES 2750 007 T3

Leu Val Leu Arg Leu Arg Gly Gly Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu
1 5 10 15

Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu Val Glu Pro Ser Asp Thr Ile Glu
20 25 30

Asn Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly Ile Pro Pro
35 40 45

<210> 234

<211>76

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 234

Ser Ser His Glu Asn Glu Leu Ile Leu Met Ser Val Leu Gln Cys Leu
1 5 10 15

Tyr Asp Ser Ile Ser Gln Ile Leu Arg Lys Asn Val Glu Lys Arg Thr
20 25 30

Ile Phe Glu Asn Leu Glu Ile Val Met Leu Ala Met Asp Glu Ile Cys
35 40 45

Asp Gly Gly Ile Leu Leu Glu Ala Asp Pro Thr Ser Val Val Gln Arg
50 55 60

Val Ala Ile Arg Thr Asp Asp Ile Pro Leu Gly Glu

65 70 75

<210> 235

<211> 139

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazuUcar que se produce de forma natural
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (64)..(64)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazucar que se produce de forma natural
<400> 235

Leu Xaa Val Leu Ile Val Asn Gln Thr Ala Asp Thr Leu Gln Asn Cys
1 5 10 15

132



Thr Leu Glu Leu Ala
20

Gln Pro Cys Val Leu
35

Val Lys Val Ala Ser
50

Tyr Asp Val Ser Gly
65

Asp Ile His Ile Asp
85

Asp Thr Glu Phe Arg
100

Val Ser Val Asn Thr
115

Leu Val Arg Ser Thr
130

<210> 236

<211> 116

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 236

Val Leu Asp Ile Val
1 5

Asn Glu Glu Pro Thr
20

Tyr Tyr Arg Tyr Arg

Trp Asp Lys Val Lys

Met Val Ile Arg Gln
65

Val Phe Gly Phe Thr
85

Glu Cys Lys Asn Phe
100

Asp Gly Ser Ser
115

Thr

Ala

Thr

Ala

70

Ile

Gln

Asn

Asn

Ala

val

Asp

Gly

Lys

70

Asp

Leu

Leu

Pro

Glu

55

Ala

Met

Met

Leu

Met
135

Tyr

Glu

Gln

Gly

Phe

Thr

Thr

ES 2750 007 T3

Gly

His

40

Asn

Ser

Asp

Trp

Thr

120

Lys

Gln

Ile

Leu

40

Gln

Cys

Asn

Arg

Asp

25

Asp

Gly

Asp

Tyr

Ala

105

Asp

Cys

Leu

Ala

25

Gln

Vval

Met

Phe

Ala
105

Leu

Phe

Ile

Arg

Ile

90

Glu

Leu

Leu

Asn

10

Ala

Val

Tyr

Gly

Lys
90

Ile

133

Lys

Cys

Ile

Asn

75

val

Phe

His

Thr

Phe

Asn

Gly

Asn

Gly

75

Glu

Gly

Leu

Asn

Phe

60

Val

Pro

Glu

Glu

Tyr

Val

Leu

Ile

60

Ser

Asn

Leu

Val

Ile

45

Gly

Val

Ala

Trp

Tyr
125

Arg

Phe

Ile

45

Pro

Gly

Met

Ala

Glu

30

Lys

Asn

Val

Ser

Glu

110

Leu

Asn

Arg

30

Ile

Leu

Ser

Thr

Ile
110

Lys

Ala

Ile

Leu

Cys

95

Asn

Ala

Glu

15

Asp

Ala

Gly

Thr

Glu
95

Ser

Pro

Asn

Xaa

Asn

80

Ser

Lys

His

Thr

val

Gly

Gly

Phe

80

Ala

Arg



<210> 237
<211>116

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 237

Val Ser Glu

1

Asn

Cys

Trp

Met

65

Ile

Glu

Asp

<210> 238
<211>371

Lys

Tyr

Asp

50

vVal

Tyr

Cys

Gly

Glu

Arg

35

Glu

Ile

Gly

Lys

Ala
115

<212> PRT

Met

Pro

20

Tyr

Val

Arg

Phe

Asn

100

Ser

Val

Thr

Arg

Lys

Gln

Thr

85

Phe

<213> Lygus hesperus

<220>

Thr

Val

Asp

Gly

Lys

70

Asp

Leu

Phe

Glu

Gln

Ala

55

Phe

Ala

Thr

<221> caracteristica miscelanea

<222> (321)..(321)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazuUcar que se produce de forma natural

<400> 238

ES 2750 007 T3

Gln

Met

Leu

40

Gln

Ala

His

Arg

Leu

Ala

25

Gln

Val

Met

Phe

Ala
105

Asn

10

Ala

Val

Tyr

Ser

Lys

90

Ile

Leu

Asn

Gly

Met

Gly

75

Glu

Gly

Tyr

Val

Leu

Ile

60

Ser

Asn

Leu

Arg

Phe

Ile

45

Pro

Gly

Met

Ala

Asn

Arg

Ile

Leu

Ser

Thr

Ile
110

Glu

15

Asp

Ala

Gly

Thr

Glu

95

Ser

Thr

Val

Gly

Gly

Phe

80

Ala

Arg

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

1

5

10

134

15



Gln

Leu

Tyr

Pro

65

Asp

Lys

Tyr

Ser

Ile

145

Arg

Gly

Ser

Lys

Glu

225

Pro

Lys

Ala

Met

Arg

50

Glu

Cys

Glu

Asn

Ala

130

Leu

Asp

Leu

Leu

Phe

210

Asp

Ser

Leu

Ile

Thr

35

Ala

Ala

Glu

Gly

Arg

115

Leu

val

Ile

Glu

195

Asp

Thr

Lys

Gln

Arg

20

Phe

Ser

Lys

His

Pro

100

Vval

Ala

Leu

Ala

Phe

180

Lys

Leu

Ala

Ile

Gly

Ala

Leu

Ile

Glu

val

85

Lys

Ile

Gln

Leu

Thr

165

Asn

Ser

Lys

Gln

Ala

245

Val

Leu

Ser

Ala

Ile

70

Ser

Thr

Leu

Phe

Ala

150

Tyr

Tyr

Leu

Ser

Glu

230

Pro

Pro

Cys

Ala

Asp

55

Gly

Leu

Ile

Glu

Gly

135

Arg

Tyr

Ile

Ala

Val

215

Thr

Leu

Gly

ES 2750 007 T3

Leu

Met

40

Thr

Leu

Ala

Gln

Ile

120

Ala

Cys

Tyr

Val

Gln

200

Pro

Val

Gln

Leu

Lys

25

Leu

Ile

Ala

val

Pro

105

Ala

Leu

Gln

His

Asp

185

His

Pro

Pro

Ser

Gln

Phe

Arg

Ile

His

Arg

90

Ser

Vval

Cys

Met

Leu

170

Pro

Val

Ala

Glu

Thr

250

Ser

135

Pro

Asp

Thr

Leu

75

Ile

Arg

Ile

Pro

Asp

155

Leu

Met

His

Pro

Gly

235

val

Ile

Arg

Glu

Ile

60

Cys

Leu

Tyr

Arg

Asp

140

Thr

Lys

Gln

Asp

val

220

Ser

Ser

Pro

Lys

Gly

45

Ile

Glu

His

Ile

Ala

125

Leu

Asp

Leu

Val

Lys

205

Val

Ile

Ser

Gly

His

30

Gly

Glu

Phe

Leu

Arg

110

Ala

Leu

Asp

Gln

Cys

190

vVal

Ser

Ser

Tyr

Thr

Ser

Leu

Asp

Ile

Leu

95

Phe

Ala

Pro

Glu

Glu

175

Leu

Pro

Thr

Ser

Ala

255

Leu

Thr

Glu

Asn

Glu

Gly

Ile

Val

Asn

val

160

Lys

vVal

Thr

Thr

Ala

240

Glu

Phe



His

Val

Glu

305

Xaa

Ser

Phe

Arg

<210> 239

<211> 305

val

Thr

290

Cys

Ile

Lys

Pro

Phe
370

Ser
275

Cys

Lys

Glu

Leu

Glu

355

Ile

<212> PRT

260

Glu

Thr

Asn

Ala

Pro

340

Gln

Pro

Lys

Thr

Ser

325

Tyr

Leu

<213> Lygus hesperus

<220>

val

Leu

Leu

310

Glu

Asn

Ser

Glu

Thr

295

Ser

Gly

Glu

Leu

<221> caracteristica miscelanea

<222> (4)..(4)

ES 2750 007 T3

Leu

280

Tyr

Asp

Tyr

Thr

Thr
360

265

Thr

Pro

Gln

Arg

His

345

val

Glu

His

Leu

Ile

330

Cys

Thr

Ser

His

Leu

315

val

Ala

Asn

Glu

Leu

300

Glu

Lys

Tyr

Phe

Thr

285

Val

Asn

Glu

Val

Gly
365

270

Glu

Leu

Val

Ile

Vval

350

Ala

Tyr Val

Gln Phe

Arg Val
320

Pro Ile
335

Leu Gln

Thr Leu

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazuUcar que se produce de forma natural

