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DESCRIPCION
Moléculas de acido nucleico de Nucampholin para controlar plagas de insectos coledpteros
Campo técnico de la descripcion

La presente invencion se refiere generalmente al control genético del dafio a las plantas causado por plagas de insectos
(por ejemplo, plagas de coledpteros). La presente invencion se refiere a polinucledtidos codificantes y no codificantes
objetivo, y al uso de tecnologias de ARNi para la represion o inhibicién postranscripcional de la expresion de
polinucleétidos codificantes y no codificantes en las células de una plaga de insectos para proporcionar un efecto protector
a la planta.

Antecedentes

El gusano de la raiz del maiz occidental (WCR, por sus siglas en inglés), Diabrotica virgifera LeConte, es una de las
especies de gusanos de la raiz del maiz mas devastadoras en América del Norte y es una preocupacion particular en las
areas de cultivo de maiz del medio oeste de los Estados Unidos. El gusano de la raiz del maiz del norte (NCR, por sus
siglas en inglés), Diabrotica barberi Smith y Lawrence, es una especie estrechamente relacionada que convive en gran
parte del mismo intervalo que WCR. Hay otras varias subespecies relacionadas de Diabrotica que son plagas importantes
en América del Norte: el gusano de la raiz del maiz mexicano (MCR, por sus siglas en inglés), D. virgifera zeae Krysan y
Smith; el gusano de la raiz del maiz del sur (SCR, por sus siglas en inglés), D. undecimpunctata howardi Barber; D.
balteata LeConte; D. undecimpunctata tenella; D. speciosa Germar; y D. u. undecimpunctata Mannerheim. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos ha estimado que los gusanos de la raiz del maiz causan $ 1 billén en
pérdidas de ingreso cada afio, incluidos $ 800 millones en pérdida de rendimiento y $ 200 millones en costos de
tratamiento.

Tanto WCR como NCR se depositan en el suelo como huevos durante el verano. Los insectos permanecen en la etapa
de huevo por todo el invierno. Los huevos son alargados, blancos y de menos de 0,004 pulgadas de longitud. Las larvas
eclosionan a fines de mayo o principios de junio, y el momento preciso de la eclosion de los huevos varia de un afio a otro
debido a las diferencias de temperatura y ubicacion. Las larvas recién eclosionadas son gusanos blancos que tienen
menos de 0,125 pulgadas de longitud. Una vez eclosionadas, las larvas comienzan a alimentarse de raices de maiz. Los
gusanos de la raiz del maiz pasan a través de tres estadios larvarios. Después de alimentarse durante varias semanas,
las larvas mudan a la etapa pupal. Pupan en el suelo, y luego emergen del suelo como adultos en julio y agosto. Los
gusanos de la raiz adultos tienen alrededor de 0,25 pulgadas de longitud.

Las larvas del gusano de la raiz del maiz completan el desarrollo en el maiz y otras varias especies de pastos. Las larvas
criadas en cola de zorro amarilla emergen mas tarde y tienen un tamafio de capsula de cabeza mas pequerio en la edad
adulta que las larvas criadas en maiz. Ellsbury y otros (2005) Environ. Entomol. 34:627-34. Los WCR adultos se alimentan
de la seda, polen y granos del maiz expuestos en las puntas de las mazorcas. Si los WCR adultos emergen antes de que
estén presentes los tejidos reproductivos del maiz, pueden alimentarse del tejido de la hoja, de esta manera ralentiza el
crecimiento de la planta y ocasionalmente mata a la planta huésped. Sin embargo, los adultos cambiaran rapidamente a
las sedas y polen preferidos cuando estén disponibles. Los adultos de NCR también se alimentan de tejidos reproductivos
de la planta de maiz, pero por el contrario raramente se alimentan de hojas de maiz.

La mayor parte del dafio del gusano de la raiz en el maiz es causada por la alimentacion larval. Los gusanos de la raiz
recién eclosionados se alimentan inicialmente de los finos pelos de la raiz del maiz y excavan en las puntas de las raices.
A medida que las larvas crecen, se alimentan y excavan en las raices primarias. Cuando los gusanos de la raiz del maiz
son abundantes, la alimentacién larval a menudo resulta en la poda de las raices hasta la base del tallo del maiz. La lesion
severa de la raiz interfiere con la capacidad de las raices para transportar agua y nutrientes a la planta, reduce el
crecimiento de la planta y resulta en una produccién reducida de granos, de esta manera, a menudo se reduce
drasticamente el rendimiento general. La lesion severa de la raiz también a menudo resulta en el alojamiento de plantas
de maiz, lo que dificulta la cosecha y disminuye mas el rendimiento. Ademas, la alimentacion por los adultos de los tejidos
reproductivos del maiz puede resultar en la poda de sedas en la punta de la mazorca. Si este "recorte de seda" es lo
suficientemente severo durante el desprendimiento del polen, la polinizaciéon puede interrumpirse.

El control de los gusanos de la raiz del maiz puede intentarse mediante rotacién de cultivos, insecticidas quimicos,
biopesticidas (por ejemplo, la bacteria grampositiva formadora de esporas, Bacillus thuringiensis), o una combinacion de
estos. La rotacion de cultivos tiene la desventaja significativa de imponer restricciones no deseadas sobre el uso de tierras
de cultivo. Ademas, la oviposicién de algunas especies de gusanos de la raiz puede ocurrir en los campos de soya, lo que
mitiga, de esta manera, la efectividad de la rotacion de cultivos practicada con maiz y soya.

Los insecticidas quimicos son la estrategia mas fuertemente confiada para lograr el control del gusano de la raiz del maiz.
Se cree que el uso de insecticidas quimicos es una estrategia imperfecta de control del gusano de la raiz del maiz; mas
de $ 1 billén puede perderse en los Estados Unidos cada afio debido al gusano de la raiz del maiz cuando los costos de
los insecticidas quimicos se afiaden a los costos del dafio del gusano de la raiz que puede ocurrir a pesar del uso de los
insecticidas. Las altas poblaciones de larvas, las fuertes lluvias y la aplicacion inadecuada de los insecticidas pueden
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resultar todos en un control del gusano de la raiz del maiz inadecuado. Ademas, el uso continuo de insecticidas puede
seleccionar cepas de gusanos de la raiz resistentes a los insecticidas, asi como también plantea preocupaciones
ambientales significativas debido a la toxicidad de muchos de ellos para especies no objetivo.

Los escarabajos del polen europeos (PB, por sus siglas en inglés) son plagas graves en la colza oleaginosa, tanto las
larvas como los adultos se alimentan de flores y polen. El dafio del escarabajo del polen al cultivo puede causar una
pérdida de rendimiento del 20-40 %. La principal especie de plaga es Meligethes aeneus Fabricius. Actualmente, el control
del escarabajo del polen en la colza oleaginosa se basa principalmente en piretroides que se espera que sean eliminados
pronto debido a su perfil ambiental y regulatorio. Ademas, se ha informado de la resistencia del escarabajo del polen a
los insecticidas quimicos existentes. Por lo tanto, se necesitan con urgencia soluciones de control del escarabajo del polen
amigables con el ambiente con nuevos modos de accion.

En la naturaleza, los escarabajos del polen pasan el invierno como adultos en el suelo o debajo de la hojarasca. En
primavera, los adultos salen de la hibernacién y comienzan a alimentarse de flores de malezas y migran a plantas de
colza oleaginosa florecidas. Los huevos se ponen en los capullos de colza oleaginosa. Las larvas se alimentan y se
desarrollan en los capullos y las flores. Las larvas de etapa tardia encuentran un sitio de pupacion en el suelo. Los adultos
de segunda generacion emergen en julio y agosto y se alimentan de varias plantas florecidas antes de encontrar sitios
para pasar el invierno.

La interferencia de ARN (ARNi) es un proceso que utiliza trayectorias celulares endégenas, de manera que una molécula
de ARN interferente (iIARN) (por ejemplo, una molécula de ARNds) que es especifica para todo, o cualquier porcion de
tamafio adecuado, de un gen objetivo resulta en la degradacién del ARNm codificado de esta manera. En los ultimos
afos, el ARNi se ha usado para realizar la "eliminacién" de genes en una serie de especies y sistemas experimentales;
por ejemplo, plantas Caenorhabditis elegans, embriones de insectos y células en cultivo de tejidos. Véase, por ejemplo,
Fire y otros (1998) Nature 391:806-11; Martinez y otros (2002) Cell 110:563-74; McManus y Sharp (2002) Nature Rev.
Genetics 3:737-47.

El ARNi logra la degradacion del ARNm a través de una trayectoria enddgena que incluye el complejo de proteinas DICER.
DICER escinde moléculas de ARNds largas en fragmentos cortos de aproximadamente 20 nucledtidos, denominados
ARN interferente pequefio (siARN, por sus siglas en inglés). El siARN se desenrolla en dos ARNs monocatenarios: la
cadena de pasajeros y la cadena guia. La cadena de pasajeros se degrada y la cadena guia se incorpora al complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés). Los acidos micro ribonucleicos (miARNs) son moléculas
estructuralmente muy similares que se escinden de las moléculas precursoras que contienen un "lazo" polinucleotidico
que conecta las cadenas de pasajero y guia hibridadas, y pueden incorporarse de manera similar en RISC. El
silenciamiento génico postranscripcional ocurre cuando la cadena guia se une especificamente a una molécula de ARNm
complementaria e induce la escision por parte de Argonaute, el componente catalitico del complejo RISC. Se sabe que
este proceso se propaga sistémicamente por todo el organismo a pesar de las concentraciones inicialmente limitadas de
siARN y/o miARN en algunos eucariotas, tales como plantas, nematodos y algunos insectos.

La patente de Estados Unidos 7,612,194 y las publicaciones de patente de Estados Unidos Nos. 2007/0050860,
2010/0192265, y 2011/0154545 describen una biblioteca de 9112 secuencias de etiquetas de secuencias expresadas
(EST, por sus siglas en inglés) aisladas a partir de D. v. virgifera LeConte pupae. Se sugiere en la patente de Estados
Unidos 7,612,194 y la publicacién de patente de Estados Unidos No. 2007/0050860 enlazar operativamente a un promotor
una molécula de acido nucleico que es complementaria a una de varias secuencias parciales particulares de D. v. Virgifera
tipo vacuolar H*-ATPasa (V-ATPasa) descrita en el mismo para la expresion de ARN antisentido en células vegetales. La
publicacion de patente de Estados Unidos No. 2010/0192265 sugiere unir operativamente un promotor a una molécula de
acido nucleico que es complementaria a una secuencia parcial particular de un gen de D. v. virgifera de funcion
desconocida y no descrita (se establece que la secuencia parcial es 58 % idéntica al producto génico C56C10.3 en C.
elegans) para la expresion de ARN antisentido en células vegetales. La publicacion de patente de Estados Unidos No.
2011/0154545 sugiere unir operativamente un promotor a una molécula de acido nucleico que sea complementaria a dos
secuencias parciales particulares de genes de la subunidad beta del coatémero de D. v. Virgifera para la expresion de
ARN antisentido en células vegetales. Ademas, la patente de Estados Unidos 7,943,819 describe una biblioteca de 906
secuencias de etiquetas de secuencias expresadas (EST) aisladas de larvas, pupas e intestinos disecados de D. v.
Virgifera LeConte y sugiere unir operativamente un promotor a una molécula de acido nucleico que es complementaria a
una secuencia parcial particular de un gen de proteina 4b del cuerpo multivesicular cargado de D. v. virgifera para la
expresion de ARN bicatenario en células vegetales.

No se proporcionan mas sugerencias en la patente de Estados Unidos 7,612,194 y las publicaciones de patente de
Estados Unidos Nos. 2007/0050860, 2010/0192265y 2011/0154545 para usar cualquier secuencia particular de las mas
de nueve mil secuencias enumeradas alli para la interferencia de ARN, aparte de las varias secuencias parciales
particulares de V-ATPasa y las secuencias parciales particulares de genes de funciéon desconocida. Ademas, ninguno de
la patente de Estados Unidos 7,612,194 y las publicaciones de patente de Estados Unidos Nos. 2007/0050860 y
2010/0192265y 2011/0154545 proporciona alguna orientacién sobre qué otra de las mas de nueve mil secuencias
proporcionadas seria letal, o incluso de cualquier otra manera Uutil, en especies de gusano de la raiz del maiz cuando se
usa como ARNds o siARN. La patente de Estados Unidos 7,943,819 no proporciona ninguna sugerencia para usar una
secuencia particular de las mas de novecientas secuencias enumeradas alli para la interferencia de ARN, que no sea la
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secuencia parcial particular de un gen de proteina 4b del cuerpo multivesicular cargado. Ademas, la patente de Estados
Unidos 7,943,819 no proporciona orientacion sobre qué otra de las mas de novecientas secuencias proporcionadas seria
letal, o incluso de cualquier otra manera Uutil, en especies de gusano de la raiz del maiz cuando se usa como ARNds o
siARN. La solicitud de publicacion de patente de los Estados Unidos No. U.S. 2013/040173 y la publicacion de solicitud
de PCT No. WO 2013/169923 describe el uso de una secuencia derivada de un gen Snf7 deDiabrotica virgifera para la
interferencia de ARN en el maiz. (También descrito en Bolognesi y otros (2012) PLoS ONE 7(10): e47534.
doi:10.1371/journal.pone.0047534).

La abrumadora mayoria de las secuencias complementarias a los ADNs del gusano de la raiz del maiz (tales como las
anteriores) no proporcionan un efecto protector de las plantas de las especies del gusano de la raiz del maiz cuando se
usan como ARNds o siARN. Por ejemplo, Baum y otros (2007) Nature Biotechnology 25: 1322-1326, describen los efectos
de la inhibicion de varios genes WCR marcados por ARNi. Estos autores informaron que 8 de los 26 genes objetivo que
probaron no fueron capaces de proporcionar mortalidad de plagas de coledpteros experimentalmente significativa a una
concentracion de iARN muy alta (por ejemplo, ARNds) de mas de 520 ng/cm?.

Los autores de la patente de Estados Unidos 7,612,194 y la publicacion de patente de Estados Unidos No. 2007/0050860
hicieron el primer informe de ARNi in planta en plantas de maiz dirigidas al gusano de la raiz del maiz occidental. Baum
y otros (2007) Nat. Biotechnol. 25(11):1322-6. Estos autores describen un sistema de ARNi dietético de alto rendimiento
in vivo para tamizar genes objetivo potenciales para el desarrollo de maiz transgénico de ARNi. De un grupo inicial de
genes de 290 objetivos, solo 14 exhibieron potencial control de larvas. Uno de los ARN bicatenarios (ARNds) mas efectivos
marco a un gen que codifica la subunidad A de la ATPasa vacuolar (V-ATPasa), lo que resulta en una supresion rapida
del ARNm enddégeno correspondiente y desencadena una respuesta especifica de ARNi con bajas concentraciones de
ARNds. Por lo tanto, estos autores documentaron por primera vez el potencial para el ARNiin planta como una posible
herramienta para el manejo de plagas, al tiempo que demuestra simultaneamente que los objetivos efectivos no pueden
identificarse con precision a priori, incluso a partir de un conjunto relativamente pequefio de genes candidatos.

El documento WO 2012/092544 A2 describe secuencias de acido nucleico de Diabrotica virgifera para el control de plaga
de coledpteros a través de la interferencia de ARN.

Resumen de la descripciéon

En un primer aspecto, la invencién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende un polinucleétido
que codifica una molécula de acido ribonucleico de horquilla (hpARN) con una estructura de tallo y lazo que es capaz de
inhibir la expresion de un gen objetivo endégeno en una célula de un insecto coledptero tras la ingestion, en donde el
polinucledtido esta operativamente unido a un promotor heterélogo, y en donde el polinucleétido comprende: una primera
secuencia de nucleétidos que codifica un polirribonucleétido de la molécula de hpARN, en donde la primera secuencia de
nucledtidos se selecciona del grupo que consiste en al menos 50 nucleétidos contiguos de SEQ ID NO:84, el complemento
de al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:84, al menos 50 nucleétidos contiguos de SEQ ID NO:86, el
complemento de al menos 50 nucleétidos contiguos de SEQ ID NO:86, al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID
NO:88, el complemento de al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:88, al menos 50 nucleétidos contiguos de
SEQ ID NO:93 y el complemento de al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:93; una segunda secuencia de
nucledtidos que codifica un polirribonucleétido de la molécula de hpARN; y una tercera secuencia de nucledtidos que
codifica un polirribonucleétido de la molécula de hpARN, en donde la tercera secuencia de nucleétidos es sustancialmente
el complemento inverso de la primera secuencia de nucleétidos, de manera que los polirribonucleétidos codificados por
la primera y la tercera secuencias de nucleétidos se hibridan en una estructura de tallo de la molécula de hpARN, en
donde una estructura de lazo de la molécula de hpARN comprende el polirribonucleétido codificado por la segunda
secuencia de nucleotidos.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a la molécula de acido ribonucleico de horquilla (hpARN) codificada por el
polinucleétido de la molécula de acido nucleico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién que es capaz de inhibir
la expresion de un gen objetivo endégeno en una célula de un insecto coledptero tras la ingestion, la molécula de hpARN
comprende: el primer polirribonucledtido codificado por la primera secuencia de nucleétidos; el segundo polirribonucledtido
codificado por la segunda secuencia de nucleétidos; y el tercer polirribonucleétido codificado por la tercera secuencia de
nucleédtidos, en donde los polirribonucleétidos primero y tercero se hibridan en una estructura de tallo de la molécula de
hpARN.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una célula transgénica que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo
con el primer aspecto de la invencién.

En aspectos adicionales, la invencion se refiere a una planta transgénica o una semilla de planta transgénica que
comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, en donde el promotor
heterdlogo es funcional en una célula vegetal.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para controlar una poblacién de insectos coledpteros, el método
comprende alimentar insectos de la poblacion con un agente que comprende el hpARN de acuerdo con el segundo
aspecto de la invencion.
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En otro aspecto mas, la invencion se refiere a un método para producir una célula vegetal transgénica, el método
comprende: transformar una célula vegetal con una molécula de acido nucleico de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion, en donde el promotor heterdélogo es funcional en una célula vegetal y en donde la molécula es un vector de
transformacion vegetal; cultivar la célula vegetal transformada en condiciones suficientes para permitir el desarrollo de un
cultivo celular vegetal que comprende una pluralidad de células vegetales transformadas; seleccionar células vegetales
transformadas que han integrado el polinucleétido en sus genomas; tamizar las células vegetales transformadas para la
expresion de la molécula de hpARN codificada por el polinucleétido; y seleccionar una célula vegetal que expresa la
molécula de hpARN.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a un método para producir una planta transgénica resistente a plagas de
coleodpteros, el método comprende: regenerar una planta transgénica a partir de la célula vegetal transgénica de acuerdo
con la invencion, en donde la expresion de la molécula de ARN codificada por el polinucleétido es suficiente para reducir
la expresion de un gen objetivo en una plaga de coledpteros que ingiere una célula de la planta transgénica.

En la presente descripcion se describen moléculas de acido nucleico (por ejemplo, genes objetivo, ADNs, ARNdSss,
siARNs, miARNs, shARNs y hpARNs), y métodos de uso de estos, para el control de plagas de insectos, incluidas, por
ejemplo, plagas de coleodpteros, tales como D. v. Virgifera LeConte (gusano de la raiz del maiz occidental, "WCR"); D.
barberi Smith y Lawrence (gusano de la raiz del maiz del norte, "NCR"); D. u. howardi Barber (gusano de la raiz del maiz
del sur, "SCR"); D. v. zeae Krysan y Smith (gusano de la raiz del maiz mexicano, "MCR"); D. balteata LeConte; D. u.
tenella; D. speciosa Germar D. u. undecimpunctata Mannerheim y Meligethes aeneus Fabricius (escarabajo del polen,
"PB"). En ejemplos particulares, se describen moléculas de acido nucleico ilustrativas que pueden ser homdlogas a, al
menos, una porcioén de uno o mas acidos nucleicos nativos en una plaga de insectos.

En estos y otros ejemplos, la secuencia de acido nucleico nativo puede ser un gen objetivo, cuyo producto puede estar,
por ejemplo y sin limitacién: involucrado en un proceso metabdlico; involucrado en un proceso reproductivo; o involucrado
en el desarrollo larvario. En algunos ejemplos, la inhibicion postranscripcional de la expresion de un gen objetivo por una
molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido homdlogo a la misma puede ser letal para una plaga de
insectos o resultar en un crecimiento y/o desarrollo reducido de una plaga de insectos. En ejemplos especificos,
nucampholin (referido en la presente descripcion como ncm) puede seleccionarse como un gen objetivo para el
silenciamiento postranscripcional. En ejemplos particulares, un gen objetivo util para la inhibicion postranscripcional es un
gen nuevo referido en la presente descripcion como Diabrotica ncm (por ejemplo, SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:77). En
ejemplos particulares, un gen objetivo Util para la inhibicion postranscripcional es un gen nuevo referido en la presente
descripcion como Meligethes ncm (por ejemplo, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:88 y SEQ ID NO:93). Una
molécula de acido nucleico aislada que comprende el polinucleétido de SEQ ID NO:1; el complemento de SEQ ID NO:1;
SEQ ID NO:77; el complemento de SEQ ID NO:77; SEQ ID NO:84; el complemento de SEQ ID NO:84; SEQ ID NO:86; el
complemento de SEQ ID NO:86; SEQ ID NO:88; el complemento de SEQ ID NO:88; SEQ ID NO:93; el complemento de
SEQ ID NO:93; y/o fragmentos de cualquiera de los anteriores (por gjemplo, SEQ ID NOs: 3-6 y 90) se describen, por lo
tanto, en la presente descripcion.

También se describen moléculas de acido nucleico que comprenden un polinucleétido que codifica un polipéptido que es
al menos alrededor de 85 % idéntico a una secuencia de aminoacidos dentro de un producto génico objetivo (por ejemplo,
el producto de un gen ncm). Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede comprender un polinucleétido que codifica
un polipéptido que es al menos 85 % idéntico a un Diabrotica NCM (por ejemplo, SEQ ID NO:2); un Meligethes NCM (por
efemplo, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:89 y SEQ ID NO:94); y/o una secuencia de aminoacidos dentro de
un producto de un Diabrotica ncm o un Meligethes ncm. Ademas, se describen moléculas de acido nucleico que
comprenden un polinucleétido que es el complemento inverso de un polinucleétido que codifica un polipéptido al menos
85 % idéntico a una secuencia de aminoacidos dentro de un producto génico objetivo.

También se describen polinucleétidos de ADNc que pueden usarse para la produccion de moléculas de iARN (por ejemplo,
ARNds, siARN, shARN, miARN y hpARN) que son complementarios a todo o parte de un gen objetivo de plagas de
insectos, por ejemplo, un gen ncm. En modalidades particulares, se pueden producir hpARN in vitro o in vivo por un
organismo genéticamente modificado, tal como una planta o bacteria. En ejemplos particulares, se describen moléculas
de ADNCc que pueden usarse para producir moléculas de iARN que son complementarias a todo o parte de un Diabrotica
ncm (por ejemplo, SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:77) o un Meligethes ncm (por ejemplo, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86,
SEQ ID NO:88 y SEQ ID NO:93).

Ademas, se describen medios para inhibir la expresion de un gen esencial en una plaga de coledpteros, y medios para
proporcionar resistencia a plagas de coledpteros a una planta. Un medio para inhibir la expresién de un gen esencial en
una plaga de coledpteros es una molécula de ARN monocatenaria o bicatenaria que consiste de un polinucleétido
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 79-82; y complementos de estos. Los equivalentes funcionales de
los medios para inhibir la expresion de un gen esencial en una plaga de coledpteros incluyen moléculas de ARN
monocatenarias o bicatenarias que son sustancialmente homoélogas a todo o parte del complemento del producto de
expresion de ARN de un gen ncm de un organismo del orden de los coledpteros, que comprende la SEQ ID NO:1, SEQ
ID NO:84, SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:88 o SEQ ID NO:93. Un medio para proporcionar resistencia a plagas de
coledpteros a una planta es una molécula de ADN que comprende un polinucleétido que codifica un medio para inhibir la
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expresion de un gen esencial en una plaga de coledpteros operativamente unido a un promotor, en donde la molécula de
ADN es capaz de integrarse dentro del genoma de una planta de maiz.

Se describen métodos para controlar una poblacion de plagas de insectos (por ejemplo, una plaga de coledpteros), que
comprende proporcionar a una plaga de insectos (por ejemplo, una plaga de coledpteros) una molécula de iARN (por
efemplo, ARNds, siARN, shARN, miARN y hpARN) que funciona tras ser absorbido por la plaga para inhibir una funcion
bioldgica dentro de la plaga, en donde la molécula de iIARN comprende todo o parte de un polinucleétido seleccionado del
grupo que consiste en: SEQ ID NO:78; el complemento de SEQ ID NO:78; SEQ ID NO:79; el complemento de SEQ ID
NO:79; SEQ ID NO:80; el complemento de SEQ ID NO: 80; SEQ ID NO:81; el complemento de SEQ ID NO:81; SEQ ID
NO:82; el complemento de SEQ ID NO:82; SEQ ID NO:83; el complemento de SEQ ID NO:83; un polinucledtido que se
hibrida con un polinucléotido codificante nativo de un organismo Diabrotica (por ejemplo, WCR) que comprende todo o
parte de la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77; el complemento de un polinucleétido que se hibrida con un polinucléotido
codificante nativo de un organismo Diabrotica que comprende todo o parte de la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77; SEQ ID
NO:95; el complemento de SEQ ID NO:95; SEQ ID NO:96; el complemento de SEQ ID NO:96; SEQ ID NO:97; el
complemento de SEQ ID NO:97; SEQ ID NO:98; el complemento de SEQ ID NO:98; SEQ ID NO:99; el complemento de
SEQ ID NO:99; un polinucleétido que se hibrida con un polinucléotido codificante nativo de un organismo Meligethes (por
efemplo, PB) que comprende todo o parte de cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93; y el complemento de un
polinucleétido que se hibrida con un polinucléotido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende todo o
parte de cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93.

En modalidades particulares, un iARN que funciona tras ser absorbido por una plaga de insectos para inhibir una funcion
bioldgica dentro de la plaga se transcribe a partir de un ADN que comprende todo o parte de un polinucleétido seleccionado
del grupo que consiste en: ; SEQ ID NO:84; el complemento de SEQ ID NO:84; SEQ ID NO:86; el complemento de SEQ
ID NO:86; SEQ ID NO:88; el complemento de SEQ ID NO:88; SEQ ID NO:93; el complemento de SEQ ID NO:93; un
polinucléotido codificante nativo de un organismo Meligethes (por ejemplo, PB) que comprende todo o parte de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93; y el complemento de un polinucléotido codificante nativo de un organismo Meligethes
que comprende todo o parte de cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93.

También se describen en la presente descripcion métodos en donde se pueden proporcionar ARNdss, siARNs, shARNSs,
miARNSs y/o hpARNs a una plaga de insectos en un ensayo basado en la dieta, o en células vegetales genéticamente
modificadas que expresan los ARNdss, siARNs, shARNs, miARNs y/o hpARNSs. En estos y otros ejemplos, los ARNdSss,
siARNs, shARNs, miARNs y/o hpARNs pueden ser ingeridos por la plaga. La ingestion de ARNdss, siARNs, shARNs,
miARNs y/o hpARNs como lo descrito en la presente descripcion entonces puede resultar en ARNi en la plaga, lo que a
su vez puede resultar en el silenciamiento de un gen esencial para la viabilidad de la plaga y, conduce en ultima instancia
a la mortalidad. Por lo tanto, se describen métodos en donde se describen moléculas de acido nucleico que comprenden
polinucledtidos ilustrativos Utiles para el control parental de plagas de insectos de una plaga de insectos. En ejemplos
particulares, una plaga de coledpteros controlada mediante el uso de moléculas de acido nucleico de la invencion puede
ser WCR, NCR, SCR, D. undecimpunctata howardi, D. balteata, D. undecimpunctata tenella, D. speciosa, D. u.
undecimpunctata, o Meligethes aeneus.

Las caracteristicas anteriores y otras se haran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de varias
modalidades, que procede con referencia a las figuras acompafantes 1-2.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 incluye una representacion de una estrategia usada para proporcionar ARNds a partir de un solo molde de
transcripcién con un solo par de cebadores.

La Figura 2 incluye una representacion de una estrategia usada para proporcionar ARNds a partir de dos moldes de
transcripcion.

Listado de secuencias

Las secuencias de acido nucleico enumeradas en el listado de secuencias acompafantes se muestran mediante el uso
de las abreviaturas de letras estandares para las bases nucleotidicas, como se define en 37 C.F.R. § 1.822. Las
secuencias de acido nucleico y aminoacidos enumeradas definen moléculas (es decir, polinucleétidos y polipéptidos,
respectivamente) que tienen los monémeros de nucledtidos y aminoacidos dispuestos de la manera descrita. Las
secuencias de acido nucleico y aminoacidos enumeradas también definen un género de polinucleétidos o polipéptidos
que comprenden los monémeros de nucledtidos y aminoacidos dispuestos de la manera descrita. En vista de la
redundancia del cédigo genético, se debe entender que una secuencia de nucleétidos que incluye una secuencia
codificante también describe el género de polinucledtidos que codifican el mismo polipéptido como un polinucleétido que
consiste de la secuencia de referencia. Se entendera ademas que una secuencia de aminoacidos describe el género de
los polinucledtidos ORF que codifican ese polipéptido.

Se muestra solo una cadena de cada secuencia de acido nucleico, pero se entiende que la cadena complementaria se

incluye mediante cualquier referencia a la cadena mostrada. Como el complemento y el complemento inverso de una
secuencia de acido nucleico primaria se describen necesariamente por la secuencia primaria, la secuencia
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complementaria y la secuencia complementaria inversa de una secuencia de acido nucleico se incluyen por cualquier
referencia a la secuencia de acido nucleico, a menos que se establezca explicitamente que es de cualquier otra manera
(o esta claro que es de cualquier otra manera a partir del contexto en el que aparece la secuencia). Ademas, como se
entiende en la técnica, la secuencia de nucleétidos de una cadena de ARN esta determinada por la secuencia de ADN a
partir de la cual se transcribid (pero por la sustitucion de las nucleobases de uracilo (U) por timina (T)), una secuencia de
ARN se incluye por cualquier referencia a la secuencia de ADN que la codifica. En el listado de secuencia acompafiante:

La SEQ ID NO:1 muestra un marco de lectura abierto de ADN ilustrativo Diabrotica ncm:

ATGCCAGATACCAAGGATGCCAAGGATACCAAGGATGCTAATTTGAGTTICTCCIGA
ACGTAAAAGACGAAGAAAGAGTAGATCTAAATCTCCAGAACGAAAAGAGAAAAAGT
CTTCCAAAAAGAAAGCCCACAATAGTAGAGACAGAGATICATCAGAGGAAGGTTAC
AACCCTAAAGATTATCAGAGATACTATGGGGAAGATCGCCCAAACAGTGACAAATA
TTGGAATAAATATCCAAGGAAAGATACTACCAAAGTTGGCCAAAGATACTATGATG
CGGCTCCCGAAGAATCTGGCAAGAAGGGGCCAGATAGAAATTCAGAGGAGAAGGAG
TTACCAAAGCCAATGGAGTCTGTTCCTGATAAATCAGTCATCAAACCAAGAGAAAG
AAAAACTGTAGATATGTTAACATCGAGGACTGGTGGTGCTTATATTICCCCCAGCTA
AGCTACGATTGTTACAAGCCAGTATTACAGACAAAACATCAGCAGCCTATCAGCGT
ATAGCATGGGAAGCCTTAAAGAAATCCGTTCATGGTTACATTAATAAAATTAACAC
CTCGAATATTGGCATCATCGCCAGAGAATTATTIGCATGAAAATATAGTAAGAGGTA
GAGGTITTGCTGIGCAAGTCAATAATACAAGCACAAGCAGCATCTICCTACTTITTACA
AACGTITTACGCAGCCTTAGIAGCTIGTITATTAATTCGAAGTTTCCAAGTATAGGAGA
GCTTTTATTGAAGAGGTTIGGTTTITGCAGTTCAAAAGAGGGTTTAAACAAAATAATA
AGTCTATTTGCATATCGGCTACTACTTTCGTAGCTCATTTAGTAAATCAGAGAGTG
GCACATGAAATTITTGGCTTTGGAGATACTTACATTGTTGGTGGAGACTCCTACAGA
TGATTICTGTGGAGGTGGCCATTTCATTITTTGAAGGAATGTGGACAAAAACTGACAG
AAGTTTCAAGTAGAGGTATTACTGCTATATTTGAGATGTTAAGAAACATTTTACAT
GAAGGCCAGCTAGAAAAAAAGAATTCAGTACATGATTGA

La SEQ ID NO:2 muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido NCM de Diabrotica codificado por un ADN
ilustrativo Diabrotica ncm:

MRGGVSDDMTSTCVQGGIRPIGRYQPNMLMEPSSPQSAWQFHPAMPKREPVDHDGR
NDSGLASGGEFISSSPGSDNSEHFSASYSSPTSCHTVISTINTYYPTNLRRPSQAQT
SIPTHMMYTGDHNPLTPPNSEPMISPKSVLSRNNEGEHQTTLTPCASPEDASVDAT
DSVNCDGALKKLOATFEKNAFSEGSGDDDTKSDGEAEEYDEQGLRVPKVNSHGKIK
TEKCKQCDEVAITKLVEWEHTKLHEIKADKLLKCPKCPEVTEYKHHLEYHLRNHYGS
KPFKCNQCSYSCVNKSMLNSHLKSHSNIYQYRCSDCSYATKYCHSLKLHLRKYSHK
PAMVLNPDGTPNPLPIIDVYGTRRGPKMKSEQKSSEEMSPKPEQVLPEFPENQELPQ
MQOLPFPGFPLEGGEFPGGIPNPLLLONLEKLARERRESMNSSERE SPAQSEQMDTDA
GVLDLSKPDDSSQTNRRKDSAYKLSTGDNSSDEEDDEATTTMEGNVEVVENKELED
TSSGKQTPTSAKKDDYSCQYCQINFGDPVLYTMHMGYHGYKNPE ICNMCGEECNDK
VSEFFLHIARNPHS

GATGCGGCTCCCGAAGAATCTGGCAAGAAGGGGCCAGATAGAAATTCAGAGGAGAA
GGAGTTACCAAAGCCAATGGAGTCIGTTCCTGATAAATCAGTCATCAAACCAAGAG
AAAGAAAAACTGTAGATATGTTAACATCGAGGACTGGTGGTGCTTATATTCCCCCA
GCTAAGCTACGATTGITACAAGCCAGIATTACAGACAAAACATCAGCAGCCTATICA
GCGTATAGCATGGGAAGCCTTAAAGAAATCCGTTCATGGTTACATTAATAAAATTA
ACACCTCGAATATTGGCATCATCGCCAGAGAATTATTGCATGAAAATATAGTAAGA
GGTAGAGGTTTGCTGIGCAAGTCAATAATACAAGCACAAGCAGCATCTCCTACTTT
TACAAACGTTTACGCAGCC
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CCCTTAGTAAAGAAATCTTAGGCAGTGATGGTGAGTCTGAATCAGGTTCCGAAGGT
TCAGAAGAGGAATCTGATAATGAAAATGAGGACGAAGTCAAGGACCAGGGAACAAT
TATTGACAATACTGAAACGAATTTAATTTCTCITAGAAGAACCATATATTTGACTA
TTCAGTCTAGTTTAGATTTTGAAGAATGTGCACATAAGCTACTGAAGATGGAGTTG
AAACCTGGACAAGAAATAGAATTIGTGTCACATGTTTICTTGACTGCTGCGCAGAACA
AAGAACCTACGAAAAGTTTTIATGGTICTTTTGGCTCAAAGATTTTIGTCAAATCAACA
AAGTGTATATCGAGCCTTTCCAACAAATTTTTAAAGATACCTATTCTACCACTCAC
AGACTAGATGCTIAAC

CAGTCATCAAACCAAGAGAAAGAAAAACTGTAGATATGTITAACATCGAGGACTGGT
GGTGCTTATATTCCCCCAGCTAAGCTACGATTGTTACAAGCCAGTATTACAGACAA
AACATCAGCAGCCTATCAGCGTATAGCATGGGAAGCCTTAAAGAAATCCGTTICATG
GTTACATTAA

ATTGGCATCATCGCCAGAGAATTATTGCATGAAAATATAGTAAGAGGTAGAGGTTT
GCTGIGCAAGTCAATAATACAAGCACAAGCAGCATCTCCTACTTTTACAAACGTTT
ACGCAGCC

La SEQ ID NO:7 muestra la secuencia de nucledtidos de un promotor de fago T7.

La SEQ ID NO:8 muestra un gen ilustrativo YFP.

Las SEQ ID NOs: 9-16 muestran cebadores usados para la amplificacion por PCR de secuencias ncm que comprenden
ncm reg1, ncm reg2, ncm v1, y ncm v2, usados en algunos ejemplos para la produccién de ARNdSs.

La SEQ ID NO:17 muestra un ADN ilustrativo que codifica un ARN Diabrotica ncm v2; que contiene un polinucleétido
de sentido, una secuencia de lazo (subrayado) y un polinucleétido antisentido (fuente en negrita):
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GGCTGCGTAAACGTTTGTAAAAGTAGGAGATGCTGCTTGTGCTTGTATTATTGACT
TGCACAGCAAACCTCTACCTCTTACTATATTTITICATGCAATAATICTCTGGCGATG
ATGCCAATGAAACTAGTACCAGTCATCACGCTGGAGCGCACATATAGGCCCTCCAT
CAGAAAGTCATTGTGTATATCTICTCATAGGGAACGAGCTGCTITGCGTATTTCCCTT
CCGTAGTCAGAGICATCAATCAGCTIGCACCGIGTICGTAAAGCGGGACGTTCGCAAG
CTCGTCCGCGGTTAATTGGCATCATCGCCAGAGAATTATTGCATGAAAATATAGTA
AGAGGTAGAGGTTTGCTGTGCAAGTCAATAATACAAGCACAAGCAGCATCTCCTAC
TTTTACAAACGTTTACGCAGCC

La SEQ ID NO:18 muestra un ADN ilustrativo que codifica un YFP v2

ATGTCATCTGGAGCACTTICICTTTCATGGGAAGATICCTTACGTITGTGGAGATGGA
AGGGAATGTTGATGGCCACACCTTTAGCATACGTGGGAAAGGCTACGGAGATGCCT
CAGTGGGAAAGGTTGATGCACAGTITCATCTGCACAACTGGTGATGTTCCTIGTGCCT
TGGAGCACACTTIGTCACCACTCTCACCTATGGAGCACAGTGCTTTGCCAAGTATGG
TCCAGAGTTGAAGGACTTCTACAAGTCCTGTATGCCAGATGGCTATGTGCAAGAGC
GCACAATCACCITTGAAGGAGATGGCAACTTCAAGACTAGGGCTGAAGTCACCTTT
GAGAATGGGTCIGTICTACAATAGGGTCAAACTCAATGGTCAAGGCTTCAAGAAAGA
TGGTCATGTGTTGGGAAAGAACTTGGAGTTCAACTTCACTCCCCACTGCCTCTACA
TCTGGGGTGACCAAGCCAACCACGGTCTCAAGTCAGCCTITCAAGATCTGTCATGAG
ATTACTGGCAGCAAAGGCGACTTCATAGTGGCTGACCACACCCAGATGAACACTCC
CATTGGTGGAGGTCCAGTTCATGTTCCAGAGTATCATCACATGTICTTACCATGTIGA
AACTTTCCAAAGATGTGACAGACCACAGAGACAACATGICCTTGAAAGAAACTGTC
AGAGCTIGTTGACTIGTCGCAAGACCTACCTTTGA

La SEQ ID NO:19 muestra un ADN ilustrativo que comprende un lazo:
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AGTCATCACGCTGGAGCGCACATATAGGCCCTCCATCAGAAAGTCATIGTGTATAT
CTICTICATAGGGAACGAGCTGCTTGCGTATTTCCCTTCCGTAGTCAGAGTCATCAAT
CAGCTGCACCGTGTICGTAAAGCGGGACGTTCGCAAGCTCGT

La SEQ ID NO:20 muestra un gen ilustrativo YFP.

La SEQ ID NO:21 muestra una secuencia de ADN de anexina regién 1.

La SEQ ID NO:22 muestra una secuencia de ADN de anexina regién 2.

La SEQ ID NO:23 muestra una secuencia de ADN de beta espectrina 2 region 1.

La SEQ ID NO:24 muestra una secuencia de ADN de beta espectrina 2 region 2.

La SEQ ID NO:25 muestra una secuencia de ADN de mtRP-L4 region 1.

La SEQ ID NO:26 muestra una secuencia de ADN de mtRP-L4 region 2.

Las SEQ ID NOs: 27-54 muestran cebadores usados para amplificar regiones génicas de anexina, beta espectrina 2,
mitRP-L4, y YFP para la sintesis de ARNdSs.

La SEQ ID NO:55 muestra una secuencia de ADN de maiz que codifica una proteina similar a TIP41.

La SEQ ID NO:56 muestra la secuencia de nucleétidos de un oligonucleétido cebador T20VN.

Las SEQ ID NOs: 57-61 muestran cebadores y sondas usadas para el andlisis de la expresion de transcripcion de
ARNdSs.

La SEQ ID NO:62 muestra una secuencia de nucleétidos de una porcidon de una region codificante SpecR usada para
la deteccién de la cadena principal de vectores binarios.

La SEQ ID NO:63 muestra una secuencia de nucleétidos de una regién codificante AAD7 usada para el analisis del
numero de copias genémicas.

La SEQ ID NO:64 muestra una secuencia de ADN de un gen de invertasa de maiz.

Las SEQ ID NOs: 65-73 muestran las secuencias de nucleétidos de los oligonucledtidos de ADN usados para las
determinaciones del nimero de copias de genes y la deteccion de la cadena principal del vector binario.

Las SEQ ID NOs: 74-76 muestran cebadores y sondas usadas para el analisis de la expresion de transcripcion de
ARNds del maiz.

La SEQ ID NO:77 muestra un contigo que comprende un ADN de Diabrotica ncm ilustrativo:

ATTACCAAATGTCAATGICACTCATTACTCATTACCAAATGTCAATGTCACTGTICA
GGTAACGTGCAATGCAAATTGTCAATGTCAAACTTAAAAATATTITTICCTGCAACTG
CATCAAATTGTAAATTTITATTITTITTTTAAATATGCCAGATACCAAGGATGCCAAGG
ATACCAAGGATGCTAATITGAGTTCTCCTGAACGTAAAAGACGAAGAAAGAGTAGA
TCTAAATCTCCAGAACGAAAAGAGAAAAAGTCTTCCAAAAAGAAAGCCCACAATAG
TAGAGACAGAGATTCATCAGAGGAAGGTTACAACCCTAAAGATTATCAGAGATACT
ATGGGGAAGATCGCCCAAACAGTGACAAATATTGGAATAAATATCCAAGGAAAGAT
ACTACCAAAGTTGGCCAAAGATACTATGATGCGGCTCCCGAAGAATCTGGCAAGAA
GGGGCCAGATAGAAATTCAGAGGAGAAGGAGTTACCAAAGCCAATGGAGTCTGTTC
CTGATAAATCAGTCATCAAACCAAGAGAAAGAAAAACTGTAGATATGTTAACATCG
AGGACTGGTGGIGCTTATATTCCCCCAGCTAAGCTACGATTGTTACAAGCCAGTAT
TACAGACAAAACATCAGCAGCCTATCAGCGTATAGCATGGGAAGCCTTAAAGAAAT
CCGTICATGGTTACATTAATAAAATTAACACCTCGAATATTGGCATCATCGCCAGA
GAATTATTGCATGAAAATATAGTAAGAGGTAGAGGTTTGCTGTGCAAGTCAATAAT
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ACAAGCACAAGCAGCATCTCCTACTITTTACAAACGTTITACGCAGCCTTAGTAGCTG
TTATTAATTCGAAGTTTCCAAGTATAGGAGAGCTTTTATTGAAGAGGTTGGTTTTG
CAGTTCAAAAGAGGGTITTAAACAAAATAATAAGTICTATITGCATATCGGCTACTAC
TTTCGTAGCTCATTTAGTAAATCAGAGAGTGGCACATGAAATTTTGGCTTTGGAGA
TACTTACATTGTTGGTGGAGACTCCTACAGATGATTCTIGTGGAGGTGGCCATTTICA
TTTTIGAAGGAATGTGGACAAAAACTGACAGAAGTTTCAAGTAGAGGTATTIACTGC
TATATTTGAGATGTTAAGAAACATTTTACATGAAGGCCAGCTAGAAAAAAAGAATT
CAGTACATGATTIGAAGTTATGTTTCAAATAAGGAAAGACGGATTITAAGGATCATGC
TGCTGTCGTAGAAGAATTAGATTITAGTAGAAGAGGAAGATCAATTCACTCATCTITA
TTATGTTAGATGATGTTAAAGAGGCTGATGCAGAGGATATATTGAATGTGTTCAAA
TTTGATGAGAGTTATGAAGAAAATGAAGATAAATACAAAACCCTTAGTAAAGAAAT
CTTAGGCAGTGATGGTGAGTCTGAATCAGGTTCCGAAGGTTCAGAAGAGGAATCTG
ATAATGAAAATGAGGACGAAGTCAAGGACCAGGGAACAATTATTGACAATACTGAA
ACGAATTTAATTICTICTTAGAAGAACCATATATTTGACTATTCAGTICTAGITTAGA
TTTTGAAGAATGTGCACATAAGCTACTGAAGATGGAGTTIGAAACCTGGACAAGAAA
TAGAATTGTGTCACATGTITTCTTGACTGCTGCGCAGAACAAAGAACCTACGAAAAG
TTTTATGGTCTTTTGGCTCAAAGATTTTGTCAAATCAACAAAGTGTATATCGAGCC
TTTCCAACAAATTTTITAAAGATACCTATTCTACCACTCACAGACTAGATGCTAACA
GGTTAAGAAACGTCAGCAAATTTTTTGCGCATTITACTTITTITACGGATGCCATTGGA
TGGGAAGTCCTTGACATCATGAAATTGAATGAAGAGGATACCAATAGTTCTAGTAG
GATTTITCATAAAAATCITGTTTCAAGAATTGGCTGAATATATGGGACTAGGAAAAT
TAAACGCAAGGCTAAAGGATGAGACCCTGCAGGCTTATTITTTCAGGACTGTITTCCT
AGAGATAACCCAAAGAATACCAGATTTICTATTAATTTITTITACCTCTATCGGTTT
GGGAGGATTAACTGATGAACTCAGAGAACATTTAAAAAATATTCCAAAAATGATGG
AAATGAAGTTAGCCACTAAAGAAAAGGAAAGCAGTGGTAGTAGTAGTTCAGAAAGT
AGTTCTGAGGAAGATAGTAGTGACGACAGCTCTGAAGATTCATCAAGTTCIGAAGA
CGATAGAGGCAAAAAGAAGAAAAAAACCAAAAAGCTAGAAGAAAAAAATTCGAAAG
TAAATTCTAAGTCTAGACCTAGATCAAAAGAGAAAGAACACGCAGACAAACCTAGA
GACAAACATAGAAAGGAAGATAGACATAAATCTGACAAAAATCCCGATAGATCCTC
GTCCAAAAAATATTCTAAAGAAGATAACAAGAGGAAGAAAGACTACGAATGGATGA
AGAGCAGATATGAAGATGATATTAAGCAATTAAAAAACGATAAAAGGGTATTTGAA
AAGTCTITCCAAACGACGATCAAGATCTAGAGACAGGGTAAAAGTCAAGGAAGAGCG
TAGACGTAGAAGCAGAGAAAGAAGAAGGAGCTAAGATAATTTTITAATAAGGATCT
ATGTATATTTATGTAAACATTITATITAATACATGTITTTITTAAAAAAAAA

Las SEQ ID NOs: 78-83 muestran ARN ilustrativos transcritos a partir de acidos nucleicos que comprenden
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polinucledtidos ilustrativos de Diabrotica ncm y fragmentos de estos.

