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COMPOSICIONES DE POLIPEPTIDOS TOXICAS PARA INSECTOS

ANTONOMUS, Y METODOS DE USO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1.1. Campo de la Invencidn

La presente in se relaciona de manera general con
los campos de biologia molecular. Se suministran métodos
y composiciones que comprenden secuencias dé ADN vy
polipéptidos derivados de Bacilus turingiencis para uso
en formulaciones insecticidas y el desarrollo de plantas
resistentes a insectos transgénicos. Se describen &cidos
nucléicos novedosos obtenidos de Bacilus turingiencis que
codifican polipéptidos coleopterotdédxicos. Se describen
varios métodos para elaborar y utilizar estos A&cidos
nucleicos, secuencias de AADN modificadas sintéticamente
que codifican tIC851, y composiciones de polipéptidos
nativos y sintéticos. También se describe el uso de
secuencias de ADN como pruebas de diagnéstico vy
plantillas para sintesis de proteina, y el uso de
polipéptidos. También se suministran proteinas de fusidn,

anticuerpos, y fragmentos de ©péptidos en varias



aplicaciones de insecticidas inmunolégicas y diagnéstico,
como son métodos de elaboracién y uso de secuencias de
acido nuéleico en el desarrollo de células de plantas

transgénicas que comprenden los polinucleétidos.

1.2. Descripciédn de la técnica relacionada

Los métodos ambientalmente sensibles para controlar
o erradicar la infestacién de insectos son deseables en
muchos casos, en particular cuando 1los cultivos de
interés comercial estin en disputa. Las formulaciones
insecticidas ambientalmente sensibles mas ampliamente
utilizadas desarrolladas en aflos recientes se han
compuesto de pesticidas microblanos derivados de la
bacteria Bacillus turingiencis. El E. Turingiencis es
bien conocido en la técnica, y se caracteriza
norfoldgicamente como una bacteria Gram-positiva que
produce proteinas de cristal o cuerpo de inclusién que
son agregaciones de proteinas especificamente téxicas a
ciertos Ordenes y especies de insectos. Muchas diferentes
sepas de B. Turingiencis han mostrado producir proteinas
de cristales insecticidas. Las composiciones que incluyen
las sepas de B. Turingiencis que producen proteinas

insecticidas han estado comercialmente disponibles y se



han utilizado comc insecticidas ambientalmente aceptables
en razén a que ellas son muy téxicas para los 1lnsectos
objeto especificos, perc no son dafllosas para las plantas

y otros organismos no objetivo.

Existen varias categorias de toxinas establecidas
con base en la informacién de estructura primaria y el
grado de similaridades de una toxina a otra. En la década
pasada la investigacién sobre la estructura y funcién de
las toxinas del B. Turingiencis han cubierto 1las
principales categorias de toxinas, y mientras estas
toxinas difieren en su estructura y funcién especifica,
se han asumido generalidades generales en la estructura y
funciétn. Con base en el conocimiento acumulado de las
toxinas de Bacillus turingiencis, se ha creado un modo
generalizado de accién para el Bacillus turingiencis e
incluye: 1Ingestién por el insecto, solubilizaciédn el
intestino medio (una combinacién de estémago e intestino
delgado), resistencia a enzimas digestivas algunas vedes
con digestiédn parcial que “activa” la toxina, uniendo a
las células del intestino medio, formacién de un todo en
las células del insecto y la irrupcién de homedstasis

celular (English and Slatin, 1992).



Muchas de las d-endotoxinas se relacionan con vario
grados de similaridades en sus secuencias de aminoacido.
Histédricamente las proteinas y los genes dque las
codifican se clasificaron c¢con base principalmentes en su
espectro de actividad insecticida. La revisién de Schnepf
et al. (Microbiol. Mol. Biol. Rev. 1998) 62:775.806)
discute los genes Y las proteinas que fueron
identificados en Bacillus turingiencis antes de 1998, y
establece la nomenclatura mis reciente y el esquema de
clasificacién segin se apfica a los genes y proteinas
insecticidas de Bacillus turingiencis. Utilizando
esquemas de clasificacién de nomenclatura mas viejos, los
genes cryl se consideraron que codificaban las proteinas
cryl téxicas a los lepiddépteros, los genes cry2 se
consideraron que codificaban las protelnas Cry2 téxicas
tanto a lepiélbpteros como dipteros, los genes cry3 se
consideraron que codificaban las proteinas cryl téxicas a
colebépteros, y los genes cry4d se consideraron que
codificaban a las proteinas cry4d téxicas a dipteros, sin
embargo, la nueva nomenclatura clasifica sistemAticamente
las proteinas cry con base en Jla homologia de 1la
secuencia de aminoécidos en lugar de las especificidades

objetivo de los insectos. El esquema de clasificacién



para muchas toxinas conocidas, no incluyendo evaluaciones
alélicas en proteinas individuales, que incluyen
dendogramas y listas de toxinas completas de Bacillus
turingiencis se resume y se actualiza regularmente en

http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/ind

ex.html

La mayoria de la cerca de 200 toxinas de proteinas
cristal Bt tienen algin grade de actividad lepidéptera
asociada con ellas. La inmensa mayorla de las proteinas
insecticidas del Bacillus turingiencis que se han
identificade no tiene actividad que controle l;s
colebpteros. Por lo tanto, es particularmente importante,
al menos, por razones comerciales identificar proteinas

insecticidas especificas adicionales de coledpteros.

Las proteinas cry3d generalmente muestran actividad
colebptera, sin embargo, estas generalmente han limitado
la especificidad del rangec de huésped y no son
significativamente téxicas a plagas objetivo a menos que
se ingieran en dosis muy altas. La clonacién y expresién
del gen cry3Bb se ha descrito {Donovan et al., 1992).
Este gen codifica la proteina de 74 kDa con actividad

contra insectos colefépteros, particularmente el cucarrén



de la papa colorado (CPB) y el gusano de la raiz del mai:z
del sur (SCRW). Las proteinas cry3Bb mejoradas han sido
trabajadas por ingenieria que muestran toxicidad
incrementada a la vez o menores dosis que la proteina
tipo silvestre (patente estadounidense serie No.

6,023,013; Febrero 08, 2000).

Una cepa de Bacillus turingiencis, PS201T6, se
reportd por tener actividad contra WCRW (Diabrética
virgifera virgifera) patente estadounidense No.
5,436,002). Esta cepa también tubo actividad contra Musca
doméstica, Aedes aegypti, y Liriomiza trifoli. El1 gen vip
1 A, que produce una proteina vegetal, soluble,
insecticida, se ha clonado y secuenciado (Intl. Pat.
Appl. Pub. No. WO 96/10083, 1996). Este gen produce una
proteina aproximadamente 80 kDa con actividad contra WCRW
y qusano de la raiz del maiz del norte (NCRW). Otra
proteina toxina con actividad contra insectos
colebpteros, que incluyen WCW, es cryl IA un polipéptido
de 81 kDa, cuyo gen gque codifica se ha clonado vy
secuenciado (Intl. Pat. Appl. Pub. No. WO 96/13651,

1990) .



2.0. Rasumen de la Invencién

El polipéptido de 1la presente invencién y las
secuencias de ADN novedosas que codifican la proteina
representan un nuevo gen Yy proteina de cristal de
Bacillus turingiencis, y solo comparten una homologia de
secuencia insubstancial con cualquiera de las endotoxinas
inhibitorias de coleépteros identificada previamente
descrita en la técnica anterior. Similarmente, las cepas
de Bacillus turingiencis de 1la presente invencién
comprende secuencias de genes novedosos gque expresan un
polipéptido que tiene una actividad insecticida contra
insectos colebpteros, en particular el gorgojo de la

cidpsula de algodén (Anthonomus grandis Boheman} .

Se describe y reivindica aqui un polipéptido de una
d~endotoxina de Bacillus turingiencis que comprende la
SEC ID NO:8. Los inventores han identificado un
polipéptido insecticidamente activo que comprende 1la
secuencia con una longitud de 632 aminocdcidos de la SEC
ID NO:8 que muestra actividad insecticida contra insectos
coledpteros. Por ejemplo, los inventores han mostrado gque

un polipéptido de d-endotoxina que comprende la secuencia



de la SEC ID NO:8 tiene actividad insecticida contra la
larva del gorgojo del a cépsula del algodén (BWV), pero

no contra la larva del gusano de la ralz del maiz del

oeste.

El polipéptido de SEC ID NO:8 se codifica mediante
un segmento de acido nucleico que comprende al menos un
marco de lectura abierto como se muestra en la SEC ID
NO:7 desde la posicién del nucledtido 28 hasta 1la
posicién del nuclebdtido 1923. La invencién también
describe composiciones y formulaciones insecticidas que
comprenden tal polipéptido. Tal composicidén puede ser un
extracto celular, una suspensién celular, un homogenato
celular, un 1lisato celular, un supernatant celular, un
filtrado de célula o un peletizado de células de unas
células de bacteria que comprendan un polinucleébdtido que
codifica tal polipéptido. Ejemplo de células bacteriales
que producen tal polipéptido incluyen Bacillus
turingiencis EG4135 y EG4268, depositado <con NRRL
respectivamente en abril 28, 2000. La composicién como se
describe en detalle adelante se puede formular como un
polvo, talco, peletizado, granulo, rociado, emulsiédn,
coloide, solucién, o similar, y puede ser preparble

mediante tales medios convencionales como diescacidn,



liofilizacién, homogenizacién, extraccién, filltracidn,
centrifugacién, sedimentacién, o concentracién de un
cultivo de <células que comprenden el polipéptido.
Preferiblemente tales composiciones se obtienen de
cultivos de células de Bacillus turingiencis EG4135 y
EG4268. En todas las tales composiciones que contiene, al
menos, uno de tales polipéptidos insecticidas, el
polipéptido puede estar presente en una concentracién que

va de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 99% en

peso.

Una formulacién de polipéptido insecticida de
ejemplo se puede prepara mediante un Dproceso que
comprende las etapas de cultivas células de Bacillus
turingiencis EG4135 y EG 4268 bajo condiciones efectivas
para producir el polipéptido insecticida, y obtener el

polipéptido insecticida asi producido.

Por ejemplo, la invencién describe y reivindica un
método de preparacién de un polipéptido de &-endotoxina

que tiene actividad insecticida contra un insecto

coledptero. El1 método involucra de manera general el



alslamiento de un cultivo de células de b..t EG.4135 y EG
4268 que han crecido bajo condiciones adecuadas, el
polipéptido de bd-endotoxina producido mediante las
células. Tales polipéptidos se pueden aislar del cultivo
de células o supernatant o de suspensiones de esporas
derivadas del cultivo de células y utilizadas en la forma
nativa, o se pueden de otra manera purificar o concentrar

seqin sea apropiado para la aplicacidédn particular.

Un método para controlar una poblacién de insectos
colebpteros también se proporciona en la invencién. EIl
método involucra generalmente poner en contacto 1la
poblacién con una cantidad insecticldamente efectiva de
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacido
del SEC ID NO:8. Tales métodos se pueden utilizar para
matar i reducir el nimero de insectos coleb6pteros en un
drea dad, o se pueden aplicar profiladcticamente a un area
ambiental para evitar la infestacién mediante un insecto
susceptible. Preferiblemente el insecto injiere o es
contactado con, una cantidad insecticidamente efectiva

del polipéptido.
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Adicionalmente, la invencién proporciona un
anticuerpo purificado que une especificamente a los
polipéptidos insecticidas. También se proporclonan
métodos de preparacién de tal anticuerpo, y métodos para
usar el anticuerpo para aislar, identificar, caracterizar
y/o purificar polipéptidos a los cuales tales anticuerpos
se unen especificamente. Los kits inmunolégicos y los
métodos de inmunodentencidédn idtiles en la identificacidén
de tales plps y fragmentos de péptidos y/o epitopos de
estos se proporcionan en detalle aqui, y también
representan aspectos importantes de la presente

invencién.

Tales anticuerpos se pueden utilizar para detectar
la presencia de tales polipéptidos en una muestra o se
pueden utilizar como se describe adelante en una varledad
de métodos inmunolégicos. Un método de ejemplo para
detectar un polipéptidc de S-endotoxina en una meustra
biolégica involucra genralemtne obtener una muestra
bicldégica que se sospecha que contiene el polipéptido de
d-endotoxina; poner en contacto la muestra con un
anticuerpo que une especificamente al polipéptido, bajo

condiciones efectivas para permitir 1la formacién de

/oZ
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’
complejos; y detectar los complejos asi formados. Para
tales métodos, la invencién también proporciona un kit de
inmunodetecién. Tal kit contiene genheralmente medios de
contenedor adeucados, un anticuerpo que se une al
polipéptido de la b-endotoxina, y, al menos, un primer
reactivo de inmunodeteccién. Opclonalmente, el kit puede
proporcionar reactivos adicionales o instrucciones para

utilizar el anticuerpc en la deteccidén de polipéptidos de

d-endotoxina en una muestra.

La preparacidén de tales anticuerpos se puede lograr
utilizando el polipéptido descrito como un antigeno en un
animal como sSe describe adelante. Los epitopos
antigénicos, los péptidos mas cortos, las funciones de
péptidos, los fragmentos de péptido unidos a portador, ¥y
similars también se pueden generar del tode o una
secuencia de polipéptidos descritas en la SEC ID NO:8.
Los péptidos particularmente preferidos son aquellos que
comprenden al menos 10 aminoacidos contiguos de la

secuencia descrita en SEC ID NO:8.

En otra modalidad, la presente invencién también

proporciona segmentos de &acido nucleico que comprenden

12
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una regién de secuencia de nucledtido seleccionada gque
comprende una secuencia de polinucleétido de la SEC ID
NO:7. En las modallidades preferidas, esta regidén de
secuencia de nuclebtidos seleccionada comprende un gen
que codifica un polipép-tido que comprende al menos la SEC

ID NO:8.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con un
cultivo biolédgicamente puro de una bacteria de Bacillus
turingiencis tipo silvestre seleccionada de la cepa EG
4135 y EG 4268, depositadas en abril 18, 2000 en 1la
colecciédn de cultivos de investigacién agricola del
laboratorio de investigaciones regional del norte {(NRRL),
Peoria, Ilincis. También se depositd a cepa sIC8501 la
cual es una E. Coli DHSa que contiene el pléasmido
pICl17501 que contiene la menos la secuencia que codifica
la cepa de Bacillus turingiencis EG 4135 tIC851. Estas
cepas se depositaron bajo las condiciones del tratado de
Budapest, y se obtuvieron las declaraciones de viabilidad
de acuerdo con la forma de Recibo Internacional de la
BP/4. Las cepas de Bacillus turingiencis EG 4135 y EG
4268 son cepas de ocurrencia natural, que contiene, al

menos, una regidn de secuencia que codifica la secuencila

7Y
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de polipéptidos con una longitud de 632 aminodcidos en la

SEC ID NO:8.

Una modalidad adicional de la invenciédn se relaciona
con un vector que comprende una regidén de secuencia que
codifica un polipépotido que comprende la secuencla de
aminodcidos de la SEC ID NO:8, una célula hospedera
recombinante transformada con tal vector recombinante, y
cultivos blolégicamente puros de bacterias recombinantes
transformadas con una seunecia de polinuclebdtidos que
codifica el polipéptido descrito en la SEC ID NO:8.
Vectores de ejemplo, células huésped recombinantes,
lineas de células transgénicas, y plantas transgénicas
que comprenden al menos una primer regiétn de secuencia
que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

SEC ID NO:8 se describen en detalle aqui.

La presente invencién también proporciona células
huésped transformadas, tejidos de plantas embridnicos,
callos de plantas, pléantulas, y plantas transgénicas que
comprenden .una reqgién de secuencia seleccionada que
codifica el polipéptido insecticida. Tales células son
preferiblemente células procaridticas o eucariodticas

tales como bacterias, hongos o células vegetales, con
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células bacteriales de ejemplo que incluyen células de
Bacillus turingiencis, Bacillus megaterium, Bacillus

cereus, Escherichia, Salmonella, Agrobacterium o

seudomonas.

Las plantas y células hospederas de plantas son
preferiblemente células de plantas monocotiledbneas o
dicotiledéneas tales como el maiz, el trigo, la soja, la
avena, el algodén, el arroz, centeno, sorgo, cafla de
azicar, tomate, tabaco, lana de ceiba, 1lino, papa,
cebada, pasto de césped, pasto de forraje, fresa, fruta,
legumbre, vegetal, planta ornamental, arbustoe, cactus,

suculentas, y células de arbol.

Las plantas transgénicas de la presente invencién
preferiblemente incorporado dentro de su genoma o
transformado en sus cloroplastos o genomas de plastido un
polinicledtido selecclonado {o “transgen”), que
comprende, al mencs una primer regién de secuencia que
codifica el polipéptido insecticida de la SEC ID NO:8.
Las plantas transgénicas, también pretenden comprender la
progenie (descendientes, sucesidén, etc.) de cualquier

generacién de cualquier planta transgénica. Una semilla

de cualquier generacidn de todas estas plantas-

/6
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transgénicas resistentes a los insectos en donde dicha
semilla comprende una secuencia de ADN que codifica el
polipéptido de 1la presente invencién también es un

aspecto importante de la invencién.

Las plantas transgénicas verdes cruzadas resistentes
a los insectos que comprenden un transgen que codifica el
polipéptido de la SEC ID NO:8 se peude preparar mediante
un método y generalemnte inwvolucra obtener una planta
tgrangénica fértil que contiene un transgen
cromosomalmente incorporado que codifica el polipéptido
insecticida de la SEC ID NO:8; operablemente ligado a un
promotor activo en 1la planta; cruzando 1la planta
transgénica fértil con una segunda planta a la que le
falta el transgen para obtener una tercer planta que
comprende el transgen; y retrocruzamiento de la tercer
planta para obtener una planta fértil retrocurzada. En
tales casos, el transgen se puede heredar a través del
padre masculino o a través del padre femenino. La segunda
planta puede ser un engendro puro, uy la tercer planta

puede ser un hibrido.

De manera similar, una planta transgénica hibrida

resistente a los insectos se puede prepara mediante un

/7
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método que generalmente involucra el cruzamiento de una
primera y una segunda planta engendrada pura que
comprende un transgen cromosomalmente incorporado que
codifica el polipéptido de la SEC ID NO:8 operablemente
ligado a un promotor expresable de planta que expresa el
transgen. En las modalidades de la ilustracién, la
primera y segunda plantas engendros purocs pueden ser
plantas monocotiledoneas seleccionadas del grupo que
consiste de: maiz, trigo, arroz, cebada, avena, centeno,

sorgo, pasto de césped y cafla de azudcar.

En una modalidad relacionada, la invencidén también
proporciona un método de preparar una planta resistente a
insectos. El método involucra de manera general poner en
contacto wuna célula de planta receptora <con una
composicién de ADN que comprende al menos un primer
transgen que codifica el polipéptide de la SEC ID NO:8
bajo condiciones que permiten la toma de la composiciédn
de ADN; selecciona una célula receptora que comprende un
transgen cromosomalmente incorporado gque codifica el
polipéptido; regenerar una planta de la célula
seleccionada; e identificar la planta transgénica fértil
que tiene una resistencia mejorada a los insectos con

relacién a la planta no transformada correspondiente.

/S
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Un método de produccién de semillas trangénicas
generalmente involucra obtener una planta trangénica
fértil que comprende un transgen cromosomalmente
intetgrado que codifica un polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcido del DEC ID NO:8 operablemente
ligado a un promotor que expresa el transgen en una
planta; y hacer <crecer la planta bajo condiciones

apropiadas para producir la semilla transgénica.

Un método de producir progenie de cualquier
generaciétn de una planta transgénica fértil con
resistencia mejorada a los insectos también se
proporciona en la invencién. E1 método generalmente
involucra recolectar semilla transgénica de una planta
transgénica que comprende un transgen cromosomalmente
integado que codifica el polipéptido de la ISC DI NO:8,
operablemente ligado a un promotor que expresa el
transgen en la planta; platnar la semilla transgénica
recolectada; y hacer crecer las plantas transgénicas

progenie de la semilla.

Estos métodos para c¢rear plantas transgénicas,

progenie y semillas pueden involucrar poner en contacto



la célula de la planta con la composicién de ADN que
utiliza uno de los procesos bien conocidos para la
transformacién de células vegetales tales como bombardeo
de microproyectiles, electroporacién o transformacién

mediada por Agrobacterium.

Un Método de ejemplo descrito aqui proporciona
proteccién a una planta de la infestacién del gusano de
la cépsula de algodén que comprende proporcionar al
gusano de la capsula de algodén en su dieta una planta
transformada para exp}:esar una proteina téxica a dicho
gusano en donde dicha proteina se expresa en cantidades
suficientes para controlar la infestacidn del gusano de
la cépsula y en donde dicha proteina se selecciona del
grupo que consiste de Cry22Raa, ET70, y tIC85l1. En una
modalidad adicional de este método, una planta que
expresa dos o mas de estas proteinas con el propdsito de
reducir 1la infestacién del gusano de capsula se
contempla, en particular para reducir el desarrollo de
razas de gusanos de capsula resistente a cualquiera de

estas proteinas.

Estas y otras modalidades de la presente invencién

seran evidentes para aquellos expertos en la técnica con
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base en los siguientes ejemplos y reivindicaciones, que
tienen beneficio de las ensefianzas de la especificacidn

presente.

2.1. secuencias de polinucledtido TIC851

la presente invencién proporciona secuencias de
poilnucledtidos que se pueden aislar de cepas de bacilus
turingiencis, que estén libres de ADN gendémico total, y
que codifican los poilpéptidos insecticidas novedosos y
fragmentos de péptidos descritos aqui. Los
polinucledtidos que codifican estos péptidos Yy
polipéptidos pueden codificar proteinas de 1insectividas
activos o fragmentos de péptidos, subunidades de
polipéptidos, dominios funcionales, o similares de uno o
mis proteinas de cristal de tIC851 o relacionadas con
tIC851, tales como el polipéptido descfito en la SEC ID
NO:8. Ademds la invencién comprende secuencias de Aacidos
nucleicos que se pueden sintetizar completamente in vitro
utilizando métodos que son bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica dque codifican el polipéptido
novedos tIC851, peptidos, fragmentos de péptido,

subunidades, o dominios funcionales descritos aqui.
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Como se utiliza aqui, el término “secuencia de &cido
nucleico” o “polinucleétido” se refiere a una molécual de
dcido nucleico que se ha ailslado libre de ADN gendmico
total o de otra manera de unas especies particulares. Por
lo tanto, una secuenclia de &acido nucleico o
polinucledtido que codifica un polipéptido de endotoxinas
se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende
al menos una primer secuencia que codifica la proteina de
cristal ya aislada de, ¢ purificada libre de, ADN
genémico total de las especles de las cuales se ha
obtenido la secuencia de aminodcido, que en el caso
presente es el genoma del género bacterial Gram-positivo,
bacilus, y en particular, 1las especies de bacilus
conocidas como Bacillus turingiencis. Incluidas en el
término “;ecuencia de 4&cido nucleico”, estan las
secuencias de polinuclebtidos de fragmentos mas pequefios
de tales secuencias, y también vectores recombinantes,
que incluyen, por ejemplo, plasmidos, césmidos,
fagémidos, fagos, viriones, baculovirus, cromosmas
artificiales, virus, y similares. De acuerdo con esto,
las secuencias de polinuclebtidos que tienen entre
aproximadamente 70% y aproximadamente 80%, O mas
preferiblemente entre aproximadamente 81% Yy

aproximadamente 90%, © mas Dpreferiblemente @ entre
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aproximadamente 91% y aproximadamente 99% de identidad de
la secunecia de 4cido nucleico o equivalentcia cfuncioanl
a la secuencia de polinucleétidos de la SEC ID NO:7 seréan
las secuencias que son “esencialemnte como se establece
la SIC ID NO:7”. Las secuencias altamente preferidas son
aquellas que son preferiblemente desde aproximadamente
91% a aproximadamente 1008 idénticas o funcionalmente
equivalentes a la secuencia nucleica del SEC ID NO:7.
Otras secuencias preferidas que codifican el tIC851 o

secuencias relacionadas con el tIC851 son aquellas que

van desde aproximadamente 8l1% a aproximadamente 90% °

idénticas o funcionalmente equivalentes a las secuencias
de polinucledétidos establecidas en el SEC ID NO:7. De
manera similar las secuencias que vgﬁ ‘desde

aproximadamente 71% a aproximadamente 80% idénticas ‘o

funcionalmente equivalentes a la secuencia deﬁl

polipéptidos establecidas en la SEC ID NO:T'sg goﬁtempléq o

como Utiles en la pr&ctica de la presente invencién.

De manera similar, un polinucleétido que comprende

un gen aislado, purificado o seleccionado o una regién de o

secuencia se refiere a un polinucle6tido que puede
incluir ademds de las secuencias que codifican ei

péptido, ciertos otros elementos tales como, secuencias

z3
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requlatorias, sustancialmente aisladas de otros genes de
ocurrencia natural o secuencias que codifican proteina. A
este respecto, el término “gen” se utiliza por
simplicidad para referirse a una proteina de funcién, o
una unidad codificadora de polipéptido. Como entendrén
aquellos expertos en la técnica, este término funcional
incluye tanto secuencias genémicas, secuencias de
operador y segmentos de gen trabajados por ingenieria que
expresan, o se pueden adaptar para expresar polipéptidos
de proteinas o péptidos. En ciertas modalidades, un
segmento de Aacido nucleico comprenderd, de al menos, un

primer gen que comprende la secuencia SEC ID NO:8.

Para permitir la expresién del gen, y la traduccién
del RMNA en un polipéptido maduro, la secuencia de Acido
nucleico preferiblemente también comprende al menos un
primer motor operablemente ligado al gen para expersar el
polipéptido insecticida en una célula huésped
transformada con esta secuencia de Acido. El1 promotor
puede ser un promotor enddgeno, o alternativamente un
promotor heterdlogo seleccionado por su capacidad para
promover la expresién del gen en uno o mas tipo de
células particulares. Por ejemplo, en la creaciétn de

plantas transgénicas y células de plantas que comprenden
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un gen tIC851, el promotor heterbélogo de escogencia es
aquel que sea expresable en la planta, y en muchos casos

puede preferiblemente ser un promotor expresable en la

planta que es especifico al tejido o al ciclo de la

célula. La selecciédn de promotores expresables en plantas
es bien conocida por aquellos expertos en la técnica de
la transformacién de plantas, Yy aqui se deécriben

promotores adeucados de ejemplo. En ciertas modélidades,

el promotor expresable en la planta se peude seleccionar

de un grupo que consiste de cintetasa de sucrosa de ﬁ;iz
1, dehidrogenasa de alcohol de maiz 1, complejos de
cosecha de maiz ligero, proteina de choque alh calor,
carboxilasa, RuBP su unidad pequefia de guisante, manopoin
sintasa de plasmido Ti, nopalin sintasa de plasmido Ti,
chalcon isomerasa de petunio, proteina 1 rica en glicina
deaba, patatina de papa, lecitina, CaMV 355, y promnt;r

de carboxilasa RuBP de subunidad pequeifla S-E9..

Aisladas sustancialmente alejada de otras secuenqias
de codificacién” significa que el gen de interés, en este
casa, un gen gque codifica una proteina de .cristal
bacteriana forma la parte significativa de la regidn
codificante del segmento de ADN, y que el segmento de ADN

no contiene porciones grandes de ADN codificante de

23
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ocurrencia natural, tales como grandes fragmentos
cromosomales u otros genes funcionales o regiones que
dofican operon. Por supuesto, esto se refiere al segmento
de ADN segin se aisldé originalmente, y no excluye genes,
genes recombinantes, ligadores sintéticos, o regiones
codificantes tardias agregadas al segmento por la mano

del hombre.

