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DESCRIPCION
Sistema de control de plagas

Campo de la invencion

La invencion se refiere a una célula bacteriana transfectada o transformada genéticamente que es un simbionte
intestinal de un insecto que pertenece al orden Thysanoptera, en la que dicha célula se transforma para expresar ARN
de cadena doble (dsARN) activo contra al menos un gen de insecto seleccionado; un vector para transformar o
transfectar dicha célula bacteriana; un insecto que incluye dicha célula bacteriana transformada y un procedimiento
de control de plagas que emplea el uso de dicha célula bacteriana y/o dicho insecto.

Antecedentes de la invencion

Los invertebrados y otras plagas son vectores comunes para los organismos patégenos, tipicamente microorganismos
que son responsables de diversas enfermedades que pueden afectar los cultivos.

En los ultimos 30 afios, insectos como el tisandptaro occidental de las flores (WFT), Frankliniella occidentalis
(Pergande) (Thysanoptera: Thripidae), se han convertido en una de las plagas agricolas mas importantes a nivel
mundial. La condicién de plaga se puede atribuir a diversos factores, entre ellos el potencial reproductivo, la capacidad
de invasién (endémica en el oeste de América del Norte, ha invadido muchos paises de Europa, Africa y Asia), la
variedad de cultivos huéspedes, la capacidad de transmitir virus de plantas y la resistencia a insecticidas. Todos estos
factores estan interrelacionados, y estan vinculados con el ciclo vital y la estrategia de la historia de vida de la especie.
Es una plaga importante de los cultivos de invernadero y de campo y de los frutos rojos en Europa, y de alimentos
basicos como frijoles, caupis y cacahuetes en Africa y Asia, y esto puede tener efectos devastadores para los seres
humanos y los animales que dependen de esos cultivos para su alimentacion.

El dafio directo a los cultivos se debe tanto a la alimentacion como al dafio de las plantas por oviposicion. Los
tisandptaros también transmiten varios tospovirus diferentes, incluidos el virus de la mancha anular del cacahuete
(GRSV) y el virus del bronceado del tomate (TSWV), y se ha calculado que el TSWV solo provoca mas de mil millones
de ddlares en pérdidas por afio. Mas de 1,000 especies de plantas en 84 familias son susceptibles al TSWV, lo que le
proporciona uno de los intervalos de hospedadores mas amplios entre los patdgenos vegetales.

En consecuencia, existe un interés continuo para desarrollar procedimientos de control dirigidos a la reduccion o la
erradicacién de la incidencia de las plagas agricolas anteriores. Esto se suele lograr ya sea mediante el
direccionamiento al propio patégeno (GRSV/TSWV) o al vector (WFT) asociado comunmente a la transmisién. Los
procedimientos para controlar las infestaciones y la infeccion por insectos tipicamente se han encontrado en forma de;
barreras fisicas que impiden la transmision; composiciones quimicas, tales como insecticidas, farmacos quimicos y
repelentes; y también controles biolégicos.

Los avances recientes en genética han permitido comprender mejor el desarrollo de una amplia gama de organismos
y allanado el camino para las nuevas vias de control biolégico de plagas. El estudio de la funcion génica de los insectos
constituye una etapa crucial para comprender la fisiologia, el comportamiento, la inmunologia e incluso la transmision
de enfermedades en este grupo de organismos tan diverso y exitoso. Gracias a este conocimiento es posible
desarrollar formas para luchar contra los dafios a los cultivos y desarrollar estrategias para controlar las poblaciones
de insectos plaga.

La interferencia de ARN (iARN) es una técnica poderosa de regulacion por disminucion especifica de secuencia de la
expresion génica para interrogar la funcion génica eucariota basandose en un gen individual.

La iARN es una forma de silenciamiento génico postranscripcional, en la que un ARNm especifico de un gen particular
se destruye o se bloquea, lo que impide la traduccion y la formacién de un producto génico activo. La iARN se produce
naturalmente dentro de las células vivas para modular la actividad génica, y también es importante en la defensa
contra los parasitos y la infeccion viral. Por ejemplo, cuando una célula se inyecta con ARN en una forma de cadena
doble (cd), una proteina llamada Dicer (0 ARNsa lll) escinde las moléculas de dsARN en fragmentos cortos de ARN
(20-25 nucleodtidos), denominados ARN interferente pequefio (ARNip) debido a su capacidad de interferir con la
expresion de un gen especifico. Estas moléculas de ARNip se desenrollan para formar ARN de cadena simple (cs),
después de lo cual la denominada cadena guia se incorpora en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC).
A menudo, esta cadena guia formara pares de bases con una secuencia complementaria de ARNm en la célula que
induce su escisién por el componente catalitico del complejo RISC. El ARNm no se traduce y no se produce ninguna
proteina funcional, y por lo tanto los efectos del gen que codifica el ARNm especifico son “silenciados”. Este
procedimiento se denomina iARN auténomo celular, en el que el silenciamiento génico se limita a la célula en la cual
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se introduce el dsARN. Alternativamente, el iARN ambiental y sistémico son las dos formas de iARN auténomo no
celular, en los que el efecto de interferencia se produce en células/tejidos diferentes del lugar donde se
introdujo/produjo el dsARN. En este caso, el dsARN es absorbido por muiltiples células (iIARN ambiental tal como en
las infecciones virales), o la sefial de silenciamiento se transporta desde la célula en la cual el dsARN se aplica o se
expresa a otras células donde se observa el efecto (iIARN sistémico).

Al sintetizar artificialmente el dsARN (o las moléculas de ARNip) con una secuencia conocida complementaria de un
gen de interés, e introducirlo en las células diana, es posible comprender la funcién de un gen especifico mediante la
observacion de las consecuencias de su pérdida de actividad. ElI iARN y otras denominadas técnicas de genética
inversa estan revolucionando las ciencias bioldgicas, con aplicaciones en gendmica, biotecnologia y medicina.

El iARN en los invertebrados es una tecnologia establecida, en la que se administra dSARN mas comunmente
mediante inyeccion. Sin embargo, este procedimiento suele tener tasas de mortalidad altas debido al traumatismo por
la inyeccion y la anestesia, y también requiere cantidades altas de muestras. Los insectos grandes también requieren
la sintesis de cantidades costosas de dsARN. Ademas, como se establecid, esto produce silenciamiento génico
autonomo celular que logra efectos de iARN transitorios y, por lo tanto, no se puede aplicar para el control de las
plagas de insectos en el campo. Como resultado, para el control de plagas de insectos eficaz, se requiere iARN
auténomo no celular, que se ha demostrado que se logra mediante la alimentacién de insectos con una fuente bioldgica
tal como bacterias modificadas genéticamente o material vegetal. Por lo tanto, esto comienza con la absorcion de
dsARN de manera ambiental en el lumen intestinal del insecto, desde donde se extiende a tejidos de otras partes
(IARN sistémico). El logro del iARN depende de un procedimiento confiable de administracién, o absorcion, de una
copia de dsARN de parte de un gen diana al insecto. Para algunas especies de insectos esto se ha logrado mediante
la inclusién en su alimentacién de células de E. coli vivas o muertas que expresan dsARN. Las bacterias se digieren
en el intestino y el dsARN es absorbido y se administra sistémicamente a diferentes tejidos, en los que puede mediar
el iARN transitorio. El documento EP2374462A2 establece que el iARN se puede introducir mediante la ingesta de:
dsARN desnudo, alimentos contaminados con E. coli que expresan dsARN, por ejemplo, mediante la pulverizacion
con bacterias transformadas, o material vegetal modificado genéticamente que expresa dsARN. El documento
WO02011017137A2 establece un procedimiento a través del cual un cebo alimenticio del insecto se contamina con
bacterias modificadas genéticamente que expresan dsARN y el cebo se devuelve a una colonia para su alimentacion
por los insectos. Ademas, el documento WO2011025860A1 presenta el uso de iARN contra insectos que se alimentan
con plantas, en los que las bacterias que infectan plantas especificas estan modificadas genéticamente para expresar
un dsARN especifico. de manera similar, el documento WO2011036536A2 presenta dianas de genes de iARN
especificos que son silenciadas por la administracion de dsARN mediante la pulverizacién de bacterias muertas en
las plantas de cultivo.

Sin embargo, muchas de las técnicas desarrolladas actualmente suelen ser poco practicas o tienen poca eficacia y no
estan dirigidas a organismos que provocan un dafio especifico al ambiente. Por ejemplo, la contaminacion de fuentes
de alimentos (plantas u otros) con bacterias modificadas genéticamente puede ser perjudicial para otros insectos que
pueden ser alimentadores ocasionales. Ademas, la pulverizacion de composiciones quimicas que contienen dsARN
desnudo sobre insectos o su fuente de alimentacion también puede tener consecuencias en otros organismos no
plagas. Lo que es mas importante, todos los procedimientos existentes solo presentan procedimientos de
administracion mediante los cuales se observan efectos de silenciamiento génico transitorios. Muchas de las técnicas
empleadas actualmente solo presentan duraciones de silenciamiento cortas, que a menudo son demasiado transitorias
para determinadas dianas, por ejemplo, aquellas para estudios hormonales y del desarrollo. Por lo tanto, a menudo
se requiere la reaplicacion de dsARN (u otras construcciones de iARN), lo cual es costoso y requiere mucho tiempo.
Ademas, como las técnicas empleadas actualmente no son transferibles, ha resultado dificil demostrar el control eficaz
de plagas. Por lo tanto, la tecnologia en su estado actual es inadecuada para muchas especies de insectos y se
necesita una eficacia y procedimientos de aplicacion mejorados.

Por lo tanto, hemos desarrollado una nueva técnica de iARN eficaz contra los insectos pertenecientes al Orden
Thysanoptera que se basa en la sintesis in vivo de dsARN por bacterias intestinales simbidticas transgénicas de una
especie que reside naturalmente en el insecto. Ademas, desarrollamos una nueva técnica de iARN que destruye los
insectos en la etapa de larva y adulta, pero particularmente la etapa de larva, por lo tanto, de manera conveniente,
antes de que se produzca la reproduccion de plagas de insectos y la alimentacién y antes de la transmision de
patégenos de plantas entre las plantas individuales.