La SEQ ID NO:84 muestra un contigo que comprende un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:
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GCAATTTCGTTTITTGAAGGAAAGTGGTCAAAAACTCACTGAGGTGTICGAGTAAAGG
TATCAATGCCATATTTGAGATGTTGAGGAATATTCTGCATGAAGGACAGTTGGAGA
AGAGAATACAGTACATGATTGAAGTCATGTTCCAAGTITCGGAAAGATGGTTTCAAG
GATCATGCTGCIGTTACTGAAGAACTAGATATTIGTTGAAGAGGAAGATCAGTTTAC
TCACCTAATCACATTGGATGATGTTAAACAAGCTAACTCAGAGGATATATTGAATG
TGTTTAAATTTGATGATAAATATGAGGAAAATGAGGGTAAATACAAAACTTTAAGT
AAGGAAATTCTCCAGTCAGACAGTGAATCAGGCGAATCTGGTTCAGAGGGGTCTIGA
AGAAGACTCGGAAGATGAAGAAGGTGAAGAAGATGAAACCAAAAATCAAACCATTIA
TTGATAACACAGAAACTAATTTAATCACCTTAAGGAGAACCATCTATCTCACAATA
CAATCCAGTTTGGATTITTGAGGAATGTIGCCCATAAATTIGATGAAAATGGAGATCAA
ACCTGGACAAGAGATTGAATTGTGICACATGITCCTTIGATTIGTTGCGCTGAACAGC
GTACCTACGAAAAATTCTTCGGCCTCCTCTCGCAGCGCTTCTGCCAAATARAACAAG
ACTTTCATCGAACCGTTCCAACAAATTTTCAAAGATACCTATTCCACAACTCACAG
ACTTGACGCCAATCGATIGAGAAACGTTAGCAAATTCTTCGCGCATTTATTIGTTICA
CCGACGCCATCGGCTGGGAAGTGCTCGATATCATGAAATTAAACGAGGAAGACACC
AACAGTTCCAGCAGGATTTICATCAAGATTITTIGTTCCAGGAGTTGTCCGAATATAT
GGGATTAGCGAAGTTGAATAAAAGGCTAAAGGATGAAACTTTACAGGAATATTICG
CGGGGCTATTTCCGAGGGATAACCCGAAGAACACGCGTTITCGCCATCAATTTTTIC
ACGTCGATCGGTTITAGGAGGTCTAACGGACGAGTTGAGGGAGCACTTGAAAAACGT
GCCAAAACATCTGGAAGTGATGGCTTTIGAAAGCAGATICGAGCAGCTCTAGCAGCA
GTAGCAGCAGTTICCAGTAACGATTCCAGCAGCAGTTCAGATTICTITCCGATGACGAG
GGTTCCAGGAAGAAGAAAACAAAAAAATTGAAAACCCCGGACAAAAAGAAGAAACA
GAAAGAAGATGAAAAACCCAAAAAGAAAAGCGAGGATAAACCGAGGAACAAACCAG
ACTATAGAGATAGAAGAAACGACGACAGGGAAAAGTTITAAAAAATACAGAAACAAC
GACGAAGAAAGCCACAGAAGAAGCAGAGAAGATGCAAGAGAAAAATACAGAGGTCA
CGAGGAAAGAAGAAGCGACCACAGAGAAGAATACCGGCCGAGAGAACATAGAGGTA
GAGATAGACGTIAGTITGTATAATAATGTATATITITTCGTATTTAATAAAATAAAT
TATACATTTTATAGTGTTTCGGAGCATTCACCAAGCAAGGGTTTTACTTTCGGATA
GCAATGGTGTAGTACGTTTTITGAAGGTIGTCCACACACACCAAGCCGGTTTTATCTA
AATCTAGAGCTATCTTCCAAAAGTCTTCAAAGGA

La SEQ ID NO:85 muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido NCM de Meligethes aeneus codificado por
un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:

AISFLKESGQKLTEVSSKGINAIFEMLRNILHEGQLEKRIQYMIEVMEQVRKDGEK
DHAAVTEELDIVEEEDQFTHLITLDDVKQANSEDILNVEKEFDDKYEENEGKYKTLS
KEILQOSDSESGESGSEGSEEDSEDEEGEEDETKNQTIIDNTETNLITLRRTIYLTI
QSSLDFEECAHKLMKMEIKPGQEIELCHMEFLDCCAEQRTYEKFEGLLSQRECQINK
TEIEPFQOIFKDTYSTTHRLDANRLRNVSKFFAHLLFTDAIGWEVLDIMKLNEEDT
NSSSRIFIKILFQELSEYMGLAKLNKRLKDETLQEYFAGLEFPRDNPKNTRFAINEFE
TSIGLGGLTDELREHLKNVPKHLEVMALKADSSSSSSSSSSSSNDSSSSSDSSDDE

GSRKKKTKKLKTPDKKKKQKEDEKPKKKSEDKPRNKPDYRDRRNDDREKEKKYRNN
DEESHRRSREDAREKYRGHEERRSDHREEYRPREHRGRDRR

La SEQ ID NO:86 muestra un contigo que comprende un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:
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CCACACGAATTGACTGGTTAATTAAAAATAAGCACAAGAAACGAATAACACTACAA
TGGTTTGAATTTACACAAAAAAAAAAATGTAGTCACTACCATTGTAGTIGTTATTICG
TTTCITGTIGCTIATTITITAATTAACCAGTCAATTICGTGTIGGTGTAGTGAACAAAGG
TTATAGTTATGACGACGGATTCCGAGAGAGGTTCCCCTACAGCTGCGGCTCCACGC
AGAAGCGCCTCGAAATCGCCAGAACCAAAAAAAGCAAAGTACGATAAGAAAGAGAA
GGGCGATAAAGATCGCAAGAGGAGATCCCACAGATCCAGATCTAGATCCAGGGATA
GAGACCATAGGGACAAACATGGTGGAAAAAAACGTTACCACGACCTGGACGACCCT
TCTGAAGACTACCCAAGATATTATGGCGAGGATAGAAAACAGAACAGTGACAGATA
TTGGTICCAAGTACCCAAAGAAAGACAGGGACGAATATGTITATTIGGTAGCCGGTATT
ATGATGTTGAGGAAAAGAAGGAGAAAAAAGAAAAAGAGGATGAAAATAAGGATAAA
TCCGTCATCACTCCAAGGGAAAGGAAAACAGTGGACTTIACTAACATCTCGAACAGG
TGGGGCTTATATACCTICCAGCTAAATTACGTATGATGCAGGCTGAGATAACTGATA
AATCATCAGCTGCATATCAAAGAATTGCCTGGGAAGCTTTAAAAAAGTCCATTCAT
GGTTACATCAACAAAATTAACACTTCCAATATIGGTCTTATTIGCTAGAGAATTACT
GCATGAAAACATTGTAAGAGGTAGAGGTTTGCTGTIGTAAATCTATAATACAAGCAC
AGGCAGCTTCCCCGACGTTCACCAATGTITTATGCAGCTITAGTTGCAGTCATAAAT
TCAAAATTCCCCAACATTGGAGAACTGTTACTGAAAAGGTTGGTTTTGCAGTTTAA
AAGGGGTTTCAAGCAGAACAACAAGTCTATCTIGTATATCGGCTGCTACCTTTIGTICG
CGCATTTAGTAAACCAAAGAGTGGCCCACGAAATTTTAGCATTGGAAATTICTTACT
TTACTTGTTGAGTCCCCCACAGATGATTCAGTGGAAGTAGCAATTTICGTTTITTIGAA
GGAAAGTGGTCAAAAACTCACTGAGGTGTCGAGTAAAGGTATCAATGCCATATTIG
AGATGTITGAGGAATATICTGCATGAAGGACAGTTGGAGAAGAGAATACAGTACATG
ATTGAAGTCATGTITCCAAGTITCGGAAAGATGGTTTCAAGGATCATGCTGCTGTTAC
TGAAGAACTAGATATTIGTTGAAGAGGAAGATCAGTTTACTCACCTAATCACATTIGG
ATGATGTTAAACAAGCTAACTCAGAGGATATATTGAATGTGTTTAAATTTGATGAT
AAATATGAGGAAAATGAGGGTAAATACAAAACTTTAAGTAAGGAAATTCTCCAGTC
AGACAGTGAATCAGGCGAATCTGGTTCAGAGGGGTCTGAAGAAGACTCGGAAGATG
AAGAAGGTGAAGAAGATGAAACCAAAAATCAAACCATTATTGATAACACAGAAACT
AATTTAATCACCTITAAGGAGAACCATCTATCTICACAATACAATCCAGTTTGGATTT
TGAGGAATGTGCCCATAAATTGATGAAAATGGAGATCAAACCTGGACAAGAGATTG
AATTGTIGTCACATGTTCCTTIGATTIGTTGCGCTGAACAGCGTACCTACGAAAAATTC
TTCGGCCTCCTCTCGCAGCGCTTCTGCCAAATAAACAAGACTTTCATCGAACCGTT
CCAACAAATTTTCAAAGATACCTATTICCACAACTCACAGACTTGACGCCAATCGAT
TGAGAAACGTTAGCAAATTCTTCGCGCATTTATTGTTCACCGACGCCATCGGCTGG
GAAGTIGCTCGATATCATGAAATTAAACGAGGAAGACACCAACAGTTCCAGCAGGAT

TTTTATCAAGATTTTIGTITCCAGGAGTIGTCCGAATATATGGGATTAGCGAAGTTIGA
ATAAAAGGCTAAAGGATGAAACTTTACAGGAATATTTCGCGGGGCTATTTCCGAGG
GATAACCCGAAGAACACGCGTTTCGCCATCAATTTTTICACGTCGATCGGTTTAGG
AGGTCTAACGGACGAGTTIGAGGGAGCACTTGAAAAACGTGCCAAAACATCTGGAAG
TGATGGCTTTGAAAGCAGATTCGAGCAGCTCTAGCAGCAGTAGCAGCAGTTCCAGT
AACGATTCCAGCAGCAGITCAGATICTTICCGATGACGAGGGTTCCAGGAAGAAGAA
AACAAAAAAATTGAAAACCCCGGACAAAAAGAAGAAACAGAAAGAAGATGAAAAAC
CCAAAAAGAAAAGCGAGGATAAACCGAGGAACAAACCAGACTATAGAGATAGGAGA
AACGACGACAGGGAAAAGTTTAAAAAATACAGAAACAACGACGAAGAAAGCCACAG
AAGAAGCAGAGAAGATGCAAGAGAAAAATACAGAGGTCACGAGGAAAGAAGACGAG
GCCGAGAAGACCAAACGCGAAGAGGACAAGACCAAGTTCCAAGGTTTGTGC

La SEQ ID NO:87 muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido NCM de Meligethes aeneus codificado por
un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:
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MTTDSERGSPTAAAPRRSASKSPEPKKAKYDKKEKGDKDRKRRSHRSRSRSRDRDH
RDKHGGKKRYHDLDDPSEDYPRYYGEDRKQONSDRYWSKYPKKDRDEYVIGSRYYDV
EEKKEKKEKEDENKDKSVITPRERKTVDLLTSRTGGAYIPPAKLRMMQAEITDKSS
AAYQRIAWEALKKSIHGYINKINTSNIGLIARELLHENIVRGRGLLCKSITIQAQAA
SPTETNVYAALVAVINSKFPNIGELLLKRLVLOQFKRGEKONNKSICISAATEVAHL
VNQRVAHEILALEILTLLVESPTDDSVEVAISEFLKESGQKLTEVSSKGINAIFEML
RNILHEGQLEKRIQYMIEVMEFQVRKDGEFKDHAAVIEELDIVEEEDQFTHLITLDDV
KQANSEDILNVEFKEDDKYEENEGKYKTLSKEILQSDSESGESGSEGSEEDSEDEEG
EEDETKNQTIIDNTETNLITLRRTIIYLTIQSSLDFEECAHKLMKMEIKPGQEIELC
HMFLDCCAEQRTYEKFFGLLSQRFCQINKTF IEPFQQIFKDTYSTTHRLDANRLRN
VSKEFFAHLLETDAIGWEVLDIMKLNEEDTNSSSRIFIKILEFQELSEYMGLAKLNKR
LKDETLQEYFAGLEFPRDNPKNTREFAINFEFTSIGLGGLTDELREHLKNVPKHLEVMA
LKADSSSSSSSSSSSSNDSSSSSDSSDDEGSRKKKTKKLKTPDKKKKQKEDEKPKK
KSEDKPRNKPDYRDRRNDDREKFKKYRNNDEESHRRSREDAREKYRGHEERRRGRE
DOTRRGQDQVPREV

La SEQ ID NO:88 muestra un contigo que comprende un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:

AAATGTAGTCACTACCATTGTAGTGTTATTCGTTTICTITGTGCTTATTTITAATTAA
CCAGTCAATTCGTGTGGTGTAGTGAACAAAGGTTATAGTTATGACGACGGATTCCG
AGAGAGGTTCCCCTACAGCTGCGGCTCCACGCAGAAGCGCCTCGAAATCGCCAGAA
CCAAAAARAAGCAAAGTACGATAAGAAAGAGAAGGGCGATAAAGATCGCAAGAGGAG
ATCCCACAGATCCAGATCTAGATCCAGGGATAGAGACCATAGGGACAAACATGGTG
GAAAAAAACGTTACCACGACCTGGACGACCCTTCTGAAGACTACCCAAGATATTAT
GGCGAGGATAGAAAACAGAACAGTGACAGATATTGGTCCAAGTACCCAAAAGAAAG
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ACAGGGACGAATATGTTATIGGTAACCGGTATTATGATGTTGAGGAAAAGAAGGAG
AAAAAGGAAAAAGAGGATGAAAATAAGGATAAATCCGTCATTACTCCAAGGGAAAG
GAAAACAGTGGACTTACTAACATCTCGAACAGGTGGGGCTTATATACCTCCAGCTA
AATTACGTATGATGCAGGCTIGAGATAACTGATAAATCATCAGCTGCATATCAAAGA
ATTGCCTGGGAAGCTTTAAAAAAGTCCATTCATGGTTACATCAACAAAATTAACAC
TTCCAATATTGGTCTTATTGCTAGAGAATTACTGCATGAAAACATTGTAAGAGGTA
GAGGTTTGCTGTGTAAATCTATAATACAAGCACAGGCAGCTTCCCCGACGTTCACC
AATGTTITATGCAGCTTTAGITGCAGTCATAAATTCAAAATTCCCCAACATTGGAGA
ACTGTTACTGAAAAGGTIGGTTTTGCAGTTTAAAAGGGGTTTCAAGCAGAACAACA
AGTCTATCTGTATATCGGCTIGCTACCTTTGTCGCGCATTTAGTAAACCAAAGAGTG
GCTCATGAAATTTTAGCATTIGGAAATICTTACTTTACTITGTITGAGICCCCCACAGA
TGATTICAGTAGAAGTGAGCAGAACAACAAGTCTATCTGTATATCGGCTGCTACCTT
TGTCGCGCATTTAGTAAACCAAAGAGTGGCCCACGAAATTTITAGCATTGGAAATTC
TTACTTTACTTIGTTGAGTCCCCCACAGATGATTCAGTGGAAGTAGCAATTTCGTTIT
TTGAAGGAAAGTGGTCAAAAACTCACTGAGGTGTCGAGTAAAGGTATCAATGCCAT
ATTTGAGATGTTGAGGAATATTCTGCATGAAGGACAGTTGGAGAAGAGAATACAGT
ACATGATTGAAGTCATGTITCCAAGTTCGGAAAGATGGTTTCAAGGATCATGCTGCT
GTTACTGAAGAACTAGATATTGTTGAAGAGGAAGATCAGTTTACTCACCTAATCAC
ATTGGATGATGTTAAACAAGCTAACTCAGAGGATATATTGAATGTGTTTAAATTIG
ATGATAAATATGAGGAAAATGAGGGTAAATACAAAACTTTAAGTAAGGAAATTCTC
CAGTCAGACAGTGAATCAGGCGAATCTIGGTTCAGAGGGGTCTGAAGAAGACTCGGA
AGATGAAGAAGGTGAAGAAGATGAAACCAAAAATCAAACCATTATTIGATAACACAG
AAACTAATTTAATCACCITAAGGAGAACCATCTATCICACAATACAATCCAGTTTG
GATTTTGAGGAATGTGCCCATAAATTGATGAAAATGGAGATCAAACCTGGACAAGA
GATTGAATTGTIGTCACATGTITCCTITGATTGTITGCGCTGAACAGCGTACCTACGAAA
AATTCTTCGGCCTCCTCTCGCAGCGCTTCTGCCAAATAAACAAGACTTTCATCGAA
CCGTTCCAACAAATTTTCAAAGATACCTATTCCACAACTCACAGACTTGACGCCAA
TCGATTGAGAAACGTTAGCAAATTCTICGCGCATTITATIGTITCACCGACGCCATCG
GCTGGGAAGTGCTCGATATCATGAAATTAAACGAGGAAGACACCAACAGTICCAGC
AGGATTTTCATCAAGATITIGTTCCAGGAGTIGTCCGAATATATGGGATTAGCGAA
GTTGAATAAAAGGCTAAAGGATGAAACTTTACAGGAATATTTCGCGGGGCTATTTC
CGAGGGATAACCCGAAGAACACGCGTTTCGCCATCAATTITTTTCACGTCGATCGGT
TTAGGAGGTCTAACGGACGAGTTGAGGGAGCACTTGAAAAACGTGCCAAAACATCT
GGAAGTGATGGCTTTGAAAGCAGATTCGAGCAGCTCTAGCAGCAGTAGCAGCAGTT
CCAGTAACGATTCCAGCAGCAGTITCAGATTICTTCCGATGACGAGGGTTCCAGGAAG
AAGAAAACAAAAAAATTGAAAACCCCGGACAAAAAGAAGAAACAGAAAGAAGATGA
AAAACCCAAAAAGAAAAGCGAGGATAAACCGAGGAACAAAGTAAATGGTGATAAGA
ATATAGAAACAGAAGATACACAAGGAGTTGAGGACACAAAAAAGACTG

La SEQ ID NO:89 muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido NCM de Meligethes aeneus codificado por
un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:

MLRNILHEGQLEKRIQYMIEVMFQVRKDGFKDHAAVTIEELDIVEEEDQFTHLITL
DDVKQANSEDILNVEKEDDKYEENEGKYKTLSKEILQSDSESGESGSEGSEEDSE
DEEGEEDETKNQTIIDNTETNLITLRRTIYLTIQSSLDFEECAHKLMKMEIKPGQ
EIELCHMFLDCCAEQRTYEKFFGLLSQRFCQINKTFIEPFQQIFKDTYSTTHRLD
ANRLRNVSKEFAHLLETDAIGWEVLDIMKLNEEDTNSSSRIFIKILEQELSEYMG
LAKLNKRLKDETLQEYFAGLEFPRDNPKNTRFAINFFTSIGLGGLTDELREHLKNV
PKHLEVMALKADSSSSSSSSSSSSNDSSSSSDSSDDEGSRKKKTKKLKTPDKKKK
QKEDEKPKKKSEDKPRNKVNGDKNIETEDTQGVEDTKKT

14
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La SEQ ID NO:90 muestra un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm, referido en la presente descripcion en algunos
lugares como ncm reg1 (regién 1), que se usa en algunos ejemplos para la produccion de un ARNds:

GTTCCTTGATTIGTITGCGCTGAACAGCGTACCTACGAAAAATTCTITCGGCCTICCTICT
CGCAGCGCTTCTGCCAAATAAACAAGACTTTICATCGAACCGTTCCAACAAATTTIC
AAAGATACCTATTCCACAACTCACAGACTTGACGCCAATCGATTGAGAAACGTTAG
CAAATTCTTCGCGCATTITATTGTTCACCGACGCCATCGGCTGGGAAGTGCTCGATA
TCATGAAATTAAACGAGGAAGACACCAACAGTTCCAGCAGGATTTTCATCAAGATT
TTGTTICCAGGAGTTGTCCGAATATATGGGATTAGCGAAGTTGAATAAAAGGCTAAA
GGATGAAACTTTACAGGAATATTTCGCGGGGCTATTTCCGAGGGATAACCCGAAGA
ACACGCGTTTCGCCATCAATTTTTITCACGTCGATCGGTTITAGGAGGTCTAACGGAC
GAGTTIGAGGGAGCACTTGAAAAACGTGCCAAAACATCTGGA

Las SEQ ID NOs: 91-92 muestran cebadores usados para amplificar porciones de una secuencia Meligethes aeneus
ncm que comprende ncm reg1.
La SEQ ID NO:93 muestra un contigo que comprende un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:
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TTTTIGTTACCAACCAAACGGCCTAAATTTCCCTAGATAACCTAAAATAAAAACAA
CACTICGTCATITGTIGTAAATTCAAACAAATGTAGTCACTACCATTIGTAGIGTTAT
TCGTTITCTTGTGCTTATTTTTAATTAACCAGTCAATTCGTGTGGTGTAGTGAACAA
AGGTTATAGTTATGACGACGGATTCCGAGAGAGGTTCCCCTACAGCTGCGGCTCCA
CGCAGAAGCGCCTCGAAATCGCCAGAACCAAAAAAAGCAAAGTACGATAAGAAAGA
GAAGGGCGATAAAGATCGCAAGAGGAGATCCCACAGATCCAGATCTAGATCCAGGG
ATAGAGACCATAGGGACAAACATGGTGGAAAAAAACGTTACCACGACCTGGACGAC
CCTTCTGAAGACTACCCAAGATATTATGGCGAGGATAGAAAACAGAACAGTGACAG
ATATTGGTCCAAGTACCCAAAGAAAGACAGGGACGAATATGTTATTGGTAGCCGGT
ATTATGATGTTGAGGAAAAGAAGGAGAAAAAGGAAAAAGAGGATGAAAATAAGGAT
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AAATCCGTCATTACTCCAAGGGAAAGGAAAACAGTGGACTTACTAACATCTICGAAC
AGGTGGGGCTTATATACCTCCAGCTAAATTACGTATGATGCAGGCTGAGATAACTG
ATAAATCATCAGCTGCATATCAAAGAATTGCCTGGGAAGCTTTAAAAAAGTCCATT
CATGGTTACATCAACAAAATTAACACTTICCAATATTIGGICITATTIGCTAGAGAATT
ACTGCATGAAAACATTGTIAAGAGGTAGAGGTITGCTGTGTAAATCTATAATACAAG
CACAGGCAGCTTICCCCGACATTCACCAATGTTTATGCAGCTTTAGTTGCAGTCATA
AATTCAAAATTCCCCAACATTGGAGAACTGTTACTGAAAAGGTTGGTTTTGCAGTT
TAAAAGGGGTTTCAAGCAGAACAACAAGTCTATCTIGTATATCGGCTGCTACCTTTIG
TCGCGCATTTAGTAAACCAAAGAGTGGCCCATGAAATTTITAGCATTGGAAATTCTT
ACTTTACTTGTTGAGTCCCCCACAGATGATTCAGTGGAAGTAGCAATTTCGTITTTT
GAAGGAAAGTGGTCAAAAACTCACTGAGGTGTCGAGTAAAGGTATCAATGCCATAT
TTGAGATGTTGAGGAATATTCTGCATGAAGGACAGTTGGAGAAGAGAATACAGTAC
ATGATTGAAGTCATGTTICCAAGTTCGGAAAGATGGTTITCAAGGATCATGCTGCTGT
TACTGAAGAACTAGATATTGTTGAAGAGGAAGATCAGTTITACTCACCTAATCACAT
TGGATGATGTTAAACAAGCTAACTCAGAGGATATATTGAATGTGTTTAAATTTGAT
GATAAATATGAGGAAAATGAGGGTAAATACAAAACTTTAAGTAAGGAAATTCTICCA
GTCAGACAGTGAATCAGGCGAATCTGGTTCAGAGGGGTCTGAAGAAGACTCGGAAG
ATGAAGAAGGTGAAGAAGATGAAACCAAAAATCAAACCATTATTGATAACACAGAA
ACTAATTTAATCACCTTAAGGAGAACCATCTATCTCACAATACAATCCAGTITTGGA
TTTTGAGGAATGTGCCCATAAATTGATGAAAATGGAGATCAAACCTGGACAAGAGA
TTGAATTGTGTCACATGTTCCTTGATTIGTTGCGCTGAACAGCGTACCTACGAAAAA
TTCTTCGGCCTCCTCTCGCAGCGCTTCTGCCAAATAAACAAGACTTTCATCGAACC
GTTCCAACAAATTTTCAAAGATACCTATTCCACAACTCACAGACTTGACGCCAATC
GATTGAGAAACGTTAGCAAATTCTTCGCGCATTTATTGITCACCGACGCCATCGGC
TGGGAAGTGCTCGATATCATGAAATTAAACGAGGAAGACACCAACAGTTCCAGCAG
GATTTTCATCAAGATTITTIGTITCCAGGAGTTGTCCGAATATATGGGATTAGCGAAGT
TGAATAAAAGGCTAAAGGATGAAACTTITACAGGAATATTITCGCGGGGCTATTTICCG
AGGGATAACCCGAAGAACACGCGTTITCGCCATCAATTTTTTICACGTCGATCGGTTT
AGGAGGTCTAACGGACGAGTTGAGGGAGCACTTGAAAAACGTGCCAAAACATCTGG
AAGTGATGGCTTTGAAAGCAGATTCGAGCAGCTCTAGCAGCAGTAGCAGCAGTTCC
AGTAACGATTCCAGCAGCAGTTCAGATICTTCCGATGACGAGGGTTCCAGGAAGAA
GAAAACAAAAAAATTGAAAACCCCGGACAAAAAGAAGAAACAGAAAGAAGATGAAA
AACCCAAAAAGAAAAGCGAGGATAAACCGAGGAACAAACCAGACTATAGAGATAGA
AGAAACGACGACAGGGAAAAGTTTAAAAAATACAGAAACAACGACGAAGAAAGCCA
CAGAAGAAGCAGAGAAGATGCAAGAGAAAAATACAGAGGTCACGAGGAAAGAAGAA
GCGACCACAGAGAAGAATACCGGCCGAGAGAACATAGAGGTAGAGATAGACGTTAG
TTGTATAATAATGTATATTTITTIT

La SEQ ID NO:94 muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido NCM de Meligethes aeneus codificado por
un ADN ilustrativo Meligethes aeneus ncm:
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MTTDSERGSPTAAAPRRSASKSPEPKKAKYDKKEKGDKDRKRRSHRSRSRSRDRDH
RDKHGGKKRYHDLDDP SEDYPRYYGEDRKONSDRYWSKYPKKDRDEYVIGSRYYDV
EEKKEKKEKEDENKDKSVITPRERKTVDLLTSRTGGAY IPPAKLRMMQAEITDKSS
AAYQRIAWEALKKSIHGYINKINTSNIGLIARELLHENIVRGRGLLCKSITIQAQAA
SPTETNVYAALVAVINSKEPNIGELLLKRLVLQFKRGEFKQONNKSICISAATEVAHL
VNQRVAHEITALEILTLLVESPTDDSVEVAISFLKESGQKLTEVSSKGINAIFEML
RNILHEGQLEKRIQYMIEVMFQVRKDGEFKDHAAVIEELDIVEEEDQFTHLITLDDV
KQANSEDILNVEFKEDDKYEENEGKYKTLSKEILQSDSESGESGSEGSEEDSEDEEG
EEDETKNQTIIDNTETNLITLRRTIYLTIQSSLDFEECAHKLMKMEIKPGQEIELC
HMELDCCAEQRTYEKFFGLLSQRECQINKTEFIEPFQQIFKDTYSTTHRLDANRLRN
VSKFFAHLLETDAIGWEVLDIMKLNEEDTNSSSRIFIKILFQELSEYMGLAKLNKR
LKDETLQEYFAGLFPRDNPKNTRFAINFFTSIGLGGLTDELREHLKNVPKHLEVMA
LKADSSSSSSSSSSSSNDSSSSSDSSDDEGSRKKKTKKLKTPDKKKKQKEDEKPKK
KSEDKPRNKPDYRDRRNDDREKFKKYRNNDEESHRRSREDAREKYRGHEERRSDHR
EEYRPREHRGRDRR

Las SEQ ID NOs: 95-99 muestran ARN ilustrativos transcritos a partir de acidos nucleicos que comprenden
polinucledtidos ilustrativos de Meligethes ncm 'y fragmentos de estos.

Descripcion detallada
1. Vision general de diversas modalidades

Desarrollamos la interferencia de ARN (ARNi) como una herramienta para el manejo de plagas de insectos, mediante el
uso de una de las especies de plagas objetivo mas probables para plantas transgénicas que expresan ARNdSs; el gusano
de la raiz del maiz occidental. Hasta ahora, la mayoria de los genes propuestos como objetivos para el ARNi en las larvas
de gusanos de la raiz no logran realmente su propésito. En la presente descripcion, describimos la eliminacion mediada
por ARNi nucampholin (ncm) en la plaga de insectos ilustrativos, el gusano de la raiz del maiz occidental, que se muestra
que tiene un fenotipo letal cuando, por ejemplo, el iIARN son moléculas suministradas a través de ARNds ncm ingerido.
En modalidades en la presente descripcion, la capacidad de suministrar ARNds ncm al alimentar a los insectos le confiere
un efecto ARNi que es muy util para el manejo de plagas de insectos (por ejemplo, coledptero). Mediante la combinacion
de ARNi mediado por ncm con otros objetivos de ARNi Utiles (por ejemplo, objetivos de ARNi ROP, como se describe en
la solicitud de patente de los Estados Unidos No. 14/577,811; objetivos de ARNi RNAPII140, como se describe en la
solicitud de patente de los Estados Unidos No. 14/577,854; objetivos de ARNi Dre4, como se describe en la solicitud de
patente de los Estados Unidos No. 14/705,807; objetivos de ARNi COPI alfa, como se describe en la solicitud de patente
de los Estados Unidos No. 62/063,199; objetivos de ARNi COPI beta, como se describe en la solicitud de patente de los
Estados Unidos No. 62/063,203; objetivos de ARNi COPI gamma, como se describe en la solicitud de patente de los
Estados Unidos No. 62/063,192; objetivos de ARNi COPI delta, como se describe en la solicitud de patente de los Estados
Unidos No. 62/063,216) el potencial de afectar multiples secuencias objetivo, por ejemplo, en coledpteros (por ejemplo,
gusanos de la raiz larvarios), pueden aumentar las oportunidades para desarrollar enfoques sostenibles para el manejo
de plagas de insectos con tecnologias de ARNi.

En la presente descripcion se describen métodos y composiciones para el control genético de infestaciones de plagas de
insectos (por ejemplo, coledptero). También se proporcionan métodos para identificar uno o mas genes esenciales para
el ciclo de vida de una plaga de insectos para uso como gen objetivo para el control mediado por ARNi de una poblacion
de plagas de insectos. Los vectores plasmidicos de ADN que codifican una molécula de ARN pueden disefiarse para
suprimir uno o mas genes objetivos esenciales para el crecimiento, la supervivencia y/o el desarrollo. En algunos aspectos
de la descripcion, la molécula de ARN puede ser capaz de formar moléculas de ARNds. En algunas modalidades, se
proporcionan métodos para la represion postranscripcional de la expresion o la inhibicion de un gen objetivo a través de
moléculas de acido nucleico que son complementarias a una secuencia codificante o no codificante del gen objetivo en
una plaga de insectos. En estas y otras modalidades, una plaga puede ingerir una o mas moléculas de hpARN transcritas
a partir de toda o una porcién de una molécula de acido nucleico que es complementaria a una secuencia codificante o
no codificante de un gen objetivo, lo que proporciona de esta manera un efecto protector de la planta.

Por lo tanto, algunas modalidades implican la inhibicion especifica de secuencia de la expresion de productos génicos
objetivo, mediante el uso de hpARN que es complementario a las secuencias codificantes y/o no codificantes del (de los)
gen(es) objetivo para lograr al menos un control parcial de una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). Se describe
un conjunto de moléculas de acido nucleico aisladas y purificadas que comprenden un polinucleétido, por ejemplo, como
se establece en una de las SEQ ID NOs: 1; 77; 84; 86; 88 y 93, y fragmentos de estos. En algunas modalidades, una
molécula de ARNds estabilizada puede expresarse a partir de estos polinucleétidos, fragmentos de estos, o un gen que
comprende uno de estos polinucledétidos, para el silenciamiento o inhibicidon postranscripcional de un gen objetivo. En
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ciertas modalidades, las moléculas de acido nucleico aisladas y purificadas comprenden todo o parte de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 84; 86; 88y 93.

Algunas modalidades implican una célula huésped recombinante (por ejemplo, una célula vegetal) que tiene en su genoma
al menos un ADN recombinante que codifica al menos una molécula de iARN (por ejemplo, ARNds). En modalidades
particulares, la(s) molécula(s) de ARNds pueden proporcionarse cuando se ingieren por una plaga de insectos (por
efemplo, coledptero) para silenciar o inhibir postranscripcionalmente la expresién de un gen objetivo en la plaga. EI ADN
recombinante puede comprender, por ejemplo, fragmentos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93; y un
polinucleétido que consiste de una secuencia parcial de un gen que comprende uno de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93,
y/o complementos de estos.

Algunos aspectos de la descripcion implican una célula huésped recombinante que tiene en su genoma un ADN
recombinante que codifica al menos una molécula de iARN (por ejemplo, ARNds) que comprende todo o parte de la SEC
ID NO: 78 o SEC ID NO: 83 (por ejemplo, al menos un polinucleétido seleccionado de un grupo que comprende las SEQ
ID NOs: 78-83). Algunos aspectos de la descripcion implican una célula huésped recombinante que tiene en su genoma
un ADN recombinante que codifica al menos una molécula de iARN (por ejemplo, ARNds) que comprende todo o parte
de cualquiera de las SEQ ID NOs: 95-97 y 99 (por ejemplo, SEQ ID NO:98). Cuando se ingiere por una plaga de insectos
(por ejemplo, coledptero), la(s) molécula(s) de iARN pueden silenciar o inhibir la expresion de un ADN objetivo ncm (por
efemplo, un ADN que comprende todo o parte de un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 1; 3-6; 77, 84, 86, 88, 90 y 93) en la plaga y, de esta manera, resultan en el cese del crecimiento, el desarrollo y/o
la alimentacion en la plaga.

En algunas modalidades, una célula huésped recombinante que tiene en su genoma al menos un ADN recombinante que
codifica al menos una molécula de ARN capaz de formar una molécula de ARNds puede ser una célula vegetal
transformada. Algunas modalidades implican plantas transgénicas que comprenden dicha célula vegetal transformada.
Ademas de tales plantas transgénicas, se proporcionan plantas de progenie de cualquier generacion de plantas
transgénicas, semillas transgénicas y productos vegetales transgénicos, cada uno de los cuales comprende ADN(s)
recombinante(s). En modalidades particulares, una molécula de ARN capaz de formar una molécula de ARNds puede
expresarse en una célula vegetal transgénica. Por lo tanto, en estas y otras modalidades, una molécula de ARNds puede
aislarse de una célula vegetal transgénica. En modalidades particulares, la planta transgénica es una planta seleccionada
del grupo que comprende maiz (Zea mays), soya (Glycine max), colza (Brassica sp.) y plantas de la familia Poaceae.

Algunas modalidades implican un método para modular la expresion de un gen objetivo en una célula de plaga de insectos
(por ejemplo, coledptero). En estas y otras modalidades, se puede proporcionar una molécula de acido nucleico, en donde
la molécula de acido nucleico comprende un polinucleétido que codifica una molécula de ARN capaz de formar una
molécula de ARNds. En modalidades, un polinucleétido que codifica una molécula de ARN capaz de formar una molécula
de ARNds esta unida operativamente a un promotor, y también puede estar unido operativamente a una secuencia de
terminacion de la transcripcion. En modalidades particulares, un método para modular la expresion de un gen objetivo en
una célula de plaga de insectos puede comprender: (a) transformar una célula vegetal con un vector que comprende un
polinucleétido que codifica una molécula de ARN capaz de formar una molécula de ARNdSs; (b) cultivar la célula vegetal
transformada en condiciones suficientes para permitir el desarrollo de un cultivo celular vegetal que comprenda una
pluralidad de células vegetales transformadas; (c) seleccionar una célula vegetal transformada que ha integrado el vector
en su genoma; y (d) determinar que la célula vegetal transformada seleccionada comprende la molécula de ARN capaz
de formar una molécula de ARNds codificada por el polinucledtido del vector. Una planta puede regenerarse a partir de
una célula vegetal que tiene el vector integrado en su genoma y comprende la molécula de ARNds codificada por el
polinucleétido del vector.

Por lo tanto, también se describe una planta transgénica que comprende un vector que tiene un polinucleétido que codifica
una molécula de ARN capaz de formar una molécula de ARNds integrada en su genoma, en donde la planta transgénica
comprende la molécula de ARNds codificada por el polinucleétido del vector. En modalidades particulares, la expresion
de una molécula de ARN capaz de formar una molécula de ARNds en la planta es suficiente para modular la expresion
de un gen objetivo en una célula de una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero) que contacta la planta transformada
o la célula vegetal (por ejemplo, al alimentarse de la planta transformada, una parte de la planta (por ejemplo, raiz) o
célula vegetal), de manera que se inhibe el crecimiento y/o supervivencia de la plaga. Las plantas transgénicas descritas
en la presente descripcion pueden mostrar resistencia y/o tolerancia mejorada a las infestaciones de plaga de insectos.
Las plantas transgénicas particulares pueden mostrar resistencia y/o tolerancia mejorada a una o mas plagas de
coleodpteros seleccionados del grupo que consiste en: WCR; NCR SCR; MCR; D. balteata LeConte; D. u. tenella; D.
speciosa Germar D. u. undecimpunctata Mannerheim y Meligethes aeneus.

También se describen en la presente descripcion métodos para el suministro de agentes de control, tales como una
molécula de iARN, a una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). Dichos agentes de control pueden causar, directa
o indirectamente, un deterioro en la capacidad de una poblacidon de plaga de insectos para alimentarse, crecer o de
cualquier otra manera, causar dafios en un huésped. En algunas modalidades, se proporciona un método que comprende
el suministro de una molécula de ARNds estabilizada a una plaga de insectos para suprimir al menos un gen objetivo en
la plaga, lo que causa, de esta manera, ARNi y reduce o elimina el dafio de la planta en un huésped de plaga. En algunas
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modalidades, un método de inhibicion de la expresion de un gen objetivo en la plaga de insectos puede resultar en el cese
del crecimiento, supervivencia y/o desarrollo, en la plaga.

En algunos aspectos de la descripcion, se proporcionan composiciones (por ejemplo, una composicion tépica) que
comprenden una molécula de iARN (por ejemplo, ARNds) para usar en plantas, animales y/o el ambiente de una planta
o animal para lograr la eliminacion o reduccion de una infestacion de plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). En
aspectos particulares de la descripcion, la composicion puede ser una composicion nutricional o una fuente de alimento
para alimentar a la plaga de insectos. Algunos aspectos de la descripcion comprenden hacer la composicion nutricional o
fuente de alimento disponible para la plaga. La ingestién de una composicion que comprende moléculas de iARN puede
resultar en la absorcién de las moléculas por una o mas células de la plaga, lo que a su vez puede resultar en la inhibicion
de la expresion de al menos un gen objetivo en la(s) célula(s) de la plaga. La ingestién o dafio a una planta o célula vegetal
por una infestacion de plaga de insectos puede limitarse o eliminarse en o sobre cualquier tejido o entorno del huésped
en el que esté presente la plaga al proporcionar una o mas composiciones que comprenden una molécula de iARN en el
huésped de la plaga.

Los cebos de ARNi se forman cuando el ARNds se mezcla con alimentos o un atrayente o ambos. Cuando las plagas
ingieren el cebo, también consumen el ARNds. Los cebos pueden tomar la forma de granulos, geles, polvos fluidos,
liquidos o soélidos. En otra modalidad, ncm puede incorporarse a una formulacion de cebo tal como la descrita en la patente
de Estados Unidos No. 8,530,440 que se incorpora aqui por referencia. Generalmente, con cebos, los cebos se colocan
en o alrededor del entorno de la plaga de insectos, por ejemplo, el WCR puede entrar en contacto con el cebo, y/o sentirse
atraido hacia él.

Las composiciones y métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse juntos en combinaciones con otros
métodos y composiciones para controlar el dafio por plagas de insectos (por ejemplo, coledptero). Por ejemplo, una
molécula de iIARN como se describe en la presente descripcion para proteger a las plantas de las plagas de insectos
puede usarse en un método que comprende el uso adicional de uno o mas agentes quimicos efectivos contra una plaga
de insectos, biopesticidas efectivos contra dicha plaga, rotacién de cultivos, técnicas genéticas recombinantes que
exhiben caracteristicas diferentes de las caracteristicas de los métodos mediados por ARNi y las composiciones de ARNi
(por ejemplo, produccion recombinante de proteinas en plantas que son perjudiciales para una plaga de insectos (por
ejemplo, toxinasBt)).

Il. Abreviaturas
ARNds acido ribonucleico bicatenario
Gl inhibicion del crecimiento
NCBI Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
ADNg acido desoxirribonucleico genémico
iARN acido ribonucleico inhibitorio
ORF marco de lectura abierto
ARNi interferencia de acido ribonucleico
miARN acido micro ribonucleico
shARN acido ribonucleico de horquilla corta
SiARN acido ribonucleico inhibitorio pequefio
hpARN acido ribonucleico de horquilla
UTR region no traducida
WCR gusano de la raiz del maiz occidental (Diabrotica virgifera LeConte)
NCR gusano de la raiz del maiz del norte (Diabrotica barberi Smith y Lawrence)
MCR Gusano de la raiz del maiz mexicano (Diabrotica virgifera zeae Krysan y Smith)
PCR reaccion en cadena de la polimerasa
qPCR reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
RISC complejo de silenciamiento inducido por ARN
SCR gusano de la raiz del maiz del sur (Diabrotica undecimpunctata Howardi Barber)
YFP proteina fluorescente amarilla
EEM error estandar de la media
PB escarabajo del polen (Meligethes aeneus Fabricius)
Ill. Términos

En la siguiente descripcion y tablas que siguen, se usan una serie de términos. Con el objetivo de proporcionar una
comprension clara y consistente de la especificacion y reivindicaciones, que incluyen el alcance que debe darse a tales
términos, se proporcionan las siguientes definiciones:

Plaga de coledpteros: Como se usa en la presente descripcion, el término "plaga de coledpteros” se refiere a los insectos
plagas del orden Coleoptera, incluidos los insectos plagas del género Diabrotica, que se alimentan de cultivos agricolas y
productos agricolas, incluidos el maiz y otros pastos verdaderos. En ejemplos particulares, una plaga de coledpteros se
selecciona de una lista que comprende D. v. virgifera LeConte (WCRY); D. barberi Smith y Lawrence (NCR); D. u. howardi
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(SCR); D. v. zeae (MCR); D. balteata LeConte; D. u. tenella; D. speciosa Germar; D. u. undecimpunctata Mannerheim; y
Meligethes aeneus Fabricius.

Contacto (con un organismo): Como se usa en la presente descripcion, el término “contacto con” o “absorcién por” un
organismo (por ejemplo,un coledptero), con respecto a una molécula de acido nucleico, incluye la internalizacion de la
molécula de acido nucleico en el organismo, por ejemplo y sin limitacion: ingestion de la molécula por el organismo (por
efemplo, mediante la alimentacion); contacto del organismo con una composicion que comprende la molécula de acido
nucleico; y remojo de organismos con una solucién que comprende la molécula de acido nucleico.

Contigo: Como se usa en la presente descripcion, el término "céntigo" se refiere a una secuencia de ADN que se
reconstruye a partir de un conjunto de segmentos de ADN solapados derivados de una sola fuente genética.

Planta de maiz: Como se usa en la presente descripcién, el término "planta de maiz" se refiere a una planta de la especie,
Zea mays (maiz).

Expresion: Como se usa en la presente descripcion, la "expresion" de un polinucledtido codificante (por ejemplo, un gen
0 un transgen) se refiere al proceso mediante el cual la informacion codificada de una unidad transcripcional de acido
nucleico (que incluye, por ejemplo, ADNg o ADNc) se convierte en una parte operativa, no operativa, o estructural de una
célula, lo que incluye con frecuencia la sintesis de una proteina. La expresion génica puede estar influenciada por sefales
externas; por ejemplo, la exposiciéon de una célula, tejido u organismo a un agente que aumenta o disminuye la expresion
génica. La expresion de un gen también puede regularse en cualquier parte de la trayectoria del ADN al ARN a la proteina.
La regulacion de la expresidon génica se produce, por ejemplo, a través de controles que actuan en la transcripcion, la
traduccion, el transporte y el procesamiento del ARN, la degradacion de moléculas intermediarias tales como ARNm, o a
través de la activacion, inactivacion, compartimentacion o degradacion de moléculas de proteinas especificas luego de
su elaboracion, o mediante combinaciones de estas. La expresion génica puede medirse a nivel de ARN o a nivel de
proteina mediante cualquier método conocido en la técnica, que incluye, sin limitacion, Northern blot, RT-PCR, Western
blot o ensayo(s) de actividad proteica in vitro, in situo in vivo.

Material genético: Como se usa en la presente descripcion, el término "material genético" incluye todos los genes y
moléculas de acido nucleico, tales como ADN y ARN.

Inhibiciéon: Como se usa en la presente descripcién, el término "inhibiciéon", cuando se usa para describir un efecto sobre
un polinucledtido codificante (por ejemplo, un gen), se refiere a una disminuciéon medible en el nivel celular de ARNm
transcrito desde el polinucleétido codificante y/o péptido, polipéptido, o producto proteico del polinucleétido codificante.
En algunos ejemplos, la expresién de un polinucleétido codificante puede inhibirse de manera que la expresion
aproximadamente se elimine. "Inhibicion especifica" se refiere a la inhibicion de un polinucledtido codificante objetivo sin
afectar consecuentemente la expresion de otros polinucleétidos codificantes (por ejemplo, genes) en la célula en donde
se realiza la inhibicion especifica.

Insecto: Como se usa en la presente descripcion con respecto a las plagas, el término "plaga de insectos" incluye
especificamente las plagas de insectos coledpteros.

Aislado: Un componente bioldgico "aislado” (tal como un acido nucleico o una proteina) se ha separado sustancialmente,
producido aparte o purificado de otros componentes biolégicos en la célula del organismo en la que el componente se
encuentra naturalmente (es decir, otros ADN y ARN cromosémicos y extracromosomicos, y proteinas), mientras se
produce un cambio quimico o funcional en el componente (por ejemplo, un acido nucleico puede aislarse de un
cromosoma al romper enlaces quimicos que conectan el acido nucleico con el ADN restante en el cromosoma). Las
moléculas de acido nucleico y las proteinas que se han "aislado" incluyen moléculas de acido nucleico y proteinas
purificadas por métodos de purificacion estandar. El término también abarca acidos nucleicos y proteinas preparados
mediante expresion recombinante en una célula huésped, asi como también moléculas de acido nucleico, proteinas y
péptidos sintetizados quimicamente.

Molécula de acido nucleico: Como se usa en la presente descripcion, el término "molécula de acido nucleico” se refiere a
una forma polimérica de nucleétidos, que puede incluir tanto cadenas antisentido como sentido de ARN, ADNc, ADNg y
formas sintéticas y polimeros mixtos de los anteriores. Un nucleétido o nucleobase puede referirse a un ribonucleétido,
desoxirribonucledtido o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. Una "molécula de acido nucleico" como se
usa en la presente descripcion, es sindnimo de "acido nucleico" y "polinucledtido." Una molécula de acido nucleico
usualmente tiene al menos 10 bases de longitud, a menos que de cualquier otra manera se especifique. Por convencion,
la secuencia de nucledtidos de una molécula de acido nucleico se lee desde el extremo 5' hasta el 3' de la molécula. El
"complemento" de una molécula de acido nucleico se refiere a un polinucleétido que tiene nucleobases que pueden formar
pares de bases con las nucleobases de la molécula de acido nucleico (es decir, A-T/U y G-C).

Algunas modalidades incluyen acidos nucleicos que comprenden un ADN molde que se transcribe en una molécula de
ARN que es el complemento de una molécula de ARNm. En estas modalidades, el complemento del acido nucleico
transcrito en la molécula de ARNm esta presente en la orientacion 5' a 3', de manera que la ARN polimerasa (que
transcribe el ADN en la direccion 5' a 3') transcribira un acido nucleico a partir del complemento que puede hibridarse con
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la molécula de ARNm. A menos que se establezca explicitamente de cualquier otra manera, o esté claro ser de cualquier
otra manera a partir del contexto, el término "complemento" se refiere, por lo tanto, a un polinucleétido que tiene
nucleobases, de 5' a 3', que pueden formar pares de bases con las nucleobases de un acido nucleico de referencia. De
manera similar, a menos que se establezca explicitamente ser de cualquier otra manera (o esté claro ser de cualquier
otra manera a partir del contexto), el "complemento inverso" de un acido nucleico se refiere al complemento en orientacion
inversa. Lo anterior se demuestra en la siguiente ilustracion:

ATGATGATG polinucleétido
TACTACTAC "complemento" del polinucleétido
CATCATCAT "complemento inverso" del polinucleétido

Las modalidades de la invencion se refieren a moléculas de ARNi formadoras de ARN en horquilla. En estas moléculas
de ARNi, el complemento de un acido nucleico que es marcado por la interferencia de ARN y el complemento inverso se
pueden encontrar en la misma molécula, de manera que la molécula de ARN monocatenario puede "doblarse" e hibridarse
a si misma sobre la region que comprende los polinucleétidos complementarios y complementarios inversos.

"Moléculas de acido nucleico" incluyen todos los polinucledtidos, por ejemplo: formas de ADN monocatenario y
bicatenario; formas monocatenarias de ARN; y formas bicatenarias de ARN (ARNds). El término "secuencia de
nucledtidos" o "secuencia de acido nucleico" se refiere tanto a las cadenas sentido y antisentido de un acido nucleico
como a cadenas solas o en el duplex. El término "acido ribonucleico” (ARN) incluye iARN (ARN inhibitorio), ARNds (ARN
bicatenario), siARN (ARN interferente pequefio), shARN (ARN en horquilla pequefio), ARNm (ARN mensajero), miARN
(micro-ARN), hpARN (ARN en horquilla), ARNt (ARN de transferencia, ya sea cargado o descargado con un aminoacido
acilado correspondiente) y ARNc (ARN complementario). El término "acido desoxirribonucleico" (ADN) incluye ADNc,
ADNg e hibridos de ADN-ARN. Los términos "polinucleétido” y "acido nucleico" y "fragmentos" de estos seran entendidos
por los expertos en la técnica como un término que incluye ADNg, ARN ribosdmico, ARN de transferencia, ARN
mensajero, operones y polinuclestidos ingenierizados mas pequefios que codifican o puede adaptarse para codificar,
péptidos, polipéptidos o proteinas.

Oligonucledtido: Un oligonucledtido es un polimero corto de acido nucleico. Los oligonucledtidos pueden formarse por
escision de segmentos de acido nucleico mas largos, o por polimerizacion de precursores de nucleétidos individuales. Los
sintetizadores automatizados permiten la sintesis de oligonucleétidos de hasta varios cientos de bases de longitud. Debido
a que los oligonucledtidos pueden unirse a un acido nucleico complementario, pueden usarse como sondas para detectar
ADN o ARN. Los oligonucledtidos compuestos de ADN (oligodesoxirribonucleétidos) pueden usarse en PCR, una técnica
para la amplificacion de ADN. En PCR, el oligonucledtido es referido tipicamente como "cebador”, que permite que una
ADN polimerasa extender el oligonucleétido y replicar la cadena complementaria.

Una molécula de acido nucleico puede incluir cualquiera o ambos nucleétidos naturales y modificados unidos entre si por
enlaces nucleotidicos naturales y/o no naturales. Las moléculas de acido nucleico pueden modificarse quimica o
bioquimicamente, o pueden contener bases nucleotidicas no naturales o derivatizadas, como apreciaran facilmente los
expertos en la técnica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, etiquetas, metilacion, sustitucion de uno o mas de los
nucledtidos de origen natural con un analogo, modificaciones entre nucleotidos (por ejemplo,, enlaces sin carga: por
ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, efc.; enlaces con carga: por ejemplo,
fosforotioatos, fosforoditioatos, efc.; restos pendientes: por ejemplo, péptidos; intercaladores: por ejemplo, acridina,
psoraleno, efc.; quelantes; alquilantes y enlaces modificados: por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, efc.). El
término "molécula de acido nucleico" también incluye cualquier conformacién topoldgica, incluidas conformaciones
monocatenarias, bicatenarias, parcialmente en forma de duplex, triplex, de horquilla, circulares y de candado.

Como se usa en la presente descripcion con respecto al ADN, el término “polinucleétido codificante”, “polinucleétido
estructural” o “molécula de acido nucleico estructural” se refiere a un polinucleétido que en ultima instancia se traduce a
un polipéptido, a través de transcripcion y ARNm, cuando se coloca bajo el control de elementos regulatorios adecuados.
Con respecto al ARN, el término "polinucleétido codificante" se refiere a un polinucleétido que se traduce en un péptido,
polipéptido o proteina. Los limites de un polinucleétido codificante estan determinados por un codén de inicio de la
traduccioén en el extremo 5' y un coddn de parada de la traduccion en el extremo 3'. Los polinucleétidos codificantes
incluyen, pero no se limitan a: ADNg; ADNc; EST; y polinucleétidos recombinantes.

Como se usa en la presente descripcion, "polinucledtido no codificante transcrito” se refiere a segmentos de moléculas
de ARNm tales como 5'UTR, 3'UTR y segmentos de intrones que no se traducen en un péptido, polipéptido o proteina.
Ademas, "polinucleétido no codificante transcrito" se refiere a un acido nucleico que se transcribe en un ARN que funciona
en la célula, por ejemplo, ARN estructurales (por ejemplo, ARN ribosémico (ARNr) como se ejemplifica por ARNr 58S,
ARNr 5,8S, ARNr 16S, ARNr 18S, ARNr 23S y ARNr 288, y similares); ARN de transferencia (ARNt); y snARN tales como
U4, U5, U6 y similares. Los polinucleétidos no codificantes transcritos también incluyen, por ejemplo y sin limitacion, ARN
pequerios (SARN), término que a menudo se usa para describir pequefios ARN no codificantes bacterianos; ARN nucleolar
pequerios (snoARN); microARN; ARN interferentes pequerfios (siARN); ARN asociados a Piwi (piARN); y ARN largos no
codificantes. Aun mas, "polinucleétido no codificante transcrito" se refiere a un polinucleétido que puede existir de forma
nativa como un "separador" intragénico en un acido nucleico y que se transcribe en una molécula de ARN.
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ARN de interferencia letal: Como se usa en la presente descripcion, el término "ARN de interferencia letal" se refiere al
ARN de interferencia que da como resultado la muerte o una reduccion en la viabilidad del sujeto individual al que, por
ejemplo, se suministra un ARNds, miARN, siARN, shARN y/o hpARN.

Genoma: Como se usa en la presente descripcion, el término "genoma" se refiere al ADN cromosémico encontrado dentro
del nucleo de una célula, y también se refiere al ADN de organulo encontrado dentro de los componentes subcelulares
de la célula. En algunas modalidades de la invencion, se puede introducir una molécula de ADN en una célula vegetal, de
manera que la molécula de ADN se integre en el genoma de la célula vegetal. En estas y otras modalidades, la molécula
de ADN puede integrarse en el ADN nuclear de la célula vegetal, o integrarse en el ADN del cloroplasto o en la mitocondria
de la célula vegetal. El término "genoma," como se aplica a las bacterias, se refiere al cromosoma y a los plasmidos dentro
de la célula bacteriana. En algunas modalidades de la invencion, se puede introducir una molécula de ADN en una
bacteria, de manera que la molécula de ADN se integre en el genoma de la bacteria. En estas y otras modalidades, la
molécula de ADN puede estar integrada cromosémicamente o localizada como o en un plasmido estable.

Identidad de secuencia: Como se usa en la presente descripcion, el término "identidad de secuencia” o "identidad" en el
contexto de dos polinucleétidos o polipéptidos, se refiere a los residuos en las secuencias de dos moléculas que son
iguales cuando se alinean por correspondencia maxima en una ventana de comparacion especificada.

Como se usa en la presente descripcion, el término "porcentaje de identidad de secuencia" puede referirse al valor
determinado por la comparacién de dos secuencias éptimamente alineadas (por ejemplo, secuencias de acido nucleico o
secuencias de polipéptidos) de una molécula sobre una ventana de comparacioén, en donde la porcién de la secuencia en
la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, interrupciones) en comparacion con la
secuencia de referencia (Qque no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion optima de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula al determinar el nimero de posiciones en las que se presenta el residuo de nucleétido o aminoacido
idéntico en ambas secuencias para rendir el niumero de posiciones coincidentes, dividir el nimero de posiciones
coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicar el resultado por 100 para rendir
el porcentaje de identidad de secuencia. Se dice que una secuencia que es idéntica en cada posicidon en comparacion
con una secuencia de referencia es 100 % idéntica a la secuencia de referencia, y viceversa.

Los métodos para el alineamiento de secuencias para la comparacion son bien conocidos en la técnica. Varios programas
y algoritmos de alineamiento se describen en, por ejemplo: Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needleman
y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443; Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU 85:2444; Higgins y Sharp
(1988) Gene 73:237-44; Higgins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-3; Corpet y otros (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90;
Huang y otros (1992) Comp. Appl. Biosci. 8:155-65; Pearson y otros (1994) Methods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana y otros
(1999) FEMS Microbiol. Lett. 174:247-50. Puede encontrarse una consideracion detallada de los métodos de alineamiento
de secuencias y calculos de homologia en, por ejemplo, Altschul y otros (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10.

El Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI) Basic Local Alignment Search Tool (BLAST™; Altschul y
otros (1990)) esta disponible a partir de varias fuentes, incluso en el Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica
(Bethesda, MD), y en internet, para uso en relacion con varios programas de analisis de secuencias. Una descripcion de
cémo determinar la identidad de secuencia mediante el uso de este programa esta disponible en internet en la seccion de
"ayuda" para BLAST™. Para las comparaciones de secuencias de acido nucleico, puede emplearse la funcion "Blast 2
secuencias" del programa BLAST™ (Blastn) mediante el uso de la matriz BLOSUM62 predeterminada configurada con
los parametros predeterminados. Los acidos nucleicos con una similitud de secuencia superior a las secuencias de los
polinucleétidos de referencia mostraran aumento del porcentaje de identidad cuando se evalia mediante este método.

Especificamente hibridable/Especificamente complementario: Como se usa en la presente descripcion, los términos
"especificamente hibridable" y "especificamente complementario” son términos que indican un grado suficiente de
complementariedad de manera que se produzca una unién especifica y estable entre la molécula de acido nucleico y una
molécula de acido nucleico objetivo. La hibridacion entre dos moléculas de acido nucleico implica la formacion de un
alineamiento antiparalelo entre las nucleobases de las dos moléculas de acido nucleico. Las dos moléculas son capaces
de formar enlaces de hidrégeno con las bases correspondientes en la cadena opuesta para formar una molécula duplex
que, si es suficientemente estable, es detectable mediante el uso de métodos bien conocidos en la técnica. Un
polinucledtido no necesita ser 100 % complementario a su acido nucleico objetivo para ser especificamente hibridable.
Sin embargo, la cantidad de complementariedad que debe existir para que la hibridacién sea especifica es una funcion
de las condiciones de hibridacion usadas.

Las condiciones de hibridacion que resultan en grados particulares de rigurosidad variaran en dependencia de la
naturaleza del método de hibridaciéon de eleccién y la composicion y longitud de los acidos nucleicos de hibridacion.
Generalmente, la temperatura de hibridacion y la fuerza iénica (especialmente la concentracion de Na* y/o Mg**) del
tampon de hibridacion determinara la rigurosidad de hibridacién, aunque los tiempos de lavado también influyen en la
rigurosidad. Los calculos sobre las condiciones de hibridacién que se necesitan para alcanzar grados particulares de
rigurosidad son conocidos por los expertos en la técnica y se discuten, por ejemplo, en Sambrook y otros (ed.) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2da ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989,
capitulos 9y 11; y Hames y Higgins (eds.) Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, Oxford, 1985. Las instrucciones y guias
mas detalladas con respecto a la hibridacién de acidos nucleicos pueden encontrarse, por ejemplo, en Tijssen, "Overview
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of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays," en Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte |, Capitulo 2, Elsevier, NY, 1993; y Ausubel y otros, Eds.,
Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2, Greene Publishing and Wiley-Interscience, NY, 1995.

Como se usa en la presente descripcion, las "condiciones rigurosas" abarcan las condiciones bajo las cuales la hibridacion
solo ocurrira si hay menos del 20 % de discordancia entre la secuencia de la molécula de hibridacion y un polinucleétido
homodlogo dentro de la molécula de acido nucleico objetivo. "Condiciones rigurosas" incluyen niveles particulares
adicionales de rigurosidad. Por lo tanto, como se usa en la presente descripcion, las condiciones de "rigurosidad
moderada" son aquellas bajo las cuales las moléculas con mas del 20 % de discordancia de secuencia no se hibridaran;
las condiciones de "rigurosidad alta" son aquellas en las que las secuencias con mas del 10 % de discordancia no se
hibridaran; y las condiciones de "rigurosidad muy alta" son aquellas en las que las secuencias con mas del 5 % de
discordancia no se hibridaran.

Siguen a continuacién condiciones de hibridacion no limitantes y representativas.

Condicién de rigurosidad alta (detecta polinucledtidos que comparten al menos 90 % de identidad de secuencia):
Hibridacién en tampén SSC 5x a 65 °C durante 16 horas; lavado dos veces en tampén SSC 2x a temperatura ambiente
durante 15 minutos cada uno; y lavado dos veces en tampdn SSC 0,5x a 65 °C durante 20 minutos cada uno.

Condicién de rigurosidad moderada (detecta polinucledtidos que comparten al menos un 80 % de identidad de secuencia):
Hibridacion en tampon SSC 5x-6x a 65-70 °C durante 16-20 horas; lavado dos veces en tampdn SSC 2x a temperatura
ambiente durante 5-20 minutos cada uno; y lavado dos veces en tampén SSC 1x a 55-70 °C durante 30 minutos cada
uno.

Condicion de control no riguroso (polinucleétidos que comparten al menos un 50 % de identidad de secuencia se
hibridaran): Hibridacion en tampdén SSC 6x de temperatura ambiente a 55 °C durante 16-20 horas; lavado al menos dos
veces en tampdn SSC 2x-3x de temperatura ambiente a 55 °C durante 20-30 minutos cada uno.

Como se usa en la presente descripcion, el término “sustancialmente homélogo” u “homologia sustancial,” con respecto
a un acido nucleico, se refiere a un polinucleétido que tiene nucleobases contiguas que se hibridan en condiciones
rigurosas al acido nucleico de referencia. Por ejemplo, los acidos nucleicos que son sustancialmente homologos a un
acido nucleico de referencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3-6, 17, 77, 84, 86, 88, 90 y 93 son aquellos acidos
nucleicos que se hibridan en condiciones rigurosas (por ejemplo, las condiciones de rigurosidad moderada establecidas,
mas arriba) al acido nucleico de referencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3-6, 17, 77, 84, 86, 88, 90 y 93. Los
polinucleédtidos sustancialmente homologos pueden tener al menos un 80 % de identidad de secuencia. Por ejemplo, los
polirribonucledtidos sustancialmente homoélogos pueden tener de aproximadamente 80 % a 100 % de identidad de
secuencia, tal como de 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %;
alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %;
alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 % alrededor de 95 %; alrededor de 96 %;
alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100
%. Condiciones de rigurosidad moderada establecidas, (mas arriba) para el acido nucleico de referencia de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1, 3-6, 17, 77, 84, 86, 88, 90 y 93. Los polinucledtidos sustancialmente homdlogos pueden tener al
menos un 80 % de identidad de secuencia. Por ejemplo, los polinucleétidos sustancialmente homologos pueden tener
una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100 % con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 1, tal
como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %;
alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los
polinucleédtidos sustancialmente homélogos pueden tener una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100
% con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 3, tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %;
alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %;
alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %;
alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %;
alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los polinucleétidos sustancialmente homdélogos pueden tener
una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100 % con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 4, tal
como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %;
alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los
polinucleédtidos sustancialmente homélogos pueden tener una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100
% con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 5, tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %;
alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %;
alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %;
alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %;
alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los polinucleétidos sustancialmente homdélogos pueden tener
una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100 % con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 6, tal
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como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %;
alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los
polinucleédtidos sustancialmente homélogos pueden tener una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100
% con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 17, tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %;
alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %;
alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %;
alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %;
alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los polinucleétidos sustancialmente homdélogos pueden tener
una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100 % con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 77,
tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %;
alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los
polinucleédtidos sustancialmente homélogos pueden tener una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100
% con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 84, tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %;
alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %;
alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %;
alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %;
alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los polinucleétidos sustancialmente homdélogos pueden tener
una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100 % con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 86,
tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %;
alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los
polinucleédtidos sustancialmente homélogos pueden tener una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100
% con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 88, tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %;
alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %;
alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %;
alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %;
alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los polinucleétidos sustancialmente homdlogos pueden tener
una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100 % con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 90,
tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %;
alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. Por ejemplo, los
polinucleédtidos sustancialmente homélogos pueden tener una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a 100
% con el acido nucleico de referencia de SEQ ID NO: 93, tal como 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %;
alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85 %; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %;
alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %; alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %;
alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %; alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %;
alrededor de 99,5 %; y alrededor de 100 %. La propiedad de la homologia sustancial esta estrechamente relacionada con
la hibridacién especifica. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico es especificamente hibridable cuando hay un grado
suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del acido nucleico a polinucleétidos no objetivo en
condiciones en las que se desea una unidn especifica, por ejemplo, en condiciones de hibridacién rigurosas.

Como se usa en la presente descripcion, el término "ortdlogo" se refiere a un gen en dos o mas especies que ha
evolucionado a partir de un acido nucleico ancestral comun y puede retener la misma funcién en las dos o mas especies.

Como se usa en la presente descripcion, se dice que dos moléculas de acido nucleico exhiben "complementariedad
completa" cuando cada nucleétido de un polinucleétido leido en la direccion 5' a 3' es complementario a cada nucleétido
del otro polinucleétido cuando se lee en la direccion 3' a 5'. Un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido
de referencia exhibira una secuencia idéntica al complemento inverso del polinucleétido de referencia. Estos términos y
descripciones estan bien definidos en la técnica y son facilmente entendibles por los expertos en la técnica.

Operativamente unido: Un primer polinucleétido esta operativamente unido con un segundo polinucleétido cuando el
primer polinucledtido esta en una relacion funcional con el segundo polinucleétido. Cuando se produce de manera
recombinante, los polinucleétidos operativamente unido son generalmente contiguos y, donde se necesite unir dos
regiones codificantes de proteinas, en el mismo marco de lectura (por ejemplo, en un ORF fusionado traduccionalmente).
Sin embargo, los acidos nucleicos no necesitan ser contiguos para estar operativamente unidos.

El término "operativamente unido”, cuando se usa en referencia a un elemento genético regulador y un polinucleétido
codificante, significa que el elemento regulador afecta la expresion del polinucleétido codificante unido. Los "elementos
reguladores" o "elementos de control" se refieren a polinucleétidos que influyen en el momento y el nivel/cantidad de
transcripcion, procesamiento o estabilidad de ARN, o traduccién del polinucleétido codificante asociado. Los elementos
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reguladores pueden incluir promotores; lideres de traduccion; intrones; potenciadores; estructuras de tallo-lazo;
polinucleétidos de unién al represor; polinucleétidos con una secuencia de terminacion; polinucleétidos con una secuencia
de reconocimiento de poliadenilacion; efc. Se pueden ubicar elementos reguladores particulares aguas arriba y/o aguas
abajo de un polinucledtido codificante operativamente unido al mismo. Ademas, elementos reguladores particulares
operativamente unidos a un polinucleétido codificante pueden estar ubicados en la cadena complementaria asociada de
una molécula de acido nucleico bicatenario.

Promotor: Como se usa en la presente descripcion, el término "promotor” se refiere a una region de ADN que puede estar
aguas arriba desde el inicio de la transcripcion, y que puede estar implicada en el reconocimiento y la unién de la ARN
polimerasa y ofras proteinas para iniciar la transcripcion. Un promotor puede estar operativamente unido a un
polinucleétido codificante para la expresién en una célula, o un promotor puede estar operativamente unido a un
polinucleétido que codifica un péptido sefial que puede estar operativamente unido a un polinucleétido codificante para la
expresion en una célula. Un “promotor vegetal” puede ser un promotor capaz de iniciar la transcripcion en células
vegetales. Los ejemplos de promotores bajo el control del desarrollo incluyen promotores que preferentemente inician la
transcripcion en determinados tejidos, tales como hojas, raices, semillas, fibras, vasos xilematicos, traqueidas, o
esclerénquima. Tales promotores son referidos como “preferidos del tejido”. Los promotores que inician la transcripcion
solamente en determinados tejidos son referidos como "especificos del tejido". Un promotor "celular tipo especifico”
impulsa principalmente la expresion en ciertos tipos celulares en uno o mas 6érganos, por ejemplo, células vasculares en
raices u hojas. Un promotor "inducible" puede ser un promotor que puede estar bajo control ambiental. Ejemplos de
condiciones ambientales que pueden iniciar la transcripcion por los promotores inducibles incluyen las condiciones
anaerdbicas y la presencia de luz. Los promotores especificos del tejido, preferidos del tejido, tipo celular especificos, e
inducibles constituyen la clase de promotores "no constitutivos". Un promotor “constitutivo” es un promotor que puede
estar activo en la mayoria de las condiciones ambientales o en la mayoria de tejidos o tipos celulares.

Puede usarse cualquier promotor inducible en algunas modalidades de la invencion. Véase Ward y otros (1993) Plant
Mol. Biol. 22:361-366. Con un promotor inducible, la tasa de transcripcion aumenta en respuesta a un agente inductor.
Los promotores inducibles ilustrativos incluyen, pero no se limitan a: Promotores a partir del sistema ACEI que responde
al cobre; el gen In2 a partir del maiz que responde a los protectores de herbicidas de bencenosulfonamida; el represor
Tet a partir de Tn10; y el promotor inducible a partir de un gen de hormona esteroidea, cuya actividad transcripcional
puede estar inducida por una hormona glucocorticoesteroide (Schena y otros (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 88:0421).

Los promotores constitutivos ilustrativos incluyen, pero no se limitan a: Promotores a partir de virus de plantas, tales como
el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV, por sus siglas en inglés); promotores de los genes de la actina
de arroz; promotores de ubiquitina; pEMU; MAS; promotor de histona H3 de maiz; y el promotor de ALS, el fragmento
Xba1/Ncol 5' al gen estructural Brassica napus ALS3 (o un polinucleétido similar a dicho fragmento Xba1/Ncol)
(publicacién de patente internacional PCT No. WO 96/30530).

Adicionalmente, cualquier promotor especifico del tejido o preferido del tejido puede utilizarse en algunas modalidades de
la invencidn. Las plantas transformadas con una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido codificante
operativamente unido a un promotor especifico del tejido pueden producir el producto del polinucleétido codificante
exclusivamente, o preferentemente, en un tejido especifico. Los promotores especificos del tejido o preferidos del tejido
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a: Un promotor preferido de la raiz, tal como el del gen de la faseolina; un promotor
especifico de hoja e inducible por la luz tal como el de cab o rubisco; un promotor especifico de antera tal como el de
LAT52; un promotor especifico del polen tal como el de Zm13; y un promotor preferido de microspora tal como el de apg.
Planta Brassica: Como se usa en la presente descripcion, los términos "colza", "colza oleaginosa", "colza" y "canola" se
usan indistintamente y se refieren a una planta de la especie Brassica; por ejemplo, B. napus.

Transformacién: Como se usa en la presente descripcion, el término "transformaciéon” o “transduccion” se refiere a la
transferencia de una o mas moléculas de acido nucleico a una célula. Una célula esta "transformada" por una molécula
de acido nucleico que se transduce en la célula cuando la molécula de acido nucleico se replica de manera estable en la
célula, ya sea mediante la incorporacion de la molécula de acido nucleico en el genoma celular, o mediante replicacion
episomal. Como se usa en la presente descripcion, el término "transformacion" abarca todas las técnicas mediante las
cuales se puede introducir una molécula de acido nucleico en dicha célula. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a:
transfeccion con vectores virales; transformacion con vectores plasmidicos, electroporacion (Fromm y otros (1986) Nature
319:791-3); lipofeccion (Felgner y otros (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 84:7413-7); microinyeccion (Mueller y otros
(1978) Cell 15:579-85); transferencia mediada por Agrobacterium (Fraley y otros (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
80:4803-7); captacion directa de ADN; y bombardeo de microproyectiles (Klein y otros (1987) Nature 327:70).

Transgen: Un acido nucleico exdgeno. En algunos ejemplos, un transgen puede ser un ADN que codifica una o ambas
cadenas de un ARN capaz de formar una molécula de ARNds que comprende un polinucleétido que es complementario
a una molécula de acido nucleico encontrada en una plaga de coledpteros. En otros ejemplos, un transgen puede ser un
polinucleétido antisentido, en donde la expresion del polinucleétido antisentido inhibe la expresién de un acido nucleico
objetivo. En aun otros ejemplos, un transgen puede ser un gen (por ejemplo, un gen de tolerancia a herbicidas, un gen
que codifica un compuesto util industrial o farmacéuticamente, o un gen que codifica un rasgo agricola conveniente). En
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estos y otros ejemplos, un transgen puede contener elementos reguladores operativamente unidos a un polinucleétido
codificante del transgén (por ejemplo, un promotor).

Vector: Una molécula de acido nucleico tal como se introduce en una célula, por ejemplo, para producir una célula
transformada. Un vector puede incluir elementos genéticos que le permitan replicarse en la célula huésped, tales como
un origen de replicacion. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a: un plasmido; un césmido; un
bacteriofago; o un virus que transporta ADN exdgeno a una célula. Un vector puede incluir también, uno o mas genes,
incluidos lo que producen moléculas antisentido, y/o genes marcadores de seleccion y otros elementos genéticos
conocidos en la técnica. Un vector puede transducir, transformar o infectar una célula, lo que causa de esta manera que
la célula exprese las moléculas de acido nucleico y/o proteinas codificadas por el vector. Un vector incluye opcionalmente
materiales para ayudar a lograr la entrada de la molécula de acido nucleico en la célula (por ejemplo, un liposoma,
recubrimiento de proteina, efc.).

Rendimiento: Un rendimiento estabilizado de alrededor de 100 % o superior con relacion al rendimiento de las variedades
chequeadas en el mismo lugar de cultivo que crecen al mismo tiempo y en las mismas condiciones. En modalidades
particulares, "rendimiento mejorado" o "al mejorar el rendimiento" significa un cultivar que tiene un rendimiento estabilizado
de 105 % o superior con relacion al rendimiento de las variedades chequeadas en el mismo lugar de cultivo que contiene
densidades significativas de las plagas de coledpteros que son perjudiciales para ese cultivo en crecimiento al mismo
tiempo y bajo las mismas condiciones, que son objeto de las composiciones y métodos en la presente descripcion.

A menos que se indique o se dé a entender especificamente, los términos “un”, “una” y “el/la” significan “al menos uno”,
como se usa en la presente descripcion.

A menos que se explique especificamente de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en
la presente descripcion tienen el mismo significado que el conocido comunmente por los expertos en la técnica a la que
pertenece esta descripcion. Las definiciones de términos comunes en biologia molecular pueden encontrarse en, por
ejemplo, Lewin's Genes X, Jones & Bartlett Publishers, 2009 (ISBN 10 0763766321); Krebs y otros (eds.), The
Encyclopedia of Molecular Biology, Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Meyers R.A. (ed.), Molecular
Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk Reference, VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8). Todos
los porcentajes son en peso y todas las proporciones de la mezcla de solventes son en volumen a menos que de cualquier
otra manera se note. Todas las temperaturas son en grados Celsius.

IV. Moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia de plaga de insectos
A. Vision general

En la presente descripcion se describen moléculas de acido nucleico utiles para el control de plagas de insectos. La plaga
de insectos es una plaga de insectos coledpteros. Las moléculas de acido nucleico descritas incluyen polinucleétidos
objetivo (por ejemplo, genes nativos y polinucleétidos no codificantes), ARNdss, siARNs, shARNs, hpARNs y miARNSs.
Por ejemplo, las moléculas de hpARN se describen en algunas modalidades que pueden ser especificamente
complementarias a todo o parte de uno o mas acidos nucleicos nativos en una plaga de coledpteros. En estas y otras
modalidades, los acidos nucleicos nativos pueden ser uno o mas genes objetivos, cuyo producto puede estar, por ejemplo
y sin limitacion: involucrado en un proceso metabdlico o involucrado en el desarrollo larvario. Las moléculas de acido
nucleico descritas en la presente descripcion, cuando se introducen en una célula que comprende al menos uno o0 mas
acidos nucleicos nativos a los que las moléculas de acido nucleico son especificamente complementarias, pueden iniciar
el ARNi en la célula y, consecuentemente, reducir o eliminar la expresion de acido(s) nucleico(s) nativo(s). En algunos
ejemplos, la reduccidon o eliminacion de la expresion de un gen objetivo por una molécula de acido nucleico
especificamente complementaria a la misma puede resultar en la reducciéon o el cese del crecimiento, desarrollo y/o
alimentacion en la plaga de coledpteros.

En algunas modalidades, se puede seleccionar al menos un gen objetivo en una plaga de insectos, en donde el gen
objetivo comprende un polinucleétido ncm. En ejemplos particulares, se selecciona un gen objetivo en una plaga de
coleodpteros, en donde el gen objetivo comprende un polinucledtido seleccionado de las SEQ ID NOs: 1, 3-6, 77, 84, 86,
88,90y 93.

En algunas modalidades, un gen objetivo puede ser una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que
puede traducirse inversamente in silico a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos contigua que es
al menos, alrededor de 85 % idéntica (por ejemplo, al menos 84 %, 85 %, alrededor de 90 %, alrededor de 95 %, alrededor
de 96 %, alrededor de 97 %, alrededor de 98 %, alrededor de 99 %, alrededor de 100 % o 100 % idéntico) a la secuencia
de aminoacidos de un producto proteico de un polinucleétido ncm. Un gen objetivo puede ser cualquier polinucledtido ncm
en una plaga de insectos, cuya inhibicion postranscripcional tiene un efecto nocivo sobre el crecimiento y/o supervivencia
de la plaga, por ejemplo, para proporcionar un beneficio protector contra la plaga a una planta. En ejemplos particulares,
un gen objetivo es una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que puede traducirse inversamente
in silico a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos contigua que es al menos alrededor de 85 %
idéntica, alrededor de 90 % idéntica, alrededor de 95 % idéntica, alrededor de 96 % idéntica, alrededor de 97 % idéntica,
alrededor de 98 % idéntica, alrededor de 99 % idéntica, alrededor de 100 % idéntico o 100 % idéntico a la secuencia de
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aminoacidos de las SEQ ID NOs: 2, 85, 87, 89 y 94. En ejemplos particulares, un gen objetivo es una molécula de acido
nucleico que comprende un polinucleétido que puede traducirse inversamente in silico a un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos contigua que es al menos alrededor de 85 % idéntica, alrededor de 90 % idéntica, alrededor
de 95 % idéntica, alrededor de 96 % idéntica, alrededor de 97 % idéntica, alrededor de 98 % idéntica, alrededor de 99 %
idéntica, alrededor de 100 % idéntico o 100 % idéntico a la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO:2. En ejemplos
particulares, un gen objetivo es una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que puede traducirse
inversamente in silico a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos contigua que es al menos alrededor
de 85 % idéntica, alrededor de 90 % idéntica, alrededor de 95 % idéntica, alrededor de 96 % idéntica, alrededor de 97 %
idéntica, alrededor de 98 % idéntica, alrededor de 99 % idéntica, alrededor de 100 % idéntico o 100 % idéntico a la
secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO:85. En ejemplos particulares, un gen objetivo es una molécula de acido
nucleico que comprende un polinucleétido que puede traducirse inversamente in silico a un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos contigua que es al menos alrededor de 85 % idéntica, alrededor de 90 % idéntica, alrededor
de 95 % idéntica, alrededor de 96 % idéntica, alrededor de 97 % idéntica, alrededor de 98 % idéntica, alrededor de 99 %
idéntica, alrededor de 100 % idéntico o 100 % idéntico a la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO:87. En ejemplos
particulares, un gen objetivo es una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que puede traducirse
inversamente in silico a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos contigua que es al menos alrededor
de 85 % idéntica, alrededor de 90 % idéntica, alrededor de 95 % idéntica, alrededor de 96 % idéntica, alrededor de 97 %
idéntica, alrededor de 98 % idéntica, alrededor de 99 % idéntica, alrededor de 100 % idéntico o 100 % idéntico a la
secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO:89. En ejemplos particulares, un gen objetivo es una molécula de acido
nucleico que comprende un polinucleétido que puede traducirse inversamente in silico a un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos contigua que es al menos alrededor de 85 % idéntica, alrededor de 90 % idéntica, alrededor
de 95 % idéntica, alrededor de 96 % idéntica, alrededor de 97 % idéntica, alrededor de 98 % idéntica, alrededor de 99 %
idéntica, alrededor de 100 % idéntico o 100 % idéntico a la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO:94.

De acuerdo con la invencion, se proporcionan ADNs, cuya expresion resulta en una molécula de ARN que comprende un
polinucleétido que es especificamente complementario de toda o parte de una molécula de ARN nativo que esta codificada
por un polinucleétido codificante en una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). En algunas modalidades, después
de la ingestidon por una plaga de insectos de la molécula de ARN expresada, puede obtenerse una regulacion negativa
del polinucledtido codificante en las células de la plaga. En modalidades particulares, la regulacion negativa de la
secuencia codificante en células de la plaga de insectos puede resultar en un efecto nocivo sobre el crecimiento y/o
desarrollo de la plaga.

En algunas modalidades, los polinucledtidos objetivo incluyen ARN no codificantes transcritos, tales como 5'UTRs;
3'UTRs; lideres empalmados; intrones, outrones (por ejemplo, ARN 5'UTR subsecuentemente modificado en empalme
trans); donatrones (por ejemplo, ARN no codificante requerido para proporcionar secuencias donantes para empalme
trans); y otros ARN transcriptos no codificantes de genes objetivo de plagas de insectos. Dichos polinucleétidos pueden
derivarse a partir de genes mono-cistronicos y poli-cistrénicos.

Por lo tanto, también se describe en la presente descripcion en relacion con algunas modalidades las moléculas de iIARN
(hpARNSs) que comprenden al menos un polinucleétido que es especificamente complementario de todo o parte de un
acido nucleico objetivo en una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). En algunas modalidades, una molécula de
iARN puede comprender polinucledtido(s) que son complementarios a todo o parte de una pluralidad de acidos nucleicos
objetivo; por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas acidos nucleicos objetivos. En modalidades particulares, se puede
producir una molécula de iARN in vitro o in vivo por un organismo genéticamente modificado, tal como una planta o
bacteria. También se describen ADNcs que pueden usarse para la produccién de moléculas de ARNds, moléculas de
siARN, moléculas de miARN, moléculas de shARN y/o moléculas de hpARN que son especificamente complementarias
a todo o parte de un acido nucleico objetivo en una plaga de insectos. Ademas, se describen constructos de ADN
recombinante para usar en el logro de la transformacion estable de objetivos particulares del huésped. Los objetivos del
huésped transformado pueden expresar niveles efectivos de moléculas de ARNds, siARN, miARN, shARN y/o hpARN a
partir de los constructos de ADN recombinante. Por lo tanto, también se describe un vector de transformacion vegetal que
comprende al menos un polinucleétido operativamente unido a un promotor heterélogo funcional en una célula vegetal,
en donde la expresioén de los polinucledtidos resulta en una molécula de ARN que comprende una cadena de nucleobases
contiguas que es especificamente complementaria a todo o parte de un acido nucleico objetivo en una plaga de insectos.

En ejemplos particulares, las moléculas de acido nucleico utiles para el control de plagas de insectos (por
efemplo,coledptero) pueden incluir: todo o parte de un acido nucleico nativo aislado a partir de Diabrotica que comprende
un polinucleotido ncm (por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3-6 y 77); todo o parte de un acido nucleico nativo
aislado a partir de Meligethes aeneus que comprende un polinucleétido ncm (por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID NOs:
84, 86, 88, 90 y 93; los ADNs que, cuando se expresan, resultan en una molécula de ARN que comprende un
polinucleétido que es especificamente complementario a toda o parte de una molécula de ARN nativo que esta codificada
por ncm; las moléculas de iARN (por ejemplo, las ARNdss, siARNs, miARNs, shARNs y hpARNs) que comprenden al
menos un polinucleétido que es especificamente complementario a todo o parte de ncm; los ADNcs que pueden usarse
para la produccion de moléculas de ARNds, moléculas de siARN, moléculas de miARN, moléculas de shARN y/o
moléculas de hpARN que son especificamente complementarias a todo o parte de ncm; y constructos de ADN
recombinante para uso en el logro de la transformacion estable de objetivos particulares del huésped, en donde un objetivo
del huésped transformado comprende una o mas de las moléculas de acido nucleico anteriores.
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B. Moléculas de acido nucleico

La presente invencion proporciona, entre otros, las moléculas de iARN (hpARN) que inhiben la expresion del gen objetivo
en una célula, tejido u 6rgano de una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero); y moléculas de ADN capaces de
expresarse como una molécula de iARN en una célula o microorganismo para inhibir la expresion del gen objetivo en una
célula, tejido u 6rgano de una plaga de insectos.

Algunas modalidades de la invencién proporcionan una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos un
(por ejemplo, uno, dos, tres o mas) polinucleotido(s) seleccionado(s) del grupo que consiste en: SEQ ID NOs: 1, 77, 84,
86, 88 y 93; el complemento de SEQ ID NO:1, 77, 84, 86, 88 o 93; un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de
SEQ ID NO:84, 86, 88 o 93; el complemento de al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 84, 86, 88 o 93; un
polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes (por ejemplo, PB) que comprende la SEQ ID NO:84, 86, 88
0 93; el complemento de un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID
NO:84, 86, 88 o 93; un fragmento de al menos 15 nucledtidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo de un
organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:84, 86, 88 o 93; y el complemento de un fragmento de al menos 15
nucledtidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID
NO:84, 86, 88 o 93. En modalidades particulares, el contacto o la absorcién por una plaga de insectos (por ejemplo,
coleodptero) de un iARN transcrito a partir del polinucleétido aislado inhibe el crecimiento, desarrollo y/o alimentacion de
la plaga.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico aislada de la invencién puede comprender al menos un (por
efemplo, uno, dos, tres 0 mas) polinucledtido(s) seleccionado(s) del grupo que consiste en: un polinucleétido codificante
nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:84, 86, 88 y/o 93; el complemento de un polinucledtido
codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:84, 86, 88 y/o 93; un fragmento de al menos
50 nucledtidos contiguos de un polinucledtido codificante nativo de un organismo planta Meligethes que comprende la
SEQ ID NO:84, 86, 88 y/o 93; y el complemento de un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de un
polinucledtido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:84, 86, 88 y/o 93. En
modalidades particulares, el contacto o la absorcién por una plaga de coledpteros del polinucledtido aislado inhibe el
crecimiento, desarrollo y/o alimentacion de la plaga.

En ciertas modalidades, las moléculas de ARNds proporcionadas por la invencidon comprenden polinucleétidos
complementarios a una transcripto a partir de un gen objetivo que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88
y 93, y fragmentos de estos, cuya inhibicion del gen objetivo en una plaga de insectos resulta en la reduccion o eliminacion
de un agente polipeptidico o polinucleotidico que es esencial para el crecimiento, desarrollo u otra funcion bioldgica de la
plaga. Un gen objetivo seleccionado puede exhibir una identidad de secuencia de aproximadamente 80 % a
aproximadamente 100 % con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 77, 84, 86, 88 y 93; un fragmento contiguo de SEQ ID
NO:1, 77, 84, 86, 88 y/o 93; y el complemento de cualquiera de las anteriores. Por ejemplo, un gen objetivo seleccionado
puede exhibir 79 %; 80 %; alrededor de 81 %; alrededor de 82 %; alrededor de 83 %; alrededor de 84 %; alrededor de 85
%; alrededor de 86 %; alrededor de 87 %; alrededor de 88 %; alrededor de 89 %; alrededor de 90 %; alrededor de 91 %;
alrededor de 92 %; alrededor de 93 %; alrededor de 94 %; alrededor de 95 %; alrededor de 96 %; alrededor de 97 %;
alrededor de 98 %; alrededor de 98,5 %; alrededor de 99 %; alrededor de 99,5 %; o alrededor de 100 % de identidad de
secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3-6, 77, 84, 86, 88, 90 y 93; un fragmento contiguo de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1, 3-6, 77, 84, 86, 88, 90 y 93; y el complemento de cualquiera de las anteriores.

En algunas modalidades, una molécula de ADN capaz de expresarse como una molécula de iARN en una célula o
microorganismo para inhibir la expresion del gen objetivo puede comprender un solo polinucleétido que es
especificamente complementario a todo o parte de un polinucleétido nativo encontrado en una o mas especies de plagas
de insectos objetivo (por ejemplo, una especie de plaga de coledpteros), o la molécula de ADN puede construirse como
una quimera a partir de una pluralidad de tales polinucleétidos especificamente complementarios.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico puede comprender un primer y un segundo polinucleétido
separados por un "separador." Un separador puede ser una regién que comprende cualquier secuencia de nucleétidos
que facilite la formacion de estructuras secundarias entre los polinucleétidos primero y segundo, donde se desee. En una
modalidad, el separador es parte de un polinucledétido codificante sentido o antisentido para ARNm. El separador puede
comprender alternativamente cualquier combinacién de nucleétidos u homodlogos de estos que sean capaces de unirse
covalentemente a una molécula de acido nucleico.

Por ejemplo, en algunas modalidades, la molécula de ADN puede comprender un polinucleétido que codifica para una o
mas moléculas de iARN diferentes, en donde cada una de las diferentes moléculas de iARN comprende un primer
polinucleétido y un segundo polinucleétido, en donde los polinucledtidos primero y segundo son complementarios entre
si. Los polinucledétidos primero y segundo pueden estar conectados dentro de una molécula de ARN por un separador. El
separador puede constituir parte del primer polinucleétido o el segundo polinucleétido. La expresion de una molécula de
ARN que comprende el primer y segundo polinucleétidos de nucleétidos puede provocar la formacién de una molécula de
ARNdSs, por apareamiento de bases intramoleculares especificas del primer y segundo polinucleétidos de nucleétidos. El
primer polinucleétido o el segundo polinucledtido pueden ser sustancialmente idénticos a un polinucleétido (por ejemplo,
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un gen objetivo o polinucledtido no codificante transcrito) nativo de una plaga de insectos (por ejemplo, una plaga de
coleodpteros), un derivado de este, o un polinucleétido complementario al mismo.

Las moléculas de acido nucleico de ARNds comprenden cadenas dobles de ribonucleétidos polimerizados, y pueden
incluir modificaciones a la cadena principal de fosfato-azucar o al nucledsido. Las modificaciones en la estructura del ARN
pueden adaptarse para permitir la inhibicion especifica. En una modalidad, las moléculas de ARNds pueden modificarse
a través de un proceso enzimatico ubicuo para que puedan generarse moléculas de siARN. Este proceso enzimatico
puede utilizar una enzima RNasa I, tal como DICER en eucariotas, ya sea in vitro o in vivo. Véase Elbashir y otros (2001)
Nature 411:494-8; y Hamilton y Baulcombe (1999) Science 286(5441):950-2. DICER o enzimas RNasa Il funcionalmente
equivalentes escinden cadenas de ARNds mas grandes y/o moléculas de hpARN en oligonucleétidos mas pequefios (por
efemplo, siARNs), cada uno de los cuales tiene alrededor de 19-25 nucledtidos de longitud. Las moléculas de siARN
producidas por estas enzimas tienen de 2 a 3 nucledtidos salientes 3', y fosfato 5' e hidroxilo 3' terminales. Las moléculas
de siARN generadas por las enzimas RNasa lll se desenrollan y se separan en ARN monocatenario en la célula. Las
moléculas de siARN se hibridan especificamente con los ARNs transcritos a partir de un gen objetivo, y ambas moléculas
de ARN se degradan subsecuentemente por un mecanismo inherente de degradacion del ARN celular. Este proceso
puede resultar en la degradacién o eliminacion efectiva del ARN codificado por el gen objetivo en el organismo objetivo.
El resultado es el silenciamiento postranscripcional del gen objetivo. En algunas modalidades, las moléculas de siARN
producidas por enzimas RNasa Il a partir de moléculas de acido nucleico heterélogo pueden mediar eficientemente la
regulacion negativa de genes objetivo en plagas de insectos.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico puede incluir al menos un polinucleétido de origen no natural
que puede transcribirse en una molécula de ARN monocatenario capaz de formar una molécula de ARNdSs in vivo a través
de la hibridacién intermolecular. Tales ARNdss tipicamente se autoensamblan y pueden proporcionarse en la fuente de
nutricion de una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero) para lograr la inhibiciéon postranscripcional de un gen objetivo.
En estas y otras modalidades, una molécula de acido nucleico puede comprender dos polinucleétidos diferentes de origen
no natural, cada uno de los cuales es especificamente complementario a un gen objetivo diferente en una plaga de
insectos. Cuando dicha molécula de acido nucleico se proporciona como una molécula de ARNds para, por ejemplo, una
plaga de coledpteros, la molécula de ARNdSs inhibe la expresion de al menos dos genes objetivo diferentes en la plaga.

C. Obtencion de moléculas de acido nucleico

Una variedad de polinucleétidos en plagas de insectos (por ejemplo, coledptero) pueden usarse como objetivos para el
disefio de moléculas de acido nucleico, tales como iARNs y las moléculas de ADN que codifican los iARNs. La seleccion
de polinucleétidos nativos no es, sin embargo, un proceso directo. Por ejemplo, solo un pequefio nimero de
polinucledtidos nativos en una plaga de coledpteros seran objetivos efectivos. No se puede predecir con certeza si un
polinucleétido nativo particular puede ser regulado negativamente con efectividad por las moléculas de acido nucleico de
la invencion, o si la regulacion negativa de un polinucleétido nativo particular tendra un efecto perjudicial sobre el
crecimiento, desarrollo y/o viabilidad de una plaga de insectos. La gran mayoria de los polinucleétidos de plaga de
coledpteros nativos, tales como los ESTs aislados de los mismos (por ejemplo, los polinucledtidos de plaga de coledpteros
enumerados en la patente de Estados Unidos 7,612,194), no tienen un efecto perjudicial sobre el crecimiento y/o la
viabilidad de la plaga. Tampoco es predecible cuales de los polinucleétidos nativos que pueden tener un efecto perjudicial
sobre una plaga de insectos pueden usarse en técnicas recombinantes para expresar moléculas de acido nucleico
complementarias a dichos polinucleétidos nativos en una planta huésped y proporcionar el efecto perjudicial sobre la plaga
al alimentarse sin causar dafio a la planta huésped.

En algunas modalidades, las moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ARNds para proporcionar en la
planta huésped de una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero)) se seleccionan para marcar los ADNcs que codifican
proteinas o partes de proteinas esenciales para el desarrollo de la plaga, tales como polipéptidos involucrados en vias
bioquimicas metabdlicas o catabdlicas, division celular, metabolismo energético, digestion, reconocimiento de la planta
hospedera, y similares. Como se describe en la presente descripcion, la ingestion de composiciones por parte de un
organismo de plaga objetivo que contiene uno o mas ARNdSss, de los cuales al menos un segmento es especificamente
complementario a al menos un segmento sustancialmente idéntico de ARN producido en las células del organismo de
plaga objetivo, puede resultar en la muerte u otra inhibicion del objetivo. Puede usarse un polinucleétido, ya sea ADN o
ARN, derivado a partir de una plaga de insectos para construir células vegetales resistentes a la infestacion por las plagas.
La planta huésped de la plaga de coledpteros (por ejemplo, Z. mays o Brassica), por ejemplo, puede transformarse para
contener uno o mas polinucleétidos derivados a partir de la plaga de coledpteros como se proporcionan en la presente
descripcion. El polinucleétido transformado dentro del huésped puede codificar uno o mas ARNs que se forman en una
estructura de ARNds en las células o fluidos bioldgicos dentro del huésped transformado, lo que hace, por lo tanto, que
el ARNds esté disponible si/cuando la plaga forma una relacién nutricional con el huésped transgénico. Esto puede resultar
en la supresion de la expresion de uno o mas genes en las células de la plaga y, en ultima instancia, la muerte o la
inhibicion de su crecimiento o desarrollo.

Por lo tanto, en algunas modalidades, se dirige un gen que esta esencialmente involucrado en el crecimiento y/o desarrollo
de una plaga de insectos (por gjemplo, coledptero). Otros genes objetivo para usar en la presente invencién pueden
incluir, por ejemplo, aquellos que juegan papeles importantes en la viabilidad de la plaga, movimiento, migracion,
crecimiento, desarrollo, infectividad y establecimiento de sitios de alimentacion. Por lo tanto, un gen objetivo puede ser un
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gen de limpieza o un factor de transcripcion. Adicionalmente, un polinucleétido nativo de plaga de insectos para usar en
la presente invencion también puede derivarse a partir de un homoélogo (por ejemplo, un ortdlogo), de un gen vegetal,
viral, bacteriano o de insectos, cuya funcién es conocida por los expertos en la técnica, y cuyo polinucleétido es
especificamente hibridable con un gen objetivo en el genoma de la plaga objetivo. Los métodos para identificar un
homaologo de un gen con una secuencia de nucleétidos conocida por hibridacién son conocidos por los expertos en la
técnica.

Algunos aspectos de la descripcion proporcionan métodos para obtener una molécula de acido nucleico que comprende
un polinucledtido para producir una molécula de iARN (por ejemplo, ARNds, siARN, miARN, shARN y hpARN). Uno de
esos aspectos de la descripcion comprende: (a) analizar uno o mas gen(es) objetivo para su expresion, funcion y fenotipo
tras la supresion génica mediada por ARNds en una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero); (b) sondear una biblioteca
de ADNc o ADNg con una sonda que comprende todo o una porcion de un polinucleétido o un homologo de este a partir
de una plaga marcada que muestra una alteracion (por ejemplo, reducido) fenotipo de crecimiento o desarrollo en un
analisis de supresion mediada por ARNds; (c) identificar un clon de ADN que hibrida especificamente con la sonda; (d)
aislar el clon de ADN identificado en la etapa (b); (e) secuenciar el fragmento de ADNc o ADNg que comprende el clon
aislado en la etapa (d), en donde la molécula de acido nucleico secuenciada comprende todo o una porcién sustancial del
ARN o un homdlogo de este; y (f) sintetizar quimicamente todo o una porcién sustancial de un gen, o un siARN, miARN,
hpARN, ARNm, shARN o ARNds.

En aspectos adicionales de la descripcidon, un método para obtener un fragmento de acido nucleico que comprende un
polinucleétido para producir una porcién sustancial de una molécula de iARN (por gjemplo, ARNds, siARN, miARN, shARN
y hpARN) incluye: (a) sintetizar cebadores oligonucleotidicos primero y segundo especificamente complementarios a una
porcién de un polinucledtido nativo a partir de una plaga de insectos objetivo (por ejemplo, cole6ptero); y (b) amplificar un
inserto de ADNc o ADNg presente en un vector de clonacion mediante el uso de cebadores oligonucleotidicos primero y
segundo de la etapa (a), en donde la molécula de acido nucleico amplificada comprende una porcion sustancial de una
molécula de siARN, miARN, hpARN, ARNm, shARN o ARNdSs.

Los acidos nucleicos pueden aislarse, amplificarse o producirse por una serie de enfoques. Por ejemplo, una molécula de
iARN (por ejemplo, ARNds, siARN, miARN, shARN y hpARN) pueden obtenerse mediante amplificacién por PCR de un
polinucleétido objetivo (por ejemplo, un gen objetivo o un polinucledtido no codificante transcrito objetivo) derivado a partir
de una biblioteca de ADNg o ADNc, o porciones de estos. Se puede extraer ADN o ARN de un organismo objetivo, y a
partir de ellos pueden prepararse bibliotecas de acido nucleico mediante el uso de métodos conocidos por los expertos
habituales en la técnica. Las bibliotecas de ADNg o ADNc generadas a partir de un organismo objetivo pueden usarse
para la amplificacion por PCR y la secuenciacion de genes objetivo. Un producto de PCR confirmado puede usarse como
molde para la transcripcion in vitro para generar ARN sentido y antisentido con promotores minimos. Alternativamente,
las moléculas de acido nucleico pueden sintetizarse por cualquiera de una serie de técnicas (véase, por ejemplo, Ozaki y
otros (1992) Nucleic Acids Research, 20: 5205-5214; y Agrawal y otros (1990) Nucleic Acids Research, 18: 5419-5423),
incluido el uso de un sintetizador de ADN automatizado (por ejemplo, un sintetizador de ADN/ARN de PE Biosystems, Inc.
(Foster City, California) modelo 392 o 394), mediante el uso de productos quimicos estandar, tales como la quimica de
fosforamidita. Véase, por ejemplo, Beaucage y otros (1992) Tetrahedron, 48: 2223-2311; patente de Estados Unidos
4,980,460, 4,725,677, 4,415,732, 4,458,066, y 4,973,679. Ademas, se pueden emplear quimicas alternativas que resultan
en grupos del esqueleto no naturales, tales como fosforotioato, fosforamidato, y similares.

Una molécula de hpARN de la presente invencién puede ser producida quimica o enzimaticamente por un experto en la
técnica a través de reacciones manuales o automatizadas, o in vivo en una célula que comprende una molécula de acido
nucleico que comprende un polinucleétido que codifica la molécula de hpARN. EI ARN también puede producirse por
sintesis organica parcial o total; cualquier ribonucleétido modificado puede introducirse por sintesis enzimatica u organica
in vitro. Una molécula de ARN puede ser sintetizada por una ARN polimerasa celular o una ARN polimerasa bacteriéfaga
(por ejemplo, ARN polimerasa T3, ARN polimerasa T7 y ARN polimerasa SP6). Los constructos de expresion utiles para
la clonacién y expresion de polinucledtidos son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, publicacion de patente
internacional PCT No. WO97/32016; y las patentes de Estados Unidos 5,593,874, 5,698,425, 5,712,135, 5,789,214, y
5,804,693. Las moléculas de ARN que se sintetizan quimicamente o por sintesis enzimatica in vitro pueden purificarse
antes de la introduccion en una célula. Por ejemplo, las moléculas de ARN pueden purificarse a partir de una mezcla
mediante extraccidon con un solvente o resina, precipitacion, electroforesis, cromatografia o una combinacion de estos.
Alternativamente, las moléculas de ARN que se sintetizan quimicamente o por sintesis enzimatica in vitro pueden usarse
sin purificacion o con un minimo de purificacion, por ejemplo, para evitar pérdidas debido al procesamiento de la muestra.
Las moléculas de ARN pueden secarse para almacenamiento o disolverse en una solucién acuosa. La soluciéon puede
contener tampones o sales para promover el alineamiento y/o la estabilizacion de las cadenas duplex de la molécula de
ARNdSs.

En modalidades, una molécula de ARNds puede estar formada por una sola cadena de ARN autocomplementaria o por
dos cadenas de ARN complementarias. Las moléculas de ARNds pueden sintetizarse in vivo o in vitro. Una ARN
polimerasa endogena de la célula puede mediar la transcripcion de una o dos cadenas de ARN in vivo, o la ARN
polimerasa clonada puede usarse para mediar la transcripcion in vivo o in vitro. La inhibicion postranscripcional de un gen
objetivo en una plaga de insectos puede ser dirigida al huésped por transcripcion especifica en un érgano, tejido o tipo
celular del huésped (por ejemplo, mediante el uso de un promotor especifico del tejido); estimulacion de una condicion
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ambiental en el huésped (por ejemplo, mediante el uso de un promotor inducible que responda a infecciones, estrés,
temperatura y/o inductores quimicos); y/o transcripcion de ingenieria en una etapa de desarrollo o edad del huésped (por
efemplo, mediante el uso de un promotor especifico de la etapa de desarrollo). Las cadenas de ARN que forman una
molécula de ARNdSs, ya sea transcrita in vitro o in vivo, puede o no estar poliadenilada, y puede o no ser capaz de ser
traducida a un polipéptido por un aparato traduccional de la célula.

D. Vectores recombinantes y transformacion de la célula huésped

En algunas modalidades, la invencién también proporciona una molécula de ADN para la introduccién en una célula (por
efemplo, una célula bacteriana, una célula de levadura o una célula vegetal), en donde la molécula de ADN comprende
un polinucleodtido que, tras la expresion en ARN y la ingestion por una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero), logra
la supresion de un gen objetivo en una célula, tejido u érgano de la plaga. Por lo tanto, algunas modalidades proporcionan
una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un polinucleétido capaz de expresarse como una molécula
de iARN (hpARN) en una célula vegetal para inhibir la expresion del gen objetivo en una plaga de insectos. Para iniciar o
mejorar la expresion, tales moléculas de acido nucleico recombinante pueden comprender uno o mas elementos
reguladores, cuyos elementos reguladores pueden estar operativamente unidos al polinucledtido capaz de expresarse
como un iARN. Se conocen métodos para expresar una molécula de supresion génica en plantas, y pueden usarse para
expresar un polinucleétido de la presente invencion. Véase, por ejemplo, la publicacion de patente internacional PCT No.
WO06/073727; y la publicacion de patente de Estados Unidos No. 2006/0200878 A1)

En modalidades, una molécula de ADN recombinante de la invencion comprende un polinucleétido que codifica un ARN
que puede formar una molécula de ARNds. Dichas moléculas de ADN recombinante pueden codificar ARNs que pueden
formar moléculas de ARNds capaces de inhibir la expresion de gen(es) objetivo enddégeno(s) en una célula de plaga de
insectos (por ejemplo, coledptero) tras la ingestion. En modalidades, un ARN transcrito forma una molécula de ARNds
que puede proporcionarse en una forma estabilizada; por ejemplo, como una horquilla y estructura de tallo y lazo.

En algunas modalidades, se puede formar una cadena de una molécula de ARNds por transcripciéon a partir de un
polinucleétido que es sustancialmente homdlogo a un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 84, 86, 88, y 93; los complementos de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88 y 93; un fragmento de al menos 50 nucleétidos
contiguos de cualquiera de las SEC ID NOs: 84, 86, 88y 93 (por ejemplo, SEQ ID NO:90); el complemento de un fragmento
de al menos 50 nucledtidos contiguos de cualquiera de las SEC ID NOs: 84, 86, 88 y 93; un polinucleétido codificante
nativo de un organismo Meligethes (por ejemplo, PB) que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88, 90 y/o
93; el complemento de un polinucledtido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende cualquiera de las
SEQ ID NOs: 84, 86, 88, 90 y/o 93; un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de un polinucledtido codificante
nativo de un organismo Meligethes que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88, 90 y/o 93; y el complemento
de un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes
que comprende cualquiera de las SEQ ID NOs: 84, 86, 88, 90 y/o 93.

En algunos aspectos de la descripcion, se puede formar una cadena de una molécula de ARNds por transcripcion a partir
de un polinucledtido que es sustancialmente homdlogo a un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en las
SEQ ID NOs: 3-6 y 90; los complementos de las SEQ ID NOs: 3-6 y 90; fragmentos de al menos 15 nucleétidos contiguos
de las SEQ ID NOs: 3-6 y 90; y los complementos de fragmentos de al menos 15 nucleétidos contiguos de SEQ ID NOs:
3-6 y 90.

En modalidades particulares, una molécula de ADN recombinante que codifica un ARN que puede formar una molécula
de ARNds puede comprender una region codificante en donde al menos dos polinucleétidos estan dispuestos de manera
que un polinucledtido esté en una orientacion sentido, y el otro polinucleétido esté en una orientacion antisentido, con
relacion a, al menos, a un promotor, en donde el polinucledtido sentido y el polinucleétido antisentido estan unidos o
conectados por un separador de, por ejemplo, de aproximadamente cinco (~5) a aproximadamente mil (~1000)
nucledtidos. El separador puede formar un lazo entre los polinucleétidos sentido y antisentido. El polinucleétido sentido o
el polinucledtido antisentido puede ser sustancialmente homdlogos a un gen objetivo (por ejemplo, un gen ncm que
comprende la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:88, y/o SEQ ID NO:93) o un
fragmento de estos. Sin embargo, en algunas modalidades, una molécula de ADN recombinante puede codificar un ARN
que puede formar una molécula de ARNdSs sin un separador. En modalidades, un polinucleétido codificante sentido y un
polinucledtido codificante antisentido pueden tener diferentes longitudes.

Los polinucleodtidos identificados como que tienen un efecto nocivo sobre una plaga de insectos o un efecto protector de
la planta con respecto a la plaga pueden incorporarse facilmente en las moléculas de ARNds expresadas a través de la
creacion de casetes de expresion apropiados en una molécula de acido nucleico recombinante de la invencién. Por
ejemplo, dichos polinucleétidos pueden expresarse como una horquilla con estructura de tallo y lazo al tomar un primer
segmento correspondiente a un polinucleétido del gen objetivo (por ejemplo, un gen ncm que comprende la SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:88, y/o SEQ ID NO:93, y fragmentos de cualquiera de los
anteriores); unir este polinucleétido a una region separadora del segundo segmento que no es homodloga o
complementaria al primer segmento; y unir esto a un tercer segmento, en donde al menos una porcion del tercer segmento
es sustancialmente complementario al primer segmento. Tal construccion forma una estructura de tallo y lazo mediante
el apareamiento de bases intramolecular del primer segmento con el tercer segmento, en donde las formas de estructura
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de lazo comprenden el segundo segmento. Véase, por ejemplo, las publicaciones de patente de Estados Unidos Nos.
2002/0048814 y 2003/0018993; las publicaciones de patente internacional PCT Nos. W094/01550 y WO98/05770. Se
puede generar una molécula de ARNds, por ejemplo, en forma de una estructura bicatenaria, tal como una estructura de
tallo-lazo (por ejemplo, horquilla), de manera que la produccién de siARN dirigida a un polinucleétido nativo de plaga de
insectos (por ejemplo, coledptero) se potencia mediante la coexpresiéon de un fragmento del gen objetivo, por ejemplo, en
un casete adicional expresable en plantas, que conduce a una produccion de siARN mejorada, o reduce la metilacion
para evitar el silenciamiento génico transcripcional del promotor de horquilla de ARNdSs.