También se debe entender que esta invencién no esté
limitada a las seucencias de &cido nucleico particualres
que codifican péptidos de la presente invencién, o dque
codifican la seucnecia de aminodcido del SEC ID No:é que
incluyen 1la secuencia de ADN que es particularmnete
descrita en la SEC ID NO:7. Los vectores recombinantes de
los segmentos de ADN aislados pueden por lo tanto incluir
variadamente las regiones de codificacidén de polipéptidos
mismas. Regiones codificantes que llevan alteraciones
seleccionadas o modificaciones en la regién codificante
bédsica o ellos pueden codificar polipéptidos mayores que
sin embargo incluyen estas regiones codificantes de
péptidos o puede codificar proteinas equivalentes
biclégicamente funcionales o péptidos que tienen

secunecias de aminodcidos variantes.
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Las secuencias de ADN de la presente invencién
comprenden péptidos equivalentes biolégicamente
funcionales. Tales secuencias pueden surgir como
consecuencia de uan degeneraciédn de coddn y equivalencia
funcioanl que son conocidas por ocurrir naturalmente
dentro de las secuencias de &cido nuclelco y 1las
proteinas asi codificadas. Alternativamente, las
proteinas funcionalmente equivalentes o péptidos pueden
ser creadas por via de la aplicacién de la tecnologia del
ADN recombinante, en cuyos camblos en la estructura de la
proteina se pueden trabajar por ingenieria, basadas en
consideraciones de las propiedades de los aminodcidos que
estdn siendo intercambiados. Si se desea, uno podria
también preparar proteinas de fusién y péptidos, por
ejemplo, donde las regiones que codifican los péptidos
que estidn alineadas dentro de la misma unida de expresidn
con otras proteinas o péptidos que tienen las solucionés
deseadas, tales como para purificacidén o prpdsitos de
inmunodetecciétn (por ejemplo proteinas que se pueden
purificar mediante cromatografia de afinidad y regiones
que codifican la etiqueta de enzima respectivamente). Los
vectores recombinantes forman aspectos adicionales de 1la
presente invencién, particularmente los vectores utiles

se contemplan como aquellos vectores en los cuales la
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porcién codificante de la porcién de ADN, sea que
codifiquen una proteina insecticida de longitud completa
o un péptido menor, se ubican bajo el control de un
promotor. El1 promotor puede estar en la forma del
promotor que estd naturalmente asociado con un gen gque
codifica péptidos de la presente invencién, como se pude
obtener al aislar las secuencias no codificantes 5’
localizadas corriente arriba del segmento de codificacién
o exén, por ejemplo, utilizando clonacidn recombinante
y/0 tecnologia PCR™,en relacién con las composiciones
descritas aqui. En muchos casos, el promotor puede ser el
promotor nativo tIC851, o alternativamente un promotor
heterélogo, tal como aquellos de origen bacteriano
(incluyendo promotores de otras proteinas de cristal)
origen fungoso, viral, origen fago o fagémido (que
incluyen promotores tales como CaMV35, y sus derivados,
T3, T7, A, y promotores ¢ y similares), o el origen de la
planta, que incluyen promotores constitutivos,

inducibles, y/o de tejido especifico y similares.

En otras modalidades, se contempla que ciertas
ventajas se ganaran al ubicar la secuencia de ADN

codificante bajo el control de un promotor recombinante o

28
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heterélogo. Como se utiliza aqui, un promotor
recombinante o heterélogo estd destinado a referirse a un
promotor que no estid normalmente asociado con una
secuncia de ADN que codifica una proteina de cristal o
péptido en su ambiente natural. Tales promotores pueden
incluir promotores normalmente asociados con otros genes,
y/o promotores aislados de cualquier célula bacterial,
viral, eucariética, o de planta. Naturalmnete, sera
importante emplear un promotor que dirija efectivamente

las expresiones del segmento de ADN en el tipo de célula,

organismo, o un animal, escogido por expresién. El1 uso ]

del promotor y de las combilnaciones de tipo de célula
para la expresidén de la proteina se conoce generalmente
por aquellos expertos en 1la técnica de la biologia
molecular, por ejemplo, vver Sambrook et al., 1989. Los
promotores empleados pueden ser constituitivos, o
inducibles, y se pueden utilizar bajo condiciones
apropiadas para dirigir alto nivel de expresidon de 1la
secuencia de ADN introducida, tal como es ventajoso en
produccién a gran escala de proteinas o péptidos
recombinantes. Los sistemas promotores adecuados
comtemplados para uso en expresién de alto nivel incluyen
pero no estidn limitados a, sistema de expresiébn Pichia

(Pharmacia LKB) Biotechnology).



29

Adn en otro aspecto, la presente invencidn
proporciona métodos para producir una planta trnagénica
que expresa una secuencia de Aacido nucleico seleccionada
que comprende una regién de secuencia que codifica los
polipéptidos de endotoxina novedosos de 1la presente
invencién. El proceso de producir plantas transgénicas es
bien conocido en la técnica. En general, el mnétodo
comprende transformar wuna célula hospedera vegetal
adecuada con una secuencia de ADN que c¢ontiene un
promotor operativamente ligado a una regién codificante
que codifica uno o més poloipéptidos tI851. Tal regidén
codificante est4d generalmente operativamente ligada a, al
menos, una primer regidén de terminacidn de transcripcién,
por medio de la cual el promotor es capaz de dirigir la
transcripcién de la regidn codificante en la célula, y de
esta manera proporcionarle a la célula la capacidad de
producir el polipéptido in wvivo. Alternativamente, en
casos donde es deseable controlar, regular, o disminuir
la cantidad de una proteina de cristal recombinante
particular expresada en una célula transgénica
particular, la invencién también proporciona la expresién
del mARN antisentido de la proteina de cristal. El uso

del mARN antisentido c¢omo medio para controlar o
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disminuir la cantidad de una proteina dada de interés en

una célula es bien conocido en la técnica.

Otro aspecto de la invencién comprende plantas
transgénicas que expresan un gen, Secuencia de gen, o
regién de secuencias que codifica al menos uno o mas de
las composiciones de polipéptidos descritas aqui. Como se
utiliza aqui, el término “planta transgénica” pretende
referirse a una planta que ha incorporado secuencias de
ADN que incluyen pero no estén limitadas a genes que no
estdn quizids normalmente presentes, secuenclas de ADN
normalmente no transcritas en el ARN o traducidas en una
proteina (“Expresada”) ¢ cualquier otros genes o
secuencias de ADN que uno desea introducir en la planta
no transformada tales como genes que pueden normalmente
estar presentes en la planta no transformada pero gque uno
desea manejar por ingenieria genética o tener la

expresiédn alterada.

Se contempla que en algunos casos el genoma de una
planta transgénica de la presente invencién se aumentara
a través de la introduccién estable de uno o mas
transgenes, bien sea nativos, sintéticamente modificados

o mutlados, que modifican un polipéptido insecticida que

3/
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es 1idéntico a, © altamente hombélogo al polipéptido
descrito en la SEC ID NO:8. En alqunos casos, mis de un
transgen se incorporard dentro del genoma de la célula
vegetal huésped transformada. Tal es el caso cuando mas
de una secuencia de ADN que codifica proteina de cristal
se incorpora dentro del genoma de tal planta. En ciertas
ocasiones, puede ser deseable tener 1,3,4, ¢ ain nas
proteinas de cristal de Bacillus turingiencis (bien sea
nativas o manejadas por ingenieria recombinante)
incorporadas y establemente expresadas en 1la planta
transgénica transformada. Alternativamente, un segundo
transgen se puede producir en la célula vegetal para
conferirle rasgos genotipicos adicicanles a la planta.
Tales transgenes pueden conferirle resistencia a uno o
mas insectos, bacterias, hongos, virus, nemidtodos u otros

patbébgenos.

Un gen preferido que se puede introducir incluye,
por ejemplo, una secunecia de ADN que codifica 1la
proteina de cristal proveniente de origen bacteriano, y
particularmente uno o mids de aquellos descritos aqui que
se obtienen del bacilus spp. Las secuencias de acido
nucleico altamente preferidas son aquellas obtenidas del

Bacillus turingiencis, o cualquiera de aquella secuencias
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que han sido manejadas por ingenieria genética para
disminuir i incrementar la actividad insecticida de la
proteina de «cristal en tales células de huésped

transformadas.

Medios para transformar una célula vegetal y la
preparacién de las células vegetales, y la regeneracién
de linea celular transgénica proveniente de células
transformadas, cultivos de células, hembriones, o tejidos
de cayo son bien conocidas en la técnica, y se discuten
aqui. Los vectores, ({incluyendo plasmidos, césmidos,
fagos, fagémidos, baculovirus, virus, viriones,
YAC (cromosomas artificiales vacterianos], YAC (cromosomas
artificiales de levadura]) comprenden, al menos, un
primer segmento de A&cido nucleico que codifica un
polipéptido insecticida para uso en la transformacibﬁ de
tales células que generalmente, por supuesto, comprendera
bien sea operones, genes, o secuenclas derivadas de gen
de la presente invencidn, bien sea nativas o
sintéticamente derivadas, y particularmente aquellas que
codifican las proteinas de cristal descritas. Estas
construcciones de acido nucleico puede adicionalmente
incluir estructuras tales como promotores, mejoradores,

poliligadores, intrones, terminadores o alin secuencias de
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genes que tienen una actividad reguladora positiva o
negativa sobre el gen de d6-endotoxina clonado segin se
desee. lLa secunecia de ADN o el gen puede codificar bien
sea una proteina de cristal nativo modificada que se
expresar4d en las células recombinantes resultantes y/o
que le conferird a la planta transgénica que comprende
tal segmento, un genotipo mejorade (en este. caso, una
resistencia incrementada al ataque de insectos,

infestacién, o celonizacién).

La preparacién de una planta transgénica que
comprende al menos una secuencia de polinuéleétidos que
codifica un TiC851 o un polipéptido derivado del tIC851
con el propdsito de incrementar o mejorar la resistencia
de tales plantas al ataque por medio de insectos objetivo
representa un aspecto importante de la invencién. En
particular, los inventores describen aqui la preparacién
de plantas monocotilodones o dicotiledoneas resistente a
los insectos, al incorporar en tal planta, una secuencia
de ADN transgénico que codifica al menos el polipéptido

tICB51 tbébxico a los insectos coledpteros.
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En un aspecto relacionado, la presente invencién
| también comprende uan semilla producida por la planta
transformada, una progenie de tal semill, y una semilla
producida por. la progenie de 1la planta transgénica
original, producida de acuerdo con el proceso anterior.
Tal progenie y semillas tendran un transgen que codifica
la proteina de cristal establemente incorporado dentro de
su genoma, Yy tales plantas de progenie heredaradn las
caracteristicas logradas mediante la introduccién de un
transgen estable en la forma Mendeliana. Todas aquellas
platnas que tienen incorporados en sus genomas secuencias
de AADN transgénico codifican una o més proteinas o
polipéptidos de cristal tIC851 son aspectos de esta
invencién. Como es bien conocido por aquellos expertos en
la técnica, una progenie de una planta se entiende que
significa cualquier prole o cualquier descendencia de tal

planta.
2.3. Definicionaes

Las siguientes palabras y frases tienen 1los

significados establecidos adelante.
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Una: de acuerdo con la larga tradicién de patentes,
“una” utilizada a lo largo de esta descripcidn pretende

significar “una o més”.

Que comprende, comprende: manteniendo la larga
tradicién en patentes establecida, “gque comprende” vy
“comprende” utilizada a lo largo de esta descripcién

pretende significar “que incluye, pero no limitada a*

Expresién: la combinacién de procesos
intracelulares, que incluyen al menos transcripcién y a
menudo la tranduccién subsecuente de mARN de una molécula
de ADN codificante tal como un gen estructural para

producir un polipéptido.

Promotor: un sitio de reconocimiento sobre una
secuencia de ADN o grupo de secuencias de ADN que
proporcionan un elemento de control de expresién para el
gen estructural o secuencia a ser transcrito y al cual se
une especificamente una polimeraza de ARN e inicia una
sintesis de ARN (transcripcidén) de aquel gen o secuencia

a ser transcrito.
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Regeneracién: el proceso de crecimiento deuna planta
proveniente de una planta de célula vegetal (por ejemplo

protoplasto vegetal o explanta).

Gen estructural: una secuencla de ADN que codifica
un ARN mensajero que se puede transcribir para producir

un polipépido.

Transformacién: un proceso de introduccidén de
secuencia de ADN hexégeno (por ejemplo un vector, una
molécula de ADN recombinante) en una célula, protoplasto,
u organelo dentro de una célula, en el cuval aquel ADN
hexdgeno se incorpora dentro del ADN nativo a la célula,

o es capaz de replicacién autdédnoma dentro de la célula.

Célula transformada: una célula cuyo genotipo se ha
alterado mediante la introduccién de una secuencia de ADN

hex6geno dentro de la célula.

Célula transgénica: cualquier célula derivada de o
regenerada de una célula transformada. Células
transgénicas Ae ejemplo incluyen cayos de plantas
derivados de una célula de planta transformada y células

particulares tales como hojas, raices, tallos, por
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ejemplo células somaticas, o células reproductivas

{(germen) obtenidas de una planta transgénica.

Planta transgénica: una planta © una progeniﬁ de
cualquier generacién de la planta que fue derivada de una
célula vegetal transformada o protoplasto, en donde los
&cidos nucleicos de la planta contienen una regidén de
secuencia de 4&cido nucleico seleccionada hexbdbgena no
originalmente presente en la planta no transgénica nativa
de la misma variedad. Los términos “planta trangénica” y
“planta transformada” han sido utilizados algunas veces
en la técnica como expresiones sinénimas para definir una
planta cuyo ADN nativo ha sido alterado para contener una
molécula de ADN heterbdlogo. Sin embargo, sSe cree mas
cient+ificamente correcto referirse 4 una planta
regenerada o a un cayo obtenido de una célula vegetal
transformada o células de protoplastoc como a una planta
transgénica. Preferiblemente, las plantas transgénicas de
la presente invencidén incluyen aquellas plantas que
comprende, al menos, un primer pelinuclebtido
seleccionado que codifica un polipéptido insecticida.
este polinucledbtido seleccionado es preferiblemente una

regién codificante de d-endotoxina (o gen) operablemente
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ligado, a al menos, un primer promotor que expresa la
regién coficante para producir el polipéptido insecticida
en la planta transgéncia. Preferiblemente, las plantas
transgénicas de la presente invencién que producen el
polipéptido codificado demuestran un fenotipo de
resistencia mejorado a las plagas de insecto objetivo.
Tales plantas transgénicas, su progenies, descendientes,
y semilla de cualquiera de tales generaciones son

preferiblemente plantas resistentes a insectos.

Vector: una molécula de &cido nucleico. capaz .de

replicacién en una célula huésped y/o a la cual otra

secuencia de #&cido nucleico se puede operablemente ligar

de tal forma replicacidén aproximada de los ségmenpos
unidos. Los pléasmidos, fagos, fagélidos, y césmidos son
todos vectores de ejemplo. En muchas modalidades, los
vectores son utilizados como 'un vehiculo para intrioducir
uno o més de los polinucledtidos seleccionados en. 1una
célula huésped generando de esta manera una célula

huésped “transformada” o “recombinante”.

3.0. Breve Descripcién de los Dibujos



39

los dibujos de parte de la presente especificacién
se incluyen para demostrar adicional ciertos aspectos de
la presente invencién. La invencidén puede ser mejor
entendida mediante referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcién detallada de

las modalidades especificas presentes aqul.

La figura 1 ilustra una secuencia de nucledtidos y
la traduccién de la secuencia de aminodcido del gen

tIC851 como derivado de las cepas EG 4135 y 4268,

La figura 2 ilustra un alineamiento de secuencia de
aminoacido de las proteinas relacionadas CryET70 vy
Cry22Rha, asi como también el alineamiento de mejor ajuste

del tICB851.

§.0. Descripcién de las modalidades ilustradas.
4.1. Algunas ventajas de la invencién
La presente invencién proporciona una ©&-endotoxina

novedosa, designada tIC851, que es altamente téxica al

gusano de la cépsula de algodén, Antonomus grandis



Boheman. Esta proteina tiene una secuneica de aminodcido
que estd sustancialmente no relacionada con otras &~
endotoxinas que son téxicas a los insectos colebpteros.
La identificacién del Cry22Ra y CryET70 representa una
nueva clase de proteinas de cristal insecticida. ILa
diferencia de otras proteinas de cristal insecticida
téxicas WCRW de Bacillus turingiencis, el CryET70 no
tiene una toxicidad significativa para el SCRW o el CPB.
Las unicas proteinas conocidas que estdn relacionadas con
el CryET70 es el Cry22ha, una proteina de cristal
insecticida que se reporté por ser tédxica solo a insectos
himenépteros (Nuimero de acceso al GenBank No. I34547. Los
inventores aqul describen una d-endotoxina de Bacillus
turingiencis novedosa que muestra solo si la similaridad
insustancial con la CryET70 o la Cry22Aa, y muestra
diferencias sustanciales en el espectro inse;ticida y la
actividad cuando se comparan con ambas de estas
proteinas. Los inventores también describen que tanto la
CryET70 como la Cry22RAa tienen toxicidad significativa a

las larvas del gusano de céapsula de algodédn.

74
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4.2. Plagas de Insectos

Casi todos los cultivos de campo, plantas, y dareas
de cultivo comerciales mas susceptibles al atagque de una
© mAs Pplagas de insectos. Las plagas de colebdpteros
particularmente problematicas se identifican en la tabla

1.

ve
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Tabla 1

Taxonomia de plagas de colebpteros en los subdrdenes Arcostemata y Polyfaga

Infraorden &/o Familia Subfamilia Tribu Género Especies
superfamilia
Cupedidae Priacma P. Serrata
{escarabajo
) reticulado)
Bostrichiformia Dermestidae Attagenus A. pellio
(escarabajos de piel
y disperso)
Chxysomeliformia Cerambicidae Agapantia Agapantia sp.
(eacarabajos de
cuerno largo)
Lepturinae Leptura Leptura sp. (escarabajo de
cuerno largo de flor)
\ Rhagium Rhagium sp.
Megaclllen M. robiniae
e
Prioninae Derobracus D. gemianatus
. Tetraopes T. tetroptalmus
' Clamisinae Exema E. neglecta
] Crisomelidae Crisomelinae Crisomela | C. tremula, crisomela sp.
| (eacarabajo de hoja)
Oreina 0. cacaliae
Crisolina Crisolina sp.
s "|leptinotar | L. decemlineata (escarabajo de
| sa papa colorada)
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’
Infraorden Familia Subfamilia Tribu Género Especies
Gonioctenini gonioctena G, fornicata, G. holdausi, G. intermedia, G.
. interposita, G. kamikawi, lineana G.
nigroplagiata, G. occidentalis, G. Ooiva + G.
pallida, G. quinquepunctata, G. rubripennis, G.
rufipes, G, tredecim-maculata, G. varlabllis, G.
viminalis
Timarchini Timarcha Timarcha ap.
Criocerinae Oulema Oulema sp.
i Galerucinae Galerucini Honoxia 4 inorata, Honoxia mp.
Ofraslla O. arctica, O. Artemisias, O. Bilineata, O. Communa,
O. Conferta, O. Cribata, O. Notata, O. Notulata, O.
Nuda, O. Pilosa, O. Sexvittata, O. Slobodkini
Luperini Cerotoma C. trifurcata
N Diabrotica D. barberi (lombriz de malz del norte), D.
Undecimpunctata, (lombriz de malz de ralz del sur,
D. Vigifera [lombriz de maiz de ralz del oeste)
Crisomelidae no Lacnala Lacnaia ap. .
: clasificada
Epitrix E. is (Harris) (escarabajo de la papa), E.
Fuscala (pulga de la plantas de huavo
T Curculioninae Curcul ioninae Antonomus A. grandis (gusano de cidpsula) de hueva
{guaanos) i
] Entiminae Haupactini Aramigus A. conirostris, A. Globoculus, A. Intermedius, A.
N | Planiuculus, A. Teselatus
otiorincus Otiorincus ap.

i
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Infraorden Familia Subfamilia Tribu Género Especies
Fillobini Diaprepes D. abreviatta
Fillobius Fillobius asp.
' Galapaganus G. galapagoensis
Hiperniae Hypera R. brunneipennis {qusanc de alfalfa egipcia), H. Poatica
{gusano de alfalfa), H. Punctata {gusano de hoja de trébol
Holitinae Pissodes p- affanis, P. Hemorensis, P. Schwarzi, P. Strobi, P.
Terminalis
Rincoforinae Sitofilini Sitofilus 8. ius da g }s 8 Zeamais {(gumano de malz)
Nemoncidae Lebanorinus L. suceinus
Scolitidae Ipa I. acuminatus, I. Amitinus, I. Cewbrae, I. Duplicats, I.
annsfeldl, I. Sexdentatus, I. ﬂgggrltul
Ortomicus O. erosus
Cucujiformia Tomicus T. minor
Cocinelidae Epllacna E. borealis {es mariquita de sumo), E. Varivstis (escarabajo
{escarabajo de haba mejicana)
mariquita)
Cucujidae Criptolestes C. ferrugineus

(escarabajo de
corteza plana)

Orizaefilus (grandes

©o. surinamensis (escarabajo de grano con diente

: escarabajos) aserrado)
Lagriidae Lagria Lagria sp.
i {escarabajo de
unipon larga)
] Meloidae Epicauta E. funebria
(escarabajo o
pito)
Huloe M. proscarabaeus
Ripifrodiae Rhipiforus R. fasciatus
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Infraorden Familia Subfamilia Tribu Género Especies
) Tenebrionidas Al fitobius A. diaperinus lombriz disminuidora de comida
({escarabajo de
fondo oscurc
Hegeter H. amaroides, H. brevocollis, H. ip s, H. f H.
glaber, H. 8, H. g ensis, H. impresus, H.
intercedens, H. lateralis, K. plicifrona, H. politus, 0.
subrotundatus, H. tenui-punctatus transversus, H, webblanus
Nisolampus H. goudoti
Palorus P. ficicola, P. Ratzeburgi [escarabajo de harina de hoja pequefia},
P. Subdepre scarabajo deprimido de harina)
Pimelia P. baetica, P. canariensis, P. criba, P. elevata, P. estevezi, P.
N fernan-dezlopezi, P. grandis, P. granulicollis, P. integra, P.
interjecta, P. laevigata, P. lutaria, P. radula, P. apar P.
variolosa
Tenebrio T. molitor {lombriz amarilla), T. Obscurus (lombriz oscura)
Tentiria T. shcaumi
Trobolium T. brevicornis, T. castaneum (escarabajo rojo de harinal
» confusum {escarabajo confundido de harina), T. freemani, T. Made
zofobas Z. atratus

z. rugipes

N
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Infraorden Familia Subfamilia Tribu Género Especies
Elateriformia- Octinodes Octinodes ap.
superfamilia
elateroidea
s Piroforus P: plaglo-ftalamus
Scarabaei formi Lucanidae Dorcus D. parallelo pipedus
a (escarabajo
ciervo)
allomizina L. cervus
Scarabaeidae Lacanus A. dicotoma
(escarabajo
lamelicérneo)
Ceatoniinae Pachnoda P. marginata
) (eacarabajo de
flor)
Dimastinae Yyloryctes X. faunus
Geotrupinae Gaot rupes G. stercorosus
{eacarabajo de
eatiércol
. perforador de
auelos)
. Helonlontinae Costelytra C. zealandica
H (:-:Eldnr)
Holotricia H. diomfalia
v Melolonta H. melolonta {gastador)
Odontria O. atriata
[l
‘ Q. variegata
Prodontria P. bicolorata, P. capito, P. lewisi, P. taraias, P. modeata, P. plnguis P,
praelatella, P. :l:um:ltll P, prodontria Bp.
Scytrodes 8. aqualidus
v Rutelinae Popillia £. laponica (escarabajo japonés)
{rampadar

brillante de

hoja)

¥
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Infraorden Familia Subfamilia Tribu Género Especies
’ Scarabaeinae Copris C. lunaris (escarabajo negro de excremento)
Sca Sca sp. ( 10)
eatafilinifo | Hidrofilidae Cercyon Carcyon sp.
rnia
Silfidae Ricroforus N. americanua, N, marginatus, N. Orbicollls, N. Tomentosua
Stafilinidae Carpelinus Carpslimus sp.
{escarabajo
errante)
Quedius Qnesomelinus
v Taciporua Tachyporus sp. Xantolinus sp.
Xantolinus Xantolinua sp.
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4.3. Sondeos @ Iniciadores

en otro aspecto, la infromacién de la seucencia de
ADN suministrada por la invencidén permite la preparacién
de secuencias de ADN relativamente cortas (o ARN} que
tiene la capacidad de hibridizar especificamente a
secuneicas de genes de los pelinucledtides descritos
aqui. En estos aspectos, los sondeos de &cidos nucleilcos
de una longitud aprop:iada se preparan con base en una
considreacidén de una secuencia de gen que codifica una

proteina de cristal seleccionada, por ‘ejemplo una

secuencia tal como aquella mostrada en la SEC ID- ﬁo@ )
(tICces1), SEC ID NO:10 (Cry22Aa), y SEC 'ID NO:2

(CzyET70) . La capacidad de tal ADN y sondas_ de cido’

nucleico para hibridizar especificamente a una secuencia
de un gen que codifica la proteina de cristal y se otorg;
particular utilidad en una variedad de m-odalidades. Las
més importantes sondas se pueden utilizar en una variedad
de ensayos para detectar la presencia de secuecias

complementarias en una muestra dada.

En ciertas modalidades, es ventajoso utilizar

iniciadores de oligonucleétidos. La secunecia de tales
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iniciadores se designa utilizando un polinucledtido de la
presente invencién para utilizarlo en la deteccién,
amplificacién o mutacién de un segmento definido de un
gen de proteina de cristal de Bacillus turingiencis
utilizando tecnologia de amplificaacién térmica. Las
secuencias de los genes de proteina de cristal de otras
especies también se puede amplificar utilizando tales

iniciadores.

Para proporcionar ciertas ventajas de acuerdo con la
presente invencidén, una secuencia de Acido nucleico
enpleada para estudios o ensayos de hibridizacién
incluyen secuencias que son complementaria a al menos
aproximadamente 23 a aproximadamente 44 tramo de
nucledtidos en longitud de una secuencia quye codifica
una proteina de cristal, tal como la mostrada en la SEC
ID NO:7 (tICBS51), SEC ID NO:9 (Cry 22Ra), o SEC ID NO:1
(CryET70) . Un tamaflo de al menos aproximadamente 14 o 15
0 algo asi de nucledtidos de longitud ayuda a asegurar
que el fragmento ser& de suficiente longitud para formar
una molécula diplex que es tanto estable como selectiva.
Las moléculas que tienen moléculas que tienen secuencias
complementarias Sobre tramos mayores de aproximadamente

23 o algo asi de bases en longitud son preferiblemente,
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aunque, con el fin de incrementar la estabilidad ¥y
selectividad del hibrido, y por lo tanto mejorar i1la
calidad vy el grado de las moléculas hibridas especificas
obtenidas. Uno generalmente preferird disefiar moléculas
de 4cido nucleico que tienen tramos de genes
complementarios de aproximadamente 14 a 20 nucleétidos, o
ain mayores cuando se desee. Tales fragmentos - pueden ser

facilmente preparados mediante, por eiempio,

sintetizacién directa del fragmento mediante medios

quimicos por la aplicacidtn de tecnologia de reproducciédn
de 4&cido nucleico tal como tecnologia PCR™ de las
patentes estadounidenses 4,683,195, y 4,683,202, también
incorporadas aqui como referencia o al retirar con corte
fragmentos de ADN seleccionado de plésmido recombinantes
que contienen insertos apropiados y sitios de restriccién

adecuados.

4.4. vectores de expresién

la presente invencién contempla un polinucleétido de
la presente invencidén comprendido dentro de uno o mas
vectores de expresién. De esta manera, en una modalidad
un vector de expresién comprende un segmento de acido

nucleico que contiene un gen tIC851 operablemente ligado
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a un promotor que expresa el gen. Adicionalemnte, la
regién codificante también puede ser operablemente ligada
a una regién de terminacidén de trancripcién, por medio
del cual el promotor maneja la transcripcién de la regién
de codificacién, y la regién terminadora de 1la
transcripcién detiene la transcripcién en algin punto 3

de la regidédn de codificacién.

Como sSe utiliza aqui, el término “operablemente
ligado” significa que un promotor estéd conectado a una
regién de codificacién de tal menrea que la transcripcién
de tal regién de codificacién se controla y se requla por
aquel promotor. Los medios para ligar operativamente un
promotor a una regidén de codificacidon son bien conocidos

en la técnica.

En una modal idad preferida, la expresién
recombinante del ADN que codifica las proteinas e cristal
de la presente invencién estd de preferencia en una
célula hospedera de Bacillus. Las células hospederas
preferidas incluyen células hospederas de Bacillus
turingiencis, B. Megaterium, B. Subtilis y siendo los
Bacillus relacionados con células hospederas de Bacillus

turingiencis altamente preferidos. Los promotores gque

X
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funcionan en bacterias son bien conocidos en la técnica.
Un promotor de ejemplo y preferido para las protelinas de
cristal derivadas de Bacillus incluyen cualquiera de los
prémotores de gen de proteina de cristal conocidos, que
incluyen el promotor de gen tIC851 mismo.
Alternativamente, los promotores mutagenizados o]
recombinantes se pueden trabajar por ingenieria de 1la
mano de la mano del hombre y ser utilizados para promover

la expresién de segmentos de gen novedosos descritos

aqui.