Declaraciones de la invencion

Segun un primer aspecto de la invencidén, se proporciona, por lo tanto, una célula bacteriana transfectada o
transformada genéticamente, en la que dicha bacteria es un simbionte intestinal de un insecto que pertenece al orden
Thysanoptera, caracterizada porque dicha célula bacteriana se transforma para expresar dsARN contra al menos una
parte del gen de tubulina o al menos una parte del gen del factor de alargamiento del insecto.
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En una realizacion preferida de la invencién, dicha célula bacteriana se transforma para expresar dsARN contra al
menos una parte del gen de la cadena alfa 1 de tubulina o al menos una parte del gen del factor de alargamiento 1
alfa del insecto.

La referencia en la presente al gen de cadena de tubulina alfa 1 es al gen que tiene el nimero de acceso GT305545
(GenBank; NCBI), y la referencia en la presente al gen del factor de alargamiento 1 alfa es al gen que tiene el numero
de acceso GT303726 (GenBank; NCBI).

En una realizacion preferida de la invencion, dicho dsARN comprende una cadena de ARN que comparte un 50 % de
complementariedad con al menos una parte de dicho gen de tubulina o al menos una parte del gen del factor de
alargamiento. Preferentemente, dicho dsARN comprende una cadena de ARN que comparte al menos el 75 % de
complementariedad con al menos uno de dichos genes de dicho insecto y, en orden creciente de preferencia, al menos
el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de
complementariedad con al menos uno de dicho gen diana de dicho insecto.

Mas idealmente aun, dicho dsARN activo contra dicho gen de cadena de tubulina alfa 1 o dicho gen del factor de
alargamiento 1 alfa del insecto es complementario a al menos una parte de la estructura de la secuencia que se
muestra en la figura 13 o 14, respectivamente. Preferentemente, dicho dsARN comprende una cadena de ARN que
comparte al menos el 75 % de complementariedad con al menos una parte de la estructura de la secuencia que se
muestra en la figura 13 o 14 y, en orden creciente de preferencia, al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %,
el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de complementariedad con al menos una parte de la
estructura de la secuencia que se muestra en la figura 13 o 14.

De manera mas ideal, dicha bacteria se refiere al género Pantoea, que es un simbionte intestinal de dicho insecto,
idealmente, dicha bacteria es BFo2, con una secuencia de genoma que tiene el nimero de acceso SAGS00000000
(GenBank, NCBI). Alternativamente, dicha bacteria pertenece al género Erwinia, que es un simbionte intestinal de
dicho insecto, idealmente, dicha bacteria es BFo1, con una secuencia de genoma que tiene el nimero de acceso
LAGP00000000 (GenBank, NCBI).

Mas preferentemente, dicho insecto es un miembro de la Familia Thripidae. Mas preferentemente aun, dicho insecto
pertenece al género Frankliniella, tal como la especie Frankliniella occidentalis.

En otra realizacion preferida adicional de la invencién, se proporciona un vector de expresion para transformar o
transfectar dicha célula bacteriana en el que dicho vector comprende una secuencia de acido nucleico que expresa
dsARN contra al menos una parte de dicho gen de tubulina o al menos una parte de dicho gen de factor de
alargamiento del insecto.

En una realizacion preferida de la invencion, dicho vector de expresion expresa dsARN contra al menos una parte del
gen de la cadena alfa 1 de tubulina o al menos una parte del gen del factor de alargamiento 1 alfa del insecto.

Mas preferentemente aun, dicho vector de expresion para transformar o transfectar dicha célula bacteriana comprende
al menos un promotor constitutivo, por ejemplo, Ptac. Mas preferentemente aun, mdltiples, tal como un par, de dichos
promotores se proporcionan y estan configurados para accionar la transcripcion de manera convergente para
garantizar la transcripcion de ambas cadenas complementarias de acido nucleico que expresan dicho dsARN. Mas
preferentemente aln, dicho vector de expresion para transformar o transfectar dicha célula bacteriana esta configurado
como se muestra en la figura 1, es decir, configurado segun el vector Pex-A. Mas idealmente aun, dicho vector de
expresion para transformar o transfectar dicha célula bacteriana es pTub3 o pElong1. De manera conveniente, pTub3
o pElong1 comprenden secuencias de acido nucleico que son plantillas para la sintesis de dsARN que estan
flanqueadas por promotores de Ptac convergentes para garantizar la transcripcion constitutiva de dos cadenas de
ARN complementarias, las cuales se hibridan para generar el ARN de cadena doble deseado.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha célula bacteriana se transforma o modifica genéticamente de modo
tal que el ADN recombinante se integra de manera estable en el genoma de la célula huésped. Esto garantiza de
manera conveniente el silenciamiento del gen diana a largo plazo y garantiza la expansion en las poblaciones de
insectos. Idealmente, la integracion estable se logra mediante integracion especifica del sitio, tipicamente después del
uso de sitios de integracion especificos del sitio convencionales. Preferentemente, la integracion especifica del sitio
se logra en el gen de la ARNsa lll.

Los expertos en la materia sabran que dicho insecto causa una enfermedad en las plantas, tipicamente por la
transmision del organismo patdégeno que pertenece a los tospovirus, incluyendo el virus de mancha de mani o el virus
de la marchitez de tomate.
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El trabajo de la invencién es particularmente eficaz porque el insecto realiza transferencia intestinal horizontal, es decir,
la adquisicion de bacterias de flora intestinal mediante la ingesta de una fuente ambiental. Por lo tanto, el trabajo de
la invencion es particularmente eficaz porque dicha transferencia intestinal horizontal se logra mediante la ingesta de
heces o excremento de otros insectos. Mas idealmente aun, la ingesta de heces o excremento es especifica del género,
y se cree que es especifica de la especie, por lo tanto, la generacion progenitora de una especie transfiere el simbionte
intestinal modificado genéticamente a una generacion de descendientes. De este modo, dicho insecto puede adquirir
dicha célula bacteriana transfectada o transformada de heces o excremento contaminado en el ambiente, lo que evita
la necesidad del manejo de insectos y la mortalidad asociada. Ademas, de manera conveniente, esto permite la
transferencia horizontal de dsARN que media iARN a lo largo de al menos una colonia de insectos y, tipicamente,
muchas colonias de insectos.

Ademas, o alternativamente a la integracién especifica del sitio mencionada anteriormente, en otra modalidad preferida
de la invencion, dicha célula bacteriana transfectada o transformada también se modifica genéticamente de modo que
no produzca proteinas que degraden el ARN funcional, incluidas, entre otras, la ARNsa Ill. de manera conveniente,
esto reduce el riesgo de la degradacion enzimatica de dicho dsARN codificado por la célula bacteriana transformada.
Idealmente, esto se logra mediante la eliminacion de la totalidad o parte del gen de la ARNsa Il nativo e, idealmente,
su reemplazo por un gen resistente a antibioticos, por ejemplo, un gen de resistencia a la apramicina.

De manera conveniente, el direccionamiento del gen de cadena de tubulina alfa 1 o el gen del factor de alargamiento
1 alfa produce una mortalidad temprana de dicho insecto. De este modo, se reduce la capacidad del insecto de
transmitir un microorganismo patdgeno y se limita el dafio al follaje debido a la alimentacion o la puesta de huevos.

En la practica, el insecto adquiere la célula bacteriana de simbionte intestinal transfectada o transformada
genéticamente por dsARN del ambiente mediante ingesta. Dicha célula bacteriana de este modo se establece como
una poblacion viva en el intestino del insecto, en la que la misma divide y transcribe activamente el dsARN que codifica.
de manera conveniente, esto, por lo tanto, media el iARN en el insecto indefinidamente. EI dsARN se direcciona
idealmente contra el gen de cadena de tubulina alfa 1 o el factor de alargamiento 1 alfa, lo que produce su modulacion
y, mas especificamente, su regulacion por disminucion. Dada la importancia de estos genes, el insecto resulta afectado
adecuadamente y, por lo tanto, muere.

Segun un segundo aspecto de la invencidn, se proporciona un insecto perteneciente al Orden Thysanoptera,
caracterizado porque dicho insecto comprende una célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada en
la que dicha bacteria es un simbionte intestinal de dicho insecto y se transforma para expresar dsARN contra al menos
una parte del gen de cadena de tubulina alfa 1 o al menos una parte del gen del factor de alargamiento 1 alfa del
insecto.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha bacteria se transforma o se transfecta para expresar dsARN contra
al menos una parte del gen de la cadena alfa 1 de tubulina o al menos una parte del gen del factor de alargamiento 1
alfa del insecto.

Segun un tercer aspecto de la invencion, se proporciona el uso de la célula bacteriana descrita anteriormente en un
procedimiento para modular la expresién de un gen diana de un insecto perteneciente al Orden Thysanoptera que
comprende:

contaminar una composicion que va a ser ingerida por el insecto con dicha célula bacteriana;

después de lo cual la ingesta de dicha célula bacteriana por dicho insecto produce que dicha célula bacteriana colonice
el intestino de dicho insecto, en el que sintetiza dsARN contra al menos una parte del gen de tubulina o al menos una
parte del gen del factor de alargamiento para modular dicha expresion del gen del insecto.

En un uso preferido de dicha invencién, dicha célula bacteriana se transforma o transfecta para expresar dsARN contra
al menos una parte del gen de la cadena alfa 1 de tubulina o al menos una parte del gen del factor de alargamiento 1
alfa del insecto.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha composicion comprende una fuente de alimento para el insecto.
Mas preferentemente aun, dicha composicidon son las heces o el excremento de dicho insecto, o una fuente de
alimentacion del insecto joven, tal como, entre otras, una fuente de planta.

En una realizacién preferida adicional del tercer aspecto de la invencion, la modulacién de dicha expresion génica
diana mata a dicho insecto, idealmente en la etapa larval y, por lo tanto, es un procedimiento eficaz de control o
eliminacion de plagas.