Las modalidades de la invencion incluyen la introduccion de una molécula de acido nucleico recombinante de la presente
invencion en una planta (es decir, transformacion) para lograr niveles de expresion de una o mas moléculas de iARN
inhibitorios de plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). Una molécula de ADN recombinante puede ser, por ejemplo,
un vector, tal como un plasmido lineal o circular cerrado. El sistema de vectores puede ser un solo vector o plasmido, o
dos o mas vectores o plasmidos que juntos contienen el ADN total que se introducira dentro del genoma de un huésped.
Ademas, un vector puede ser un vector de expresion. Los acidos nucleicos de la invencion pueden, por ejemplo, insertarse
adecuadamente en un vector bajo el control de un promotor adecuado que funciona en uno o mas huéspedes para
conducir la expresiéon de un polinucleétido codificador unido u otro elemento de ADN. Se dispone de muchos vectores
para este fin, y la seleccion del vector apropiado dependera, principalmente, del tamafio del acido nucleico a insertar
dentro del vector y la célula huésped particular a transformar con el vector. Cada vector contiene diversos componentes,
en dependencia de su funcion (por ejemplo, amplificacion de ADN y expresion de ADN), y la célula huésped particular con
la que es compatible.

Para impartir resistencia a plaga de insectos (por ejemplo, coledptero) a una planta transgénica, un ADN recombinante
puede, por ejemplo, transcribirse en una molécula de iIARN (por ejemplo, una molécula de ARN que forma una molécula
de ARNds) dentro de los tejidos o fluidos de la planta recombinante. Una molécula de iARN puede comprender un
polinucledtido que es sustancialmente homodlogo y especificamente hibridable con un polinucleétido transcrito
correspondiente dentro de una plaga de insectos que puede causar dafio a la especie de la planta huésped. La plaga
puede contactar con la molécula de iIARN que se transcribe en las células de la planta huésped transgénica, por ejemplo,
al ingerir células o fluidos de la planta huésped transgénica que comprende la molécula de iARN. Por lo tanto, en ejemplos
particulares, la expresién de un gen objetivo es suprimida por la molécula de iARN dentro de las plagas de coledpteros
que infestan la planta huésped transgénica. En algunas modalidades, la supresion de la expresion del gen objetivo en una
plaga de coledpteros objetivo puede resultar en que la planta sea resistente al ataque de la plaga.

Para permitir el suministro de moléculas de iARN a una plaga de insectos en una relaciéon nutricional con una célula
vegetal que se ha transformado con una molécula de acido nucleico recombinante de la invencion, expresion (es decir,
transcripcion) de las moléculas de iARN en la célula vegetal. Por lo tanto, una molécula de acido nucleico recombinante
puede comprender un polinucledtido de la invencion operativamente unido a uno o mas elementos reguladores, tales
como un elemento promotor heterélogo que funciona en una célula huésped, tal como una célula bacteriana en donde la
molécula de acido nucleico se va a amplificar, y una célula vegetal en donde se va a expresar la molécula de acido
nucleico.

Los promotores adecuados para uso en las moléculas de acido nucleico de la invencion incluyen aquellos que son
inducibles, virales, sintéticos, o constitutivos, todos los cuales se conocen bien en la técnica. Los ejemplos no limitantes
que describen tales promotores incluyen las patentes de Estados Unidos 6,437,217 (promotor de maiz RS81 ); 5,641,876
(promotor de actina de arroz); 6,426,446 (promotor de maiz RS324); 6,429,362 (promotor de maiz PR-1); 6,232,526
(promotor de maiz A3); 6,177,611 (promotores constitutivos de maiz); 5,322,938, 5,352,605,5,359,142, y 5,530,196
(promotor de CaMV 35S); 6,433,252 (promotor de oleosina de maiz L3); 6,429,357 (promotor de actina 2 de arroz, e intrén
de actina 2 de arroz); 6,294,714 (promotores inducibles por la luz); 6,140,078 (promotores inducibles por sales); 6,252,138
(promotores inducibles por patégenos); 6,175,060 (promotores inducibles por deficiencia de foésforo); 6,388,170
(promotores bidireccionales); 6,635,806 (promotor de gamma-coixina); y la publicacion de patente de Estados Unidos No.
2009/757,089 (promotor de aldolasa de cloroplasto de maiz). Los promotores adicionales incluyen el promotor de nopalina
sintasa (NOS) (Ebert y otros (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 84(16):5745-9) y los promotores de octopina sintasa (OCS)
(que se transportan en los plasmidos inductores de tumor de Agrobacterium tumefaciens); los promotores de caulimovirus
tales como el promotor del virus del mosaico de la coliflor 19S (CaMV) (Lawton y otros (1987) Plant Mol. Biol. 9:315-24);
el promotor de CaMV 35S (Odell y otros (1985) Nature 313:810-2; el promotor 35S del virus del mosaico de la escrofularia
(Walker y otros (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 84(19):6624-8); el promotor de la sacarosa sintasa (Yang and Russell
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 87:4144-8); el promotor del complejo de gene R (Chandler y otros (1989) Plant Cell
1:1175-83); el promotor del gen de la proteina de unioén a clorofila a/b; CaMV 35S (patentes de Estados Unidos 5,322,938,
5,352,605, 5,359,142, y 5,530,196); FMV 35S (patentes de Estados Unidos 6,051,753, y 5,378,619); un promotor PC1SV
(patente de Estados Unidos 5,850,019); el promotor SCP1 (patente de Estados Unidos 6,677,503); y promotores
AGRtu.nos (GenBank™ No. de acceso V00087; Depicker y otros (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1:561-73; Bevan y otros
(1983) Nature 304:184-7).

En modalidades particulares, las moléculas de acido nucleico de la invencién comprenden un promotor especifico del
tejido, tal como un promotor especificos de la raiz. Los promotores especificos de la raiz impulsan la expresion de
polinucleétidos codificantes unidos operativamente de manera exclusiva o preferencial en el tejido de la raiz. Ejemplos de
promotores especificos de la raiz son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, patentes de Estados Unidos 5,110,732;
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5,459,252 y 5,837,848; y Opperman y otros (1994) Science 263:221-3; and Hirel y otros (1992) Plant Mol. Biol. 20:207-
18. En algunas modalidades, un polinucleétido o fragmento para el control de plaga de coledpteros de acuerdo con la
invencién puede clonarse entre dos promotores especificos de la raiz orientados en direcciones transcripcionales
opuestas con relacion al polinucleétido o fragmento, y que son operables en una célula vegetal transgénica y expresados
en el mismo para producir moléculas de ARN en la célula vegetal transgénica que subsecuentemente pueden formar
moléculas de ARNds, como se describe, mas arriba. Las moléculas de iARN expresadas en tejidos vegetales pueden ser
ingeridas por una plaga de insectos para que se logre la supresion de la expresion del gen objetivo.

Los elementos reguladores adicionales que opcionalmente pueden estar operativamente unidos a un acido nucleico
incluyen 5'UTRs ubicados entre un elemento promotor y un polinucleétido codificante que funciona como un elemento
lider de traduccion. El elemento lider de la traduccion esta presente en el ARNm completamente procesado, y puede
afectar el procesamiento del transcrito primario, y/o la estabilidad del ARN. Los ejemplos de elementos lideres de la
traduccion incluyen los lideres de proteinas de choque térmico del maiz y petunia (patente de Estados Unidos 5,362,865),
los lideres de la cubierta de virus de plantas, los lideres de rubisco de plantas, y otros. Véase, por ejemplo, Turner y Foster
(1995) Molecular Biotech. 3(3):225-36. Los ejemplos no limitantes de 5'UTRs incluyen GmHsp (patente de Estados Unidos
5,659,122); PhDnaK (patente de Estados Unidos 5,362,865); AtAnt1; TEV (Carrington y Freed (1990) J. Virol. 64:1590-7);
y AGRtunos (GenBank™ No. de acceso V00087; y Bevan y otros (1983) Nature 304:184-7).

Los elementos reguladores adicionales que opcionalmente pueden estar operativamente unidos a un acido nucleico
también incluyen elementos 3' no traducidos, regiones de terminacion de la transcripcion 3' o regiones de poliadenilacion.
Estos son elementos genéticos ubicados aguas abajo de un polirribonucledtido, e incluyen polinucleétidos que
proporcionan sefiales de poliadenilacion, y/u otras sefiales reguladoras capaces de afectar la transcripcion o el
procesamiento del ARNm. La sefial de poliadenilaciéon funciona en plantas para causar la adiciéon de nucleétidos de
poliadenilato al extremo 3' del precursor de ARNm. El elemento de poliadenilacion puede derivarse a partir de una variedad
de genes de plantas, o de genes de ADN-T. Un ejemplo no limitante de una regién de terminacién de la transcripcion 3'
es la region 3' de nopalina sintasa (nos 3'; Fraley y otros (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 80:4803-7). Un ejemplo del
uso de diferentes regiones 3' no traducidas se proporciona en Ingelbrecht y otros, (1989), Plant Cell 1:671-80. Los
ejemplos no limitantes de sefiales de poliadenilacion incluyen una a partir de un gen de RbcS2 de Pisum sativum
(Ps.RbcS2-E9; Coruzzi y otros (1984) EMBO J. 3:1671-9) y AGRtu.nos (GenBank™ No. de acceso E01312).

Algunas modalidades pueden incluir un vector de transformacién vegetal que comprende una molécula de ADN aislada y
purificada que comprende al menos uno de los elementos reguladores descritos anteriormente unidos operativamente a
uno o mas polinucledtidos de la presente invencién. Cuando se expresa, el uno o mas polinucleétidos resultan en una o
mas molécula(s) de iARN que comprenden un polinucledtido que es especificamente complementario a todo o parte de
una molécula de ARN nativo en una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). Por lo tanto, los polinucleétido(s) pueden
comprender un segmento que codifica todo o parte de un polirribonucleétido presente dentro de un transcrito de ARN de
plaga de coledpteros objetivo, y puede comprender repeticiones invertidas de todo o parte de un transcrito de plaga
objetivo. Un vector de transformacion vegetal puede contener polinucledtidos especificamente complementarios a mas de
un polinucledtido objetivo, por lo tanto, permite la produccion de mas de un ARNds para inhibir la expresion de dos o mas
genes en células de una o mas poblaciones o especies de plagas de insectos objetivo. Los segmentos de polinucleétidos
especificamente complementarios a los polinucleétidos presentes en diferentes genes pueden combinarse en una sola
molécula de acido nucleico compuesta para la expresion en una planta transgénica. Dichos segmentos pueden ser
contiguos o separados por un separador.

En algunas modalidades, un plasmido de la presente invencion que ya contiene al menos un polinucleétido(s) de la
invencion puede modificarse mediante la insercion secuencial de polinucleétido(s) adicional(es) en el mismo plasmido, en
donde los polinucleétido(s) adicional(es) estan operativamente unidos a los mismos elementos reguladores como al
menos un polinucledtido(s) original. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico puede disefiarse para la
inhibicion de multiples genes objetivo. En algunas modalidades, los multiples genes a inhibir pueden obtenerse a partir de
la misma especie de plaga de insectos (por ejemplo, coledptero), que pueden mejorar la efectividad de la molécula de
acido nucleico. En otras modalidades, los genes pueden derivarse a partir de diferentes plagas de insectos, lo que puede
ampliar el rango de plagas contra las cuales el(los) agente(s) son efectivo(s). Cuando se dirigen multiples genes para la
supresion o una combinacion de expresion y supresion, se puede disefiar un elemento de ADN policistrénico.

Una molécula de acido nucleico recombinante o vector de la presente invencién puede comprender un marcador de
seleccion que confiere un fenotipo seleccionable a una célula transformada, tal como una célula vegetal. Los marcadores
de seleccion pueden usarse, ademas, para seleccionar plantas o células vegetales que comprenden una molécula de
acido nucleico recombinante de la invencion. El marcador puede codificar resistencia a biocidas, resistencia a antibiéticos
(por ejemplo, kanamicina, geneticina (G418), bleomicina, higromicina, efc.), o tolerancia a herbicidas (por ejemplo,
glifosfato, efc.). Los ejemplos de marcadores de seleccioén incluyen, pero no se limitan a: un gen neo que codifica para
resistencia a kanamicina y puede seleccionarse mediante el uso de kanamicina, G418, efc.; un gen bar que codifica
resistencia a bialafos; un gen mutante de EPSP sintasa que codifica tolerancia a glifosato; un gen de nitrilase que confiere
resistencia a bromoxinil; un gen mutante de acetolactato sintasa (ALS) que confiere tolerancia a imidazolinona o
sulfonilurea; y un gen de DHFR de resistencia a metotrexato. Se dispone de multiples marcadores de seleccion que
confieren resistencia a ampicilina, bleomicina, cloramfenicol, gentamicina, higromicina, kanamicina, lincomicina,
metotrexato, fosfinotricina, puromicina, espectinomicina, rifampicina, estreptomicina y tetraciclina, y similares. Los
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ejemplos de tales marcadores de seleccion se ilustran, por ejemplo, patente de Estados Unidos 5,550,318; 5,633,435;
5,780,708 y 6,118,047.

Una molécula de acido nucleico recombinante o vector de la presente invencién puede incluir también un marcador que
puede tamizarse. Los marcadores que pueden tamizarse pueden usarse para monitorear la expresion. Los marcadores
que pueden tamizarse ilustrativos incluyen un gen de B-glucuronidasa o uidA (GUS) que codifica una enzima para la que
se conocen diversos sustratos cromogénicos (Jefferson y otros (1987) Plant Mol. Biol. Rep. 5:387-405); un gen del locus
R, que codifica un producto que regula la produccion de pigmentos de antocianina (color rojo) en tejidos vegetales
(Dellaporta y otros (1988) "Molecular cloning of the maize R-nj allele by transposon tagging with Ac." In 18th Stadler
Genetics Symposium, P. Gustafson y R. Appels, eds. (Nueva York: Plenum), pp. 263-82); un gen de B-lactamasa (Sutcliffe
y otros (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 75:3737-41); un gen que codifica una enzima para la que se conocen diversos
sustratos cromogénicos (por ejemplo, PADAC, una cefalosporina cromogénica); un gen de luciferasa (Ow y otros (1986)
Science 234:856-9); un gen xylE que codifica una catecol dioxigenasa que puede convertir catecoles cromogénicos
(Zukowski y otros (1983) Gene 46(2-3):247-55); un gen de amilasa (lkatu y otros (1990) Bio/Technol. 8:241-2); un gen de
tirosinasa que codifica una enzima capaz de oxidar la tirosina a DOPA y dopaquinona la que a su vez se condensa a
melanina (Katz y otros (1983) J. Gen. Microbiol. 129:2703-14); y una a-galactosidasa.

En algunas modalidades, las moléculas de acido nucleico recombinante, como se describe, mas arriba, puede usarse en
métodos para la creacion de plantas transgénicas y la expresion de acidos nucleicos heterélogos en plantas para preparar
plantas transgénicas que exhiben una susceptibilidad reducida a plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). Los vectores
de transformacion vegetal se pueden preparar, por ejemplo, al insertar moléculas de acido nucleico que codifican
moléculas de iARN en vectores de transformacion vegetal e introducir estos en las plantas.

Los métodos adecuados para la transformacion de células huésped incluyen cualquier método mediante el cual el ADN
puede introducirse en una célula, tal como por transformacion de protoplastos (véase, por ejemplo, patente de Estados
Unidos 5,508,184); mediante la captacién de ADN mediada por desecacion/inhibicion (véase, por ejemplo, Potrykus y
otros (1985) Mol. Gen. Genet. 199:183-8), mediante electroporacion (véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos
5,384,253), mediate agitacion con fibras de carburo de silicio (véase, por ejemplo, patentes de Estados Unidos 5,302,523
y 5,464,765), mediante transformacién mediada por Agrobacterium (véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos
5,563,055; 5,591,616; 5,693,512; 5,824,877; 5,981,840; y 6,384,301) y mediante aceleracion de particulas recubiertas
con ADN (véase, por ejemplo, patentes de Estados Unidos 5,015,580; 5,550,318; 5,538,880; 6,160,208; 6,399,861; y
6,403,865), efc. Las técnicas que son particularmente Utiles para transformar el maiz se describen, por ejemplo, en
Patentes de Estados Unidos 7,060,876 y 5,591,616; y publicacion de patente internacional PCT WO095/06722. Mediante
la aplicacién de técnicas como estas, las células de practicamente cualquier especie pueden transformarse de manera
estable. En algunas modalidades, el ADN transformante se integra dentro del genoma de la célula huésped. En el caso
de especies multicelulares, las células transgénicas pueden regenerarse en un organismo transgénico. Cualquiera de
estas técnicas puede usarse para producir una planta transgénica, por ejemplo, que comprende uno o mas acidos nucleico
que codifican uno o mas moléculas de iARN en el genoma de la planta transgénica.

El método mas ampliamente utilizado para introducir un vector de expresion en plantas se basa en el sistema de
transformacion natural de Agrobacterium. A. tumefaciens y A. rhizogenes son bacterias del suelo patogénicas para las
plantas que transforman genéticamente las células vegetales. Los plasmidos Ti y Ri de A. tumefaciens y A. rhizogenes,
respectivamente, portan genes responsables de la transformacion genética de la planta. Los plasmidos Ti (inductores de
tumor) contienen un segmento grande, conocido como ADN-T, que se transfiere a las plantas transformadas. Otro
segmento del plasmido Ti, la region Vir, es responsable de la transferencia del ADN-T. La regiéon de ADN-T presenta
repeticiones terminales en sus extremos. En vectores binarios modificados, los genes que inducen tumor se han eliminado,
y las funciones de la regién Vir se utilizan para transferir el ADN extraiio bordeado por los elementos del borde del ADN-
T. La region T también puede contener un marcador de seleccion para la recuperacion eficiente de células y plantas
transgénicas, y un sitio de clonacion multiple para insertar polinucleétidos para transferencia tales como un acido nucleico
que codifica ARNds.

Por lo tanto, en algunas modalidades, un vector de transformacion vegetal se deriva a partir de un plasmido Ti de A.
tumefaciens (véase, por ejemplo, patentes de Estados Unidos 4,536,475, 4,693,977, 4,886,937, and 5,501,967; y patente
Europea No. EP 0 122 791) or un plasmido Ri of A. rhizogenes. Otros vectores de transformacion vegetal incluyen, por
ejemplo y sin limitacién, los descritos por Herrera-Estrellay otros (1983) Nature 303:209-13; Bevan y otros (1983) Nature
304:184-7; Klee y otros (1985) Bio/Technol. 3: 637-42; y en la patente Europea No. EP 0 120 516, y aquellos derivados a
partir de cualquiera de los anteriores. Otras bacterias tales como Sinorhizobium, Rhizobium, y Mesorhizobium que
interactuan naturalmente con plantas pueden modificarse para mediar la transferencia génica a una serie de diversas
plantas. Estas bacterias simbidticas asociadas a plantas pueden hacerse competentes para la transferencia génica
mediante la adquisicion de un plasmido Ti desarmado y un vector binario adecuado.

Después de proporcionar ADN exdgeno a las células receptoras, las células transformadas se identifican generalmente
para su cultivo posterior y la regeneracion de plantas. Para mejorar la capacidad de identificar células transformadas,
puede desearse emplear un gen selectivo o marcador que puede tamizarse, como se establecidé anteriormente, con el
vector de transformacién usado para generar el transformante. En el caso en que se use un marcador de seleccion, las
células transformadas se identifican dentro de la poblacion de células potencialmente transformadas mediante la
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exposicion de las células a un agente o agentes de seleccion. En el caso en que se use un marcador que puede tamizarse,
las células pueden tamizarse para detectar el rasgo del gen marcador deseado.

Las células que sobreviven a la exposicion al agente de seleccion, o las células calificadas de positivas en un ensayo de
tamizaje, pueden cultivarse en un medio que soporte la regeneracion de las plantas. En algunas modalidades, cualquier
medio de cultivo de tejidos vegetales adecuado (por gjemplo, los medios MS y N6) puede modificarse mediante la inclusion
de sustancias adicionales, tales como reguladores del crecimiento. El tejido puede mantenerse en un medio basico con
reguladores del crecimiento hasta disponer de tejido suficiente para comenzar los esfuerzos de regeneracion de plantas,
o después de rondas repetidas de seleccién manual, hasta que la morfologia del tejido sea adecuada para la regeneracion
(por ejemplo, al menos 2 semanas), después puede transferirse a los medios propicios para la formacion de brotes. Los
cultivos se transfieren periddicamente hasta que se haya producido suficiente formacién de brotes. Una vez que se forman
los brotes, se transfieren a los medios propicios para la formacion de raices. Una vez que se forman suficientes raices,
las plantas pueden transferirse al suelo para un mayor crecimiento y maduracion.

Para confirmar la presencia de una molécula de acido nucleico de interés (por ejemplo, un ADN que codifica una o mas
moléculas de iARN que inhiben la expresion del gen objetivo en una plaga de coledpteros) en las plantas en regeneracion,
se pueden realizar una serie de ensayos. Tales ensayos incluyen, por ejemplo: ensayos de biologia molecular, tales como
southern y northern blot, PCR, y secuenciacion de acidos nucleicos; ensayos bioquimicos, tales como deteccion de la
presencia de un producto proteico, por ejemplo, por medios inmunoldgicos (ELISA y/o western blot) o mediante la funcion
enzimatica; ensayos de partes de plantas, tales como ensayos de hojas o raices; y analisis del fenotipo de la planta
regenerada completa.

Los eventos de integracion pueden analizarse, por ejemplo, por amplificacion por PCR mediante el uso de, por ejemplo,
de cebadores de oligonucleétidos especificos para una molécula de acido nucleico de interés. Se entiende que el
genotipado por PCR incluye, pero no se limita a, la amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del ADNg
derivado a partir del tejido calloso aislado de la planta huésped que se predice que contiene una molécula de acido
nucleico de interés integrada dentro del genoma, seguido de clonacion estandar y analisis de secuencias de los productos
de amplificacion por PCR. Los métodos de genotipado por PCR se han descrito bien (por ejemplo, Rios, G. y otros (2002)
Plant J. 32:243-53) y puede aplicarse al ADNg derivado a partir de cualquier especie vegetal (por ejemplo, Z. mays o
Brassica napus) o tipo de tejido, incluidos los cultivos celulares.

Una planta transgénica formada mediante el uso de métodos de transformacion dependientes de Agrobacterium contiene
tipicamente un solo ADN recombinante insertado dentro de un cromosoma. El polinucleétido de un solo ADN recombinante
es referido como un "evento transgénico" o "evento de integracion". Dichas plantas transgénicas son heterocigotas para
el polinucleotido exdgeno insertado. En algunas modalidades, una planta transgénica homocigota con respecto a un
transgen puede obtenerse por apareamiento sexual consigo misma (autopolinizacion) de una planta transgénica
segregante independiente que contiene un solo gen exdgeno para si mismo, por ejemplo, una planta To, para producir
semilla Tq. La cuarta parte de la semilla T1 producida sera homocigota con respecto al transgen. La germinacion de la
semilla T4 resulta en plantas que pueden probarse para determinar su heterocigosidad, tipicamente mediante el uso de
un ensayo SNP o un ensayo de amplificaciéon térmica que permite la distincion entre heterocigotas y homocigotas (es
decir, un ensayo de cigosidad).

En modalidades particulares, se producen al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 o mas moléculas de iARN diferentes en una
célula vegetal que tiene efecto inhibidor de una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero). Las moléculas de iARN (por
efemplo., moléculas de ARNds) pueden expresarse a partir de multiples acidos nucleicos introducidos en diferentes
eventos de transformacion, o de un solo acido nucleico introducido en un solo evento de transformacién. En algunas
modalidades, una pluralidad de moléculas de iARN se expresan bajo el control de un solo promotor. En otras modalidades,
una pluralidad de moléculas de iARN se expresan bajo el control de multiples promotores. Se pueden expresar moléculas
de iARN individuales que comprenden multiples polinucleétidos que son homdlogos a diferentes loci dentro de una o mas
plagas de insectos (por ejemplo, los loci definidos por las SEQ ID NOs: 1, 77, 84, 86, 88 y 93), ambos en diferentes
poblaciones de la misma especie de plaga de insectos, o en diferentes especies de plagas de insectos.

Ademas de dirigir la transformacion de una planta con una molécula de acido nucleico recombinante, las plantas
transgénicas pueden prepararse mediante el cruzamiento de una primera planta que tiene al menos un evento transgénico
con una segunda planta que carece de un evento de este tipo. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico recombinante
que comprende un polinucledétido que codifica una molécula de iARN puede introducirse en una primera linea vegetal que
es susceptible de transformacion para producir una planta transgénica, cuya planta transgénica puede cruzarse con una
segunda linea vegetal para introgurar el polinucleétido que codifica la molécula de iIARN dentro la segunda linea vegetal.

En algunos aspectos, se incluyen semillas y productos basicos producidos por plantas transgénicas derivadas de células
vegetales transformadas, en donde las semillas o productos basicos comprenden una cantidad detectable de un acido
nucleico de la invencion. En algunas modalidades, tales productos basicos pueden producirse, por ejemplo, al obtener
plantas transgénicas y preparar alimentos o piensos a partir de ellas. Los productos basicos que comprenden uno o mas
de los polinucledtidos de la invencion incluyen, por ejemplo y sin limitacion: harinas, aceites, granos triturados o enteros
o semillas de una planta, y cualquier producto alimenticio que comprenda cualquier harina, aceite o grano triturado o
entero de una planta o semilla recombinante que comprende uno o mas de los acidos nucleicos de la invencién. La
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deteccion de uno o mas de los polinucleétidos de la invencidén en uno o mas productos o productos basicos es de facto
evidencia de que el producto o producto basico se produce a partir de una planta transgénica disefiada para expresar una
o0 mas de las moléculas de iARN de la invencion con el propésito de controlar plagas de insectos (por ejemplo, coledptero).

En algunas modalidades, una planta o semilla transgénica que comprende una molécula de acido nucleico de la invencion
también puede comprender al menos otro evento transgénico en su genoma, que incluye, sin limitacion: un evento
transgénico a partir del cual se transcribe una molécula de iARN dirigida a un locus en una plaga de coledpteros que no
sea de las definidas por las SEC ID NOs: 1, 77, 84, 86, 88 y 93, tal como, por ejemplo, uno o mas loci seleccionados del
grupo que consiste en Cafl-180 (solicitud de publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2012/0174258), VatpaseC
(solicitud de publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2012/0174259), Rho1 (solicitud de publicaciéon de patente
de los Estados Unidos No. 2012/0174260), VatpaseH (solicitud de publicacion de patente de los Estados Unidos No.
2012/0198586), PPI-87B (solicitud de publicacion de patente de los Estados Unidos No. 2013/0091600), RPA70 (solicitud
de publicacion de patente de los Estados Unidos No. 2013/0091601), RPS6 (solicitud de publicacion de patente de los
Estados Unidos No. 2013/0097730), ROP (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 14/577,811), RNAPII140
(solicitud de patente de los Estados Unidos No. 14/577,854), Dre4 (solicitud de patente de los Estados Unidos No.
14/705,807), COPI alpha (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 62/063,199), COPI beta (solicitud de patente de
los Estados Unidos No. 62/063,203), COPI gamma (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 62/063,192), y COP/
delta (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 62/063,216); un evento transgénico a partir del cual se transcribe
una molécula de iARN dirigida a un gen en un organismo que no sea una plaga de coledpteros (por ejemplo, un nematodo
parasito de la planta); un gen que codifica una proteina insecticida (por ejemplo, una proteina insecticida de Bacillus
thuringiensis ); un gen de tolerancia a herbicidaspor ejemplo, un gen que proporciona tolerancia al glifosato); y un gen que
contribuye a un fenotipo conveniente en la planta transgénica, tal como aumento del rendimiento, metabolismo de los
acidos grasos alterado o restauracion de la esterilidad masculina citoplasmatica. En modalidades particulares, los
polinucledtidos que codifican moléculas de iARN de la invencion pueden combinarse con otros rasgos de control y
enfermedad de insectos en una planta para lograr los rasgos deseados para un control mejorado de enfermedad de
plantas y dafios de insectos. La combinacion de rasgos de control de insectos que emplean modos de accioén distintos
puede proporcionar plantas transgénicas protegidas con durabilidad superior sobre las plantas que albergan un solo rasgo
de control, por ejemplo, debido a la probabilidad reducida de que se desarrolle resistencia a los rasgo(s) en el campo.

V. Supresion del gen objetivo en una plaga de insectos
A. Vision general

En algunas modalidades de la invencion, al menos una molécula de acido nucleico util para el control de plagas de insectos
(por efemplo, coledptero) puede proporcionarse a una plaga de insectos, en donde la molécula de acido nucleico conduce
al silenciamiento génico mediado por ARNi en la plaga. En modalidades particulares, se puede proporcionar una molécula
de iARN (hpARN) a una plaga de coledpteros. En algunas modalidades, se puede proporcionar una molécula de acido
nucleico util para el control de plagas de insectos a una plaga al poner en contacto la molécula de acido nucleico con la
plaga. En estas y otras modalidades, se puede proporcionar una molécula de acido nucleico util para el control de plagas
de insectos en un sustrato de alimentacion de la plaga, por ejemplo, una composicion nutricional. En estas y otras
modalidades, se puede proporcionar una molécula de acido nucleico util para el control de una plaga de insectos a través
de la ingestion de material vegetal que comprende la molécula de acido nucleico que se ingiere por la plaga. En ciertas
modalidades, la molécula de acido nucleico esta presente en el material vegetal a través de la expresion de un acido
nucleico recombinante introducido dentro del material vegetal, por ejemplo, mediante la transformacion de una célula
vegetal con un vector que comprende el acido nucleico recombinante y la regeneracion de un material vegetal o planta
entera a partir de la célula vegetal transformada.

B. Supresion del gen objetivo mediada por ARNi

En modalidades, la invencion proporciona moléculas de iARN (hpARN) que pueden disefiarse para dirigirse a
polinucleétidos nativos esenciales (por ejemplo, genes esenciales) en el transcriptoma de una plaga de insectos (por
ejemplo, una plaga de coleopteros (por ejemplo, WCR, NCR, SCR y Meligethes aeneus)), por ejemplo, al disefiar una
molécula de iARN que comprende al menos una cadena que comprende un polinucleétido que es especificamente
complementario al polinucledtido objetivo. La secuencia de una molécula de iARN asi disefiada puede ser idéntica a la
del polinucleodtido objetivo, o puede incorporar discordancias que no impiden la hibridacion especifica entre la molécula
de iARN y su polinucleétido objetivo.

Las moléculas de iARN de la invencion pueden usarse en métodos para la supresion génica en una plaga de insectos
(por ejemplo, coledptero), al reducir, de esta manera, el nivel o la incidencia de dafio causado por la plaga en una planta
(por ejemplo, una planta transformada protegida que comprende una molécula de iARN). Como se usa en la presente
descripcion, el término "supresion génica" se refiere a cualquiera de los métodos bien conocidos para reducir los niveles
de proteina producidos como resultado de la transcripcion génica en ARNm y la traduccién posterior del ARNm, incluida
la reduccion de la expresion de proteinas a partir de un gen o un polinucleétido codificante que incluye inhibicion
postranscripcional de la expresién y supresion transcripcional. La inhibicién postranscripcional estda mediada por
homologia especifica entre todo o parte de un ARNm transcrito a partir de un gen dirigido a la supresion y la
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correspondiente molécula de iARN usada para la supresion. Adicionalmente, la inhibicién postranscripcional se refiere a
la reduccion sustancial y medible de la cantidad de ARNm disponible en la célula para la unién por ribosomas.

En modalidades, la molécula de ARNds puede ser escindida por la enzima, DICER, en moléculas cortas de siARN
(aproximadamente 20 nucleétidos de longitud). La molécula de siARN bicatenaria generada por la actividad de DICER
sobre la molécula de ARNds puede separarse en dos siARNs monocatenarios; la "cadena de pasajeros" y la "cadena
guia". La cadena de pasajeros puede degradarse y la cadena guia puede incorporarse a RISC. La inhibicion
postranscripcional se produce por hibridacion especifica de la cadena guia con un polinucledtido especificamente
complementario de una molécula de ARNm, y la subsecuente escision por la enzima Argonaute (componente catalitico
del complejo RISC).

Se describe el uso de cualquier forma de molécula de iARN. Los expertos en la técnica entenderan que las moléculas de
ARNds son tipicamente mas estables durante la preparacion y durante la etapa de proporcionar la molécula de iARN a
una célula que las moléculas de ARN monocatenario, y tipicamente también son mas estables en una célula. Por lo tanto,
mientras que las moléculas de siARN y miARN, por ejemplo, pueden ser igualmente efectivas, se puede elegir una
molécula de ARNds debido a su estabilidad.

En modalidades particulares, se proporciona una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido, cuyo
polinucleétido puede expresarse in vitro para producir una molécula de iARN que sea sustancialmente homdloga a una
molécula de acido nucleico codificada por un polinucleétido dentro del genoma de una plaga de insectos (por ejemplo,
coleodptero). En modalidades, la molécula de iARN transcrita in vitro es una molécula de ARNds estabilizada que
comprende una estructura de tallo-lazo. Después de que una plaga de insectos contacta a la molécula de iARN transcrita
in vitro, puede producirse inhibicidon postranscripcional de un gen objetivo en la plaga (por ejemplo, un gen esencial).

En algunas modalidades de la invencion, la expresion de una molécula de acido nucleico que comprende al menos 50
nucledtidos contiguos de un polinucledtido se usa en un método para la inhibicion postranscripcional de un gen objetivo
en una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero), en donde el polinucleétido se selecciona del grupo que consiste en:
la SEQ ID NO:84; el complemento de la SEQ ID NO:84, la SEQ ID NO:86; el complemento de la SEQ ID NO:86, la SEQ
ID NO:88; el complemento de la SEQ ID NO:88; la SEQ ID NO:90; el complemento de la SEQ ID NO:90; la SEQ ID NO:93;
el complemento de la SEQ ID NO:93; un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO:84; el
complemento de un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO:84; un fragmento de al menos 50
nucleotidos contiguos de la SEQ ID NO:86; el complemento de un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de la
SEQ ID NO:86; un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO:88; el complemento de un fragmento
de al menos 50 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO:88; un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de la SEQ
ID NO:90; el complemento de un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO:90; un fragmento de
al menos 50 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO:93; el complemento de un fragmento de al menos 50 nucleétidos
contiguos de la SEQ ID NO:93; un polinucledtido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ
ID NO:84; el complemento de un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ 1D
NO:84; un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:86; el complemento
de un polinucledtido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:86; un polinucledtido
codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:88; el complemento de un polinucleétido
codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:88; un polinucleétido codificante nativo de
un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:90; el complemento de un polinucleétido codificante nativo de un
organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:90; un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de un
polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:84; el complemento de un
fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de un polinucledtido codificante nativo de un organismo Meligethes que
comprende la SEQ ID NO:84; un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo
de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:86; el complemento de un fragmento de al menos 50
nucledtidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID
NO:86; un fragmento de al menos 50 nucledtidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo de un organismo
Meligethes que comprende la SEQ ID NO:88; el complemento de un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de
un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:88; un fragmento de al
menos 50 nucledtidos contiguos de un polinucledtido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la
SEQ ID NO:90; el complemento de un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de un polinucledtido codificante
nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:90; un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos
de un polinucleoétido codificante nativo de un organismo Meligethes que comprende la SEQ ID NO:93; el complemento de
un fragmento de al menos 50 nucleétidos contiguos de un polinucleétido codificante nativo de un organismo Meligethes
que comprende la SEQ ID NO:93. En ciertas modalidades, la expresion de una molécula de acido nucleico que es al
menos alrededor de 80 % idéntica (por ejemplo, 79 %, alrededor de 80 %, alrededor de 81 %, alrededor de 82 %, alrededor
de 83 %, alrededor de 84 %, alrededor de 85 %, alrededor de 86 %, alrededor de 87 %, alrededor de 88 %, alrededor de
89 %, alrededor de 90 %, alrededor de 91 %, alrededor de 92 %, alrededor de 93 %, alrededor de 94 %, alrededor de 95
%, alrededor de 96 %, alrededor de 97 %, alrededor de 98 %, alrededor de 99 %, alrededor de 100 % y 100 %) pueden
usarse con cualquiera de los anteriores. En estas y otras modalidades, se puede expresar una molécula de acido nucleico
que hibrida especificamente con una molécula de ARN presente en al menos una célula de una plaga de insectos (por
ejemplo, coledptero).
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Es una caracteristica importante de algunas modalidades en la presente descripcién que el sistema de inhibicion
postranscripcional de ARNi es capaz de tolerar variaciones de secuencia entre genes objetivo que podrian esperarse
debido a mutacion genética, polimorfismo de cepa o divergencia evolutiva. La molécula de acido nucleico introducida no
necesita ser absolutamente homdloga a un producto de transcripcion primario o a un ARNm completamente procesado
de un gen objetivo, siempre que la molécula de acido nucleico introducida sea especificamente hibridable a un producto
de transcripcion primario o a un ARNm completamente procesado del gen objetivo. Ademas, la molécula de acido nucleico
introducida puede no necesitar ser de longitud completa, con relacion a un producto de transcripcion primario o un ARNm
completamente procesado del gen objetivo.

La inhibicién de un gen objetivo mediante el uso de la tecnologia de iARN de la presente invencion es especifica de
secuencia; es decir, polinucledtidos sustancialmente homdlogos a la(s) molécula(s) de iARN estan dirigidos a la inhibicion
genética. En algunas modalidades, una molécula de ARN que comprende un polinucleétido con una secuencia de
nucledtidos que es idéntica a la de una porcién de un gen objetivo puede usarse para la inhibicion. En estas y otras
modalidades, puede usarse una molécula de ARN que comprende un polinucleétido con una o mas mutaciones de
insercion, delecion y/o puntuales con relacion a a un polinucleétido objetivo. En modalidades particulares, una molécula
de iARN y una porcién de un gen objetivo pueden compartir, por ejemplo, al menos de aproximadamente 80 %, al menos
de aproximadamente 81 %, al menos de aproximadamente 82 %, al menos de aproximadamente 83 %, al menos de
aproximadamente 84 %, al menos de aproximadamente 85 %, al menos de aproximadamente 86 %, al menos de
aproximadamente 87 %, al menos de aproximadamente 88 %, al menos de aproximadamente 89 %, al menos de
aproximadamente 90 %, al menos de aproximadamente 91 %, al menos de aproximadamente 92 %, al menos de
aproximadamente 93 %, al menos de aproximadamente 94 %, al menos de aproximadamente 95 %, al menos de
aproximadamente 96 %, al menos de aproximadamente 97 %, al menos de aproximadamente 98 %, al menos de
aproximadamente el 99 %, al menos de aproximadamente el 100 % y 100 % de identidad de secuencia. Alternativamente,
la region duplex de una molécula de ARNds puede ser especificamente hibridable con una porciéon de un transcrito del
gen objetivo. En moléculas especificamente hibridables, un polinucleétido de longitud inferior a la completa que exhibe
una mayor homologia compensa un polinucleétido mas largo y menos homadlogo. La longitud del polinucleétido de una
region duplex de una molécula de ARNds que es idéntica a una porcién de un transcrito del gen objetivo puede ser de al
menos alrededor de 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 o al menos alrededor de 1000 bases. En algunas modalidades, puede
usarse un polinucleétido de mas de 50-100 nucleétidos. En modalidades particulares, puede usarse un polinucleétido de
mas de alrededor de 200-300 nucleédtidos. En modalidades particulares, puede usarse un polinucleétido de mas de
alrededor de 500-1000 nucledtidos, en dependencia del tamafio del gen objetivo.

En ciertas modalidades, la expresion de un gen objetivo en una plaga de insectos (por ejemplo, una plaga de insectos
coleodpteros) puede inhibirse al menos en un 10 %; al menos 33 %; al menos 50 %; o al menos 80 % dentro de una célula
de la plaga, de manera que tenga lugar una inhibicion significativa. La inhibicién significativa se refiere a la inhibicion por
encima de un umbral que resulta en un fenotipo detectable (por ejemplo, cese del crecimiento, cese de la alimentacion,
cese del desarrollo, mortalidad inducida, etfc.), o una disminucion detectable en el ARN y/o el producto génico
correspondiente al gen objetivo que se inhibe. Aunque, en ciertas modalidades de la invencion, la inhibicion ocurre
sustancialmente en todas las células de la plaga, en otras modalidades la inhibicién ocurre solo en un subconjunto de
células que expresan el gen objetivo.

En algunas modalidades, la supresion transcripcional esta mediada por la presencia en una célula de una molécula de
ARNds que exhibe una identidad de secuencia sustancial con un ADN promotor o el complemento de este para efectuar
lo que es referido como una "supresion trans del promotor." La supresion génica puede ser efectiva contra genes objetivo
en una plaga de insectos que pueden ingerir o contactar tales moléculas de ARNds, por ejemplo, al ingerir o poner en
contacto con tal material vegetal que contiene las moléculas de ARNds. Las moléculas de ARNds para uso en la supresion
trans del promotor pueden disefiarse especificamente para inhibir o suprimir la expresiéon de uno o mas polinucleétidos
homologos o complementarios en las células de la plaga de insectos. La supresion génica postranscripcional por ARN
orientado al sentido o antisentido para regular la expresion génica en células vegetales se describe en las patentes de
Estados Unidos 5,107,065; 5,759,829; 5,283,184; and 5,231,020.

C. Expresion de moléculas de iARN proporcionadas a una plaga de insectos

La expresion de moléculas de iARN para la inhibicién génica mediada por ARNi en una plaga de insectos (por ejemplo,
coledptero) se puede llevar a cabo en cualquiera de muchos formatos in vitro o in vivo. Las moléculas de iARN se pueden
proporcionar a una plaga de insectos, por ejemplo, al poner en contacto las moléculas de iARN con la plaga, o al hacer
que la plaga ingiera o de cualquier otra manera internalice las moléculas de iARN. Algunas modalidades incluyen plantas
huésped transformadas de una plaga de coledpteros, células vegetales transformadas y progenie de plantas
transformadas. Las células vegetales transformadas y las plantas transformadas se pueden disefiar para expresar una o
mas de las moléculas de iARN, por ejemplo, bajo el control de un promotor heterélogo, para proporcionar un efecto
protector de plagas. Por lo tanto, cuando una planta transgénica o célula vegetal es consumida por una plaga de insectos
durante la alimentacion, la plaga puede ingerir moléculas de iARN expresadas en las células o plantas transgénicas. Los
polinucleétidos de la presente invenciéon también pueden introducirse en una amplia variedad de huéspedes de
microorganismos procariotas y eucariotas para producir moléculas de iARN. El término "microorganismo" incluye especies
procariotas y eucariotas, tales como bacterias y hongos.
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La modulacion de la expresion génica puede incluir la supresion parcial o completa de dicha expresion. En otra modalidad,
un método para la supresion de la expresion génica en una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero) comprende
proporcionar en el tejido del huésped de la plaga una cantidad supresora de genes de al menos una molécula de ARNds
formada después de la transcripcién de un polinucleétido como se describe en la presente descripcién, al menos un
segmento del cual es complementario a un ARNm dentro de las células de la plaga de insectos. Una molécula de hpARN,
ingerida por una plaga de insectos puede ser al menos de aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o alrededor de 100 % idéntico a una
molécula de ARN ftranscrita a partir de una molécula de ADN ncm, por ejemplo, que comprende un polinucleétido
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 84, 86, 88, 90, y 93. En particular, una molécula de hpARN,
ingerida por una plaga de insectos puede ser al menos de aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o alrededor de 100 % idéntico a una
molécula de ARN transcrita a partir de polinucleétido de acuerdo con la SEC ID NO: 84. En particular, una molécula de
hpARN, ingerida por una plaga de insectos puede ser al menos de aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85
%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o alrededor de 100 % idéntico
a una molécula de ARN transcrita a partir de polinucleétido de acuerdo con la SEQ ID NO:86. En particular, una molécula
de hpARN, ingerida por una plaga de insectos puede ser al menos de aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %,
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o alrededor de 100 %
idéntico a una molécula de ARN transcrita a partir de polinucleétido de acuerdo con la SEC ID NO: 88. En particular, la
molécula de hpARN, ingerida por una plaga de insectos puede ser al menos de aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %, 83
%, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o alrededor de
100 % idéntico a una molécula de ARN transcrita a partir de polinucleétido de acuerdo con la SEQ ID NO:90. En particular,
una molécula de hpARN, ingerida por una plaga de insectos puede ser al menos de aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %,
83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o alrededor
de 100 % idéntico a una molécula de ARN transcrita a partir de polinucleétido de acuerdo con la SEQ ID NO:93. Se
proporcionan, por lo tanto, las moléculas de acido nucleico aisladas y sustancialmente purificadas que incluyen, pero no
se limitan a, polinucleétidos de origen no natural y constructos de ADN recombinante para proporcionar moléculas de
ARNds, que suprimen o inhiben la expresiéon de un polinucleétido codificante endégeno o un polinucleétido codificante
objetivo en una plaga de insectos cuando se les presenta.

Las modalidades particulares proporcionan un sistema de suministro para el suministro de moléculas de iARN para la
inhibicion postranscripcional de uno o mas gene(s) objetivo en una plaga de insectos de plantas (por ejemplo, coledptero)
y control de una poblacion de plagas de plantas. En algunas modalidades, el sistema de suministro comprende la ingestion
de una célula vegetal transgénica huésped o el contenido de la célula huésped que comprende moléculas de ARN
transcritas en la célula huésped. En estas y otras modalidades, se crea una célula vegetal transgénica o una planta
transgénica que contiene un constructo de ADN recombinante que proporciona una molécula de ARNds estabilizada de
la invencion. Las células vegetales transgénicas y las plantas transgénicas que comprenden acidos nucleicos que
codifican una molécula de iARN particular pueden producirse mediante el empleo de tecnologias de ADN recombinante
(cuyas tecnologias basicas son bien conocidas en la técnica) para construir un vector de transformacion vegetal que
comprende un polinucledtido que codifica una molécula de iIARN de la invencién (una molécula de hpARN); para
transformar una célula vegetal o planta; y para generar la célula vegetal transgénica o la planta transgénica que contiene
la molécula de iARN transcrita.

Para impartir resistencia a plaga de insectos (por ejemplo, coledptero) a una planta transgénica, una molécula de ADN
recombinante puede, por ejemplo, transcribirse en una molécula de iARN, tal como una molécula de ARNds, una molécula
de siARN, una molécula de miARN, una molécula de shARN o una molécula de hpARN. En algunas modalidades, una
molécula de ARN transcrita a partir de una molécula de ADN recombinante puede formar una molécula de ARNds dentro
de los tejidos o fluidos de la planta recombinante. Dicha molécula de ARNds puede estar compuesta en parte de un
polinucledtido que es idéntico a un polinucleétido correspondiente transcrito a partir de un ADN dentro de una plaga de
insectos de un tipo que puede infestar la planta huésped. La expresion de un gen objetivo dentro de la plaga es suprimida
por la molécula de ARNdSs, y la supresion de la expresion del gen objetivo en la plaga resulta en que la planta transgénica
sea resistente a la plaga. Se ha demostrado que los efectos moduladores de las moléculas de ARNds son aplicables a
una variedad de genes expresados en plagas, que incluyen, por ejemplo, genes endégenos responsables del metabolismo
celular o la transformacion celular, incluidos genes de limpieza; factores de transcripcion; genes relacionados con la muda;
y otros genes que codifican polipéptidos involucrados en el metabolismo celular o en el crecimiento y desarrollo normal.

Para la transcripcion de un transgen in vivo o un constructo de expresién, una region reguladora (por ejemplo, promotor,
potenciador, silenciador y sefal de poliadenilacion) pueden usarse en algunas modalidades para transcribir la cadena de
ARN (o cadenas). Por lo tanto, en algunas modalidades, como se establece, mas arriba, un polinucleétido para usar en
la producciéon de moléculas de iARN puede estar operativamente unido a uno o mas elementos promotores funcionales
en una célula huésped de planta. El promotor puede ser un promotor endégeno, normalmente residente en el genoma
huésped. El polinucleétido de la presente invencion, bajo el control de un elemento promotor operativamente unido, puede
estar flanqueado ademas por elementos adicionales que afectan ventajosamente su transcripcion y/o la estabilidad del
transcripto resultante. Dichos elementos pueden ubicarse aguas arriba del promotor operativamente unido, aguas abajo
del extremo 3' del constructo de expresion, y pueden ocurrir aguas arriba del promotor y aguas abajo del extremo 3' del
constructo de expresion.

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811279 T3

Algunas modalidades proporcionan métodos para reducir el dafio a una planta huésped (por ejemplo, una planta de maiz
0 una planta de canola) causada por una plaga de insectos (por ejemplo, coledptero) que se alimenta de la planta, en
donde el método comprende proporcionar en la planta huésped una célula vegetal transformada que expresa al menos
una molécula de acido nucleico de la invencion, en donde la(s) molécula(s) de acido nucleico funciona(n) tras ser
absorbida(s) por la(s) plaga(s) para inhibir la expresién de un polinucleétido objetivo dentro de la(s) plaga(s), cuya
inhibicion de la expresion resulta en mortalidad y/o crecimiento reducido de la(s) plaga(s), lo que reduce de esta manera
el dafo a la planta huésped causado por la(s) plaga(s). En algunas modalidades, la(s) molécula(s) de acido nucleico
comprenden moléculas de ARNds. En estas y otras modalidades, la(s) molécula(s) de acido nucleico comprenden
moléculas de ARNds que comprenden cada una mas de un polinucleétido que es especificamente hibridable a una
molécula de acido nucleico expresada en una célula de plaga de coledpteros. En algunas modalidades, la(s) molécula(s)
de acido nucleico consiste(n) en un polinucledtido que es especificamente hibridable a una molécula de acido nucleico
expresada en una célula de plaga de insectos.

En algunas modalidades, se proporciona un método para aumentar el rendimiento de un cultivo de maiz, en donde el
método comprende introducir en una planta de maiz al menos una molécula de acido nucleico de la invencién; cultivar la
planta de maiz para permitir la expresién de una molécula de iIARN que comprende el acido nucleico, en donde la
expresion de una molécula de iIARN que comprende el acido nucleico inhibe el dafio y/o crecimiento de plagas de insectos
(por ejemplo, coledptero), lo que reduce o elimina de esta manera una pérdida del rendimiento debido a la infestacion de
plagas. En modalidades, la molécula de iARN es una molécula de ARNds. En estas y otras modalidades, la(s) molécula(s)
de acido nucleico comprende(n) moléculas de ARNds que comprenden cada una mas de un polinucledtido que es
especificamente hibridable a una molécula de acido nucleico expresada en una célula de plaga de insectos. En algunos
ejemplos, la(s) molécula(s) de acido nucleico comprende(n) un polinucleétido que es especificamente hibridable a una
molécula de acido nucleico expresada en una célula de plaga de coledpteros.

En algunas modalidades, se proporciona un método para modular la expresién de un gen objetivo en una plaga de insectos
(por ejemplo, coledptero), el método comprende: transformar una célula vegetal con un vector que comprende un
polinucleétido que codifica al menos una molécula de IARN de la invencién, en donde el polinucledtido esta unido
operativamente a un promotor y un elemento de terminacion de la transcripcion; cultivar la célula vegetal transformada en
condiciones suficientes para permitir el desarrollo de un cultivo celular vegetal que incluye una pluralidad de células
vegetales transformadas; seleccionar células vegetales transformadas que han integrado el polinucleétido en sus
genomas; tamizar las células vegetales transformadas para la expresion de una molécula de iARN codificada por el
polinucleétido integrado; seleccionar una célula vegetal transgénica que expresa la molécula de iARN; y alimentar con la
célula vegetal transgénica seleccionada a la plaga de insectos. Las plantas también pueden regenerarse a partir de células
vegetales transformadas que expresan una molécula de iARN codificada por la molécula de acido nucleico integrada. En
modalidades, la molécula de iARN es una molécula de ARNds. En estas y otras modalidades, la(s) molécula(s) de acido
nucleico comprende(n) moléculas de ARNds que comprenden cada una mas de un polinucleétido que es especificamente
hibridable a una molécula de acido nucleico expresada en una célula de plaga de insectos. En algunos ejemplos, la(s)
molécula(s) de acido nucleico comprende(n) un polinucledtido que es especificamente hibridable a una molécula de acido
nucleico expresada en una célula de plaga de coledpteros.