<400> 239

Lys Ala Lys

1

Ser

Asp

Cys

Arg

Glu

Phe

Lys

50

Gln

Ile

Phe

35

Glu

Ser

Xaa

Ser

20

Leu

Cys

Leu

Leu

Lys

Asp

Ile

Glu

Gly

Ala

Leu

Glu

Ala
70

Glu

Lys

Glu

Trp

55

Arg

Leu

Ala

Ala

40

Ala

Leu

Ile

Ala

25

Glu

Thr

Ile

Gln

10

Lys

Thr

Thr

Ala

136

Ala Ser Arg Pro

Leu Val Arg Thr

30

Gly Arg Glu Val

45

Glu Arg Arg Thr

60

Leu Tyr Phe Asp

75

Phe Leu

15

Leu Val

Gln Leu

Phe Leu

Thr Gly



Met

Lys

Ser

Leu

Met

145

Glu

Gly

Met

Leu

Ala

225

Phe

Ile

Asn

Val

Ser
305

<210> 240

<211> 179

Tyr

Lys

Lys

Thr

130

Gln

Gln

Tyr

Leu

Ile

210

Met

Gln

Val

Leu

Ser
290

Thr

Leu

Thr

115

Ser

Ala

Asp

Asp

Leu

195

Ser

Lys

Ser

Lys

Cys

275

Lys

<212> PRT

Glu

Asp

100

Tyr

Ala

Ala

Phe

Ser

180

Ser

Gly

Asn

Thr

Ala

260

Arg

Ala

Ala

85

Asp

His

Arg

Leu

Lys

165

Val

Lys

Lys

val

Leu

245

His

Ile

Ile

<213> Lygus hesperus

<400> 240

Leu

Lys

Ala

Thr

Asp

150

Thr

Asp

Ile

Leu

Ala

230

Glu

Leu

Ile

Lys

Gly

Asn

Leu

Thr

135

Leu

Ala

Ser

Met

Ala

215

Lys

Gly

Gly

Glu

Leu
295

ES 2750 007 T3

Leu

Leu

Ser

120

Ala

Gln

Tyr

Pro

Leu

200

Leu

Ala

Tyr

Thr

Pro

280

Pro

Gly

Leu

105

Asn

Asn

Ser

Ser

Lys

185

Asn

Lys

Ser

Lys

Leu

265

Tyr

Thr

Ser

90

Val

Leu

Ser

Gly

Tyr

170

Ala

Thr

His

Ala

Lys

250

Tyr

Ser

Leu

137

Ser

Glu

Ser

Ile

Ile

155

Phe

Leu

Pro

Ala

Lys

235

Glu

Asp

Arg

Gln

Leu

Val

Lys

Tyr

140

Leu

Tyr

Thr

Glu

Gly

220

Arg

Leu

Asn

Val

Val
300

Leu

Leu

Ala

125

Cys

His

Glu

Ala

Asp

205

Arg

Ser

Lys

Met

Gln

285

Glu

Lys

Leu

110

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu

190

Val

Asp

Leu

Glu

Leu

270

Vval

Lys

Glu

95

Leu

Ala

Pro

Ala

Phe

175

Lys

Gln

Ile

Ala

Asp

255

Glu

Glu

Lys

Leu

Glu

Ala

Lys

Asp

160

Glu

Tyr

Gln

Asp

Asp

240

Pro

Gln

Tyr

Leu



Leu

Asn

Glu

Met

Ala

65

Pro

Thr

Gly

Ala

Gly

145

Asp

Ala

Gly

Glu

Val

50

Arg

Thr

Gln

Trp

Tyr

130

Lys

Ala

Ala

Val

His

35

Tyr

Lys

Pro

Ser

Asp

115

Phe

Thr

val

Gln Met Asp

<210> 241

<211> 80

<212> PRT

val

Vval

20

Ser

Ser

Leu

Gln

Gly

100

Asp

Ala

Phe

His

Ser

Leu

Ile

Gly

Ala

Leu

85

Gly

Gly

Trp

Leu

Thr
165

<213> Lygus hesperus

<220>

Ala

Ala

Lys

Met

Gln

70

val

val

Arg

Lys

Glu

150

Ala

Gly

Thr

Lys

Gly

55

Gln

Gln

Arg

Pro

Ala

135

Lys

Ile

<221> caracteristica miscelanea

<222> (28)..(28)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazuUcar que se produce de forma natural

<400> 241

ES 2750 007 T3

Ala

Glu

Ile

40

Pro

Tyr

Lys

Pro

Thr

120

Thr

Arg

Leu

Pro

Asn

25

Glu

Asp

Lys

Val

Phe

105

Leu

Ala

Tyr

Thr

Ser

10

Lys

Met

Tyr

Leu

Ala

90

Gly

Phe

Met

Ile

Leu
170

138

Ile

Phe

Val

Arg

Val

75

Met

Vval

Gln

Gly

Glu

155

Lys

Gly

Lys

Glu

Leu

60

Tyr

val

Ser

Cys

Lys

140

Thr

Glu

Ile

Ser

Glu

45

Leu

Gly

Met

Leu

Asp

125

Asn

Gln

Gly

Lys

Ile

His

Val

Gln

Gln

Leu

110

Pro

Phe

Asp

Phe

Ala

15

Leu

Ile

Lys

Arg

Glu

95

Ile

Ser

Ile

Ile

Glu
175

Gln

Tyr

Gly

Ile

80

Tyr

Cys

Gly

Asn

Glu

160

Gly



Ala

Glu

Phe

Ala

Ala
65

<210> 242

<211> 179

Glu

Ala

Lys

Arg

50

val

Ala

Gln

Glu

35

Ile

Asn

<212> PRT

Lys

Glu

20

Phe

Asp

val

Lys

Glu

Glu

Ala

Asn

<213> Lygus hesperus

<220>

Arg

Tle

Ala

Asp

Lys
70

Lys

Glu

Gln

Thr

55

Glu

<221> caracteristica miscelanea

<222> (23)..(24)

ES 2750 007 T3

Ala

Arg

His

40

Arg

Gln

Arg

Tyr

25

Met

Gln

val

Arg

10

Lys

Gly

Arg

Ile

Leu

Gln

Ser

Ile

Gln
75

Lys

Xaa

Arg

Glu

Arg

Gln

Arg

Glu

45

Glu

Ile

Ala

Glu

Asp

Met

Leu

Lys Glu

15

Lys Gln

Val Ala

Thr Lys

Glu Leu
80

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazUcar que se produce de forma natural

<400> 242

Ala Ser Val

1

Glu

Leu

Arg

Cys

65

Lys

Lys

Ile

Ile

Ala

50

Gly

Val

Tyr

Asn

Lys

35

Arg

Phe

Leu

Arg

Met

Glu

20

Asp

Val

Gly

Trp

Glu
100

Arg

Ile

Gly

Arg

Lys

Val

85

Ala

Cys

Ala

Leu

Lys

Arg

70

Asn

Lys

Gly

Xaa

Ile

Asn

55

Lys

Arg

Lys

Lys

Xaa

Ile

40

Thr

Gly

Met

Ile

Lys

Asn

25

Lys

Glu

Thr

Arg

Asp
105

Lys

10

Ser

Lys

Ala

Ala

Val

90

Arg

139

Val Trp Leu Asp

Arg

Pro

Arg

Asn

75

Leu

Gln

Gln

Val

Arg

Ala

Arg

Met

Asn

Ala

45

Lys

Arg

Arg

Tyr

Ile

30

Val

Gly

Met

Leu

His
110

Pro Asn
15

Arg Lys

His Ser

Arg His

Pro Val
80

Leu Lys
95

Asp Leu



Tyr Met Lys Ala Lys
115

Asp Phe Ile His Lys
130

9]

Arg Arg Glu Glu Arg

Tyr Ala Arg

<210> 243

<211> 219

<212> PRT

<213> Lygus hesperus
<400> 243

Glu Lys Phe Glu Asn
1 5

Tyr Gly Pro Pro Gly
20

Ala Gln Thr Lys Ser
35

Gln Met Phe Ile Gly
50

Leu Ala Lys Glu Lys
65

Ala Ile Gly Thr Lys
85

Val Gln Arg Thr Met
100

Ser Thr Ala Asp Ile
115

Leu Asp Pro Ala Leu
130

Gly

Lys

Leu

Thr

Thr

Asp

Ala

70

Arg

Leu

Lys

Leu

Asn

Lys

135

Ala

Gly

Gly

Phe

Gly

55

Pro

Phe

Glu

Val

Arg
135

ES 2750 007 T3

vVal
120

Ala

b

Q

Thr

Ile

Lys

Leu

40

Ala

Ala

Asp

Leu

Ile

120

Ser

Phe

Glu

t-l
o
[

Lys

Gln

Thr

25

Lys

Lys

Ile

Ser

Leu

105

Ala

Gly

Lys

Lys

[
et
[//]

Lys
170

Pro

10

Leu

Leu

Leu

Ile

Glu

Asn

Ala

Arg

140

Asn

Ala

R <
(6,
G b

Gln

Pro

Leu

Ala

Val

Phe

75

Lys

Gln

Thr

Leu

Lys

Arg
140

-
et
(%]

Glu

Lys

Ala

Gly

Arg

60

Ile

Ala

Leu

Asn

Asp
140

Arg
125

Ser

9]

Ile

Gly

Arg

Pro

45

Asp

Asp

Gly

Asp

Arg

125

Arg

val

Lys

b
[
[\

Met

Val

Ala

30

Gln

Ala

Glu

Asp

Gly

110

Vval

Lys

Leu

Met

Gln
175

Leu

15

Cys

Leu

Phe

Leu

Arg

Phe

Asp

Ile

Met

Leu

Leu

Ala

vVal

Ala

Asp

Glu

Ser

Ile

Glu



Phe

145

Ser

Arg

Glu

Glu

Pro His

Arg Lys

Ser Thr

Ala Gly

195

Asp Phe
210

<210> 244

<211> 92

<212> PRT

Pro

Met

Asp

180

Met

Met

Asn

Asn

165

Asp

Ile

Asp

<213> Lygus hesperus

<220>

Glu

150

Ile

Phe

Ala

Ala

Asp

Ser

Asn

Leu

Ile
215

<221> caracteristica miscelanea

<222> (55)..(55)

ES 2750 007 T3

Ala Arg Ala

Val Asp Val
170

Gly Ala Gln
185

Arg Arg Ser
200

Leu Glu Val

Arg Ile Met Gln

155

Asn Phe Glu Glu

Cys Lys Ala Val

190

Ala Ser Val Vval

Gln

205

Ile His
160

Leu Ala
175

Cys Val

Ser His

<223> Xaa puede ser cualquier aminoazUcar que se produce de forma natural

<400> 244

Asn
1

vVal

Ala

Thr

Pro

65

Thr

Lys Thr

Asp Pro

Arg Arg
35

Tyr Phe
50

Gly Asp

Leu Pro

<210> 245

<211> 258

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GFP

Leu

Glu

20

Lys

Leu

Leu

Ala

Pro

Glu

Gly

Pro

val

Glu

Tyr

Thr

Lys

Val

Gly

70

Tyr

Leu

Glu

Cys

Xaa

55

vVal

Asp

Val Ser Asn Val Ile Glu Leu

10

Glu Asp Gly
25

Ala Val Ile

40

Gly Leu Val

Asn Lys Asp

Ala Arg Val
90

141

Ala

Lys

Asp

Ser

75

Lys

Val

Thr

Ala

60

Tyr

Ala

Val Asp

Ser Thr

45

Glu Lys

Leu Ile

Leu Asp

15

Leu Asp

Arg Gln

Leu Lys

Leu Glu
80



<400> 245

agatacccag
gtacaggaaa
cagttcggta

ggtgataccc

ES 2750 007 T3

atcatatgaa acggcatgac tttttcaaga gtgccatgcc cgaaggttat
gaactatatt tttcaaagat gacgggaact acaagacacg taagtttaaa
ctaactaacc atacatattt aaattttcag gtgctgaagt caagtttgaa

ttgttaatag aatcgagtta aaaggtattg attttaaaga agatggaaac

attcttggac acaaattg
<210> 246

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 246

gcgtaatacg actcactata ggagataccc agatcatatg aaacgg
<210> 247

<211> 24

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 247

caatttgtgt ccaagaatgt ttcc 24
<210> 248

<211> 24

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 248

agatacccag atcatatgaa acgg 24
<210> 249

<211> 46

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador

<400> 249

142

46

60

120

180

240

258
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gcgtaatacg actcactata ggcaatttgt gtccaagaat gtttcc 46

<210> 250

<211>170

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Intron

<400> 250

ctcgagecctg agagaaaage atgaagtata cccataacta acccattagt tatgcattta
tgttatatct attcatgectt ctactttaga taatcaatca ccaaacaatg agaatctcaa
cggtcgcaat aatgttcatg aaaatgtagt gtgtacactt accttctaga