En una modalidad alternativa, la expresién
recombinante del ADN que codifica las proteinas de
cristal del a presente invencidén se transforma utilizando
una bacteria gram negativa tal como una célula hospedera
de E. Coli o Seudomona spp. Los promotores que funcionan
en expresién de alto nivel de polipéptidos objetivos en
E. Coli y otras células hospederas gram negativas son

bien conocidas en la técnica.

Donde se va a utilizar un vector de expresidén de la
invencién para transformar una planta se selecciona un
promotor que tenga la capacidad de manejar la expresidn

de las plantas. Los promotores que funcionan en las

53
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plantas son bien conocidos en la técnica. La utilidad en
la expresién del polipéptideo en las plantas son los
promotores que son inducibles, virales, sintéticos
constitutivos como se describié (Poszkowski et al., 1989;
Odell et al., 1985), y temporalmente regqulados,
espacialmente regulados y espacio temporalmente regulados

{Chau et al., 1989).

Un promotor también se selecciona por su capacidad
para dirigir las células vegetales transformadas o 1la
actividad transcripcional de las plantas transgénicas a
la regién codificante. Los genes estructurales se pueden
manejar mediante una variedad de promotores en tejidos
vegetales. Los promotores pueden ser constitutivos
cercano, tales como el promotor CaMV 355, o especificos
de tejido o promotores especificos de desarrollo que

afectan las dicotiledbneas o las monocotiled+oneas.

Cuando el promotor es un promotor cercano
constitutivo tal como el CaMV 33S, se encuentran
incrementos en la expresién del polipéptido en una
variedad de un tejido vegetal transformado (por ejemplo
cayos, hoja, semilla y 1raiz). Alternativamente, los

efectos de transformacidn se pueden dirigir a tejidos de



plantas especificas al utilizar plantas que integran

vectores que contienen un promotor especifico de tejido.

Un ejemplo de promotor especifico de te]ido es el
promotor de Lectina, que es especifico para tejido de
semilla. A la proteina de Lectina en semillas de cebolla
se codifica mediante un gen sencillo (Lel) que sSolo se
exprsa durante la maduracién de la semilla en cantidades
de aproximadamente 2 a aproximadamente 5% del total de
mARN de semilla. El gen de Lectina y el promotor
especifico de proteina de almacenamiento de semilla ha
sido completamente caracterizado y utilizado para dirigir
expresién especifica de semilla en plantas de tabaco
transgénico (Vodkin et al., 1983, Lindstrom et al.,

1890).

Un vector de expresién que contiene una regidén de
codificacién que codifica un polipéptido de interés se
trabaja por ingenieria para tener bajo control de
promotor de Lectina y aquel vector es introducido en
plantas utilizando, por ejemplo, un método de
transformacién de protoplastos (Dhir et al., 1991). La
expresién del polipéptido estd especificamente dirigida a

la semilla de la planta transgénica.

I
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Una planta transgénica de la presente invencidn
producida de wuna célula vegetal transformada con un
promotor especifico de tejido se puede cruzar con una
segunda planta transgénica desarrollada de una célula
vegetal transformada con un promotor especifico de tejido
diferente para producir una planta transgénica hibrida
que muestra los efectos de la transformacién en mis de un

tejido especifico.

Los promotores especificos de ejemplo son sintetasa
1l de sucrosa de maiz /(Yang et al., 1990), deshidrogenasa
1 de alcohol de maiz, Vogel et al., 1989), complejos de
cosecha ligera de maiz (Simpson, 1986), protelna de
choque al calor de maiz (Odell et al; 19835), carboxilasa
RuBP subunidad pequefia de guisante (Poulsen et ql., 1986;
Cashmore et al., 1983), sintasa manopina de plasmido Ti
(Langridge et al., 1989), sintasa nopalina de plasmido Ti
{langridge et al., 1989), isomerasa chalcone (Van Tuene
et al., 1988), proteina 1l rica en glicina de haba (Keller
et al., 1989), transcriptos de CaMv 355 (Odell et al.,
1985) y papatina de papa (Wenzler et al., 1988). Los

promotores preferidos son el promotor del virus del

J6
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mosaico de coliflor (CaMV 35S) y el promotor de

carboxilasa RuBP subﬁnidad pequeila S-E9.

La escognecia de cual vector de expresién vy
finalmente a cual promotor estid operativamente ligada la
regién de codificacién de polipéptido depende
diurectamente de las propiedades funcionales deseadas,
por ejemplo, el sitio y tiempo de expresién de la
proteina, y la célula hospedera a ser transformada.
Existen limitaciones bien conocidas inherentes a la
técnica de la contruccién de moléculas de  ADN
recombinantes. Sin embargo, un vector uUtil en la préactica
de la presente invencién es capaz de dirigir la expresidn
de una regidén que codifica un polipéptido a la cual esta

operativamente ligada.

Los vectores utiles para la expresién de genes en
platos superiores son bien conocidos en la técnica e
incluyen vectores derivados de plésmidos que inducen
tumores (Ti) de Agrobacterium tumefaciens descritos
{Rogers et al., 1987). Sin embargo, varios otros sistemas
de vectorse que integranplantas son conocidos por
funcionar en plantas que incluyen el vector de control de

transferencia pCaMVCN descrito (de Fromm et al., 1985).

&>
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El pCaMVCN (disponible de Pharmacia, Piscataway, NJ)
incluye el promotor CaMV 355 del virus mosaico del

mosaico del coliflor.

En modalidades preferidas, el vector utilizado para
expresar los ‘'polipéptidos incluye un marcador de
selecciédn que es efectivo en una célula vegetal,
preferiblemente un marcador de seleccién resistente a
drogas. Un marcador resistente a drogas preferido es el
gen cuya expresién da como resultado resistencia a
canalisina; es decir, el gen quimérico que contiene el
promotor de la nopalina sintasa, neomicina
fosfotransferasa II (nptlIlI) y regién no traducida 3’ de

nopalina sintasa descrito (Rogers et al., 1988).

La polimerasa de ARN describe una secuencia de ADN
codificante a través del sitio donde ocurre la
poliadenilacién. Tipicamente, las secuencias de ADN
localizadas a pocos cientos de pares base corriente abajo
del sitio de poliadenilacién- sirve para terminar la
transcripcion. Aquellas secuencias de ADN son denominadas
aqui c¢omo regiones de terminacidén de transcripcién.
Aquellas regiones son requeridas por eficiente

poliadenilacion de ARN mensajero descrito (mARN.
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Los medios para la preparacién de vectores de
expresién son bien conocidos en la técnica. La expresldn
(vectores de transformacién) utilizada para transformar
las plantas y los métodos de elaboracién de aquellos
vectores son descritos en la patente estadounidense
series Nos. 4,971,908, 4,940,835, 4,769,061 y 4,757,011,
cuyas descripciones se incorporan aqui especificamente
aqui mediante referencia en su totalidad. Aquellos
vectores pueden ser modificados para incluir una
secuencia codificante de acuerdo con la presente

invencién.

Se han desarrollado una varledad de métodos para
insertar operativamente una secuencia de ADN en un vector
por via de terminales conocidos complementarios o
extremos despuntados. Por ejemplo, sistemas de
homopolimeros complementarios se pueden agregar a 1la
secuencia de ADN para ser insertada y al ADN vector. El
vector en al secuencia de ADN son entonces unidas por un
enlace de hidrégeno entre 1las colas homopoliméricas
complementarias para formar meoléculas de ADN

recombinantes.
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Una regiétn de codificaciébn que codifica un
polipéptido que tiene la capacidad de conferir actividad
insectivida a la célula es preferiblemente un gen que
codifica la proteina de cristal tICB51 de Bacillus
turingiencis. En las modalidades ©opreferidas, tal
polipéptido tiene una secuencia de residuo de aminodcido
de SEC ID NO:8, o un equivalente funcional de este. De
acuerdo con tal modalidad, una regién codificante que
comprende la secuencia de ADN de la SEC DI NO:7 también

es preferida.

4.5. Caracteristica del polipéptido TICB51 aislado

de EG4135.

La presente invencién proporciona un polipéptido
novedoso que define la totalidad o una porcién de una

proteina de cristal de Ti851 de Bacillus turingiencis.

En una modalidad preferida la invencién describe y
reivindica una proteina aislada y purificada de TiCB5l.
La proteina de TiC851 aislada de EG4135 comprende una
secuencia de aminodcido 632, y tiene una masa molecular
calculada de aproximadamente 69,527 Da. El1 tIC851 tiene

uan constante isoeléctrica calculada (pI) igual a 5,80.

L0



La composicién de amionodcido de la proteina de tIC851

esti dada en la tabla 2.

Tabla 2

Composicién de aminoacidos de tICB51

Amino&cido { # residuos % total |[AminodAcido |# residuos % total
Ala 45 7.1 Leu 29 4,6
Arg 13 2,1 Lys 51 8,1
Asn 40 6,3 Met 5 0,8
Asp © 49 7,8 Phe 22 3,5
Cys 1 0,2 Pro 34 5,4
Gln 13 2,1 Ser 34 5,4
Glu 41 6,5 Thr 57 9,0
Gly 47 7,4 Tro 8 1,3
His 12 1,9 Tyr 25 3,9
Ile 62 9,8 Val 44 6,9
Acido (Asp + Glu) . 90 14
Base {Arg + Lys) 64 10

AromAtico {Phe + Trp + Tyr) 55 9

hidréfobo (aromdtico + Ile + Leu + Met + 195 31

Val

4.6. Nomenclatura de las Proteinas Novedosas

Los inventores han asignado arbitrariamente 1la
designacién tICB51 a la proteina novedosa de la
invencién. De manera similar, la designacidén arbitraria
del tICB51 se ha asignado a la secuencia de Acido

nucleico novedosa que codifica este polipéptido. La

6/
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asignacién formal del gen y las designaciones de proteina
con base en la nomenclatura revisada de las endotoxinas
de proteina de cristal se asignara por un comité sobre la
nomenclatura de Bacillus turingiencis formada al
clasificar sistematicamente las proteinas de cristal de
Bacillus turingiencis. Los inventores contemplan que 1la
designaciones arbitrariamente asignadaé de la presente
invencién seran sustituidas por la nomenclatura asignada
a estas secuencias, y aquella basada en la falta de
identidad o© similaridad sustancial a otras proteinas
insecticidas conocidas aisladas de Bacillus turingiencis,
la proteina tIC851 estard scla en una categoria separada

de la clase de proteinas.

4.7. Células Huéspad transformadas y Plantas

Transgénicas

Los métodos y composiciones para transformar una
bacteria, una célula de levadura, una célula vegetal, o
una planta completa con uno o mis vectores de expresidn
que comprenden una secuencia de gen que codifica una
proteina de cristal son aspectos adicionales de esta
descripcién. Una bacteria transgénica, una célula de

levadura, una célula vegetal ¢ una planta derivada de tal
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proceso de transformacién o la progenie y semillas de

tales plantas transgénicas también son modalidades

adicionales de la invencién.

Los medios para transformar las bacterias y las
células de levadura son bien conocidos en la técnica.
Tip_:icamente, los medios de transformacién son similares a
aquellos medios bien conocidos para transformar otras
bacterias o levaduras tales como E. Coli o Sacaronyces
cerevisiae. Los métodos para la transformacién de ADN de
células ' vegetales incluyen transformacién de plantas
mediadas por Agrobacterium, transformacién de
protoplasto, transferencia de genes en el ©polen,
inyecciébn en O6rganos reproductivos, inyeccidn en
enbriones maduros y bombardeo de particulas. Cada uno de
estos métodos tiene ventajas diferentes y desventajas. De
esta manera, un método particular para introducir genes
en una cepa vegetal particular puede no necesariamente
ser mas efectivo para otra cepa vegetal pero es bien
conociendo cuales métodos son t(itiles para una cepa
vegetal particular. Los métodos adecuados para introducir
ADN de transformacidén en una célula consisten de, perc no
estin limitados a, infeccién por Agrobacterium,

suministro directo de ADN tal como por ejemplo, mediante
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transformacién mediada por PEG de protoplastos (Omirulleh
et al., 1993), mediante toma de ADN mediada por
disecacién/inhibicién, mediante electroporaciédn, mediante
agitacién con fibras de carburo de silicio, mediante
aceleracién de particulas recubiertas con ADN, etc. En
ciertas modalidades, los métodos de aceleracién son los
preferidos e incluyen, por ejemplo, bombardeo de
microproyectiles y similares. Cuatro métodos generales
para el suministro de un gen en células se han descrito
(1) métodos quimicos (Graham and van der Eb, 1973;
Zatloukal et al., 1992); {(2) métodos fisicos tales como
microinyeccidén (Capecchi, 1980), electroporacién (Wong ¥y
Neumann, 1982; Fromm et al., 1985; patente estadounidense
No. 5,384,253) y pistola de genes (Jhonson y Tang, 1994;
Fynan et al., 1993); (3) vectores virales (Clapp, 1993;
Lu et al., 1993; Eglitis y Anderson, 1988; Eglitis et
al., 1988); vy (4)' mecanismos mediados por receptores

{Curiel et al., 1991; 1992; Wagner et al., 1992).
4.7.1. Bombardeo de Microproyectiles
Un método particularmente ventajoso para el

suministro de secuencia de ADN transformantes en células

vegetales es el bombardeo de microproyectiles. En este



método, las particulas pueden ser recubiertas con acidos
nucleicos y suministradas en células mediante una fuerza
propelente. Las particulas de ejemplo incluyen aquellas

comprendidas de tungsteno, platino y similares.

4.7.2. Transferencia Madiada por Agrobacterium

La transferencia mediada por Agrobacterium es un
sistema ampliamente aplicable para la introduccién de
genes en células vegetales en razén a que el ADN se puede
introducir en tejidos vegetales completos, puenteando de
esta manera la necesidad de regeneracidén de una planta
intacta de un protoplasto. El1 uso de vectores que
integqran plantas mediadas por agrobacterium para
introducir ADN en células vegetales es bien conocido en
la técnica. Ver, por ejemplo, 1los métodos descritos
(Fraleuy et al., 1985; Rogers et al., 1987). Ademés, la
integracién del Ti-ADN es un proceso relativamente
preciso que da como resultado pocos reajustes. La regién
de ADN a ser transformada se define por las secuencias
del borde, y el ADN que interviene es usualmente
insertado en el genoma de la planta como se describid

(Spielman et al., 1986; Jorgensen et al., 1987).
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los vectores de ‘transformacién de Agrobacterium
modernos son capaces de replicacién en E. Coli asi como
también Agrobacterium, permitiendo manipulaciones
convenientes como se describié (Klee et al, 1985). Mas
ain, recientes avances tecnolégicos en vectores para
transferencia de genes mediada por Agrobacterium han
mejorado la disposicién de los genes y los sitios de
restriccién en los vectores para facilitar la
construccién de vectores capaces de expresar varios genes
que codifican polipéptidos. Los vectores descritos
(Rogers et al., 1987), tienen regiones multiligadoras
convenientes flangueadas por un promotor y un sitio de
poliadenilacién para la expresidén directa de los genes
que codifican el polipéptide insertado y son adecuadas
para los prop6ésitos presentes. Ademds, el Agrobacterium
que contiene tanto los genes Ti armados como desarmados
se pueden utilizar para las transformaciones. En aquellas
cepas de plantas donde la transformacién mediada por
Agrobacterium es eficiente, es el método de escogencia en
razén a la naturaleza facil y definida de 1la

transferencia del gen.

Se debe entender que dos diferentes plantas

transgénicas también pueden ser aparejadas para producir
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descendencia que contenga dos genes hexdgenos agregados
independientemente segregados. Igquales de progenies
apropiadas pueden producir plantas que son homocigotas
para ambos gene hex6genos agregados que codifican un
polipéptido de interés. El cruzamiento exterior con una

planta no transgénica también se contempla.

4.7.3. Expresiédn del Gen en las Plantas

Para solucionar las limitaciones en expresidén de
genes extrafios en plantas, secuencias y seflales
particulares en ARN Que tienen el potencial para tener un
efecto especifico sobre la estabilidad del ARN han sido
identificadas. En ciertas modalidades de la invencién,
por lo tanto, existe deseo de utilizar la expresidén de
los segmentos de &acido nucleico descritos in planta. Un
- método particular de hacerlo asi, es mediante 1la
alteracién del gen bacterial para remover secuencias o
motivos que disminuyen la expresién en un célula vegetal
transformada. El proceso de trabajar por ingenieria una
secuencia codificante para la expresién 6ptima in planta
es a menude denominada como “plantar” una secuencia de

ADN .
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Las secuencias particularmente problemdticas son
aquellas que son ricas en A+T. Desafortunadamente, en
razén a que el Bacillus turingiencis tiene un genoma rico
en A + T, las secuencias de gen de proteina de cristal
deben a menudo ser modificadas para la expresién éptima
en una planta. El motivo de secuencia ATTTA (o AUUUA como
aparece en el-ARN) se ha implicado como una secuencia
desestabilizante en el mARN de célula de mamifero (Shaw Y
Kamen, 1986). Muchos mARN de vida corta tienen regiones
no traducidas 3’ ricas en A + T, y estas regiones a
menudo tienen la secuencia ATTTA, algunas veces prsente
en multiples copias o comoe multimeros (por ejemplo
ATTTATTTA...) . Shaw Yy Kamen mostraron que la
transferencia del extremo 3’ de un mARN inestable a un
ARN estable (globina o VAl) disminuye la vida media del
ARN estable dramiticamente. Ellos ademis mostraron que un
pentémero de ATTTA tiene un efecto de desestabllizacién
profundo sobre el mensaje estable, y que esta sefial
podria ejercer su efecto si estuviera localizada en el
extremo 3’ o dentro de la secuencia codificante. Sin
embargo, el nimero de secuencias ATTTA y/o el contexto de
la secuencia en la cual ella ocurre taimmbién parece ser
importante para determinar si ellas funcionan como

secuencias desestabilizantes. Shaw y Kamen mostraron que
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un trimero de ATTTA tiene mucho menos efecto que un
pentamero sobre la estabilidad del mARN y el dimerc o un
monémero no tiene efectos sobre la estabilidad (Shaw y
kamen 1987). Note que los multimero de ATTTA tales como
un pentAmero automdticamente crean una regién rica en A +
T. Esto fue mostrado por ser un efecto citoplédsmico, no
nuclear. En otros mARN inestables, 1la secuencia ATTTA
puede estar presente en solo una copia sencilla, esta
estd a menudo contenida en una regidn rica en A + T. De
los datos de las células animales recolectadas hasta la
fecha, parece que el ATTTA, al menos, en algunos
contextos es importante en la estabilidad, pero no es
posible predecir que ocurrencias de ATTTA son elementos
desestabilizantes o si cualquiera de estos efectos puede
ser vistos en las plantas. La tabla 3 lista algunas de
las secuencias ricas comunes AT identificadas como
problemAdticas cuando estian presentes en una secuencia de
codificacién para la cual se desean altos niveles de

expresioén.

Una cuerda de poliadenilato al extremo 3’ es comin
en la mayoria de los mARN eucaridticos, tanto vegetales
como animales. El punto de vista habitualmente aceptado

de pollA adicién es que el transcripto naciente se
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extiende mas allid del terﬁinal 3’ maduro. Contenido
dentro de este transcrito estédn las seflales para la
poliadenilacién y la formacidén del extremo 3’ adecuado.
Este.procesamiento en el extremo 3’ involucra la divisién
del mARN y la adicién de poliA al extremo 3’ maduro. Al
investigar las secuencias de consenso cercanas al sistema
poliA tanto en ARN animal o vegetal, ha sido posible
identificar secuencia de consenso que aparentemente estén
involucradas en poliA adicién y en divisién del extremo
3’. Las mismas sSecuencias de consenso parecen ser
importantes para ﬁmbos procesos. Estas sefiales son
tipicamente una variacién sobre la secuencia AATAAA. En
células animales, algqunas variantes de esta secuencia que
son funcionales se han identificado, en células vegetales
parece ser un rango extendido de secuencias funcionales
(Wickens y Stephenson, 1984 Dean et al., 1986) en razbén a
que todas estas secuencias de consenso son variaciones de

AATAAMA, ellas todas son secuencias ricas A + T.



70

Tabla 3

Sitios de poliadenilacién en genes de plantas

PA AATAAA Sitio de consenso mayor
PlA AATAAT Sitio de vegetal mayor
PZA AACCAA Sitio de vegetal menor
P3A ATATAA w
P4A AATCAA »
PS5A ATACTA w
P6A ATAARA
P7A ATGAAA w
PBA AAGCAT "
P9A ATTAAT "
P10A ATACAT w
P1llA . AARATA w
P12A ATTAAA "
Pl13A AATTAA w
P14A AATACA w
P15A CATARA w

La presente invencién proporciona un método para
prepara genes de plantas sintéticas cuyos genes expresan
su producto de proteina y niveles significativamente
mayores que los genes tipo silvestre que son cominmente
empleados en transformacidén de plantas hasta el presente.
En otro aspecto, la presente invencién también
proporciona genes de plantas sintéticos novedosos que

codifican proteinas no vegetales.

Como se describid anteriormente, la expresidén de los

genes de Bacillus turingiencis en plantas es a menudo
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problemdtica. La naturaleza de 1las secuencias de
codificacién de los genes de Bacillus turingiencis las
distingue de 1los genes de plantas asi como también de
muchos otros genes heterélogos expresados en plantas. En
particular, los genes de Bacillus turingiencis son muy
ricos ~62% en adenina (A) y timina (T) mientras que los
genes de plantas y la mayoria de los otros genes de
bacterias que han sido expresados en las plantas son del

orden de 45-55% de A + T.

Debido a la degeneracién del cddigo genético y al
nimero limitado de escogencias de codones para cualquier
aminodcido la mayor parte del “exceso” de las secuencias
de codificacién esltructural de algunas especies de
bacilos se encuentran en la tercera posicién de los
codones. Esto es, los genes de algunas especies de
bacilos tienen AR o T como tercer nucledétido de muchos
codones. De esta manera el contenido de A + T en parte
puede determinar la presién del uso del codoéon. Ademds, es
clarc; que los genes evolucionaron para una funcién maxima
del organismo en los cuales ellos evolucionaron. Esto
significa que la secuencia de nucledétidos particulares
encontradas en un gen de un organismo, donde ellos pueden

no jugar un papel con excepcidén de codificar un tramo
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particular de aminoacidos, tiene el potencial reconocido
como elementos de control del gen en otro organismo (tal
como los promotores o terminadores transcripcionales, los
sitios de poliA adicién, sitios de unién intron; o]
seflales de degradacién de mARN especifico). Es quizéas
gorprendente que tales sefiales mal leidas no. son una
caracteristica mds comin de la expresidn del heterédlogo,
pero esto puede ser explicado en parte por el contenido
relativamente homogéneo de A + T (~50%) de muchos
organismos. Este contenido A + T mids la naturaleza del
cbdigo genético pone claros constreflimientos a la
probabilidad de ocurrencia de cualquier secuencia de
oligonucleétido particular. De esta manera, un gen de E.
Coll con un 50% de contenido de A + T es mucho menos
probable gque contenga cualquier segmento particular rico

en A + T que un gen de Bacillus turingiencis.

Tipicamente, para obtener un alto nivel de expresién
de genes de J§-endotoxina en plantas, existen secuencias
de coedificacidén estructural (“gen estructural”) que
codifican 1la &-endotoxina son modificadas mediante la
remocién de secuencias ATTTA y sefiales de poliadenilacién

putativa mediante mutagénesis dirigida al sitio del ADN
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que comprende el gen estructural. Es mds preferido que
sustancialmente todas las sefiales de poliadenilacidédn y
las secuencias ATTTA sean removidas aunque se observen
niveles de expresién mejoradas con solo la remocidn
parcial de cualquiera de las anteriores secuencias
identificadas. Alternativamente si un gen sintético se
prepara el cual codifica la expresién de la proteina
objeto los codones son seleccionados para evitar 1la
secuencia ATTTA y las seflales de poliadenilacién
putativa. Para los propdsitos de la presente invencién
las seflales de polladenilacién putativa icluyen, pero no
estdn necesariamente limitadas a, AATAAA, AATAAT, AACCAA,
ATATAA, AATCAA, ATACTA, ATAARAAR, ATGAAA, AAGCAT, ATTAAT,
ATACAT, AAAATA, ATTAAA, AATTAA, AATACA y CATAAA. Al
reemplazar la secuencia ATTTA Y seflales de
poliadenilacién, los codones son preferiblemente
utilizados cuando evitan los codones que son raramente

encontrados en genomas de plantas.

La secuencia de ADN seleccionado es explorada para
identificar regiones con mis de 4 nuclebébtidos de adenina
(A) o timina (T). Las regiones A + T son exploradas para
ubicar seflales de poliadenilacién vegetal potencial.

Aunque la ausencia de 5 o mids nuclebétidos consecutivos A
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o T elimina la mayoria de seflales de poliadenilacién de
las plantas, si existe mds de una de las sefiales de
poliadenilacién menor identificada dentro de 10
nuclebtidos de una a la otra, entonces la secuencia de
nucledtidos de esta regién se altera preferiblemente al
remover estas Seflales mientras gque mantiene las

secuencias de aminoadcidos original codificada.

La segunda etapa es considerar los aproximadamente
15 a aproximadamente 30 o algo asi residuo de nucleétidos
que circundan la regién rica en A + T identificada en la
etapa 1. Si el contenido de A + T en 1la regién
circundante es menos del 80%, la regiétn se debe examinar
para seflales de poliadenilacién. La alteracidén de la
regién con base en las sefiales de poliadenilacién depende
de (1) el nimero de seflales de poliadenilacién presentes
y (2) la presencia de sefiales de poliadenilacién mayor en

plantas.

La regién extendida se examina para ubicar 1la
presencia de seflales de poliadenilacién en plants. Las
seflales de poliadenilacién se remueven mediante
mutagénesis dirigida al sitio de la secuencia de ADN. La

regidén extendida también se examina con el fin de ubicar
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miltiples copias de secuencias de ATTTA que también son

removidas mediante mutagénesis.

También se prefiere que las regiones que comprendan
muchas bases consecutivas A + T o bases G + C sean
desorganizadas en razén a que estas regiones se predice
que tienen una mayor probabilidad de formar estructuras
curva de horquilla debido a su autocomplementariedad. Por
lo tanto, la insercién de pares de base heterogéneos
reducirian la probabilidad de formacidén de estructuras
secundarias autocomplementarias. que son conocidas por

inhibir 1la transcripcién y/o traduccién en algunos

organismos. En la mayoria de 1los casos, los efectos .

adverscs se pueden minimizar al utilizar secuencias que

no contienen cinco AA + T o G + C consecutivos.