En las reivindicaciones a continuacion y en la descripcion anterior de la invencion, salvo donde el contexto requiera lo
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contrario debido al lenguaje expreso o una implicacién necesaria, la palabra “comprende”, o variaciones tales como
“comprenden” o “que comprende” se usa en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las
caracteristicas indicadas, pero no para excluir la presencia o adicion de caracteristicas adicionales en diversas
realizaciones de la invencion.

Las caracteristicas preferidas de cada aspecto de la invencion pueden ser como se describid con relacion a cualquiera
de los otros aspectos.

Otras caracteristicas de la presente invencién seran evidentes a partir de los ejemplos a continuacion. En términos
generales, la invencién se extiende a cualquier caracteristica novedosa, o cualquier combinacién novedosa, de las
caracteristicas presentadas en la presente memoria descriptiva (incluidas las reivindicaciones y los dibujos adjuntos).
Por lo tanto, los elementos, los nimeros enteros, las caracteristicas, los compuestos o los restos quimicos descritos
junto con un aspecto, modalidad o ejemplo especifico de la invencion se deben entender como aplicables a cualquier
otro aspecto, modalidad o ejemplo descrito en la presente, a menos que sean incompatibles.

Ademas, a menos que se especifique lo contrario, cualquier caracteristica descrita en la presente se puede reemplazar
por una caracteristica alternativa que tenga el mismo propdsito o uno similar.

Figura 1 muestra la configuracion de un casete de tisanoéptaros. Los promotores convergentes estan indicados
con rojo. Cabe sefalar que los promotores Ptac no contienen una secuencia operadora, por lo tanto, no estan sujetos
a la represion de Lacl.

Figura 2: muestra un mapa vectorial de Pex-A (Eurofins, hitp://www.operon.com/products/gene-
synthesis/ListOfVectors.aspx).

Figura 3: muestra un mapa del casete de tisanoptaros pEX-A.

Figura 4: muestra mapas de plasmidos de pElong1y pTub3. Las flechas rojas indican promotores Ptac y la seccion
azul indica la posicion de la secuencia de la plantilla de dsARN.

Figura 5: muestra mapas de plasmidos de pRN1 y pRN2. El gen de ARNsa lll se muestra en verde. Los recuadros
celestes indican los terminadores de transcripcion T4 y la flecha negra indica la posicidén del gen de resistencia a la
apramicina.

Figura 6: muestra la expresion de tubulina relativa en F. occidentalis normalizada al control endégeno (18S
ARN). Las barras representan la abundancia de transcripciones relativa media de tubulina en insectos jovenes 48
horas después de la alimentacion con bacterias (BFo2) que expresan agarosa de cadena doble (control) y tubulina de
cadena doble (tubulina KD). Las barras representan la abundancia de transcripciones media, las barras de error
representan la desviacion estandar alrededor de la media. El eje Y representa la abundancia de transcripciones de
tubulina relativa normalizada a 18S ARN. Cada panel representa un experimento separado que usa un grupo de
aproximadamente 22 insectos de F. occidentalis por tratamiento.

Figura 7: muestra el panel superior: Composicion de poblaciones de F. occindentalis después de 4 dias de
exposicion oral a cepas de BFo2 modificadas que expresan dsARN de control o Tubulinacd, muestra un
fenotipo de mortalidad significativa en las etapas de larva y adulta expuestas a Tubulinacd. Datos recogidos de
7 experimentos independientes; cantidad de insectos alimentados = 234 (control), 150 (muertos por calor [HK]
Tubulinacd), 220 (Tubulinacd). Nota: las etapas de pre-pupa y pupa de los tisandptaros son sin alimentacion. Se
observé un fenotipo de mortalidad de inactivacién de tubulina altamente significativo entre las larvas de tisanoptaros,
y especificamente en la primera (L1) etapa de larva. También se observé una mortalidad baja, pero significativa entre
las F. occidentalis adultas. Las BFo2 muertas por calor (HK) que expresan Tubulinacd no provocaron el fenotipo de
mortalidad, lo que resalta la importancia de la reintroduccién de bacterias que expresan dsARN vivas en contraposicion
con simplemente dsARN previamente sintetizado. Panel inferior: Experimentos adicionales que identifican que la
1¢ra etapa de larva es la mas susceptible al fenotipo de mortalidad. Datos recogidos de 4 experimentos
independientes; cantidad de insectos alimentados = 134 (control), 95 (TubulinacdHK) y 81 (Tubulinacd).

Figura 8: muestra el dafo de la hoja en plantulas de pepino provocado por F. occidentalis con y sin iARN
administrado por simbionte. Los grupos de plantulas de pepino se expusieron a larvas de WFT y adultos que habian
sido infectados oralmente con bacterias (BFo2) que expresan ARN de Agarasacd (control) o ARN de Tubulinacd
(Tubulina KD). Se produjo un dafio significativamente inferior en las plantas expuestas a F. occidentalis que recibieron
la inactivacion de Tubulinacd en comparacion con los controles.
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Figura 9: muestra la estructura de la secuencia del vector de pEX-A (2450 pb).
Figura 10: muestra la estructura de la secuencia de la secuencia del promotor Ptac.

Figura 11: muestra la estructura de la secuencia del casete de tisanéptaros (138 pb, construccién sintética,
secuencia Ptac subrayada).

Figura 12: muestra la estructura de la secuencia del casete de tisanoptaros pEX-A (2588pb).
Figura 13: muestra la estructura de la secuencia del gen de la cadena de tubulina alfa 1.
Figura 14: muestra la estructura de la secuencia del gen del factor de alargamiento 1 alfa.
Figura 15: muestra la estructura de la secuencia del plasmido de pTub3 (2898 pb).

Figura 16: muestra la estructura de la secuencia del plasmido de pElong1 (2982).

Figura 17: muestra la estructura de la secuencia de BFo2 de ARNsa lll (amplificada por RCP).
Figura 18: muestra la estructura de la secuencia del plasmido de ARNp1.

Figura 19: muestra la estructura de la secuencia del plasmido de ARNp2.

Ejemplo 1

El procedimiento comprende establecer iARN mediado por simbionte como un medio nuevo, sélido y manejable para
el silenciamiento génico prolongado sistémico, la supresion o la inactivacion en WFT, lo que proporciona una
herramienta de investigacion vital para complementar el proyecto de secuenciacién del genoma de WFT en curso
(https://www.hgsc.bcm.edu/western-flower-thrips-genome-project) y una potencial estrategia de biocontrol novedosa.

Los WFT contienen dos especies de bacterias intestinales, una que pertenece al género Erwinia, llamada BFo1, y la
segunda se relaciona con el género Pantoea, llamada BFo2, que también puede crecer fuera del insecto huésped.
Las bacterias presentes en el intestino de los tisandptaros se transmiten a la progenie a través de las hojas que los
adultos y las larvas comen y sobre las que defecan. En las larvas de segundo estadio, todos los tisandptaros se
infectan con la bacteria y hay hasta 10° células bacterianas presentes por cada tisandptaro. Las bacterias alcanzan
poblaciones altas en las larvas, se pueden cultivar en placas y son manejables para la manipulacién genética. Los
genomas de BFo1 y BFo2 se han secuenciado. El control de la transcripcién es similar al de la E. coli.

La sintesis de dsARN estable depende de (i) la inactivacion de ARNsa Il bacteriana, y (ii) la integracién del casete de
expresion de dsARN en el genoma bacteriano. Esto se logra mediante la modificacién genética del casete de expresion
en un plasmido adecuado y la eliminacion del gen de BFo2 de la ARNsa lll. Se aislan recombinantes en los cuales el
gen de la ARNsa lll nativo se elimina y se reemplaza por un gen de resistencia a la apramicina. Se introducen
plasmidos que expresan dsARN (optimizados para iARN) para dirigirse a los siguientes genes de WFT: cadena de
tubulina alfa 1 (numero de acceso GT305545; GenBank, NCBI); o factor de alargamiento 1 alfa (nimero de acceso
GT303726; GenBank, NCBI). La inactivacion de cualquiera de los dos genes diana deshabilita gravemente a las larvas
e indica que la tecnologia es eficaz contra los WFT. La sintesis de dsARN estable para cada casete se determina para
cada cepa bacteriana recombinante por Q-RTRCP.

Las infecciones experimentales se realizaron en diferentes etapas de desarrollo de los WFT al alimentarlos con ARN
recombinante que expresa las cepas de Erwinia TAC, resuspendidas en una mezcla de alimentacion artificial. Los
tisandptaros se alimentaron por membrana con esta mezcla como la Unica fuente de alimentaciéon durante 2-4 dias.
Se incluy6 tinta en la mezcla para identificar de manera no invasiva los WFT que se habian alimentado. Se confirmé
el crecimiento bacteriano y la viabilidad en la mezcla de alimentacién en el comienzo y el final de cada experimento
mediante el cultivo en medios selectivos. El contenido del intestino de los WFT también se cultivd en medios selectivos
para verificar la viabilidad y la poblacion de bacterias de BFo2 recombinantes ingeridas. La retencion de las
caracteristicas simbidticas de las bacterias se evalu6 siguiendo el desarrollo de los WFT en los insectos repoblados
que expresan Agarasacd (control negativo) y Tubulinacd, la correlacién de estas mediciones con la presencia de
bacterias recombinantes en el intestino y mediante Q-RTRCP de ARNm de tubulina presente en las preparaciones de
ARN de los insectos.

Los insectos poblados con cepas de BFo2 que expresan dsARN dirigidos a los genes de tubulina se compararon con
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los insectos poblados con las bacterias que expresan dsARN de control negativo. Se determinaron los datos de
mortalidad de los insectos en cada caso. Estos datos se correlacionaron con los ensayos de Q-RTRCP para medir la
abundancia de ARNm de los genes diana respectivos.

Esta nueva estrategia de iARN puede prevenir la infeccién de plantas por tospovirus (matando insectos juveniles antes
de que puedan volar, atacando los genes de la competencia vectorial del insecto, por ejemplo, codificando una proteina
de union para el virus [Kikkert M., Meurs C., van de Wetering F., Dormiiller S., Peters D., Kormelink R., Goldbach R.,
1998. Phytopathology 88: 63-69.]y/o la expresion de genes virales), y proporciona una plataforma para disefiar una
estrategia efectiva de proteccién de cultivos usando las bacterias recombinantes como bioplaguicidas.