Las moléculas de iARN de la invencién pueden incorporarse dentro de las semillas de una especie de planta (por ejemplo,
maiz o canola), ya sea como un producto de expresion de un gen recombinante incorporado en un genoma de las células
vegetales, o incorporado en un recubrimiento o tratamiento semilla que se aplica a la semilla antes de plantar. Una célula
vegetal que comprende un gen recombinante se considera un evento transgénico. También se incluyen en modalidades
de la invencién los sistemas de suministro para el suministro de moléculas de iARN a plagas de insectos (por ejemplo,
coleodptero). Por ejemplo, las moléculas de iARN de la invencion pueden introducirse directamente dentro de las células
de una plaga(s). Los métodos para la introduccion pueden incluir la mezcla directa de iARN con tejido vegetal de un
huésped para la(s) plaga(s) del insecto, asi como también la aplicacion de composiciones que comprenden moléculas de
iARN de la invencion al tejido de la planta huésped. Por ejemplo, las moléculas de iARN se pueden rociar sobre la
superficie de una planta. Alternativamente, una molécula de iARN puede ser expresada por un microorganismo, y el
microorganismo puede aplicarse sobre la superficie de la planta, o introducirse en una raiz o tallo por medios fisicos tales
como una inyeccion. Como se discutid, mas arriba, una planta transgénica también puede ser modificada genéticamente
para expresar al menos una molécula de iARN en una cantidad suficiente para matar las plagas de insectos que se sabe
que infestan la planta. Las moléculas de iARN producidas por sintesis quimica o enzimatica también pueden formularse
de manera consistente con las practicas agricolas comunes, y usarse como productos en aerosol para controlar el dafio
a las plantas por una plaga de insectos. Las formulaciones pueden incluir los adhesivos y humectantes apropiados
requeridos para una cobertura foliar eficiente, asi como también protectores UV para proteger las moléculas de iARN (por
ejemplo, moléculas de ARNds) del dafio de los rayos UV. Dichos aditivos se usan comunmente en la industria de
bioinsecticidas, y se conocen bien por los expertos en la técnica. Dichas aplicaciones pueden combinarse con otras
aplicaciones de insecticidas en aerosol (de base biolégica o de cualquier otra manera) para mejorar la proteccion de las
plantas de las plagas.

Todas las referencias, que incluyen publicaciones, solicitudes de patentes y patentes, citadas en la presente descripcion
se incorporan por referencia en la medida en que no sean inconsistentes con los detalles explicitos de esta divulgacion y
se incorporan de la misma manera que si cada referencia se indicara individual y especificamente para ser incorporada
por referencia y se establezca en su totalidad en la presente descripcion. Las publicaciones discutidas en la presente
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descripcion se proporcionan Unicamente para su descripcion antes de la fecha de presentacion de la presente solicitud.
Nada en la presente descripcion debe interpretarse como una aceptacién de que los inventores no tienen derecho a
antedatar dicha descripcion en virtud de invencion previa.

Los ejemplos siguientes se proporcionan para ilustrar determinadas caracteristicas y/o aspectos particulares. Estos
ejemplos no deben considerarse que limitan la descripcion a las caracteristicas o aspectos particulares descritos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Materiales y Métodos
Preparacion de muestras y bioensayos.

Una serie de moléculas de ARNds (incluidas aquellas correspondientes a ncm reg1 (SEQ ID NO:3), ncm reg2 (SEQ ID
NO:4), ncm v1 (SEQ ID NO:5), y ncm v2 (SEQ ID NO:6) se sintetizaron y purificaron mediante el uso de un
MEGASCRIPT® RNAI Kit o HiScribe® T7 In Vitro Transcription Kit. Las moléculas de ARNds purificadas se prepararon
en tampodn TE, y todos los bioensayos contenian un tratamiento de control que consistia en este tampdn, que sirvio como
verificacion de antecedentes para la mortalidad o inhibicion del crecimiento del WCR (Diabrotica virgifera virgifera
LeConte). Las concentraciones de moléculas de ARNds en el tampon del bioensayo se midieron mediante el uso de un
espectrofotometro NANODROP ™ 8000 (THERMO SCIENTIFIC, Wilmington, DE).

Las muestras se analizaron para la actividad de los insectos en los bioensayos realizados con larvas de insectos neonatos
en una dieta de insectos artificial. Los huevos del WCR se obtuvieron a partir de CROP CHARACTERISTICS, INC.
(Farmington, MN).

Los bioensayos se realizaron en bandejas de plastico de 128 pozos especificamente disefiadas para bioensayos de
insectos (CD INTERNATIONAL, Pitman, NJ). Cada pocillo contenia aproximadamente 1,0 mL de una dieta artificial
disefiada para el crecimiento de insectos coledpteros. Una alicuota de 60 uL de muestra de ARNds fue suministrada por
pipeta sobre la superficie de la dieta de cada pocillo (40 uL/cm?) Las concentraciones de la muestra de ARNds se
calcularon como la cantidad de ARNds por centimetro cuadrado (ng/cm?) del area superficial (1,5 cm?) en el pozo. Las
bandejas tratadas se mantuvieron en una campana extractora hasta que el liquido en la superficie de la dieta se evapord
o fue absorbido dentro de la dieta.

A las pocas horas de eclosion, las larvas individuales se recogieron con un cepillo de pelo de camello humedecido y se
depositaron en la dieta tratada (una o dos larvas por pocillo). Los pozos infestados de las bandejas de plastico de 128
pozos se sellaron con laminas adhesivas de plastico transparente y se ventilaron para permitir el intercambio de gases.
Las bandejas del bioensayo se mantuvieron en condiciones ambientales controladas (28 °C, ~40 % de humedad relativa,
16:8 (luz: oscuridad) durante 9 dias, después de los cuales se registré el numero total de insectos expuestos a cada
muestra, el nimero de insectos muertos y el peso de los insectos sobrevivientes. El porcentaje de mortalidad promedio y
la inhibicién del crecimiento promedio se calcularon para cada tratamiento. La inhibicion del crecimiento (Gl, por sus siglas
en inglés) se calculé como sigue:

GI =[1 - (TWIT/TNIT)(TWIBC/TNIBC)],

donde TWIT es el peso total de insectos vivos en el tratamiento;

TNIT es el niumero total de insectos en el tratamiento;

TWIBC es el peso total de los insectos vivos en la verificacion de antecedentes (control de tampodn); y
TNIBC es el numero total de insectos en la verificacion de antecedentes (control de tampdn).

El analisis estadistico se realizé mediante el uso del software JMP™ (SAS, Cary, NC).
La CLso(concentracion letal) se define como la dosis a la que se mata el 50 % de los insectos de la prueba. El Glso(Gl, por
sus siglas en inglés) (inhibicion del crecimiento) se define como la dosis a la que el crecimiento medio (por ejemplo, peso

vivo) de los insectos de la prueba es el 50 % del valor medio visto en las muestras de verificacion de antecedentes.

Los bioensayos replicados demostraron que la ingestion de muestras particulares resultd en una sorprendente e
inesperada de la mortalidad e inhibicion del crecimiento de las larvas del gusano de la raiz del maiz.

Ejemplo 2: Identificacion de genes objetivo candidatos
Multiples etapas del desarrollo del WCR (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) se seleccionaron para el analisis de

transcriptoma agrupado para proporcionar secuencias de genes objetivo candidatas para el control mediante la tecnologia
de resistencia a insectos de plantas transgénicas de ARNi.

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811279 T3

En un ejemplo, el ARN total se aislé de aproximadamente 0,9 g de larvas del WCR completas del primer estadio; (4 a 5
dias después de la eclosion; mantenido a 16 °C) y purificado mediante el uso del siguiente método basado en fenol/TRI
REAGENT® (CENTRO DE INVESTIGACION MOLECULAR, Cincinnati, OH):

Las larvas se homogeneizaron a temperatura ambiente en un homogeneizador de 15 mL con 10 mL de TRI REAGENT®
hasta que se obtuvo una suspensién homogénea. Tras 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, el
homogeneizado se dispenso en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (1 mL por tubo), se afiadieron 200 pL de cloroformo
y la mezcla se agit6é vigorosamente durante 15 segundos. Después de dejar que la extraccion reposara a temperatura
ambiente durante 10 minutos, las fases se separaron por centrifugacion a 12 000 x g a 4 °C. La fase superior (que
comprende alrededor de 0,6 mL) se transfirié cuidadosamente a otro tubo estéril de 1,5 mL y se afiadié un volumen igual
de isopropanol a temperatura ambiente. Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos, la
mezcla se centrifugd 8 minutos a 12 000 x g (4 °C 0 25 °C).

El sobrenadante se retiré cuidadosamente y se desecho, y el sedimento de ARN se lavé dos veces mediante agitacion
vorticial con etanol al 75 %, con recuperacién por centrifugacion durante 5 minutos a 7500 x g (4 °C o0 25 °C) después de
cada lavado. El etanol se retiré cuidadosamente, el sedimento se dejo secar al aire durante 3 a 5 minutos, y luego se
disolvié en agua estéril libre de nucleasas. La concentracion de ARN se determiné mediante la medicién de la absorbancia
(A) a 260 nm y 280 nm. Una extraccion tipica de aproximadamente 0,9 g de larvas produjo mas de 1 mg de ARN total,
con una relacién de Azso/Azso de 1,9. EI ARN, por lo tanto, extraido se almacené a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

La calidad del ARN se determin al correr una alicuota a través de un gel de agarosa al 1 %. La solucién de gel de agarosa
se preparé mediante el uso de tampon TAE 10x en autoclave (EDTA con Tris-acetato; la concentracion 1x es Tris-acetato
0,04 M, EDTA 1 mM (sal sdédica de acido etilenediaminotetraacético sal sddica), pH 8,0) diluido con agua tratada con
DEPC (dietilpirocarbonato) en un contenedor autoclavado. Se usé TAE 1x como tampon de corrida. Antes de su uso, el
tanque de electroforesis y el peine formador de pozos se limpiaron con RNaseAway™ (INVITROGEN INC., Carlsbad,
CA). Se mezclaron dos pL de muestra de ARN con 8 L de tampén TE (Tris HCI 10 mM pH 7,0; EDTA 1 mM) y 10 pL de
tampon de muestra de ARN (NOVAGEN® Catalogo No 70606; EMD4 Bioscience, Gibbstown, NJ). La muestra se calenté
a 70 °C durante 3 minutos, se enfrié a temperatura ambiente y se cargaron por pocillo 5 pL (que contienen de 1 ug a 2 ug
de ARN). Los marcadores de peso molecular de ARN disponibles comercialmente se corrieron simultaneamente en
pocillos separados para la comparacion del tamafio molecular. El gel se corrié a 60 volts por 2 horas.

Un proveedor de servicios comerciales (EUROFINS MWG Operon, Huntsville, AL) preparé una biblioteca de ADNc
normalizada a partir del ARN total de las larvas, mediante el uso de cebadores aleatorios. La biblioteca de ADNc de larvas
normalizada fue secuenciada a escala de 1/2 placa por la quimica de la serie GS FLX 454 Titanium ™ en EUROFINS
MWG Operon, que resulté en mas de 600 000 lecturas con una longitud de lectura promedio de 348 pb. Se ensamblaron
350 000 lecturas en mas de 50 000 contigos. Tanto las lecturas sin ensamblar como los contigos se convirtieron en bases
de datos BLASTable mediante el uso del programa disponible publicamente, FORMATDB (disponible de NCBI).

Las bibliotecas de ARN total y ADNc normalizado se prepararon de manera similar a partir de materiales cosechados en
otras etapas de desarrollo del WCR. Se construyé una biblioteca de transcriptoma agrupada para el tamizaje del gen
objetivo mediante la combinacién de miembros de la biblioteca de ADNc que representan las diversas etapas de
desarrollo.

Los genes candidatos para el ARNi dirigido se seleccionaron mediante el uso de informacion respecto a los efectos letales
del ARNi de genes particulares en otros insectos tales como Drosophila y Tribolium. Se hipotetiza que estos genes son
esenciales para la supervivencia y el crecimiento de los insectos coledpteros. Los homodlogos de genes objetivo
seleccionados se identificaron en la base de datos de secuencia del transcriptoma como se describe mas abajo. Las
secuencias de longitud completa o parciales de los genes objetivo se amplificaron por PCR para preparar moldes para la
produccion de ARN bicatenario (ARNdSs).

Se corrieron busquedas de TBLASTN mediante el uso de secuencias codificantes de proteinas candidatas contra bases
de datos de BLASTable que contienen lecturas de secuencia no ensambladas de Diabrotica o los contigos ensamblados.
Se confirmaron aciertos significativos a una secuencia de Diabrotica (definida como mejor que e2° para homologias de
contigos y mejor que e'° para homologias de lecturas de secuencias sin ensamblar) mediante el uso de BLASTX contra
la base de datos no redundante NCBI. Los resultados de esta busqueda de BLASTX confirmaron que las secuencias
génicas candidatas homologas de Diabrotica identificadas en la busqueda TBLASTN de hecho comprendieron genes de
Diabrotica, o fueron el mejor acierto para la secuencia génica candidata no-Diabrotica presente en las secuencias
Diabrotica. En algunos casos, estaba claro que algunos de los contigos de Diabrotica o lecturas de secuencias sin
ensamblar seleccionadas por homologia a un gen candidato no-Diabrotica se solapaban, y que el ensamblaje de los
contigos no habia logrado unir estos solapamientos. En esos casos, se usdé Sequencher™ v4.9 (GENE CODES
CORPORATION, Ann Arbor, MI) para ensamblar las secuencias en céntigos mas largos.

Un gen objetivo candidato que codifica Diabrotica ncm (SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:77) se identifico como un gen que
puede provocar mortalidad de plaga de coledpteros, inhibicion del crecimiento o inhibiciéon del desarrollo en el WCR.
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Los transgenes de ARNds Ncm se pueden combinar con otras moléculas de ARNds para proporcionar direccionamiento
de ARNi redundantes y efectos de ARNi sinérgicos. Los eventos de maiz transgénico que expresan ARNds que se dirigen
a ncm son Utiles para prevenir el dafio de alimentacion de raiz por el gusano de la raiz del maiz. Los transgenes de ARNds
Ncm representan nuevos modos de accion para combinar con la tecnologia de proteinas insecticidas de Bacillus
thuringiensis en piramides génicas de gestion de resistencia a los insectos para mitigar el desarrollo de poblaciones del
gusano de la raiz resistentes a cualquiera de estas tecnologias de control del gusano de la raiz.

Los clones completos o parciales de secuencias de un gen candidato de Diabrotica, en la presente descripcion referido
como ncm, se usaron para generar amplicones de PCR para la sintesis de ARNdSs.

Ejemplo 3: Amplificacion de genes objetivo para producir ARNds

Los cebadores se disefiaron para amplificar porciones de regiones codificantes de cada gen objetivo por PCR. Véase
Tabla 1. Donde fue apropiado, se incorporé una secuencia promotora de fago T7 (TTAATACGACTCACTATAGGGAGA;
SEQ ID NO:7) en los extremos 5' de las cadenas sentido o antisentido amplificadas. Véase Tabla 1. EI ARN total se extrajo
del WCR mediante el uso de TRIzol® (Life Technologies, Grand Island, NY), donde las larvas y los adultos del WCR se
homogeneizaron a temperatura ambiente en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL con 1 mL de TRIzol® mediante el uso
de un mezclador de mortero de motor (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL) hasta que se obtuvo una suspension homogénea.
Tras 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, el homogeneizado se centrifugd para eliminar los restos celulares
y 1 mL del sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo. Se afiadieron 200 pL de cloroformo y la mezcla se agitd
vigorosamente durante 15 segundos. Después de dejar que la extraccion reposara a temperatura ambiente durante 2-3
minutos, las fases se separaron por centrifugacion a 12 000 x g a 4 °C. La fase superior (que comprende alrededor de 0,6
mL) se transfiri6 cuidadosamente a otro tubo estéril de 1,5 mL y se afadieron 500 uL de isopropanol a temperatura
ambiente. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 10 minutos, la mezcla se centrifugd 10 minutos a
12 000 x g a 4 °C. El sobrenadante se retir6 cuidadosamente y se desechd, y el sedimento de ARN se lavéd dos veces
mediante agitacion vorticial con etanol al 75 %, con recuperacion por centrifugacion durante 5 minutos a 7500 x g (4 °C o
25 °C) después de cada lavado. El etanol se retir6 cuidadosamente, el sedimento se dejo secar al aire durante 3 a 5
minutos, y luego se disolvié en agua estéril libre de nucleasas.

Luego se uso el ARN total para hacer la primera cadena de ADNc con SuperScriptlli® First-Strand Synthesis System y
las instrucciones de cebado de los fabricantes de Oligo dT (Life Technologies, Grand Island, NY). Esta primera cadena
de ADNc se us6 como molde para reacciones de PCR mediante el uso de cebadores opuestos posicionados para
amplificar toda o parte de la secuencia del gen objetivo nativo. El ARNds también se amplificd a partir de un clon de ADN
que comprende la region codificante para una proteina fluorescente amarilla (YFP) (SEQ ID NO:8; Shagin y otros (2004)
Mol. Biol. Evol. 21(5):841-50).

Tabla 1. Cebadores y pares de cebadores usados para amplificar porciones de regiones codificantes del gen objetivo
ilustrativo ncm y el gen de control negativo YFP.

ID del gen ID del cebador Secuencia

TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCTGCGTA

Dvv_ncm-1-411
AACGTTTGTAAAAG (SEQID NO:9)

Par 1 ncmreg 1
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGATGCGGCT
Dvv_ncm-1-411_Rev
CCCGAAGAATCTG (SEQID NO:10)
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTAGCATC
Dvv_ncm-2-407_For
- - TAGTCTGTGAGTGG (SEQIDNO:11)
Par 2 ncm reg2

TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCTTAGTA

Dwv_nem-2-407_ReV | 5 A GAAATCTTAGGCAG (SEQ ID NO:12)
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ID del gen ID del cebador Secuencia
5 o TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTAATGTAA
vv_nem-tvi_For CCATGAACGGATTTC (SEQ ID NO:13)
Par 3 ncm v
5 i R TTAATACGACTCACTATAGGGAGACAGTCATCA
VW Nem-IVI_ReV | A ACCAAGAGAAAG (SEQ ID NO:14)
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCTGCGTA
Dw_nem-1v2_For | » pCGTTTGTAAAAG (SEQ ID NO:15)
Par 4 ncm v2
5 o R TTAATACGACTCACTATAGGGAGAATTGGCATC
W RemAVE RV ATCGCCAGAGAATTATTG (SEQ ID NO:16)
R TTAATACGACTCACTATAGGGAGACACCATGGG
- CTCCAGCGGCGCCC (SEQ ID NO:27)
Par 5 YFP
PR TT TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGATCTTGA
AGGCGCTCTTCAGG (SEQ ID NO:30)

Ejemplo 4: Constructos de ARNi
Preparacion de moldes por PCR y sintesis de ARNdSs.

Una estrategia usada para proporcionar moldes especificos para la produccion de ARNds de ncm y YFP se muestra en
la figura 1. Los ADNs moldes destinados para usar en la sintesis de ARNds de ncm se prepararon por PCR mediante el
uso de los pares de cebadores en la tabla 1 y (como molde de PCR) primera cadena de ADNc preparada a partir de ARN
total aislado de huevos WCR, larvas de primer estadio o adultos. Para cada region del gen objetivo seleccionado ncm y
YFP, las amplificaciones por PCR introdujeron una secuencia promotora de T7 en los extremos 5' de las cadenas sentido
y antisentido amplificadas (el segmento YFP se amplificé a partir de un clon de ADN de la region codificante YFP). Los
dos fragmentos amplificados por PCR para cada region de los genes objetivo se mezclaron en cantidades
aproximadamente iguales, y la mezcla se usé como molde de transcripcion para la produccion de ARNds. Véase figura 1.
Las secuencias de los moldes de ARNds amplificados con los pares de cebadores particulares fueron: SEQ ID NO:3 (ncm
reg1), SEQ ID NO:4 (ncm reg2), SEQ ID NO:5 (ncm v1), SEQ ID NO:6 (ncm v2) and YFP (SEQ ID NO:8). El ARN
bicatenario para el bioensayo de insectos se sintetiz6 y purificd mediante el uso de un AMBION® MEGASCRIPT® RNAI
Kit al seguir las instrucciones del fabricante (INVITROGEN) o HiScribe® T7 In Vitro Transcription Kit al seguir las
instrucciones del fabricante (New England Biolabs, Ipswich, MA). Las concentraciones de ARNdss se midieron mediante
el uso de un espectrofotometro NANODROP™ 8000 (THERMO SCIENTIFIC, Wilmington, DE).

Construccion de vectores de transformacion vegetal.

Los vectores de entrada que albergan un constructo de gen objetivo para la formacién de horquilla que comprenden
segmentos de ncm (SEQ ID NO:1 y/o SEQ ID NO:77) se ensamblan mediante el uso de una combinacion de fragmentos
quimicamente sintetizados (DNA2.0, Menlo Park, CA) y métodos estandar de clonacion molecular. La formacion de
horquilla intramolecular mediante transcriptos primarios de ARN se facilita mediante la disposicion (dentro de una sola
unidad de transcripcion) de dos copias de un segmento del gen objetivo en orientacidon opuesta entre si, los dos segmentos
estan separados por una secuencia de enlace (por ejemplo, SEQ ID NO:19). Por lo tanto, el transcripto de ARNm primario
contiene las dos secuencias de segmentos génicos ncm como grandes repeticiones invertidas entre si, separadas por la
secuencia de enlace. Una copia de un promotor (por ejemplo ubiquitina 1 de maiz, patente de Estados Unidos No.
5,510,474; 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV); promotor del virus baciliforme de la cafia de azucar (ScBV);
promotores a partir de genes de la actina de arroz; promotores de ubiquitina; pEMU; MAS; promotor de histona H3 de
maiz; promotor de ALS; promotor del gen de faseolina; cab; rubisco; LAT52; Zm13; y/o apg) se usa para impulsar la
produccion del transcripto de horquilla de ARNm primario, y un fragmento que comprende una region 3' no traducida, por
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ejemplo, pero no se limita a, un gen de peroxidasa 5 de maiz (ZmPer5 3'UTR v2; patente de Estados Unidos No.
6,699,984), AtUbi10, AtEfl, o StPinll se usa para terminar la transcripcion del gen que expresa el ARN de horquilla.

Los vectores de entrada pDAB126948 y pDAB126954 comprenden un constructo de v2-RNA ncm (SEQ ID NO:17) que
comprende un segmento de ncm (SEQ ID NO:1).

Los vectores de entrada descritos anteriormente se usan en reacciones de recombinacion GATEWAY® estandar con un
vector de destino binario tipico para producir vectores de transformacion de la expresion de ARN en horquilla de ncm para
transformaciones de embriones de maiz mediadas por Agrobacterium.

El vector de destino binario comprende un gen de tolerancia a herbicidas (ariloxialcanoato dioxigenasa; AAD-1 v3) (patente
de Estados Unidos 7,838,733, y Wright y otros (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 107:20240-5) bajo la regulacién de un
promotor operable en la planta (por ejemplo, promotor del virus baciliforme de la cafia de azucar (ScBV) (Schenk y otros
(1999) Plant Mol. Biol. 39:1221-30) o ZmUbi1 (patente de Estados Unidos 5,510,474)). Un 5'UTR y un intrén se colocan
entre el extremo 3' del segmento promotor y el codén de inicio de la region codificante AAD-1. Un fragmento que
comprende una region 3' no traducida de un gen de lipasa de maiz (ZmLip 3'UTR; patente de Estados Unidos 7,179,902)
se usa para finalizar la transcripcion del ARNm AAD-1.

Un vector binario de control negativo que comprende un gen que expresa una proteina YFP, se construye por medio de
reacciones de recombinacion GATEWAY® estandar con un vector de destino binario tipico y un vector de entrada. El
vector de destino binario comprende un gen de tolerancia a herbicidas (ariloxialcanoato dioxigenasa; AAD-1 v3) (como
anteriormente) bajo la regulacién de la expresion de un promotor de ubiquitina 1 de maiz (como anteriormente) y un
fragmento que comprende una region 3' no traducida a partir de un gen de lipasa de maiz (ZmLip 3'UTR; como
anteriormente). El vector de entrada comprende una region codificante YFP (SEQ ID NO:20) bajo el control de expresion
de un promotor de ubiquitina 1 de maiz (como anteriormente) y un fragmento que comprende una regién 3' no traducida
a partir de un gen de peroxidasa 5 de maiz (como anteriormente).

Ejemplo 5: Deteccion de genes objetivo candidatos

El ARNds sintético disefiado para inhibir las secuencias de genes objetivo identificadas en el ejemplo 2 causé mortalidad
e inhibicion del crecimiento cuando se administré a WCR en ensayos basados en la dieta. Se observé que Ncmreg1, ncm
reg2, ncm v1'y ncm v2 exhibian una eficacia mucho mayor en este ensayo sobre otros ARNdss tamizados.

Los bioensayos replicados demostraron que la ingestion de preparaciones de ARNds derivadas de ncm reg1, ncm reg2,
ncm v1'y ncm cada v2 resulté en la mortalidad y/o inhibicion del crecimiento de las larvas del gusano de la raiz del maiz
occidental. La tabla 2 y la tabla 3 muestran los resultados de los bioensayos de alimentacion basados en la dieta de larvas
del WCR después de 9 dias de exposicion a estos ARNdSss, asi como también los resultados obtenidos con una muestra
de control negativo de ARNds preparada a partir de una region codificante de la proteina fluorescente amarilla (YFP) (SEQ
ID NO:8).

Tabla 2. Resultados de los ensayos de alimentacion de la dieta ARNds ncm obtenidos con larvas del gusano de la raiz
del maiz occidental después de 9 dias de alimentacion. El analisis ANOVA encontré diferencias significativas en la media
del % de mortalidad y la media del % de inhibicion del crecimiento (Gl). Las medias se separaron mediante el uso de la
prueba de Tukey-Kramer.

Nombre del Gen Dosis (ng/cm?) N Media (% de mortalidad) * Media (Gl) £ EEM
EEM*
ncm reg1 500 7 86,50 £ 4,35 (A) 0,77 £ 0,06 (A)
ncm reg2 500 8 76,14 £ 3,99 (A) 0,75+ 0,06 (A)
ncm v1 500 8 85,20 £ 3,51 (A) 0,96 £ 0,01 (A)
ncm v2 500 4 87,10 £ 3,40 (A) 0,95+ 0,03 (A)
TE** 0 10 19,29 + 4,36 (B) -0,01 £ 0,08 (B)
Agua 0 10 12,88 + 3,20 (B) 0,05+ 0,08 (B)
YFP*** 500 11 18,29 + 1,98 (B) 0,14 £ 0,08 (B)
*EEM =error estandar de la media. Las letras entre paréntesis designan niveles estadisticos. Los niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (P <0,05).
**TE = tampon Tris HCI (1 mM) mas EDTA (0,1 mM), pH 7,2.
***YFP = proteina fluorescente amarilla
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Tabla 3. Resumen de la potencia oral de ARNds de ncm en larvas del WCR (ng/cm?).

Nombre del Gen LCso Intervalo Glso Intervalo
ncm reg1 7,04 4,87 -9,96 4,20 1,61-10,89
ncm reg2 17,32 | 11,46-2599 | 8,20 2,21-30,41

ncm v1 2,39 2,05-2,73 17,00 | 7,60 - 38,00
ncmv2 2,52 2,21-2,85 18,19 | 12,82-25,82

Se ha sugerido previamente que ciertos genes de Diabrotica spp. pueden ser explotados para el control de insectos
mediado por ARNi. Véase publicacion de patente de Estados Unidos No. 2007/0124836, que describe 906 secuencias, y
patente de Estados Unidos No. 7,612,194, que describe 9112 secuencias. Sin embargo, se determind que muchos genes
sugeridos para tener utilidad para el control de insectos mediado por ARNi no son eficaces para controlar Diabrotica.
También se determiné que las secuencias ncmreg1, ncmreg2, ncmv1y ncm v2 cada una proporciona un control superior
sorprendente e inesperado de Diabrotica, en comparacion con otros genes sugeridos para tener utilidad para el control
de insectos mediado por ARNi.

Por ejemplo, anexina, beta espectrina 2 y mtRP-L4 cada uno fue sugerido en la patente de Estados Unidos No. 7,612,194
ser eficaz en el control de insectos mediado por ARNi. La SEQ ID NO:21 es la secuencia de ADN de anexina region 1
(Reg 1) y la SEQ ID NO:22 es la secuencia de ADN de anexina region 2 (Reg 2). La SEQ ID NO:23 es la secuencia de
ADN de beta espectrina 2 regién 1 (Reg 1) y la SEQ ID NO:24 es la secuencia de ADN de beta espectrina 2 region 2
(Reg2). La SEQ ID NO:25 es la secuencia de ADN de mtRP-L4 region 1 (Reg 1) y la SEQ ID NO:26 es la secuencia de
ADN de mtRP-L4 regién 2 (Reg 2). También se us6 una secuencia YFP (SEQ ID NO:8) para producir ARNds como un
control negativo.

Cada una de las secuencias mencionadas anteriormente se usé para producir ARNds por los métodos del ejemplo 3. La
estrategia usada para proporcionar moldes especificos para la produccion de ARNds se muestra en la figura 2. Los ADNs
moldes destinados para usar en la sintesis de ARNds se prepararon por PCR mediante el uso de los pares de cebadores
en la tabla 4 y (como molde de PCR) la primera cadena de ADNc se preparé a partir de ARN total aislado de larvas de
primer estadio del WCR. (YFP se amplifico a partir de un clon de ADN). Para cada region del gen objetivo seleccionado,
se realizaron dos amplificaciones por PCR separadas. La primera amplificacion por PCR introdujo una secuencia
promotora de T7 en el extremo 5' de las cadenas sentido amplificadas. La segunda reaccién incorporé la secuencia
promotora de T7 en los extremos 5' de las cadenas antisentido. Los dos fragmentos amplificados por PCR para cada
region de los genes objetivo se mezclaron en cantidades aproximadamente iguales, y la mezcla se usé como molde de
transcripcion para la produccion de ARNds. Véase figura 2. EI ARN bicatenario se sintetizé y purificd mediante el uso de
un AMBION® MEGASCRIPT® RNAI Kit al seguir las instrucciones del fabricante (INVITROGEN). Las concentraciones
de ARNdss se midieron mediante el uso de un espectrofotometro NANODROP™ 8000 (THERMO SCIENTIFIC,
Wilmington, DE) y cada uno de los ARNdss se prob6é mediante los mismos métodos de bioensayo basados en la dieta
descritos anteriormente. La Tabla 4 enumera las secuencias de los cebadores usados para producir las moléculas de
ARNds de anexina Reg1, anexina Reg2, beta espectrina 2 Reg1, beta espectrina 2 Reg2, mtRP-L4 Reg1 y mtRP-L4
Reg2. Las secuencias del cebador YFP para usar en el método representado en la figura 2 también se enumeran en la
tabla 4. La Tabla 5 presenta los resultados de los bioensayos de alimentacion basados en la dieta de larvas del WCR
después de 9 dias de exposicion a estas moléculas de ARNds. Los bioensayos replicados demostraron que la ingestion
de estos ARNdss no produjo mortalidad ni inhibicion del crecimiento de las larvas del gusano de la raiz del maiz occidental
por encima de lo observado con las muestras de control de tampén TE, agua o proteina YFP.

Tabla 4. Cebadores y pares de cebadores usados para amplificar porciones de regiones codificantes de genes.

Gen (Region) ID del cebador Secuencia
TTAATACGACTCACTATAGGGAGACACCATG
YFP YFP-F_T7
Par 5 GGCTCCAGCGGCGCCC (SEQ ID NO:27)
YFP YFP-R AGATCTTGAAGGCGCTCTTCAGG (SEQ ID NO:28)
YFP YFP-F CACCATGGGCTCCAGCGGCGCCC (SEQ ID NO:29)
Par 6 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGATCTT
YFP YFP-R_T7
GAAGGCGCTCTTCAGG (SEQ ID NO:30)
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Gen (Region) ID del cebador Secuencia
na (Req 1 Jp— TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCTCCAA
par7 | 2nexna(Reg) nn-F1_ CAGTGGTTCCTTATC (SEQ ID NO:31)
anexina (Reg 1) Ann-R1 CTAATAATTCTTTTTTAATGTTCCTGAGG (SEQ ID NO:32)
anexina (Reg 1) Ann-F1 GCTCCAACAGTGGTTCCTTATC (SEQ ID NO:33)
Par 8 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTAATAA
anexina (Reg 1) Ann-R1_T7 TTCTTTTTTAATGTTCCTGAGG (SEQID
NO:34)
na (Req 2 ANE2 T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTGTTAC
parg | 21exina(Reg2) nn-F2_ AAGCTGGAGAACTTCTC (SEQ ID NO:35)
anexina (Reg 2) Ann-R2 CTTAACCAACAACGGCTAATAAGG (SEQ ID NO:36)
anexina (Reg 2) Ann-F2 TTGTTACAAGCTGGAGAACTTCTC (SEQ ID NO:37)
Par 10 4 (Req 2 JR— TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTTAACC
anexina (Reg 2) nn- AACAACGGCTAATAAGG (SEQ ID NO:38)
bot 2 (Red 1 Betaspa.F1 T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGATGTT
par 11 | CoSPectz(Reg 1) | Betasp2-F1_ GGCTGCATCTAGAGAA (SEQ ID NO:39)
beta-spect2 (Reg 1) Betasp2-R1 GTCCATTCGTCCATCCACTGCA (SEQ ID NO:40)
Par 12 | beta-spect2 (Reg 1) Betasp2-F1 AGATGTTGGCTGCATCTAGAGAA (SEQ ID NO:41)
beta-spect2 (Reg 1) | Betasp2-R1_T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCATT
CGTCCATCCACTGCA (SEQIDNO:42)
beta-spect? (Reg 2) Betasp2-F2_T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAGATG
Par 13 AACACCAGCGAGAAA (SEQ IDNO:43)
beta-spect2 (Reg 2) Betasp2-R2 CTGGGCAGCTTCTTGTTTCCTC (SEQ ID NO:44)
beta-spect2 (Reg 2) Betasp2-F2 GCAGATGAACACCAGCGAGAAA (SEQ ID NO:45)
Par 14 bet 2(Reg2) | Betasp2-R2. T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTGGGCA
eta-spec e etasp2-
P g pee GCTTCTTGTTTCCTC (SEQ ID NO:46)
mtRP-L4 (Reg 1) L4-F1 T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGTGAAA
Par 15 TGTTAGCAAATATAACATCC (SEQID NO:47)
mtRP-L4 (Reg 1) L4-R1 ACCTCTCACTTCAAATCTTGACTTTG (SEQ ID NO:48)
mtRP-L4 (Reg 1) L4-F1 AGTGAAATGTTAGCAAATATAACATCC (SEQ ID NO:49)
Par 16
mtRP-L4 (Reg 1) L4-R1_T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGAACCTCTC
ACTTCAAATCTTGACTTTG (SEQ ID NO:50)
mtRP-L4 (Reg 2) L4-F2_T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAAGTC
Par 17 AAGATTTGAAGTGAGAGGT (SEQ ID NO:51)
mitRP-L4 (Reg 2) L4-R2 CTACAAATAAAACAAGAAGGACCCC (SEQ ID NO:52)
mitRP-L4 (Reg 2) L4-F2 CAAAGTCAAGATTTGAAGTGAGAGGT (SEQ ID NO:53)
Par 18
mtRP-L4 (Reg 2) L4-R2 T7 TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTACAAA

TAAAACAAGAAGGACCCC (SEQID NO:54)
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Tabla 5. Resultados de los ensayos de alimentacion de la dieta obtenidos con larvas del gusano de la raiz del maiz
occidental después de 9 dias.

Nombre del Dosis Peso larvario medio Media del % de Media de la inhibicion del
Gen (ng/cm?) vivo (mg) mortalidad crecimiento
anexina-Reg 1 1000 0,545 0 -0,262
anexina-Reg 2 1000 0,565 0 -0,301
beta spectrin2 1000 0,340 12 -0,014
Reg 1
beta spectrin2 1000 0,465 18 -0,367
Reg 2
mtRP-L4 Reg 1 1000 0,305 4 -0,168
mtRP-L4 Reg 2 1000 0,305 7 -0,180
Tampon TE* 0 0,430 13 0,000
Agua 0 0,535 12 0,000
YFP** 1000 0,480 9 -0,386

*TE = tampon Tris HCI (10 mM) mas EDTA (1 mM), pH 8.

**YFP = proteina fluorescente amarilla

Ejemplo 6: produccion de tejidos de maiz transgénico que comprenden ARNdSss insecticidas

Transformacion mediada por Agrobacterium. Las células, tejidos y plantas de maiz transgénicos que producen una o mas
moléculas de ARNds insecticidas (por ejemplo, al menos una molécula de ARNds que incluye una molécula de ARNds
dirigida a un gen que comprende ncm; SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:77) a través de la expresion de un gen quimérico
integrado de forma estable dentro del genoma de la planta se producen seguidos de la transformacion mediada por
Agrobacterium. Los métodos de transformacion de maiz que emplean vectores de transformacion binarios o superbinarios
se conocen en la técnica, como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos No. 8,304,604, que se incorpora
en la presente descripcion como referencia en su totalidad. Los tejidos transformados se seleccionan por su capacidad
de crecer en medio que contiene Haloxifop y se tamizan para la produccion de ARNdSs, segun corresponda. Las porciones
de tales cultivos de tejidos transformados pueden presentarse a larvas recién nacidas del gusano de la raiz del maiz para
bioensayo, esencialmente como se describe en el ejemplo 1.

Iniciacion del cultivo de Agrobacterium. Las reservas de glicerol de células de la cepa DAt13192 de Agrobacterium (WO
2012/016222A2) que albergan un vector de transformacioén binario como se describié anteriormente (ejemplo 4) se rayan
en placas de medio minimo AB (Watson y otros (1975) J. Bacteriol. 123: 255-64) que contienen antibidticos apropiados y
se cultivan a 20 °C durante 3 dias. Luego los cultivos se rayan en placas YEP (g/L: extracto de levadura, 10; peptona, 10;
NaCl, 5) que contienen los mismos antibitticos y se incuban a 20 °C durante 1 dia.

Cultivo de Agrobacterium. El dia del experimento, se prepara una solucion de reserva de medio de inoculacion y
acetosiringona en un volumen apropiado para el nimero de constructos en el experimento y se pipetea en un matraz
estéril desechable de 250 mL. El medio de inoculacion ((Frame y otros (2011) Genetic Transformation Using Maize
Immature Zygotic Embryos. IN Plant Embryo Culture Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. T. A. Thorpe
and E. C. Yeung, (Eds), Springer Science and Business Media, LLC. pp 327-341) contenia: 2,2 g/L de sales de MS;
Vitaminas de MS Modificadas por ISU 1X (Frame y otros, Ibid.) 68,4 g/L de sacarosa; 36 g/L de glucosa; 115 mg/L de L-
prolina; y 100 mg/L de mioinositol; a pH 5,4). Se afiade acetosiringona al matraz que contiene medio de inoculacién a una
concentracion final de 200 uM a partir de una solucién de reserva de 1 M en dimetilsulféxido al 100 % y la solucién se
mezcla completamente.

Para cada constructo, 1 o 2 asas de inoculacion llenas de Agrobacterium a partir de la placa YEP se suspenden en 15 mL
de medio de inoculacién/solucion de reserva de acetosiringona en un tubo de centrifuga desechable estéril de 50 mL y la
densidad optica de la solucién a 550 nm (DOsso) se mide en un espectrofotémetro. Luego la suspension se diluye a DOsso
de 0,3 a 0,4 mediante el uso de una mezcla adicional de medio de inoculacion/acetosiringona. Luego el tubo de la
suspension de Agrobacterium se coloca horizontalmente en un conjunto de agitador de plataforma establecido a alrededor
de 75 rpm a temperatura ambiente y se agita durante 1 a 4 horas mientras se realiza la diseccion de embriones.

Esterilizacion de mazorca y aislamiento embrionario. Los embriones inmaduros de maiz se obtienen a partir de la linea
endogamica B104 de plantas de Zea mays (Hallauer y otros (1997) Crop Science 37: 1405-1406) cultivadas en
invernadero y auto-o sibpolinizadas para producir mazorcas. Las mazorcas se cosechan aproximadamente de 10 a 12
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dias después de la polinizacion. En el dia experimental, las mazorcas descascaradas se esterilizan superficialmente por
inmersién en una solucién al 20 % de blanqueador comercial (Blanqueador Germicida ULTRA CLOROX®, hipoclorito
sadico al 6,15 %; con dos gotas de TWEEN 20) y se agitan durante 20 a 30 minutos, seguido de tres enjuagues en agua
desionizada estéril en una campana de flujo laminar. Los embriones cigéticos inmaduros (de 1,8 a 2,2 mm de largo) se
diseccionan asépticamente a partir de cada mazorca y se distribuyen aleatoriamente en tubos de microcentrifuga que
contienen 2,0 mL de una suspension apropiada de células de Agrobacterium en medio de inoculacion liquido con
acetosiringona 200 uM, en la que se habian afiadido 2 pL de surfactante BREAK-THRU® S233 al 10 % (EVONIK
INDUSTRIES; Essen, Alemania). Para un conjunto dado de experimentos, se usan embriones a partir de mazorcas
agrupadas para cada transformacion.

Cocultivo de Agrobacterium. Después del aislamiento, los embriones se colocan en una plataforma basculante durante 5
minutos. El contenido del tubo se vierte sobre una placa de medio de cocultivo, que contiene 4,33 g/L de sales de MS;
Vitaminas de MS Modificadas por ISU 1X; 30 g/L de sacarosa; 700 mg/L de L-prolina; 3,3 mg/L de dicamba en KOH (acido
3,6-dicloro-o-anisico o acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico); 100 mg/L de mioinositol; 100 mg/L de hidrolizado enzimatico
de caseina; 15 mg/L de AgNOs; acetosiringona 200 yM en DMSO; y 3 g/L de GELZAN™, a pH 5,8. El liquido de la
suspension de Agrobacterium se elimina con una pipeta de transferencia estéril y desechable. Luego los embriones se
orientan con el escutelo hacia arriba mediante el uso de unas pinzas estériles con la ayuda de un microscopio. La placa
se cierra, se sella con cinta médica 3AM™ MICROPORE™ y se coloca en una incubadora a 25 °C con luz continua a
aproximadamente 60 umol m2s' de radiacion fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés).

Seleccion de callos y regeneracion de eventos transgénicos. Después del periodo de cocultivo, los embriones se
transfieren al Medio de Reposo, que esta compuesto por 4,33 g/L de sales de MS; Vitaminas de MS Modificadas por ISU
1X; 30 g/L de sacarosa; 700 mg/L de L-prolina; 3,3 mg/L de dicamba en KOH; 100 mg/L de mioinositol; 100 mg/L de
hidrolizado enzimatico de caseina; 15 mg/L de AgNOs; 0,5 g/L de MES (monohidrato de acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico; PHYTOTECHNOLOGIES LABR.; Lenexa, KS); 250 mg/L de carbenicilina; y 2,3 g/L de
GELZAN™:; a pH 5,8. No se mueven mas de 36 embriones a cada placa. Las placas se colocan en una caja de plastico
transparente y se incuban a 27 °C con luz continua a aproximadamente 50 umol m2s™' de PAR de 7 a 10 dias. Luego los
embriones callosos se transfieren (<18/placa) al Medio de Seleccion |, que estd compuesto por Medio de Reposo
(anteriormente) con acido R-Haloxifop 100 nM (0,0362 mg/L; para la seleccion de callos que albergan el gen AAD-1). Las
placas se devuelven a cajas transparentes y se incuban a 27 °C con luz continua a aproximadamente 50 umol m2s™' de
PAR por 7 dias. Luego, los embriones callosos se transfieren (<12/placa) al Medio de Seleccion Il, que esta compuesto
por Medio de reposo (anteriormente) con acido R-Haloxifop 500 nM (0,181 mg/L). Las placas se devuelven a cajas
transparentes y se incuban a 27 °C con luz continua a aproximadamente 50 umol m=2s-' de PAR por 14 dias. Esta etapa
de seleccion permite que el callo transgénico prolifere y se diferencie ain mas.

Los callos embriogénicos proliferantes se transfieren (<9/placa) al medio de pre-regeneracion. El Medio de Pre-
regeneracion contiene 4,33 g/L de sales de MS; Vitaminas de MS Modificadas por ISU 1X; 45 g/L de sacarosa; 350 mg/L
de L-prolina; 100 mg/L de mioinositol; 50 mg/L de hidrolizado enzimatico de caseina; 1,0 mg/L de AgNOs; 0,25 g/L de
MES; 0,5 mg/L de acido naftaleneacético en NaOH; 2,5 mg/L de acido abscisico en etanol; 1 mg/L de 6-bencilaminopurina;
250 mg/L de carbenicilina; 2,5 g/L de GELZAN™; y 0,181 mg/L de acido Haloxifop; a pH 5,8. Las placas se almacenan
en cajas transparentes y se incuban a 27 °C con luz continua a aproximadamente 50 umol ms' de PAR por 7 dias. Los
callos en regeneracion se transfieren (<6/placa) al medio de regeneracion en PHYTATRAYS™ (SIGMA-ALDRICH) y se
incuban a 28 °C con 16 horas de luz/8 horas de oscuridad por dia (a aproximadamente 160 umol m2s-' de PAR) durante
14 dias o hasta que se desarrollen brotes y raices. El medio de regeneracion contiene 4,33 g/L de sales de MS; Vitaminas
de MS Modificadas por ISU 1X; 60 g/L de sacarosa; 100 mg/L de mioinositol; 125 mg/L de carbenicilina; 3 g/L de goma
GELLAN™:; y 0,181 mg/L de acido R-Haloxifop; a pH 5,8. Luego se aislan pequefios brotes con raices primarias y se
transfieren al Medio de Elongacion sin seleccion. El Medio de Elongacion contiene 4,33 g/L de sales de MS; Vitaminas de
MS Modificadas por ISU 1X; 30 g/L de sacarosa; y 3,5 g/L de GELRITE™: a pH 5,8.

Los brotes de plantas transformadas seleccionados por su capacidad de crecer en medio que contiene Haloxyfop se
trasplantan de PHYTATRAYS™ a macetas pequefias rellenadas con medio de crecimiento (PROMIX BX; PREMIER
TECH HORTICULTURE), cubiertas con copas o HUMI-DOMES (ARCO PLASTICS), y luego se endurecen en una camara
de crecimiento CONVIRON (27 °C dia/24 °C noche, fotoperiodo de 16 horas, 50-70 % de HR, 200 umol m=2s-! de PAR).
En algunos casos, las plantulas transgénicas putativas se analizan para el niumero relativo de copias del transgen
mediante ensayos de PCR en tiempo real cuantitativos mediante el uso de cebadores disefiados para detectar el gen de
tolerancia a herbicidas AAD1 integrado dentro del genoma del maiz. Ademas, los ensayos de ADN qPCR se usan para
detectar la presencia de la secuencia de enlace y/o secuencia objetivo en transformantes putativos. Las plantulas
transformadas seleccionadas se trasladan a un invernadero para un mayor crecimiento y pruebas.

Transferencia y establecimiento de plantas To en el invernadero para bioensayo y produccion de semillas. Cuando las
plantas alcanzan la etapa V3-V4, se trasplantan a la mezcla de suelo IE CUSTOM BLEND (PROFILE/METRO MIX 160)
y crecen en el invernadero hasta el florecimiento (Tipo de exposicion a la luz: foto o asimilacion; Limite alto de luz: 1200
de PAR; 16 horas de duracion del dia; 27 °C dia/24 °C noche).

Las plantas que se usaran para los bioensayos de insectos se trasplantan a partir de macetas pequefias a TINUS™ 350-
4 ROOTRAINERS® (SPENCER-LEMAIRE INDUSTRIES, Acheson, Alberta, Canada;) (una planta por evento por
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ROOTRAINER®). Aproximadamente cuatro dias después del trasplante a ROOTRAINERS®), las plantas se infestan para
el bioensayo.

Plantas de la generacién T1 se obtienen al polinizar las sedas de plantas transgénicas Ty con polen recolectado a partir
de plantas de la linea endogamica B104 no transgénica u otros donantes de polen apropiados, y plantar las semillas
resultantes. Se realizan cruces reciprocos cuando es posible.

Ejemplo 7: Analisis moleculares de tejidos de maiz transgénico

Los analisis moleculares (por ejemplo, ARN gPCR) de los tejidos de maiz se realizan en muestras de hojas recolectadas
de plantas cultivadas en invernadero el dia anterior o el mismo dia en que se evalla el dafio a la alimentacién de la raiz.

Los resultados de los ensayos de ARN gqPCR para el gen objetivo se usan para validar la expresion del transgen. Los
resultados del ensayo de ARN gPCR para la secuencia intermedia entre las secuencias repetidas (que es integral a la
formacién de moléculas de horquilla de ARNds) en los ARNs expresados también se pueden usar para validar la presencia
de transcriptos en horquilla. Los niveles de expresion de ARN transgénico se miden con relacion a los niveles de ARN de
un gen de maiz enddgeno.

Los analisis de ADN gPCR para detectar una porcion de la region codificante AAD1 en el ADN gendmico se usan para
estimar el numero de copias de insercion transgénica. Las muestras para estos analisis se recogen a partir de plantas
cultivadas en camaras ambientales. Los resultados se comparan con los resultados de los ensayos de ADN gPCR
disefiados para detectar una porciéon de un gen nativo de una sola copia, y los eventos simples (que tienen una o dos
copias de los transgenes) se avanzan para estudios adicionales en el invernadero. Los resultados se comparan con los
resultados de los ensayos de ADN gPCR disefiados para detectar una porcion de un gen nativo de una sola copia, y los
eventos simples (una o dos copias de los transgenes) se avanzan para estudios adicionales.

Adicionalmente, los ensayos de qPCR disefiados para detectar una porcion del gen de resistencia a espectinomicina
(SpecR; albergado en los plasmidos del vector binario fuera del ADN-T) se usan para determinar si las plantas
transgénicas contenian secuencias de cadena principal de plasmidos integrados extrafios.

Nivel de expresion de transcripcion de ARN: gPCR objetivo. Los eventos de células callosas o plantas transgénicas se
analizan mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) de la secuencia objetivo para determinar el nivel de expresion
relativo del transgen, en comparacion con el nivel de transcripto de un gen interno de maiz (SEQ ID NO:55; GENBANK
No. de acceso BT069734), que codifica una proteina similar a TIP41 (es decir, un homdlogo de maiz de No. de acceso
de GENBANK AT4G34270; que tiene una puntuacion de tBLASTX del 74 % de identidad). El ARN se aisla mediante el
uso de Norgen BioTek Total RNA Isolation Kit (Norgen, Thorold, ON). El ARN total se somete a un tratamiento con DNasa1
en columna de acuerdo con el protocolo sugerido por el estuche. Luego se cuantifica el ARN en un espectrofotémetro
NANODROP 8000 (THERMO SCIENTIFIC) y la concentracion se normaliza a 50 ng/uL. La primera cadena de ADNc se
prepara mediante el uso de un estuche de sintesis de ADNc de alta capacidad (INVITROGEN) en un volumen de reaccion
de 10 pL con 5 uL de ARN desnaturalizado, sustancialmente de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante.
El protocolo se modifica ligeramente para incluir la adicién de 10 pyL de oligonucleétido T20VN (IDT) 100 uM (SEQ ID
NO:56; TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN, donde Ves A, Co G,y Nes A, C, G o T/U) dentro del tubo de 1 mL de mezcla de
reserva del cebador aleatorio, para preparar una reserva de trabajo de cebadores aleatorios combinados y oligo dT.

Después de la sintesis de ADNCc, las muestras se diluyen 1:3 con agua libre de nucleasas y se almacenan a -20 °C hasta
su analisis.

Ensayos de PCR en tiempo real separados para el gen objetivo y el transcripto similar a TIP41 se realizan en un
LIGHTCYCLER™ 480 (ROCHE DIAGNOSTICS, Indianapolis, IN) en volimenes de reaccion de 10 uL. Para el ensayo del
gen objetivo, las reacciones se corren con cebadores HpNcmlv2 FWD Set 1 (SEQ ID NO:57) y HpNCM1v2 REV Set1
(SEQ ID NO:58), y una sonda IDT Custom Oligo HpNcm1v2 PRB Set1, marcada con FAM y doble enfriamiento con los
extintores negros Zen y lowa. Para el ensayo del gen de referencia similar a TIP41, se usan los cebadores TIPmxF (SEQ
ID NO:59) y TIPmxR (SEQ ID NO:60), y la sonda HXTIP (SEQ ID NO:61) marcada con HEX (hexaclorofluoresceina).