4.7.4. Oligonuclaedtidos Sintéticos para .Mutagénesis

Cuando 1los oligonucleétidos son wutilizados en
mutagénesis, es deseable mantener 1la secuencia de
aminodcidos adecuada para leer el marco, sin introducir
sitios de restriccién comin tales como Bg/II HindIII,
SacI,, KpnI, EcoRI, NcoI, PstI y Sall dentro del gen

modificado. Estos sitios de restriccidn son encontrados
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en sitios de insercidén poli-ligadores de muchos vectores
de clonacién. Por supuesto, a la introduccién de nuevas
seflales de poliadenilacién, secuencias ATTTA o fragmentos
consecutivos de mds de cinco A + T o G + C se debe
evitar. E1l tamafio preferido de los oligonuclebétidos es de
aproximadamente 40 a aproximadamente 50 bases, pero
fragmentos que varian desde aproximadamente 18 a
aproximadamente 100 bases ha sido utilizados. En la
mayoria de los casos, un minimo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 8 pares de bases de homologia al ADN
molde o ambos extremos de fragmento sintetizado se
mantienen para asegura la hibridizacién adecuada del
iniciador al molde. Los oligonuclebdtidos deben evitar
secuencias mayores de cinco pares de bases, A + T o G +
C. Los codones utilizados en el reemplazo de codones tipo
silvestre deben preferiblemente evitar el doblete TA o CG
cuando sea posible. Los codones son seleccionados de una
tabla de codones preferidos de plantas (tal como la tabla
4 siquiente) con el fin de evitar los codones dque son
encontrados solamente en genomas de plantas y se deben
hacer esfuerzos para seleccionar codones para ajustar
preferiblemente el contenido de G + C a aproximadamente

el 50%.
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Tabla 4

Uso de algodén preferido en plantas

Aminodcido Codén $ uso en plantas
ARG CGA 7
CGC 11
CGG 5
CGU 25
AGA 29
AGG 23
LEU CUA 8
Cuc 20
CUG 10
Cuu 28
UuA 5
UuG 30
SER UCA 14
ucc 26
UcG 3
ucu 21
AGC 21
AGU 15
THR ACA 21
ACC 41
ACG 7
ACU 31
PRO CcCa 45
ccc 19
ccG 9
CCU 26
ALA GCA 23
GCC 32
GCG 3
GCU 41
GLY GGA 32
GGC 20
GGG 11
GGU 37
ILE AUA 12
AUC 45
AUU 43
VAL GUA 9
GUC 20
GUG 28

GUU 43




rt ]

LYS AAA 36
ARG 64
ASN ARC 72
ARU 68
GLN CAA 64
CAG 36
HIS CAC 65
CAU 35
GLU GAA 48
GAG 52
ASP GAC 48
GAU 52
TYR UAC 68
UAU 32
CYsS UGC 78
UGU 22
PHE uuc 56
uuu 44
MET AUG 100
TRP UGG 100

Las regiones con muchas bases A + T consecutivas o
bases G + C se predice que tienen una mayor probabilidad
de formar unas estructuras con curva de horquilla debido
a la autocomplementariedad. La disrupcién de estas
regiones mediante la insercién de ©pares de base
heterogéneos es preferida y debe reducir la probabilidad
de la formacidn de estructuras secundarias
autocomplementarias tal como las curvas de horquilla que
son conocidas en algunos organismos por inhibir 1la
transcripcién (terminadores transcripcionales) Y

traduccién (atenuadcores).
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Alternativamente, un gen completamente sintético
para una secuencia de aminodclido dada puede ser
preparada, evitdndose las regiones de 5 o mAs nucledtidos
consecutivos A + T o G + C. Los codocnes son seleccionados
evitando los dobletes TA y CG en los codones cuando sea
posible. El uso de codones se puede normalizar contra una
tabla de uso de codén preferida (tal como la tabla 4) ¥
el contenido G + € preferiblemente ajustadeo a
aproximadamente 50%. La secuencia resultante debe ser
exaninada para asegurar que existen sefiales de
poliadenilacién vegetal putativa minima y secuencias
ATTTA. Los sitios de restriccidn adecuados encontrados en
vectores de clonacién cominmente utilizados son también
preferiblemente evitados. Sin embargo, la ubicacidén de
varios sitios de restriccién Unicos a lo largo del gen es
Gtil para el andlisis de la expresiétn del gen o la

construccién de variantes del gen.

4.8. Matodos de Produccién de Plantas Transgénicas

Resistentes a Insectos

Al transfomar una célula hospedera adecuada, tal

como una célula vegetal, con una secuencia de gen tIC851



recombinante, la expresién de la proteina de cristal
codificada (es decir una proteina de cristal bacteriana o
un polipéptido que tiene actividad insecticida contra
coledSpteros) puede dar como resultado la formacién de

unas plantas resiétentes a insectos.

Una planta transgénica de esta invencién tiene asi
una cantidad incrementada de una regidén codificante (por
ejemplo un gen) que codifica un polipéptido de acuerdo
con la SEC ID NO:8. Una planta transgénica preferida es
un segregante independiente y puede transmitir aquel gen
y su actividad a su progenie. Una planta transgénica més
preferida es homocigota para ese gen, y transmite ese gen
a toda su descendencia luego de su apareo sexual. Las
semillas de una planta transgéncia pueden crecer en el
campo © en invernadero, y dan como resultadoe plantas
transgénicas sexualmente maduras que son autopolinizadas
para generar plantas de c¢rianza reales. La progenie
proveniente de estas plantas hace reales lineas de
crianza que son evaluadas para, por via de ejemplo,
incrementar la capacidad insecticida contra insectos
colebpteros, preferiblemente en el campo, bajo un rango

de condiciones ambientales.
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Las plantas transgénicas que comprenden uno o mas
transgenes que codifican un polipéptido de acuerdo con la
SEC ID NO:8 exhibird preferiblemente un fenotipo de
resistencia insecto mejorada a los insectos colebpteros
objetivo segin se describe aqui. Estas plantas
proporcionarin preferiblemente semillas transgénicas que
seran utilizadas para crear linajes de plantas
transgénicas es decir progenies de generaciones avanzadas
de la planta transgénica original que se pueden utilizar
para producir semilla, o utilizadas como alimentos para
animales o humanos, para producir fibras, aceites,
frutas, granos, u otros productos vegetales
comercialmente importantes o componentes derivados de
plantas. En tales casos, la progenie y las semillas
obtenidas de cualquier generacién de las plantas
transformadas contendrd el transgén seleccicnado vy
establemente integrado que codifica la d-endotoxina de la
presente invencién. Las plantas transgénicas de 1la
presente invencién se pueden cruzar para producir lineas
hibridas o puras con una o mas plantas que tengan
propiedades deseables. En ciertas circunstancias, también
puede ser deseable crear plantas transgénicas, semillas,

Yy progenies dque contengan uno o0 mas transgenes
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adiclonales incorporados dentro de su genoma ademas del
transgen que codifica el polipéptido de la invencidn. Por
ejemplo, las plantas transgénicas pueden contener un
segundo gen que codifica él mnismo, o un polipéptido
diferente resistente a 1nsectos, o alternativamente, las
plantas pueden <comprender uno o mas transgenes
adicionales tales comc aquellos gque le confieren
resistencia a herbicida, resistencia fungosa, resistencia
bacteriana, tensién, sal o tolerancia a la sequia, tallo
mejorado o alojamiento de raiz, almidén incrementado,
grano, aceite, carbohidrato, aminoadacido, reducciédn de

proteina y similar.

4.9 Aislamiento de Gen Homélogo vy Fragmentos de Gen

Los genes y ©&-endotoxinas de acuerdo con 1la
invencidén incluyen no solo las secuencias de longitud
completa descritas aqui sino también fragmentos de estas
secuencias, o proteinas de fusiétn, que retienen la
actividad insecticida caracteristica de las secuencias

especificamente ejempliﬁicadas aqui.
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Debe ser evidente para aquellas personas expertas en
la técnica que J8-endotoxinas insecticidas se puedan
identificar y obtener a través de varios medios. Los
genes especificos o porciones de estos se pueden obtener
de un cultivo depositario, o construido sintéticamente,
por ejemplo, al utilizar una miquina de gen. Las
variaciones de estos genes pueden ser facllmente
construidas utilizando técnicas estdndar para la
elaboracién de mutaciones de punto. También, 1los
fragmentos de estos genes se pueden hacer utilizando
exonucleasas comercialmente disponibles o endonucleasas
de acuerdo con procedimientos estadndar. También, los
genes que codifican fragmentos activos que pueden obtener
utilizando una variedad de otras enzimas de restriccién.

Las proteasas se pueden utilizar para obtener

directamente fragmentos activos de estas &6-endotoxinas.

Las O0-endotoxinas equivalentes y/o los genes que
codifican estas O-endotoxinas equivalentes también se
pueden aislar de cepas de bacilos y/o librerias de ADN
que utilizan la ensefianza suministrada aqui. Por ejemplo,
los anticuerpos de las §-endotoxinas <descritas y

reivindicadas aqul se pueden utilizar para identificar y



aislar otras 0-endotoxinas provenientes de una mezcla de
proteinas. Especificamente, los anticuerpos pueden ser
elevados a las porciones de las d-endotoxinas que son méis

constantes y mas distintas de las otras §-endotoxinas de
Bacillus turingiencis. Estos anticuerpos se pueden
utilizar para identificar especificamente O&-endotoxinas
equivalentes <con las caracteristics de actividad
insecticida mediante inmunoprecipitacién, inmunoensayo

ligado a enzima, (ELISA), o borrado del oeste.

Un método adicional para identificar 8-endotoxinas y
genes de la invencién es a través del uso de sondas de
oligonuclebtidos. Estas sondas son secuencias de
oligonucledtidos que tienen una etiqueta detectable. Como
es bien conocido de la técnica, si la molécula sonda y la
muestra de d&cido nucleico se hibridizan al formar una
enlace fuerte entre las dos moléculas, se puede
razonablemente asumir que la sonda y la muestra son
esencialmente idénticas. La etiqueta detectable de 1la
sonda proporciona unos medios para determinar de una
manera conocida si ha ocurrido la hibridizacién. Tal

analisis de sonda proporciona un método répido para
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identificar genes de ©O-endotoxina formicida de 1la

invencidn.

La formacién Duplex y la estabilidad dependen de la
~omplementariedad sustancial entre dos hebras de un
hibrido, y, como notdé anteriormente, un cierto grado de
no coincidencia se puede tolerar. Por 1lo tanto, las
sondas de la invencién incluyen mutaciones (tanto simples
coﬁo miltiples), supresiones, inserciones o secuencias
descritas, y combinaciones de estas, en donde dichas
mutsciones, inserciones o© supresiones permiten 1la
formacién de hibridos estables con el polinucleétido
objeto de interés. Las mutaciones, inserciones, vy
supresiones se pueden producir en una secuencia de
polinuclebdétidos dada de muchas maneras, mediante métodos
nabitualmente conocidos por un experto en la técnica o
guizids mediante otro métodos que se hagan conocidos en el

futuro.

Las variaciones potenciales en las sondas enlistadas
se debe, en parte, a la redundancia del cédigo genético.
En razén de la redundancia del cébdigo genético, es decir,

més de una tripleta de nuclebétidos codificantes {codén)



se puede utilizar en la mayoria de los aminodcidos usados
para hacer protéinas. Por lo tanto diferentes secuencias
de nucledétidos puede codificar un aminodcido particular.
De esta manera, las secuencias de aminodcido de &-
endotoxinas y péptidos de Bacilllus turingiencis se pueden
prepara mediante secuencias de nuclebtidos equivalentes
que codifican la misma secuencla de aminodcidos de la
proteina o el péptido. De acuerdo con esto, la invencién
incluye tales secuencias de nucleétidos equivalentes.
También, las secuencias inversas o complementarias son un
aspecto de la invencién y pueden ser facilmente
utilizadas por una persona experta en la técnica. Ademés
se ha mostrado que las ©proteinas de estructura
identificadas y la funcién se puede construir al cambiar
la secuencia de aminodcidos si tales cambios no alteran
la estructura secundaria de la proteina (Kaiser y Kezdy,
1984). De esta manera, la invencidén incluye mutantes de
secuencias de aminodcidos descritas aqui que no alteran
la estructura secundaria de 1la proteina, o si la
estructura se altera, la actividad Dbioldgica es
sustancialmente retenida. Ademas, la invencidn también

incluye mutantes de organismos que hospedan todo o parte

de O-endotoxinas que codifican un gen de la invencién.
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Tales mutantes pueden ser hechos mediante técnicas bien
conocidas por las personas expertas en el arte. Por
ejemplo, la relacién UV para preparar mutantes de
organismos huésped. De manera similar, tales mutantes
pueden incluir célula huésped asporogéneas que también se
pueden preparar mediante los procedimientos Dbien

conocidos en la técnica.

4.10. Células Huésped Recombinantes

Las secuencias de nucleétidos de la invencién se
pueden introducir en una amplia variedad de huéspedes
microbianos y eucaridticos. Como huéspedes para expresién
recombinante de polipéptidos tICB51, de @particular
interés serin los procariotes y los eucariotes inferiores
tales como los hongos, procariotes de ilustracién, tanto
como gram negativos como gram positivos, incluyen
Enterobacteriaceae, tales como Escherichoq, Erwinia,
Shigella, Salmonella, y Proteus; Bacillaceae:;
Rhizobiceae, tal como Rhizobium, Spiralaciae, tal como
fotobactgerium, Zimomonas, Seratia, Aeromonas, Vibrio,
Desulfovibrio, Spirilum, ; Lactobacillaceae;
Pseudomonadaceae, tales come Pseudomonas y Acetobacter;

Azotobacteraceae, Actinomycetales, Yy Nitrobacteraceae.
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Entre los eucariotes estan los hongos, tales como <l
Ficomimicetes y Ascomicetes, que incluyen levadura, tal
como el Sacaromices y el Schizosaccharomyes; y levaduras
de Basidiomycetes, tales como Rhodotorula, Aureobasidium,

Sporobolomyces, y similares.

Caracteristicas de interés particular para
seleccionar células huésped con propésitos de produccién
incluyen la facil introduccién de construcciones
genéticas de la presente invenciédn dentro de las células
huésped, disponibilidad de los sistemas de expresién,
eficiencia de expresidén, estabilidad el gen de interés en
el huésped y ©presencia de capacidades genéticas

auxiliares.

Un gran numero de microorganismos conocidos por
habitar el filoplano (la superficie de las hojas de
plantas) y/o la rhizosfera (el suelo que circunda las
raices de las plantas) de una amplia variedad de cultivos
importantes pueden ser células hospederas deseables para
manipulacidén, preparcién, almacenamiento, suministro y/o
mutagénesis de las construcclones genéticas descritas.
Estos microorganismos incluyen bacterias, algas, vy

hongos. De particular interés son los microorganismos
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tales como las bacterias, por ejemplo género bacilus (que
incluyen las especies y subespecies Bacillus turingiencis
Kurstaki HD-1l, Bacillus turingiencis Kurstaki HD-73,
Bacillus turingiencis sotto, Bacillus turingiencis
berliner, Bacillus turingiencis turingiencis, Bacillus
turingiencis tolworhi, Bacillus turingiencis dendrolimus,
Bacillus turinglencis alesti, Bacillus turingiencis
galeriae, Bacillus turingiencis aizawai, Bacillus
turingiencis subtoxxicus, Bacillus turingiencis
entomocidus, Bacillus turingiencis tenebrionis y Bacillus
turingiencis san Diego); Pseudomonas, Erwinia, Serratia,
Klebsiella, Znathomonas, Streptonyces, Rhizobium,
Rhodoseudomonas, Methilophilius, Agrobacterium,
Acetobacter, Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter,
Leuconostoc, y Alcaligenes; hongos; particularmente
levadura  por ejemplo, géneros acaroSaccharonices,
Criptococus, Kluiveromices, Sporobolomices, Rhodotorula,
y RAerubasidium. De particular interés son las especies
bacteriales de la fitoesfera como las seudomonas
siringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens,
Acetobacter xilinum, ag.t, Rhodobacter sphaeroides,
Xantomonas campestris, Rhizobium melioti, Alcaligenes
eutrofus, y Azotobacter vinladii; y las especies de

levadura de fitosfera tales como la Rhodotorula rubra, R.



Glutinis, R. Marina, R. Aurantiaca, Cryptococus albidus,
C. Diffluens, C. Laurentii, Saccharonices rosei, S.
Pretoriensis, S. Cerevise, Sporobolomices roseus, S.

Odorus, Kluyveromices veronae, y Aureobasidium pollulans.

Las caracteristicas de particular interés para
seleccionar las células huésped con propésitos de
produccién incluyen la fécil introduccién de una
construccidn genética seleccionada en el huésped,
disponibilidad de los sistemas de expresién, eficiencia
de la expresién, estabilidad del polinuclebtido en el
huésped, y la presencia de capacidades genéticas

auxiliares. Otras consideraciones incluyen facilidad de

formulacién Y manejo, economias, establlidad de

almacenamiento, y similares.

4.11. Secuencias de Polinuclaeétidos

La composicidén de ADN que codifica los polipéptidos
con actividad insecticida de la presente invencién son

particularmente preferidos para el suministro a las

células vegetales receptoras, y finalmente en 1la.°~

produccién de plantas transgénicas resistentes ~a

insectos. Por ejemplo, los sedimentos de ADN en la forma
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de vectores y pléasmidos, o los fragmentos de ADN lineal,
en alqunos casos que contienen un solo elemento de ADN
para ser expresado en células vegetales, y similares, se

pueden emplear.

4.12 .Métodos Para Preparar Secueaencias Da

Polinucleotidos Mutagenizados

En ciertas circunstancias, puede ser deseable
modificar o alterar uno o mas nucleotidos en una o mis
secuencias de polinucleotidos descritas aqui con el
propésito de alterar o cambiar la actividad insecticida o
la especificidad insecticida del polipeptido. En general,
los medios y métodos para mutagenizar unas secuencias de
ADN son bien conocidas por aquellos expertos' en 1la
técnica. Las modificaciones a tales secuencias pueden ser
hechas aleatoriamente, o© mediante procedimientos de
mutagénesis de sitio especifico. Los polinucleotidos
pueden ser modificados mediante la adicién, supresién, o
sustitucién de uno o més nucleotidos de la secuencia que

codifica el polipeptido insecticidamente activo.

La mutagénesis se puede desarrollar de acuerdo con

cualquiera de las técnicas conocidas en el arte tales
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como, y no limitada a, sintetizar un oligonucledtido que
tiene una o mds mutaciones dentro de la secuencia de una
regidédn particular. En particular, la mutagénesis de sitio
especifico es una técnica Util en la preparacién de
mutantes, a través de mutagénesis especifica en ADN
subyacente. La técnica ademads proporciona la facil
capacidad de preparar variantes de secuencia de ensayo,
por ejemplo, incorporando una o mas de las
consideraciones precedentes, al introducir uno o méis
camblos de la secuencia de nucleotidos en el ADN. La
mutagénesis se sitio especifico permite la producciédn de
mutantes a través del uso de secuencias de
oligonuclebédtido especifico que codifican la secuencia de
ADN de la mutaclidén deseada asi como también un namero
suficiente de nucledtidos adyacentes, para proporcionar
una secuencia iniciadora de suficiente tamafio vy
conplejidad de secuencia para formar un diplex estable en
ambos lados de la unién de supresidn que esta siendo
escudrifiada. Tipicamente, un iniciador de aproximadamente
17 a aproximadamente 75 nucleotidos o mas de longitud es
el preferido con aproximadamente 10 a aproximadamente 25
o mas residuos en ambos lados de la unidén de la secuencia

que est4d siendo alterada.
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En general, la técnica de mutagenesis de sitio
especifico es bien <conocida en el arte como se
ejemplifica en varias publicaciones. Como se apreciari,
la técnica quimicamente emplea un vector pago el cual
existe tanto en forma de hilo simple como de hilo doble.
Los vectores tipicos dtiles en la mutagenesis dirigida de
sitio incluyen vectores tales como el fago M13. Estos
fagos estdn facilmente disponibles comercialmente y su
uso es generalmente bien conocido por aquellos expertos
en la técnica. Los plasmidos de doble hilo son también
rutinariamente empleados en la mutagénesis dirigida de
sitio que ilumina la etapa de transferir el gen de

interés desde un plasme a un fago.

La preparacién de las variantes de secuencia de los
segmentos de ADN que codifica la &-endotoxina utilizando
una mutagenesis dirigida de sitio se proporciona como
unos medios de produccién de especies potencialmente
itiles y no pretenden estar limitadas en razén a que
otras formas en las cuales las variantes de las
secuencias de ADN se pueden obtener. Por ejemplo,
vectores recombinantes que codifican la secuencia deseada
puede ser tratados con agentes mutagénicos, tales como la

hidroxilamina para obtener variantes de secuencias.
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Como se utiliza aqui, el término “procedimiento de
mutagenésis dirigido por oligonucleétido” se refiere a un
proceso dependiente de molde y propagacién mediada por

vector que da como resultado un incremento en 1la

concentracién de una molécula de &cido nucleico

especifica a su concentracién inicial, o en un incremento
en la concentracién de una seflal detectable, tal como
amplificacién. Como se utiliza aqui, el término
“procedimiento de mutagénesis dirigido por
oligonuclebétido” también pretende referirse a un proceso
que involucra la extensiédn dependiente de molde de una
molécula iniciadora. El proceso dependiente de molde se
refiere a una sintesis de acido nucleico de una molécula
de ARN o de ADN en donde la secuencia de la recientemente
sintetizada hebra de &cido nucleico es dictada por reglas
bien conocidas de pareamiento complementario de base
(Watson, 1987).Tipicamente, las metodologias mediadas por
vector involucran la introduccién del fragmento de Acido
nucleico en un vector de ADN o ARN, la amplificacién
clonal del vector, y la recuperacién del fragmento de
acido nucleico anmplificado. Ejemplos de tales
metodologias se proporcionan mediante la patente

estadounidense No. 4,237,224.
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Un nimeroc de procesos dependientes de templado estan
disponibles para amplificar las secuencias objetivo de
interés presente en una muestra. Uno de los métodos mejor
conocidos de amplificacién es la reaccién en cadena de
polimerasa (PCR™)que se describe en detalle en la Patente
estadounidense No. 4,683,195, 4,683,202 y 4,800,158.
Brevemente, en el PCR™, las dos primeras secuencias que
se preparan son complementarias a regiones sobre hebras
complementarias opuestas de la secuencias objetivo. Un
exceso de deoxinucleosido trifosfato se agregan a la
mezcla de reaccién junto con una polimerasa de ADN (por
ejemplo polimerasa de Taqg). Si la secuencia objetivo esta
presente en una muestra, los iniciadores se uniradn al
objetivo y la polimerasa originard que los iniciadores se
extiendan junto con la secuencia objetivo al agregarse
sobre los nucledtidos. Al subir y bajar la temperatura de
la mezcla de reaccidén, los iniciadores extendidos se
disociaran del objetivo para formar productos de
reaccién, el exceso de iniciadores se unird al objetivo y
a los productos de reaccién y el proceso se repetiri.
Preferiblemente un procedimiento de amplificacién PCR™ de
transcriptasa inversa puede ser desarrollado con el fin

de cuantificar la cantidad de mARN amplificado. Las
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metodologias de reaccién en cadena de polimerasa son bien

conocidas en la técnica.

Otro método de amplificacién es 1la reaccién en
cadena de ligasa (denominada como LCR), descrita en la
solicitud de patente europea publicacién No. 320,308. En
LCR, dos pares de séndas complementarias se preparan, Y
en la presencia de secuencias objetivo, cada parte uniré
a hebras complementarias opuestas del objetivo de tal
manera que ellas sobresalgan. En la presencia de una
ligasa, los dos pares de sondas se uniridn para formar una
unidad sencilla. Mediante el ciclo de la temperatura,
como en PCR™, unidades ligadas unidas' se disocian de los
objetivos y luego sirven como “secuencias objetivo”, para
el 1ligado del exceso de pares sonda. La Patente
estadounidense No. 4,883,750, incorporada aqui como
referencia en su totalidad, describe un método
alternativo de amplificacién similar a LCR para unir los

pares sonda a la secuencia objetivo.

Un Método de amplificacién isotérmico, en el cual la
restriccién de las endonucleasas y las ligasas se
utilizan para lograr la amplificaciétn de las moléculas

objetivo que contienen nucleotidos 5°-[o-tio]trifosfatos
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en una hebra de un sitio de restriccién (Walker et
al.,1992, incorporadas aqui mediante referencia en su
totalidad), puede ser dtil en la amplificacidén de &acidos

nucleicos en la presente invencién.

4.13. Eventos Post Transcripcionales Que Afaectan lLa

Expresién De Transgenes En Plantas

En muchos casos, el nivel de transcripcién de un
transgen particular en una célula huésped dada no es
siempre indicativo de la cantidad de proteina que esta
siendo producido en la célula huésped transformada. Estro
es a menudo debido a los procesos post transcripcionales,
tales como empalmes, poliadenilacidn, iniciacién de
produccién apropiada, y estabilidad del ARN, que afecta
la capacidad de un transcripto para producir proteina.
Tales factores también pueden afectar la estabilidad y la
cantidad de mARN producido de un transgen dado. Como tal,
es a menudo deseable ‘alterar los ejemplos post
transduccionales a través de técnicas de biologia
molecular particulares. Los inventores contemplan que en
ciertas instancias puede ser deseable alterar 1la
transcripcién y/o expresién de las construcciones de

dacido nucleico que codifican los polipeptidos de 1la
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presente invencién para aumentar, disminuir, o de otra
forma refular o controlar estas construcciones en células

huéspedes particulares y/o plantas transgénicas.

4.13.1 Iniciacién eficiante de la traduccidn de

protaina

La secuencia lider 5°no traducida (5°-UTL) de mARN
eucariotico juega un papel principal en la eficiencia
transduccional. Muchos transgenes y quiméricos tempranos
que utilizan un promotor viral utilizando una longitud
arbitraria de secuencia viral después de la transcripcidn
del sitio de iniciacién y la fusién de este al auge de la
regiébn codlficante. Estudlios méds recientes han mostrado
que la secuencia 5°-UTL y las secuencia-ts directamente
circundantes de AUG pueden tener gran efecto en 1la
eficlencia transduccional en células huésped Yy
particularmente ciertas especies de plantas y que este
efecto puede ser diferente dependiendo de las células o

tejidos particulares en los cuales el mensaje Sse exprese.

En la mayoria de los mRNA eucarioticos, el punto de
iniciacién transduccional ocurre en el codon auge mdas

cercano a la tapa 5° del transcripto. La comparacién de
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secuencias de mARN de plantas y experimentos de
mutagénesis dirigidas de sitio han demostrado la
existencia de secuencias de consenso que circundan el
codon de iniciacién en plantas, 5 -UAAACAAUGGCU-3° (SEQ ID
' (NO:4) (Joshi, 1987; Lutcke et al., 1987). Sin Embargo,
la secuencias de consenso seran evidentes entre especies
de plantas individuales. Por ejemplo, una compilacién de
secuencias que circundan el codon de iniciacién de 85
genes de maiz producen un consenso de 5°-(C/G)AUGGCG-
3" (Luehrsen et al., 1994). En protoplastos de tabaco, los
transgenes que codifican oa-glucoronidasa (GUS) Y
quitinasa bacterial mostraron un incremento de 4 a 8
veces en la expresién, respectivamente, cuando las
secuencias nativas de estos genes se cambid para
codificar 5°-ACCAUGG-3" (Gallie et al ., 1987b; Jones et
al., 1988).De manera interesante, el B. thuringiensis ha
escogido para utilizar un codon de iniciacién alternativo
para el gen nativo que codifica tiC851. Los inventores
encontraron, como Sse describe adelante, que este codon,
aunque no generalmente conocido por codificar nada
diferente a la leucina, se cree que codifica la metionina
en la primer posicidétn de la toxina de polipeptido tIC851
tal como se juzga mediante el andlisis de secuencia de N-

aminodcido terminal de 1la toxina purificada. Por 1lo
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tanto, por eficiencia inplanta, se pretende que el codon
de inilciacién ATG mAs frecuentemente utilizado seréd

utilizado en su lugar.

Cuando la produccién de transgenes quiméricos es
decir, (transgenes que comprenden segmentos de ADN de
diferentes fuentes operablemente ligadas juntas), a
menudo se utiliza virus de 5°-UTL de planta. La proteina
de recubrimiento del virus del mosaico de la alfalfa{AMV)
y 1la 5°-UTL de la proteina de recubrimiento del virus
del mosaico de la broma (BMV)han mostrado'que mejoran la
traduccién del mARN B veces en protoplastos de tabaco
electroporado (Gallie et al., 1987a; 1987b). Un derivado
de 67 nucleotidos (Qlde 5-UTL de ARN de virus de mosaico
de tabaco (TMV)fusionado al gen (CAT) cloramfenicol
acetiltransferasa y el gen GUS ha mostrado mejora en la
traduccién de genes reporteros in vitro (Gallie et al.,
1987a; 1987b; Sleat et al., 1987; Sleat et al., 1988). La
electroporacié4n de los protoplastos del mesofilo de
tabaco con transcriptos que contienen el 1lider TMV
fusionado a genes reporteros CAT, GUS, y LUC produjeron
un nivel de 33, 21, y 36 veces de mejora, respectivamente
(Gallie et al., 1987a; 1987b; Galliet et al., 1991).

También en tabaco, un 5°'-UTL 83-nt X ARN de virus de papa
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mostrd mejorar la expresidn de neomicina fosfotransferasa

II (NptII) 4 veces (Poogin and Skryabin,1992).

El efecto de un -5"UTL puede ser diferente
dependiendo de la planta, particularmente entre
dicotiledoneas y monocotiledoneas. El1 TMV 5°-UTL ha
mostrado ser mAs efectivo en los protoplastos de tabaco
(Gallie et al., 1989) que en protoplastos de maiz
(Gallie and Young, 1994). También, el 5°-UTL del TMV-Q
(Gallie et al., 1988), cubierta de AMV (Gehrke et al.,
1983; Jobling y Gehrke, 1987), cubierta de TMV (Goelet et
al., 1982) y cubierta del BMV (French et al., 1986)
trabajaron pobremente el maiz e inhibieron la expresién
del gen luciferasa en el maiz con relacién a su lider
nativo (Koziel et al., 1996}. Sin embargo, los 5°-UTL
del transcripto (CaMV) 35S del virus del mosaico del
coliflor y los genes glutelin del maiz (Boronat et al.,
1986), el PEP-carboxilaso (Hudspeth and Grula, 1989) y la
ribulosa bisfosfato carboxilasa mostraron un considerable
incremento en la expresién del gen luciferasa en el mgiz

en relacién a su lider nativo (Koziel et al., 1996).