Las bacterias tipicamente expresan una enzima, ARNsa lll, que degrada especificamente dsARN. De hecho, hemos
establecido que el dsARN es inestable después de que se expresa en BFo2. Para eludir este problema, hemos
disefiado una cepa mutante de BFo2, en la cual el gen codificante de la ARNsa lll se altera, y que expresa de manera
estable el dsARN.

Materiales y procedimiento

Cepas bacterianas y medios

Los procedimientos de clonacion se realizaron en E. coli JM109. La alteracion del gen de la ARNsa Il se realiz6 en
una BFo2 que contiene plJ790 para permitir la recombinacion mediada por rojo Lambda (Gust B, Challis GL, Fowler
K, Kieser T, Chater KF (2003) Proc Natl Acad Sci, Estados Unidos, 18 de febrero; 100(4):1541-6.)). El cultivo de cepas
de E. coli fue como se recomendd en Sambrook y Russell (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ra ed.).
Cold Spring Harbor Laboratory Press. ISBN 978-0-87969-577-4). Se cultivd BFo2 a 30 °C en cultivo liquido (LB, con
agitacion) y en la superficie de placas de agar L. La identidad del mutante de alteracion de la ARNsa Il fue confirmada
por RCP.

Sistema de expresion de dsARN
Construccion del vector de expresion para accionar la expresion constitutiva de ARN de cadena doble en BFo2.

Se us6 un casete de expresion sintética de 138 pb (Eurofins), que contenia varios sitios de restriccion flanqueados por
dos copias del promotor constitutivo modificado Ptac. Se disefiaron las secuencias promotoras para accionar la
transcripcion de manera convergente (figura 1), para garantizar la transcripcion de ambas cadenas complementarias
de fragmentos de ADN subclonados en el sitio MC. El casete de expresion sintético se clond entre los sitios Notl del
plasmido resistente a la ampicilina pEX-A (Eurofins, La figura 2), lo que genera el casete del plasmido tisanoptaros
pEX-A.

Para ayudar a predecir los genes de F. occidentalis usados como candidatos diana para la interferencia mediada por
ARN bicatenario, se us6 Deqor (Henschel y col., 2004, Nucleic Acids Research, 32(problema del servidor web):W113-
20). Las secuencias consideradas como candidatas adecuados se obtuvieron mediante sintesis (Eurofins),
flanqueadas por sitios Xbal. Estos fragmentos de ADN se proporcionaron como insertos clonados en los vectores pEX-
A o RCP2 (Tabla 2).

Los fragmentos de ADN a usar como plantillas para la sintesis de dsARN se subclonaron en el sitio Xbal del casete
pEX-A-tisandptaros y, por lo tanto, se flanquearon mediante promotores Ptac convergentes para asegurar la
transcripcion constitutiva de dos cadenas de ARN complementarias que se hibridarian para generar el ARN bicatenario
deseado. Los plasmidos resultantes fueron pElong1 y pTub3. Estas construcciones se verificaron mediante restriccion
y secuenciacion de ADN (La figura 4).

Generacion de un mutante de alteracion de BFo2.

El gen de ARNsa IlIl se amplificé por RCP a partir de BFo2 de tipo salvaje usando los cebadores RIlIBfo2F1 y
RIIIBfo2R1 (Tabla 1). El producto (759 pb de longitud) se digirié con EcoRI/Hindlll y se ligé en plJ2925 previamente
digerido con el plasmido de ARNp1 generador de EcoRI/Hindlll. La alteracién de esta copia del gen de la ARNsa Il
se logréo mediante digestion de EcoRV de ARNp1 e insercion del gen de resistencia a la apramicina (flanqueado por
terminadores de transcripcion T4) extirpado del plasmido pQM5062 mediante digestion de restriccion de Hindlll y
extremo romo usando ADN polimerasa T4 en presencia de dNTP 1 mM, lo que dio lugar a la ARNp2 (La figura 5).
Para facilitar la transformacion mediada por rojo lambda, se crearon células BFo2 electrocompetentes, como se
recomienda para la E. coli (Sambrook y Russell (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ra ed.). Cold Spring
Harbor Laboratory Press. ISBN 978-0-87969-577-4) y se las transformé por electroporacion con el plasmido plJ790
(Gust B, Challis GL, Fowler K, Kieser T, Chater KF (2003) Proc Natl Acad Sci, Estados Unidos, 18 de
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febrero;100(4):1541-6.)). - Creacion de la cepa BFo2/plJ790. El gen alterado de la ARNsa Ill se extirpé del ARNp2
mediante digestion de Bglll y después se introdujo purificacion en gel en BFo2/plJ790 electrocompetentes mediante
electroporacion. Se seleccionaron transformantes de cruzamiento doble mediante colocacién en placas de réplica en
medios selectivos que contenian ampicilina o apramicina. Se evaluaron colonias viables para detectar la presencia de
la alteracion por RCP de colonias usando los cebadores BFo2RNasetestF y BFo2RNasetestR. Todos los plasmidos
se confirmaron mediante digestion de restriccion y secuenciacion.

Evaluacion de la funcionalidad del sistema de expresion de dsARN

Se sedimentaron cultivos nocturnos de BFo2 que contenian los plasmidos de expresion de dsARN mediante
centrifugado (13.000 X g durante 10 min) y se mezclaron con volimenes iguales de RNAprotect (Qiagen). Se aisl6 el
ARN total usando el kit de aislamiento de ARN RNeasy mini (Qiagen). Se digiri6 el ADN gendémico usando el
tratamiento ADNsa | en columna durante 45 minutos a temperatura ambiente. La transcripcién inversa especifica de
la cadena se realizé en 1 ug de ARN total usando el kit de transcripcion inversa iscript select (Biorad) que incluye el
potenciador del cebador especifico del gen (GSP) y uno de los siguientes pares de cebadores especificos del gen:
tubulina - TubFoF1 y TubFoR1, factor de alargamiento - EFFoF1 y EFFoR1, (secuencias mostradas en la Tabla 3).
Los ADNCc se diluyeron 1/3 en agua libre de nucleasas (proveedor). Se realizé amplificacion en tiempo real especifica
de cadena por triplicado usando Sybr-Green Supermix (Biorad) y los dos cebadores especificos de genes enumerados
en la Tabla 1. No se usaron controles de plantilla (NTC, transcripcién no inversa) para evaluar el grado de arrastre de
ADN gendmico.

Infeccién de tisanoptaros con cepas de BFo2

Se sedimentaron cultivos nocturnos de BFo2 que contenian los plasmidos de expresion de dsARN mediante
centrifugado (3.000 X g durante 2 min) y se lavaron mediante resuspension en caldo Luria, después se resuspendieron
a 5x10%/ml en una mezcla de alimentacion artificial (20 % (v/v) de caldo Luria, 2,4 % (p/v) de sucrosa, 0,32 % (p/v) de
NaCly 0,03 % (p/v) de azul de metileno). Las Franliniella occidentalis de todas las etapas de desarrollo se alimentaron
por membrana con esta mezcla como la Unica fuente de alimentacién durante 2 a 4 dias desde un depésito de un
frasco Bijou invertido, cubierto con Parafilm estirado. Se incluyd azul de metileno para identificar de manera no invasiva
los WFT que se habian alimentado (el color azul en el intestino resulté visible a través de la cuticula del insecto bajo
un aumento de baja potencia en los WFT anestesiados por CO2). Se confirmd el crecimiento bacteriano y la viabilidad
en la mezcla de alimentacion en el comienzo y el final de cada experimento mediante el cultivo en agar LB
complementado con 1,5 % (p/v) de sucrosa y el antibidtico selectivo adecuado (apramicina para BFo2 que expresa
Agarasacd; apramicina y ampicilina para BFo2 que expresa Tubulinacd). El contenido del intestino tefiido de WFT
seleccionados aleatoriamente, esterilizados en la superficie también se cultivd en medios selectivos para verificar la
viabilidad y la poblacién de cepas de BFo2 ingeridas. Se prepararon controles adicionales usando cultivos nocturnos
de BFo2 que expresan Tubulinacd, que se sometieron a muerte por calor mediante incubacion a 65 °C durante 20 min
antes de la incorporacién en las mezclas de alimentacion como se describio anteriormente.

Eficacia del iIARN en los insectos infectados

Se tomaron muestras de los tisanoptaros juveniles (1°7 y 2¢° estadio) 48 horas después de la infeccion con BFo2
recombinante, se extrajo el ARN y se cuantificaron los niveles de ARNm de tubulina alfa1 (La figura 6). Se aislo el
ARN total de los grupos de aproximadamente 22 insectos jévenes usando el kit ZR Tissue and insect RNA microprep
kit (Zymo Research). Se realiz6 el tratamiento de ADNsa en columna a temperatura ambiente usando ADNsa libre de
ARNSsas (Qiagen). Para cada aislamiento, se realizé la transcripcién inversa de 500 ng de ARN usando el kit de sintesis
Iscript Select y cebadores oligodT (BioRad). Se realizaron Q RT-RCP por triplicado usando Sybr Green Supermix
(BioRad). Se realizaron diluciones en serie de ADNc agrupado por duplicado y se usaron para generar curvas estandar
y para evaluar la eficacia de la reaccion de g RT RCP. Se calcul6 la abundancia de transcripciones relativa de tubulina
alfa mediante la normalizacion a 18S. Todos los cebadores de Q RT RCP se enumeran en la Tabla 3.

Mortalidad de los insectos infectados

Las poblaciones de Frankliniella occidentalis se criaron en plantas de crisantemo vy frijoles ad libitum del 70 % al 80 %
de humedad relativa, de 26 a 27 °C, con un ciclo de luz:oscuridad de 14:10 horas respectivamente. Poblaciones de
WFT de muestra que contenian todas las etapas de desarrollo de F. occidentalis se infectaron oralmente con BFo2
recombinante que expresaba ARN de Agarosacd (control) y Tubulinacd, y se monitorearon para detectar un fenotipo
de inactivacion después de 4 dias. Se incluyé un control adicional que comprendia alimentar BFo2 muertas por calor
que expresaban Tubulinacd.