Todos los ensayos incluyen controles negativos de no molde (solo mezcla). Para las curvas estandar, también se incluye
un blanco (agua en el pozo fuente) en la placa fuente para verificar la contaminacion cruzada de la muestra. Las
secuencias de cebadores y sondas se establecen en la tabla 7. Las recetas de los componentes de reaccion para la
deteccion de los diversos transcriptos se describen en la tabla 8, y las condiciones de las reacciones de PCR se resumen
en la tabla 9. El resto fluorescente FAM (6-carboxi fluoresceina amidita) se excita a 465 nm y la fluorescencia se mide a
510 nm; los valores correspondientes para el resto fluorescente HEX (hexaclorofluoresceina) son 533 nm y 580 nm.
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Tabla 7. Secuencias de oligonucledtidos para analisis moleculares de niveles de transcriptos en maiz transgénico.

Objetivo | Oligonucledtido Secuencia

Ncm HpNcm1v2 FWD Set1 TGCTGCTTGTGCTTGTATTATTG (SEQ ID NO:57)

Ncm HpNCM1v2 REV Set1 GGCATCATCGCCAGAGAATTA (SEQ ID NO:58)
/56—

Ncm HpNcm1v2 PRB Set1 (Sonda FAM) | FAM/ACTTGCACA/ZEN/GCAAACCTCTACCTCT/3
IABkKFQ/

TIP41 TIPmxF TGAGGGTAATGCCAACTGGTT (SEQ ID NO:59)

TIP41 TIPmxR GCAATGTAACCGAGTGTCTCTCAA (SEQ ID NO:60)

TIP41 HXTIP (Sonda HEX) TTTTTGGCTTAGAGTTGATGGTGTACTGATGA (SEQ ID NO:61)

*Proteina similar a TIP41.

Tabla 8. Recetas de reaccion de PCR para la deteccion de transcriptos.

ncm Gen similar a TIP
Componente Concentracion Final
Tampoén Roche 1X 1X
HpNcm1v2 FWD Set1 0,4 uM 0
HpNcm1v2 REV Set1 0,4 uM 0
HpNcm1v2 PRB Set1 (FAM) 0,2 uM 0
HEXtipZM F 0 0,4 uM
HEXtipZM R 0 0,4 uM
HEXtipZMP (HEX) 0 0,2 uM
ADNCc (2,0 pL) NA NA
Agua Hasta 10 pL Hasta 10 yL

Tabla 9. Condiciones del termociclador para ARN gPCR.

Deteccion de gen objetivo y gen similar a TIP41
Proceso Temp. Tiempo No. ciclos
Activacion objetivo 95 °C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95 °C 10 seg
Extension 60 °C 40 seg 40
Adquirir FAM o HEX 72 °C 1 seg
Frio 40 °C 10 seg 1

Los datos se analizan mediante el uso del software LIGHTCYCLER™ v1.5 por cuantificacion relativa mediante el uso de
un segundo algoritmo derivado maximo para el calculo de los valores de Cq de acuerdo con las recomendaciones del
proveedor. Para los analisis de expresion, los valores de expresion se calculan mediante el uso del método AACt (es
decir, 2-(Cq Objetivo - Cq Ref)), que se basa en la comparacion de las diferencias de los valores de Cq entre dos objetivos,
con el valor base de 2 seleccionado bajo el supuesto de que, para reacciones de PCR optimizadas, el producto se duplica

en cada ciclo.

Tamarfo e integridad del transcripto en horquilla: Ensayo de Northern Blot. En algunos casos, se obtiene una

caracterizacion molecular adicional de las plantas transgénicas mediante el uso del analisis de Northern Blot (transferencia
de ARN) para determinar el tamafio molecular del ARN en horquilla ncm en plantas transgénicas que expresan un ARNds
en horquilla ncm.
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Todos los materiales y equipos se tratan con RNASFZAP™ (AMBION/INVITROGEN) antes de su uso. Las muestras de
tejido (100 mg a 500 mg) se recogen en tubos SAFELOCK EPPENDORF de 2 mL, se rompen con un pulverizador de
tejidos KLFCKO™ (GARCIA MANUFACTURING, Visalia, CA) con tres cuentas de tungsteno en 1 mL de TRIZOL
(INVITROGEN) durante 5 minutos, luego se incuban a temperatura ambiente (TA) durante 10 minutos. Opcionalmente,
las muestras se centrifugan durante 10 minutos a 4 °C a 11 000 rpm y el sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo
SAFELOCK EPPENDORF de 2 mL. Después se afaden 200 pL de cloroformo al homogenado, el tubo se mezcla por
inversion durante 2 a 5 minutos, se incuba a TA durante 10 minutos y se centrifuga a 12 000 x g durante 15 minutos a 4
°C. La fase superior se transfiere a un tubo EPPENDOREF estéril de 1,5 mL, se afiaden 600 uL de isopropanol al 100 %,
seguido de incubacion a TA durante 10 minutos a 2 horas, luego se centrifuga a 12 000 x g durante 10 minutos a 4 a 25
°C. El sobrenadante se desecha y el sedimento de ARN se lava dos veces con 1 mL de etanol al 70 %, con centrifugacién
a 7500 x g durante 10 minutos a 4 a 25 °C entre lavados. El etanol se desecha y el sedimento se seca brevemente al aire
durante 3 a 5 minutos antes de resuspender en 50 yL de agua libre de nucleasas.

El ARN total se cuantifica mediante el uso del NANODROP 8000® (THERMO-FISHER) y las muestras se normalizan a 5
pg/10 yL. Luego se afiaden 10 pL de glioxal (AMBION/INVITROGEN) a cada muestra. Se dispensan de 5 a 14 ng de la
mezcla de marcadores estandar de ARN DIG (ROCHE APPLIED SCIENCE, Indianapolis, IN) y se afiaden a un volumen
igual de glioxal. Las muestras y los ARN marcadores se desnaturalizan a 50 °C durante 45 minutos y se almacenan en
hielo hasta que se cargan en un gel de agarosa SEAKEM GOLD (LONZA, Allendale, NJ) al 1,25 % en tampon de corrida
glioxal NORTHERNMAX 10 X (AMBION/INVITROGEN). Los ARNs se separan por electroforesis a 65 voltios/30 mA
durante 2 horas y 15 minutos.

Después de la electroforesis, el gel se enjuaga en SSC 2X durante 5 minutos y se forma una imagen en una estacion GEL
DOC (BIORAD, Hercules, CA), luego el ARN se transfiere pasivamente a una membrana de nylon (MILLIPORE) durante
la noche a TA, mediante el uso de SSC 10X como tampon de transferencia (SSC 20X consiste en cloruro de sodio 3 My
citrato trisédico 300 mM, pH 7,0). Después de la transferencia, la membrana se enjuaga en SSC 2X durante 5 minutos, el
ARN se reticula con UV a la membrana (AGILENT/STRATAGENE), y la membrana se deja secar a temperatura ambiente
durante hasta 2 dias.

La membrana se prehibrida en tampén ULTRAHYB™ (AMBION/INVITROGEN) durante 1 a 2 horas. La sonda consiste
en un producto amplificado por PCR que contiene la secuencia de interés, (por ejemplo, la porcion de secuencia
antisentido de la SEQ ID NO:17, segun corresponda) marcada con digoxigenina por medio de un procedimiento ROCHE
APPLIED SCIENCE DIG. La hibridacion en el tampdn recomendado es durante la noche a una temperatura de 60 °C en
tubos de hibridacién. Después de la hibridacién, la transferencia se somete a lavados DIG, se envuelve, se expone a
pelicula durante 1 a 30 minutos, luego se desarrolla la pelicula, todo por métodos recomendados por el proveedor del
estuche DIG.

Determinacién del numero de copias del transgen. Las piezas de hojas de maiz aproximadamente equivalentes a 2
perforaciones se recolectan en placas de recoleccion de 96 pocillos (QIAGEN™). La interrupcion del tejido se realiza con
un pulverizador de tejido KLECKO™ (GARCIA MANUFACTURING, Visalia, CA) en el tampodn de lisis API BIOSPRINT96™
(suministrado con un BIOSPRINT96™ PLANT KIT; QIAGEN™) con una perla de acero inoxidable. Después de la
maceracion de tejidos, el ADN gendémico (ADNg) se aisla en formato de alto rendimiento mediante el uso de un
BIOSPRINT96™ PLANT KIT y un robot de extraccion BIOSPRINT96™. EI ADN genémico se diluye 1:3 ADN: agua antes
de ajustar la reacciéon qPCR.

Analisis de gPCR. La deteccién de transgenes mediante un ensayo de sonda de hidrdlisis se realiza por PCR en tiempo
real mediante el uso de un sistema LIGHTCYCLER®480. Los oligonucleétidos a usar en los ensayos de sonda de hidrolisis
para detectar el gen objetivo (por ejemplo, ncm), la secuencia de enlace (por ejemplo, SEQ ID NO:19), y/o para detectar
una porcion del gen SpecR (es decir el gen de resistencia a la espectinomicina portado en los plasmidos del vector binario;
SEQ ID NO:73; los oligonucleétidos SPC1 en la tabla 10), estan disefiados mediante el uso de LIGHTCYCLER® PROBE
DESIGN SOFTWARE 2.0. Ademas, los oligonucleétidos a usar en los ensayos de sonda de hidrdlisis para detectar un
segmento del gen de tolerancia a herbicidas AAD-1 (SEQ ID NO:67; los oligonucleétidos GAAD1 en la Tabla 10) estan
disefiados mediante el uso del software PRIMER EXPRESS (BIOSYSTEMS APLICADOQ). La tabla 10 muestra las
secuencias de los cebadores y las sondas. Los ensayos se multiplexan con reactivos para un gen cromosomico endégeno
del maiz (Invertasa (SEQ ID NO:64; GENBANK No. de acceso: U16123; referido en la presente descripcion como IVR1),
que sirve como una secuencia de referencia interna para garantizar que el ADNg esté presente en cada ensayo. Para la
amplificacion, se prepard la mezcla mLIGHTCYCLER®480 PROBES MASTER (ROCHE APPLIED SCIENCE) a una
concentracion final 1X en un volumen de reaccion multiplex de 10 yL que contiene 0,4 uM de cada cebador y 0,2 uM de
cada sonda (tabla 11). Se realiza una reaccion de amplificacién de dos etapas como se describe en la tabla 12. La
activacion y emision de fluoréforos para las sondas marcadas con FAM y HEX son como se describié anteriormente; los
conjugados CY5 se excitan al maximo a 650 nm y fluorescen al maximo a 670 nm.

Las puntuaciones de Cp (el punto en el que la sefial de fluorescencia cruza el umbral de fondo) se determinan a partir de
los datos de PCR en tiempo real mediante el uso del algoritmo de puntos de ajuste (LIGHTCYCLER® SOFTWARE version
1.5) y el moédulo Relative Quant (basado en el método AACt). Los datos se manejan como se describié previamente
(anteriormente; ARN gPCR).
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Tabla 10. Secuencias de cebadores y sondas (con conjugado fluorescente) para las determinaciones del niumero de

copias de genes y la deteccion del esqueleto del plasmido del vector binario.

Nombre Secuencia

GAAD1-F TGTTCGGTTCCCTCTACCAA (SEQ ID NO:65)
GAAD1-R CAACATCCATCACCTTGACTGA (SEQ ID NO:66)
GAAD1-P (FAM) CACAGAACCGTCGCTTCAGCAACA (SEQ ID NO:67)
IVR1-F TGGCGGACGACGACTTGT (SEQ ID NO:68)

IVR1-R AAAGTTTGGAGGCTGCCGT (SEQ ID NO:69)
IVR1-P (HEX) CGAGCAGACCGCCGTGTACTTCTACC (SEQ ID NO:70)
SPC1A CTTAGCTGGATAACGCCAC (SEQ ID NO:71)
SPC1S GACCGTAAGGCTTGATGAA (SEQ ID NO:72)
TQSPEC (CY5%) CGAGATTCTCCGCGCTGTAGA (SEQ ID NO:73)
Lazo F GGAACGAGCTGCTTGCGTAT (SEQ ID NO:74)

Lazo R CACGGTGCAGCTGATTGATG (SEQ ID NO:75)
Lazo_FAM TCCCTTCCGTAGTCAGAG (SEQ ID NO:76)

CY5 = Cianina-5

Tabla 11. Componentes de reaccion para el analisis del nimero de copias de genes y deteccion de esqueleto de

plasmidos.

Componente Amt. (uL) Reserva Concentracion Final
tampodn 2x 5,0 2X 1X
Cebador directo apropiado 0,4 10 uM 0,4
Cebador inverso apropiado 0,4 10 uM 0,4
Sonda apropiada 0,4 5uM 0,2
Cebador directo IVR1 0,4 10 uM 0,4
Cebador inverso IVR1 0,4 10 uM 0,4
Sonda IVR1 0,4 5uM 0,2
H20 0,6 NA* NA
ADNg 2,0 ND** ND
Total 10,0
*NA = no aplicable
**ND = No determinado

Tabla 12. Condiciones de termociclador para ADN gPCR.
Analisis de numeros de copias genémicas
Proceso Temp. Tiempo No. ciclos
Activacion objetivo 95 °C | 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95 °C 10 seg
Extender y adquirir FAM, HEX o CY5 | 60 °C 40 seg 40
Frio 40 °C 10 seg 1

53




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811279 T3

Ejemplo 8: Bioensayo de maiz transgénico

Bioensayos de insectos. La bioactividad del ARNds de la presente invencion producida en células vegetales se demuestra
mediante métodos de bioensayos. Véase, por ejemplo, Baum y otros (2007) Nat. Biotechnol. 25(11): 1322-1326. Se puede
demostrar la eficacia, por ejemplo, mediante alimentacion de diversos tejidos vegetales o piezas de tejidos derivados a
partir de una planta que producen un ARNds insecticida para apuntar a los insectos en un entorno de alimentacion
controlado. Alternativamente, los extractos se preparan a partir de diversos tejidos vegetales derivados de una planta que
produce el ARNds insecticida, y los acidos nucleicos extraidos se dispensan en la parte superior de las dietas artificiales
para bioensayos como se describié anteriormente en la presente descripcion. Los resultados de tales ensayos de
alimentacién se comparan con bioensayos realizados de manera similar que emplean tejidos control apropiados a partir
de plantas huésped que no producen un ARNds insecticida, o con otras muestras de control. El crecimiento y la
supervivencia de los insectos objetivo en la dieta de prueba se reduce en comparacién con la del grupo de control.

Bioensayos de insectos con eventos de maiz transgénico. Se seleccionan dos larvas del gusano de la raiz del maiz
occidental (de 1 a 3 dias de edad) eclosionadas a partir de huevos lavados y se colocan en cada pocillo de la bandeja de
bioensayo. Luego los pozos se cubren con una tapa con lengiieta "PULL N' PEEL " (BIO-CV-16, BIO-SERV) y se colocan
en una incubadora a 28 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 18 h/6 h. Nueve dias después de la infestacion inicial, se
evalla la mortalidad de las larvas, que se calcula como el porcentaje de insectos muertos del nimero total de insectos en
cada tratamiento. Se observa mortalidad significativa. Las muestras de insectos se congelan a -20 °C durante dos dias,
luego se agrupan y pesan las larvas de insectos de cada tratamiento. El por ciento de inhibicion del crecimiento se calcula
como el peso promedio de los tratamientos experimentales dividido por el promedio del peso promedio de los tratamientos
de dos pocillos control. Los datos se expresan como por ciento de inhibicion del crecimiento (de los controles negativos).
Los pesos medios que exceden el peso medio control se normalizan a cero. Se observa una inhibicion del crecimiento
significativa.

Bioensayos de insectos en el invernadero. Los huevos del gusano de la raiz del maiz occidental (WCR, Diabrotica virgifera
LeConte) se reciben en el suelo a partir de CROP CHARACTERISTICS (Farmington, MN). Los huevos del WCR se
incuban a 28 °C durante 10 a 11 dias. Los huevos se lavan del suelo, se colocan en una solucion de agar al 0,15 %, y la
concentracion se ajusta a aproximadamente 75 a 100 huevos por alicuota de 0,25 mL. Se instala una placa de eclosion
en una placa de Petri con una alicuota de suspension de huevo para monitorear las tasas de eclosion.

El suelo alrededor de las plantas de maiz que crecen en ROOTRANERS® se infestan de 150 a 200 huevos del WCR. Se
permite que los insectos se alimenten durante 2 semanas, después de lo cual se otorga una "Calificacion de Raiz" a cada
planta. Una escala de lesién de nodo se utiliza para calificar, esencialmente de acuerdo con Oleson y otros (2005) J.
Econ. Entomol. 98:1-8. Las plantas que pasan este bioensayo, que muestran lesiones reducidas, se trasplantan a macetas
de 5 galones para la produccion de semillas. Los trasplantes se tratan con insecticida para evitar dafios mayores de
gusano de la raiz y la liberacién de insectos en los invernaderos. Las plantas son polinizadas a mano para la produccion
de semillas. Las semillas producidas por estas plantas se guardan para su evaluacion en las generaciones de plantas T4
y subsecuentes.

Las plantas de control negativo transgénico se generan por transformacion con vectores que albergan genes disefiados
para producir una proteina fluorescente amarilla (YFP). Las plantas de control negativo no transformadas se cultivan a
partir de semillas de variedades de maiz parental a partir de los cuales se producen las plantas transgénicas. Los
bioensayos se realizan con controles negativos incluidos en cada conjunto de materiales vegetales.

Ejemplo 9: Zea mays transgénico que comprende secuencias de plagas de coledpteros

10-20 plantas de zeamays transgénico TO se generan como se describe en el ejemplo 6. Otras 10-20 lineas independientes
zeamays 11 que expresan ARNds en horquilla para un constructo de ARNi se obtienen para el desafio del gusano de la raiz
del maiz. Los ARNds en horquilla son como se establece en la SEQ ID NO:17, o de cualquier otra manera que comprende
ademas la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:77. Los ARNdss en horquilla adicionales se derivan, por ejemplo, a partir de
secuencias de plagas de coledpteros tales como, por ejemplo, Cafl-180 (solicitud de publicacion de patente de los Estados
Unidos No. 2012/0174258), VatpaseC (solicitud de publicacion de patente de los Estados Unidos No. 2012/0174259),
Rho1 (solicitud de publicacion de patente de los Estados Unidos No. 2012/0174260), VatpaseH (solicitud de publicacion
de patente de los Estados Unidos No. 2012/0198586), PPI-87B (solicitud de publicacién de patente de los Estados Unidos
No. 2013/0091600), RPA70 (solicitud de publicacion de patente de los Estados Unidos No. 2013/0091601), RPS6
(solicitud de publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2013/0097730), ROP (solicitud de patente de los Estados
Unidos No. 14/577,811), RNAPII140 (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 14/577,854), Dre4 (solicitud de
patente de los Estados Unidos No. 14/705,807), COPI alfa (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 62/063,199),
COPI beta (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 62/063,203), COPI gamma (solicitud de patente de los Estados
Unidos No. 62/063,192) o COPI Delta (solicitud de patente de los Estados Unidos No. 62/063,216). Estos se confirman a
través de RT-PCR u otros métodos de analisis molecular.

Las preparaciones de ARN totales seleccionadas independiente de las lineas T4 se usan opcionalmente para RT-PCR

con cebadores disefiados para unirse en el conector del casete de expresion en horquilla en cada uno de los constructos
de ARNiI. Ademas, los cebadores especificos para cada gen objetivo en un constructo de ARNi se usan opcionalmente
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para amplificar y confirmar la produccion del ARNm preprocesado requerido para la produccion de siARN in planta. La
amplificacion de las bandas deseadas para cada gen objetivo confirma la expresion del ARN en horquilla en cada planta
de Zea mays transgénica. El procesamiento de la horquilla de ARNds de los genes objetivo en siARN opcionalmente se
confirma subsecuentemente en lineas transgénicas independientes mediante el uso de hibridaciones de transferencia de
ARN.

Ademas, las moléculas de ARNi que tienen secuencias de discordancia con mas del 80 % de identidad de secuencia con
los genes objetivo afectan a los gusanos de la raiz del maiz de una manera similar a la observada con las moléculas de
ARNi que tienen una identidad de secuencia del 100 % con los genes objetivo. El emparejamiento de la secuencia de
discordancia con las secuencias nativas para formar un ARNds en horquilla en el mismo constructo de ARNi suministra
siARNs procesados por la planta capaces de afectar el crecimiento, desarrollo y viabilidad de alimentacion de plagas de
coledpteros.

In planta el suministro de ARNds, siARN o miARN correspondiente a genes objetivo y la subsecuente absorcion por plagas
de coleodpteros a través de la alimentacion resulta en una regulacion negativa de los genes objetivo en la plaga de
coleodpteros a través del silenciamiento génico mediado por ARN. Cuando la funcion de un gen objetivo es importante en
una o mas etapas de desarrollo, se afecta el crecimiento y/o desarrollo de la plaga de coledpteros, y en el caso de al
menos uno del WCR, NCR, SCR, MCR, D. balteata LeConte D. u. tenella, D. speciosa Germar D. u. undecimpunctata
Mannerheim y Meligethes aeneus Fabricius, conduce a la falta de infestacion, alimentacion y/o desarrollo exitoso, o
conduce a la muerte de la plaga de coledpteros. La eleccion de genes objetivo y la aplicacion exitosa de ARNi se usan
luego para controlar las plagas de coledpteros.

Comparacion fenotipica de lineas de ARNi transgénicas y no transformadas de Zea mays. Los genes o secuencias de
plagas de coledpteros objetivo seleccionados para crear ARNds en horquilla no tienen similitud con ninguna secuencia
génica de plantas conocida. Por lo tanto, no se espera que la produccion o la activacién de ARNi (sistémica) mediante
constructos dirigidas a estos genes o secuencias de plagas de coledpteros tengan algun efecto nocivo en las plantas
transgénicas. Sin embargo, el desarrollo y las caracteristicas morfoldgicas de las lineas transgénicas se comparan con
las plantas no transformadas, asi como también aquellas de las lineas transgénicas transformadas con un vector "vacio"
que no tiene un gen que exprese la horquilla. Se comparan las caracteristicas de la raiz de la planta, el brote, el follaje y
la reproduccion. Se registran las caracteristicas del brote de la planta, tales como la altura, el nimero y el tamafio de las
hojas, el tiempo de florecimiento, el tamafio floral y la apariencia. En general, no hay diferencias morfolégicas observables
entre lineas transgénicas y aquellas sin expresion de moléculas de iARN objetivos cuando se cultivan in vitro y en tierra
en el invernadero.

Ejemplo 10: Zea mays transgénico que comprende una secuencia de plaga de coledpteros y constructos de ARNi
adicionales

Una planta de Zea mays transgénico que comprende una secuencia codificante heteréloga en su genoma que se
transcribe en una molécula de iIARN que se dirige a un organismo distinto de una plaga de coledpteros se transforma
secundariamente a través de Agrobacterium o metodologias WHISKERS™ (véase Petolino y Arnold (2009) Methods Mol.
Biol. 526:59-67) para producir una o mas moléculas de ARNds insecticidas (por ejemplo, al menos una molécula de
ARNds que incluye una molécula de ARNds dirigida a un gen que comprende SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77). Los
vectores plasmidicos de transformacion vegetal preparados esencialmente como se describe en el ejemplo 4 se
suministran a través de Agrobacterium o métodos de transformacion mediados por WHISKERS™ en células de maiz en
suspension o embriones de maiz inmaduros obtenidos a partir de una planta de Zea mays transgénico Hi Il o B104 que
comprende una secuencia codificante heteréloga en su genoma que se transcribe en una molécula de iARN que se dirige
a un organismo distinto de una plaga de coleopteros.

Ejemplo 11: Zea mays transgénico que comprende un constructo de ARNi y secuencias control de plaga de coledpteros
adicionales

Una planta de Zea mays transgénico que comprende una secuencia codificante heteréloga en su genoma que se
transcribe en una molécula de iARN que se dirige a un organismo de plaga de coledpteros (por ejemplo, al menos una
molécula de ARNds que incluye una molécula de ARNds dirigida a un gen que comprende la SEC ID NO: 1 o SEC ID NO:
77) se transforma secundariamente a través de Agrobacterium o metodologias WHISKERS™ (véase Petolino y Arnold
(2009) Methods Mol. Biol. 526:59-67) para producir una o mas moléculas de proteinas insecticidas, por ejemplo, proteinas
insecticidas Cry3, Cry34 y Cry35. Los vectores plasmidicos de transformacion vegetal preparados esencialmente como
se describe en el ejemplo 4 se entregan a fravés de Agrobacterium o métodos de transformacion mediados por
WHISKERS™ en células de maiz en suspension o embriones de maiz inmaduros obtenidos a partir de una planta de Zea
mays transgénico B104 que comprende una secuencia codificante heteréloga en su genoma que se transcribe en una
molécula de iARN que se dirige a un organismo plaga de coledpteros. Se obtienen plantas doblemente transformadas
que producen molécula de iARN y proteinas insecticidas para el control de plagas de coledpteros.

Ejemplo 12: Transcriptoma del escarabajo del polen

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811279 T3

Insectos: Se recolectaron larvas y escarabajos del polen adultos de los campos con plantas de colza florecidas (Giessen,
Alemania). Los escarabajos adultos jovenes (cada uno por grupo de tratamiento: n = 20; 3 réplicas) fueron retados al
inyectar una mezcla de dos bacterias diferentes (Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa), una levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y LPS bacteriano. Los cultivos bacterianos se cultivaron a 37 °C con agitacion, y la densidad
optica se controld a 600 nm (OD600). Las células fueron cosechadas a OD600 ~1 por centrifugacion y resuspendidas en
solucion salina fosfato tamponada. La mezcla se introdujo ventrolateralmente al pinchar el abdomen de los escarabajos
del polen imagoes mediante el uso de una aguja de diseccion sumergida en una solucién acuosa de 10 mg/mL de LPS
(endotoxinaE. coli purificada; Sigma, Taufkirchen, Alemania) y los cultivos bacterianos y de levadura. Junto con los
escarabajos inmunes retados, se recolectaron escarabajos y larvas virgenes (n = 20 por y 3 repeticiones de cada uno) en
el mismo punto de tiempo.

Aislamiento de ARN: El ARN total se extrajo 8 h después de la inmunizacién de escarabajos y larvas congelados mediante
el uso de TriReagent (Centro de Investigacion Molecular, Cincinnati, OH, EUA) y se purific6 mediante el uso de RNeasy
Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) en cada caso se siguieron las guias de los fabricantes. La integridad del ARN se
verificé mediante el uso de un bioanalizador Agilent 2100 y un estuche de ARN 6000 Nano (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EUA). La cantidad de ARN se determind mediante el uso de un espectrofotémetro Nanodrop ND-1000. EI ARN
se extrajo de cada uno de los grupos de tratamiento inducidos por el sistema inmune de adultos, los grupos controles de
adultos y los grupos de larvas de forma individual, y subsecuentemente se combinaron cantidades iguales de ARN total
en un grupo por muestra (adultos inmunes retados, adultos control y larvas) para la secuenciacion.

Informacion del transcriptoma: La generacion de datos de RNA-Seq y ensamblaje RNA-Seq de 100 pb de lectura Unica
se llevo a cabo por separado en 5 ug de ARN total aislado de escarabajos adultos inmuno retados, escarabajos adultos
virgenes (control) y larvas no tratadas. La secuenciacion se llevo a cabo por Eurofins MWG Operon mediante el uso de
la plataforma Illlumina HiSeqg-2000. Esto produjo 20,8 millones de lecturas para la muestra de escarabajo control adulto,
21,5 millones de lecturas para la muestra de escarabajo adulto retado con LPS y 25,1 millones de lecturas para la muestra
de larvas. Las lecturas agrupadas (67,5 millones) se ensamblaron mediante el uso de software ensamblador Velvet/Oases
(M.H. Schulz y otros (2012) Bioinformatics. 28:1086-92; Zerbino & E. Birney (2008) Genome Research. 18:821-9). El
transcriptoma contenia 55 648 secuencias.

Identificacion de ncm del escarabajo del polen: Se us6 una busqueda tblastn del transcriptoma para identificar contigos
coincidentes. Se usé como consulta la secuencia peptidica de ncm de Tribolium castaneum (Genbank XM_001811253.1).
Se usé GAP5(Bonfield JK & Whitwham (2010). Bioinformatics 26: 1699-1703) para la verificacion de secuencias.

Ejemplo 13: Mortalidad del escarabajo del polen (Meligethes aeneus)
después del tratamiento con ARNi ncm

Los cebadores especificos de genes que incluyen la secuencia promotora de la polimerasa T7 en el extremo 5' se usaron
para crear productos de PCR de aproximadamente 500 pb por PCR (SEQ ID NOs: 91-92). Los fragmentos de PCR se
clonaron en el vector facil pGEM T de acuerdo con el protocolo del fabricante y se enviaron a una compafia de
secuenciacion para verificar la secuencia. El ARNds fue producido por la ARN polimerasa T7 (MEGAscript® RNAI Kit,
Applied Biosystems) a partir de un constructo de PCR generado a partir del plasmido secuenciado de acuerdo con el
protocolo del fabricante.

La inyeccion de ~100 nL de ARNds (1 pg/pL) se realizd en larvas y escarabajos adultos con un micromanipulador bajo
un estereomicroscopio de diseccion (n = 10, 3 repeticiones biolégicas). Los animales se anestesiaron en hielo antes de
ser pegados con cinta adhesiva doble. Los controles recibieron el mismo volumen de agua. Un ARNds de control negativo
de IMPI (gen inhibidor de metaloproteinasas de insectos del lepidoptero Galleria mellonella) se condujeron. No se pudieron
probar todos los controles en todas las etapas debido a la falta de animales.

Los escarabajos del polen se mantuvieron en placas Petri con polen seco y un tejido humedo. Las larvas se criaron en
cajas de plastico en inflorescencia de canola en un medio de agar/agua.

Tabla 13. Resultados del bioensayo de inyeccion del escarabajo del polen adulto.

% de supervivencia media + DE*
Tratamiento  |""pja 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
nem 100+0 | 8321 80+17 | 6715 | 60+17
agua 1000 1000 1000 1000 1000
Dia 10 Dia 12 Dia 14 Dia 16
ncm 37+15 | 3315 | 30+17 1316
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. % de supervivencia media + DE*
Tratamiento | pja 0 Dia 2 Dia 4 Dia6 | Dia8
agua 93+12 | 90+10 | 8712 | 8010

* Desviacion estandar

Tabla 14. Resultados del bioensayo de inyeccion de larvas del escarabajo del polen.

% de supervivencia media * DE*
Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6
ncm 100+0 | 73+15 | 50+10 | 37+25
Control negativo 100+0 | 1000 97 +6 73+ 21

Tratamiento

* Desviacion estandar

Los controles se realizaron en una fecha diferente debido a la disponibilidad limitada de insectos.

Bioensayo de alimentacion: Los escarabajos se mantuvieron sin acceso al agua en tubos de halcén vacios 24 h antes del
tratamiento. Una gota de ARNds (~5 pL) se colocé en una pequefia placa Petri y se afiadieron de 5 a 8 escarabajos a la
placa Petri. Los animales se observaron bajo un estereomicroscopio y aquellos que ingirieron la solucion de dieta que
contiene ARNds se seleccionaron para el bioensayo. Los escarabajos se transfirieron a placas Petri con polen seco y un
tejido humedo. Los controles recibieron el mismo volumen de agua. Un ARNds de control negativo de IMPI (gen inhibidor
de metaloproteinasa de insectos del lepidéptero Galleria mellonella) se condujo. No se pudieron probar todos los controles
en todas las etapas debido a la falta de animales.

Tabla 15. Resultados del bioensayo de alimentacion de adultos.

Tratamiento % de supervivencia media * DE*

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
ncm 1000 100+0 | 1000 93+6 93+6
Control negativo 1000 93+58 | 90+10 | 87+58 | 83+5,8
agua 1000 100+0 | 100+0 | 93+3,8 | 93+3,8

Dia 10 Dia 12 Dia 14 Dia 16
ncm 93+6 83+12 | 83+12 | 8312
Control negativo 8010 80+10 | 8010 | 77+12
agua 93+38 | 87+10 | 80+13 | 8013
* Desviacion estandar

Los controles se realizaron en una fecha diferente debido a la disponibilidad limitada de insectos.

Mientras la presente descripcion puede ser susceptible a diversas modificaciones y formas alternativas, los aspectos
especificos de la descripcion se han descrito a manera de ejemplo en la presente descripcion en detalle. Sin embargo,
debe entenderse que la presente descripcion no pretende limitarse a las formas particulares descritas. Mas bien, la
presente descripcion es para cubrir todas las modificaciones, equivalentes y alternativas que caen dentro del alcance de
la presente descripcion como se define en las siguientes reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes legales.

Ejemplo 14: Transformacion de hipocotilos de Canola mediada por Agrobacterium (Brassica nanus)
Preparacion de Agrobacterium

La cepa de Agrobacterium que contiene un plasmido binario se extiende en placas de medio YEP (Bacto Peptone™ 20,0
g/L y extracto de levadura 10,0 g/L) que contienen estreptomicina (100 mg/mL) y espectinomicina (50 mg/mL) y se incuba
durante 2 dias a 28 °C. La cepa propagada de Agrobacterium que contiene el plasmido binario se raspa de la placa
estriada de 2 dias mediante el uso de un asa de inoculacion estéril. La cepa raspada de Agrobacterium que contiene el
plasmido binario se inocula luego en 150 mL de liquido YEP modificado con estreptomicina (100 mg/mL) y espectinomicina
(50 mg/mL) en matraz(es) deflector(es) estériles de 500 mL y se agita a 200 rpm a 28 °C. Los cultivos se centrifugan y se
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resuspenden en medio M (sales LS, glucosa al 3 %, vitaminas B5 modificadas, cinetina 1 uM, 2,4-D 1 uM, pH 5,8) y se
diluyen a la densidad apropiada (50 unidades Klett como se midié mediante el uso de un espectrofotémetro) antes de la
transformacion de hipocotilos de canola.

Transformacion de canola

Germinacion de la semilla: Las semillas de canola (var. NEXERA 710™) se esterilizan en superficie en Clorox™ al 10 %
durante 10 minutos y se enjuagan tres veces con agua destilada estéril (las semillas estan contenidas en filtros de acero
durante este proceso). Las semillas se plantan para germinar en medio de Canola Y2 MS (1/2 MS, sacarosa al 2 %, agar
al 0,8 %) contenido en Phytatrays ™ (25 semillas por Phytatray ™) y se colocan en una camara de crecimiento Percival™
con un régimen de crecimiento establecido a 25 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad durante 5 dias
de germinacion.

Pre-tratamiento: En el dia 5, se cortan asépticamente segmentos de hipocotilo de alrededor de 3 mm de longitud, se
descartan las secciones restantes de raiz y brote (se evita el secado de los segmentos de hipocotilo al sumergir los
segmentos de hipocotilo en 10 mL de agua estéril milliQ™ durante el proceso de escision). Los segmentos de hipocotilo
se colocan horizontalmente sobre papel de filtro estéril en medio de induccion de callos, MSK1D1 (MS, 1 mg/L de cinetina,
1 mg/L de 2,4-D, 3,0 % de sacarosa, fitagar al 0,7 %) durante 3 dias de pretratamiento en una camara de crecimiento
Percival™ con un régimen de crecimiento de 22-23 °C y un fotoperiodo de 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad.

Cocultivo con Agrobacterium: El dia antes del co-cultivo de Agrobacterium, los matraces de medio YEP que contienen los
antibioticos apropiados se inoculan con la cepa de Agrobacterium que contiene el plasmido binario. Los segmentos de
hipocaotilo se transfieren del medio de induccién de callos de papel de filtro, MSK1D1, a placas Petri™ vacias de 100 x 25
mm que contienen 10 mL de medio M liquido para evitar que los segmentos de hipocotilo se sequen. Se usa una espatula
en esta etapa para recoger los segmentos y transferir los segmentos a un nuevo medio. El medio M liquido se elimina con
una pipeta y 40 mL de suspension de Agrobacterium se afiaden a la placa Petri™ (500 segmentos con 40 mL de solucién
de Agrobacterium). Los segmentos de hipocotilo se tratan durante 30 minutos con agitacion perioédica de la placa Petri™
para que los segmentos de hipocotilo permanezcan sumergidos en la solucion de Agrobacterium. Al final del periodo de
tratamiento, la solucion de Agrobacterium se pipetea en un vaso de precipitados de desecho; se autoclavea y se descarta
(la solucion de Agrobacterium se elimina por completo para evitar el crecimiento excesivo de Agrobacterium). Los
hipocotilos tratados se transfieren con forceps de nuevo a las placas originales que contienen medios MSK1D1 cubiertos
con papel de filtro (se debe tener cuidado para garantizar que los segmentos no se sequen). Los segmentos de hipocotilo
transformados y los segmentos de hipocotilo de control no transformados se devuelven a la camara de crecimiento
Percival™ con una intensidad de luz reducida (al cubrir las placas con hoja de aluminio), y los segmentos de hipocotilo
tratados se cocultivan con Agrobacterium por 3 dias.

Induccién de callos en medio de seleccion: Después de 3 dias de cocultivo, los segmentos de hipocotilo se transfieren
individualmente con forceps al medio de induccién de callos, MSK1D1H1 (MS, 1 mg/L de cinetina, 1 mg/L de 2,4-D, 0,5
g/L de MES, 5 mg/L de AgNO3, 300 mg/L de Timentin™, 200 mg/L de carbenicilina, 1 mg/L de Herbiace™, sacarosa al 3
%, fitagar al 0,7 %) con un régimen de crecimiento establecido a 22-26 °C. Los segmentos de hipocotilo estan anclados
en el medio, pero no estan profundamente embebidos dentro del medio.

Seleccién y regeneracion de brotes: Después de 7 dias en medio de induccion de callos, los segmentos de hipocotilo
callosos se transfieren al medio de regeneracion de Brotes 1 con seleccion, MSB3Z1H1 (MS, 3 mg/L de BAP, 1 mg/L de
zeatina, 0,5 g/L de MES, 5 mg/L de AgNO3, 300 mg/L de Timentin™, 200 mg/L de carbenicilina, 1 mg/L de Herbiace™,
sacarosa al 3 %, fitagar al 0,7 %). Después de 14 dias, los segmentos de hipocotilo que desarrollan brotes se transfieren
al medio de regeneracion 2 con aumento de seleccion, MSB3Z1H3 (MS, 3 mg/L de BAP, 1 mg/L de zeatina, 0,5 g/L de
MES, 5 mg/L de AgNO3, 300 mg/L de Timentin™, 200 mg/L de carbenicilina, 3 mg/L de Herbiace™, sacarosa al 3 %,
fitagar al 0,7 %) con un régimen de crecimiento establecido a 22-26 °C.

Elongacion del brote: Después de 14 dias, los segmentos de hipocotilo que desarrollan brotes se transfieren del medio
de regeneracion 2 al medio de elongacion del brote, MSMESH5 (MS, 300 mg/L de Timentin™, 5 mg/L de Herbiace™,
sacarosa al 2 %, agar TC al 0,7 %) con régimen de crecimiento establecido a 22-26 °C. Los brotes que ya estan alargados
se aislaron de los segmentos de hipocotilo y se transfirieron a MSMESHS5. Después de 14 dias, los brotes restantes que
no se han alargado en la primera ronda de cultivo en medio de medio de elongacién del brote se transfieren al medio de
elongacion del brote fresco, MSMESHS. En esta etapa, todos los segmentos de hipocotilo restantes que no producen
brotes se descartan.

Induccién de raiz: Después de 14 dias de cultivo en el medio de elongacion del brote, los brotes aislados se transfieren
al medio MSMEST (MS, 0,5 g/L de MES, 300 mg/L de Timentin™, sacarosa al 2 %, agar TC al 0,7 %) para la induccion
de raiz a 22-26 °C. Aquellos brotes que no producen raices después de la incubacioén en la primera transferencia al medio
MSMEST se transfieren para una segunda o tercera ronda de incubacion en el medio MSMEST hasta que los brotes
desarrollen raices.

Anadlisis por PCR: Los segmentos de hipocotilo de canola transformados que se regeneraron en brotes que comprenden
raices se analizan adicionalmente a través de un ensayo de confirmacién molecular de PCR. El tejido de la hoja se obtiene
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a partir de los brotes verdes y se prueba a través del PCR para detectar la presencia del gen marcador de seleccion. Los
brotes cloréticos se descartan y no se someten a analisis por PCR. Las muestras que se identifican como positivas para
la presencia del gen marcador de seleccidon se mantienen y cultivan en medio MSMEST para continuar el desarrollo y la
elongacion de los brotes y las raices. Las muestras que se identifican como que no contienen el gen marcador de seleccion
negativo de acuerdo con el andlisis por PCR se descartan.

Las plantas de canola transformadas que comprenden brotes y raices que son positivas por PCR para la presencia del
gen marcador de seleccion se trasplantan al suelo en un invernadero. Después del establecimiento de las plantas de
canola dentro del suelo, las plantas de canola se analizan adicionalmente para cuantificar el nUmero de copias del casete
de expresion del gen marcador de seleccion a través de un ensayo de PCR cuantitativo Invader™ y un Southern blot. Las
plantas transgénicas a canola que se confirman que contienen al menos una copia del casete de expresion del gen
marcador de seleccidon se avanzan para un analisis adicional de la semilla. Las semillas obtenidas de estas plantas de
canola transgénicas To, es decir, semillas de canola T4, se analizan para detectar la presencia del gen objetivo.

Listado de secuencias
<110> Dow AgroSciences LLC
<120> MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO DE NUCAMPHOLIN PARA CONTROLAR LAS PLAGAS DE INSECTOS

COLEOPTEROS
<130> 971-1

<160> 99

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 1047

<212> ADN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 1
atgccagata ccaaggatgc caaggatacc aaggatgcta atttgagttc tcctgaacgt 60
aaaagacgaa gaaagagtag atctaaatct ccagaacgaa aagagaaaaa gtcttccaaa 120
aagaaagccce acaatagtag agacagagat tcatcagagg aaggttacaa ccctaaagat 180
tatcagagat actatgggga agatcgccca aacagtgaca aatattggaa taaatatcca 240
aggaaagata ctaccaaagt tggccaaaga tactatgatg cggctcccga agaatctgge 300
aagaaggggc cagatagaaa ttcagaggag aaggagttac caaagccaat ggagtctgtt 360
cctgataaat cagtcatcaa accaagagaa agaaaaactg tagatatgtt aacatcgagg 420
actggtggtg cttatattcc cccagctaag ctacgattgt tacaagccag tattacagac 480
aaaacatcag cagcctatca gcgtatagca tgggaagcct taaagaaatc cgttcatggt 540
tacattaata aaattaacac ctcgaatatt ggcatcatcg ccagagaatt attgcatgaa 600
aatatagtaa gaggtagagg tttgctgtgc aagtcaataa tacaagcaca agcagcatct 660
cctactttta caaacgttta cgcagcctta gtagctgtta ttaattcgaa gtttccaagt 720
ataggagagc ttttattgaa gaggttggtt ttgcagttca aaagagggtt taaacaaaat 780
aataagtcta tttgcatatc ggctactact ttcgtagctc atttagtaaa tcagagagtg 840
gcacatgaaa ttttggcttt ggagatactt acattgttgg tggagactcc tacagatgat 900
tctgtggagg tggccatttce atttttgaag gaatgtggac aaaaactgac agaagtttca 960
agtagaggta ttactgctat atttgagatg ttaagaaaca ttttacatga aggccagcta 1020
gaaaaaaaga attcagtaca tgattga 1047

59
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<210> 2
<211> 348
<212> PRT

<213> Diabrotica virgifera

<400> 2

Met

Ser

Arg

Arg

Tyr

65

Arg

Glu

Leu

Arg

Tyr

145

Lys

Ser

Ile

Leu

Asn

225

Ile

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

Lys

Glu

Pro

Glu

130

Ile

Thr

Val

Ala

Cys

210

Val

Gly

Asp

Glu

Glu

35

Ser

Glu

Asp

Ser

Lys

115

Arg

Pro

Ser

His

Arg

195

Lys

Tyr

Glu

Thr

Arg

20

Lys

Ser

Asp

Thr

Gly

100

Pro

Lys

Pro

Ala

Gly

180

Glu

Ser

Ala

Leu

Lys

Lys

Lys

Glu

Arg

Thr

Lys

Met

Thr

Ala

Ala

165

Tyr

Leu

Ile

Ala

Leu
245

ES 2811279 T3

Asp

Arg

Ser

Glu

Pro

Lys

Lys

Glu

Val

Lys

150

Tyr

Ile

Leu

Ile

Leu

230

Leu

Ala

Arg

Ser

Gly

Asn

val

Gly

Ser

Asp

135

Leu

Gln

Asn

His

Gln

215

Val

Lys

Lys

Arg

Lys

40

Tyr

Ser

Gly

Pro

vVal

120

Met

Arg

Arg

Lys

Glu

200

Ala

Ala

Arg

Asp

Lys

25

Lys

Asn

Asp

Gln

Asp

105

Pro

Leu

Leu

Ile

Ile

185

Asn

Gln

Val

Leu

60

Thr

10

Ser

Lys

Pro

Lys

Arg

Arg

Asp

Thr

Leu

Ala

170

Asn

Ile

Ala

Ile

val
250

Lys

Arg

Ala

Lys

Tyr

75

Tyr

Asn

Lys

Ser

Gln

155

Trp

Thr

Vval

Ala

Asn

235

Leu

Asp

Ser

His

Asp

Trp

Tyr

Ser

Ser

Arg

140

Ala

Glu

Ser

Arg

Ser

220

Ser

Gln

Ala

Lys

Asn

45

Tyr

Asn

Asp

Glu

Val

125

Thr

Ser

Ala

Asn

Gly

205

Pro

Lys

Phe

Asn

Ser

30

Ser

Gln

Lys

Ala

Glu

110

Ile

Gly

Ile

Leu

Ile

190

Arg

Thr

Phe

Lys

Leu

15

Pro

Arg

Arg

Tyr

Ala

Lys

Lys

Gly

Thr

Lys

175

Gly

Gly

Phe

Pro

Arg
255

Ser

Glu

Asp

Tyr

Pro

80

Pro

Glu

Pro

Ala

Asp

160

Lys

Ile

Leu

Thr

Ser

240

Gly
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<210> 3

Phe

Ala

Ala
305

Glu

<211> 411
<212> ADN
<213> Diabrotica virgifera

<400> 3

<210> 4

gaﬁécggétc
ttaccaaagce
actgtagata
ttgttacaag
gccttaaaga
atcgccagag

ataatacaag

<211> 407
<212> ADN
<213> Diabrotica virgifera

<400> 4

cccttagtaa
aagaggaatc
atactgaaac
tagattttga
tagaattgtg

atggtctttt

aaatttttaa

Ile

Ser

Lys Gln

His Leu

275

Leu Thr

290

Ile Ser

Arg Gly

Gly Gln

ccgaagaatc
caatggagtc
tgttaacatc
ccagtattac
aatccgttca
aattattgca

cacaagcagc

agaaatctta
tgataatgaa
gaatttaatt
agaatgtgca
tcacatgttt

ggctcaaaga

agatacctat

ES 2811279 T3

Asn Asn

260

Lys

Val Asn Gln

Leu Leu Val

Phe Leu Lys

310

Ile Thr

325

Ala

Leu Glu

340

Lys

tggcaagaag
tgttcctgat
gaggactggt
agacaaaaca
tggttacatt
tgaaaatata

atctecctact

ggcagtgatg
aatgaggacg
tctcttagaa
cataagctac
cttgactgcet

ttttgtcaaa

tctaccacte

Ser Ile

Cys

Ile Ser

265

Val
280

Arg

Glu Thr

295

Glu Cys

Ile

Phe

Lys Asn

Ala

Pro

Gly

Glu

Ser

His Glu

Thr Asp

Gln Lys

315

Met
330

Leu

Val His

345

gggccagata
aaatcagtca
ggtgcttata
tcagcagect
aataaaatta
gtaagaggta

tttacaaacg

gtgagtctga
aagtcaagga
gaaccatata
tgaagatgga
gcgcagaaca

tcaacaaagt

acagactaga

61

gaaattcaga
tcaaaccaag
ttcceccage
atcagcegtat
acacctcgaa
gaggtttget

tttacgcage

atcaggttcce
ccagggaaca
tttgactatt
gttgaaacct
aagaacctac

gtatatcgag

tgctaac

Ala

Ile

Asp

300

Leu

Arg

Thr Thr

270

Leu Ala

285

Ser Val

Thr

Glu

Asn Ile

Asp

ggagaaggag
agaaagaaaa
taagctacga
agcatgggaa
tattggcatc
gtgcaagtca

c

gaaggttcag
attattgaca
cagtctagtt
ggacaagaaa
gaaaagtttt

cctttccaac

Phe Val

Leu Glu

Glu Val

Val Ser
320

Leu His
335

60
120
180
240
300
360

411

60
120
180
240
300

360

407
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<210> 5

<211> 178
<212> ADN
<213> Diabrotica virgifera

<400> 5

<210> 6

cagtcatcaa

cttatattcc

accaagagaa

cccagctaag

cagcctatca gecgtatagea

<211> 120
<212> ADN
<213> Diabrotica virgifera

<400> 6

<210>7

attggcatca

tgcaagtcaa

<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tcgeccagaga

taatacaagc

<223> Oligonucledtido promotor

<400> 7

ttaatacgac tcactatagg gaga 24

<210> 8

<211> 503
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regidn codificante parcial

<400> 8

<210>9

caccatgggce
ggagggcaat
cgtgggcaag
caccctggtg
gaaggatttc
cgagggcgat
caatcgegtg
tctggagttce

cctgaagage

<211> 47
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

tccagecggeg
gtggatggece
gtggatgccce
accaccctga
tacaagagct
ggcaatttca

aagctgaatg

aatttcaccc

gccttcaaga

ES 2811279 T3

agaaaaactg tagatatgtt aacatcgagg

ctacgattgt tacaagccag tattacagac

tgggaagccet taaagaaatc cgttcatggt

attattgcat gaaaatatag taagaggtag

acaagcagca tctcctactt ttacaaacgt

ccctgetgtt
acaccttcag
agttcatctg
cctacggege
gcatgccega
agacccgcege

gccagggcett

cccactgect

tct

ccacggcaag
catccgegge
caccaccggce
ccagtgcttce
tggctacgtg
cgaggtgacc

caagaaggat

gtacatctgg

62

atccecctacg
aagggctacg
gatgtgcecceg
gccaagtacg
caggagcgca
ttcgagaatg

ggccacgtge

ggcgatcagg

actggtggtg
aaaacatcag

tacattaa

aggtttgctg

ttacgcagcce

tggtggagat
gcgatgeccag
tgcectggag
gccccgaget
ccatcacctt
gcagcgtgta

tgggcaagaa

ccaatcacgg

60

120

178

60

120

60

120

180

240

300

360

420

480

503
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ES 2811279 T3

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 9
ttaatacgac tcactatagg gagaggctgc gtaaacgttt gtaaaag 47

<210> 10

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 10
ttaatacgac tcactatagg gagagatgcg gctcccgaag aatctg 46

<210> 11

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 11
ttaatacgac tcactatagg gagagttagc atctagtctg tgagtgg 47

<210> 12

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 12
ttaatacgac tcactatagg gagaccctta gtaaagaaat cttaggcag 49

<210> 13

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 13
ttaatacgac tcactatagg gagattaatg taaccatgaa cggatttc 48

<210> 14

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 14
ttaatacgac tcactatagg gagacagtca tcaaaccaag agaaag 46

<210> 15

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

63
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<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 15