Estos 5°-UTL tienen diferentes efectos en el tabaco.

Como contraste al maiz, el TMV Q 5°-UTL y el 5°-UTL de la
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proteina de recubrimiento del AMV mejorado mejoraron la
expresién en el tabaco, mientras que la glutelina, la
PEP-carboxilasa del maiz y la 5°-UTL de.la ribulosa -1, 5-
bisfosfato carboxilasa del maiz no mostraron mejora
relativa con la 5°-UTL luciferasa nativa (Kozlel et al.,
1996). Solo la CaMV 355 S5 -UTLmejordé la expresién de
luciferasa tanto en maiz como en tabaco (Koziel et al.,
1996). Adicionalmente, el 5°-UTL de 1la proteina de
recubriniento del TMV y del BMV fueron inhibitorias tanto
en protoplastos de maiz como de tabaco(Koziel ET AL.,

1996) .

4.13.2 Uso de Intrones para incrementar la

exprasidn

Incluyendo uno o mids intrones en la porcidén de
transcripciétn de un gen se ha encontrado el incremento de
expresién del gen heterdlogo en una variedad de sistemas
cie planta (Callis et al. , 1987;-Haas et al. , 1991;
Mascerenhas et al., 1990; McElroy et al., 1990; Vasil et
al., 1989), aunque no todos los intrones producen un
efecto estimulatorio y el grado de varias estimulaciones.
En efecto el mejoramiento de los intrones parece ser mas

evidente en monocotiledoneas que en dicotiledoneas.

O3
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Tanaka et al., (1990) h'a mostrado que el uso del intron 1
catalasa aislado de abas castor incrementa incrementan la
expresién del gen en arroz. De manera similar, el primer
intron del alcohol dehidroginasa 1 (Adhl) ha mostrado el
incremento de expresidén de un clon genomico de Adhl que
comprende el promotor endogeno en células de maiz
transformado (Callis et al., 1987; Dennis et al., 1984).
Otros intrones que son también capaces de incrementar la
expresidén de transgenes que los contienen incluyendo los
intrones 2 y 6 de Adhl (Luehrsen y Walbot, 1991), el
intrén catalasa (Tanaka et al., 1990), el intrén 1 del
gen de maiz bronce 1 (Callis et al., 1987), el intrémn 1
de sintasa de sucrosa de maiz (Vasil et al., 1989),
intrén 3 del gen actin del arroz (Luehrsen y Walbot,
1991), el intrén 1 actin del arroz (McElroy et al., 180),
y el ex6tn ubiquitin del maiz 1 (Christensen et al.,

1992} .

Generalmente, para lograr la expresién o6ptima, el
intrén o intrones selececcionados deben estar presentes
en la unidad transcripcional 5’ en la orientacién
correcta con respecto a las secuencias de la unidén de
divisién (Callis et al., 1987; Maas et al., 1991;

Mascerenhas et al., 1990; Oard et al., 1989; tanaka et

Zatd
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al., 1990; vasil et al., 1989). El intrén de Adhl ha sido
mostrado para incrementar 1la expresién de un gen
heterélogo cuando estd colocado en 3’ (o aguas debajo de)

el gen de interés. (Collis et al., 1987).

4.13.3. Uso de Genes Sintéticos para Incrementar la

Expresién de Genes Heterdlogos en las Plantas

Cuando se introduce un gen procariético en un
huésped eucaribético o <cuando se expresa un gen
eucaridético en un huésped no nativo, la secuencia del gen
debe frecuentemente ser alterado o modificado para
permitir la translacién eficiente del transcripto
derivado de la forma de gen. La experiencia significativa
en usar genes sintéticos para incrementar la expresidén de
una proteiﬁa deseada ha sido lograda en la expresidédn del
Bacillus turingiencis en las plantas. Los genes nativos
Bacillus turingiencis estdn frecuentemente expresados
solamente en bajos niveles de dicotes y algunas veces no
en todas en muchas especies de monocotes (Kozile et
aal., 1996). El uso de codétn en los genes nativos es
considerablemente diferente de aquel encontrado en genes
de plantas tipicos, el cual tiene una contenido G + C

mayor. Las estrategias para incrementar la expresidén de
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estos genes en plantas generalmente altera el contenido
general G + C de lds genes. Por ejemplo, los genes que
codifican la proteina cristal Bacillus turingiencis han
resultado en mejoras significativas de la expresién de
estas endotoxinas en varios cultivos incluyendo algoddén
(Perlak et al., 1990; Wilson et al., 1992}, tomate
{perlak et al., 1991), papas (Perlak et al., 1993), arroz

{Cheng et al., 1998}, y mafiz (Koziel et al., 1993).

De manera similar los invéntores contemplan que la
construccién genética de la presente invencién, debido a
que ellas contienen uno o mas genes de origen bacterial,
puede en ciertas circunstancias ser alterado para
incrementar 1la expresitn de estos genes derivados
procarléticos en particular células huésped eucariéticas
y/o plantas transgénicas que comprenden tales
construcciones. Usando técnicas de biologia molecular que
son bien conocidas por aquellos versados en la técnica
uno puede alterar la codificacidon y las secuencias no
codificadas de las secuencias del gen que codifica el
tIC851 particular par optimizar o facilitar su expresién
en células de plantas transformadas a niveles adecuados
para impedir o reducir la infestacién o ataque de

insectos en tales plantas transgénicas.
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4.13.4. Uso de Promotores en Vectores de Expresién

La wszpresidén de un gen que existe en una forma de
ADM en una forma de doble ramificacién involucra 1la
transcripcién del mensajero ARN (mARRN) de ramificacién
codificada del ADN por una enzima de polimerasa ARN, y el
proceso subsecuente del transcripto primario mARN dentro
del nicleo. Lz transcripcidon de ADN en mARN es requlada
por unz regiétn de ADN referida como el “promotor”. La
regién promotora contiene una secuencia de bases que dan
sefial 2 la polimerasa ARN para asociarse con el ADN Y
para iniciar la transcripcién de mAARN usando una de las
remas de ZEDN como una plantilla para hacer una rama
correspondientes de ARN. El promotor particular
seleccionado deberia ser capaz de causar suficiente
expresién de la secuencia codificada para resultar en la

produccién de una cantidad insecticida efectiva de 1la

proteina Bacillus turingiencis.

Un promotor es seleccionado por su habilidad para
dirigir las células de planta transformada o la actividad
transcripcional de las plantas transgénicas a la regidn

codificada para asegurar suficiente expresién de 1la

07
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secunecia que codifica la enzima para resultar en la
produccidén de cantidades insecticidas de 1la proteina
Bacillus turingiencis. Los genes estructurales pueden ser
dirigidos por una variedad de promotores en los tejidos
de la planta. Los promotores pueden ser constitutivos
cercanos {por ejemplo ellos guian la transcripcién del
transgen en todos los tejidos), tal como el promotor sea
CaMVv 35S, o promotores desarrolladamente especificos de
tejido que afectan los dicotes o monocotes. En donde el
promotor es un promotor cerca de constitutivo tal como
CaMv 355 o el FMV35S, se incrementa en la expresién de
polipéptido que se encuentra en una variedad de tejidos
de planta transforamda y en la mayorlia de oé6érganos de las
plantas. (ejemplo, el tallos, las hojas, la semilla y la
raiz). Las veersiones mejoradas o duplicadas de los
promotores CaMV 35S Y FMV35S son particularmente dtiles
en la practica de esta invencién (Kay et al., 1987;

Rogers, patente U. S. 5,378,619).

Aquellos versados en la técnica reconocerdn que
existe un nimero de promotores que son activos en células
de plantas y han sido descritas en la literatura. Tales
promotores pueden ser obtenidos a partir de plantas o de

virus de plantas e incluyen, pero no estén limitados a,

K



sintasa de nopalina (NOS) y octopina sintasa (0CS) (que
son portados en pldsmidos que inducen tumor de
Agrobacterium tumefaciens), el virus del mosaico del
coliflor (CaMV) 185 y 355 como promotores y el promotor
inducible de luz z partir de una subunidad pequeila de
ribulosa 1,5- bifosfato carboxilasa (ssRUBISCO, un
polipéptido i_de planta muy abundante), el promotor Actl
del aroz y el virus de mosaico del Figwort (FMV) 35S
promotor. Todos estos promotores han sido usados para
crear diversos tipos de construcciones de ADN que han
sido expresadas en plantas (ver por ejemplo McElroy et

al., 1990, patente U. S. 5,463,175).

Adicionalmente, también es preferido llevar a cerca
de la expresién de la 6-endotoxina Bacillus turingiencis
en tejldos especificos de las plantas usando vectores de
integracidén de plantas que tienen un promotor especifico
de tejido. Los tejidos objetivo especificos pueden
incluir las hojas, el tallo, la raiz, los tubérculos, las
semillas, el fruto, etc. y los promotores escogidos deben
tener el tejido deseado y la especificidad de desarrollo.
Por lo tanto, la funcién promotor debe ser optimizada

seleccionando un promotor con las capacidades de
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expresién de tejido deseado y una fuerza de promotor
aproximada y seleccionar un transformante que produce la
actividad insecticida deseada en los tejidos objetivo.
Esta seleccién se acerca al grupo de transformantes es
empleada rutinariamente en la expresién de genes
estructurales heterélogos en plantas ya que es una
variacién entre los transformantes que contienen el mismo
gen heterdlogo debido al sitio de insercién del gen
dentro del genoma de la planta {(cominmente referido como
el “efecto de posicidn”). Adicionalmente a los promotores
que son conocidos por causar transcripcidén (constitutivo
o especifico de tejido) del ADN en células de planta,
otros promotores pueden ser identificados para el uso en
la invencién actual por medio de ubicar una libreria de
cADN de planta para los genes gque son expresados
selectivamente o preferiblemente en los tejidos objetivos

y entonces determinar las regiones promotoras.

Un promotor especifico de tejido ejemplar es el
promotor lectina, dque es especifico para tejidos .de
semilla. La proteina de Lectina en semillas de granos de
soja estd codificada por un gen unico (Lel) y es
solamente expresada durante la maduracién de la semilla y

tiene en cuenta entre 2 a cerca de 5% del total de mARN
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de semilla. El gen de Lectina y el promotor especifico de
la semilla han sido caracterizados completamente y usados
para dirigir la expresién especifica de semilla en
plantas de tabaco transgénico (Vodkin et al., 1983;
Linstrom et al., 1990). Un vector de expresidén gque
contiene una regién codificada que codifica un
polipéptido de interés puede ser construida bajo control
del promotor de lectina y aquel vector puede ser
improducido en plantas usando, por ejemplo, un método de
transformacién de protoplasto (Dhir et al., 1991). lLa
expresién del polipéptido entonces estaria dirigido

especificamente a las semillas de la planta transgénica.

Una planta transgénica de la presente invencién
producida por una célula de planta transformada con un
promotor especifico de tejido puede ser cruzada con una
segunda planta transgénica desarrollada a partir de una
célula de planta transformada con un promotor especifico
de tejido diferente para producir una planta transgénica
que muestra los efectos de la transformacién en mids de un

tejido especifico.

Otros promoctores especificos de tejido ejemplares

son la sintetasa de sucroisa de maiz 1 (yang et al.,



19y

1990), la dehidrogenasa 1 de alcohol de majiz (Vogel et
al., 1988), el complejo de cosecha ligera de malz
(Simpson et al., 1986), la proteina de choque de calor de
maiz (Odell et al., 1985), 1la carboxilasa RuBP de
subunidad pequefia de guisante pequefic (Poulsen et al.,
1986; Cashmore et al., 1983), sintasa manopina de
pldsmido Ti (McBride y Summerfelt, 1989), sintasa
nopalina de pléasmido TI (Landgridge et al., 1989),
isomeraza cchalcone de petunia (Van Tunene et al., 1988),
proteina rica en glicina de frijol 1 (Keller et al.,
1989), transcripto de CaMV 35S (Odell et al., 1985) vy
patatina de papa (Wenzler et al., 1989). Los promotores
preferidos son el virus de mosaico de coliflor (CaMV 35S)
y el promotor de carboxilasa RuBP de subunidad pequefia

del S-E9.

Los promotores usados en las construcciones ADN en
la presente invencién pueden ser modificados, si se
desea, para afectar sus caracteristicas de control. Por
ejemplo, el promotor CaMV 355 puede ser ligado a 1la
porcién del gen ssSRUBISCO que represa la expresidédn del
ssRUBISCO en la ausencia de luz, para crear un promotor
que es activo en las hojas pero no en la raiz. El

promotor quimérico resultante puede ser usado como se

// 2
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describe aqui. Para propdsitos de esta descripcién, la
frase promotor “CaMV 355” incluye asl variaciones del
CaMV del promotor caMV 35S, por ejemplo, promotores
derivados por medio de ligacidén con regiones operadoras,
aleatorias o controladas de mutagénesis, etc. mas aun,
los promotores pueden ser alterados par contener
miltiples “secuenclas mejoradoras” para ayudar a elevar
la expresién del gen,. Los ejemplos de tales secuencias
mejoradoras han sido reportadas por Kay et al., (1987).
El cloropasto o los promotores especificos de plastido
son conocidos en la técnica (Daniel et al., patente US
No. 5,693,507, incorporada aqui como referencia), por
ejemplo promotores obtenibles a partir de genes de
cloroplasto, tales como el gen psbA de la espinaca o del
guisnate, la regién promotora rbclL y atpB del maiz, y los
promotores de rARN. Cualquier cloroplastoe o promotor
operable de plastido estd dentro del alcance de la

presente invencién.

El ARN producido por una construccién ADN de la
presente invencidén también contiene una secuencia lider
no traducida 5’. Esta secuencia puede ser derivada a
partir del promotor seleccionado para expresar el gen, Y

puede ser modificada especificamente de manera que se
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incrementa la translacién del gen del mARN. Las regiones
no traducidas 5’ también pueden ser obtenidas a partir de
AARN virales, a partir de genes eucariéticos adecuados, o
a partir de una secuencia de gen sintético. La presente
invencién no estd limitada a construcciones en donde la
regién no traducida es derivada de 1la secuencia no
traducida 5’ que acompafia la secuencia promotora. Como se
muestra mas abajo, una secuencia lider de gen de planta
que es 1til en la presente invencién es la proteina de
choque de calor de petunia 70 (hsp 70) (Winter et al.,

1988).

Una modalidad ejemplar de la invenclén involucra el
plastido de objetivo o plastido de localizaclédn de la
secuencia de aminodcido del Bacillus turingiencis. Las
secuencias de objetivo de plastido han sido aisladas a
partir de genes de planta codificados nucleares numerosos
y han sido mostrados para dirigir la importacién de
proteinas sintetizadas citoplasmicamente en pléastidos
(revisado en Keesgtra y Olsen, 1989). Una variedad de
secuencias de objetivo de plastico, bien conocida en 1la
técnica, incluye pero no est4d limitada a ADPGPP, sintasa
EPSP, © ssRUBISCO, puede ser empleada en la practica 'de

esta invencién. En modalidades alternativas preferidas,

A
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las secuencias objetivo plastidicas (péptido y éacido
nucleico) para plantas monocotiledinosas puede consistir
de un fragmento de codificaciétn gendémico que contiene una
secuencia intron lo mismo que un sitio de enclavado
proteolitico duplicado en 1las sSecuencias objetivo

plastidicas codificadas.

Las tablas 5 a 7 dan una lista de promotores que son
ilustrativos de aquellos versados en la técnica, pero que

no significa que estan limitados a ellos.

Tabla 5
Promotores de planta
Promotor Referencia

Viral
Virus de mosaico de Figwort (FMV) Patente U. 5. No. 5,378,619
Virus de mosalco de coliflor Patentea U. S. No. 5,530,196
{Camv) Patente U, S. No. 5,097,025
Patente U. S. No. 5,110,732

Planta
Factor de elongacién Patente U. §. No. 5,177,011
De la Histona Arabidopsis de Patente U. S. Ne. 5,442,052
poligalacturonasa de tomate Patente U. S. No. 5,491,288
. Patente U. 8. No. 5,504,200
H4 faseolina grupo 2 Patente U. S. No. 5,608,144
Ubiquitin P119 a~amilasa Patente U. S. No. 5,614,399
Patente U. S. No. 5,633,440
Patente U. 5. No. 5,712,112

Mejorador viral/promotor de

planta

Mejorador CaMV 35S/promotor Patente U. §. No. 5,106,739

de sintasa de manopina

A
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Tabla 6

Promotores de planta especifico

Promotor de|Tejidos Referencia
tejido especifico|
Blec Epldsrmis Patente U. 8. No. 5,646,313
Maleato sintasa Semillas; siembras Patente U. S. No. 5,689,040
Sisocitrato llasa Semillas: siembras Patente U. S. No. 5,689,040
Patatina Tubérculos Patente U. S. No. 5,436,393
ZRP2 ralz Patente U. 5. No. 5,633,362
ZRP2(2,0) ralz Patenta U. S. No. 5,633,363
ZRPZ(1,0) ralz Patente U. S. No. 5,633,363
Rb7 ralz Patente U. 3. No. 5,459,252
SodAl ralz Patante U. 5. No. 5,401,836
SodA2 fruta Patante U. 5. No. 4,943,674
CHS15 meristem Patente U. 8. No. 5,589,583
Peam-1 cédlula de guarda Patente U. S. No. 5,538,879
ACT11 sstambre Patente U. 3. No. 5,589,610
=mGBS polen; Van cap et al., 1996
zmf27 capa mediaj Yan cap et al., 1996
onAGP astonic ds antenas Faktor et al., 1998
0aGT1 manojoa vasulares; estoma Huang et al., 1997
RolC brotes axilares: Rusell y Fromm, 15397
sh pariclos; Rusell y Fromm, 1997
cMd atomlio; Rusell y Fromm, 1997
Bnm 1 polen; Rugell y Fromm, 1997
virus bacilliforme d=]flores; puntas de ralz; te]ido|Graham et al., 1997
Arroz tungro floem; correza; Graham et al., 1997
S$2-Rnasa puntas des ralz Grosset et al., 1997
LaB4 tejidos alargados y &Srqanos; |Treacy et al., 1987
Ge£-2,8 polen; polen dvulos; endosperma Tin =t al., 1997a: 19%7b
andoaparma Flcker ot al., 1588
andoaperna Baumlein or al., 1991
aendospearma Berna and Bernier, 1997
tejldo floem; manojos de valnas;
tejido floem parenquima vascular
endospecma
polan
floam
polan
aemillas
gsemillasisiembras

La habilidad para expresar genes en un tejido
especifico de manera en plantas ha . llevado a 1la
produccién de plantas estériles macho y hembra.
Generalmente, la produccién de plantas estériles macho
envuelve el uso de promotores especificos de anteras

cperablemente enlazados c¢on genes heterdlogos que

NG
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disrumpen en la formacién del polen (patente U. S. No.
5,689,051; 5,689,049; 5,659,124). La patente
eestadounidense No. 5,633,441 describe un método para
producir plantas con esterilidad genética hembra. El
método comprende el uso de células de estilo, células de
estigma o células de estilo y estigma de promotores
especificos que expresan polipéptidos que, cuando son
producidos en las células de las plantas matan o afectan
significativamente el metabolismo funcionamiento o

desarrollo de las células.

Tabla 7

Promotores de Planta Inducibles

Promotor Referencia
Promotar de choque de calor Patente U, S. No. 5,447,058
Em Patente U. S. No. 5,139,954
Adhl Kyozoka et al., 1991
HMG2 Patente U. S. No. 5,689,056
Sinamil alcohol dehidrogenasa Patente U. S. No. 5,633,439
Asparagina sintasa Patente U. 5. No. 5,595,896

GST-1I-27 Patente U. S. No. 5,509,614

N7
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4.13.5. Secuestre y Objetivo de Cloroplasto

Otra enseflanza para incrementarla expresiédn de genes
ricos A + T en plantas han sido demostrada en la
transformacién del cloroplasto de tabaco. Altos niveles

de expresién de una proteina de cristal no modificada de

Bacillus turingiencis que codifica genes en el tabaco ha

sido reportada por McBride et al., (1995).

Adicionalmente, los métodos para marcar proteinas en
el cloroplasto han sido desarrollados. Esta técnica,
utiliza el péptido de trénsito de cloroplasto del
guisante, ha sido usado como objetivo o para ubicar las
enzimas del trayecto de sintesis de polihidroxibutirato
hacia el cloroplasto (Nawrath et al., 1994. También, esta
técnica negada negd la necesidad de modificacién de la
regién de codificacién diferente a agregar una secuencia

objetivo apropiada.

La patente estadounidense 5,576,198 describe
composiciones y métodos Utiles para ingenieria genética
para células de plantas para suministrar un método para
controlar la temporizacién o el patrédn de tejido de la

expresién de secuencias de ADN extrafias insertadas en los



genomas de pléstido de plantas. Las construcciones
incluyen aquellas para las transformaciones nucleares que
suministran para la expresién de una subunidad unica
viral de polimeraza ARN en tejidos de plantas, y marca la
proteina de polimeraza expresada dentro de los plasticos
de células de planta. También se han incluido
construcclones de expresidén de plasticos que comprenden
una regién promotora de gen viral que es especifica a la
polimeraza de ARN expresada a partir de las
construcciones de expresién nuclear descritos
anteriormente y un gen heterdlogo de interés para ser

expresado en las células de plastido transformadas.

4.13.6. Efectos de las regiones 3’ sobre expresidn

de transgen

las regiones de extremo 3’ de transgenes han sido
encontradas que tienen un efecto g¢grande sobre la
expresién transgen en las plantas (Ingel brecht et al.,
1989). En este estudio, diferentes extremos 3’ fueron
enlazados operativamente a la neomicia fosfotransfeerasa
IT (NptII) como gen reporte Yy expresada en tabaco
transgénico. Los diferentes extremos 3’ usados fueron

obtenidos a partir del gen de octopina sintasa, la

7
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proteina de semilla 2S5 a partir de Arabidopsis, 1la
subunidad pequefla de rbcS a partir de Arabldopsis, la
extensién de forma de zanahoria, y la.chalcona sintasa de
antirinum. En los transformantes de tabaco estable, habia
cerca de 60 dobleces de diferencia entre la mejor
construccién de expresiédn (subunidad pequeila rbcS extremo
3’} y la construccién de expresidédn Iinferior (chalcona

sintasa en el extremo 3’).

4.14. Composiciones de anticuerpos y métodos para

fabricarlos

en modalidades particualres los inventores
contemplaron el uso de anticuerpos, sea monoclonales o
policonales que se enlazan a uno o mas de los
polipépotidos descritos aqui. Los medios para preparar y
caracterizar anticuerpos son bien conocidos en la técnica
ver, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988). Los métodos para
generar anticuerpos monoclonales (mAbs) generalmente se
inician a lo largo de las mismas lineas que aquellos para
prepara anticuerpos policlonales. El mAbs puede ser
facilmente preparado por medio del uso de técnicas bien
conocidas, tales como aquellas ejemplificadas en 1la

patente estadounidense, 4,196,265. E1l uso de anticuerpos

/Zb
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es bien conocido en la técnica y puede ser usado para
purificacién, inmunoprecipitacién, ELISA y western blot
para resolver la presencla de moléculas que tienen
epitopes identificables. Aquellos versados en la técnica
no encontraran experimentacién indebida al usar
anticuerpos y tales métodos para odilatrar, identificar y
caracterizar genes y proteinas expresados a partir de
tales genes como sSe contempla aqui. Los métodos de
deteccién con base en inmunologia para uso en conjunto
con el conteo western incluye anticuerpos secundarios
marcados enziméticamente-, radiomarcados-, o
fluorescentemente contra las partes de toxina que son

consideradas de uso particular a este respecto.

4.15. Equivalentes Funcionales Bioldégicos

La modificacién y cambios pueden ser hechos en una
estructura de péptidos de la presente invencidén y las
secunecias de ADN que las codifican y todavia obtener una
molécula funcional que codifica una proteina o péptido
con caracteristicas deseables. La siguiente es una
discusién con base en cambios de aminoacidos de una

proteina para crear un equivalente o alin una molécula de

.sequnda generacién mejorada. En modalidades particulares

A/
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de la invencidén, las proteinas de cristal mutado son
contempladas como Utiles para incrementar 1la actividad
insecticida de la proteina y consecuentemente incrementar
la actividad insecticida y/o la expresién de los genes
recombinantes en una c¢élula de planta. Los camblos de
aminodcido pueden ser logrados cambiando 1los codones de

la secuencia de ADN, de acuerdo con los codones dados en

la tabla 8.
Tabla 8

Amine Abreviaciones de Cedon Codones
Acidos |
Alanina Ala A GCA GCC GCC GCU
Arginina Arg R AGA. AGG CGA CGC CGG CeU
Aspargina Asn N AARC" AAU
Acido aspirtico Asp D GAC GAU
Clateina Cis c UGC UGU
Acido glutdémico Glu E GAA GAG
Glutamina Gln Q CAA CAG
Glicina Gly G GGA. GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina Ile I AUA AUC AUU
Leucina Leu L UUA UuG CUA cuc cuc cuu
Lisina Lis K AAA  AAG
Metionina Met M AUG uuG

L
Fenilalanina Phe F uuc uuu
Prolina Pro P CCA ccc cCG ccu
Serina Ser 5 AGC AGU UCA ucc UcG ucu
Tereonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Triptofan Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU
Valina val v GUA GUC GUG GUU N

>
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*El codédn UUG también es utilizado como un codén de
iniciacién como una parte del tIC851 de secuencia de
coficacién.

1- el cébdigo de tres letras y la letra dnica

correspondiente al cbédigo son abreviaciones.

Por ejemplo, ciertos aminodcidos pueden ser
sustituidos por otros aminodcidos en una estructura de
proteina sin pérdidaapreciable de la capacidad de enlace
interactivo con las estructuras tales como, por ejemplo,
regiones de enlace de antigenos de anticuerpos o sitios
de enlace sobre moléculas de sustrato. Ya que esta es la
capacidad interactiva y la naturaleza que define aquella
actividad funcional biolégica de la proteina, ciertas
sustituciones de secuencia de aminodcido pueden hacerse
en una secuencia de oroteina y, por supuesto, su
secuencia de codificacién de ADN aubyacente y sin tener
en cuenta la obtencién de una proteina con propiedades
similares. Por lo tanto se contempla por los inventores
que diversos cambios pueden ser hechos en la secuencias
de péptidos de las composiciones descritas o las

secuencias de ADN correspondientes con la codificacién de

/2_3
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dichos péptidos sin pérdida apreciable de su actividad o

utilidad bioldgica.

Al hacer tales cambios, el indice hidropéatico de los
aminodcidos puede ser considerade. La importancia -del
indice hidropitico del aminocidcido al conferir una funcién
biolégica interactiva sobre una proteina generalmente se
entiende en 1la técnica. (Kyte and Doolittle, 1982,
incorporade aqui como referencia). Se acepta que el
cardcter hidropdtico relativo del aminoacido contribuye a
la estructura secundaria de la proteina resultante, 1lo
que a2 su vez define la interaccién de la proteina con
otras moléculas, por ejemplo enzimas, sustratos,

receptores, ADN, anticuerpos, antigenos, y similares.

Cada aminodcide se le ha asignado un Jindice
hidropAdtico sobre la base de su hidrobicidad vy
caracteristicas de carga (Kyte and Doolittle, 1982),

estas son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2):; leucina

(+3,8); fenilalanina (+2,8): cisteina/cistina (+2,5);
metionina (+1,9); alanina (+11,8); glicina (-0.4);
treonina (-0,7): serina {(-0,8): triptofan (-0,9):

tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2)
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glutamato (-3,5):; glutamina (-3,5); aspartato (-3,3):;

aspargina (-3,5); lisina(-3,9); y arginina (-4,5).

Es conocido en la técnica que ciertos aminodcidos
pueden ser sustituidos por otros aminclcidos que tienen
un indice hidropAtico similar o marcacién y todavia
resulta en una proteina con una actividad bilolégica
similar, por ejemplo, todavia se obtiene una proteina
equivalente funcionalmente biolégica. AlA hacer ales

cambios, la sustitucién de los aminodcidos cuyos indices
hidropdticos estdn dentro de * 2 se prefiere, aquellos
que estan dentro de * 1 son particularmente preeridos, y
aquellos que estidn dentro de + 0,5 atn son néas

preferidos.