Proteccion de plantas
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Los grupos de tres plantulas de pepino de 15 dias se expusieron a 50 larvas y 15 adultas jovenes de F. occidentalis
que habian sido infectadas oralmente con BFo2 que expresaban ARN de Agarasacd (control) o ARN de Tubulinacd
(Tubulina KD). Después de 5 dias, se evalud el porcentaje de la superficie de la hoja que estaba cubierta con lesiones
mediante el software de andlisis de imagen Assess 2.0 para la cuantificacién de enfermedades (Lamari, Sociedad

Fitopatologica Amer; 2008; http://www.apsnet.org/press/assess); (la figura 5).

Tabla 1: Cepas y plasmidos.

Cepas genotipo/comentarios

E. coli |[F'traD36 proA*B*laclgA(lacZ)M15/A (lac-proAB) ginvV44 el4-

JM109 gyrA96 recAlrelAlendAl thi hsdR17

Plasmidos

plJ2925 bla, lacZ

ARNp1 plJ2925 que contenia ~759 pb de producto de RCP de ARNsa
Il de BFo2

ARNp2 plJ2925 que contenia producto de RCP de ARNsa lll de BFo2
alterada de apramicina

plJ790 A-RED (gam, bet, exo), cat, araC, rep101ts

pQM5062 |pMOD+Tn5062, AmpicillinaR y ApramicinaR

Fuente

Yanish-Perron y
col., 1985

Kieser y col.,

2000
Este estudio

Este estudio
Gust y col., 2003

Bishop y col.,
2004

10 Tabla 2: dianas de genes usadas para generar fragmentos de ADN sintético para usar como plantilla para la

15

sintesis de dsARN.

Gen diana (Genebank) Nombre del plasmido Longitud
sintética

Factor de alargamiento 1A pEX-A-Factor de |400 pb

(GT303726.1) alargamiento 1A

Cadena de tubulina alfa 1 |pEX-A-tubulina alfa 1 316 pb

(GT305545.1)
Tabla 3. Oligonucleétidos usados para RCP y Q RT-RCP.

Oligonucleétidos

RIIBfo2F1 TTAGAATTCGTTGATACAGCCCTGTTTCATGTGC
RIIIBfo2R1 TTTAAGCTTTTAGTCAGTGCTTGCTCTGCAGC
BFo2RNasetestf AGC GGA TAC CGT AGAAGC AC
BFo2RNasetestR TAG GCC GGT AAC GGT AAG TG

TubFoF1 AGG ATG CTG CTAACAACTA

TubFoR1 GAT GCG GTC CAA TAC AAG

EFFoF1 CTC CAG GTC ACA GAG ATT

EFFoR1 CAC CAATGAGGATAGC

Fo18SF GAA GGA TTG ACA GAT TGA

Fo18SR TAG AGT CTC GTT CGT TAT

FoTubF TTG AAG CAT CCT AAC

FoTubR TTG AGA AGT TGA GAT

10
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<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 3
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<210>6

<211> 18

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 6

gatgcggtcc aatacaag

<210>7

<211> 18

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 7
ctccaggtca cagagatt

<210>8

<211> 19

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

caccaatgat gaggatagc

<210>9

<211> 18

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 9
gaaggattga cagattga

<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 10

tagagtctcg ttcgttat

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 11

ttgaagaagc atcctaac

<210> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 12
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<400> 8
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18

18

19

18
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<210> 13

<211> 2450

<212> ADN

<213> Escherichia coli
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acctgecggece
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecetgttcee
tggcgettte
agctgggetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tecgtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag

attctcettac

gcaagcttgg
acgagccgga
aattgegttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecccect
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgceca
acgctecgtceg
atgatccccce
aagtaagttg

tgtcatgcca

ES 2764 134 T3

atccgaattc
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttecgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcecgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgecagtgt

tccgtaagat

ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgecttteca
ggagaggcgg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececceccece
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcece
gtgctacaga
gtatctgecge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat

gcttttetgt

14

ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
cteceggttcee
tagctcctte
ggttatggca

gactggtgag

ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgece
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggce
ctecgtgeget
tcgggaageg
gttcgectcca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcecga
gcactgcata

tactcaacca

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
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15

20

25

30

agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttcctttt
tatttgaatg
tgccacctga
tcacgaggcce
agctcccgga
agggcgcgtce

agattgtact

<210> 14
<211>40
<212> ADN

agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa
ctttecgtcte
gacggtcaca
agcgggtgtt

gagagtgcac

<213> Escherichia coli

<400> 14

gagctgttga caattaatca tcggctcgta taatgtgtgg

<210> 15
<211> 138
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2764 134 T3

atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgcetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
gcgegttteg
gcttgtcetgt
ggcgggtgte

catatgggta

cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcce
tcatgacatt
gtgatgacgg
aagcggatgce
ggggctgget

ccgagctcge

<223> casete de tisandptaros que comprende la secuencia PTAC

<400> 15

cagctggagc tgttgacaat taatcatcgg ctcgtataat gtgtgggaat tcgagctcecgg

atcctctaga ctcgagggaa gcttccacac attatacgag ccgatgatta attgtcaaca

gctcgatatc atcagctg

<210> 16
<211> 2588
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de pEX-A-Tisandptaros

<400>16

15

ttgceceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
aacctataaa
tgaaaacctc
cgggagcaga
taactatgcg

ggccgcaage

tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
aataggcgta
tgacacatgc
caagcccgte

gcatcagagc

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2450

40

60

120

138
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acctgcggec gcaagcecttgg atccgaattc ctgtgtgaaa ttgttatccg ctcacaattce 60

cacacaacat acgagccgga agcataaagt gtaaagcctg gggtgcctaa tgagtgagcet 120

16



aactcacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecetgttcee
tggcgettte
agctgggetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tecgtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg

gaaggcaaaa

aattgegttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecccect
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgceca
acgctecgtceg
atgatccccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca

tgccgcaaaa

ES 2764 134 T3

cgctcactge
caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttecgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcecgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgecagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgcetgt
tcttttactt

aagggaataa

ccgetttcececa
ggagaggcgg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececceccece
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcece
gtgctacaga
gtatctgecge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt

gggcgacacg

17

gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
cteceggttcee
tagctcctte
ggttatggca
gactggtgag
ttgceceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga

gaaatgttga

ctgtcgtgece
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggce
ctecgtgeget
tcgggaageg
gttcgectcca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag

atactcatac

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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tcttectttt tcaatattat tgaagcattt atcagggtta ttgtctcatg agecggataca 2100
tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc gcgcacattt ccccgaaaag 2160
tgccacctga cgtctaagaa accattatta tcatgacatt aacctataaa aataggcgta 2220
tcacgaggcece ctttegtcete gegegttteg gtgatgacgg tgaaaaccte tgacacatge 2280
agctccecgga gacggtcaca gecttgtetgt aagcecggatge cgggagcaga caagecccgtce 2340
agggcgcgtc agcgggtgtt ggcecgggtgtc ggggctgget taactatgeg gcatcagage 2400
agattgtact gagagtgcac catatgggta ccgagctcgc ggccgcaagce cagctggage 2460
tgttgacaat taatcatcgg ctcgtataat gtgtgggaat tcgagctcgg atcctctaga 2520
ctcgagggaa gcttccacac attatacgag ccgatgatta attgtcaaca gctcgatatce 2580
atcagctg 2588

<210> 17

<211> 316

<212> ADN

<213> Frankliniella occidentalis

<400> 17
tctagagcag atgccatcag acaagacaat tggaggaggt gatgattctt ttaacacatt 60
cttcagcgag acgggcgctg gcaaacacgt ccccagggcet gtcectttgttg acctggaacce 120
cactgtagtt gatgaggtcc gcactggtac ctaccgccag ctcttccace ctgagcaget 180
tatcaccgge aaggaggatg ctgctaacaa ctatgctcecgt ggtcactaca ccattggcaa 240
ggaaattgtc gaccttgtat tggaccgcat ccgcaagttg gctgaccagt gcacaggtcect 300
tcaaggcttce tctaga 316

<210> 18

<211> 400

<212> ADN
<213> Frankliniella occidentalis

<400> 18

18
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tctagaggtt ctcgacaagc tgaaggctga gcgtgaacgt ggtatcacca ttgacattge 60
tctctggaag ttcgaaactc caaagtacaa cgtcactgtc atcgatgctcec caggtcacag 120
agatttcatt aagaacatga ttactggtac ctcccaagct gactgcgcta tcctcatcat 180
tggtggtggt gttggtgaat tcgaagctgg tatctccaag gatggtcaaa ccagagaaca 240
cgctecttete tetttcacece tcggtgtcag acaactcatt gtcecgeccgtca acaagatgga 300
caccactcaa tactctgaag cccgtttcac tgaaattatc aaggaaaccc aaaacttcat 360
caaggagggt cggttacaac cctaagacac cgcctctaga 400