ES 2811279 T3

ttaatacgac tcactatagg gagaggctgc gtaaacgttt gtaaaag 47

<210> 16

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 16

ttaatacgac tcactatagg gagaattggc atcatcgcca gagaattatt g

<210> 17

<211> 505

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 17

ggctgcgtaa
cagcaaacct
gaatccttge
tttgatatat
ttcaaaataa
ttttaattta
ggttaagttg

tatagtaaga
tacttttaca

acgtttgtaa
ctacctctta
gtcatttggt
atataataat
aagaatgtag
taacttttct
tgcgtgagtce

ggtagaggtt
aacgtttacg

aagtaggaga
ctatattttc
gactagtacc
tatcactaat
tatatagcta
aatatatgac
cattgattgg

tgctgtgcaa

cagce

tgctgettgt
atgcaataat
ggttgggaaa
tagtagtaat
ttgecttttcet
caaaacatgg
catcatcgece

gtcaataata

51

gcttgtatta
tctctggega
ggtatgtttc
atagtatttc
gtagtttata
tgatgtgcag
agagaattat

caagcacaag

<210> 18

<211> 678

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia artificial
<400> 18

64

ttgacttgca
tgatgccaat
tgcttctace
aagtattttt
agtgtgtata
gttgatcege
tgcatgaaaa

cagcatctcce

60

120

180

240

300

360

420

480
505
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atgtcatctg
aatgttgatg
aaggttgatg
tgctttgeca
tatgtgcaag
gtcacctttg
aaagatggtc
atctggggtg
actggcagca
ggaggtccag
gatgtgacag

cgcaagacct

<210> 19
<211> 153
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Lazo

<400> 19

gagcacttct
gccacacctt
cacagttcat
agtatggtcc
agcgcacaat
agaatgggtc
atgtgttggg
accaagccaa
aaggcgactt
ttcatgttce
accacagaga

acctttga

ES 2811279 T3

ctttecatggg
tagcatacgt
ctgcacaact
agagttgaag
cacctttgaa
tgtctacaat
aaagaacttg
ccacggtctc
catagtggct
agagtatcat

caacatgtcc

aagattcctt
gggaaaggct
ggtgatgttc
gacttctaca
ggagatggca
agggtcaaac
gagttcaact
aagtcagcct
gaccacaccce
cacatgtctt

ttgaaagaaa

acgttgtgga
acggagatgce
ctgtgcecettg
agtcctgtat
acttcaagac
tcaatggtca
tcactcccca
tcaagatctg
agatgaacac
accatgtgaa

ctgtcagagce

gatggaaggg
ctcagtggga
gagcacacag
gccagatgge
tagggctgaa
aggcttcaag
ctgcctctac
tcatgagatt
tcccattggt
actttccaaa

tgttgactgt

agtcatcacg ctggagcgca catataggcc ctccatcaga aagtcattgt gtatatctct

catagggaac gagctgcttg cgtatttcce ttcegtagte agagtcatca atcagcectgea

ccgtgtegta aagecgggacg ttcgcaaget cgt

<210> 20
<211> 705
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia artificial

<400> 20

atgtcatctg gagcacttcet ctttcatggg aagattccett acgttgtgga gatggaaggg

65

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

678

60

120

153

60
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aatgttgatg
aaggttgatg
gtcaccactc
ttctacaagt
gatggcaact
gtcaaactca
ttcaacttca
tcagccttca
cacacccaga
atgtcttace

aaagaaactg

gccacacctt
cacagttcat
tcacctatgg
cctgtatgece
tcaagactag
atggtcaagg
ctccccactg
agatctgtca
tgaacactcc
atgtgaaact

tcagagctgt

<210> 21

<211> 218

<212> ADN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 21
tagctctgat gacagagccc
gattgggaac tgatgaaagt
ttataagaat ttcccaggcce

aaggagatac ctcaggaaca

<210> 22

<211> 424

<212> ADN

<213> Diabrotica virgifera

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (393)..(393)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (394)..(394)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (395)..(395)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 22

ES 2811279 T3

tagcatacgt
ctgcacaact
agcacagtgce
agatggctat
ggctgaagtc
cttcaagaaa
cctctacatc
tgagattact
cattggtgga
ttccaaagat

tgactgtcge

atcgagtttc
acaatmgtmg
tatgaaggat

ttaaaaaaga

gggaaaggct
ggtgatgttc
tttgccaagt
gtgcaagagc
acctttgaga
gatggtcatg
tggggtgacc
ggcagcaaag
ggtccagttc
gtgacagacc

aagacctacc

acggagatgce
ctgtgccttg
atggtccaga
gcacaatcac
atgggtctgt
tgttgggaaa
aagccaacca
gcgacttcat
atgttccaga
acagagacaa

tttga

ctcagtggga
gagcacactt
gttgaaggac
ctttgaagga
ctacaatagg
gaacttggag
cggtctcaag
agtggctgac
gtatcatcac

catgtcettg

aagccaaaca gttgcataaa gctatcagcg

aaattttaag tgtmcacaac aacgatgaga

tgtaccaacg mtcattggaa tctgatatca

attattag

ttgttacaag ctggagaact tctctttget ggaaccgaag agtcagtatt taatgetgta

66

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

705

60

120

180

218

60
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ttctgtcaaa
gggcatccca
ttacacctta
tcaatggcag
gaaatcgatc
gataggatag

taag

<210> 23
<211> 397
<212> ADN

gaaataaacc
ttgaaaaagc
tccagagcegt
gcgteggtac
tagaggaaat

cggatgacac

<213> Diabrotica virgifera

<400> 23

agatgttgge
gcagaatagt
tcaatgccct
acgtccaaca
ctaaagaaat
cttgcgatca

tggtacgaac

<210> 24
<211> 490
<212> ADN

tgcatctaga
ggaaaaacag
tcaacgcaaa
aatccaagaa
caccaacagg
gagacacgga

gttgatgcag

<213> Diabrotica virgifera

<400> 24

gcagatgaac
ccatcagaca
tttaggaaag
ggtcgegttg
cttgcaactc
gttgatcgca
tgaaaacttg
attcagtgct

agctgcccag

<210> 25
<211> 330
<212> ADN

accagcgaga
ctcaaggctg
gaattgttga
acgaatcaaa
atcctcgagg
caagaacctt
ataaagaaac

ttggagagac

<213> Diabrotica virgifera

<400> 25

ES 2811279 T3

acaattgaat
cattgaaaac
aagagatcaa
tgacgataga
caaacaatgc

atctggcgac

gaattacaca
gtatccatgt
caccagaact
gaatcagcta
gagcaggaag
aaattgagcg

tggatggacg

aaccaagaga
agatcgaagc
gccgtaatca
ggaatgctgt
tataccaatt
acttgatgag
acgaagcgtt

tgacgacgtt

ttgatattcg
gagttttcag
gttgcatatt
actttaatca
tatgaagaaa

tannnaaaag

agttcttcca
ctgatgaatt
tcctccaaga
aacttcaagc
tggtagcagce
atactggtga

aatggac

tgttagtggt
cagagaagac
ctatgctagt
actacagagg
cgccagagat
ccaagaacta
cgaaaaatcg

cgaattgaga

67

acaaatatga
gaaatgctaa
tggtaaccag
gaattgttgt
tctacagtaa

ccttattage

tgattgcaag
gggaagggac
cctacaaaca
tagctatgcce
ctgggcagcce

tctattcaaa

gttgaattgt
aactttacgg
gctgatatta
tgggaagaaa
gcggecgteg
ggacacacca
gcagcggcege

gaaataaaga

agaaattgtt
acaagccatg
gctgcatgat
ttcgagatct
aaccttggcet

cgttgttggt

gatgtactga
gcaggagctg
ctccaatcga
ggtgatagag
ttgcagatcg

ttctttaact

tgatgaacaa
cttgtatttc
aggataaatt
gatgggagaa
ccgaagcatg
ttgacgacgt
aagaagagag

ggaaacaaga

120

180

240

300

360

420

424

60

120

180

240

300

360

397

60

120

180

240

300

360

420

480

490
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agtgaaatgt
tattctgtag
gcctttecte
gacgacaaaa
atagatatta

catacaaagt

tagcaaatat
tttcactatc
caaaatatca
aattgggtat
tacatcaaaa

caagatttga

ES 2811279 T3

aacatccaag
ttcaaccgaa
agaacctcga
tcttgagetg
tgttagatgg

agtgagaggt

tttcgtaatt
aatagaataa
caagtttggt
catcctgatg

caaagtttat

<210> 26

<211> 320

<212> ADN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 26

caaagtcaag
gacgtgctceg
gaccaaaatc
tgactagcgce
atctgccaac

ccttettgtt

atttgaagtg
acatggttca
tccaacccect
actttcagta
tgacgaacaa

ttatttgtag

agaggtggag
attagaagtc
catttttaca
aaatttgccc

agttatatag

gtcgaaaacc
cactttggag
tgattccatt
aagatgactt

aagagctggt

<210> 27

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 27
ttaatacgac tcactatagg gagacaccat gggctccagc ggcgcecc

<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 28
agatcttgaa ggcgctcttc agg 23

<210> 29

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 29
caccatgggc tccagcggeg ccc 23

<210> 30
<211> 47

68

47

gtacttgctc
atgtagaacc
tggagagttt
tttttgctac

atagatatgt

gtggccgcaa
aggtggagga
ctacacccgt
gcacgttgtg

caaaagccgce

agttagaaaa
tcgegaactt
agatacgata
taatccaaga

aagctatgcet

aagggattgg
gttgttcatg
ttgctgggtt

gatagtctag

ttttgggggt

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300

320
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 30
ttaatacgac tcactatagg gagaagatct tgaaggcgct cttcagg

<210> 31

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 31
ttaatacgac tcactatagg gagagctcca acagtggttc cttatc

<210> 32

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 32
ctaataattc ttttttaatg ttcctgagg 29

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 33
gctccaacag tggttcctta tc 22

<210> 34

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 34

47

46

ttaatacgac tcactatagg gagactaata attctttttt aatgttcctg agg

<210> 35

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 35

ttaatacgac tcactatagg gagattgtta caagctggag aacttctc

<210> 36
<211> 24

69

48

53
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 36
cttaaccaac aacggctaat aagg 24

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 37
ttgttacaag ctggagaact tctc 24

<210> 38

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 38
ttaatacgac tcactatagg gagacttaac caacaacggc taataagg

<210> 39

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 39
ttaatacgac tcactatagg gagaagatgt tggctgcatc tagagaa

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 40
gtccattegt ccatccactg ca 22

<210> 41

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 41
agatgttggc tgcatctaga gaa 23

<210> 42
<211> 46

70

48

47
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 42
ttaatacgac tcactatagg gagagtccat tcgtccatcc actgca

<210> 43

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 43
ttaatacgac tcactatagg gagagcagat gaacaccagc gagaaa

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 44
ctgggcagct tettgtttece tc 22

<210> 45

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 45
gcagatgaac accagcgaga aa 22

<210> 46

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 46
ttaatacgac tcactatagg gagactgggc agcttcttgt ttcctc

<210> 47

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 47

46

46

ttaatacgac tcactatagg gagaagtgaa atgttagcaa atataacatc c

<210> 48
<211> 26

71

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811279 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 48
acctctcact tcaaatcttg actttg 26

<210> 49

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 49
agtgaaatgt tagcaaatat aacatcc 27

<210> 50

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 50
ttaatacgac tcactatagg gagaacctct cacttcaaat cttgactttg

<210> 51

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 51
ttaatacgac tcactatagg gagacaaagt caagatttga agtgagaggt

<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 52
ctacaaataa aacaagaagg acccc 25

<210> 53

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 53
caaagtcaag atttgaagtg agaggt 26

<210> 54
<211> 49

72

50

50
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido cebador

<400> 54

ttaatacgac tcactatagg gagactacaa ataaaacaag aaggacccc

<210> 55

<211> 1150
<212> ADN
<213> Zea mays
<400> 55

caacggggca
agcgccectge
ccgecggaget
gggtcatcca
atgaacttca
aacatacaca
agaaagaggc
agccttctga
gtgatgctgt
tgtgttggga
ttcttttcta
ttcttactgt
ttagagttga
acggcgacgg
ctactttgte
ttgcccataa
tgacacaaag
gtgtttgecca
tgggccgaac

tttttececee

<210> 56
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

gcactgcact
gaagcaaact
gaagacagcg
gtcccacaaa
aacaacacat
aactggcatc
actgccacct
ccaggttata
ggttgtgaac
ggatactaat
cgacgaggtt
gcgagtgagg
tggtgtactg
agccaagcca
tgcgaaagga
gcttectatt
gcgecctace
catgttgtgg

agagatagct

<223> Oligonucledtido cebador

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (22)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 56

ES 2811279 T3

gcactgcaac
acgcecgatgg
ggggcggagg
ggccctatce
ttacctgaga
aaatttcatt
gttgaggttc
cttgactacg
tctggcactc
gatcggattg
atcttgtatg
gtaatgccaa
atgaggttga
gtggtacttc
tatcecttegg
gtgacgcaga
gcgtgtacat
atgtacgttt

gattgtcatg

tgcgaatttce
ctteggegge
tgattccecgg
tcaacgccge
tggtttttgg
ttaatgecget
ctgctgcage
actatacatt
cacaaacaag
acattgttge
aagatgagtt
ctggttggtt
gagacactcg
gtgagtgctg
actctgcage
agacccaaaa
catgactgtce
ctatgacgaa

tcacgtttga

73

49

cgtcagcettg
ggcgtgggag
cggcgtgega
ctctctgcaa
agagagtttc
tgatgcactc
aaaatggaag
tacgacacca
tttagatgga
cctttcageca
agctgacaat
tctgettttg
gttacattgce
ctggagggaa
gtacgecggac
gctgaaaaat
ctgtecctate
acaccatagt

attagaccat

gagcggtcca
ggtccgacgg
gtgaaggggt
cgctttgaag
ttgtcacttce
aaggcatgga
ttcagaagta
tattgtggga
tgcggecactt
aaagaaccca
ggtatctcat
cgtttttgge
ctgtttggaa
gcaacatttg
ccgaacctta
cctacctgac
gttgecetttt
ccatttcgee

tcecttagecece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1150
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tttttttttt vn 22

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 57
ttgtgatgtt ggtggcgtat 20

<210> 58

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 58
tgttaaataa aaccccaaag atcg 24

<210> 59

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 59
tgagggtaat gccaactggt t 21

<210> 60

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 60
gcaatgtaac cgagtgtctc tcaa 24

<210> 61

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sonda

<400> 61
tttttggctt agagttgatg gtgtactgat ga 32

<210> 62

<211> 151

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 62

gaccgtaagg cttgatgaaa caacgcggeg agetttgate aacgaccttt tggaaactte

ES 2811279 T3

74

60
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ggcttccect ggagagagcg agattctcecg cgectgtagaa gtcaccattg ttgtgcacga

cgacatcatt ccgtggcgtt atccagctaa g

<210> 63
<211> 69
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regidn codificante parcial

<400> 63

tgttcggttc cctctaccaa gcacagaacc gtcgcttcag caacacctca gtcaaggtga

tggatgttg

<210> 64

<211> 4233
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 64

agcctggtgt
gacggcgggg
gccggcegecg
gcegtgetece
caggctgggg
ggcgtggetg
caggacttct
ccccccaaga
tegttttttt
acgcctegtg
ggcttctecca
cggcatgcetg
acatcaatgce
tcgegtattg
acctcttcta
ccgtetegeg
cgtacgacge
tcatgctcta

cggccgacge

ttcecggagga
gcgcegegeag
agcagaagcg
tgctegtect
gcgtteecege
agggcgtgte
cctggaccaa
actggatgaa
cttttttecct
cacatggcga
gatccgaacg
cttttectgeg
acgatataat
atgtcgtgac
ccagtggaac
cgacctcecte
caacggcgtce
cacgggctce

gtcecgacceceg

gacagacatg
gcegttgete
gcegecggcet
cgtggeggte
gggcgaagat
ggagaagtcc
cgcgatgetg
cggttagttg
ctcgttetgg
tacccgatce
gtaagttgtt
cgtgcatgeg
cgtatcggta
attttgcacg
ccggactceceg
cactggctge
tggteccgggt
acggcggagt

ctgctgeggg

atccectgeeg
ccggagacgg
acgccgacceg
acagtcctceg
gcegtegteg
acggccccge
gcgtggecage
gacccgtege
ctctaacttg
gccggeegeg
ggctccgata
gctcecctagceca
cagagatatt
caggtccget
cggtatgggg
acctaccgcet
cggcgacgceg
cgtcggegea

agtgggtcaa

75

ttgctgatcce
accctcgggg
ttectcacege
cgtcgecageca
tcgaggtgge
tcecteggete
gcacggegtt
catcggtgac
gttcegegtt
tatatctatc
cgatcgatca
ttccacgtce
gtcccatcag
gtatcacaag
caacatcacc
ggccatggtg
cctgececgac
ggtgcagaac

gtecggacgece

gacgacgctg
gcgtgetgece
cgtegtctece
cgtecgacggg
cgccectecegt
cggcgcegcetce
ccacttccag
gacgcgegga
tectgtcacgg
tacctecgace
catgtgagct
acgggtcgtg
ctgctagett
ggctggtacce
tggggccacyg
cccgatcacce
ggccggatcg
ctcgecggage

aacccggtge

120

151

60

69

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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tggtgecegee
cgccggecgg
cggggctgge
tgatgcacge
cgggatcagg
ccggggtgaa
tcggcaccta
ggatcggect
tccttegeeg
tcctcaaggg
atcttgctgg
gtgtgtggtg
agtaatgggg
ggagacaaca
ttttgttgtg
cccgtaaaac
cacaaacact
ctgaatcecgg
ccctgtacge
ctgctgecage
tagttagacg
gtgacttgte
ttgtgtcttg
atgagctagg
cttgcatagg
atcgtgaatt
ttattttcca
gtaggcaagg
ctgtegttac
tagcgtacag

ttttttttta

gccgggeatce
caacgacacg
gctggtgtac
cgtgeeggge
cgccgeggeg
gcacgtgcectc
cgacccggceg
ccggtacgac
gcgggtgetc
ctgggcatce
catcgaatca
gggatggtga
ttgcgtataa
gtaggggtag
gatcgtccaa
atttctcaag
agataggtct
tctgaaaatt
gccgtegtgg
gctctgtaca
ggaaaacgag
tececggttgge
tcttgectat
aaacgggttg
gggcgcagta
attattatta
gactcaaact
cgtgtgagtg
cagcgecgatg
ttgaccaagt

ccatgeegtg

ES 2811279 T3

gggccgacgg
gcgtggeggyg
cggacggagg
accggcatgt
ggcagegggyg
aaggctagcce
acggacacct
tatggcaagt
tgggggtggyg
gtgcaggtac
ttaatgggca
cacacgcgceg
acgacagctce
ccggtagggt
cacaaggaaa
gaaccatcta
ctgcagctgt
gttcaagcag
tctcecegtga
agcgtgcacc
aggaagcgca
tgagggcgeg
acaccgtagt
gagagctggg
tgtagectttg
tatatatatc
tttcaaaagg
tgaccaacgc
cttgtatatg
cgacgtggag

cacgtgcagt

acttcecgega
tcgecategg
acttcgtgeg
gggagtgegt
acgggctgga
tcgacgacga
ggaccceccga
actacgcgte
tcggecgagac
gtctcagggt
gatattataa
gtaataatgt
tgctaccatt
tcgtegactt
ataggatcat
gctagacgag
gatgttecctt
agaggcccceg
tcctgeceeg
acgtgagaat
cggtccaage
cgacagagat
cagagactgt
ttcttgectt
cgttttactt
gaatatcgat
cctgtgtttt
atgcatggat
tttgcagtat
ggcgcacaac

caatccccag

76

cccgacgacg
gtccaaggac
gtacgacccg
ggacttctac
gacgtecegeg
caagcacgac
cagcgcggag
gaagaccttc
cgacagcgag
ttgaggctag
cttgataatc
agctaagcectg
acttctgaca
gcecttttett
ccaacaaaca
cgtggcatga
tacatatacc
atcctcacac
tccecectecac
ttcegtcetac
acaacacttt
gtatggecgece
gtcaaagccg
gcctectgtg
cacgccaaag
ttegtegete
agttcttttc
atcgtggtag
tttcaaatga
agacctctga

gacggtectce

gcgtgtegga
cgggaccacg
gcgccggege
ccggtggecg
gcgeegggac
tactacgcga
gacgacgtcg
tacgacccceg
cgcgeggaca
catggcttca
tgggttggtt
gttaaggatg
cccgattgaa
ttttecectttg
tggaagtaat
tccatgcatg
accgtccaaa
ctgtacacgt
gcggccacgce
tcgagecctag
gcgegggecec
gcggegtgte
tccaacgaca
atgtctttge
gatactgcectg
tcgtggggtt
ttccaattga
actggtagag
atgtctcage
cattattcac

ctggacacga

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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agacgggcag
gcaagagctt
aggcgacgca
cccgceggeca
tggacatcga
acgtgacgtt
tecggecttet
tgctcaaggg
tatgttatga
tgttgagttg
aaggcgaacg
aatctctcgg
ccagctgcetg
ggatgcacta
ggacgtgcat
tcctettcaa
tcaactcege
tgacggacag
tgtttaattt
atcattaggt

cagagataag

caacctgctce
cgacggcegte
ggtgacgceccg
gctgacttag
ggctgtgtte
caactgcagc
cgtgectggeg
cacggacggc
cttatgacca
tttcacagat
atctggttaa
tcagaatact
gtactttgga
caaattgaag
cacgtcgcga
caacgccaca
ctacatcecgg
ataggcgata
atttgctgcece
ctagtagtgt

gtataagagg

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 65
tgttcggttc cctctaccaa 20

<210> 66

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 66
caacatccat caccttgact ga 22

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2811279 T3

cagtggccgg
gcgcetggacce
cacgcagcect
tttctetgge
gaggtggacg
accagcgcag
gacgacgact
agcctccaaa
tgcatgcatg
gcttaccegte
gagagtatac
ggtaagtttt
cactcgttct
gttgaccact
gtgtacccca
catgctcacg
ccatatcecgg
ttgcatactt
tteccttatcee
tgttgcaaag

gagcagggag

tggtggaggt
gcggatecegt
gctgcagcga
tgatcgaccg
cgtcggacge
gcgeggceggyg
tgtccgagca
ctttcttetg
cgcatttcett
tgetttgttt
gggagcttgg
tacagcgcca
tctegecactg
ccatcgtgga
cacgagccat
tcaaagcaaa
caacgacgac
gcatcatgaa
ttcttgtgaa
acacttagac

cag

77

ggagaacctc
cgtgcccecte
acgaactcge
tgtgecectgeg
ggcgggegte
ccggggectg
gaccgceegtg
ccaagacgag
agctaggctg
cgtatttcga
tcecetgtget
gccatgcatg
ctcattattg
gagctttget
ctacgactcc
atccgtcaag
ttctctatga
ctcatttgta
actatatggt

accagaggtt

cggatgagcg
gacgtcggca
gcgttgeegg
tgcgtgcagt
acggaggcecg
ctcggeeegt
tacttctacc
ctcaggtatg
tgaagcttct
ctaggcatcc
agatggggag
tgttggccag
cttctgatct
caaggcggga
gcccgegtcet
atctggcagce
ctaaattaag
caacagtgat
acacacatgt

ccaggagtat

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4233
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<220>
<223> Oligonucledtido sonda

<400> 67
cacagaaccg tcgcttcage aaca 24

<210> 68

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 68
tggcggacga cgacttgt 18

<210> 69

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 69
aaagtttgga ggctgecgt 19

<210> 70

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sonda

<400> 70
cgagcagacc gccgtgtact tctacc 26

<210> 71

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 71
cttagctgga taacgccac 19

<210> 72

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 72
gaccgtaagg cttgatgaa 19

<210> 73

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

78
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<220>
<223> Oligonucledtido sonda

<400> 73
cgagattctc cgcgcetgtag a 21

<210> 74

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 74
gtatgtttct gcttctacct ttgat 25

<210> 75

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido cebador

<400> 75
ccatgttttg gtcatatatt agaaaagtt

<210> 76

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sonda

<400> 76
agtaatatag tatttcaagt atttttttca aaat

<210> 77

<211> 2681

<212> ADN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 77

29

34

ES 2811279 T3
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attaccaaat
acgtgcaatg
tgtaaatttt
ctaatttgag
gaaaagagaa
aggaaggtta
acaaatattg
atgecggctcee
taccaaagcc
ctgtagatat
tgttacaagce
ccttaaagaa
tecgecagaga
taatacaagc
ttattaattc
tcaaaagagg
ctcatttagt
tggtggagac
gacaaaaact
acattttaca
caaataagga
gaagaggaag
gaggatatat
aaaaccctta
tcagaagagg
gacaatactg
agtttagatt
gaaatagaat
ttttatggtce

caacaaattt

gtcaatgtca
caaattgtca
atttttttta
ttctectgaa
aaagtcttcc
caaccctaaa
gaataaatat
cgaagaatct
aatggagtct
gttaacatcg
cagtattaca
atcecgttceat
attattgcat
acaagcagca
gaagtttcca
gtttaaacaa
aaatcagaga
tcctacagat
gacagaagtt
tgaaggccag
aagacggatt
atcaattcac
tgaatgtgtt
gtaaagaaat
aatctgataa
aaacgaattt
ttgaagaatg
tgtgtcacat
ttttggctca

ttaaagatac

ES 2811279 T3

ctcattactc
atgtcaaact
aatatgccag
cgtaaaagac
aaaaagaaag
gattatcaga
ccaaggaaag
ggcaagaagg
gttcctgata
aggactggtg
gacaaaacat
ggttacatta
gaaaatatag
tctcctactt
agtataggag
aataataagt
gtggcacatg
gattctgtgg
tcaagtagag
ctagaaaaaa
taaggatcat
tcatcttatt
caaatttgat
cttaggcagt
tgaaaatgag
aatttctett
tgcacataag
gtttcttgac
aagattttgt

ctattctacce

attaccaaat
taaaaatatt
ataccaagga
gaagaaagag
cccacaatag
gatactatgg
atactaccaa
ggccagatag
aatcagtcat
gtgcttatat
cagcagccta
ataaaattaa
taagaggtag
ttacaaacgt
agcttttatt
ctatttgcat
aaattttgge
aggtggccat
gtattactgce
agaattcagt
gctgctgteg
atgttagatg
gagagttatg
gatggtgagt
gacgaagtca
agaagaacca
ctactgaaga
tgctgecgecag
caaatcaaca

actcacagac

80

gtcaatgtca
ttecectgeaac
tgccaaggat
tagatctaaa
tagagacaga
ggaagatcgce
agttggccaa
aaattcagag
caaaccaaga
tcececcaget
tcagcgtata
cacctcgaat
aggtttgctg
ttacgcagcce
gaagaggttg
atcggctact
tttggagata
ttcatttttg
tatatttgag
acatgattga
tagaagaatt
atgttaaaga
aagaaaatga
ctgaatcagg
aggaccaggg
tatatttgac
tggagttgaa
aacaaagaac
aagtgtatat

tagatgctaa

ctgtcaggta
tgcatcaaat
accaaggatg
tcteccagaac
gattcatcag
ccaaacagtg
agatactatg
gagaaggagt
gaaagaaaaa
aagctacgat
gcatgggaag
attggcatca
tgcaagtcaa
ttagtagctg
gttttgcagt
actttcgtag
cttacattgt
aaggaatgtg
atgttaagaa
agttatgttt
agatttagta
ggctgatgca
agataaatac
ttccgaaggt
aacaattatt
tattcagtct
acctggacaa
ctacgaaaag
cgagccttte

caggttaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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aacgtcagca
gacatcatga
ttgtttcaag
gagaccctge
ttttctatta
catttaaaaa
agtggtagta
gattcatcaa
gaaaaaaatt
gacaaaccta
agatcctcgt
atgaagagca
aagtcttcca
cgtagaagca

ttatgtaaac

aattttttge
aattgaatga
aattggctga
aggcttattt
atttttttac
atattccaaa
gtagttcaga
gttctgaaga
cgaaagtaaa
gagacaaaca
ccaaaaaata
gatatgaaga
aacgacgatc
gagaaagaag

atttatttaa

<210> 78

<211> 1047

<212> ARN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 78

augccagaua

aaaagacgaa

aagaaagccc

uaucagagau

aggaaagaua

aagaaggggce

ccugauaaau

acugguggug

aaaacaucag

uacauuaaua

aauauaguaa

Cccuacuuuua

auaggagagc

ccaaggaugc

gaaagaguag

acaauaguag

acuaugggga

cuaccaaagu

cagauagaaa

cagucaucaa

cuuauauucc

cagccuauca

aaauuaacac

gagguagagg

caaacguuua

uuuuauugaa

ES 2811279 T3

gcatttactt
agaggatacc
atatatggga
ttcaggactg
ctctatcggt
aatgatggaa
aagtagttct
cgatagaggc
ttctaagtct
tagaaaggaa
ttctaaagaa
tgatattaag
aagatctaga
aaggagctaa

tacatgtttt

caaggauacc
aucuaaaucu
agacagagau
agaucgccca
uggccaaaga
uucagaggag
accaagagaa
cccagcuaag
gcguauagca
cucgaauauu
uuugcugugc
cgcagccuua

gagguugguu

tttacggatg
aatagttcta
ctaggaaaat
tttcctagag
ttgggaggat
atgaagttag
gaggaagata
aaaaagaaga
agacctagat
gatagacata
gataacaaga
caattaaaaa
gacagggtaa
gataattttt

ttaaaaaaaa

aaggaugcua
ccagaacgaa
ucaucagagg
aacagugaca
uacuaugaug
aaggaguuac
agaaaaacug
cuacgauugu
ugggaagccu
ggcaucaucg
aagucaauaa
guagcuguua

uugcaguuca

81

ccattggatg
gtaggatttt
taaacgcaag
ataacccaaa
taactgatga
ccactaaaga
gtagtgacga
aaaaaaccaa
caaaagagaa
aatctgacaa
ggaagaaaga
acgataaaag
aagtcaagga
taataaggat

a

auuugaguuc
aagagaaaaa
aagguuacaa
aauauuggaa
cggcuccega
caaagccaau
uagauauguu
uacaagccag
uaaagaaauc
ccagagaauu
uacaagcaca
uuaauucgaa

aaagaggguu

ggaagtcctt
cataaaaatc
gctaaaggat
gaataccaga
actcagagaa
aaaggaaagc
cagctctgaa
aaagctagaa
agaacacgca
aaatcccgat
ctacgaatgg
ggtatttgaa
agagcgtaga

ctatgtatat

uccugaacgu
gucuuccaaa
cccuaaagau
uaaauaucca
agaaucuggc
ggagucuguu
aacaucgagg
uauuacagac
cguucauggu
auugcaugaa
agcagcaucu
guuuccaagu

uaaacaaaau

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2681

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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aauaagucua

gcacaugaaa

ucuguggagg

aguagaggua

gaaaaaaaga

<210> 79
<211> 411
<212> ARN

uuugcauauc

uuuuggcuuu

uggccauuuc

uuacugcuau

auucaguaca

<213> Diabrotica virgifera

<400> 79

gaugcggcuc

uuaccaaagc

acuguagaua

uuguuacaag

gccuuaaaga

aucgccagag

auaauacaag

<210> 80
<211> 407
<212> ARN

ccgaagaauc

caauggaguc

uguuaacauc

ccaguauuac

aauccguuca

aauuauugca

cacaagcagc

<213> Diabrotica virgifera

<400> 80

ccCuuaguaa

aagaggaauc

auacugaaac

uagauuuuga

uagaauugug

auggucuuuu

aaauuuuuaa

<210> 81
<211> 178
<212> ARN

agaaaucuua

ugauaaugaa

gaauuuaauu

agaaugugca

ucacauguuu

ggcucaaaga

agauaccuau

<213> Diabrotica virgifera

<400> 81

ES 2811279 T3

ggcuacuacu

ggagauacuu

auuuuugaag

auuugagaug

ugauuga

uggcaagaag

uguuccugau

gaggacuggu

agacCcaaaaca

ugguuacauu

ugaaaauaua

aucuccuacu

ggcagugaug

aaugaggacg

ucucuuagaa

cauaagcuac

cuugacugcu

uuuugucaaa

ucuaccacuc

uucguagcuc

acauuguugg

gaauguggac

uuaagaaaca

gggccagaua

aaaucaguca

ggugcuuaua

ucagcagccu

aauaaaauua

guaagaggua

uuuacaaacg

gugagucuga

aagucaagga

gaaccauaua

ugaagaugga

gcgcagaaca

ucaacaaagu

acagacuaga

auuuaguaaa

uggagacucc

aaaaacugac

uuuuacauga

gaaauucaga

ucaaaccaag

uucccccagce

aucagcguau

acaccucgaa

gagguuugcu

uuuacgcagce

aucagguucc

ccagggaaca

uuugacuauu

guugaaaccu

aagaaccuac

guauaucgag

ugcuaac

ucagagagug

uacagaugau

agaaguuuca

aggccagcua

ggagaaggag

agaaagaaaa

uaagcuacga

agcaugggaa

uauuggcauc

gugcaaguca

c

gaagguucag

auuauugaca

cagucuaguu

ggacaagaaa

gaaaaguuuu

ccuuuccaac

cagucaucaa accaagagaa agaaaaacug uagauauguu aacaucgagg acugguggug

cuuauauucc cccagcuaag cuacgauugu uacaagccag uauuacagac aaaacaucag

cagccuauca goguauagea ugggaagcecu uaaagaaauc cguucauggu uacauuaa

<210> 82
<211>120

82

840
900
960
1020

1047

60
120
180
240
300
360

411

60
120
180
240
300
360

407

60

120

178
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<212> ARN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 82

ES 2811279 T3

auuggcauca ucgccagaga auuauugcau gaaaauauag uaagagguag agguuugcug

ugcaagucaa uaauacaagc acaagcagca ucuccuacuu uuacaaacgu uuacgcagcece

<210> 83
<211> 2681
<212> ARN

<213> Diabrotica virgifera

<400> 83

auuaccaaau

acgugcaaug

uguaaauuuu

cuaauuugag

gaaaagagaa

aggaagguua

acaaauauug

augcggcucce

uaccaaagcc

cuguagauau

uguuacaagce

CcCuuaaagaa

ucgccagaga

uaauacaagc

uuauuaauuc

ucaaaagagg

cucauuuagu

ugguggagac

gacaaaaacu

acauuuuaca

caaauaagga

gucaauguca

Ccaaauuguca

auuuuuuuua

uucuccugaa

aaagucuucc

caacccuaaa

gaauaaauau

cgaagaaucu

aauggagucu

guuaacaucg

caguauuaca

auccguucau

auuauugcau

acaagcagca

gaaguuucca

guuuaaacaa

aaaucagaga

uccuacagau

gacagaaguu

ugaaggccag

aagacggauu

cucauuacuc

augucaaacu

aauvaugccag

cguaaaagac

aaaaagaaag

gauuaucaga

ccaaggaaag

ggcaagaagg

guuccugaua

aggacuggug

gacaaaacau

gguuacauua

gaaaauauag

ucuccuacuu

aguauaggag

aauaauaagu

guggcacaug

gauucugugg

ucaaguagag

cuagaaaaaa

uaaggaucau

auuaccaaau
uaaaaauauu
auaccaagga
gaagaaagag
cccacaauag
gauacuaugg
auacuaccaa
ggccagauag
aaucagucau
gugcuuauau
cagcagccua
auaaaauuaa
uaagagguag
uuacaaacgu
agcuuuuauu
cuauuugcau
aaauuuuggc
agguggccau
guauuacugc
agaauucagu

gcugcugucg

83

gucaauguca

uuccugcaac

ugccaaggau

uagaucuaaa

uagagacaga

ggaagaucgc

aguuggccaa

aaauucagag

Caaaccaaga

uccccecagcu

ucagcguaua

caccucgaau

agguuugcug

uuacgcagcc

gaagagguug

aucggcuacu

uuuggagaua

uucauuuuug

uauauuugag

acaugauuga

uagaagaauu

cugucaggua

ugcaucaaau

accaaggaug

ucuccagaac

gauucaucag

ccaaacagug

agauacuaug

gagaaggagu

gaaagaaaaa

aagcuacgau

gcaugggaag

auuggcauca

ugcaagucaa

uuaguagcug

guuuugcagu

acuuucguag

cuuacauugu

aaggaaugug

auguuaagaa

aguuauguuu

agauuuagua

60

120

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gaagaggaag

gaggauauau

aaaacccuua

ucagaagagg

gacaauacug

aguuuagauu

gaaauagaau

uuuuaugguc

caacCaaauuu

aacgucagca

gacaucauga

uuguuucaag

gagacccugce

uuuucuauua

cauuuaaaaa

agugguagua

gauucaucaa

gaaaaaaauu

gacaaaccua

agauccucgu

augaagagca

aagucuucca

cguagaagca

uuauguaaac

<210> 84

<211> 1658
<212> ADN
<213> Meligethes aeneus

<400> 84

gcaatttcgt
aatgccatat
cagtacatga

gttactgaag

aucaauucac
ugaauguguu
guaaagaaau
aaucugauaa
aaacgaauuu
uugaagaaug
ugugucacau
uuuuggcuca
uuaaagauac
aauuuuuugc
aauugaauga
aauuggcuga
aggcuuauuu
auuuuuuuac
auauuccaaa
guaguucaga
guucugaaga
cgaaaguaaa
gagacaaaca
ccaaaaaaua
gauaugaaga
aacgacgauc
gagaaagaag

auuuauuuaa

ttttgaagga
ttgagatgtt
ttgaagtcat

aactagatat

ES 2811279 T3

ucaucuuauu
caaauuugau
cuuaggcagu
ugaaaaugag
aauuucucuu
ugcacauaag
guuucuugac
aagauuuugu
cuauucuacc
gcauuuacuu
agaggauacc
auauauggga
uucaggacug
cucuaucggu
aaugauggaa
aaguaguucu
cgauagaggc
uucuaagucu
uagaaaggaa
uucuaaagaa
ugauauuaag
aagaucuaga
aaggagcuaa

uacauguuuu

aagtggtcaa
gaggaatatt
gttccaagtt

tgttgaagag

auguuagaug
gagaguuaug
gauggugagu
gacgaaguca
agaagaacca
cuacugaaga
ugcugcgcag
caaaucaaca
acucacagac
uuuacggaug
aauaguucua
cuaggaaaau
uuuccuagag
uugggaggau
augaaguuag
gaggaagaua
aaaaagaaga
agaccuagau
gauagacaua
gauaacaaga
caauuaaaaa
gacaggguaa
gauaauuuuu

uuaaaaaaaa

aaactcactg
ctgcatgaag
cggaaagatg

gaagatcagt

84

auguuaaaga
aagaaaauga
cugaaucagg
aggaccaggyg
uauauuugac
uggaguugaa
aacaaagaac
aaguguauau
uagaugcuaa
ccauuggaug
guaggauuuu
uaaacgcaag
auaacccaaa
uaacugauga
ccacuaaaga
guagugacga
aaaaaaccaa
caaaagagaa
aaucugacaa
ggaagaaaga
acgauaaaag
aagucaagga
uaauaaggau

a

aggtgtcgag
gacagttgga
gtttcaagga

ttactcacct

ggcugaugca
agauaaauac
uuccgaaggu
aacaauuauu
uauucagucu
accuggacaa
cuacgaaaag
cgagccuuuc
cagguuaaga
ggaaguccuu
cauaaaaauc
gcuaaaggau
gaauaccaga
acucagagaa
aaaggaaagc
cagcucugaa
aaagcuagaa
agaacacgca
aaaucccgau
cuacgaaugg
gguauuugaa
agagcguaga

cuauguauau

taaaggtatc
gaagagaata
tcatgctget

aatcacattg

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2681

60

120

180

240
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gatgatgtta
tatgaggaaa
gaatcaggcg
gaagatgaaa
aggagaacca
ttgatgaaaa
tgttgegetg
caaataaaca
actcacagac
ttcaccgacg
aacagttcca
ttagcgaagt
tttccgaggg
ttaggaggtc
gtgatggcett
gattccagca
aaattgaaaa
agcgaggata
aagtttaaaa
agagaaaaat
agagaacata
aataaaataa
ttcggatage

tctaaatcta

<210> 85
<211> 489
<212> PRT

aacaagctaa
atgagggtaa
aatctggttce
ccaaaaatca
tctatctcac
tggagatcaa
aacagcgtac
agactttcat
ttgacgccaa
ccatcggcetg
gcaggatttt
tgaataaaag
ataacccgaa
taacggacga
tgaaagcaga
gcagttcaga
ccccggacaa
aaccgaggaa
aatacagaaa
acagaggtca
gaggtagaga
attatacatt
aatggtgtag

gagctatctt

<213> Meligethes aeneus

<400> 85

Ala Ile Ser Phe Leu Lys Glu Ser Gly Gln Lys Leu Thr Glu Val Ser

1

Ser Lys Gly Ile Asn Ala Ile Phe Glu Met Leu Arg Asn Ile Leu His

20

ES 2811279 T3

ctcagaggat
atacaaaact
agaggggtct
aaccattatt
aatacaatcc
acctggacaa
ctacgaaaaa
cgaaccgttc
tcgattgaga
ggaagtgctc
catcaagatt
gctaaaggat
gaacacgcgt
gttgagggag
ttcgagcage
ttctteegat
aaagaagaaa
caaaccagac
caacgacgaa
cgaggaaaga
tagacgttag
ttatagtgtt
tacgtttttg

ccaaaagtct

5

atattgaatg
ttaagtaagg
gaagaagact
gataacacag
agtttggatt
gagattgaat
ttctteggee
caacaaattt
aacgttagca
gatatcatga
ttgttccagg
gaaactttac
ttcgeccatca
cacttgaaaa
tctagcagca
gacgagggtt
cagaaagaag
tatagagata
gaaagccaca
agaagcgacc
ttgtataata
tcggagcatt
aaggtgtcca

tcaaagga

10

25

85

tgtttaaatt
aaattctcca
cggaagatga
aaactaattt
ttgaggaatg
tgtgtcacat
tcctectegea
tcaaagatac
aattcttcge
aattaaacga
agttgtccga
aggaatattt
attttttcac
acgtgccaaa
gtagcagcag
ccaggaagaa
atgaaaaacc
gaagaaacga
gaagaagcag
acagagaaga
atgtatattt
caccaagcaa

cacacaccaa

tgatgataaa
gtcagacagt
agaaggtgaa
aatcacctta
tgcccataaa
gttccttgat
gcgettetge
ctattccaca
gcatttattg
ggaagacacc
atatatggga
cgcggggcta
gtcgatcggt
acatctggaa
ttccagtaac
gaaaacaaaa
caaaaagaaa
cgacagggaa
agaagatgca
ataccggecg
tttcgtattt
gggttttact

gccggtttta

15

30

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1658
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Glu

Gln

Leu

Asp

Phe

Lys

Gly

Lys

145

Arg

Cys

Glu

Glu

Thr

225

Thr

Ala

Met

Gly

Val

50

Asp

Asp

Asp

Glu

Ser

130

Asn

Arg

Ala

Leu

Lys

210

Phe

His

His

Lys

Gln

35

Arg

Ile

val

Asp

Ile

115

Glu

Gln

Thr

His

Cys

195

Phe

Ile

Arg

Leu

Leu
275

Leu

Lys

Val

Lys

Lys

100

Leu

Glu

Thr

Ile

Lys

180

His

Phe

Glu

Leu

Leu

260

Asn

Glu

Asp

Glu

Gln

85

Tyr

Gln

Asp

Ile

Tyr

165

Leu

Met

Gly

Pro

Asp

245

Phe

Glu

ES 2811279 T3

Lys

Gly

Glu

Ala

Glu

Ser

Ser

Ile

150

Leu

Met

Phe

Leu

Phe

230

Ala

Thr

Glu

Arg

Phe

55

Glu

Asn

Glu

Asp

Glu

135

Asp

Thr

Lys

Leu

Leu

215

Gln

Asn

Asp

Asp

Ile

40

Lys

Asp

Ser

Asn

Ser

120

Asp

Asn

Ile

Met

Asp

200

Ser

Gln

Arg

Ala

Thr
280

Gln

Asp

Gln

Glu

Glu

105

Glu

Glu

Thr

Gln

Glu

185

Cys

Gln

Ile

Leu

Ile

265

Asn

86

Tyr

His

Phe

Asp

90

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

170

Ile

Cys

Arg

Phe

Arg

250

Gly

Ser

Met

Ala

Thr

Ile

Lys

Gly

Gly

Thr

155

Ser

Lys

Ala

Phe

Lys

235

Asn

Trp

Ser

Ile

Ala

60

His

Leu

Tyr

Glu

Glu

140

Asn

Leu

Pro

Glu

Cys

220

Asp

val

Glu

Ser

Glu

45

val

Leu

Asn

Lys

Ser

125

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

205

Gln

Thr

Ser

Val

Arg
285

Val

Thr

Ile

Val

Thr

110

Gly

Asp

Ile

Phe

Gln

1390

Arg

Ile

Tyr

Lys

Leu

270

Ile

Met

Glu

Thr

Phe

95

Leu

Ser

Glu

Thr

Glu

175

Glu

Thr

Asn

Ser

Phe

255

Asp

Phe

Phe

Glu

Leu

Lys

Ser

Glu

Thr

Leu

160

Glu

Ile

Tyr

Lys

Thr

240

Phe

Ile

Ile
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Lys

Asn

305

Phe

Thr

Lys

Ser

Ser

385

Lys

Pro

Asp

Asp

Arg

465

Arg

<210> 86
<211> 2571
<212> ADN

<213> Meligethes aeneus

<400> 86

ccacacgaat tgactggtta attaaaaata agcacaagaa acgaataaca ctacaatggt

ttgaatttac acaaaaaaaa aaatgtagtc actaccattg tagtgttatt cgtttcttgt

Ile

290

Lys

Pro

Ser

Asn

Ser

370

Ser

Leu

Lys

Arg

Glu

450

Gly

Glu

Leu

Arg

Arg

Ile

Val

355

Ser

Asp

Lys

Lys

Arg

435

Glu

His

His

Phe

Leu

Asp

Gly

340

Pro

Ser

Ser

Thr

Lys

420

Asn

Ser

Glu

Arg

Gln

Lys

Asn

325

Leu

Lys

Ser

Ser

Pro

405

Ser

Asp

His

Glu

Gly
485

ES 2811279 T3

Glu

Asp

310

Pro

Gly

His

Ser

Asp

390

Asp

Glu

Asp

Arg

Arg

470

Arg

Leu

295

Glu

Lys

Gly

Leu

Ser

375

Asp

Lys

Asp

Arg

Arg

455

Arg

Asp

Ser

Thr

Asn

Leu

Glu

360

Ser

Glu

Lys

Lys

Glu

440

Ser

Ser

Arg

Glu

Leu

Thr

Thr

345

Val

Ser

Gly

Lys

Pro

425

Lys

Arg

Asp

Arg

87

Tyr

Gln

Arg

330

Asp

Met

Ser

Ser

Lys

410

Arg

Phe

Glu

His

Met

Glu

315

Phe

Glu

Ala

Ser

Arg

395

Gln

Asn

Lys

Asp

Arg
475

Gly

300

Tyr

Ala

Leu

Leu

Asn

380

Lys

Lys

Lys

Lys

Ala

460

Glu

Leu

Phe

Ile

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Glu

Pro

Tyr

445

Arg

Glu

Ala

Ala

Asn

Glu

350

Ala

Ser

Lys

Asp

Asp

430

Arg

Glu

Tyr

Lys

Gly

Phe

335

His

Asp

Ser

Thr

Glu

415

Tyr

Asn

Lys

Arg

Leu

Leu

320

Phe

Leu

Ser

Ser

Lys

400

Lys

Arg

Asn

Tyr

Pro
480

60

120
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gcttattttt
cgacggattc
cgccagaacc
ggagatccca
gaaaaaaacg
aggatagaaa
aatatgttat
aggatgaaaa
taacatctcg
agataactga
ccattcatgg
tactgcatga
aggcagctte
aattccccaa
tcaagcagaa
accaaagagt
ccacagatga
ctgaggtgtce
aaggacagtt
atggtttcaa
agtttactca
atgtgtttaa
aggaaattct
actcggaaga
cagaaactaa
attttgagga
aattgtgtca
gcctectcete
ttttcaaaga
gcaaattctt

tgaaattaaa

aattaaccag
cgagagaggt
aaaaaaagca
cagatccaga
ttaccacgac
acagaacagt
tggtagcegg
taaggataaa
aacaggtggg
taaatcatca
ttacatcaac
aaacattgta
cccgacgtte
cattggagaa
caacaagtct
ggcccacgaa
ttcagtggaa
gagtaaaggt
ggagaagaga
ggatcatgct
cctaatcaca
atttgatgat
ccagtcagac
tgaagaaggt
tttaatcacc
atgtgcccat
catgttcctt
gcagecgcette
tacctattce
cgcgecattta

cgaggaagac

ES 2811279 T3

tcaattegtg
tcecectacag
aagtacgata
tctagatcca
ctggacgace
gacagatatt
tattatgatg
tccgtcatca
gcttatatac
gctgcatatc
aaaattaaca
agaggtagag
accaatgttt
ctgttactga
atctgtatat
attttagcat
gtagcaattt
atcaatgcca
atacagtaca
gctgttactg
ttggatgatg
aaatatgagg
agtgaatcag
gaagaagatg
ttaaggagaa
aaattgatga
gattgttgceg
tgccaaataa
acaactcaca
ttgttcacecg

accaacagtt

tggtgtagtg
ctgeggetee
agaaagagaa
gggatagaga
cttctgaaga
ggtccaagta
ttgaggaaaa
ctccaaggga
ctccagctaa
aaagaattgc
cttccaatat
gtttgctgtg
atgcagcttt
aaaggttggt
cggctgetac
tggaaattct
cgtttttgaa
tatttgagat
tgattgaagt
aagaactaga
ttaaacaagce
aaaatgaggg
gcgaatctgg
aaaccaaaaa
ccatctatct
aaatggagat
ctgaacagcg
acaagacttt
gacttgacge
acgccategg

ccagcaggat

88

aacaaaggtt
acgcagaagc
gggcgataaa
ccatagggac
ctacccaaga
cccaaagaaa
gaaggagaaa
aaggaaaaca
attacgtatg
ctgggaagct
tggtcttatt
taaatctata
agttgcagtce
tttgcagttt
ctttgtegeg
tactttactt
ggaaagtggt
gttgaggaat
catgttccaa
tattgttgaa
taactcagag
taaatacaaa
ttcagagggg
tcaaaccatt
cacaatacaa
caaacctgga
tacctacgaa
catcgaaccg
caatcgattg
ctgggaagtg

ttttatcaag

atagttatga
gcctegaaat
gatcgcaaga
aaacatggtg
tattatggeg
gacagggacg
aaagaaaaag
gtggacttac
atgcaggctg
ttaaaaaagt
gctagagaat
atacaagcac
ataaattcaa
aaaaggggtt
catttagtaa
gttgagtccc
caaaaactca
attctgcatg
gttcggaaag
gaggaagatc
gatatattga
actttaagta
tctgaagaag
attgataaca
tccagtttgg
caagagattg
aaattcttceg
ttccaacaaa
agaaacgtta
ctcgatatca

attttgttcce

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
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aggagttgtc
tacaggaata
tcaatttttt
aaaacgtgcce
gcagtagcag
gttccaggaa
aagatgaaaa
ataggagaaa
acagaagaag

gccgagaaga

cgaatatatg
tttcgegggg
cacgtcgatc
aaaacatctg
cagttccagt
gaagaaaaca
acccaaaaag
cgacgacagg
cagagaagat

ccaaacgcga

ES 2811279 T3

ggattagcga
ctatttccga
ggtttaggag
gaagtgatgg
aacgattcca
aaaaaattga
aaaagcgagg
gaaaagttta
gcaagagaaa

agaggacaag

<210> 87

<211> 798

<212> PRT

<213> Meligethes aeneus

<400> 87

Met Thr Thr Asp Ser Glu Arg

Arg Ser Ala Ser Lys Ser Pro

20

Lys Glu Lys

35

Gly Asp Lys Asp

Ser Arg Ser Arg Asp Arg Asp
50 55

Arg Tyr His

Asp

Gly Glu Asp Arg

Lys

Glu Glu Lys

Ser Val

Lys Asp Arg

100

Lys
115

Ile Thr

130

Leu Asp Asp
70

Lys Gln Asn

85

Asp Glu Tyr
Glu Lys

Lys

Pro Arg Glu
135

agttgaataa
gggataaccc
gtctaacgga
ctttgaaage
gcagcagttce
aaaccccgga
ataaaccgag
aaaaatacag
aatacagagg

accaagttce

Gly

Glu Pro Lys Lys Ala Lys

25

Ser Pro
10

aaggctaaag
gaagaacacg
cgagttgagg
agattcgagce
agattcttcce
caaaaagaag
gaacaaacca
aaacaacgac
tcacgaggaa

aaggtttgtg

gatgaaactt
cgtttcgeca
gagcacttga
agctctagca
gatgacgagg
aaacagaaag
gactatagag
gaagaaagcc
agaagacgag

c

Thr Ala Ala Ala Pro

15

Tyr AsSp
30

Arg Lys Arg Arg Ser His Arg Ser
45

40

His Arg Asp Lys His Gly Gly Lys

Pro

Ser Asp Arg Tyr Trp

Val
105

Glu Lys
120

Arg Lys

89

Ile Gly

60

75

Ser Lys

Ser Arg Tyr

Ser Glu Asp Tyr Pro Arg Tyr

Tyr
95

Tyr Asp
110

Glu Asp Glu Asn Lys Asp

125

140

Thr Val Asp Leu Leu Thr

Arg

Lys

Arg

Lys

Tyr

80

Pro

Val

Lys

Ser

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2571
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Arg