Se sabe en la técnica que 1la substitucién de
aminodcidos similares puede ser hecha sobre la base de la
hidrofilicidad. La patente estadounidense 4,554,101
incorporada aqui como referencia, dice que la
hidrofilicidad promedio local mayor de una proteina seqgun
se gobierna por la hidrofilicidad de sus aminodcidos
adyacentes, se correlaciona con una propiedad biolégica

de la proteina.

el
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Como se detalla en la patente estadounidense
4,554,101, los siguientes valores de hidrofilicidad han
sido asignados a residuos de aminodcido: arginina (+3,0);
lisina (+3,0); aspartato (+3,0 z1); glutamato (+3,0 #1):;
serina (+0,3); aspargina (+0,2}; glutamiﬂa (+0,2);
glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5%1); alanina -
0,5); histidina (-0,r); cisteina (-1,0); metionina (-
1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8);

tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,35); triptofan (-3,4).

Se sabe que un aminodcido puede ser sustituido por
otro que tenga un valor de hidrofilicidad similar y
todavia obtener un edquivalente biolégicamente, y en
particular una proteina equivalente inmunoldédgicamente. En
tales cambios, la sustitucién de aminodcidos cuyos

valores de hidrofilicidad estan dentro de * 2 se

prefieren aquellos que estdn dentro de * 1 son
particularmente prefeirdos, y auqellos que estan dentro

de $0,5 son particularmente preferidos.

Como se establece anteriormente, las sustituciones

de aminodcidos se hacen generalmente con base en 1la

/26
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similaridad de los sustituyentes de las cadenas lateraels
de los aminodcidos, por ejemplo, su hidrofobicidad,
hidrofilicidad, carga, tamafio Yy smilares. Las
sustituciones ejemplares que tienen varias de las
anteriores caracteristicas en consideracién son bien
conocidas por aquellos versados en la técnica e incluyen
Afginina Y glicina, glutamato y aspartato, serina vy
treonina; glutamina y asparagina y valina, leucina vy

isoleucirna.

5.0. Ejemplos

los sigquientes ejemplos estdn incluidos para
demostrar las modalidades preferidas de la invencién.
Debe apreciarse por aquellos expertos en la técnica que
las técnicas distintas en los ejemplos que siguen
representan técnicas descubiertas por el inventor para
funcionar bien en la practica de la invenciébén,, y por lo
tanto pueden ser consideradas que constituyen modos
preferidos para su prdctica. Sin embargo, aquellos
versado en la técnica a la luz de la presente descripcién
darse cuenta que muchos cambios pueden ser hechos en las

modalidades especificas que estin siendo descritas vy

A2y
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todavia obtenerse un resultade similar o parecido sin

salirse del espiritu y alcance de la invencién.

Ejemplo 1 - Cepas de Bacillus turingiencis con

sacvencias relacionadas con cRYET70

Previamente se habia identificado una cepa de
Bacillus turingiencis que expresa una proteina la cual
nosotros designamos CryET70. La proteina CryET70 tenia
una biocactividad especifica de coleopterédn cuande se
suministrd unos estudios de alimentacién de bionesayo a
larvas de gusanos de raiz del maiz western pero no contra
las larvas de gqusanos de maiz del sur. Estuvimos
interesados en identificar cepas adicionales de Bacillus
turingiencis que contenian ADN que codifica el CryET70 y
géneros relacionados cercanamente. Experimentos de
hibridacién de brotes de colonia fueron compeltados como
se indica mds abajo, usande una probeta preparada a
partir de ADN cryET70. Las cepas tipo salvage Bacillus
turingiencis fueron marcadas sobre placas lb e incubadas
a 30° C durante 300. Un filtro de membrana circular (82
mm Nytran® Maximum-Strength Plus (Schleicher y schuell,
keene, NH) fue entonces colocada sobre las placas y las

placas y filtron fueron incubados a 25° C durante la
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noche. Los filtros, los cuales contenian una réplica
exacta de las marcas, y fueron colocados sobre placas
frescas y los y las placas originales fueron incubados a
30° C durante 4 horas para permitir el crecimiento de las
colonias. Para liberar el ADN de las células de Bacillus
turingiencis sobre los filtros de nitrocelulosa, 1los
filtros fueron colocados, con la colonia hacia arriba,
sobre un papel de cromatografia Whatman 3 MM (whatman
International LTD., Maidstone, Inglaterra) empapado con
NaCH al 0,5%, 1,5 m de NaCL durante 156 minutos. Los
filtros fueron entonces neutralizados por medio de
colocar los filtros, con la colonia ahcia arriba sobre
papel Whatman empapado con NH4 al 1 M-acetato, 0,02 M de
NaOH durante 10 minutos. Los filtros fueron entonces
enjuagados en 3X SSC, 0,1% de SDS, secado ocn aire y
horneado durante una hora a 80° C en un horno al vacio

para prepararlos para la hibridizacidn.

Los impriomadores de oligonuclebdtidos fueron

diseflados con base en la secuencia cryET70 SEC ID NO:1:

AM34: 5’GACATGATTTTACTTTTAGAGC-3’

(SEC ID NO:3)
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AM43: 5'CATCACTTTCCCATAGC-3’

(SEC ID NO:4)

Un PCR™ con imprimadores AM 34 y AM 43 fue usado ara
amplificar un fragmento CryET70 a partir del ADN pEG1648.
Este productoPCR™ fue marcado con [a3?P]dATP usando el
kit arGene® (Promega Corporation, Madison, wI) para
generar una probeta especifica para c¢ryET70. Las
hibridizaciones fueron llevadas a cabo durante la noche
con la temperatura de hibridizacién a 63° C. Los filtros
fueron lavados en 1X SSC, 0,1% de SDS a 63° C. Las
colonias hibridizadas fueron detectadas por
auteradiografia usando una peliculas de rayos X Koda X-
omat AR. Los ersutlados indicaron que varias sepas de
b.turiongiencis en nuestra coleccién contenida en
secuencias de ADN que hibridizadas a 1la secuencia de
cryET70 bajo condiciges especificadas. Las cepas
identificadas por la hibridizacién blot de la colonia se

dan en la tabla 9.

S
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5.2. Ejemplo 2 - produccién de Anticuerpos para

CryET70

anticuerpo policlonal especifico para CryET70 fue
preparadgo de manera que las proteinas que contenian los
epitopos relacionados con CriETyo pudieron dientificarosn
usando método inmunolégicos. Las cepas de Bacillus
turingiencis turigencisis recombinantes EGl11839 contenian
el pldsmido pEG1648 el CryET70 fueron hechos crecer en el
medio €2 durante 4 dias a 25° C. Las esporas y cristales
resultantes fueron lavados en 2,5 volumen y resuspendidas
en un volumen del original de 1:20 en 0,005% de Tritén X-
100®. La suspensiédn de espora- cristal pero entonces
cargada en una sucrosa por etapas de gradiente gque
consistia de 79%, 72% y 5% de sucrosa. El1 gradiente fue
hecho girar durante la noche en una Beckman SW28 a 18000
rpm. Los cristales de CryET70 quedaron entre 79 % y el
72% de tapas de sucrosa. Los cristales de CryET70 lavados
varias veces en H;0 y resuspendidos en 0,05% de Tritédn X-
100®. Los cristales purificados fueron entonces
soloubilizados en carbonato de sodio 50 mM (pH 10), 5mM
de DTT, y cualquier célula o espora vegetativa
contaminante fueron removidas por centrifugacién. El1

sobrenadante fue neutralizado con acido bérico a un pH de

3
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8,4 v los cristales solubili;zados fueron enviados a los
laboratorios Rockland (Gilbertsville, PA) para la
produccién de anticuerpos en conejoss de acuerdo con los
procediientos estandar. Los conejos recibleron dos
inyecciones intradérmicas en los dias 0 y 7 con 50% de la
proteina CryET70 en una solucién salina cargada con
sulfato estéril 50% de adyuvante Freund completo. Dos
cargas adicionales fueron dadas subcuténeamente en los
dias 14 y 28 antes de un ensayo de sangre en el dia 38.

250 ug de CryET70 fueron usados por conejo para la

inyecciébn inicial, y 125 pug de CryET70 fueron usadas por
conejo para las 1invecciones subsecuentes. En el dias 56
los conejos fueron reforzados nuevamente como en 1lo
anterior, antes de una produccidén de sangre en el dia 71.
El refuerzo final fue con 160 pg de Cry Et70 en el dia 80
sequido por un desangramiento de terminacién en el dia

90.

5.3. Ejemplo 3 - andlisis Blot del sur del oeste

Las cepas identificadas en el ejemplo 1 ya que
contenian secuencias relacionadas con el cryET70 fueron

examinadsa adicionalmente por andlisis su y oeste.

22
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El ADN total fue preparado a partir de la cepas por
el siquiente proceedimiento. Las células vegetativas
fueron resuspendidas en una carga de lisis que contenia
50 pM de glucosa, 25 mM de glucosa, 25 mM de tris-HCl (pH
8,0), 10 mM EPTA, y 4 mg/ml lisozoma. La suspensién fue
incubada a 37° por una hora. Luego de la incubacién, se
agregd SDS al 1%. La suspensién fue entonces extraida con
un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilo
{(50:48:2). E1 ADN fue precipitado a partir de la fase
acuosa por la adicién de un décimo del volumen de

acetato de sodio a 3M, y dos volumenes de 100% de etanol.

El ADN precipitado fue recolectado con una varilla
de vidrio, lavado con 70% de etanol, y resuspendido con

dH20.

El ADN total fue digerido con EcoRI y separado sobre
un gel de agarosa al 0,8% en una carga TAE (40 mM tris-
acetato, 2 mM Na,EDTA, pH 8). El ADN fue secado sobre un
filtro Immobilon-NC de nitrocelulosa (Milipore Corp,
Bedford, MA) de acuerdo con el método del sur (1975). En
ADN fue fijado al filtro por medio de hornear a 80° C en

un horneo al vaclio.

/23
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El secado fue entonces hibridizado con la probeta
CryET70 descrita en el ejemplo 1. Los filtros fueron
expuestos a la pelota marcada diluidos en 3X SSC, 0,1%
SDS, 10X de reactivo Denhardt (0,2% de albimina de suerc
de bovino (BSA}, 0,2% de polivinilpirrolidona (0,2% de de
polivinilpirrolidona, 0,2% de Ficoll® ), 0,2 mg/ml de
heparina e incubado dprante la noche a 60° C. Luego de la
incubacién, los filtros fueron lavados en t res cambios
de 3X SsC, 0,1% de SDS a 60° C. Los filtros fueron
secados y expuestos a una pelicula de rayos X Kodak X-
OMAT AR (Eaastman Kodak Company, Rochester, NY) durante
la noche a -70io0 C con un tamizado de intensificacién
Fisher Biotech, Pittsburgh, PA). ILas cepas contienen

fragmentos de ADN hibridizantes se dan en la tabla 9.

Par el analisis de secado western, las cepas
Bacillus turingiencis fueron hechas crecer en el medio C2
{Donovan et al., 1988) a 25° C durante 4 dias hasta la
esporulacién y hasta qud4e ocurridé 1la 1lisis de las
células. Las esporas Yy cristales resultantes fueron
cosechados por centrifugacién, lavado aproximadamente 2,5
veces el volumen original con H:0, y resuspendidos en

0,05% de Tritén X-100® a un décimo del volumen original.

S3Y
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Las proteinas a partir de cultivos concentrados 10 veces
de las cepas fueron corridas en un gel de poliacrilamida

al 10% de ADA (Owl Separation System, Woburn, MA). Veinte
ul de cultivo fue agregado a 10 ul de una carga Laemmli

3x y calentada a 100° C durante 5 minutos. 15 pl fueron
cargados por pista. Luego de la electroforesis el gel fue
secado a nitrocelulosa seguido de los procedimientos de
secado western estandar (Towbin et al., 1979). El filtro
fue bloqueado con TBSN (10 mM Tris, pH 7,8 0,9% NacCl,
0,1% de BSA libre de globulina, 0,03% de NaN;) + 2% de
BSA. El filtro fue entonces lavado con TBSN dos veces VY
luego incubado con antisuero de conejo anti-CryET70
diluido en 1/1.000 en TBSN). El filtro fue entonces
lavado en TBSN e incubado con fosfatasa lacalina
conjugada de oveja e IgG anticojeno (1/1000 en dilusién
TSBN). Después de lavado en TBSN, las proteinas
relacionadas antigénicamente con el CryET70 fueron
deterctadas con Immunopure® un kit de sustrato NBT/BCIP
{Pierce, Rockford, IL). Las cepas de Bacillus
turingiencis produjeron proteinas antigénicamente
relacionadas con el CryET70 segin se 3juzgd por el

andlisis blot western segqin se indicd en la tabla 8.

S3J
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5.4. Ejemplo 4 - Evaluacién de Biocensayo de las

cepas Bacillus turingiencis

Los Dbioensayos con insectos fueron usados para
caracterizar las cepas Bacillus turingiencis que tenian
actividad directamente contra la larva del gusano de raiz
western. Las cepas de Bacillus turingiencis fueron hechas
crecer en el medio C2 (Donovan et al., 1988) a 25° C
durante 4 dias. En dicho tiempo ocurrié la esporulacién y
la 1lisis. Las esporas Yy cristales resultantes fueron
cosechados por centrifugacién lavados en aproximadamente
2,5 veces el volumen original con agqua, y resuspendidas
en 00,0058 de Tritén X-100® a un décimo del cultivo
original. Las suspensiones de espora - cristales fueron

usadas directamente en el biocensayo.

La actividad insecticida contra la larva WCRW fue
determinada a través de un ensayo de contaminacidén
superficial sobre una dieta artificial (20 g de agar, S50
g de germen de trigo, 39 g de sucrosa, 32 g de caseina,
14 g de fibra, 9 g de una mezcla de sales wesson, 1 g de
metilparabeno, 0,5 g de Acido sérbico, 0,06 g de
colesterol, 9 g de mezcla de vitaminas Vaaderzant, 0,5 ml

de aceite de semilla, 2,5 ml de acido
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fosférico/propibnico por litro) en una copa de
alimentacién plastica (175 m®? de superficle). Todos los
biovensayos fueron llevados a cabo usando bandejas con 128
pozos que contenian aproximadamente 1 ml de la dieta por
pozo con unas cubiertas de lamina mylar perforadas (C-D
International Inc., Pitman, NJ). Treinta y dos larvas,
{una por pozo) fueron ensayadas pro el tamizado de
biocensayo a 50 ul de la suspensidén esporas cristal por

pozo de dieta. Los resultados del tamizado de biocensayo

se dan en la tabla S.

S37
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Tabla 9

Resumen de los andlisis sur, western, y de biocensayo

CEPAS SECADO SUR SECADO WESTERN %Control WCRW
BEG2929 + + 26
EG3218 +/- - 30
EG3221 +/- - 63
EG3303 +/- - 15
EG3304 +/- 0
EG3707 + - 45
EGJI803 - 0
EG3953 + 100
EG3966 + - 7
EG4113 - - 40
BEG4135 + + 45
EG4150 - - 64
EG4268 - + 46
EG4375 - 100
EG4447 +/=- 0
EG4448 + - 100
EG4503 +/- - 56
EG4541 +/- - 72
EG4580 + + 33
EG4640 - - 95
EG4737 - - 72
EG4741 + - 73
EG5233 - - 52
EG5336 + - 69
EGS370 - - 16
EG5422 - a

5.5. Ejemplo 5 - andlisis de las ceps Bacillus

turingiencis tipo silvestre

La secuencia del péptico CryET70 habia previamente
mostrdo que compartia una identidad de secuencia de
aminodcidos significativa con Cry22Ra. Con base en el

nucleétido concocido y en la secuencia de aminodcido del

/38



CryET70 y Cry22Aa,

fueron designados

138

imprimadores de amplificacién térmica

para las secuencias similares o

idénticas del CryET70 y Cry22Aa de secuencias de

codificacién.

35
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Tabla 10
Amplificacién térmica de Alineacién de secuencia de

Oligonucledtido en Cry22Aa y CryET70

Oligo* | Secuencia (5'-3’) & | Posicién corrrespondiente
SEC ID NO: de Oligo en:
correspondiente Cry22Aa CryET70
(SEC IN NO:%9) (SEC IN NO:9)
2770-1 | GCATTTCATAGAGGATCAAT 262-281 350-369
SEQ ID NO:S
2270-2 | ATTGATCCTCTATGAAA 281-262 369-350
SEQ ID NO:1l
~3270-3 | GTTTCCCAARTGGATATCC 428446 516-534
SEQ ID NO:12 _
~ 97704 | GGATATCCATTIGGGAAAC | 446428 534-516
SEQ ID NO:13
“9770-5 | ATCTAATAACCTACATCAGA | 726-745 ~ 814-833
SEQ ID NO:14
~3770-6 | TCTGATGTAGGTTATTAGAT 745-726 '833-814
SEQ ID NO:15
—3270-7 | TATGGGGAARGIGATGAAARA |  973-992 1061-1080
SEQ ID NO:16
2270-8§ | TTTTCATCACTITCCCCATA 992-973 1080-1061
SEQ ID NO:6
T2770-9 | ATGTTGAATTAGAARTAG 1280-1297 1368-1385
SEQ ID NO:17 .
~3270-10 | CTATTICTAATTCAACAT 1297-1280 ©1385-1358
SEQ ID NO:18
2270-11 | AAGTCCTTGTTCTAGGAGAR 1481-1500 1569-1588
SEQ ID NO:19 -
~3370-12 | TTCTCCTAGARCARGGACTT | 1500-1481 1588-1569
SEQ ID NO:20 '
2270-13 | TATGTATICTATGAT ICTAG 1840-1859 1928-1947
SEQ ID NO:21 -
2270-14 | CTAGAATCATAGAARTACATA 1859-1840 1947-1928
SEQ ID NO:22

"a: los oligonuclebétidos numerados impares
representan secuencias idénticas a la posiciédn indicada
para cada gen (SEC ID NO:), y los oligonuclebdtidos
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numerados pares representan secuencias complementarias a

la posicién indicada para cada gen (SEC ID NO).

Los oligonucledtidos numerados pares fueron
empatados con los oligonucledétidos numerados impares en
diversas combinaciones en reacciones de amplificacidn
térmica para poder confirmar el tamaflo esperado de
fragmentos a partir de la amplificacién de secuencias
tanto desde CryET70 y Cry22Aa. El1 ADN obtenido a partir
de las cepas EG4135 y EG4268 también fue usado en las
reacciones de separacién térmica con los pares
imprimadores. Mientras que todos 1los pares producian
fragmentos de amplificacién tanto CryET70 y Cry22Ra, el
par imprimador de oligonuclebétido que produjo un producto
a partir del ADN de las cepas EG4135 y EG4268 fue el par
imprimador 2270-1 y 2270-8 (SEC ID NO:5 & SEC ID NO:6

respectivamente).

Las reacciones de amplificaci6tn fueron llevadas a
cabo usando “Tag-Beads” {(Pharmacia Biotech), un Stratagen
Robocycler™, y el siguiente régimen de ciclado: 94 C
durante 30 segundos, 45 C durante 45 segundos, y 72 C

durante 1 minuto por 30 ciclos. El1 termociclado fue

Y
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precedido por una incubacién de 5 minutos a 94 C, seguido
de una incubacién de 5 minutos a 72 C. En los productos
de amplificacién producidos de las cepas EG4135 y EG4268
fueron clonadas como fragmentos de extremo blunt en
sitios Smal del pBluescript KSII(+) y secuenciados. Las
ecuencias de los insertos del ADN indicaron la presencia
de una estructura de lectura abierta (ORF) que mostré
aproximadamente 65% de la identidad de la secuencia en la

regqién correspondiente para cada CryET70 o Cry22Aa.

5.6. Ejemplo 6 - Andlisis de Becuencia del Gen de

Longitud Completa

Las librerias .gentmicas de ADN a partir de las cepas
EG4135 y EG4268 fueron construidas en el vector Lambda
Zap® II (Stratagene; La Jolla, CA) y fue usada para
aislar clones recombinantes que contenian el ORF completo
identificado en el ejemplo 5. El1 ORF codifica una
proteina de 632 aminodcidos, designada tICB51. La
secunecia de nucledtido acompafia el gen tICB51 (SEC ID

NO:7) no mostrada en seguida:

AR



AAATATITIT
CAAGAGAATC
GATCCTAATA
GCTGGAAAAA
GGGTCTAAMA
TTTATCGGTA
GAAATAGATA

AAAGGGGGAT
AATATATTGA
CTAACATTAC
CTGCCCTAGA
GTAGTGGAGC
CCATGGGTGG
CGTATTGGAR
GAGCACATGC
CTATGCAARA

ARGTAGATGG

ARACAATAGA

CAATTGATGG
AACCGGGTAR
AAACAATAGA
AAAAAGATAC
CAATTGATGG
AACCAGGTGC
AAACAATTGC
GATGGAAATT
ATGGTAAATG
AGAATAATAT
CACACCATAT
TTATAAATGA
GTATTCCATT
ACTTTTTACC
TATAAACTAG

ACGTAATIIG
TATTCGTAAC
AACCTTAACA
TATGAGACGT
TGATGGTATT
AGGCTTAGGG
AGCAACTTCA
GGGATTIGTA
AATACCTGCA
CAAACTAACA
AAGATATCAA
TATTATCGAGC
TGAAGCATAC
AGCGTTTGAT
AGATATAACA
ATACCGTGTA
AGTCGTAGTA
AGCATTTGAT
AGATATAACA
ATACCATGTA
GGTCACAGTA
GGCATTTGAT
AGATATAACA
ATATAGTGTG
CGTTACAGTA

GGTATTTTAT
CCCTTATCAA
TGTTAAAGTA
ARGATTARTT
TACACCAACA
AGGATGGATA
CTTITTAATAA
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AATTCTAAAT
ATATGTAGCA
GAAGCTATCA
GATTITTACTC
GCTATAGCGT
ATTCTAGGAS
GATGAAACRG
AGTACAAATC
CCTAATARTA
GCACGGCTTC
ACATGGGAAC
TCAGCTACAG
TTTACAAAAC
CCATTARACC
AAGGACRTTA
ACATATAARG
TACACGAAAC
CCATTAAACT
GATAARRATCG
ACATATARAG
TATACGAARC

GATAAARTTA
AAATATAARG
CCTGTTATAG

GCTGATAAARC
ATTACAGTAT
TCTITCAAAT
GATGCAGAAC
ACCATTGTIC
GGTGGAGTTA
ATATATTITAA

CTATCATCGA
TTAATGGTIC
ATTCTCAARGC

TTCATAGAGG

CACCAAACGG
GOGATTCATT

GAAATGCAAG
AATOGCAAGT

TATTAAATCC
GGGCTGCTAR
CAACTATAGA
ATGAGCCAAT
CGGTAGAATT
TAGTARATAG
CAACTATAAC
ATGAACCART
CTGTAAAATT
TGATAAATAG
CATCTATAGT
ATGAACCAAT
CGGTAGAATC
TAGTAAATAA
ATGATGGGTG
CTCTAGAAGA
ATGTAGCAAT
ATGTTAAACC
CTGATTCTGC
AGATACAAAA
CCAACAARRA
GAATARTTGT
ARAAT 1965

AAAAGGGGTA
TGCTAAATTT
AGGAGCGATT
TATATACCTA
ATCAATTGGT

GATAGGATTT
TGGACATGGT

CTATTTAACA
TCTAACTATC
TAATGATGCT
TGCGTTTGAT
TAACAAGCAT
GGCAAATCCT
TGGACTCAAA
TAATGACATA
TTATGGAGAA
TGCACATGAT
TGGACTCAAM
TAATAATGTC
TTATGAAARAA
GGCACATGAT
TGGGCTCAAR
TAATGATGTT
TTATGAAGAA
GGAGAATGGC
TGATGAAGAG
ATACAAACAA
AGAAGATGAA
TGGTCCAGAA
AGGATACAGA
ACCAGTGATA
AGAGCCTACA

60
120
180
240
oo

360
420

480
540
600
6§60
720
780
840
900
560
1020
loe0
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16%0
1740
1800
1860
1920

SE3



143

El codétn de inicilacién de tIC851 del ORF es el TTG

iniciando en el nucledtido 28 de la secuencia mostrada

anteriormente. La secuencia de aminodcido deducida (SEC

ID NO:B) de la proteina tIC851 es mostrada abajo, segin

se tradujo a partir del ORF descrito anteriormente:

MNSKSIIEKG VQENQYIDIR NICSINGSAK FDPNTNITTL TEAINSQAGA IAGKTALDMR
RDFTLVADIY LGSKSSGADG IAIAFHRGSI GFIGTMGGGL GILGAPNGIG FEIDTYWKAT
SDETGDSFGH GQMNGAHAGF VSTNRNASYL TALAPMOKIP APNNKWRVLT INWDARNNKL
TARLQEKSND ASTSTPSPRY QTWELLNPAF DLNOKYTFII GSATGAANNK HQIGVTLFEA
YFTKPTIEAN PVDIELGTAP DPLRHEPIGL KATDEVDGDI TKDITVEFND IDTSKPGAYR
VTYKVVNSYG ESDEKTIEVV VYTKPTITAH DITIKKDLAF DPLNYEPIGL KATDPIDGDI
TDKIAVKFNN VDTSKPOKYH VTYKVINSYE KIDEKTIEVT VYTKPSIVAH DVEIKKDTAF
DPLNYEPIGL KATDPIDGDI TDKITVESHD VDTSKPGAYS VKYKVVNNYE ESDEXTIAVT
VPVIDDGWEN GDPTGWKFFS GETITLEDDE EHALNGKWVF YADKHVAIYK QVELEKNNIPY
QITVYVEKPED EGTVAHHIVK VSFKSDSAGP ESEEVINERL IDAEQIQKGY RXLTSIPFTP
TTIVPNKKPV IIVENFLPGW IGGVRIIVEP TK

60
120
180
240
300

k114
420
480
540
600
632

El peso molecular predicho para esta proteina es

69.398 Daltons.

Las secuencias de aminodcido del tICB851, CryET70,

y

Cry22Aa fueron alineadas segin se muestra abajo usando el
programa de alineacidén CLUSTAL (PC/GENE®). La proteina
tIC851 compartia aproximadamente 56% de la identidad de
secuencia de aminodcido con la CryET70 y aproximadamente

57% de la identidad de secuencia de aminodcido con
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Cry22ha. De acuerdo con las reglas de nomenclatura de
proteina de cristal de Bacillus turinglencis, la proteina
tIC851 podia ser asigpada a una nueva clase secundaria de

proteinas Cry.

Para la alineacidén de tres vias, el valor K-tuple
fue establecido en 1, el valor de espacio de penalizacién
fue establecido en 5, el tamaflo de la ventana fue
establecido en 10, el nivel de filtrado fue establecido
en 2,5, el costo del espacio abierto fue establecido en
10, y el costo del espacio de unidad fue establecido en
10. Un “*” indica que una posicién en la alineacién esta
conservada perfectamente, y un *.” indica que una

posicién fue bien conservada.

ST
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Cry22Aa
ET70
tICss1

Cry22Aa
ET70
t1CaS1

Cry22Aa
ET70
LIC851

Cry2iAa
ET70
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MEEQNLMKYDEITVQAASDYIDIRPIFQTNGSATFNSNTNITTLTQAINS
MKDSISKGYDEITVQA-SDYIDIRSIFQINGSATFNSTTNITILTQATNS
MN---SKSIIERGVQE-NQYIDIRNICSINGSAKFDPNINITTLTEAINS

., . PR T I T T ST T TR SR T I 1 T
QAGAIAGKTALDMRHDFTFRADIFLGTKSNGADGIAIAFHRGSIGFVGTK
QAGAIAGKTALDMRHDFTFRADIFLGTKENGADGIAIAFHRGS IGFVGEK
QAGAIAGKTALUMRRDFTLVADIYLGSKSSGADGIAIAFHRGSIGFIGTM

LA LA L AL LA L L LA N L L L L AL Ll Ll bl bl bbb b b R

GGGLGILGAPKG IGFELDTYANAPEDEVGDS FGHGAMKGS FPSFPNGYPH
GGGLGILGALKGIGFELDTYANAPQDEQGDS FGHGAMRGLFPGFPNGY PH
GGGLGILGAPNGIGFEIDTYWKATSDETGDSFGHGOQMNG =~ =~ = == - -AH

TRANeeNED et ShE & e% bEVREEE & & .