<210> 19

<211> 2898

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pTub3

<400> 19

19



acctgecggece
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecetgttcee
tggcgettte
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tecgtggtgte
ggcgagttac

tcgttgtcag

gcaagcttgg
acgagccgga
aattgegttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecccect
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgceca
acgctecgtceg
atgatccccce

aagtaagttg
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atccgaattc
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttecgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcecgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca

gccgecagtgt

ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgetttcececa
ggagaggcgg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececceccece
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcece
gtgctacaga
gtatctgecge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt

tatcactcat

20

ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
cteceggttcee
tagctcctte

ggttatggca

ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgece
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggce
ctecgtgeget
tcgggaageg
gttcgectcca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcecga

gcactgcata

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
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attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttcctttt
tatttgaatg
tgccacctga
tcacgaggcce
agctcccgga
agggcgcgtce
agattgtact
tgttgacaat
gcagatgcca
cgagacgggc
agttgatgag
cggcaaggag
tgtcgacctt
cttctctaga

gctcgatatc

<210> 20
<211> 2982
<212> ADN

tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa
ctttecgtcte
gacggtcaca
agcgggtgtt
gagagtgcac
taatcatcgg
tcagacaaga
gctggcaaac
gtccgecactg
gatgctgcta
gtattggacc
ctcgagggaa

atcagctg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pElongl

<400>20

ES 2764 134 T3

tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgcetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
gcgegttteg
gcttgtcetgt
ggcgggtgte
catatgggta
ctcgtataat
caattggagg
acgtccccag
gtacctaccg
acaactatgc
gcatccgcaa

gcttccacac

gcttttetgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcce
tcatgacatt
gtgatgacgg
aagcggatgce
ggggctgget
ccgagctcge
gtgtgggaat
aggtgatgat
ggctgtcettt
ccagctcttce
tcgtggtcac
gttggctgac

attatacgag

21

gactggtgag
ttgceceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
aacctataaa
tgaaaacctc
cgggagcaga
taactatgcg
ggccgcaagce
tcgagetegg
tcttttaaca
gttgacctgg
caccctgagce
tacaccattg
cagtgcacag

ccgatgatta

tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
aataggcgta
tgacacatgc
caagcccgte
gcatcagagc
cagctggagc
atcctctaga
cattcttcag
aacccactgt
agcttatcac
gcaaggaaat
gtcttcaagg

attgtcaaca

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2898



20

acctgecggece
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta

ccgettecte

gcaagcttgg
acgagccgga
aattgegttg
atgaatcggce

gctcactgac
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atccgaattc
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg

tcgetgeget

ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgetttcececa
ggagaggcgg

cggtcgtteg

22

ttgttatccg ctcacaattce
gggtgcctaa tgagtgagcect
gtcgggaaac ctgtcegtgece
tttgcgtatt gggcgcetcett

gctgeggega gcggtatcag

60

120

180

240

300



ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecetgttcee
tggcgettte
agctgggetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tecgtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttectttt
tatttgaatg

tgccacctga

ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecccect
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgceca
acgctecgtceg
atgatccccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcageca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa

cgtctaagaa
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cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttecgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcecgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgecagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgcetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

accattatta

cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececceccece
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcece
gtgctacaga
gtatctgecge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcce

tcatgacatt

23

ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
cteceggttcee
tagctcctte
ggttatggca
gactggtgag
ttgceceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

aacctataaa

ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggce
ctecgtgeget
tcgggaageg
gttcgectcca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

aataggcgta

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

13980

2040

2100

2160

2220
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tcacgaggcece ctttegtcete gegegttteg gtgatgacgg tgaaaaccte tgacacatge 2280
agctccecgga gacggtcaca gecttgtetgt aagcecggatge cgggagcaga caagecccgtce 2340
agggcgcgtc agcgggtgtt ggcecgggtgtc ggggctgget taactatgeg gcatcagage 2400
agattgtact gagagtgcac catatgggta ccgagctcgc ggccgcaagce cagctggage 2460
tgttgacaat taatcatcgg ctcgtataat gtgtgggaat tcgagctcgg atcctctaga 2520
ggttctcgac aagctgaagg ctgagcgtga acgtggtatc accattgaca ttgcectctetg 2580
gaagttcgaa actccaaagt acaacgtcac tgtcatcgat gctccaggtc acagagattt 2640
cattaagaac atgattactg gtacctccca agctgactgce gctatcctca tcattggtgg 2700
tggtgttggt gaattcgaag ctggtatctc caaggatggt caaaccagag aacacgctct 2760
tctetettte acccteggtg tcagacaact cattgtegec gtcaacaaga tggacaccac 2820
tcaatactct gaagccegtt tcactgaaat tatcaaggaa acccaaaact tcatcaagga 2880
gggtcggtta caaccctaag acaccgcctcec tagactcgag ggaagcttcc acacattata 2940
cgagccgatg attaattgtc aacagctcga tatcatcage tg 2982

<210> 21

<211> 722

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RNAsa Ill BFo2

<400> 21

24



10

gttgatacag
aaccccattc
cttctgecaac

tttcttgggg

gctgagatgg
aagagtggtg
ggaattttct
tcgeggetgg
gagtatcttc
gaggctcatg
gttggcattg

aa

<210> 22
<211> 3384
<212> ADN

ccectgtttceca
ttataaataa
aagccttgac

attcaatctt

cacgggagtt
gatttcgeeg
tggatagcga
aagcgatcag
aagggcgtca
atcaagaatt

gttctagecceg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNp1

<400> 22
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tgtgcaatta
gctgcagcegt
gcatcgcagt

aagctatgtc

cgaactgggt
tgaatccatt
tatccaacaa
ccecgggtgat
cttaccgtta
tacgattcac

tcgtaaagca

acagacgcaa
aaactaggct
gccagtagta

atcgcgaatg

gagtgcttac
ttagcggata
accgaaaaat
aagcaaaaag
ccggcectatt
tgccaagtga

gaacaggctg
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agaataactg
acacttttac
aacataatga

cgctttattg

gcctaggece
ccgtagaagce
taatccttaa
atccgaaaac
tagtggttca
gtggtatgaa

ctgcagagca

gaacagcatg
tcatccggaa
aagattagaa

tcaattcecct

tggtgagctt
actgattggc
ttggtatcag
acgtttacaa
ggtgagggga
tgaagcggtg

agcactgact
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gacgaaaggg

cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagaccccegt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc

cgtgcacaca

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgccett
caccacgatg
tactctagct
acttctgcge
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag

gcccagettg
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cgecctatttt
tttcggggaa
tatccgcectca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcececggcaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata

gagcgaacga

tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggectggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg

cctacaccga

26

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgecectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgecttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga

actgagatac

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attcecectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg

acggggggtt

ctacagcgtg
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agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
acgcaaagaa
taggctacac
gtagtaaaca
cgaatgcgct
cgaccttggt
gcttacgcect
cggataccgt
aaaaattaat
aaaaagatcc
cctatttagt
aagtgagtgg
aggctgectgce
ttttacaacg
atcccecettt
agttgcgcag
gcggtattte
taagccagcce
cggcatccge

caccgtcatc

aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cagatctggg
taactggaac
ttttactcat
taatgaaaga
ttattgtcaa
tagggggaat
aggccctggt
agaagcactg
ccttaattgg
gaaaacacgt
ggttcaggtg
tatgaatgaa
agagcaagca
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatggce
acaccgcata
ccgacacccg
ttacagacaa

accgaaacgc
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cttcecegaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctce
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gaattcgttg
agcatgaacc
ccggaacttce
ttagaatttc
ttcecctegtg
acccttgcetg
gagcttaaga
attggcggaa
tatcagtcge
ttacaagagt
aggggagagg
gcggtggttg
ctgactaaaa
gaaaaccctg
cgtaatagcg
gaatggcgcce
tggtgcactc
ccaacacccg
gctgtgaccg

gcga

ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggcctt
cgttatcccece
gccgcagecg
tacgcaaacc
ttcecegactg
aggcacccca
gataacaatt
atacagccct
ccattcttat
tgcaacaagc
ttggggattc
ttgatgaagg
agatggcacg
gtggtggatt
ttttecttgga
ggctggaage
atcttcaagg
ctcatgatca
gcattggttc
gcttggctge
gcgttaccca
aagaggcccg
tgatgcggta
tcagtacaat
ctgacgcgcece

tctcegggag
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ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctctecee
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
gtttcatgtg
aaataagctg
cttgacgcat
aatcttaagc
ggatatgagc
ggagttcgaa
tcgecegtgaa
tagcgatatc
gatcagcccg
gcgtcactta
agaatttacg
tagcecgtcegt
agatctggca
acttaatcgc
caccgatcgce
ttttctcectt
ctgctctgat
ctgacgggct

ctgcatgtgt

ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggccetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgcttce
aacagctatg
caattaacag
cagcgtaaac
cgcagtgcca
tatgtcatcg
cggatgegtg
ctgggtgagt
tccattttag
caacaaaccg
ggtgataagc
ccgttaccgg
attcactgcecce
aaagcagaac
ctggcegteg
cttgcagcac
cctteccaac
acgcatctgt
gccgcatagt
tgtctgctce

cagaggtttt
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<211> 5109
<212> ADN
5 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNp2

10 <400> 23
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gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagaccccegt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca

agctatgaga

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgccett
caccacgatg
tactctagct
acttctgcge
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg

aagcgccacg
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cgecctatttt
tttcggggaa
tatccgcectca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgectg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcececggcaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga

cttcececgaag

tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggectggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga

ggagaaaggc
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tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgecectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgecttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtecgggctga
actgagatac

ggacaggtat

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attcecectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg

ccggtaageg
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gcagggtcgg

atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
acgcaaagaa
taggctacac
gtagtaaaca
cgaatgcgct
cgaccttggt
gcttacgcect
cggataccgt
taaaccgttt
attagtaata
ctcgecgecagg
gcccteecege
accctcactg
acagaatgat
gcaaaagggg
tatgatcgac
gccgagcetca
cacagctect
ctgegtgetg
gacgagccgt
acattctggce

gggccacagg

aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cagatctggg
taactggaac
ttttactcat
taatgaaaga
ttattgtcaa
tagggggaat
aggccctggt
agaagcactg
tgtgaaaaaa
taatctatta
ctgggtgcca
acgatgatcg
atccggcetca
gtcacgctga
atgataagtt
tgatgtcatc
tcggtcaget
tcegtagegt
cgctgggtcecce
tcgatcetge
gcctgccaaa

cagagcagat
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cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctce
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gaattcgttg
agcatgaacc
ccggaacttce
ttagaatttc
ttcecctegtg
acccttgcetg
gagcttaaga
attggcggaa
tttttaaaat
aaggtcattc
agctctcggg
tgccgtgatce
cggtaactga
aaatgccggce
tatcaccacc
agcggtggag
tctcaacctt
ccggeeccte
gggagggacg
cacgtecgecce
tgtaaagcge

catctctgat

agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggectt
cgttatcccece
gccgcagecg
tacgcaaacc
ttcecegactg
aggcacccca
gataacaatt
atacagccct
ccattcttat
tgcaacaagc
ttggggattc
ttgatgaagg
agatggcacg
gtggtggatt
ttttecttgga
aaaaaagggg
aaaaggtcat
taacatcaag
gaaatccaga
tgccgtattt
ctttgaatgg
gactatttgce
tgcaatgtcg
ggggttaccc
gaagatggge
ctecgtcatge
gttacaccgg
agcgcccatce