<210> 251

<211> 2752

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 251

143

60

120

170



gaagtgacgt
tcgtaatttt
ggaaaaaaga
caggttcact
cgtaggatgt
tceegtteta
ctatagggca
atacgccgceca
agagtatact
gtgtttggat
gctaccaacc
acttgggtgt
caagcaagta
gcaaagggca
aagttgtgac
gggtcagggt
gttggagtge
ttcccaaggg
tgacatccag
ggcattgaga

gacaggtttg

gtgacgtgtt
gttccaaaaa
atgacgacct
tggaacgtet
ctctatcaac
tgcactagga
aagttgtggg
atttccgage
atatctagag
gatgacgagce
aactccctag
gaaggttgtt
caggacatgc
atgggcggte
atgagcctca
aagcgacctc
tcctacccca
cctggtcaag
aaagataatg
gcagccacta

gcggaaatga
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cttttgeccta
ctctaaattc
acgaggagtt
ggccatcaag
cactaaaaga
atacctgtag
tgtgtaactt
agcatcagcce
ctcaattttt
taggagctct
ttggtctgat
cccggagceta
ttgggatcgg
agcagccatt
ccgacttgtt
ttagatcaac
acacgggagc
ttgtcaatga
cccgcectacat
atgggcattc

agcaatgttg

tgtcaaatta
ccatgtgatt
cattcaacag
tegecategaa
acgcacggat
agccatactce
ctgtttccag
tgctgagttg
gcctectata
gaaagattcg
cacgtttggt
cgtgttcaga
aaaggtttcc
ccccaccaat
gggcgaaatg
gggtgctget
aaaagtcatg
tgacctgagg
gaaaaaagcc
agtagacatt

caattctact

144

ttgcatgtcce
tcttctacgg
agcgaggagc
gccaccaggt
cttccagcecta
aacccgatgt
aggaatccgt
attccatcat
ttectattgg
ttacaaacgt
aaaatggtcc
ggcaccaagg
gcttctecte
cggttcattc
cagcgtgatce
ctagctattg
ttgttccttg
gaacctatcc
attaaacatt
tattcctgtg

gggggtcata

gtgattttct
cgaagcccca
gcgacggtat
tggtegtace
ttcaatacga
gccaagtaaa
tcccaccaca
tctcaactat
tggtggatac
ctctatcttt
aagttcacga
atttgacgtc
agcaacagca
agccgattca
catggccagt
ccattgggtt
gtggcccttg
gctctcatca
acgattcttt
ctttagatca

tggtgatggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



tgacaccttce
aaaaggcgaa
aaaagttatg
tgaaactgac
taccactgct
tggaagagga
ccgagtaacc
tgcaggattt
tgaaactgat
ccagaaattc
ctcgetttac
caacagccca
gagcttgatc
ccttttggac
aatcctcatc
acctgaatat
cctgcacact
tagattcctt
aggggaattt
ccttaaaaag
tttagaaaag
ttcgtgcaat
cattttttca
aattatattt
attgattttg
<210> 252

<211> 3191

<212> ADN

aactccactt
ttcaaaatgg
ggagccattg
atagggcettg
gccatgttcet
tgtatacagt
actgtagcca
gatcaggaag
gatggacctg
ggcgagtaca
ccacagttca
gacgaaacgt
atgattcagc
acttccagca
ttccacggecg
gagaacttca
cggttcccca
ctctccaaag
ggagcccectg
ctagccgttt
aagcctgttt
gagtgaaata
ttttttacca
aaaattattg

tattagctca

<213> Lygus hesperus

<400> 252
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tgttcaaaca
ctttcaatgg
ggccttgegt
gaggaacttg
ttgaggtagt
tcataactca
ggaattggge
ctggagcggt
atgtcatgag
acaaggatga
tgtatcactt
cgtactatcg
cgatcctgta
ttcaacctga
agaccatcgc
agcagctcct
tgccgaggta
tcaacccatc
tgctcactga
catttactge
tttttcagta
cttacacttt
ccttactaag
tttatatcaa

ttaagttatt

gacgttccag
cgtagttgaa
ttcattgaat
ccagtggaag
aaaccaacac
ataccagcat
tgatgcgact
actcatggcecce
atgggetgat
tccaaatagt
gagaaggtcc
tcacatcttg
cagttacagt
tcggatcctg
ccagtggcegt
acaggctcct
cattgacacc
ccaaactcac
tgatgtttce
ctagatgttt
tcaaattcac
attgatcact
aatgaagtat
tgggtatatt

aaaaataaat

agggtgctcet
gtcaaaacct
acgaaaggtc
ttectgecacat
gctgctecta
gcgtegggece
accaacatgce
aggatggtcg
cgcatgttga
ttcecgectcee
caattcttge
atgcgggaag
ttcaacggtc
ctgatggaca
gcccaaaggt
gtagacgatg
gaacagggcg
aacaacatgt
ctccaagtct
attcccaget
aatttttttt
ttgttttgga
ttgggtaaat
tttaattaaa

ttatatatta

cccgtgatca
cccgagagcet
cgtgtgttag
ttaaccaaaa
tccctcaagg
aaaggcgcat
accatgttag
ttcacagagc
ttegtetttg
cagaaaactt
aggtattcaa
atttgtcgca
cagaaccagt
ccttcttecca
accaggacct
ctaaggaaat
gatcacaagc
acggctatgg
tcatggaaca
caaaaatcca
tgttaatatt
ccatagtaaa
ttacgttgca
tcgttgatac

cc

gatctgataa gagattgatg tggtttagtt tgtttgacgt agatttgtaa cattttgatt

ccgaatttaa ttgatatttc tcacaatgcc tctcaaattg gacatcaaga gaaagctgtce

tgctcgatca gaccgtgtga aatgtgtcga tctgcaccca actgagecgt ggatgttgge

145

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2752

60

120

180



ttctctctac
cttcgaagta
ggtcacaggc
acattccttc
ttacatattg
gctatgccag
gaaggataac
ggactctgca
ctactaccac
aatatgggat
aactgcagtt
cgttegettg
aagagtatgg
gggttccatt
agaaaaaatt
gactgacgag
tcectgegaa
ttgecggtgat
ttccgeccaa
gtctaccgtce
agctgaaggt
ctacgactgg
ctggtccgaa
attcgaccag
tgagctcegtce
catctacaca
ggctcacctc
cctgtgegac
tcagactget
tgttcagecat

tctggctgtg

aacggaaacg
tgcgagcettce
tcggacgaca
gaggcccatt
acgtgcageg
caagtcttcg
aacactttceg
gcggecaact
ggaggagata
taccagaaca
tgcctccaca
tggcactcag
gccatacget
atggtcaagg
gtttgggctce
agtgaaattc
gtttteceege
ggagaataca
gagttcgtct
cgacttttca
atttttgggg
gaaactttgg
gcagggcatc
agcgccatct
ggtgaagtca
aatgccgttt
gacactacaa
aagcatcata
gtgatgagga
cgctcaagag

tccacggatg
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ttcacatttg
caatcagggc
tgcacgttcg
ctgattattt
atgacatgcet
aaagccacac
cctectgecte
tcactttgga
agccgtatct
aaacgtgcgt
ctgaactacc
caacctatcg
gtctcaaagg
ttggtcgaga
gacattctga
gcgatgggga
aaagcatcgce
tcatctacac
gggcccagga
ggcagttcaa
gacagcttct
agttgatcag
tcttggcaat
cgacgtccac
atgatactgt
gtcggatcaa
tgtacctcct
acatcatttg
gagactttga
ttgctcattt

ccgagcacaa

gaaccacgaa
tgcagttttce
tgtcttcaac
gagatgcatc
gatcaagcetg
ccattacgtc
gctcgaccac
cggacacgaa
catctectgge
tcagactttg
aatcgcaatt
acttgaatcg
ctcaaaccac
agaaccggcc
aatccagcag
gaaactccca
ccacaaccce
tgccatgget
ctcttctgac
ggaaaggaag
cggagttagg
aagcatcgac
cgttactgac
ccctggaact
caagaccgga
ctactacgtt
aggatacgtg
ttacacgttg
aactgctgac
cctggaaaaa

gtttgaactt

146

actcaacagc
gtaccgagga
tacaacactc
atcgtacatc
tggaactggg
atgcagatcg
accctcaaag
aaaggagtta
gcggacgatc
gagggacacg
actggctcgg
tccttgaact
attgctettg
atttccatgg
gtcaatttga
gtagcagcta
aatgggaggt
ttgcgtaata
tacgccatcc
aacttcaagc
actgtaactg
attcaagcga
gacagttact
gacggctacg
ttgtgggttg
ggtggtgaga
gcccgccaga
cttctgtcetg
cgagttttge
cagggcttca

gcgcttecage

ttctgaaatc
agaactgggt
tcgagegtgt
ctacacagcce
aaaaaaattg
tgctgaaccc
tgtggcagtt
actgcgtcga
acatggtcaa
ctcaaaatat
aagatggaac
acggctttga
ggtacgacga
atgttaatgg
agtctctcat
aagacatggg
ttgtggttgt
aaagtttcgg
gcgaagggac
ctgaatttgg
gactgtccct
aagcgccgta
atctcttgaa
aagatgcctt
gtgactgttt
tcgtcacegt
acctgctgta
tcctcegaata
ccactattece
aaaggcaagc

tcagtgattt

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



ggaagcagca
agagttggcg
gcactacgga
actggcagaa
gatgggtaac
agctttcette
aaccctttct
attccccaag
aaggattccce
agaaatgaaa
cagtatcaac
tgaaatcttc
cgcgceccagtt
cctcgaattg
agaagacctc
caattataat
tgggtggtat
aactataaaa
ggatgatgta
attacagcct
<210> 253

<211> 859

<212> ADN

gtcggectag
atgtcagagg
ggacttctge
agctcgetgt
gtggaaaagt
gcececggacct
aaggacaaga
cacaccgagg
gcctegtege
gaagccgaag
aatctaattg
tccgaagege
ccgectgeceg
gaaatcgaaa
cttatagatt
ccacataatt
tctgttctca
tgcaatattt
tcaattattg

c

<213> Lygus hesperus

<400> 253

aagcagtggt
gtgtggttct
ggtgatgaga
caacaccaac
gcectgtgget
tcgtcattgt
cctgtgggte

gaagatcgat

atcaacgcag
cttcgteccga
tgcggcaaga
tctaggcaaa
gtccactcca
ggcttcggta
aacagaatga

aggcaaatgt
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cgagggaaat
ccaagctagg
tcectgtcaac
ccgatggcaa
gtctccaaat
atatgcctaa
cggggcaatc
ctctgaaage
acaaggatat
caaacggtcet
atgtttctga
ccgtegtgte
cgagacctca
atatgaattt
agggatcatt
aagtattatc
cgttttcatt
atatgaagtt

tgttccataa

agtacttttt
ccatgagttc
agaaagtgtg
acatccgtaa
gagcccgegt
agaggaaggg
gagtcctgeg

accacgacct

cggcagcaaa
actcgctcag
ttetgecgga
aaacaacgtc
cctcatcgat
agaagtgtct
gctcgetgac
cgaacagttce
aaaacccaac
gttcacgtat
accggcgaat
caagatgacc
aaaacggccg
ggatgacatc
gttttatcta
gtacatgaaa
cggttgccaa
aggctgtcac

gtttaggttg

tttttttttt
gctcaaactg
gttggaccct
gctgatcaag
ccgtaaaaac
taccgccaac
acggctecctt

ttacatgaaa

147

gccaagtggg
atgtgcttge
aatgtggaca
tcgttectcea
actggaagaa
cgcgtggteg
ccagcccaat
atgaagaagg
tacgaaagga
gatcctcecag
cgatctgage
agcgacgctce
tcggectteg
gatgctagtg
tttaaaatta
gtgaattcca
tctgatgtaa
tattttagaa

ttatttccta

tttttttttt
cagaagaggc
aatgaaatca
gatggtttga
acagaagcca
gccagaatge
aaaaaataca

gccaaaggta

tgcaggtcge
atcaggcaca
tgatggagaa
cttacttcct
ttccggaage
acatgtggaa
acccgaatct
aattgactca
atgccattga
tggctcctge
ccagcccgte
ggccgetggt
atgatgacga
atttgaacga
ctttatttat
aatattttta
ataaatggaa
taagattctt

ataaacgttt

ctttctgaaa
tcgeegectce
acgaaatcgce
tcatcaaaaa
gacggaaggg
ctgtgaaggt
gagaagccaa

acgtcttcaa

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3191

60

120

180

240

300

360

420

480



aaacaagagg
gatgttgaag
cgaggagagg
ggctgeegte
tttgtacaaa
tgcgttgata
tctgegttga
<210> 254