145

Ala

Glu

Ser

Arg

Ser

225

Ser

Gln

Ala

Ile

Asp

305

Leu

Arg

Ile

Ala

His
385

Thr

Glu

Ala

Asn

Gly

210

Pro

Lys

Phe

Ala

Leu

290

Ser

Thr

Asn

Glu

Val

370

Leu

Gly

Ile

Leu

Ile

195

Arg

Thr

Phe

Lys

Thr

275

Ala

Val

Glu

Ile

val

355

Thr

Ile

Gly

Thr

Lys

180

Gly

Gly

Phe

Pro

Arg

260

Phe

Leu

Glu

Val

Leu

340

Met

Glu

Thr

Ala

Asp

165

Lys

Leu

Leu

Thr

Asn

245

Gly

Val

Glu

Val

Ser

325

His

Phe

Glu

Leu

ES 2811279 T3

Tyr

150

Lys

Ser

Ile

Leu

Asn

230

Ile

Phe

Ala

Ile

Ala

310

Ser

Glu

Gln

Leu

Asp
390

Ile

Ser

Ile

Ala

Cys

215

vVal

Gly

Lys

His

Leu

295

Ile

Lys

Gly

val

Asp

375

Asp

Pro

Ser

His

Arg

200

Lys

Tyr

Glu

Gln

Leu

280

Thr

Ser

Gly

Gln

Arg

360

Ile

Val

Pro

Ala

Gly

185

Glu

Ser

Ala

Leu

Asn

265

Val

Leu

Phe

Ile

Leu

345

Lys

Val

Lys

90

Ala

Ala

170

Tyr

Leu

Ile

Ala

Leu

250

Asn

Asn

Leu

Leu

Asn

330

Glu

Asp

Glu

Gln

Lys

155

Tyr

Ile

Leu

Ile

Leu

235

Leu

Lys

Gln

val

Lys

315

Ala

Lys

Gly

Glu

Ala
395

Leu

Gln

Asn

His

Gln

220

Val

Lys

Ser

Arg

Glu

300

Glu

Ile

Arg

Phe

Glu

380

Asn

Arg

Arg

Lys

Glu

205

Ala

Ala

Arg

Ile

Val

285

Ser

Ser

Phe

Ile

Lys

365

Asp

Ser

Met

Ile

Ile

190

Asn

Gln

Val

Leu

Cys

270

Ala

Pro

Gly

Glu

Gln

350

Asp

Gln

Glu

Met

Ala

175

Asn

Ile

Ala

Ile

Val

255

Ile

His

Thr

Gln

Met

335

Tyr

His

Phe

Asp

Gln
160

Trp

Thr

Vval

Ala

Asn

240

Leu

Ser

Glu

Asp

Lys

320

Leu

Met

Ala

Thr

Ile
400
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Leu

Tyr

Glu

Glu

Asn

465

Leu

Pro

Glu

Cys

Asp

545

Val

Glu

Ser

Gly

Tyr

625

Ala

Asn

Lys

Ser

Glu

450

Leu

Asp

Gly

Gln

Gln

530

Thr

Ser

Val

Arg

Leu

610

Phe

Ile

Val

Thr

Gly

435

Asp

Ile

Phe

Gln

Arg

515

Ile

Tyr

Lys

Leu

Ile

595

Ala

Ala

Asn

Phe

Leu

420

Ser

Glu

Thr

Glu

Glu

500

Thr

Asn

Ser

Phe

Asp

580

Phe

Lys

Gly

Phe

Lys

405

Ser

Glu

Thr

Leu

Glu

485

Ile

Tyr

Lys

Thr

Phe

565

Ile

Ile

Leu

Leu

Phe
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Phe

Lys

Gly

Lys

Arg

470

Cys

Glu

Glu

Thr

Thr

550

Ala

Met

Lys

Asn

Phe

630

Thr

Asp

Glu

Ser

Asn

455

Arg

Ala

Leu

Lys

Phe

535

His

His

Lys

Ile

Lys

615

Pro

Ser

Asp

Ile

Glu

440

Gln

Thr

His

Cys

Phe

520

Ile

Arg

Leu

Leu

Leu

600

Arg

Arg

Ile

Lys

Leu

425

Glu

Thr

Ile

Lys

His

505

Phe

Glu

Leu

Leu

Asn

585

Phe

Leu

Asp

Gly

91

Tyr

410

Gln

Asp

Ile

Tyr

Leu

490

Met

Gly

Pro

Asp

Phe

570

Glu

Gln

Lys

Asn

Leu

Glu

Ser

Ser

Ile

Leu

475

Met

Phe

Leu

Phe

Ala

555

Thr

Glu

Glu

Asp

Pro

635

Gly

Glu

Asp

Glu

Asp

460

Thr

Lys

Leu

Leu

Gln

540

Asn

Asp

Asp

Leu

Glu

620

Lys

Gly

Asn

Ser

Asp

445

Asn

Ile

Met

Asp

Ser

525

Gln

Arg

Ala

Thr

Ser

605

Thr

Asn

Leu

Glu

Glu

430

Glu

Thr

Gln

Glu

Cys

510

Gln

Ile

Leu

Ile

Asn

590

Glu

Leu

Thr

Thr

Gly

415

Ser

Glu

Glu

Ser

Ile

495

Cys

Arg

Phe

Arg

Gly

575

Ser

Tyr

Gln

Arg

Asp

Lys

Gly

Gly

Thr

Ser

480

Lys

Ala

Phe

Lys

Asn

560

Trp

Ser

Met

Glu

Phe

640

Glu
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Leu Arg Glu His

660

Leu Lys Ala Asp

Asn Asp Ser

675

Ser

690

Lys Lys Lys

705

Thr

Lys Glu Asp Glu

Lys Pro Asp Tyr

740

ES 2811279 T3

645

Leu Lys Asn

Ser Ser Ser

Ser Ser Ser
695

Lys Lys Leu
710

Lys Pro Lys
725

Arg Asp Arg

Lys Tyr Arg Asn Asn Asp Glu

755

Ala Arg Glu Lys
770

Tyr Arg Gly
775

Asp Gln Thr Arg Arg Gly Gln
785 790

<210> 88

<211> 2512

<212> ADN

<213> Meligethes aeneus

<400> 88

aaatgtagtc
tcaattcgtg
teccectacag
aagtacgata
tctagatcca
ctggacgacc
gacagatatt
gtattatgat

atcecgtcatt

actaccattg
tggtgtagtg
ctgeggcetee
agaaagagaa
gggatagaga
cttctgaaga
ggtccaagta
gttgaggaaa

actccaaggg

tagtgttatt
aacaaaggtt
acgcagaagc
gggcgataaa
ccatagggac
ctacccaaga
cccaaaagaa
agaaggagaa

aaaggaaaac

650

655

Val Pro Lys His Leu Glu Val Met

665

Ser Ser Ser Ser Ser Ser

680

670

Ser Ser

685

Asp Ser Ser Asp Asp Glu Gly Ser

Lys

Lys Lys

700

715

730

Thr Pro Asp Lys Lys Lys Lys

Ser Glu Asp Lys Pro Arg

735

Arg Asn Asp Asp Arg Glu Lys Phe

745

750

Glu Ser His Arg Arg Ser Arg Glu
765

760

His Glu Glu Arg Arg Arg Gly Arg

780

Asp Gln Val Pro Arg Phe Val

cgtttettgt
atagttatga
gcctcecgaaat
gatcgcaaga
aaacatggtg
tattatggcg
agacagggac
aaaggaaaaa

agtggactta

92

795

gcttattttt
cgacggattc
cgccagaace
ggagatccca
gaaaaaaacg
aggatagaaa
gaatatgtta
gaggatgaaa

ctaacatctce

aattaaccag
cgagagaggt
aaaaaaagca
cagatccaga
ttaccacgac
acagaacagt
ttggtaaccg
ataaggataa

gaacaggtgg

Ala

Ser

Arg

Gln

720

Asn

Lys

Asp

Glu

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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ggcttatata cctccageta aattacgtat gatgcagget gagataactg ataaatcatce 600
agctgcatat caaagaattg cctgggaagc tttaaaaaag tccattcatg gttacatcaa 660
caaaattaac acttccaata ttggtcttat tgctagagaa ttactgcatg aaaacattgt 720
aagaggtaga ggtttgctgt gtaaatctat aatacaagca caggcagett ceccegacgtt 780
caccaatgtt tatgcagctt tagttgcagt cataaattca aaattcccca acattggaga 840
actgttactg aaaaggttgg ttttgcagtt taaaaggggt ttcaagcaga acaacaagtc 900
tatctgtata tcggetgeta cectttgtege gecatttagta aaccaaagag tggcectcatga 960
aattttagca ttggaaattc ttactttact tgttgagtcc cccacagatg attcagtaga 1020
agtgagcaga acaacaagtc tatctgtata tcggctgcta cctttgtcge gecatttagta 1080
aaccaaagag tggcccacga aattttagca ttggaaattc ttactttact tgttgagtcc 1140
cccacagatg attcagtgga agtagcaatt tcgtttttga aggaaagtgg tcaaaaactc 1200
actgaggtgt cgagtaaagg tatcaatgcc atatttgaga tgttgaggaa tattctgcat 1260
gaaggacagt tggagaagag aatacagtac atgattgaag tcatgttcca agttcggaaa 1320
gatggtttca aggatcatgc tgctgttact gaagaactag atattgttga agaggaagat 1380
cagtttactc acctaatcac attggatgat gttaaacaag ctaactcaga ggatatattg 1440
aatgtgttta aatttgatga taaatatgag gaaaatgagg gtaaatacaa aactttaagt 1500
aaggaaattc tccagtcaga cagtgaatca ggcgaatctg gttcagaggg gtctgaagaa 1560
gactcggaag atgaagaagg tgaagaagat gaaaccaaaa atcaaaccat tattgataac 1620
acagaaacta atttaatcac cttaaggaga accatctatc tcacaataca atccagtttg 1680
gattttgagg aatgtgccca taaattgatg aaaatggaga tcaaacctgg acaagagatt 1740
gaattgtgtc acatgttcct tgattgttgc gctgaacage gtacctacga aaaattcttce 1800
ggcctcctct cgcagcecgett ctgccaaata aacaagactt tcatcgaacc gttccaacaa 1860
attttcaaag atacctattc cacaactcac agacttgacg ccaatcgatt gagaaacgtt 1920
agcaaattct tcgcegcattt attgttcacc gacgccatcg getgggaagt getcgatatce 1980
atgaaattaa acgaggaaga caccaacagt tccagcagga ttttcatcaa gattttgttce 2040
caggagttgt ccgaatatat gggattagcg aagttgaata aaaggctaaa ggatgaaact 2100
ttacaggaat atttcgeggg gectattteceg agggataace cgaagaacac gegtttegece 2160
atcaattttt tcacgtcgat cggtttagga ggtctaacgg acgagttgag ggagcacttg 2220
aaaaacgtgc caaaacatct ggaagtgatg gectttgaaag cagattcgag cagctctage 2280
agcagtagca gcagttccag taacgattcc agcagcagtt cagattcttc cgatgacgag 2340
ggttccagga agaagaaaac aaaaaaattg aaaaccccgg acaaaaagaa gaaacagaaa 2400
gaagatgaaa aacccaaaaa gaaaagcgag gataaaccga ggaacaaagt aaatggtgat 2460
aagaatatag aaacagaaga tacacaagga gttgaggaca caaaaaagac tg 2512

<210> 89

<211> 424

<212> PRT

<213> Meligethes aeneus

<400> 89

93
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Met

Tyr

His

Phe

Asp

65

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

145

Ile

Cys

Arg

Leu

Met

Ala

Thr

50

Ile

Lys

Gly

Gly

Thr

130

Ser

Lys

Ala

Phe

Arg

Ile

Ala

35

His

Leu

Tyr

Glu

Glu

115

Asn

Leu

Pro

Glu

Cys
195

Asn

Glu

20

Val

Leu

Asn

Lys

Ser

100

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

180

Gln

Ile

val

Thr

Ile

val

Thr

85

Gly

Asp

Ile

Phe

Gln

165

Arg

Ile

ES 2811279 T3

Leu

Met

Glu

Thr

Phe

70

Leu

Ser

Glu

Thr

Glu

150

Glu

Thr

Asn

His

Phe

Glu

Leu

55

Lys

Ser

Glu

Thr

Leu

135

Glu

Ile

Tyr

Lys

Glu

Gln

Leu

40

Asp

Phe

Lys

Gly

Lys

120

Arg

Cys

Glu

Glu

Thr
200

Gly

Val

25

Asp

Asp

Asp

Glu

Ser

105

Asn

Arg

Ala

Leu

Lys

185

Phe

94

Gln

10

Arg

Ile

Val

Asp

Ile

90

Glu

Gln

Thr

His

Cys

170

Phe

Ile

Leu

Lys

Val

Lys

Lys

75

Leu

Glu

Thr

Ile

Lys

155

His

Phe

Glu

Glu

Asp

Glu

Gln

60

Tyr

Gln

Asp

Ile

Tyr

140

Leu

Met

Gly

Pro

Lys

Gly

Glu

45

Ala

Glu

Ser

Ser

Ile

125

Leu

Met

Phe

Leu

Phe
205

Arg

Phe

30

Glu

Asn

Glu

Asp

Glu

110

Asp

Thr

Lys

Leu

Leu

190

Gln

Ile

15

Lys

Asp

Ser

Asn

Ser

95

Asp

Asn

Ile

Met

Asp

175

Ser

Gln

Gln

Asp

Gln

Glu

Glu

80

Glu

Glu

Thr

Gln

Glu

160

Cys

Gln

Ile
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Phe

Arg

225

Gly

Ser

Tyr

Gln

Arg

305

Asp

Met

Ser

Ser

Lys

385

Arg

Gly

<210> 90

<211> 489
<212> ADN

<213> Meligethes aeneus

<400> 90

gttcecttgat tgttgegetg aacagegtac ctacgaaaaa ttettcggec tectetegea

Lys

210

Asn

Trp

Ser

Met

Glu

290

Phe

Glu

Ala

Ser

Arg

370

Gln

Asn

Val

Asp

Val

Glu

Ser

Gly

275

Tyr

Ala

Leu

Leu

Asn

355

Lys

Lys

Lys

Glu

Thr

Ser

Val

Arg

260

Leu

Phe

Ile

Arg

Lys

340

Asp

Lys

Glu

vVal

Asp
420

Tyr

Lys

Leu

245

Ile

Ala

Ala

Asn

Glu

325

Ala

Ser

Lys

Asp

Asn

405

Thr

ES 2811279 T3

Ser

Phe

230

Asp

Phe

Lys

Gly

Phe

310

His

Asp

Ser

Thr

Glu

390

Gly

Lys

Thr

215

Phe

Ile

Ile

Leu

Leu

295

Phe

Leu

Ser

Ser

Lys

375

Lys

Asp

Lys

Thr

Ala

Met

Lys

Asn

280

Phe

Thr

Lys

Ser

Ser

360

Lys

Pro

Lys

Thr

His

His

Lys

Ile

265

Lys

Pro

Ser

Asn

Ser

345

Ser

Leu

Lys

Asn

95

Arg

Leu

Leu

250

Leu

Arg

Arg

Ile

Val

330

Ser

Asp

Lys

Lys

Ile
410

Leu

Leu

235

Asn

Phe

Leu

Asp

Gly

315

Pro

Ser

Ser

Thr

Lys

395

Glu

Asp

220

Phe

Glu

Gln

Lys

Asn

300

Leu

Lys

Ser

Ser

Pro

380

Ser

Thr

Ala

Thr

Glu

Glu

Asp

285

Pro

Gly

His

Ser

Asp

365

Asp

Glu

Glu

Asn

Asp

Asp

Leu

270

Glu

Lys

Gly

Leu

Ser

350

Asp

Lys

Asp

Asp

Arg

Ala

Thr

255

Ser

Thr

Asn

Leu

Glu

335

Ser

Glu

Lys

Lys

Thr
415

Leu

Ile

240

Asn

Glu

Leu

Thr

Thr

320

val

Ser

Gly

Lys

Pro

400

Gln

60
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gcgcettetge
ctattccaca
gcatttattg
ggaagacacc
atatatggga

cgcggggcta

gtcgatcggt

caaataaaca
actcacagac
ttcaccgacg
aacagttcca
ttagcgaagt
tttccgaggg

ttaggaggtc

ES 2811279 T3

agactttcat
ttgacgccaa
ccatcggcectg
gcaggatttt
tgaataaaag
ataacccgaa

taacggacga

acatctgga

<210> 91
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo ncm reg1

<400> 91
taatacgact cactataggg agagttcctt gattgttgcg ctga

<210> 92
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso ncm reg1

<400> 92
taatacgact cactataggg agatccagat gttttggcac gttt

<210> 93

<211> 2599

<212> ADN

<213> Meligethes aeneus

<400> 93

tttttgttac
tcogtcatttg
tgtgecttatt
tgacgacgga
aatcgccaga
agaggagatc
gtggaaaaaa

gcgaggatag

caaccaaacg
tgtaaattca
tttaattaac
ttccgagaga
accaaaaaaa
ccacagatcc
acgttaccac

aaaacagaac

gcctaaattt
aacaaatgta
cagtcaattc
ggttccccta
gcaaagtacg
agatctagat
gacctggacg

agtgacagat

cgaaccgttc
tcgattgaga
ggaagtgctc
catcaagatt
gctaaaggat
gaacacgcgt

gttgagggag

44

45

ccctagataa
gtcactacca
gtgtggtgta
cagctgcgge
ataagaaaga
ccagggatag
acccttctga

attggtccaa

96

caacaaattt
aacgttagca
gatatcatga
ttgttccagg
gaaactttac
ttcgeccatca

cacttgaaaa

cctaaaataa
ttgtagtgtt
gtgaacaaag
tccacgcaga
gaagggcgat
agaccatagg
agactaccca

gtacccaaag

tcaaagatac
aattcttcge
aattaaacga
agttgtccga
aggaatattt
attttttcac

acgtgccaaa

aaacaacact
attcgtttct
gttatagtta
agcgcctcga
aaagatcgca
gacaaacatg
agatattatg

aaagacaggg

120

180

240

300

360

420

480

489

60

120

180

240

300

360

420

480
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acgaatatgt
aagaggatga
tactaacatc
ctgagataac
agtccattca
aattactgca
cacaggcagc
caaaattcce
gtttcaagca
taaaccaaag
cccccacaga
tcactgaggt
atgaaggaca
aagatggttt
atcagtttac
tgaatgtgtt
gtaaggaaat
aagactcgga
acacagaaac
tggattttga
ttgaattgtg
tcggectect
aaattttcaa
ttagcaaatt
tcatgaaatt
tccaggagtt
ctttacagga
ccatcaattt
tgaaaaacgt
gcagcagtag

agggttccag

aagaagatga
gagatagaag
gccacagaag
gcgaccacag

ataataatgt

tattggtagce
aaataaggat
tcgaacaggt
tgataaatca
tggttacatce
tgaaaacatt
ttcececgaca
caacattgga
gaacaacaag
agtggcccat
tgattcagtg
gtcgagtaaa
gttggagaag
caaggatcat
tcacctaatc
taaatttgat
tcteccagteca
agatgaagaa
taatttaatc
ggaatgtgcce
tcacatgttce
ctcgecagege
agatacctat
cttcgecgeat
aaacgaggaa
gtccgaatat
atatttcgcg
tttcacgtcg
gccaaaacat
cagcagttcc

gaagaagaaa

aaaacccaaa
aaacgacgac
aagcagagaa
agaagaatac

atatttttt

ES 2811279 T3

cggtattatg
aaatccgtca
ggggcttata
tcagctgeat
aacaaaatta
gtaagaggta
ttcaccaatg
gaactgttac
tctatctgta
gaaattttag
gaagtagcaa
ggtatcaatg
agaatacagt
gctgectgtta
acattggatg
gataaatatg
gacagtgaat
ggtgaagaag
accttaagga
cataaattga
cttgattgtt
ttctgccaaa
tccacaactc
ttattgttca
gacaccaaca
atgggattag
gggctattte
atcggtttag
ctggaagtga
agtaacgatt

acaaaaaaat

aagaaaagcg
agggaaaagt
gatgcaagag

cggccgagag

atgttgagga
ttactccaag
tacctccage
atcaaagaat
acacttccaa
gaggtttgcet
tttatgcage
tgaaaaggtt
tatecggetge
cattggaaat
tttegttttt
ccatatttga
acatgattga
ctgaagaact
atgttaaaca
aggaaaatga
caggcgaatc
atgaaaccaa
gaaccatcta
tgaaaatgga
gcgctgaaca
taaacaagac
acagacttga
ccgacgccat
gttccagecag
cgaagttgaa
cgagggataa
gaggtctaac
tggctttgaa
ccagcagcag

tgaaaaccce

aggataaacc
ttaaaaaata
aaaaatacag

aacatagagg

97

aaagaaggag
ggaaaggaaa
taaattacgt
tgcctgggaa
tattggtett
gtgtaaatct
tttagttgca
ggttttgcag
tacctttgte
tcttacttta
gaaggaaagt
gatgttgagg
agtcatgttce
agatattgtt
agctaactca
gggtaaatac
tggttcagag
aaatcaaacc
tctcacaata
gatcaaacct
gcgtacctac
tttcatcgaa
cgccaatcga
cggctgggaa
gattttcate
taaaaggcta
cccgaagaac
ggacgagttg
agcagattcg
ttcagattct

ggacaaaaag

gaggaacaaa
cagaaacaac
aggtcacgag

tagagataga

aaaaaggaaa
acagtggact
atgatgcagg
gctttaaaaa
attgctagag
ataatacaag
gtcataaatt
tttaaaaggg
gcgcatttag
cttgttgagt
ggtcaaaaac
aatattctgce
caagttcgga
gaagaggaag
gaggatatat
aaaactttaa
gggtctgaag
attattgata
caatccagtt
ggacaagaga
gaaaaattct
ccgttccaac
ttgagaaacg
gtgctcgata
aagattttgt
aaggatgaaa
acgcgttteg
agggagcact
agcagctcta
tccgatgacg

aagaaacaga

ccagactata
gacgaagaaa
gaaagaagaa

cgttagttgt

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2599
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<210> 94
<211> 798
<212> PRT

<213> Meligethes aeneus

<400> 94

Met

Arg

Lys

Ser

Arg

Gly

Lys

Glu

Ser

Arg

145

Ala

Glu

Thr

Ser

Glu

Arg

50

Tyr

Glu

Lys

Glu

val

130

Thr

Glu

Ala

Thr

Ala

Lys

35

Ser

His

Asp

Asp

Lys

115

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Ser

20

Gly

Arg

Asp

Arg

Arg

100

Lys

Thr

Gly

Thr

Lys

Ser

Lys

Asp

Asp

Leu

Lys

85

Asp

Glu

Pro

Ala

Asp

165

Lys

ES 2811279 T3

Glu

Ser

Lys

Arg

Asp

Gln

Glu

Lys

Arg

Tyr

150

Lys

Ser

Arg

Pro

Asp

Asp

55

Asp

Asn

Tyr

Lys

Glu

135

Ile

Ser

Ile

Gly

Glu

Arg

40

His

Pro

Ser

val

Glu

120

Arg

Pro

Ser

His

Ser

Pro

25

Lys

Arg

Ser

Asp

Ile

105

Lys

Lys

Pro

Ala

Gly

98

Pro

10

Lys

Arg

Asp

Glu

Arg

90

Gly

Glu

Thr

Ala

Ala

170

Tyr

Thr

Lys

Arg

Lys

Asp

Tyr

Ser

Asp

Val

Lys

155

Tyr

Ile

Ala

Ala

Ser

His

60

Tyr

Trp

Arg

Glu

Asp

140

Leu

Gln

Asn

Ala

Lys

His

45

Gly

Pro

Ser

Tyr

Asn

125

Leu

Arg

Arg

Lys

Ala

Tyr

30

Arg

Gly

Arg

Lys

Tyr

110

Lys

Leu

Met

Ile

Ile

Pro

15

Asp

Ser

Lys

Tyr

Tyr

95

Asp

Asp

Thr

Met

Ala

175

Asn

Arg

Lys

Arg

Lys

Tyr

80

Pro

Val

Lys

Ser

Gln

160

Trp

Thr
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Ser

Arg

Ser

225

Ser

Gln

Ala

Ile

Asp

305

Leu

Arg

Ile

Ala

His

385

Leu

Tyr

Asn

Gly

210

Pro

Lys

Phe

Ala

Leu

290

Ser

Thr

Asn

Glu

Val

370

Leu

Asn

Lys

Ile

195

Arg

Thr

Phe

Lys

Thr

275

Ala

Val

Glu

Ile

Val

355

Thr

Ile

Val

Thr

180

Gly

Gly

Phe

Pro

Arg

260

Phe

Leu

Glu

Val

Leu

340

Met

Glu

Thr

Phe

Leu
420

Leu

Leu

Thr

Asn

245

Gly

Val

Glu

val

Ser

325

His

Phe

Glu

Leu

Lys

405

Ser

ES 2811279 T3

Ile

Leu

Asn

230

Ile

Phe

Ala

Ile

Ala

310

Ser

Glu

Gln

Leu

Asp

390

Phe

Lys

Ala

Cys

215

Vval

Gly

Lys

His

Leu

295

Ile

Lys

Gly

Val

Asp

375

Asp

Asp

Glu

Arg

200

Lys

Tyr

Glu

Gln

Leu

280

Thr

Ser

Gly

Gln

Arg

360

Ile

val

Asp

Ile

185

Glu

Ser

Ala

Leu

Asn

265

Val

Leu

Phe

Ile

Leu

345

Lys

Val

Lys

Lys

Leu
425

99

Leu

Ile

Ala

Leu

250

Asn

Asn

Leu

Leu

Asn

330

Glu

Asp

Glu

Gln

Tyr

410

Gln

Leu

Ile

Leu

235

Leu

Lys

Gln

val

Lys

315

Ala

Lys

Gly

Glu

Ala

395

Glu

Ser

His

Gln

220

Val

Lys

Ser

Arg

Glu

300

Glu

Ile

Arg

Phe

Glu

380

Asn

Glu

Asp

Glu

205

Ala

Ala

Arg

Ile

Val

285

Ser

Ser

Phe

Ile

Lys

365

Asp

Ser

Asn

Ser

190

Asn

Gln

Vval

Leu

Cys

270

Ala

Pro

Gly

Glu

Gln

350

Asp

Gln

Glu

Glu

Glu
430

Ile

Ala

Ile

Val

255

Ile

His

Thr

Gln

Met

335

Tyr

His

Phe

Asp

Gly

415

Ser

Val

Ala

Asn

240

Leu

Ser

Glu

Asp

Lys

320

Leu

Met

Ala

Thr

Ile

400

Lys

Gly
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ES 2811279 T3

Ser
695

Asn Asp Ser Ser Ser Ser

690

Lys Leu

705

Lys Lys Thr Lys Lys

710

Lys Glu Asp Glu Lys

725

Pro Lys

Lys Pro Asp Tyr Arg Asp Arg

740

Lys Tyr Arg Asn Asn Asp Glu

755

Ala Arg Glu Lys
770

Tyr Arg Gly
775

Glu Glu Tyr Arg Pro Arg Glu
785 790

<210> 95

<211> 1658

<212> ARN

<213> Meligethes aeneus

<400> 95

gcaauuucgu

aaugccauau

caguacauga

guuacugaag

gaugauguua

uaugaggaaa

gaaucaggcg

gaagaugaaa

aggagaacca

uugaugaaaa

uguugcgcug

caaauaaaca

acucacagac

uucaccgacg

uuuugaagga

uugagauguu

uugaagucau

aacuagauau

aacaagcuaa

augaggguaa

aaucugguuc

CcCaaaaauca

ucuaucucac

uggagaucaa

aacagcguac

agacuuucau

uugacgccaa

ccaucggcug

aaguggucaa

gaggaauauu

guuccaaguu

uguugaagag

cucagaggau

auacaaaacu

agaggggucu

aaccauuauu

aauacaaucc

accuggacaa

cuacgaaaaa

cgaaccguuc

ucgauugaga

ggaagugcuc

Ser

Asp

Lys

Lys Lys

Ser Asp Asp Glu Gly

700

Thr Pro Asp Lys Lys

715

Ser Glu Asp Lys

730

Arg Asn Asp Asp Arg Glu Lys

745

Glu
760

His

Ser

Lys Lys

Pro Arg
735

Phe
750

Ser His Arg Arg Ser Arg Glu

765

780

Glu Glu Arg Arg Ser Asp His

His Arg Gly Arg Asp Arg Arg

aaacucacug
cugcaugaag
cggaaagaug
gaagaucagu
auauugaaug
uuaaguaagg
gaagaagacu
gauaacacag
aguuuggauu
gagauugaau
uucuucggcce
caacaaauuu
aacguuagca

gauaucauga

100

795

aggugucgag

gacaguugga

guuucaagga

uuacucaccu

uguuuaaauu

aaauucucca

cggaagauga

aaacuaauuu

uugaggaaug

ugugucacau

uccucucgca

ucaaagauac

aauucuucgc

aauuaaacga

uaaagguauc

gaagagaaua

ucaugcugcu

aaucacauug

ugaugauaaa

gucagacagu

agaaggugaa

aaucaccuua

ugcccauaaa

guuccuugau

gcgcuucuge

cuauuccaca

gcauuuauug

ggaagacacc

Arg

Gln

720

Asn

Lys

Asp

Arg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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aacaguucca

uuagcgaagu

uuuccgaggg

uuaggagguc

gugauggcuu

gauuccagca

aaauugaaaa

agcgaggaua

aaguuuaaaa

agagaaaaau

agagaacaua

aauaaaauaa

uucggauagce

ucuaaaucua

gcaggauuuu

ugaauaaaag

auaacccgaa

uaacggacga

ugaaagcaga

gcaguucaga

ccccggacaa

aaccgaggaa

aauacagaaa

acagagguca

gagguagaga

auuauacauu

aaugguguag

gagcuaucuu

<210> 96

<211> 2571

<212> ARN

<213> Meligethes aeneus

<400> 96

ccacacgaau

uugaauuuac

gcuuauuuuu

cgacggauuc

cgccagaacce

ggagauccca

gaaaaaaacg

aggauagaaa

aauauguuau

aggaugaaaa

uaacaucucg

agauaacuga

ccauucaugg

uacugcauga

ugacugguua

acaaaaaaaa

aauuaaccag

cgagagaggu

aaaaaaagca

cagauccaga

uuaccacgac

acagaacagu

ugguagccgg

uaaggauaaa

aacagguggg

uaaaucauca

uuacaucaac

aaacauugua

ES 2811279 T3

caucaagauu

gcuaaaggau

gaacacgcgu

guugagggag

uucgagcagc

uucuuccgau

aaagaagaaa

caaaccagac

caacgacgaa

cgaggaaaga

uagacguuag

uuauaguguu

uacguuuuug

CCaaaagucu

auuaaaaaua

aaauguaguc

ucaauucgug

uccccuacag

aaguacgaua

ucuagaucca

cuggacgacc

gacagauauu

uauuaugaug

uccgucauca

gcuuauauac

gcugcauauc

aaaauuaaca

agagguagag

uuguuccagg
gaaacuuuac
uucgccauca
cacuugaaaa
ucuagcagca
gacgaggguu
cagaaagaag
uauagagaua
gaaagccaca
agaagcgacc
uuguauaaua
ucggagcauu
aaggugucca

ucaaagga

agcacaagaa
acuaccauug
ugguguagug
cugcggcucc
agaaagagaa
gggauagaga
cuucugaaga
gguccaagua
uugaggaaaa
cuccaaggga
cuccagcuaa
aaagaauugc
cuuccaauau

guuugcugug

101

aguuguccga

aggaauauuu

auuuuuucac

acgugccaaa

guagcagcag

ccaggaagaa

augaaaaacc

gaagaaacga

gaagaagcag

acagagaaga

auguauauuu

caccaagcaa

cacacaccaa

acgaauaaca

uaguguuauu

aacaaagguu

acgcagaagc

gggcgauaaa

ccauagggac

cuacccaaga

cccaaagaaa

gaaggagaaa

aaggaaaaca

auuacguaug

cugggaagcu

uggucuuauu

uaaaucuaua

auauauggga

cgcggggcua

gucgaucggu

acaucuggaa

uuccaguaac

gaaaacaaaa

caaaaagaaa

cgacagggaa

agaagaugca

auaccggcecg

uuucguauuu

ggguuuuacu

gccgguuuua

cuacaauggu

cguuucuugu

auaguuauga

gccucgaaau

gaucgcaaga

aaacauggug

uauuauggcg

gacagggacg

aaagaaaaag

guggacuuac

augcaggcug

uuaaaaaagu

gcuagagaau

auacaagcac
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aggcagcuuc

aauuccccaa

ucaagcagaa

accaaagagu

ccacagauga

cugagguguc

aaggacaguu

augguuucaa

aguuuacuca

auguguuuaa

aggaaauucu

acucggaaga

cagaaacuaa

auuuugagga

aauuguguca

gccuccucuc

uuuucaaaga

gcaaauucuu

ugaaauuaaa

aggaguuguc

uacaggaaua

ucaauuuuuu

aaaacgugcce

gcaguagcag

guuccaggaa

aagaugaaaa

auaggagaaa

acagaagaag

gccgagaaga

<210> 97
<211> 2512
<212> ARN

cccgacguuc

cauuggagaa

caacaagucu

ggcccacgaa

uucaguggaa

gaguaaaggu

ggagaagaga

ggaucaugcu

ccuaaucaca

auuugaugau

ccagucagac

ugaagaaggu

uuuaaucacc

augugcccau

cauguuccuu

gcagcgcuuc

uaccuauucc

cgcgcauuua

cgaggaagac

cgaauauaug

uuucgegggyg

cacgucgauc

aaaacaucug

caguuccagu

gaagaaaaca

acccaaaaag

cgacgacagg

cagagaagau

ccaaacgcga

<213> Meligethes aeneus

<400> 97
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accaauguuu

cuguuacuga

aucuguauau

auuuuagcau

guagcaauuu

aucaaugcca

auacaguaca

gcuguuacug

uuggaugaug

aaauaugagg

agugaaucag

gaagaagaug

uuaaggagaa

aaauugauga

gauuguugcg

ugccaaauaa

acaacucaca

uuguucaccg

accaacaguu

ggauuagcga

cuauuuccga

gguuuaggag

gaagugaugg

aacgauucca

daaaaaauuga

aaaagcgagg

gaaaaguuua

gcaagagaaa

agaggacaag

augcagcuuu
aaagguuggu
cggcugcuac
uggaaauucu
cguuuuugaa
uauuugagau
ugauugaagu
aagaacuaga
uuaaacaagc
aaaaugaggg
gcgaaucugg
aaaccaaaaa
ccaucuaucu
aaauggagau
cugaacagcg
acaagacuuu
gacuugacgce
acgccaucgg
ccagcaggau
aguugaauaa
gggauaacce
gucuaacgga
cuuugaaagc
gcagcaguuc
aaaccccgga
auaaaccgag
aaaaauacag
aauacagagg

accaaguucc
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aguugcaguc

uuugcaguuu

cuuugucgcg

uacuuuacuu

ggaaaguggu

guugaggaau

cauguuccaa

uauuguugaa

uaacucagag

uaaauacaaa

uucagagggg

ucaaaccauu

cacaauacaa

caaaccugga

uaccuacgaa

caucgaaccg

caaucgauug

cugggaagug

uuuuaucaag

aaggcuaaag

gaagaacacg

cgaguugagg

agauucgagc

agauucuucc

caaaaagaag

gaacaaacca

aaacaacgac

ucacgaggaa

aagguuugug

auaaauucaa

aaaagggguu

cauuuaguaa

guugaguccce

Caaaaacuca

auucugcaug

guucggaaag

gaggaagauc

gauauauuga

acuuuaagua

ucugaagaag

auugauaaca

uccaguuugg

caagagauug

aaauucuucg

uuccaacaaa

agaaacguua

cucgauauca

auuuuguucc

gaugaaacuu

cguuucgcca

gagcacuuga

agcucuagca

gaugacgagg

aaacagaaag

gacuauagag

gaagaaagcc

agaagacgag
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aaauguaguc

ucaauucgug

uccccuacag

aaguacgaua

ucuagaucca

cuggacgacc

gacagauauu

guauuaugau

auccgucauu

ggcuuauaua

agcugcauau

caaaauuaac

aagagguaga

caccaauguu

acuguuacug

uaucuguaua

aauuuuagca

agugagcaga

aaccaaagag

cccacagaug

acugaggugu

gaaggacagu

gaugguuuca

caguuuacuc

aauguguuua

aaggaaauuc

gacucggaag

acagaaacua

gauuuugagg

gaauuguguc

ggccuccucu

acuaccauug

ugguguagug

cugcggcucc

agaaagagaa

gggauagaga

cuucugaaga

gguccaagua

guugaggaaa

acuccaaggg

ccuccagcua

caaagaauug

acuuccaaua

gguuugcugu

uaugcagcuu

aaaagguugg

ucggcugcua

uuggaaauuc

acaacaaguc

uggcccacga

auucagugga

cgaguaaagg

uggagaagag

aggaucaugc

accuaaucac

aauuugauga

uccagucaga

augaagaagg

auuuaaucac

aaugugccca

acauguuccu

cgcagcgcuu
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uaguguuauu

aacaaagguu

acgcagaagc

gggcgauaaa

ccauagggac

cuacccaaga

cCccaaaagaa

agaaggagaa

aaaggaaaac

aauuacguau

ccugggaagc

uuggucuuau

guaaaucuau

uaguugcagu

uuuugcaguu

ccuuugucgc

uuacuuuacu

uaucuguaua

aauuuuagca

aguagcaauu

uaucaaugcc

aauacaguac

ugcuguuacu

auuggaugau

uaaauaugag

cagugaauca

ugaagaagau

cuuaaggaga

uaaauugaug

ugauuguugc

cugccaaaua

cguuucuugu
auaguuauga
gccucgaaau
gaucgcaaga
aaacauggug
uauuauggcg
agacagggac
aaaggaaaaa
aguggacuua
gaugcaggcu
uuuaaaaaag
ugcuagagaa
aauacaagca
cauaaauuca
uaaaaggggu
gcauuuagua
uguugagucc
ucggcugcua
uuggaaauuc
ucguuuuuga
auauuugaga
augauugaag
gaagaacuag
guuaaacaag
gaaaaugagg
ggcgaaucug
gaaaccaaaa
accaucuauc
aaaauggaga
gcugaacagce

aacaagacuu
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gcuuauuuuu

cgacggauuc

cgccagaacc

ggagauccca

gaaaaaaacg

aggauagaaa

gaauauguua

gaggaugaaa

Cuaacaucuc

gagauaacug

uccauucaug

uuacugcaug

caggcagcuu

aaauucccca

uucaagcaga

aaccaaagag

cccacagaug

ccuuugucge

uuacuuuacu

aggaaagugg

uguugaggaa

ucauguucca

auauuguuga

Cuaacucaga

guaaauacaa

guucagaggg

aucaaaccau

ucacaauaca

ucaaaccugg

guaccuacga

ucaucgaacc

aauuaaccag

cgagagaggu

aaaaaaagca

cagauccaga

uuaccacgac

acagaacagu

uugguaaccg

auaaggauaa

gaacaggugg

auaaaucauc

guuacaucaa

aaaacauugu

ccccgacguu

acauuggaga

acaacaaguc

uggcucauga

auucaguaga

gcauuuagua

uguugagucc

ucaaaaacuc

uauucugcau

aguucggaaa

agaggaagau

ggauauauug

aacuuuaagu

gucugaagaa

uauugauaac

auccaguuug

acaagagauu

aaaauucuuc

guuccaacaa
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auuuucaaag

agcaaauucu

augaaauuaa

caggaguugu

uuacaggaau

aucaauuuuu

aaaaacgugce

agcaguagca

gguuccagga

gaagaugaaa

aagaauauag

auaccuauuc

ucgcgcauuu

acgaggaaga

ccgaauauau

auuucgcggg

ucacgucgau

caaaacaucu

gcaguuccag

agaagaaaac

aacccCaaaaa

aaacagaaga

<210> 98

<211> 489

<212> ARN

<213> Meligethes aeneus

<400> 98

guuccuugau

gcgcuucugce

Ccuauuccaca

gcauuuauug

ggaagacacc

auauauggga

cgcggggcua

uguugcgcug

caaauaaaca

acucacagac

uucaccgacg

aacaguucca

uuagcgaagu

uuuccgaggg

gucgaucggu uuaggagguc

acaucugga

<210> 99

<211> 2599

<212> ARN

<213> Meligethes aeneus

<400> 99
uuuuuguuac caaccaaacg
ucgucauuug uguaaauuca

ugugcuuauu uuuaauuaac

ugacgacgga uuccgagaga
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cacaacucac

auuguucacc

caccaacagu

gggauuagcg

gcuauuuccg

cgguuuagga

ggaagugaug

uaacgauucc

daaaaaaauug

gaaaagcgag

uacacaagga

aacagcguac

agacuuucau

uugacgccaa

ccaucggcug

gcaggauuuu

ugaauaaaag

auaacccgaa

uaacggacga

gccuaaauuu

aacaaaugua

cagucaauuc

gguuccccua

agacuugacg
gacgccaucg
uccagcagga
aaguugaaua
agggauaacc
ggucuaacgg
gcuuugaaag
agcagcaguu
aaaaccccgg
gauaaaccga

guugaggaca

cuacgaaaaa
cgaaccguuc
ucgauugaga
ggaagugcuc
caucaagauu
gcuaaaggau
gaacacgcgu

guugagggag

cCcCuagauaa

gucacuacca

guguggugua

cagcugcgge
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ccaaucgauu

gcugggaagu

uuuucaucaa

aaaggcuaaa

cgaagaacac

acgaguugag

cagauucgag

cagauucuuc

acaaaaagaa

ggaacaaagu

Ccaaaaaagac

uucuucggce

caacCaaauuu

aacguuagca

gauaucauga

uuguuccagg

gaaacuuuac

uucgccauca

cacuugaaaa

CcCuaaaauaa

uuguaguguu

gugaacaaag

uccacgcaga

gagaaacguu

gcucgauauc

gauuuuguuc

ggaugaaacu

gcguuucgcce

ggagcacuug

cagcucuagc

cgaugacgag

gaaacagaaa

aaauggugau

ug

uccucucgca

ucaaagauac

aauucuucgc

aauuaaacga

aguuguccga

aggaauauuu
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auucguuucu

guuauaguua

agcgccucga
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aaucgccaga

agaggagauc

guggaaaaaa

gcgaggauag

acgaauaugu

aagaggauga

uacuaacauc

cugagauaac

aguccauuca

aauuacugca

cacaggcagc

caaaauuccc

guuucaagca

uaaaccaaag

cccecccacaga

ucacugaggu

augaaggaca

aagaugguuu

aucaguuuac

ugaauguguu

guaaggaaau

aagacucgga

acacagaaac

uggauuuuga

uugaauugug

ucggccuccu

aaauuuucaa

uuagcaaauu

ucaugaaauu

uccaggaguu

cuuuacagga

ccaucaauuu

accaaaaaaa

ccacagaucc

acguuaccac

aaaacagaac

uauugguagc

aaauaaggau

ucgaacaggu

ugauaaauca

ugguuacauc

ugaaaacauu

uuccccgaca

caacauugga

gaacaacaag

aguggcccau

ugauucagug

gucgaguaaa

guuggagaag

caaggaucau

ucaccuaauc

uaaauuugau

ucuccaguca

agaugaagaa

uaauuuaauc

ggaaugugcc

ucacauguuc

cucgcagegce

agauaccuau

cuucgcgcau

aaacgaggaa

guccgaauau

auauuucgeg

uuucacgucg
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gcaaaguacg

agaucuagau

gaccuggacg

agugacagau

cgguauuaug

aaauccguca

ggggcuuaua

ucagcugcau

aacaaaauua

guaagaggua

uucaccaaug

gaacuguuac

ucuaucugua

gaaauuuuag

gaaguagcaa

gguaucaaug

agaauacagu

gcugcuguua

acauuggaug

gauaaauaug

gacagugaau

ggugaagaag

accuuaagga

Ccauaaauuga

cuugauuguu

uucugccaaa

uccacaacuc

uuauuguuca

gacaccaaca

augggauuag

gggcuauuuc

aucgguuuag

auaagaaaga
ccagggauag
acccuucuga
auugguccaa
auguugagga
uuacuccaag
uaccuccagce
aucaaagaau
acacuuccaa
gagguuugcu
uuuaugcagc
ugaaaagguu
uaucggcugc
cauuggaaau
uuucguuuuu
ccauauuuga
acaugauuga
cugaagaacu
auguuaaaca
aggaaaauga
caggcgaauc
augaaaccaa
gaaccaucua
ugaaaaugga
gcgcugaaca
uaaacaagac
acagacuuga
ccgacgccau
guuccagcag
cgaaguugaa
cgagggauaa

gaggucuaac
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gaagggcgau

agaccauagg

agacuaccca

guacccaaag

aaagaaggag

ggaaaggaaa

uaaauuacgu

ugccugggaa

uauuggucuu

guguaaaucu

uuuaguugca

gguuuugcag

uaccuuuguc

ucuuacuuua

gaaggaaagu

gauguugagg

agucauguuc

agauauuguu

agcuaacuca

ggguaaauac

ugguucagag

aaaucaaacc

ucucacaaua

gaucaaaccu

gcguaccuac

uuucaucgaa

cgccaaucga

cggcugggaa

gauuuucauc

uaaaaggcua

ccecgaagaac

ggacgaguug

aaagaucgca

gacaaacaug

agauauuaug

aaagacaggg

aaaaaggaaa

acaguggacu

augaugcagg

gCcuuuaaaaa

auugcuagag

dauaauacaag

gucauaaauu

uuuaaaaggg

gcgcauuuag

cuuguugagu

ggucaaaaac

aauauucugc

caaguucgga

gaagaggaag

gaggauauau

aaaacuuuaa

gggucugaag

auuauugaua

caauccaguu

ggacaagaga

gaaaaauucu

ccguuccaac

uugagaaacg

gugcucgaua

aagauuuugu

aaggaugaaa

acgecguuucg

agggagcacu
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gcgaccacag
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cagcaguucc

gaagaagaaa

aaaacccaaa
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aagcagagaa

agaagaauac
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cuggaaguga

aguaacgauu

acaaaaaaau

aagaaaagcg

agggaaaagu

gaugcaagag

cggccgagag

uggcuuugaa
ccagcagcag
ugaaaacccce
aggauaaacc
uuaaaaaaua
aaaaauacag

aacauagagg
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agcagauucg

uucagauucu

ggacaaaaag

gaggaacaaa

cagaaacaac

aggucacgag
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13.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico aislada que comprende un polinucleétido que codifica una molécula de acido
ribonucleico de horquilla (hpARN) con una estructura de tallo y lazo que es capaz de inhibir la expresion de un gen
objetivo enddgeno en una célula de un insecto coledptero tras la ingestion, en donde el polinucledtido esta
operativamente unido a un promotor heterélogo, y en donde el polinucleétido comprende:

una primera secuencia de nucledtidos que codifica un polirribonucleétido de la molécula de hpARN, en donde la
primera secuencia de nucleétidos se selecciona del grupo que consiste en al menos 50 nucleétidos contiguos de
SEQ ID NO:84, el complemento de al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:84, al menos 50 nucledtidos
contiguos de SEQ ID NO:86, el complemento de al menos 50 nucleétidos contiguos de SEQ ID NO:86, al menos
50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:88, el complemento de al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID
NO:88, al menos 50 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:93 y el complemento de al menos 50 nucleétidos
contiguos de SEQ ID NO:93;

una segunda secuencia de nucledtidos que codifica un polirribonucleétido de la molécula de hpARN; y

una tercera secuencia de nucleétidos que codifica un polirribonucleétido de la molécula de hpARN, en donde la
tercera secuencia de nucledtidos es sustancialmente el complemento inverso de la primera secuencia de
nucledtidos, de manera que los polirribonucleétidos codificados por la primera y la tercera secuencias de
nucledtidos se hibridan en una estructura de tallo de la molécula de hpARN,

en donde una estructura de lazo de la molécula de hpARN comprende el polirribonucleétido codificado por la
segunda secuencia de nucledtidos.

La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en donde
la primera secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:90 o el complemento de SEQ ID NO: 90.

La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el promotor heterdlogo es
funcional en una célula vegetal.

Una molécula de acido ribonucleico de horquilla (hpARN) codificada por el polinucleétido de la molécula de acido
nucleico de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 que es capaz de inhibir la expresion de un gen objetivo endégeno
en una célula de un insecto coledptero tras la ingestion, la molécula de hpARN comprende:

el primer polirribonucleétido codificado por la primera secuencia de nucleétidos;

el segundo polirribonucleétido codificado por la segunda secuencia de nucledtidos; y

el tercer polirribonucleétido codificado por la tercera secuencia de nucleétidos,

en donde el primer y tercer polirribonucleétidos se hibridan en una estructura de tallo de la molécula de hpARN.

Una célula transgénica que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2,
en donde la célula es una célula procariota o una célula eucariota.

Una célula vegetal transgénica que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3.

La célula vegetal transgénica de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la célula comprende ademas un
polinucleétido que codifica un polipéptido insecticida a partir de Bacillus thuringiensis seleccionado del grupo que
consiste en Cry1B, Cry1l, Cry2A, Cry3, Cry7A, Cry8, Cry9D, Cry14, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36,
Cry37, Cry43, Cry55, Cyt1A y Cyt2C.

Una planta transgénica que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3.

La planta transgénica de la reivindicacion 8, en donde la planta comprende ademas un polinucleétido que codifica
un polipéptido insecticida a partir de Bacillus thuringiensis seleccionado del grupo que consiste en Cry1B, Cry1l,
Cry2A, Cry3, Cry7A, Cry8, Cry9D, Cry14, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43, Cry55, Cyt1A
y Cyt2C.

Una semilla de planta transgénica que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
3.

La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, que comprende ademas un polinucleétido que codifica un
polipéptido insecticida a partir de Bacillus thuringiensis seleccionado del grupo que consiste en Cry1B, Cry1l,
Cry2A, Cry3, Cry7A, Cry8, Cry9D, Cry14, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43, Cry55, Cyt1A
y Cyt2C.

Un método para controlar una poblacién de insectos coledpteros, el método comprende alimentar insectos de la
poblacién con un agente que comprende la molécula de hpARN de la reivindicacion 4.

El método de la reivindicacion 12, en donde el agente es un cebo de ARN que comprende la molécula de hpARN,
o un producto de pulverizacién que comprende la molécula de hpARN.
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El método de la reivindicacion 12, en donde el agente comprende una célula vegetal transgénica que expresa la
molécula de hpARN a partir de un polinucleétido en la célula vegetal.

El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el agente es una planta transgénica o material vegetal
transgénico que expresa la molécula de hpARN a partir de un polinucleétido en la planta o material vegetal.

Un método para producir una célula vegetal transgénica, el método comprende:

transformar una célula vegetal con la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3, en donde la molécula es
un vector de transformacion vegetal;

cultivar la célula vegetal transformada bajo condiciones suficientes para permitir el desarrollo de un cultivo celular
vegetal que comprende una pluralidad de células vegetales transformadas;

seleccionar células vegetales transformadas que han integrado el polinucleétido en sus genomas;

tamizar las células vegetales transformadas para la expresion de la molécula de hpARN codificada por el
polinucledtido; y

seleccionar una célula vegetal que expresa la molécula de hpARN.

Un método para producir una planta transgénica resistente a plagas de coledpteros, el método comprende:
regenerar una planta transgénica a partir de la célula vegetal transgénica de la reivindicacion 6 o la reivindicacion
7, en donde la expresion de la molécula de ARN codificada por el polinucleétido es suficiente para reducir la
expresion de un gen objetivo en una plaga de coledpteros que ingiere una célula de la planta transgénica.

El método de la reivindicacion 16, en donde la célula vegetal transformada comprende ademas un polinucleétido
insecticida que codifica un polipéptido a partir de Bacillus thuringiensis seleccionado del grupo que consiste en
Cry1B, Cry1l, Cry2A, Cry3, Cry7A, Cry8, Cry9D, Cry14, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43,
Cry55, Cyt1A 'y Cyt2C.

El método de la reivindicacion 12, en donde el método comprende ademas alimentar los insectos de la poblaciéon
con un polipéptido insecticida a partir de Bacillus thuringiensis.

108



ES 2811279 T3

Figura 1. Generacion de ARNds a partir de un solo molde de transcripcién con un solo par de cebadores

ARN
polimerasa T7 ARNds
/ ,
% — W
T7 //'/ s 1
* fr L
MIHIII AN 1
A n|||-||2, ::::::
17 37°Cldh "
i

109



ES 2811279 T3

Figura 2. Generacion de ARNdSs a partir de dos moldes de transcripcion.
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