ccattgececcece

30

gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctctecee
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
gtttcatgtg
aaataagctg
cttgacgcat
aatcttaagc
ggatatgagc
ggagttcgaa
tcgecegtgaa
tagcgatage
acctctaggg
ccaccggatc
gcccgatcect
tcecttgacce
gcagtaccag
gttcatgtge
aacagtgccg
tgcaatacga
ccggeggtgt
cacttggact
cctegtggte
accttggagt
catttgecett

tgccacctceca

tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggeetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgcttce
aacagctatg
caattaacag
cagcgtaaac
cgcagtgcca
tatgtcatcg
cggatgegtg
ctgggtgagt
tccattttag
tttatgcttg
tccccaatta
aattccecctg
tggagccctt
gcagttgcaa
cgtacggccce
agctccatca
ttgatcgtge
atggcgaaaa
gctgectggte
gatcgaggcece
aggtctggac
tgtctctgac
tgcggcageg

ctcgectgea

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

3300

3360

3420

3480

3540



agcccggteg
gatgccaaca
agacactgca
cactgctgtg
gaaggtccag
gccctgggte
cgaagaatgc
acgttggagg
aggtagtcgg
ttaactcaag
gtctgetttt
atgaaaggct
ttaaaatcta
aatagattat
tttttcacaa
attggtatca
cacgtttaca
aggtgagggyg
atgaagcggt
aagcactgac
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt

aacgcgcga

ccegtgtceca
cgacgctgceca
ccattcttca
agcgcetttge
tcggtcatge
aactgggccg
gatgcecgcete
ggcaaggtcg
caaataatgt
cgttagatgce
attattttta
ggctttttet
gcgagggett
attactaatt
aacggtttac
gtcgeggetg
agagtatctt
agaggctcat
ggttggcatt
taaaagcttg
ccectggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
cactctcagt
acccgcetgac

gaccgtctce
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tgaactcgat
tcttgecgag
ggatggcaag
cttggecggac
ctttgectegg
agatccgttg
gccagtcgat
cgctgattge
ctaacaattc
actaagcaca
agcgtgcata
tgttatcgca
tactaagctg
aattggggac
aagcataaag
gaagcgatca
caagggcgtc
gatcaagaat
ggttctagce
gctgcagatc
acccaactta
gccecgecacceg
cggtattttce
acaatctgct
gcgccctgac

gggagctgca

gggcaggtac

ttgatggcaa
ttggtacgecg
aggtggctca
ttgatccget
atcttcectge
tggctgagct
tggggcaaca
gttcaagccg
taattgctca
ataagcccta
atagttggcg
atccggtgga
cctagaggtc
ctatccaaca
gcccgggtga
acttaccgtt
ttacgattca
gtcgtaaage
tggcactgge
atcgccettge
atcgccecettce
tccttacgea
ctgatgccge
gggcttgtct

tgtgtcagag
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ttcteectegg
aggttcccta
tcgattatct
aggagaagag
cccgcecgacat
atccgeccaga
catgagcgga
cgtgaaaggc
acgccgcette
cagccaaact
cacaaattgg
aagtaatcgc
tgaccttttg
ccctttttta
aaccgaaaaa
taagcaaaaa
accggcctat
ctgccaagtg
agaacaggct
cgtcegtttta
agcacatccc
ccaacagttg
tctgtgeggt
atagttaagc
gctceceggea

gttttcaccg

cgtgggacac
tggggtgeeg
cgagaatgac
ccttcagaag
tgtggcgaca
gggcgggatg
gaacgagatg
gagatcacca
gcggcgeggce
atcaggtcaa
gagatatatc
aacatccgceca
aatgaccttt
ttttaaaaat
ttaatcctta
gatccgaaaa
ttagtggttc
agtggtatga
gctgcagage
caacgtcgtg
cctttegececa
cgcagcctga
atttcacacc
cagccccgac
tcecgettaca

tcatcaccga
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REIVINDICACIONES

1. Una célula bacteriana transfectada o transformada genéticamente en la que dicha bacteria es un
simbionte intestinal de un insecto que pertenece al orden Thysanoptera, caracterizada porque dicha célula bacteriana
se transforma o se transfecta con acido nucleico para expresar dsARN contra al menos una parte del gen de tubulina
o al menos una parte del gen del factor de alargamiento del insecto.

2. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacion 1, en el que
dicho dsARN es contra al menos una parte del gen de cadena de tubulina alfa 1 o al menos una parte del factor de
alargamiento 1 alfa del insecto.

3. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacién 1 o la
reivindicacion 2, en la que dicho dsARN comprende una cadena de ARN que comparte 50 % de complementariedad
con al menos uno de dichos genes.

4. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacion 3, en la que
dicho dsARN comprende una cadena de ARN que comparte al menos el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el
92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de complementariedad con al menos uno de
dichos genes.

5. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacion 3 o 4, en la que
dicho dsARN activo contra dicho gen de tubulina o dicho gen del factor de alargamiento del insecto es complementario
al menos a una parte de la estructura de secuencia mostrada en la figura 13 o 14.

6. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacion 3 o0 4, en la que
el dsARN comprende una cadena de ARN que comparte al menos el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %,
el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o0 99 % de complementariedad con una parte de la estructura de
secuencia que se muestra en la figura 13 o 14.

7. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicho insecto pertenece a la familia Thripidae.

8. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacion 7, en la que
dicho insecto pertenece al género. Frankliniella.

9. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacién 8, en la que
dicho insecto pertenece a la especie Frankliniella occidentalis.

10. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicha bacteria es un simbionte intestinal del género Pantoea; o un simbionte
intestinal de la especie Erwinia.

11. La célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada segun la reivindicacion 10, en la que
dicha bacteria es la bacteria F. occidentalis 2 (BFo2) o la bacteria F. occidentalis 1 (BFo1).

12. Un insecto perteneciente al Orden Thysanoptera caracterizado porque dicho insecto comprende una
célula bacteriana genéticamente transformada o transfectada en la que dicha bacteria es un simbionte intestinal de
dicho insecto y se transforma para expresar dsARN contra al menos una parte del gen de tubulina o al menos una
parte del gen del factor de alargamiento del insecto.

13. El insecto segun la reivindicacién 12, en el que dicho dsARN es contra al menos una parte del gen de
cadena de tubulina alfa 1 o al menos una parte del factor de alargamiento 1 alfa del insecto.

14. El uso de la célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en un procedimiento para
modular la expresién de un gen diana de un insecto que pertenece al orden Thysanoptera que comprende:
contaminar una composicion que va a ser ingerida por el insecto con dicha célula bacteriana;

después de lo cual la ingesta de dicha célula bacteriana por dicho insecto produce que dicha célula bacteriana colonice
el intestino de dicho insecto, en el que sintetiza dsARN contra al menos una parte del gen de tubulina o al menos una
parte del gen del factor de alargamiento para modular dicha expresion del gen del insecto.

15. El uso segun la reivindicacién 14, en el que dicho dsARN es contra al menos una parte del gen de
cadena de tubulina alfa 1 o al menos una parte del factor de alargamiento 1 alfa del insecto.
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16. Un procedimiento para modular la expresién de un gen diana de un insecto que pertenece al orden
Thysanoptera que comprende:

contaminar una composicion que va a ser ingerida por el insecto con una célula bacteriana segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-11;

después de lo cual la ingesta de dicha célula bacteriana por dicho insecto produce que dicha célula bacteriana colonice
el intestino de dicho insecto, en el que sintetiza dsARN contra al menos una parte del gen de tubulina o al menos una
parte del gen del factor de alargamiento para modular dicha expresion del gen del insecto.

17. El procedimiento segun la reivindicacion 16, en el que dicho dsARN es contra al menos una parte del
gen de cadena de tubulina alfa 1 o al menos una parte del factor de alargamiento 1 alfa del insecto.

18. El procedimiento segun la reivindicacion 16 o 17, en el que dicha célula bacteriana se transforma o
modifica genéticamente de modo que el ADN recombinante se integra de manera estable en el genoma de la célula
huésped.

19. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que dicho acido nucleico o ADN recombinante se integra
de manera estable en el gen de la ARNsa lll.

20. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en el que dicha modulacion de la
expresion de un gen diana causa la muerte del insecto.

21. El procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que dicha muerte ocurre en la etapa larval.

22. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 28, en el que dicha modulacion de la
expresion de un gen diana evita la transmisién de un organismo patégeno.

23. El procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que dicho organismo patégeno es un tospovirus.

24. El uso segun las reivindicaciones 14 a 15 o un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones
16 a 23, en el que dicha composicion comprende una fuente de alimento para el insecto.