<211> 1145

<212> ADN

gtactgatgg
gaccaggcag
atcgccacca
aaaaagtgat
aatttacaaa
ccactgcettg

taccactgce

<213> Lygus hesperus

<400> 254
tgggttgttg
cccttgttee
tcatcatgac
ttctttggeca
agatcagaca
gatgggtgac
tgatcaaaaa
agagctaaaa
tgttagtgaa
ccaaaatacc
tcaaggtgga
gcgcatccga
tgttagtgca
cagagctgaa
tctttgecag
aaacttctceg
attcaacaac
gtcgcagage
accagtcctt
cttce
<210> 255
<211> 350

<212> ADN

gagtgctcct
caagggcctg
atccagaaag
ttgagagcag
ggtttggegg
accttcaact
ggcgaattca
gttatgggag
actgacatag
actgctgcca
agaggatgta
gtaaccactg
ggatttgatc
actgatgatg
aaattcggeg
ctttacccac
agcccagacg
ttgatcatga

ttggacactt

<213> Lygus hesperus
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acttcattca
aggcgagacg
agaagcaaga
ctcgeeeccect
aaaaaaaaaa

ccctcectattg

accccaacac
gtcaagttgt
ataatgcccg
ccactaatgg
aaatgaagca
ccactttgtt
aaatggcttt
ccattgggce
ggcttggagg
tgttctttga
tacagttcat
tagccaggaa
aggaagctgg
gacctgatgt
agtacaacaa
agttcatgta
aaacgtcgta
ttcagcegat

ccagcattca

caagaagaag
tttcaaggtc
gatcatgcag
ccgtttttaa
aaaaaaaaaa

agtcgaaaaa

gggagcaaaa
caatgatgac
ctacatgaaa
gcattcagta
atgttgcaat
caaacagacg
caatggcgta
ttgegtttca
aacttgccag
ggtagtaaac
aactcaatac
ttgggctgat
agcggtactce
catgagatgg
ggatgatcca
tcacttgaga
ctatcgtcac
cctgtacagt

acctgatcgg

148

gctgaaaagg
aaggaggcga
gcgtacgecce
attttaaaca
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

gtcatgttgt
ctgagggaac
aaagccatta
gacatttatt
tctactgggg
ttccagaggg
gttgaagtca
ttgaatacga
tggaagttct
caacacgctg
cagcatgcgt
gcgactacca
atggccagga
gctgatcgceca
aatagtttcc
aggtcccaat
atcttgatge
tacagtttca

atcctgectga

cgagatcaaa
agaagaggcg
gagaagacga
aaaaacgtat
aaaagtactc

aaaaaagtac

tcettggtgg
ctatccgete
aacattacga
cctgtgettt
gtcatatggt
tgctcteecceg
aaacctccceg
aaggtccgtg
gcacatttaa
ctcctatccee
cgggccaaag
acatgcacca
tggtcgttca
tgttgattcg
gcctceccaga
tcttgcaggt
gggaagattt
acggtccaga

tggacacctt

540

600

660

720

780

840

859

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1145



<400> 255
gagactttga
ttgctcattt
ccgagcacaa
cgagggaaat
ccaagctagg
tcctgtcaac
<210> 256
<211> 407

<212> ADN

aactgctgac
cctggaaaaa
gtttgaactt
cggcagcaaa
actcgctcag

ttctgeegga

<213> Lygus hesperus

<400> 256

cgaggcccat
gacgtgcagce
gcaagtcttc
caacactttc
agcggccaac
cggaggagat
ttaccagaac
<210> 257
<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tctgattatt
gatgacatgce
gaaagccaca
gcctctgect
ttcactttgg
aagccgtatc

aaaacgtgcg

<223> Cebador

<400> 257

gcgtaatacg actcactata ggtgggttgt tggagtgctc ctac

<210> 258
<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 258

ggaagaaggt gtccatcagc ag

<210> 259
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cgagttttge
cagggcttca
gcgcttecage
gccaagtggg
atgtgcttge

aatgtggaca

tgagatgcat
tgatcaagct
cccattacgt
cgctcgacca
acggacacga
tcatctctgg

ttcagacttt

22

ccactattcc
aaaggcaagc
tcagtgattt
tgcaggtcge
atcaggcaca

tgatggagaa

catcgtacat

gtggaactgg
catgcagatc
caccctcaaa
aaaaggagtt
cgcggacgat

ggagggacac

44

149

tgttcagcat
tctggetgtg
ggaagcagca
agagttggcg
gcactacgga

actggccgaa

cctacacagce
gaaaaaaatt
gtgctgaacc
gtgtggcagt
aactgcgtcg
cacatggtca

gctcaaa

cgctcaagag
tccacggatg
gtecggectag
atgtcagagg

ggacttctge

cttacatatt
ggctatgcca
cgaaggataa
tggactctgce
actactacca

aaatatggga

60

120

180

240

300

350

60

120

180

240

300

360

407
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<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 259

tgggttgttg gagtgctcct ac 22
<210> 260

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 260

gcgtaatacg actcactata ggggaagaag gtgtccatca gecag
<210> 261

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 261

gcgtaatacg actcactata gggagacttt gaaactgctg accga
<210> 262

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 262

ttcggccagt ttctccatca 20
<210> 263

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

150

44

45
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<400> 263

gagactttga aactgctgac cga 23
<210> 264

<211>40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 264

gcgtaatacg actcactata ggttcggcca gtttctccat 40
<210> 265

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 265

gcgtaatacg actcactata ggcgaggccc attctgatta tttg 44
<210> 266

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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atacacattt

<213> Lygus hesperus

<400> 274

ttacttgegt
gtgaacgatg
gcctteggac

agaccagcag

cgagcccacce
gtgctacget
caacaacatc

cttcaagggg

tactcaggat
caaattttcg
actatcgaaa
aggttgatct
cagaaagagt
ctcaggatct
cgtctccace

cgccccaaga

gttccctcecte
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tcgatgeggt
tgaagccgat
aactcgacgg
cgtcgteggt

gtgaaggtta

gaaagtttgg
gaccatcacc
ggacaaggag
agatggccge
caggcttcegt
caagcacaag
cggcaaaatc
catggctgce
taaacccgag

gaacggttaa

tgtcgctaaa
tcaaaaccct
atgtcaaagc

tcgetggecaa

tggctcagaa
ccagggcgac
agaagctgaa

accaatattt

cactcattac
gtcacgccegt
cctgtgggea
gaacaggtat

tctctatgaa

taacgcccta
cttgaggtcg
ggaatccccce
accctttcetg
ggtggtgcca
aagaagaaga
agccgattga
atggaagata
gagaaataaa

aaaaaaaaaa

attgttgaat
cacgggtaaa
taaaatccaa

gcagctcgaa

gtacaactgce
caactgtcge
gtaaactata

ttttettttt
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ggcaaagtgt
atgttattgce
ttcagtctgg

ggaatttcge

ctgtgegtca

gcgcaaacat
agccttctga
cggatcagca
actacaacat
agaaaaggaa
ttaagttggc
ggagggagtg
ggcattactg
tttttttaaa

aaaaaaaaaa

tttegttttg
actattaccc
gacaaggaag

gatggccgca

gacaagatga
aagaagaaat
atttccecttt

tcatggacaa

gatggagcat
cgggaaaagt
atcgcgaaaa
cgattttgcg

cagccaaaag

gcagattttc
taccatcgag
gcgtcttatce
ccagaaagaa
gaagaagaac
tgtgcttaaa
tcecgtcagag
tggaaagtgc
tataatgtta

aaaaaa

ttcatcatag
tcgaagttga
ggattcccecce

cactttccga

tttgcaggaa
gcggacacac
gggaaccatc

aatcctgatg

60
120
180
240
300

311

60
120
180
240
300
360
420
480
540

596

60

120

420
480

540
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ttaactttca aggataaata aaatcaagag tttaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

aaa
<210> 275
<211> 3278

<212> ADN

<213> Lygus hesperus

<400> 275

gataacgccg
gggaatttgt
acattcacgg
gcggceggact
acagctcaga
ttaccgggtce
aaaaagttgc
cttcaagaaa
ttcgtgegeg
ccgctgatge
gctgtccettg
gaactcattg
ttgatgctce
caagtcacca
tgtcatgcga
tcaagcagcce
cctactgcecca
aacaacgtca
gaaagagtct
gaagtcagga
gaagtagttt
gaaacaggaa
cctgatgtgg
ctcgettecee
aggaacacaa

catcgtgcetg

cggagcttta
tcgtgatatt
taaagatggg
cggagccagt
aagttgaagc
ttctgatgeca
tgctaatatt
tgatacttgt
ggtcgacttt
ctgeccatteg
ccattttcac
ccaatttcct
tccacgctga
gctttggcega
atccctcaga
ctgctgtceeg
tcaaggctgce
aactgatcgt
tgcaggatct
agaaggcecttt
tgatgctgaa
aatataggca
ctgcttcagt
aagacgtcct
tcattgagaa

cgttgtggat

tgecttgtcett
tgtggttttg
gatggtcgta
tagcgaaatg
tctcaagaaa
tatcatcaga
ctgggagatc
ttgcgacgece
gagattcctc
gtegtgectce
gatctacaag
cgacggagag
ccaagacaga
catcectccag
acgttctcgg
atatgaagct
tgcatcatgce
cctcgatcege
cgtcatggac
gaatctcgcet
gaaagaggtt
actcettgtg
catceccagtg
tattttegta
attgcttgaa

attaggagag

gtctcatttt
aaatattaaa
gagcagccat
cagctgaaac
acgattcaca
ttcattctge
gttcctaaaa
tacagaaagg
tgcaaattga
gagcacagag
aatttcgaat
caagatatgt
gcactctcct
cttgtcatcg
ttcattaggt
gctggtacge
tacattgatc
ctggtcgece
atcectceegeg
cttgatctta
gccaaaactc
agaactctgce
ctcatggaat
agggaagcca
gctttteegt