AGFVSTDKNSRWLSALAOMOR IAAPNGRWRRLEIRWDARNKELTANLQDL
AGFVSTDRNRGWLSALAQMORIAAPNGRWRRLATHWDARNKKLTANLEDL

50
49
46

loo
99
96

150
149
137

200
199

VAL



tICB51

Cry22Aa
ET70
tIC851

Crya2aa
ET70
tICa51

Cry22Aa
ET70
tIC851

Cry22Aa
ET70
tIC8s1

Cry2zha
ET70
tIC851

Cry22ha
ET70
LICBS1

Cry22aa
ET70
tICss1
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AGFVSTNRNASYLTALAPMOKI PAPNNKWRVLTINWDARNNKLTARLQE -

LI ITIT B IR R LT DR TN BT L I TR T T T T

TFNDITVOEKPRTPRTATWRLVNPAFELDQKYTFVIGSATGASNNLEQIG
TFNDSTVLVKPRTPRYARWELSNPAFELDQKYTFVIGSATGASNNLAQIG
- -KSNDASTSTPSPRYQJTWELLNPAFDLNQKYTF I IGSATGAANNKHQIG

*¥ * & i.i"i.tt'.i.ii*f-ii'fi L L 214

IIEFDAYFTRPTIEANNVNVPVGATFNPKTYPGINLRATDEIDGDLTSKI
IIEFDAYFTRPT IEANNVSVPVGATFNPRTYPGINLRATDEIDGDLTSEL
VILFEAYFTKPTIEANPVDIELGTAFDPLNHEPIGLKATDEVDGDITKDI

e W bREEAkbkIEOR L S O_i.‘iii.ﬁti_*_'t

IVEKANNVNTSKTGVY YV I YYVENSYGESDEKTIEVIVFSNPTIIASDVEI
IVIDNNVNTSKSGVYNVIYYVKNSYGESDEKTIEVTVFSNPTIIASDVEIL
TVEFNDIDTSKPGAYRVTYKVVNSYGESDEKTIEVVVYTKPTITAHDITI

R, N kbR N AR ok AREANANTRENNR B A W ¥

EKGESFNPLTDSRVGLSAQDS LGNDITONVKVKS SNVDTSKPGEYEVVFE
EXGESFNPLTDSRVRLSAQDSLGNDITSKVKVESSNVDTSKPGEYDVVFE

VIDSFGGKAEKDFKVTVLGOPS IEANNVELEIDDSLDPLTDAKVGLRAKD

VTDNFGGKAEKEIKVTVLGQPS IEANOVELE IGDLFNPLTDSQVGLRAKD
--------------------- amcececececaccacee---PIGLKATD

*d & ¥
. o= a

SLGNDITKDIKVKFNNVDTSNSGKYEVIFEVTDRFGKKAEKS IEVLVLGE
SLGKDITNDVKVKSSNVDTSKPGEYEVVFPEVIDRFGKKAEKS IXVLVLGE
PIDGDITDKIAVKFNNVDTSKPGKYHVTYKVINSYEKIDEXTIEVIVYTK

ke e _'.""'Q_*_i_._i _____ L L 4 - .
PSIZANDVEVNKGETFEPLTDSRVGLRAKDSLGNDITKDVKIKS SRVDTS
PSIEANNVEIEKDERFDPLTDSRVGLRAKDSLGKDITNDVKVKSSNVDTS
PSIVAHDVE IXKKDTAFDPLNYEPIGLKATDPIDGDITDKITVESNDVDTS

ek k_ww . e e v W L2 T I SR T 11
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250
249
234

300
99
204

iso
349
334

400
399
346

450
449
3154

500
499
404
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Cry2iha KPGEYEVVFEVIDRFGKYVEKTIGVIVPVIDDEWEDGNVNGWEFYAGQDI 600

ET70 KPGEYEVVFEVIDRFGKYVKKLIVVIVPVIDDENEDGNVNGWKFYAGQDI 599
tICas1 KPGAYSVKYKVVNNYEESDEKTIAVIVPVIDDGWENGDPTGWKFFSGETI 504
e v * Rk hheREn S & beed b

Cryd2ia KLLKDPDKAYKAGDYVFYDSRHVAISKTIPLTDLOINTNYEITVYAKAES - 649

ET70 TLLKDPEKAYKGEYVFYDSRHAAISKTIFVIDLQVGGNYEITVYVEASS - 648
tIC8s] TLEDDEEHALNGKWVFYADKHVAIYRQV - - -ELKNNIPYQITVYVKPEDE 551
LS S 2N T T T N EL L W eEeE v W
Cryaaha = = -GDHHLKVTYKKDPAGPEEPPVFNRLISTGTLVEKDYRELKGT-FRVT 695
ET70 = = rGDHHLKVTYKKDPKGFEEPPVFNRLISTGKLVEKDYRELKGT-FRVT 694
tIcasl GIVAHHIVEVSFKSDSAGPESEEVINERLIDAEQIQKGYRKLTSIPFTPT 601
R N TR TR T T T R T T 2" S

Cry22ha EL--NKAPLIIVENFGAGYIGGIRIV--KIS 722

ET70 EL--NQAPLIIVENFGAGYIGGIRIV--KIS 721

tIC8s51 TIVPNKKFVIIVENFLPGWIGGVRIIVEPTK 632

L S 1121 1] LR 1 1 N ]
[ . N

5.7. Ejemplo 7 - Expresién de la proteina tIC851 en

Bacillus turingiencis y la Evaluacién del Bioensayo

La regiétn de codificacién para el tIC851 fue clonada
dnetro del vector de disparo del Bacillus turingiencis
pEG597 (Baum et al., 1990) junto con cerca de 0,6 kb de
ADN nativo de flanco tanto aguas arriba como aguas abajo
del ORF, dando nacimiento a los plasmidos recombinantes
pIC17501 y pIC1l7502. Estos plasmidos contienen un gen que

confiere resistencia al cloramfenicol en una célula

A
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huésped Bacillus turingiencis. El1 pléasmido pMON56207,
contenia la secuencia de codificacién del CryET70, que
confiere resistencia a 1la eritorimicina a un huésped
Bacillus turingiencis. Estos plasmidos fueron
introducidos dentro de la cepa Cry-Bacillus turingiencis
EG10650 por electroporacién. El crecimiento de
recombinantes de los plasmidos correctos fueron
seleccionados por el crecimiento sobre un medio de

almidén agar suplementado con antibiético apropiado.

Los recombinantes fueron hechos crecer en el medio
C2 durante 72 a 96 horas, en cuyo tiempo los cultivos
fueron esporulados y las células lisafas. Los pléasmidos
pICl17501 y pIC17502, diferian solamente con respecto a la
orientacién del inserto del gen tIC851, directamente la
produccién de una proteina con una masa molecular
aparente de aproximadamente 75 kDa, segin se juzgd por la
electroforésis de gen de poliacrilamida SDS 1los
recombinantes EGl10650 del vector de clonacién EG597 no
produjeron una proteina cristal. El plasmido pMON56207
dirigié la produccién de CryET70 con una masa molecular

aparente de aproiimadamente 80 kDa.

Va4



149

El tIC851 fue ensayado contra la larva weevil boll y
gusano de ralz de maliz western (WCRW) en un bioensayo de
alimentacién de insectos y n mostrdé ninguna actividad
contra el WCRW, pero sorprendentemente una muy buena
actividad contra el weevil boll. Basado en la similaridad
del tIC851 al CryET70 y al Cry22Aa, estas dos proteinas
fueron también ensayadas contra el Weevil boll. Un
estudio de respuesta a dosissobre la susceptibilidad al
weevil boll a estas toxinas Bacillus turingiencis fue
llevada a cabo por incorporacién de dieta (Stone et al.,
1991). Una serie de tres a ocho concentraciones
preparadas por dilusién serial fue wusada en cada
instante. La primera larva instar fue infestada
manualmente dentro de la dieta. Las medidas de mortalidad
y peso fueron registradas 10 dias después de 1la
infestacién. Las larvas que estuvieron muertas o gque
todavia estaban en un estado necnatal fueron consideradas
muertas en la tabulacién de respuesta larval a las
protéinas individuales. Las regresiones concentacién-
mortalidad fueron estimadas asumiendo el modelo probit
(SAS software 1995). Los registros de peso fueron usados
para calcular las concentraciones efectivas usando un

modelo de regresidn no lineal (sAS 1995).
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Sorprendentemente, el Cry22Aa también se encontrd
que tenia una toxicidad significativa para larva weevil
boll comparable a aquella del CryET70 seguin se indicé en
la tabla 11. Estees el primer reporte de que el Cry22Aa y

el CryET70 tenian actividad contra la peste de insecto

objetivo.
Tabla 11.
Bicensayo de weevil boll del algodén
Proteina LCso_(ug/pozo) ECso (ung/pozo)
CryET70 3,12 (1,95~5,00) 1,92 £ 0,37
Cry22Ra 0,72 (0,022-1,70} 0,36 £ 0,18

La toxina codificada por el gen tIC851 tenia
similaridades interesantes lo mismo <que diferencias
cuando se, compardé con las toxinas codificadas por el
CryET70 y el Cry22Aa, Tanto el CryET70 como el Cry22Aha
tenian dentro de su secuencia primaria cuatro regiones
repetidas de aproximadamente B0 aminocdcidos cada una,
alineadas de una manera de cabeza a cola. La secuencia
del tIC851 mostrd® que la proteina tICB851 tenia solamente
3 de 4 “dominios repetidos” encontrados en el CryET70 y

el Cry22hAa. Esto tiene en cuenta la mayoria de los 90

A5
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amino&cidos aproximadamente por el cual la secuencia
codificadora del tIC851 es mids corta que cualquiera de
las CryET70 o Cry22Rha. A pesar de esta diferencia en la
estructura el tICB51 tenia una actividad significativa
_ sobre la larva weevilboll. La estructura modular novedosa
de estas tres toxinas Bt deberian ser de valor en
variantes de ingenieria semiracional que podrian ver

incrementada su potencia o actividad de espectro.

5.8. Ejemplo 8 - plantas transgénicas que expresan

el tIC851.-

Uno o miAs transgénicos, cada uno conteniendo una
secuencia de codificacién estructural de la presente
invencién pueden ser insertados dentro del genoma de una
planta por cualquier método adecuado tal como se detalla
aqui. Los vectores de transformacién de plantas adecuados
incluyen aquellos derivados de un plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens lo mismo que aquellos descritos
por Herrera-Estrella (1983), Bevan (1983), Klee (1985) y
Eur. Pt. Appl. Publ. No. EP120516. Adicionalmente a los
vectores de transformacidén de planta derivados a partir
del Ti o de plésmidos reducidores de raiz (Ri) de

agrobacterium, métodos alternativos pueden ser usados

S
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para insertar las construcciones de ADN de esta invencién
dentro de las células de la planta. Tales métodos pueden
involucrar, por ejemplo, el uso de liposomas,
electroporacién, quimicos que incrementan la toma libre
de ADN, bombardeo con microproyectiles via suministro de
Adn libre, y transformacidén usando virus o polen (Fromm
et al., 1986; Armstrong et al., 1990; Fromm et al.,
1990) . Para la expresién eficiente de los polinuclebdtidos
descritos aqui en plantas transgénicas, la regidén de
secuencia seleccionada que codifica el polipéptido
insecticida debe tener una composicién de secuencia

adecuada {Diehn et al., 1996).

La expresidn de la proteina tIC851 a partir dentro
de un vector de expresiétn de planta es entonces
confirmada en los protoplastos de planta por
electroporacién dentro de los protoplastos seguido por el
secado de proteina y el andlisis ELISA. Este vector puede
ser introducido dentro del ADN gendémico de los hembriones
de planta tal como el algoddn por bombardeo con pistola
de particulas sequido por una seleccién de paromomicina
para obtener plantas de algoddén que expresan el gen Cry
esencialmente como se describié en la patente

estadounidense No. 5,424,412. Por ejemplo, la

/53
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transformacién de la planta y el vector de expresiédn
pueden ser introducidos via el cobombardeo o resistencia
a la hidromicina conferida por el plasmido dentro de la
transformacién susceptible del tejido de algodén, seguido
por la selecciétn de hidromicina, y regeneracién. Las
lineas de algoddbn transgénico que expresan en tIC851
pueden entonces ser identificadas por el analisis ELISA.
La semilla de la progenie a partir de estos eventos puede
entonces subsecuentemente ser ensayada en cuanto a

proteccién de insectos susceptible.

Los polipéptidos de Bacillus turingiencis descritos
aqui son principalmente localizados en el citoplasma de
la planta de la célula, y esta localizacién citoplasmica
resulta en plantas que son efectivas insecticidamente.
Sin embargo, en ciertas modalidades, puede ser ventajoso
dirigir el polipéptido de Bacillus turingiencis a otros
compartimentos de la celda de la célula de la planta.
Localizar las proteiﬂas de Bacillus turingiencis en
compartimentos distintos del citoplasma pueden resultar
en una menor exposicidén de las proteinas del Bacillus
turingiencis a las proteasas citoplasmicas que manejan a
la mayor acumulacién de proteinas que provocan un

mejoramiento en la actividad insecticida.

Vanld
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Utilizando las secuencias SSU CTP para localizar las
proteinsa cristal en el cloroplasto puede también ser
ventajoso. La localizaclén de las proteinas de cristal de
Bacillus turingiencis en el cloropolasto podria proteger
a2 estos de las proteasas encontradas en el citoplasma.
Estos podria estabilizar las proteinas y conllevar a
mayores niveles de acumulacién de la toxinaactiva. Los
genes Cry que contienen el CTP pueden ser usados en
combinaciédn con los promotores SSU o con otros promotores

tales como el CaMV35S.

La adicién al tIC851 de la expresi6tn en plnata se
describe aqui. Es especificamente el propésito que el
Cry22Ra y CryET70 puedan ser usados solos o en
combinacién uno con otro o en combinaciones junto con
tIC851 en plantas para proteger 1las plantas de 1la
infestacién del weevil boll y ene particular las
combinaciones para impedir el establecimiento de 1la
resistencia a 1los weevil boll a cualquiera de 1las

proteinas cuando se usa solo.

Todas las composiciones y métodos descritos vy

reivindicados aqui pueden ser hechos y ejecutados sin

AT
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experimentacién adicional a 1la luz de 1la presente
descripciédn. Mientras que las composiciones y métodos de
esta invencién han sido descritas en términos de
modalidades preferidas, sera evidente para aquellos
versados en la técnica que variaciones pueden ser
aplicadas a la composicidén, métodos y en las etapas o en
la secuencia de tapas del método descrito aqui sin
salirse del concepto, espiritu y alcance de la invencién.
Mis especificamente, serd evidente que ciertos agentes
que son tanto quimicamente como fisiolégicamente
relacionados pueden ser sustituidos por los agentes
descritos aqui mientras que los mismos o sus resultados
similares se .pueden lograr. Todos los sustitutos
similares y modificaciones similares evidentes para
aquellos versados en la técnica estan dentro del alcance
y espiritu y concepto de la invencidédn seqiin se define en
las reivindicaciones adjuntas. De acuerdo a lo anterior,
los derechos exclusivos buscados a ser patentados se

describen en.las reivindicaciones que siguen.
6.0. REFERENCIAS

Las siguientes referencias, al grado que muestran

procedimientos u otros detalles suplementarios

NI"



ilustrativoes a los aqui descritos,
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presente como referencias.

Patente U.S 4,196,265,

Patente U.S 4,237,224,

Patente U.S 4,554,101,

Patente U.S 4,683,195,

Patente U.S 4,683,202,

Patente U.S 4,757,011,

Patente U.S 4,766,203,

Patente U.S 4,769,061,

Patente U.S 4,771,131,

Patente U.S 4,797,279,

Patente U.S 4,800,159,

Patente U.S 4,883,750,

Patente U.S 4,910,016,

Patente U.S 4,940,835,

Patente U.S 4,943,674,

Patente U.S 4,965,188,

Patente U.S5 4,966,765,

Patente U.S5 4,971,908,

Patente U.S 4,987,071,

Patente U.S 4,996,155,

Patente U.S 4,999,192,

publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publ?cada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada

publicada
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se incorporan a la

Abril 1,1980.
Diciembre 2,1980.
Noviembre 19,1985.
Julio 28,1987.
Julio 28,1987.
Julio 12,1988.
Agosto 23,1988.
Septiembre 6,1988.
Septiembre 13,1988.
Enero 10, 1989.
Enero 24,1989.
Noviembre 28,1989.
Marzo 20,1990.
Febrero 23, 1990.
Julio 24,1990.
Octubre 23, 1990
Octubre 30, 1999.
Noviembre 20, }990.
Enero 22, 1991.
Febrero 26, 1991.

Marzo 12, 1991.
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Patente
Patente
Patente'
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente
Patente

Patente

U.s
u.s,
U.S
U.s
U.s
U.8
U.S
U.s
U.s
U.s
U.S
U.S
Uu.s
U.s
u.s
U.s
U.s
uU.s
U.s
U.s
U.s
U.s
u.s

U.s

5,006,336,
5,024,837
5,055,293,
5,055, 294,
5,097,025,
5,106,739,
5,110,732,
5,128,130,
5,139,954,
5,176,995,
5,177,011,
5,187,091,
5,264,364,
5,286,486,
5,334,711,
5,378,619,
5,384,253,
5,401,836,
5,436,393,
5,441,884,
5,442,052,
5,447,858,
5,459,252,

5,491,288,
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publicada
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publicada
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publicada
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publicada
publicada
publicada
publicada
publicada
publicada

publicada

Abril 9, 1991.

Junio 18, 1981.

Octubre 8, 1991.

Octubre 8, 1991,

Marzo 17, 1992.

Abril 21, 1992.

Mayo 5, 1992.

Octubre 15, 1991.

Agosto 19, 19852.

Octubre 15, 1991.

Enero 5, 1993.

QOctubre 15, 1991

Noviembre 23, 1993.

Febrero 15, 1994.

Agosto 2, 1994

Enero 3, 1995

Enero 24, 1985,

Marzo 28, 1995.

Julio 25, 1995.

Agosto 15, 1995.

Agosto 15, 1995.
Septiembre 5, 1995.
Octubre 17, 1995.

Febrero 13, 1996.
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido aislado y purificado que comprende
la secuencia de aminodcldo segqin se establecid en

la SEC ID NO:8B.

El polipéptido de la reivindicacidén 1 que exhibe
actividad insect;cida cuando es suministrado

oralmente a una larva de insectos susceptible.

. El1 polipéptido de la reivindicacié4n 2 que exhibe

actividad insecticida cuando se suministra en una
dieta administrable oralmente a uha:-larva de

insecto coledptero.

El polipéptido de la reivindicacidén 3 en donde
dicha larva de insecto es una larva de weel boll

de algodén.

. E1 polipéptido de la reivindicacién 1 codificado

por la secuencia de &4cido nucleico comprende por
lo menos la estructura de lectura abierta segin

se establece en la SEC ID NO:7 a partir de 1la

S77
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posicién 28 del nuclebdtido hasta la posicidén 1923

del nucleédtido.

Una composicién que comprende una cantidad
efectiva insecticidamente del polipéptido de la
reivindicacién 1 cuando dicha composicién es una
célula bacterial que comprende una secuencia
polinucleétida que codifica dicho polipéptido,
dicha composiciédn es seleccionada a partir del
grupo que consiste de un extracto de célula, una
suspensiétn de células, un homogenato de célula,
un lisato de célula, un supernadante de célula,

un filtrado de célula, o bolitas de células.

La composicién de la reivindicaciétn 6 en donde
dicha célula bacteria les una especie bacterial
seleccionada a partir del grupo que consiste de
bacilus, escherichia, Salmonella, Agrobacterium,

y Pseudomonas.

La composicién de la reivindicacién 7. en donde
dicha célula bacterial se selecciona a partir del

grupo que consiste de EG4135 y EG4268.

/J(
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Una composicién que comprende: una cantidad
insecticidamente efectiva del polipéptido de 1la
relvindicacién 1 en donde dicha composicién esta
formulada como un polvo, particulas, granulos,

rociado, emulsién, coloide o solucidn.

La composicién de acuerdo con la reivindicacién
6, preparada por 1la disecacién, 1liofilizaciébn,
homogenizacién, extraccién, filtracién,

centrifugacién, sedimentacién, o concentracioén.

ll.La composicién de la reivindicacién 10 en donde

dicho polipéptido esta presente n una

concentracldén de entre 0,00 1% a 99% en peso.

12.Una secuencia de polinucleb6tido purificada vy

aislada que codifica el polipéptido de SEC ID

NQO:8.

13.1La secuencia de polinuclebétido de la

reivindicacién 12 en donde dicho polipéptido
exhibe actividad insecticida cuando se suministra

oralmente a una larva de insecto susceptible.
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14.Lla secuencia de polinucleétido de la
reivindicacién 13 en donde dicho polipéptido
exhibe actividad insecticida cuando se suministra
en una dieta administrable oralmente o

composicién a una larva de insecto de coledptero.

15.La secuencia de polinuclebtido de la
reivindicacién 14 en donde dichalarva de insecto

es una larva de weevil boll del algodén.

l6.La secuencia de polinucledétido que es o esta
complementaria a la secuencia de polinuclebtido
de 1la reivindicacién 15 y que hibridiza bajo
condiciones estringentes a una secuencia de
polinuclebétido complementaria o <codifica el

polipéptido como se establece en la SEC ID NO:8.

17.Un método para proteger una planta de algoddn de
la infestacién del weevil boll que comprende
suministrar a un weevil boll en su dieta una
planta transformada para expresar una proteina
téxica a dicho weevil en donde dicha proteina es
expresada en cantidades suficientes en dichos

tejidos de planta para controlar la infestacién
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del weevil boll y en donde dicha proteina se
selecciona a partir del grupo que consiste de
Cry22Ra, ET70, y tIC851.

18.Un método para proteger una planta de algoddn de
la infestacién del weevil boll que comprende
suministrar -a un weevil boll en su dieta una
planta © tejido de planta transformada para
expresar una o mis proteinas téxicas a dicho
weevil en donde dichas proteinas son expresadas
en cantidades suficientes solas o en combinacién
para controlar la infestacidén de weevil boll y en
donde dichas proteinas se seleccionan a partir
del grupo que consiste de Cry22Ra, ET70, vy

tIC851.

19.Un vector para ser usado en la transformacidén de
una célula huésped, en donde dicho vector
comprende una secuencia de polinucledtido que
codifica el polipéptido como se establecié en la

SEC ID NO:8.

20.El vector de la reivindicaciédn 19, en donde dicho

vector es el plasmido pIC117501.

N7
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21.El1 vector de la reivindicacién 19, en donde dicha
célula huésped se selecciona a partir del grupo
que consiste de una célula de planta y una célula

bacterial.

22.Un tejido de planta transformado con una
secuencia de ©polinucledtido que expresa el
polipéptido de 1la reivindicacién 1, en donde
dicho tejido se selecciona a partir del grupo que
consiste de una célula de planta, un tejido de
planta embriédnica, un tallo de planta, una hoja,
un tallo de planta, una raiz de planta, una flor
de planta, un fruto, un cuerpo de fruto, un boll

Y una semilla de planta.

23.E1 tejido de planta de la reivindicacién 22 en
donde dicho tejido comprende dicho polipéptido
presente en una cantidad efectiva inhibitoria de

insectos colebpteros.

24.E1 tejido de planta de la reivindicacién 23 en
donde dicho insecto colebptero es un weevil boll

del algodén.
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El tejido de planta de 1la reivindicacién 22
seleccionado a partir del grupo de plantas que
consiste de maiz, trigo, algodén, soja, avena,
arroz, sorgo, cafia de azidcar, tomate, tabaco,
kapok, flax, papa, barley, pasto turf, pasto de
pastura, bosque de cerezas, arboles frutales,
legumbres, vegetales, plantas ornanentales,
shrub, cactus, suculentos, &rbol de deciduos, y

arboles siempreverdees.

Un método de hacer una planta transgénica
resistente a la infestacién de insectos
coleépteros comprende incorporar dentro de un
gehoma de una célula de planta un polinucleétido
que comprende por lo menos un promotor funcional
de planta operablemente enlazado a una secuencia
nuclebtida que codifica el polipéptido. de la SEC
ID NO:8, aislar y propagar una célula de planta
transformada con dicho polinucleétido, regenerar
una planta a partir e dicha célula de planta
transformada con dicho polinucledtido, y propagar
dicha planta a partir de progenie, en donde dicha

planta expresa una cantidad efectiva

N3
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insecticidamente de dicho polipéptido a partir de

dicho polinucleétido.

27.El1 método de la reivindicacién 26 en donde dicha
célula de planta es una célula e planta

monocotiledénea o dicotiledébdnea.

28.E]1 método de la reivindicacién 27 en donde dicha
célula de planta monocotileddénea se selecciona a
partir del grupo de células de plantas que
consiste de maiz, trigo, rye, barley, arroz,
banana, cafla de azdcar, avena, flax, pasto turf,

pasto de pastura, y células de sorgo.

29.E]1 método de la reivindicacidn 27 en donde dicha
célula de platna dicotileddénea se selecciona a
partir del grupo de células de planta que
consisten de algodbn, soja, canula, papa, tomate,
a4rbol frutal, shrub, vegetales, y células de

mora.

30.Un anticuerpo aislado y purificado que se enlaza
especificamente al péptido como se establece en

la SEC ID NO:8 o a un epitope de &1, dicho
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anticuerpo producido por el sistema inmune de un
vertebrado en respuesta a la exposicién de todos
0 una parte antigénica de dicho péptido al

sistema inmune del animal.

31.Un método para detectar 1la presencia de un

péptido como se establece en la SEC ID NO:8 en
una muestra que comprende obtener una solucidén
sospechosa de contener dicho péptido, probar
dicha solucién con un anticuerpo de la
reivindicaciébn 30, y detectar el enlace de dicho

anticuerpo a dicho péptido.

32.Un kit para detectar la presencia del péptido de

la SEC ID NO:8 en una muestra que comprende, un
medio contenedor adecuado, un anticuerpo que
enlaza con dicho péptido, reactivos necesarios
para mezclar el péptido y el anticuerpo en una
solucién y, por lo menos un primer reactivo de
inmunodeteccién suministrado por dicho anticuerpo
junto con anticuerpo de control, antigeno
control, y reactivos e instrucciones necesarias

para detectar dicho enlace.

S
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33.Un método para reducir una infestacidén de peste

de insectos coledpteros en un camp; de plantas de
crecimiento de cosecha que comprende suministrar
una serie de células de planta transformadas con
una secunecia de polinucleédtida que exprsa uno o
ma‘s de los polipéptidos que se establecen en la
SEC ID NO:2, SEC ID NO:8, y SEC ID NO:10 o
fragmentos insecticidas de los mismos a una peste
de insectos coledpteros, en donde dichas células
producen una cantidad de dicho wuno o méas
polipéptidos efectivos para reducir dicha

infestacién de peste de insecto colebptero.

34 .E1 método de la reivindicacién 33 en donde dicha

peste de insecto colebéptero es un weevil boll de
algodén y dichas células de planta son células de

pPlanta de algodén.