25. El uso segun las reivindicaciones 14 a 15 o un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones
16 a 23, en el que dicha composicién comprende una planta, heces o excremento.
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Figura 2: Mapa vectorial de Pex-A
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Xhol (2521)  HindIIl (2529) EcoRV (2577)  Pvull (2585)

Xbal (2515)
BamHI (2509) Notl|(9)
Sacl (2507) Hindlll (13)
EcoRI (2497) Saml(12)
\\‘ { “ EcoRI (25)
Pvull (2453) Pvull (182)

Notl (2440)

Sacl (2437)

Casete de tisanoptaros pEX-A

2588bp

Figura 3: Mapa del casete de tisanoptaros pEX-A
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Xhol (2915) HindITI (2923)
Xbal (2909) EcoRV (2971)
EcoRI (2711) Pvull (2979)
Notl (6)
Xbal (2515) gurlgll-{ll 83
Sacl (2507) a
BamHI (2509) EcoRI (25)
Pvull (2453)
Notl (2440)
Sacl (2437)
HindIII (2839)
Xhol (2831) EcoRV (2887)

Xbal (2825)

HindIII (13)

Xbal (2515) HindI (13

Sacl (2507)
BamHI (2509) EcoRI (25)
EcoRI (2497) Pvull (182)
Pvull (2453)

Notl (2440)
Sacl (2437)

Figura 4: Mapas de plasmidos de pElongl y pTub3
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BglTl (2981)
HindIII (2969)

EcoRV (2687)

EcoRI (2241)
BglII (2232)

Sacl (3940)

Xhol (3709)

A T W

Sacl (3188)

EcoRI (2241)

Figura 5: Mapas de plasmidos de pRN1 y pRN2
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>pEX-A (2450 bp)
ACCTGCGGCCGCAAGCTTGGATCCGAATTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCA
CAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCC
TAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGA
GAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTG
CGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAAT
ACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAG
GCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC
TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGA
AAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG
TTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTA
AGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT
TAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACA
GTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTC
ATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTT
ACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTC
CAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT

Figura 9
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CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC
ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAA
CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCC
TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTT
CTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATA
CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAAC
CTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGA
CGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGT
AAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTG
GCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCATATGGGTACCGAGCTCGCGGCCGCAAGC

Figura 9 (Continuacion)

> Secuencia Ptac
GAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGG

Figura 10

> Secuencia del casete de tisandptaros (138 pb, construccion sintética, secuencia Ptac subrayada)

CAGCTGGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGGAATTCGA
GCTCGGATCCTCTAGACTCGAGGGAAGCTT CCACACA'ITATACGAGCCGA
TGATTAATTGTCAACAGCTC GATATCATCAGCTG

Figura 11
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>Casete de tisanoptaros pEX-A (2588bp)
ACCTGCGGCCGCAAGCTTGGATCCGAATTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCA
CAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCC
TAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGA

. GAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTG
CGCTCGGTCGTTCGGCTCGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAAT
ACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAG
GCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC
TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGA
AAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG
TTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTA
AGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT
TAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACA
GTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTC
ATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTT
ACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTC
CAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC
ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAA
CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCC
TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTT
CTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATA
CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAAC
CTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGA
CGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGT
AAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTG
GCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCATATGGGTACCGAGCTCGCGGCCGCAAGCCAGCTGGAGCTGTTGA
CAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGGAATTCGAGCTCGGATCCTCTAGA
CTCGAGGGAAGCTTCCACACATTATACGAGCCGATGATTAATTGTCAACAGCTC
GATATCATCAGCTG

Figura 12
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>Cadena de tubulina alfa 1

TCTAGAGCAGATGCCATCAGACAAGACAATTGGAGGAGGTGATGATTCTTTTAA
CACATTCTTCAGCGAGACGGGCGCTGGCAAACACGTCCCCAGGGCTGTCTTTG
TTGACCTGGAACCCACTGTAGTTGATGAGGTCCGCACTGGTACCTACCGCCAG
CTCTTCCACCCTGAGCAGCTTATCACCGGCAAGGAGGATGCTGCTAACAACTAT
GCTCGTGGTCACTACACCATTGGCAAGGAAATTGTCGACCTTGTATTGGACCGC
ATCCGCAAGTTGGCTGACCAGTGCACAGGTCTTCAAGGCTTCTCTAGA

Figura 13

>Factor de alargamiento 1 alfa

TCTAGAGGTTCTCGACAAGCTGAAGGCTGAGCGTGAACGTGGTATCACCATTG
ACATTGCTCTCTGGAAGTTCGAAACTCCAAAGTACAACGTCACTGTCATCGATG
CTCCAGGTCACAGAGATTTCATTAAGAACATGATTACTGGTACCTCCCAAGCTG
ACTGCGCTATCCTCATCATTGGTGGTGGTGTTGGTGAATTCGAAGCTGGTATCT
CCAAGGATGGTCAAACCAGAGAACACGCTCTTCTCTCTTTCACCCTCGGTGTCA
GACAACTCATTGTCGCCGTCAACAAGATGGACACCACTCAATACTCTGAAGCCC

GTTTCACTGAAATTATCAAGGAAACCCAAAACTTCATCAAGGAGGGTCGGTTAC
AACCCTAAGACACCGCCTCTAGA

Figura 14
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>pTub3 (2898 bp)
ACCTGCGGCCGCAAGCTTGGATCCGAATTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCA
CAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCC
TAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGA
GAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTG
CGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAAT
ACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAG
GCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC
TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGA
AAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG
TTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTA
AGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT
TAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACA
GTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTC
ATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTT
ACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTC
CAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC
ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAA
CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCC
TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTT
CTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG

Figura 15
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'CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATA
CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAAC
CTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGA
CGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGT
AAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTG
GCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCATATGGGTACCGAGCTCGCGGCCGCAAGCCAGCTGGAGCTGTTGA
CAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGGAATTCGAGCTCGGATCCTCTAGA
GCAGATGCCATCAGACAAGACAATTGGAGGAGGTGATGATTCTTTTAACACATT
CTTCAGCGAGACGGGCGCTGGCAAACACGTCCCCAGGGCTGTCTTTGTTGACC
TGGAACCCACTGTAGTTGATGAGGTCCGCACTGGTACCTACCGCCAGCTCTTC
CACCCTGAGCAGCTTATCACCGGCAAGGAGGATGCTGCTAACAACTATGCTCG
TGGTCACTACACCATTGGCAAGGAAATTGTCGACCTTGTATTGGACCGCATCCG
CAAGTTGGCTGACCAGTGCACAGGTCTTCAAGGCTTCTCTAGACTCGAGGGAA
GCTTCCACACATTATACGAGCCGATGATTAATTGTCAACAGCTCGATATCATCA
GCTG

Figura 15 (Continuacién)
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>pElong1 (2982)
ACCTGCGGCCGCAAGCTTGGATCCGAATTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCA
CAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCC
TAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGA
GAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTG
CGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAAT
ACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAG
GCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC
TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGA
AAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG
TTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTA
AGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT
TAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACA
GTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTC
ATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTT
ACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTC
CAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC
ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAA

Figura 16
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CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCC
TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTT
CTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATA
CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAAC
CTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGA
CGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGT
AAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTG
GCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCATATGGGTACCGAGCTCGCGGCCGCAAGCCAGCTGGAGCTGTTGA
CAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGGAATTCGAGCTCGGATCCTCTAGA
GGTTCTCGACAAGCTGAAGGCTGAGCGTGAACGTGGTATCACCATTGACATTG
CTCTCTGGAAGTTCGAAACTCCAAAGTACAACGTCACTGTCATCGATGCTCCAG
GTCACAGAGATTTCATTAAGAACATGATTACTGGTACCTCCCAAGCTGACTGCG
CTATCCTCATCATTGGTGGTGGTGTTGGTGAATTCGAAGCTGGTATCTCCAAGG
ATGGTCAAACCAGAGAACACGCTCTTCTCTCTTTCACCCTCGGTGTCAGACAAC
TCATTGTCGCCGTCAACAAGATGGACACCACTCAATACTCTGAAGCCCGTTTCA
CTGAAATTATCAAGGAAACCCAAAACTTCATCAAGGAGGGTCGGTTACAACCCT
AAGACACCGCCTCTAGACTCGAGGGAAGCTTCCACACATTATACGAGCCGATG
ATTAATTGTCAACAGCTCGATATCATCAGCTG

Figura 16 (Continuacién)
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CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCC
TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTT
CTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATA
CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAAC
CTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTITCGGTGATGA
CGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGT
AAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTG
GCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGA
GTGCACCATATGGGTACCGAGCTCGCGGCCGCAAGCCAGCTGGAGCTGTTGA
CAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGGAATTCGAGCTCGGATCCTCTAGA
GGTTCTCGACAAGCTGAAGGCTGAGCGTGAACGTGGTATCACCATTGACATTG
CTCTCTGGAAGTTCGAAACTCCAAAGTACAACGTCACTGTCATCGATGCTCCAG
GTCACAGAGATTTCATTAAGAACATGATTACTGGTACCTCCCAAGCTGACTGCG
CTATCCTCATCATTGGTGGTGGTGTTGGTGAATTCGAAGCTGGTATCTCCAAGG
ATGGTCAAACCAGAGAACACGCTCTTCTCTCTTTCACCCTCGGTGTCAGACAAC
TCATTGTCGCCGTCAACAAGATGGACACCACTCAATACTCTGAAGCCCGTTTCA
CTGAAATTATCAAGGAAACCCAAAACTTCATCAAGGAGGGTCGGTTACAACCCT
AAGACACCGCCTCTAGACTCGAGGGAAGCTTCCACACATTATACGAGCCGATG
ATTAATTGTCAACAGCTCGATATCATCAGCTG

Figura 16 (Continuacién)

>BFo2 de ARNsa lll (amplificada por RCP)
GTTGATACAGCCCTGTTTCATGTGCAATTAACAGACGCAAAGAATAACTGGAAC
AGCATGAACCCCATTCTTATAAATAAGCTGCAGCGTAAACTAGGCTACACTTTTA
CTCATCCGGAACTTCTGCAACAAGCCTTGACGCATCGCAGTGCCAGTAGTAAAC
ATAATGAAAGATTAGAATTTCTTGGGGATTCAATCTTAAGCTATGTCATCGCGAA
TGCGCTTTATTGTCAATTCCCTCGTGTTGATGAAGGGGATATGAGCCGGATGCG
TGCGACCTTGGTTAGGGGGAATACCCTTGCTGAGATGGCACGGGAGTTCGAAC
TGGGTGAGTGCTTACGCCTAGGCCCTGGTGAGCTTAAGAGTGGTGGATTTCGC
CGTGAATCCATTTTAGCGGATACCGTAGAAGCACTGATTGGCGGAATTTICTTG
GATAGCGATATCCAACAAACCGAAAAATTAATCCTTAATTGGTATCAGTCGCGG
CTGGAAGCGATCAGCCCGGGTGATAAGCAAAAAGATCCGAAAACACGTTTACA
AGAGTATCTTCAAGGGCGTCACTTACCGTTACCGGCCTATTTAGTGGTTCAGGT
GAGGGGAGAGGCTCATGATCAAGAATTTACGATTCACTGCCAAGTGAGTGGTA
TGAATGAAGCGGTGGTTGGCATTGGTTCTAGCCGTCGTAAAGCAGAACAGGCT
GCTGCAGAGCAAGCACTGACTAA

Figura 17
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