tacgctgett

162

ccgtgttttt
aacaacttgc
gttacteget
aagattttga
tgatttccaa
cttcccagga
cttacccecga
atttacaaca
aggagccaga
tgtcttacgt
ttctaatcce
cttgcaaaag
atcttgcecttce
ttgaattgat
gcatatacaa
tgataaccct
taatcatcaa
tcaaagacat
tcttggecag
caacttcgeg
ataacttgtc
actcttgcag
ttttgtctga
ttcacaaatt
ccataaagtt

ccatcgatga

cgtataaatt
aaaactatca
gatcaatttt
atctgggagce
cggcgagcegt
ccacacgatc
tggaaaactg
ccccaatgag
acttctggaa
ccgcaggaac
tgatgctcce
gaatgcctte
ttgtctggac
ttacaaggtt
cctattgaat
gtccaacgca
ggaaagcgat
cccgacgtac
cccggatatg
ttgtgtcgaa
cgagcacgag
catgaaattc
ctccaacgag
tgaaaatctg
cgtcaaagtc

cgtcagagct

600

603

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



gtcatgaaac
cgggccgcetg
tcaagcgcett
actgtatcca
gattatttta
aacttggaat
gcttgcacce
gctgagagga
atttttactc
gaaatcgcct
gtctcattce
gagctaagtc
ctcttcttet
gtctacgetg
gtcaaccaga
ctgaaattgg
aaagctaacg
gacgttagtg
attatggact
gaattcgaat
ttggcccatt
ggtcaatgtg
ttggcgaacc
atccgcatcce
acccagaaga
gttcaacttt
taaacttggce
ttatgcatat
aatttactaa
<210> 276

<211> 806

<212> ADN

aaattaaaca
gagagaagac
ccaaactagt
catccaaaaa
ttggctccac
ccaacacggc
tccatcttgg
tgctgttttg
aagaatgccg
tgaataaggc
tgcaattatc
ttactcaggce
ctgccagcaa
aagcttacgt
cagctgacac
tcgagaagcecce
tcaaagtggce
gagcagcttc
acatagttcc
gggaaaacaa
tggtcaggag
ggttcatgge
tgagcatcga
gagccaaaag
gaccgcagaa
ccatttecctt
ttecggectece
tatattattg

aaaaaaaaaa

<213> Lygus hesperus

<400> 276
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gaatttgggt
ggaagagtca
aacgtctgat
agaggaccga
catcgegtcece
tgcgcagaac
aagatctggce
tcttecgagtt
agaagctctt
caaagaaaag
atctctgaga
gcttggtggt
gctcaacaaa
ccaagtcaac
tcttecaaaat
gcaaccctge
ttccactgaa
cgaccgaaac
tgcatcttgt
ggtatctgtc
caccaacatg
tgccaacatg
gaaacccttc
ccagggaatg
aatgtacggt
tgtgagagca
tatttatcat
gcatttcegtt

aaaaaaaaaa

gaggttccta
tctgaacaga
gggacctatg
ccacctttga
actttggtga
gaattctgca
ctttgcacaa
ctttgggatg
gcgtctatge
accgcacatc
aactctgaac
cccaccagtg
gtcacgcage
cagtatgata
tgcactctgg
gttttggecge
aacggaatta
gtcgtegtcee
tctgacactg
aacaccaacc
aagtgcttga
tatgecgeget
aacaagcctg
gcactcagtt
gcctaagece
ccctactget
attttacggt
atcccaattc

aaaaaaaa
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tggtggaaga
acagcggggg
cttctcagtce
ggcagtatct
aactttctct
atgaatgcat
agaatttgaa
gaagcccaac
ttaccgctca
tcatccacgt
ttggttctga
gtggctcctce
ttactggctt
tcgtcecttgga
aattggctac
ctcatgactt
tttttggcaa
tcaatgacat
aattccgecca
tcacggactt
caccagagaa
cgattttcgg
atgcacctgt
tgggagacaa
tcatagatcc
tacctgegec
attctttgtt

attcaataaa

tgaaatgaag
tgcaatgccg
tgtgttcage
gattgatggt
gaagtttgac
gctgatcatc
taacgacgac
cattgagaag
acaccatgag
agacgaccca
aaacgtgttc
caactcggac
ttctgacecct
cgtactcatt
acttggcgac
ctgtaacata
cattgtttac
tcacatcgat
aatgtgggct
gcacgagtat
agcgctctge
agaagatgcg
cactggacac
aatcaacatg
caccacctceg
acactgcaag
atcgaaatat

tatatagatt

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3278



tcecttegecet
aacttctgta
cagctccteg
gctegeegtt
gacagagaga
gctgccagga
gtcaacaaag
atgcacaaga
ttaaattcaa
tggtttttgt
ttagctgtac
attctatttc
gaaatggaac
aaaaaaaaaa
<210> 277

<211> 717

<212> ADN

gttggatttt
aaggtttgtt
cagctgagaa
tgaagcaggc
agcagttcaa
tagacgctga
aacaagtgat
attaccgtcce
tatattgaac
tgtcaaaatt
ttecectgtgtg
tgttaatact
ttgtatgtat

aaaaaaaaaa

<213> Lygus hesperus

<400> 277

aaagtgtggt
ctcggtgatg
cgccaacace
aaagcctgtg
gggtcgtcat
ggtcctgtgg
caagaagatc
caaaaacaag
aaagatgttg
gcgcegaggag
cgaggctgee
tattttgtac
<210> 278

<211> 2304

<212> ADN

tctettegte
agatgcggca
aactctaggc
gctgtccact
tgtggetteg
gtcaacagaa
gataggcaaa
agggtactga
aaggaccagg
aggatcgcca
gtcaaaaagt

aaaaatttac

<213> Lygus hesperus

<400> 278
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tggtcgetee
cgagtaattg
acgagccgcec
caaggaagag
ggagttcgaa
cactcgtcag
ccaaagaata
taccttgtag
aaatcattat
atttgccact
ctgcacacaa
attgttgttt
cataactaac

aaaaaa

cgaccatgag
agaagaaagt
aaaacatccg
ccagagcccg
gtaagaggaa
tgagagtcct
tgtaccacga
tggacttcat
cagaggcgag
ccaagaagca
gatctcgece

daaaaaaaaa

acttttccce
attatggcga
gagaaggttg
gctcaggagg
gcccagcaca
agaattgaag
ctggaacttg
aaaaatgtac
tataatatcg
cgaggcttgt
tgaataaatt
ttttcegtgt

ccaaatacat

ttcgctcaaa
gtggttggac
taagctgatc
cgtccgtaaa
gggtaccgee
gcgacggcete
cctttacatg
tcacaagaag
acgtttcaag
agagatcatg
ccteegtttt

daaaaaaaaa
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atacatacgt
gtcaaactca
cggaagcaaa
aaattgaaag
tgggctceccag
agatgacaaa
tgtacgacat
attaaacgca
agtatttttg
atccctacaa
cagtagaatt
ttttacgaaa

tattagacta

ctgcagaaga
cctaatgaaa
aaggatggtt
aacacagaag
aacgccagaa
cttaaaaaat
aaagccaaag
aaggctgaaa
gtcaaggagg
caggcgtacg
taaattttaa

daaaaaaaaa

tttgtcagga
aggaatccaa
gaaaaggaaa
gtacaagcaa
ggaggacgtt
agctgtcaat
cagacctgaa
ttatactgaa
aattctgtga
atgttgtagg
acattccacg
cccattctgt

actagtaaaa

ggctcgeecge
tcaacgaaat
tgatcatcaa
ccagacggaa
tgcectgtgaa
acagagaagc
gtaacgtctt
aggcgagatc
cgaagaagag
cccgagaaga
acaaaaaacg

daaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

806

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



atgacgacct
tggaacgtct
ctctatcaac
tgcactagga
aagttgtggg
atttccgage
atatctagag
gatgacgagc
aactccctag
gaaggttgtt
caggacatgc
atgggcggte
atgagcctca
aagcgacctc
tcctacccca
cctggtcaag
aaagataatg
gcagccacta
gcggaaatga
aactccactt
ttcaaaatgg
ggagccattg
atagggcttg
gccatgttet
tgtatacagt
actgtagcca
gatcaggaag
gatggacctg

ggcgagtaca

acgaggagtt
ggccatcaag
cactaaaaga
atacctgtag
tgtgtaactt
agcatcagcce
ctcaattttt
taggagctct
ttggtctgat
cccggagceta
ttgggatcgg
agcagccatt
ccgacttgtt
ttagatcaac
acacgggagc
ttgtcaatga
cccgcectacat
atgggcattc
agcaatgttg
tgttcaaaca
ctttcaatgg
ggccttgegt
gaggaacttg
ttgaggtagt
tcataactca
ggaattgggc
ctggagcggt
atgtcatgag

acaaggatga
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cattcaacag
tcgcatcgaa
acgcacggat
agccatactc
ctgtttccag
tgctgagttg
gcctcectata
gaaagattcg
cacgtttggt
cgtgttcaga
aaaggtttcc
ccccaccaat
gggcgaaatg
gggtgctgcet
aaaagtcatg
tgacctgagg
gaaaaaagcc
agtagacatt
caattctact
gacgttccag
cgtagttgaa
ttcattgaat
ccagtggaag
aaaccaacac
ataccagcat
tgatgcgact
actcatggcc
atgggctgat

tccaaatagt

agcgaggagc
gccaccaggt
cttccagcta
aacccgatgt
aggaatccgt
attccatcat
ttcctattgg
ttacaaacgt
aaaatggtcc
ggcaccaagg
gcttctecte
cggttcattc
cagcgtgatc
ctagctattg
ttgtteccttg
gaacctatcce
attaaacatt
tattcctgtg
gggggtcata
agggtgctct
gtcaaaacct
acgaaaggtc
ttctgcacat
gctgctecta
gcgtecgggee
accaacatgc
aggatggtcg
cgcatgttga

ttececgectcee

165

gcgacggtat
tggtcgtacc
ttcaatacga
gccaagtaaa
tcccaccaca
tctcaactat
tggtggatac
ctctatcttt
aagttcacga
atttgacgtc
agcaacagca
agccgattca
catggccagt
ccattgggtt
gtggcccettg
gctctcatca
acgattcttt
ctttagatca
tggtgatggg
cccgtgatca
cccgagagcet
cgtgtgttag
ttaaccaaaa
tcectcaagg
aaaggcgcat
accatgttag
ttcacagagc
ttcgtctttg

cagaaaactt

caggttcact
cgtaggatgt
tccegtteta
ctatagggca
atacgccgca
agagtatact
gtgtttggat
gctaccaacc
acttgggtgt
caagcaagta
gcaaagggca
aagttgtgac
gggtcagggt
gttggagtgce
ttceccaaggg
tgacatccag
ggcattgaga
gacaggtttg
tgacaccttce
aaaaggcgaa
aaaagttatg
tgaaactgac
taccactgcect
tggaagagga
ccgagtaacc
tgcaggattt
tgaaactgat
ccagaaattc

ctcgcetttac

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



ccacagttca
gacgaaacgt
atgattcagc
acttccagca
ttccacggeg
gagaacttca
cggttcccceca
ctctccaaag
ggagcccctg
ctagcegttt
<210> 279

<211> 2962

<212> ADN

tgtatcactt
cgtactatcg
cgatcctgta
ttcaacctga
agaccatcgce
agcagctcct
tgccgaggta
tcaacccatc
tgctcactga

catttactge

<213> Lygus hesperus

<400> 279

atgtggttta
ttegecectta
gtgaaatgtg
aacgtacaca
cttccaatca
gacatgcacg
cattctgatt
agcgatgaca
ttcgaaagce
ttegectetg
aacttcactt
gataagcctt
aacaaaacgt
cacactgaac
tcagccacct
cgctgtctca
aaagttggtc

gctcgacatt

atttgtttga
tgecctcteag
tcgatctgea
tttggaacca
gggctgeagt
ttegtgtett
atttgagatg
tgctgatcaa
acacccatta
cctcgetega
tggacggaca
atctcatctc
gcgtccagac
taccaatcge
atcgacttga
aaggctcaaa
gagaagaacc

ctgaaatcca
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gagaaggtcc
tcacatcttg
cagttacagt
tcggatcctg
ccagtggegt
acaggctcct
cattgacacc
ccaaactcac
tgatgtttcc

ctag

cgtaaatttg
attggacatc
cccaactgag
cgaaactcaa
tttcgtaccg
caactacaac
catcatcgta
gctgtggaac
cgtcatgcag
ccacaccctce
cgaaaaagga
tggcgeggac
tttggaggga
aattactggce
atcgtccttg
ccacattgct
ggccatttee

gcaggtcaat

caattcttge
atgcgggaag
ttcaacggtc
ctgatggaca
gcccaaaggt
gtagacgatg
gaacagggcg
aacaacatgt

ctccaagtct

taacattttg
aagagaaagc
ccgtggatgt
cagcttctga
aggaagaact
actctcgage
catcctacac
tgggaaaaaa
atcgtgctga
aaagtgtggce
gtgaactgcg
gatcacatgg
cacgctcaaa
tcggaagacg
aactacggct
cttgggtacg
atggatgtta

ttgaagtctc

166

aggtattcaa
atttgtcgca
cagaaccagt
ccttetteca
accaggacct
ctaaggaaat
gatcacaagce
acggctatgg

tcatggaaca

attccgaatt
tgtctgeteg
tggcttectet
aatccttcga
gggtggtcac
gtgtacattc
agccttacat
actggctatg
acccgaagga
agttgggatc
tcgactacta
tcaaaatatg
atataactgce
gaaccgttcg
ttgaaagagt
acgagggttc
atggagaaaa

tcatgactga

caacagccca
gagcttgatc
ccttttggac
aatcctcatc
acctgaatat
cctgcacact
tagattcctt
aggggaattt

ccttaaaaag

taattgatat
atcagaccgt
ctacaacgga
agtatgcgag
aggctcggac
cttecgaggee
attgacgtgce
ccagcaagtc
taacaatact
agcagcggcc
ccacggagga
ggattaccag
agtttgcttce
cttgtggcac
atggaccata
cattatggtc
aattgtttgg

cgagagtgaa

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2304

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



attcgcgatg
ccacaaagca
tacatcatct
gtctgggece
ttcaggcecagt
gggggacagc
ttggagttga
catctettgg
atctcgacgt
gtcaatgata
gtttgtcgga
acaatgtacc
cataacatca
aggagagact
agagttgcectc
gatgccgage
ctagcgaggg
gaggccaagc
ctgctecctgt
ctgtcecgatg
aagtgtctce
acctatatge
aagacggggc
gaggctctga
tcgcacaagg
gaagcaaacg
attgatgttt
gcgcccgecg
gccgcgagac
gaaaatatga

gattagggat

aattaagtat

<210> 280
<211>1184
<212> ADN

gggagaaact
tcgeccecacaa
acactgccat
aggactcttc
tcaaggaaag
ttcteggagt
tcagaagcat
caatcgttac
ccaccccetgg
ctgtcaagac
tcaactacta
tcctaggata
tttgttacac
ttgaaactgce
atttcctgga
acaagtttga
aaatcggcag
taggactcge
caacttctgc
gcaaaaacaa
aaatcctcat
ctaaagaagt
aatcgctcge
aagccgaaca
atataaaacc
gtctgttcac
ctgaaccggce
tgtccaagat
ctcaaaaacg
atttggatga

cattgtttta

tatcgtacat

<213> Lygus hesperus
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cccagtagca
ccccaatgga
ggctttgegt
tgactacgce
gaagaactte
taggactgta
cgacattcaa
tgacgacagt
aactgacggce
cggattgtgg
cgtaggtggt
cgtggececege
gttgcttetg
tgaccgagtt
aaaacagggc
acttgecgett
caaagccaag
tcagatgtge
cggaaatgtg
cgtctegtte
cgatactgga
gtctegegtg
tgacccagcee
gttcatgaag
caactacgaa
gtatgatcct
gaatcgatct
gaccagcgac
gcegteggee
catcgatgct

tctatttaaa

ga

gctaaagaca
agatttgtgg
aataaaagtt
atccgecgaag
aagcctgaat
actggactgt
gcgaaagcgce
tactatctcet
tacgaagatg
gttggtgact
gagatcgtca
cagaacctgc
tetgtecteg
ttgcccacta
ttcaaaaggce
cagctcagtg
tgggtgcagg
ttgcatcagg
gacatgatgg
ctcacttact
agaattccgg
gtcgacatgt
caatacccga
aaggaattga
aggaatgcca
ccagtggcetc
gagcccagcce
gctecggecge
ttecgatgatg
agtgatttga

attactttat

167

tgggtccctg
ttgtttgcgg
tecggttecege
ggacgtctac
ttggagctga
ccctctacga
cgtactggtce
tgaaattcga
cctttgaget
gtttcatcta
ccgtggectca
tgtacctgtg
aatatcagac
ttcctgtteca
aagctctgge
atttggaagc
tcgecgagtt
cacagcacta
agaaactggc
tcctgatggg
aagcagcttt
ggaaaaccct
atctattcce
ctcaaaggat
ttgaagaaat
ctgccagtat
cgtctgaaat
tggtcgegee
acgacctecga
acgaagaaga

ttatcaatta

cgaagttttc
tgatggagaa
ccaagagttc
cgtccgactt
aggtattttt
ctgggaaact
cgaagcaggg
ccagagcgcec
cgtcggtgaa
cacaaacgcc
cctcgacact
cgacaagcat
tgctgtgatg
gcatcgctca
tgtgtccacg
agcagtcgge
ggcgatgtca
cggaggactt
cgaaagctcg
taacgtggaa
cttegeeegg
ttctaaggac
caagcacacc
tccegecteg
gaaagaagcc
caacaatcta
cttctccgaa
agttccgect
attggaaatc
cctecttata

taatccacat

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
13980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940

2962



<400> 280

ggtcggtgga
ctggagttga
ggtcagcette
agtgttcgga
ccgcgagact
tgaaatgaag
aaagaagaaa
tgaaatgcag
gaaattagct
tgacatgatg
atctaatcca
agaattagaa
tcatttgecceg
tgatgaagat
atcaaagatg
tttgttccaa
ttttaaaacg
taaaactact
ttatttagag
aagttcgata
<210> 281

<211> 156

<212> PRT

cgaggtcgag
gtcaggccga
ctccttaagt
gggaagaaag
gaagacatgc
attatcaaaa
aagcggtttg
agagaagcct
gctgatacac
gatgaaatcg
gttgcttttg
cagcaagaac
gatgtacctg
gatgatttga
ctgcgttact
agctagaage
agagttgtgt
cattataaca
ccaccattta

caataaaaaa

<213> Lygus hesperus

<400> 281

ES 2750 007 T3

aactcttcta
ttttcctagt
ttatttaggt
atgacaaggg
tagtgaagaa
agaatgggac
aaaaacaact
tggaatcagc
tgaagacagc
ccgaacagca
gaaacgacat
tggatagaga
ctaccattce
agcaacttca
aaatttttga
attttgaaga
aaataggtct
ggaaaaaaaa
ttttcgatga

aaaaaaaaaa

gagtcagagt
gaatgtcaat
ttacagtgaa
ccctacgget
acaggaatat
ggccaacagg
tcaacagatt
caatactagt
tcatcagcac
tgaagcagcg
agacgaggat
acttcttgga
agttccacat
ggaatgggca
tatgaaaatg
atacctacgt
atgtaatgct
aagatattct
gagaacagaa

aaaaaaaaaa

ctgatgtgca
gtttttctca
aaaatgagtt
tcggaagcga
ttggaaacca
cgtgtatcta
gatggaactc
tccaaggttg
atggacgttg
aaggaaatat
gaactcgaga
acccatactc
aaaccaaagc
acctaaattg
tattattctt
gcatatttca
taataatatt
tatactttca
aatagatcct

aaaa

cacaatcatc
acgtaaccag
tcttcagecaa
ttcagaaact
aaattgaagc
tacaagctct
tgtcgacgat
tacaaactat
atcaagtaca
cagaagccat
gggaattaga
ctgctgcetga
aaactgttgce
cttgtggtct
atgtttattg
gctcaggaat
ccaagttcac
atgatgaagt

ctcaataaat

Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu

1

5

10

15

Val Glu Pro Ser Asp Thr Ile Glu Asn Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp

20

25

168

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1184



Lys Glu Gly Ile Pro
35

Gln Leu Glu Asp Gly
50

Ser Thr Leu His Leu
65

Lys Lys Lys Asn Tyr
85

Lys Ile Lys Leu Ala
100

Lys Ile Ser Arg Leu
115

Gly Val Phe Met Ala
130

Ser Tyr Thr Leu Val
145

<210> 282

<211>128

<212> PRT

<213> Lygus hesperus
<400> 282

Met Gln Ile Phe Val
1 5

Val Glu Pro Ser Asp
20

Lys Glu Gly Ile Pro

Gln Leu Glu Asp Gly
50

Ser Thr Leu His Leu
65

Thr Leu Arg Ile Leu
85

Arg Lys Cys Tyr Ala
100

Lys Lys Cys Gly His
115

Pro

Arg

vVal

70

Ser

val

Arg

Ala

Phe
150

Lys

Thr

Pro

Arg

Val

70

Ala

Arg

Thr

Asp

Thr

55

Leu

Thr

Leu

Arg

Met

135

Asn

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Gln

Leu

Asn

ES 2750 007 T3

Gln

40

Leu

Arg

Pro

Lys

Glu

120

Glu

Lys

Leu

Glu

Gln

40

Leu

Arg

Lys

His

Asn
120

Gln

Ser

Leu

Lys

Tyr

105

Cys

Asp

Pro

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Leu

Tyr

Pro
105

Ile

Arg

Asp

Arg

Lys

90

Tyr

Pro

Arg

Glu

Gly

10

Val

Arg

Asp

Arg

Asn
90

Arg

Arg

169

Leu

Tyr

Gly

75

Ile

Lys

Ser

His

Glu
155

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly

75

Cys

Ala

Pro

Ile

Asn

60

Gly

Lys

Val

Glu

Tyr

140

Lys

Thr

Ala

Ile

Asn

60

Gly

Asp

Thr

Lys

Phe

45

Ile

Ala

His

Asp

Gln

125

Cys

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Val

Lys

Asn

Lys
125

Ala

Gln

Lys

Lys

Glu

110

Cys

Gly

Thr

Ile

30

Ala

Gln

Ile

Met

Cys
110

Lys

Gly

Lys

Lys

Lys

95

Asn

Gly

Lys

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Glu

Ile
95

Arg

Leu

Lys

Glu

Arg

80

Lys

Gly

Ala

Cys

Glu

Asp

Lys

Glu

Pro

80

Cys

Lys

Lys



<210> 283
<211> 966

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 283

Met Gly Met

1

Ala

Ser

Met

Arg

65

Ile

Gln

Pro

Lys

Leu

145

Phe

Leu

Asp

Gly

Ile

Phe

Phe

Glu

Asn

Glu

130

Glu

Thr

Ile

Ser

Ser

35

Ser

Ile

Trp

Met

Glu

115

Pro

His

Ile

Ala

Val

Glu

20

Thr

Asn

Leu

Glu

Ile

100

Phe

Glu

Arg

Tyr

Asn
180

Val

Pro

Ala

Gly

Pro

Ile

85

Leu

Val

Leu

Val

Lys

165

Phe

Glu

Vval

Gln

Glu

Ser

70

Val

Val

Arg

Leu

Ser

150

Asn

Leu

Gln

Ser

Lys

Arg

Gln

Pro

Cys

Gly

Glu

135

Tyr

Phe

Asp

ES 2750 007 T3

Pro

Glu

val

40

Leu

Asp

Lys

Asp

Ser

120

Pro

val

Glu

Gly

Cys

Met

25

Glu

Pro

His

Thr

Ala

105

Thr

Leu

Arg

Phe

Glu
185

Tyr

10

Gln

Ala

Gly

Thr

Tyr

90

Tyr

Leu

Met

Arg

Leu

170

Gln

170

Ser

Leu

Leu

Leu

Ile

75

Pro

Arg

Arg

Pro

Asn

155

Ile

Asp

Leu

Lys

Lys

Leu

Lys

Asp

Lys

Phe

Ala

140

Ala

Pro

Met

Ile

Gln

Lys

45

Met

Lys

Gly

Asp

Leu

125

Ile

Val

Asp

Ser

Asn

Asp

Thr

His

Leu

Lys

Leu

110

Cys

Arg

Leu

Ala

Cys
190

Phe

15

Phe

Ile

Ile

Leu

Leu

Gln

Lys

Ser

Ala

Pro

175

Lys

Ala

Glu

His

Ile

Leu

80

Leu

His

Leu

Cys

Ile

160

Glu



Asn

Tyr

Gln

225

Ser

Ser

Ser

Leu

Arg

305

Asp

Val

Cys

His

Val

385

Ser

Ala

Glu

Ala

Leu

210

Leu

Glu

Ser

Asn

Ile

290

Leu

Leu

Arg

Val

Asn

370

Arg

Val

Ser

Asn

Phe
195

Ala

Val

Pro

Ala

275

Ile

Val

Vval

Lys

Glu

355

Leu

Thr

Ile

Gln

Leu

Leu

Ser

Ile

Ser

Ala

260

Pro

Lys

Ala

Met

Lys

340

Glu

Ser

Leu

Pro

Asp

420

Arg

Met

Cys

Val

Arg

245

val

Thr

Glu

Leu

Asp

325

Ala

Val

Glu

His

vVal

405

val

Asn

Leu

Leu

Glu

230

Phe

Arg

Ala

Ser

Lys

310

Ile

Leu

vVal

His

Ser

390

Leu

Leu

Thr

Leu

Asp

215

Leu

Ile

Tyr

Ile

Asp

295

Asp

Leu

Asn

Leu

Glu

375

Cys

Met

Ile

Ile

ES 2750 007 T3

His

200

Gln

Ile

Arg

Glu

Lys

280

Asn

Ile

Arg

Leu

Met

360

Glu

Ser

Glu

Phe

Ile

Ala

val

Tyr

Cys

Ala

265

Ala

Asn

Pro

val

Ala

345

Leu

Thr

Met

Phe

val

425

Glu

Asp Gln

Thr Ser

Lys Val
235

Ile Tyr
250

Ala Gly

Ala Ala

Val Lys

Thr Tyr

315

Leu Ala
330

Leu Asp

Lys Lys

Gly Lys

Lys Phe

395

Leu Ser
410

Arg Glu

Lys Leu

171

Asp

Phe

220

Cys

Asn

Thr

Ser

Leu

300

Glu

Ser

Leu

Glu

Tyr

380

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

205

Gly

His

Leu

Leu

Cys

285

Ile

Arg

Pro

Thr

Val

365

Arg

Asp

Ser

Ile

Glu

Ala

Asp

Ala

Leu

Ile

270

Tyr

Val

val

Asp

Thr

350

Ala

Gln

Val

Asn

His

430

Ala

Leu

Ile

Asn

Asn

255

Thr

Ile

Leu

Leu

Met

335

Ser

Lys

Leu

Ala

Glu

415

Lys

Phe

Ser

Leu

Pro

240

Ser

Leu

Asp

Asp

Gln

320

Glu

Arg

Thr

Leu

Ala

400

Leu

Phe

Pro



Ser

Glu

465

Lys

Ala

Ala

Ala

Arg

545

Ser

Leu

Leu

Lys

val

625

Cys

Ile

Asp

Ile

450

Tyr

Gln

Ala

Met

Ser

530

Pro

Thr

Glu

Ile

Asn

610

Leu

Arg

Ala

Asp

435

Lys

Ala

Asn

Gly

Pro

515

Gln

Pro

Ile

Ser

Ile

595

Leu

Trp

Glu

Leu

Pro
675

Phe

Ala

Leu

Glu

500

Ser

Ser

Leu

Ala

Asn

580

Ala

Asn

Asp

Ala

Asn

660

Val

val

Ser

Gly

485

Lys

Ser

val

Arg

Ser

565

Thr

Cys

Asn

Gly

Leu

645

Lys

Ser

Lys

Ile

470

Glu

Thr

Ala

Phe

Gln

550

Thr

Ala

Thr

Asp

Ser

630

Ala

Ala

Phe

Vval

455

Asp

Val

Glu

Ser

Ser

535

Tyr

Leu

Ala

Leu

Asp

615

Pro

Ser

Lys

Leu

ES 2750 007 T3

440

His

Asp

Pro

Glu

Lys

520

Thr

Leu

val

Gln

His

600

Ala

Thr

Met

Glu

Gln
680

Arg

Val

Met

Ser

505

Leu

val

Ile

Lys

Asn

585

Leu

Glu

Ile

Leu

Lys

665

Leu

Ala

Arg

Val

490

Ser

Val

Ser

Asp

Leu

570

Glu

Gly

Arg

Glu

Thr

650

Thr

Ser

172

Ala

Ala

475

Glu

Glu

Thr

Thr

Gly

555

Ser

Phe

Arg

Met

Lys

635

Ala

Ala

Ser

Leu

460

Val

Asp

Gln

Ser

Ser

540

Asp

Leu

Cys

Ser

Leu

620

Ile

Gln

His

Leu

445

Trp

Met

Glu

Asn

Asp

525

Lys

Tyr

Lys

Asn

Gly

605

Phe

Phe

His

Leu

Arg
685

Ile

Lys

Met

Ser

510

Gly

Lys

Phe

Phe

Glu

590

Leu

Cys

Thr

His

Ile

670

Asn

Leu

Gln

Lys

495

Gly

Thr

Glu

Ile

Asp

575

Cys

Cys

Leu

Gln

Glu

655

His

Ser

Gly

Ile

480

Arg

Gly

Tyr

Asp

Gly

560

Asn

Met

Thr

Arg

Glu

640

Glu

Val

Glu



ES 2750 007 T3

Leu Gly Ser Glu Asn Val Phe Glu Leu Ser Leu Thr Gln Ala Leu Gly
690 695 700

Gly Pro Thr Ser Gly Gly Ser Ser Asn Ser Asp Leu Phe Phe Ser Ala
705 710 715 720

Ser Lys Leu Asn Lys Val Thr Gln Leu Thr Gly Phe Ser Asp Pro Val
725 730 735

Tyr Ala Glu Ala Tyr Val Gln Val Asn Gln Tyr Asp Ile Val Leu Asp
740 745 750

Val Leu Ile Val Asn Gln Thr Ala Asp Thr Leu Gln Asn Cys Thr Leu
755 760 765

Glu Leu Ala Thr Leu Gly Asp Leu Lys Leu Val Glu Lys Pro Gln Pro
770 775 780

Cys Val Leu Ala Pro His Asp Phe Cys Asn Ile Lys Ala Asn Val Lys
785 790 795 800

Val Ala Ser Thr Glu Asn Gly Ile Ile Phe Gly Asn Ile Val Tyr Asp
805 810 815

Val Ser Gly Ala Ala Ser Asp Arg Asn Val Val Val Leu Asn Asp Ile
820 825 830

His Ile Asp Ile Met Asp Tyr Ile Val Pro Ala Ser Cys Ser Asp Thr
835 840 845

Glu Phe Arg Gln Met Trp Ala Glu Phe Glu Trp Glu Asn Lys Val Ser
850 855 860

Val Asn Thr Asn Leu Thr Asp Leu His Glu Tyr Leu Ala His Leu Val
865 870 875 880

Arg Ser Thr Asn Met Lys Cys Leu Thr Pro Glu Lys Ala Leu Cys Gly
885 890 895

Gln Cys Gly Phe Met Ala Ala Asn Met Tyr Ala Arg Ser Ile Phe Gly
900 905 910

Glu Asp Ala Leu Ala Asn Leu Ser Ile Glu Lys Pro Phe Asn Lys Pro
915 920 925

Asp Ala Pro Val Thr Gly His Ile Arg Ile Arg Ala Lys Ser Gln Gly
930 935 940

Met Ala Leu Ser Leu Gly Asp Lys Ile Asn Met Thr Gln Lys Arg Pro
945 950 955 960

Gln Lys Met Tyr Gly Ala
965

<210> 284

173



<211>118

<212> PRT

<213> Lygus hesperus

<400> 284

Met Ala Ser

1

Arg

Leu

Gln

Ser

65

Ile

Gln

Asn

<210> 285
<211>198

Ala

Lys

Asp

50

Arg

Glu

Arg

Tyr

Ala

Gln

35

Arg

Glu

Glu

Ile

Arg
115

<212> PRT

Gln

Glu

20

Ala

Glu

Asp

Met

Leu

100

Pro

Thr

Lys

Lys

Lys

Val

Thr

85

Glu

Thr

<213> Lygus hesperus

<400> 285

Gln

Val

Glu

Gln

Ala

70

Lys

Leu

Leu

Gly

Ala

Glu

Phe

55

Ala

Ala

Val

ES 2750 007 T3

Ile

Glu

Ala

40

Lys

Arg

Val

Tyr

Gln

Ala

25

Gln

Glu

Ile

Asn

Asp
105

Gln

10

Lys

Glu

Phe

Asp

VvVal

90

Ile

Leu

Lys

Glu

Glu

Ala

75

Asn

Arg

Leu

Arg

Ile

Ala

60

Asp

Lys

Pro

Ala

Lys

Glu

45

Gln

Thr

Glu

Glu

Ala

Ala

Arg

His

Arg

Gln

Met
110

Glu

15

Arg

Tyr

Met

Gln

val

95

His

Lys

Arg

Lys

Gly

80

Ile

Lys

Met Ser Ser Leu Lys Leu Gln Lys Arg Leu Ala Ala Ser Val Met Arg

1

5

10

15

Cys Gly Lys Lys Lys Val Trp Leu Asp Pro Asn Glu Ile Asn Glu Ile

20

25

174

30



Ala

Leu

Lys

65

Arg

Asn

Lys

Gly

Lys

145

Ala

Ile

Glu

<210> 286

<211> 767

Asn

Ile

50

Asn

Lys

Arg

Lys

Asn

130

Lys

Arg

Ala

Ala

Thr

35

Ile

Thr

Gly

Met

Ile

115

Val

Ala

Arg

Thr

Ala
195

<212> PRT

Asn

Lys

Glu

Thr

Arg

100

Asp

Phe

Glu

Phe

Lys

180

val

Ser

Lys

Ala

Ala

85

Val

Arg

Lys

Lys

Lys

165

Lys

Lys

<213> Lygus hesperus

<400> 286

Arg

Pro

Arg

70

Asn

Leu

Gln

Asn

Ala

150

Val

Gln

Lys

Gln

val

55

Arg

Ala

Arg

Met

Lys

135

Arg

Lys

Glu

Met Thr Thr Tyr Glu Glu Phe

1

5

Ile Arg Phe Thr Trp Asn Val

20

Arg Leu Val Val Pro Val Gly

35

ES 2750 007 T3

Asn

40

Ala

Lys

Arg

Arg

Tyr

120

Arg

Ser

Glu

Ile

Ile

Trp

Cys
40

Ile

val

Gly

Met

Leu

105

His

Val

Lys

Ala

Met
185

Gln

Pro
25

Leu

Arg

His

Arg

Pro

90

Leu

Asp

Leu

Met

Lys

170

Gln

Lys

Ser

His

75

Val

Lys

Leu

Met

Leu

155

Lys

Ala

Leu

Arg

60

Cys

Lys

Lys

Tyr

Asp

140

Lys

Arg

Tyr

Gln Ser Glu

10

Ser Ser Arg

Tyr Gln Pro

175

Ile

45

Ala

Gly

Val

Tyr

Met

125

Phe

Asp

Arg

Ala

Glu

Ile

Lys

Arg

Phe

Leu

Arg

110

Lys

Ile

Gln

Glu

Arg
190

Arg

Asp

val

Gly

Trp

95

Glu

Ala

His

Ala

Glu

175

Glu

Asp
15

Gly

Arg

Lys

80

val

Ala

Lys

Lys

Glu

160

Arg

Asp

Gly

Glu Ala Thr

30

Leu Lys Glu Arg

45



Thr

Thr

65

Lys

Gln

Ser

Pro

Gly

145

Asn

Glu

Lys

Val

Gln

225

Met

Val

Ile

Val

Asp

50

Cys

Leu

Tyr

Phe

Ile

130

Ala

Ser

Leu

Asp

Ser

210

Pro

Ser

Gly

Ala

Met
290

Leu

Arg

Trp

Ala

Ser

115

Phe

Leu

Leu

Gly

Leu

195

Ala

Phe

Leu

Gln

Ile

275

Leu

Pro

Ala

Val

Ala

100

Thr

Leu

Lys

Val

Cys

180

Thr

Ser

Pro

Thr

Gly

260

Gly

Phe

Ala

Ile

Cys

85

Ile

Ile

Leu

Asp

Gly

165

Glu

Ser

Pro

Thr

Asp

245

Lys

Leu

Leu

Ile

Leu

70

Asn

Ser

Glu

Val

Ser

150

Leu

Gly

Lys

Gln

Asn

230

Leu

Arg

Leu

Gly

Gln

55

Asn

Phe

Glu

Tyr

vVal

135

Leu

Ile

Cys

Gln

Gln

215

Arg

Leu

Pro

Glu

Gly
295

ES 2750 007 T3

Tyr

Pro

Cys

Gln

Thr

120

Asp

Gln

Thr

Ser

vVal

200

Gln

Phe

Gly

Leu

Cys

280

Pro

Asp

Met

Phe

His

105

Ile

Thr

Thr

Phe

Arg

185

Gln

Gln

Ile

Glu

Arg

265

Ser

Cys

Pro

Cys

Gln

90

Gln

Ser

Cys

Ser

Gly

170

Ser

Asp

Gln

Gln

Met

250

Ser

Tyr

Ser

Val

Gln

75

Arg

Pro

Arg

Leu

Leu

155

Lys

Tyr

Met

Arg

Pro

235

Gln

Thr

Pro

Gln

176

Leu

60

Vval

Asn

Ala

Ala

Asp

140

Ser

Met

Val

Leu

Ala

220

Ile

Arg

Gly

Asn

Gly
300

Cys

Asn

Pro

Glu

Gln

125

Asp

Leu

Val

Phe

Gly

205

Met

Gln

Asp

Ala

Thr

285

Pro

Thr

Tyr

Phe

Leu

110

Phe

Asp

Leu

Gln

Arg

190

Ile

Gly

Ser

Pro

Ala

270

Gly

Gly

Arg

Arg

Pro

95

Ile

Leu

Glu

Pro

val

175

Gly

Gly

Gly

Cys

Trp

255

Leu

Ala

Gln

Asn

Ala

80

Pro

Pro

Pro

Leu

Thr

160

His

Thr

Lys

Gln

Asp

240

Pro

Ala

Lys

Val



Val

305

Lys

Leu

Cys

Ser

Phe

385

Phe

Leu

Gly

Trp

Glu

465

Cys

Ile

Met

Met

Val
545

Asn

Asp

Ala

Ala

Thr

370

Lys

Lys

Lys

Pro

Lys

450

Val

Ile

Arg

His

Ala

530

Met

Asp

Asn

Leu

Leu

355
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REIVINDICACIONES

1. Un acido ribonucleico (ARN) interferente que funciona tras la absorcion por una especie de plagas de insectos
para regular de forma descendente la expresion de un gen diana en dicha plaga de insectos, en donde el gen diana

(i) se selecciona del grupo de genes que tienen una secuencia de nucleétidos que comprende cualquiera
de las SEQ ID NOs 277, 138, 253, 152, o que tienen una secuencia de nucleétidos que, cuando las dos
secuencias se alinean y comparan éptimamente, es al menos 85% idénticos a cualquiera de las SEQ ID
NO 277, 138, 253y 152 o

(i) es un ortdlogo de plagas de insectos de un gen que tiene una secuencia de nucleétidos que comprende
cualquiera de las SEQ ID NOs 277, 138, 253 y 152, en donde los dos genes ortélogos son similares en
secuencia en tal grado que cuando los dos genes son alineados y comparados de manera 6ptima, el
ortélogo tiene una secuencia que es al menos 85% idéntica a cualquiera de las secuencias representadas
por las SEQ ID NOs 277, 138, 253 y 152;

en donde dicho ARN interferente comprende al menos un elemento silenciador, en el que el elemento silenciador es
una region de ARN de doble cadena que comprende cadenas complementarias reasociadas, una de las cuales
comprende una secuencia de al menos 21 nucleétidos que es complementaria a una secuencia de nucleétidos diana
dentro dicho gen diana.

2. El ARN interferente de la reivindicacién 1, en donde la especie de plaga de insectos es una plaga de plantas.

. EI ARN interferente de la reivindicacion 2, en donde la plaga de plantas se selecciona del género Lygus.

3
4. El ARN interferente de la reivindicacién 3, en donde la especie de plaga de plantas es Lygus hesperus.
5. Un polinucledtido aislado que codifica el ARN interferente de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6

. Una construccion de ADN que comprende la secuencia de polinucleétidos de la reivindicacion 5.

7. La construccion de ADN de la reivindicacion 6, en donde la construccion es una construccion de expresion y en
donde la secuencia polinucleotidica esta operativamente unida a al menos una secuencia reguladora capaz de
impulsar la expresién de la secuencia polinucleotidica.

8. Una célula hospedadora que comprende un ARN interferente de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, el
polinucleétido de la reivindicacion 5 o la construccién de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 6-7.

9. La célula hospedadora de la reivindicacion 8, en donde la célula hospedadora es una célula procariota o eucariota.

10. La célula hospedadora de la reivindicacion 9, en donde la célula hospedadora es una célula bacteriana o una
célula vegetal.

11. Una composicién para prevenir y/o controlar la infestacion de plagas de insectos que comprende al menos un
acido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y al menos un soporte,
excipiente o diluyente adecuado.

12. La composicién de la reivindicacion 11, que comprende una célula hospedadora de cualquiera de las
reivindicaciones 8-10, en donde el ARN se expresa dentro de dicha célula hospedadora.

13. Uso de un acido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, un
polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 5, una construccién de ADN de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7,
una célula hospedadora de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-10, o una composicion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 11-12 para prevenir y/o controlar la infestacion de plagas.

14. Uso de un acido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, un
polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 5, una construccion de ADN de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7,
una célula hospedadora de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-10, 0 una composicion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 11-12 como plaguicida para una planta o para material de propagacion o
reproductivo de una planta.

15. Un método para regular de forma descendente la expresion de un gen diana en una especie de plaga de
insectos, que comprende poner en contacto dicha especie de plaga con una cantidad efectiva de al menos un acido
ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o una cantidad efectiva de una
composicion de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que la regulacidon descendente de la expresion de un gen diana en una
especie de plaga de insectos se utiliza para prevenir y/o controlar la infestacién de plagas.
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17. Un método para generar una planta transgénica resistente a la infestacién por parte de una especie de plaga de
insectos que comprende:

(a) transformar una célula vegetal con una construccion de ADN que comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica un acido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-4;

(b) regenerar una planta a partir de la célula vegetal transformada; y

(c) cultivar la planta transformada en condiciones adecuadas para la expresién del ARN interferente de la
construccién de ADN recombinante, siendo dicha planta, por tanto, resistente a dicha plaga en comparacién
con una planta sin transformar.

18. Una planta transgénica producida por el método de la reivindicacion 17, en donde dicha planta expresa al menos
un acido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

19. Una planta transgénica, o material de reproduccion o propagacion para una planta transgénica o una célula
vegetal transgénica cultivada, que expresa al menos un acido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

20. Semilla, producida a partir de la planta transgénica de la reivindicacion 18 o 19, en donde dicha semilla expresa
al menos un &cido ribonucleico (ARN) interferente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
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