RESUMEN

Un gen novedoso que codifica una proteina de cristal
insecticida inhibitoria de Bacillus turingiencis de los
colebpteros se describe. La proteina, tIC851, es activa
insecticidamente y suministra a la planta proteccién por
lo menos del weevil boll del algodén, Anthomomus grandis,
cuando 8Se aplica a las plantas en una composicibn

insecticidamente efectivamente.
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212> DNA

213> Bacillus thuringiensis

220>
221> CDS
222> (1)..(2148)

400> 1
cg saa gat tca att tca aag gga tat gat gaa ata aca gtg cag gca 48
2t Lys Asp Ser Ile Ser Lys Gly Tyr Asp Glu Ile Thr Val Gln Ala

5 10 15

Jt gat tat att gat att tca att ttt caa acg aat gga tct gca aca 26
2r Asp Tyr Ile Asp Ila Ser Ile Phe Gln Thr Asn Gly Ser Ala Thr
20 25 a0

it aat tca acc act att aca act tta acg caa gct aca aat agt caa 144
3e Asn Ser Thr Thr Ila Thr Thr Leu Thr Gln Ala Thr Asn Ser Gln
as 40 - 45

g gga gca att ggg aag aca gct tta gat atg aga cat gat ttt act 192
la Gly Ala Ile Gly Lys Thr Ala Leu Asp Met Arg His Asp Phe Thr

:t aga gct att ttt ctt gga act aaa agt aat gga gca gat ggt att 240
12 Arg Ala Ils Phe Leu Gly Thr Lys Ser Asn Gly Ala Asp Gly Ile
3 70 75 8o

g ata gca ttt cat aga gga tca att ggt ttt gtt ggg gag aag ggt 288
. .a Ile Ala Phe His Arg Gly Ser Ile Gly Phe Val Gly Glu Lys Gly
85 90 25

ja gga ggg att tta ggc goc cta aza ggt ata gga ttt gaa tta gac 336
.y Gly Gly Ile Leu Gly Ala Leu Lys Gly Ile Gly Phe QGlu Leu Asp
100 105 110

:a tat gcg aat gcot cct caa gat gaa caa gga gat tot ttt gga cat 384
" ir Tyr Ala Asn Ala Pro Gln Asp Glu Gln Gly Asp Ser Phe Gly His
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Ser Ala

Phe Glu

Ile Glu

255

Leu Lys

270

val Glu

Thr Tyr

Glu Vval

Ile Lys
3ais

Glu

Phe

Asn

Pro

160

Ser

Pro

Thr

Ala

240

Leu

Ala

Phe

Lys

val

320

Lys



Asp

Val
ags

Val

Asp

ABn

val
165

Jal

Leau

Asp

Aan

370

Ile

Thr

Asp

Asp

450

val

Pro

Phe

Ala

Pro

ass

val

Asn

Ala

Pro

435

val

Asn

val

Phe

Asn
515

1 Lys

Phe

Pha

340

Ile

Asp

Ser

Lys

Phe

420

Ile

AsSp

AS0

Asp

Asp

Thr

Pro

405

Asp

ABp

Thr

Tyr

Asp

Pro

Gly

Sar

Glu

350

Ser

Pro

Gly

Ser

Glu

470

Asp

485 |

Gly

w b
LT
[T

Glu

Trp

Leu

Asp

Lys

375

Lys

Ila

Leu

Asp

Lys

455

Glu

Gly

Thr

val

Lys

535

Glu

£ Ser

Asn Tyr Glu

Ile

360

Pro

Ile

val

Asn

Ile

440

Pro

Ser

Trp

Ile

Phe

520

Aan

Gly

Ala

345

Thr

Gly

Asp

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

505

Asn

Thr

Gly

Asp

Lys

Glu

His

410

Glu

Asp

Ala

Glu

Asn

490

Leu

Ala

Ile

val

Pro
570

Lys

Lys
395
Asp

Pro

Lys

Lys
475

Gly

Glu

Asp

Ala
555

Glu
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Ile

Ile

His

380

val

Ile

Ile

Ser

460

Thr

Asp

Asp

Lys

Tyr

540

His

Ser

Gly

Ala

365

val

Ile

Glu

Gly

445

val

Ile

Pro

Asp

His

525

Gln

His

Glu

Leu

aso

val

Thr

Glu

Ile

Lau

430

val

Lys

Ala

Thr

Alu

510

val

Ile

Glu

Lys

Lys

val

Lys

415

Lys

Glu

val

Gly

485

Glu

Ala

Thr

Val

val
578

Pha

Lys

Lys

Ser

Lys

Thr
480

Trp

His

Ile

val

Lys

560

Ile

77



Asn Glu Arg Leu Ile Asp Ala Glu Gln Ils Gln Lys Gly Tvr Arg Lys
545

580

Leu Thr Ser Ile

595

Pro val Ile Ile

610

. Arg Ile Ile Val

<210>
c21l>
<2l2>
213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

9
2172
DNA

Baclllus

<Ds

580

-—

Pro Phe Thr Pro Thr Thr Ile Val Pro Asn Lys Lys

600

val Glu Asn Phe Leu Pro Gly Trp Ile Gly Gly Val

615

Glu Pro Thr Lys

630

thuringiensis

{1)..{2166)
Cry22 Amino Acid

9

atg aaa gaa caa
Met Lys Glu Gln

1

gca agc

gat

Ala Ser Asp

gect aca ttt
Ala Thr Pha

aat agt
Asn Ser
S0

cat gac

a5

caa
Gln

141+

His Asp Phe

65

gga gca

gac

Gly Ala Asp

gtt gga aca
val Gly Thr

ata ggg ttt
Ile Gly Phe

115

tat

Tyr
20

aat
Aan

gca
Ala

act
Thr

ggt
Gly

aaa
Lys
100

gaa
Glu

aat cta
Asn Leu

atc gac
Ile Asp

tcc aat
Ser Aan

gga gca
Gly Ala

ttt aga

Phe Aryg
70

att gca
Ile Ala
85

ggc gga
Gly Gly

tta gac
Leu Asp

Sequence

aat
Asn

att
Ila

acc

att
Ile
55

gca

Ala

atc
Ile

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

cgt

aat
Aan
40

gca
Ala

gat
Asp

gca
Ala

ctt
Leu

cat

Tyx
120

tat gat
Tyr Asp
10

ceg att
Pro Ile
25

att aca
Ile,Thr

gga aag
Gly Lys

att ttt
Ile Phe

ttt cat
Phe His
90

gga ata
Gly Ile
108

gcg aat
Ala Asn

gaa
Glu

ttt
Phe

act
Thr

act
Thr

ctt
Leu
15

aga

Arg

tta
Leu

gca
Ala
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ata
Ile

caa
Gln

tta
Leu

gct
Ala
60

gga
Gly

g9a
Gly

gqgt
Gly

cct
Pro

act
Thr

aca
Thr

aca

cta
Leu

act
Thr

tca
Ser

gca
Ala

gag
Glu
125

gta
Val

aat
Asn
a0

caa
Gln

gac
Asp

aaa
Lys

atc
Ile

(I
Pro
110

gac
Asp

caa
Gln
15

gga
Gly

gct
Ala

atg
MeL

agt

Ser A

geg ©

gca
Ala

tct
Ser

ata
Ile

144

192

240

208

336

B4

S



gge
Gly

cca
Pro
145

Gly

tta
Leu

gag
Glu

gca
Ala
225

Gly

tac

gga
Gly

aca
Thr

aac
Asn
305

gta
Val

gtg
val

oog
Gly

cag

gat
Asp
130

aat
Asn

tag
Trp

cgt’

act

aag
Lys
210

ctt
Phe

gca
Ala

44
Phe

gca
Ala

gat
Asp
290

aat
Asn

sag
Glu

tet
Phe

gaa
Glu

gat

tcg
Ser

gga
Gly

tta
Leu

tag
Trp

gca
Ala
19§

Pro

gaa
Glu

tct
Ser

act

aca
Thr
275

gag
Glu

gtt
val

aat
Asn

teca
Ser

tet
Ser
355

tca

tee
Phe

tat

tca
Ser
aga
180
aat

Asn

cgt

ctt
Leu

aat
Asn

aaa
Lys
260

Lttt
Phe

ata
Ile

aat
Asn

agt
Ser

aac
Asn
340

[ # ] o
Phe

tta

999
Gly

cce
Pro

gct
Ala
165

cgt

ctt
Leu

act
Thr

gat
Asp

aac
Asn
245

ccg
Pro

aac
Asn

gat
Asp

acg
Thr
tac
325
cct

Pro

aac
Asn

cat
His

cat
His
150
cta

Leu

ctg
Leu

caqg
Gln

cca
Pro

cag
Gln
230

cta
Leu

aca
Thx

cca
Pro

aly

teg
Ser
310

999
Gly

aca
Thr

cca
Pro

aat

999
Gly
135
gct
Ala

get
Ala

gag
Glu

gat
Asp
aga
215
aag

Lya

cat
Hia

ata
Ile

aas
Lys

gat
Asp
295

aaa
Lys

gaa
Glu

atec
Ile

cta
Leu

gat

gca
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

act
Ile

tta
Leu
200
acc
Thr

tat

cag
Gln

gaa
Glu

aca
Thr
280
ttg
Leu

acg

agt
Ser

att
Ile
act
360

att

atg
Met

tet
Phe

atg
Met
cgt
185

act

gca
Ala

act

att
Ile

gog
Ala

465

tat

aca
Thr

ggt
Gly

gat
Asp

gca
Ala
345

gat
Asp

acc

aaa
Lys

gta
val

cag
Gln
170

tgg
Trp

ttt
Phe

act
Thr

tee
Pha

Gly
250

aat

Asn

cca
Pro

teg
Ser

gtg
val

gaa
Glu
330

agt
Ser

tca
Ser

caa

gga
Gly

agt
Ser
155

Arg

gat
Asp

aat
Asn

tag
Trp

gtt
val
218

att
Ile

aat
Asn

qga
Gly

aag
Lysa

tat
Tyr
315
aaa
Lys

gat
Asp

aga
Arg

aat
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cca
Ser
140
act
Thr

ate
Ile

gct
Ala

gac
Asp

220
att
Ile

ata
Ile

gta
val

ata
Ile

att
Ila
300

tat

aca
Thr

gtt
val

gta
val

gta

tte
Phe

gat
Asp

got
Ala

egt

ata
Ile
205

tta
Leu

ggt
Gly

gaa
Glu

aat
Asn

aat
Asn
285

att
Ile

gtg
val

atc
Ile

gaa
Glu

ggt
Gly
365

aag

cct
Pro

LYS

gct
Ala

aat
Asn
180

act
Thr

gta
val

tcg
Ser

ttt
Phe

gte
val
270

tta

Leu

gtg
val

acy
Thr

gaa
Glu

ats
Ile
150

crc
Leu

gta

agt
Sar

aat
Aan

cca
Pro
175

aaa
Lys

gtt
val

aat
Asn

gcg
Ala

gat
Asp
255

cca

Pro

aga
Arg

aaa
Lys

tac
Tyr

gca
Yval
3as

gaa

Glu &

ttec
Phe

agt
Ser
160

aac
Asn

gag
Glu

gga
Gly

cet
Pro

acg
240

gca
Ala

gtg
val

gca
Ala

gca
Ala

cac
Tyr
320

act

i
-

432

480

576

634

672

720

768

81s

864

912

1008

1056

1104

V44



Gln

agt
Ser
38s

gtg
val

gtt
val

gat
hsp

aag
Lys

aat
Asn
465

gtg
Vval

gtt
val

ggt
Gly

aaa
Lys

agt
Ser
545

gtg
val

gtg
Jal

aaa
Lys

Jece

Asp
370

aat
Aan

aca

tta
Leu

gat
Asp

gat
Asp
450

Aan

acg

cta
Leu

gaa
Glu

gac
Asp
530

aat
Asn

aca
Thr

cca
Pro

tte
Phe

cat

Ser

gtg
val

gat
Asp

gga
aly

cca
Ser
435
teca
Ser

gta
val

gac
Asp

gga
Gly

acg
Thr
515

tca
Ser

gtg
val

gat
Asp

gta
val
tat
595

Ala Tyr Lys

Leu

gat
Asp

agc
Ser

cag
Gln
420

ttg
Leu

tta
Leu

gat
Asp

cgt

gaa
Glu
500

ttt
Phe

cta
Leu

gat
Asp

cgt

att
Ile
580

gct
Ala

ggc
Gly

Gly Asn Asp Ile

act

ttt
Phe
405

cca

Pro

gat
Asp

ggt
aly

act
Thr

Ete
Phe
465

cca
Pro

gaa
Glu

ggt
Gly

act
Thr

tee
Phe
565

gat
Asp

Gly

gat

teca
Ser
350

ggt
Gly

agt
Ser

cca
Pro

aat
Aan

tca
Ser
470

gga
Gly

age
Ser

cca
Pro

aat
Asn

tca
Ser
550

ggt
Gly

gat
Asp

caa
Gln

tat

75

aag
Lys

gga
Gly

ata
Ile

tta
Leu

gat
Asp
455

aat

Asn

aaa
Lys

att
Ile

tta
Leu

gat
Asp
535

aaa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp

gta

Asp Tyr Val

cca
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu
aca
440
att

Ile

tca
Ser

aaa
Lys

gasa
Glu

aca
Thr
520

att
Ile

cca
Pro

tat
Tyr

Trp

att
Ila
600

ttec
Phe

Thr

Gly

gca
Ala

gcg
Ala
425

gat
Asp

acg

gga
Gly

gca
Ala

gca
Ala
505

gat
Asp

acg
Thr

ggt
Gly

gta
val

gaa
Giu
585

Lys

tat
Tyz

Gln

gaa
Glu

gaa
Glu
410

aat
Asn

gca
Ala

saa
Lys

aag
Lys

gaa
Glu
450

aat
Asn

tca
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu
570

gat
Asp

ctg
Leu

gat
Asp

Asn

tatc
395
aaa

Lys

aat
Asan

aaa
Lys

gac
Asp
tat
475
aaa

Lys

gat
Asp

aga
Arg

gat
Asp
tat
555
aaa

Lys

gga
Gly

ttg
Leu

tct
Ser
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Val
340

gaa
Glu

gat

gtt
Val

gta
Val

ata
Ile
460

gaa
Glu

agt
Ser

gtt
Vval

gte
val

gtg
val
540

gaa
Glu

aca
Thr

AAL
Asn

aag
Lys

aga
Arg

Lys

gtt
val

tte
Phe

gaa
Glu

ggt
Gly
445

aaa
Lys

gtt
val

att
Ile

gag
Glu

ggc
Gly
525

aaa
Lys

gtt
val

att
Ile

gtg
val

gat
Asp
605

cac
His

-

val

gta
val

aag
Lys

tta
Leu
430

cte
Leu

gta
Val

ata
Ile

gaa
Glu

gtt
val
510

cte
Leu

ata
Ile

gta
val

gga
Gly

aat
Apn
590

cct
Pro

gtt
val

Lys

14 -
Phe

gtt
val
415

gaa

Glu

cgt

aag
Lys

tte
Phe

gtec
val
495

aat
Asn

cgt

aaa
Lys

ttt
Phe

gtt
val
575

gyt
Gly

gat
Asp

get
Ala

Ser

gaa
Glu
400

aca

ata
Ile

gca
Ala

tte
Phe

gaa
Glu
480

ctt
Leu

aaa
Lys

gca
ARla

tca
Ser

gaa
Glu
560

aca
Ile

tgg
Trp

aaa
Lys

att
Ile

1200

1248

1256

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

ia72



610

tct aaa
Ser Lys
625

att aca
Ile Thr

acg tat
Thr Tyr

aga ctg
Arg Leu

aaa ggg
Lys Gly
650

gta gag

val Glu

705

ata tcg
Ile Ser

<210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

aca
Thr

gtg
val

aag
Lys

att
Ile
675

acg
Thr

aat
Asn

ate
Ile

tat

Lys
660

age

Ser

tte
Phe

ttt
Phe

taataa

10
722
PRT

10

Bacillus

Met Lys Glu Gln

1

Ala Sar Asp Tyr

20

Ala Thr Phe Asn

as

Asn Ser Gln Ala

50

#is Asp Phe Thr

65

Gly Ala Asp Gly

cca
Pro

get
Ala
645

gac
Asp

aca
Thr

cgc

gga
aly

615

cta acg
Leu Thr
630

aaa gca
Lys Ala

ccg gca
Pro Ala

ggc aca
Gly Thr

gta aca
val Thr
695

gct gga
Ala Gly
710

gat

gaa
Glu

ggt
Gly

ttg
Leu
580

gaa
Glu

tat
TyT

thuringiensais

Asn

Ile

Ser

Gly

Phe

Ile
85

Leu Asn

Asp Ile

Asn Thr

Ala Ile
55

Arg Ala
70

Ala Ile

Lys

Azrg

Asn

40

Ala

Asp

Ala

ttg

‘Leu

agc
Bar

cca
Pro
665

gta
val

cta
Leu

ata
Ile

Tyz.

Pro

Ile

Gly

Ile

Phe

caa
Gln

ggc
Gly
650

gaa
Glu

gaa
Glu

aac
Asn

ggt
Gly

Asp
10

Ile
Thr
Lys
Phe

His
20

ata
Ile
635

gat
Asp

gag
Glu

aaa
Lys

aaa
Lys

gga
Gly
715

Glu

Phe

Thr

Thr

Leu
75
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620
aat
Asn

cat
His

ceg
Pro

gat
Asp

gca
Ala
700

att
Ile

Ila

Gln

Leu

Ala

Gly

Gly

aca

cac
His

cca
Pro

tat
&85
cca

Pro

Thr

Thr

45

Leu

Thr

Ser

aac
Asn

tta
Leu

gtt
val
670

aga

ttyg

Leu

atct
Ile

val

Asn

30

aln

Asp

Lys

Ile

tat
Tyr

aaa
Lys
655

tte
Phe

gaa
Glu

ata
Ile

gtg
val

Gln

15

Gly

Ala

Met

Ser

Gly
95

gaa
Glu
640

gtg
Val

aat
Asn

tta
Leu

atc
Ile

720

Ala

Ser

Ile

Asn
80

Phe

1920

1968

2016

2112

2160

2172

22/



Val

Ile

Gly

Pro

145

Gly

Leu

Glu

Ala

Gly

Tyr

Gly

s 4
(ST
[V ]

Gly

Gly

Asp

130

Asn

Trp

Thr

Lys

210

Phe

Ala

Phe

Ala

Asp
290

ASn Y

‘al Glu

Phe
115

Ser

Gly

Trp

Ala
195

Gz

LAY
F2 ¥

Lys
100

Glu

Phe

Ser

180

Asn

Leu

Asn

Lys

260

Phe

Ile

ASn

r
1]
L} 1

Gly

Lau

Gly

Pro

Ala

165

Arg

Leu

Thr

Asp

Asn

245

Pro

Asn

Gly

Asp

His

His

150

Leu

Leu

Gln

Pro

Gln

230

Leu

Thr

Pro

Gly

Ser

310

Gly

Gly

Thr

Gly

135

Ala

Ala

Glu

Asp

215

Lys

His

Ile

Lys

Asp

Lys

Glu

Leu

Tyr

120

Ala

Gly

Gln

Ile

Leu
200

Gln

Glu

Thr

280

Leu

Thr

Ser

Gly

105

Ala

Met

Phe

Met

185

Thr

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

Gly

Ile

Asn

Lys

Vval

Gln
170

Trp

Phe

Thr

Phe

Gly

250

Asn

Pro

Ser

val

p Glu

330

Lau

Gly

Ser

155

Arg

Asp

Asn

Trp

val-

235

Ile

Asn

Gly

Lys

Tyr

315

Lys

Page 18 of 23

Gly Ala Pro Lys

Pro

Ser

140

Thr

Ile

Ala

Asp

220

Ile

Ile

val

Ile

Ile
300

Tyz

Thr

Glu

1325

Asp

Ala

Aryg

Ila

Gly

Glu

Asn

Asn

Ile

Val

Ile

110

Asp

Pro

Lys

Ala

Asan

190

Thr

val

Ser

Phe

val

270

Leu

val

Thr

Glu

Glu

Ser

Asn

Pro

175

Lys

val

Ala

Asp

255

Pro

Lys

Tyr

val
33s

Gly

val

Phe

Ser

160

Asn

Glu

Gly

Pro

Thr

240

Ala

val

Ala

Ala

320

Thr

vz 2



Val

aln

Ser

aas

val

val

Asp

Lys

Asn

465

val

vVal

Yval

val

Phe

v Glu

Asp
370

Asn

Leu

Asp

ABp

450

Asn

Thr

Glu

Asp
5130

ASn

-]
2
n

Pro %

Sar

355

Ser

Val

Asp

Gly

Ser

435

Ser

vali

(U |
'y

L
w1y

.

Asn
340

Phe

Asp

Ser

Gln

420

Leu

Leu

Arg

v Glu

500

she

ASD

~ vy

Pro

Gly

Phe

405

Pro

Asp

Gly

p Thr

Phe

485

Pro

Glu

Gly

Thr

vl
Ha
N

- -
ASE

Thr

Pro

Asn

Sar

390

Gly

Ser

Pro

Ser

470

Gly

Ser

Pro

Asn

Ser

550

Gly

A3p

Ile Ile

Leu Thr
360

Asp Ile
375

Lys Pro

Gly Lysa

Ile Glu

Leu Thr

440

Asp Ile
455

Asn Ser

Lys Lys

Ile Glu

Leu’ Thr

520

Asp Ile
535

Lys Pro

Lys Tyr

Glu Trp

Ala
345
Asp
Thr
Gly
Ala
Ala
425

Asp

Gly

Ala

Ala

Asp

Thr

Gly

val

Ser

Ser

Gln

Glu

Glu

410

Asn

Ala

Lys

Lys

Glu

490

Asn

Ser

Lys

Glu

Glu
570

Asp

Arg

Asn

Tyr
395
Lys
Asn
Lys
Asp
Tyx
475

Lys

Asp

Asp

Tyr
555

Lys

Glu Asp Gly

Page 19 of 23

val

val

Val

380

Glu

Asp

val

val

Ile

Glu

Ser

Val

val

val

540

Glu

Thr

Asn

Glu

Gly

365

Lys

val

Phe

Glu

Qly

445

Lys

val

Ile

Glu

Gly

525

Lys

val

Ile

val

Ile

350

Lau

val

val

Lys

Leu

430

Leu

val

Ile

Glu

val

510

Leu

Ile

val

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

Phe

Val

415

Glu

Lys

Phe

Vval

495

Asn

Arg

Lys

Phe

val

575

Gly

Lys

Ala

Ber

Glu

400

Ile

Ala

Phe

Glu

480

Leu

Lys

Ser
Glu

560 -

Ile

Trp



Lys Phe Tyr
595

Ala Tyr Lys
610

Ser Lys Thr
635

Ile Thr val

Thr Tyr Lys

Arg Leu Ile
675

Lys Gly Thr
690

Val Glu Asn
7405

Ile Ser

210> 11
<211> 2¢
<212> DNA

580

Gly

Ile

Tyr

Lys

660

Ser

Phe

Pha

Gly

Asp

Pro

Ala

645

Asp

Thr

Gly

<213> aynthetic

<220>

Gln Asp

Tyr Val
615

Leau Thr
630

Lys Ala

5ro Ala

Gly Thr

Val Thr

695

Ala Gly
710

Ile

500

Phe

Asp

Glu

Gly

Leu

680

Glu

Tyr

585

Lys Leu

Leu Gln

Ser Gly
650

Pro Glu

665

val Glu

Leu Asn

Ile Gly

<221> synthetic oligonucleotide

<222> (1)..(20})

<223> completely syathesized

<400> 11

attgatcctc tatgaaatge

<310> 12
<211l> 19
<212> DNA

«213> synthetic

<220>

<221> synthetic oligonucleotide

Leu Lys Asp
605

Ser Arg His
620

Ile Asn Thr
635

Asp His His

Glu Pro Pro

Lys Asp Tyr
685

Lya Ala Pro
700

Gly Ile Arg
718

Page 20 of 23

£90

Pro Asp

val Ala

Asn Tyr

Leu Lys

Val Phe
670

Arg Glu

Leu Ile

Ile val

Lys

Glu

640

val

Asn

Leu

-
'ﬂ
[

Lys
720

20

20



<222>
<3223>

<400>

(1)..(19)
completely synthesized

12

gtttcccaaa tggatatce |

<210>
<211>
<212>
<213>

<230>
<221>
<322>
<223>

<400>

13

bR

DNA
synthetic

eynthatic oligonucleotide
{1}..(19)
completealy synthesized

13

ggatatccat ttgggaaac

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
223>

<400>

14
20
DNA

_aynthetic

synthetic oligonucleotide
(1) ..(20)
completely synthesized

14

atctaataac ctacatcaga

<210>»
<3ll>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

15

20

DNA
synthetic

synthetic oligonuclaotide
(1) .. (20)
completely synthesized

15

tctgatgtag gttattagat

<210>
<211>
<212>
223>

<220>
221>
<2323>

16

20

DNA
synthetic

synthetic oligonucleotide
(1)..(20)
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223>

<400>

completely synthesized

16

tatggggaaa gtgatgaaaa

<210>
<21l>
<c212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

17

Y |

DNA
synthetic

synthetic oligonucleotide
(1)..{18)
completely synthesized

17

atgttgaatt agaaatag

<210>
<2ll>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
223>

<400>

18

18

DNA
synthetic

synthetic oligonucleotide
(1)..{18)
completely synthesized

l@

ctatttctaa ttcaacat

<210>
<21ll>
212>
<21l3>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

19

20

DNA
gynthetic

synthetic oligonucleotide
(1)..(20) .
completely synthesized

19

aagtccttgt tctaggagaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<321>
<222>
<223>

20

20

DNA
synthetic

synthetic oligonucleotide
{1)..{20)
completely synthesized
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<400>

ttctectaga acaaggactt

<210>
<21l1l>
<213>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

21

20

DNA
synthetic

synthetic oligonucleotida
(1)..(20)
completely synthesized

21

tatgtattct atgattctag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

22

20

DNA
synthetic

synthetic oligonucleotide
{1)..({20)
completely synthesized

ctagaatcat agaatacata
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FG. 1A

FG. 1B

FG. 1C

FIG. 1D

FIG. 1E

FG. 1F

FG. 1G

FIG. 2

FG. 2A

HG. 2B

FIG. 2C

FIG. 2D
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daatattttt aaagggggat acgtaat ttg aat tct aaa tct atc atc gaa aaa
Leu Asn Ser Lys Ser Ile Ile Glu Lys
1 5

999 gta caa gag aat caa tat att gat att cgt aac ata tgt agc att

Gly Val Gln Glu Asn Gln Tyr [le Asp 1le Arg Asn 1le Cys Ser Ile

10 15 20 ) 25

aat ggt tct gct aaa ttt gat cct aat act aac att aca acc tta aca
Asn Gly Ser Ala Lys Phe Asp Pro Asn Thr Asn Ite Thr Thr Leu Thr
30 35 40

gaa gct atc aat tct caa gca gga gcg att gct gga aaa act gcc cta
Glu Ala Ile Asn Ser GlIn Ala Gly Ala Ile Ala Gly Lys Thr Ala Leu
45 50 55

gat atg aga cgt gat ttt act ctc gta gca gat ata tac cta ggg tct
Asp Met Arg Arg Asp Phe Thr Leu Val Ala Asp Ile Tyr Leu Gly Ser
60 65 70

aaa agt agt gga gct gat ggt att gct ata gcg ttt cat aga gga tca
Lys Ser Ser Gly Ala Asp Gly Ile Ala Ile Ala Phe His Arg Gly Ser
75 80 85

54

102

150

198

246

294

cie

FIG. 1A

25



att ggt ttt atc ggt acc atg ggt gga ggc tta ggg att cta gga gca
Ile Gly Phe Ile Gly Thr Met Gly Gly Gly Leu Gly Ile Leu Gly Ala
90 95 100 105

CCa aac ggg ata gga ttt gaa ata gat acg tat tgg aaa gca act tca
Pro Asn Gly Ile Gly Phe Glu Ile Asp Thr Tyr Trp Lys Ala Thr Ser
110 115 120

gat gaa aca ggc gat tca ttt gga cat ggt caa atg aat gga gca cat
Asp Glu Thr Gly Asp Ser Phe Gly His Gly GIn Met Asn Gly Ala His
125 130 135

gcg gga ttt gta agt aca aat cga aat gca agc tat tta aca gcec tta
Ala Gly Phe Val Ser Thr Asn Arg Asn Ala Ser Tyr Leu Thr Ala Leu
140 145 150

gct cct atg caa aaa ata cct gca cct aat aat aaa tgg cgg gtt cta
Ala Pro Met Gin Lys Ile Pro Ala Pro Asn Asn Lys Trp Arg Val Leu
155 160 165

act atc aat tgg gat gcg cgt aac aac aaa cta dCa gca cgg ctt caa
Thr 11e Asn Trp Asp Ala Arg Asn Asn Lys Leu Thr Ala Arg Leu GIn

342

390

438

486

534

582

/0

cLE

FIG. 1B g



gag aaa agt aat gat gct tct act agc act cct agt cca aga tat caa
Glu Lys Ser Asn Asp Ala Ser Thr Ser Thr Pro Ser Pro Arg Tyr Glin
190 195 200

aca tgg gaa cta tta aat cct gcg ttt gat tta aat cag aaa tat act
Thr Trp Glu Leu Leu Asn Pro Ala Phe Asp Leu Asn GIn Lys Tyr Thr
205 210 215

ttt att atc ggc tca gct aca ggg get get aat aac aag cat cag att
Phe I1e ITe Gly Ser Ala Thr Gly Ala Ala Asn Asn Lys His GIn Ile
220 225 230

gga gtt act ttg ttt gaa gca tac ttt aca aaa cca act ata gag gca
Gly Val Thr Leu Phe Glu Ala Tyr Phe Thr Lys Pro Thr Ile Glu Ala
235 240 245

aat cct gtt gat att gaa cta ggc aca gcg ttt gat cca tta aac cat
Asn Pro Val Asp [1e Glu Leu Gly Thr Ala Phe Asp Pro Leu Asn His
250 255 260 265

630

678

726

774

822

FIG. 1C
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gag cca
Glu Pro

aag gac
Lys Asp

gca tac
Ala Tyr

gag aaa
Glu Lys
315

cat gat
His Asp
330

gaa cca
Glu Pro

att gga ctc
Ile Gly Leu
270

att acg gta
ITe Thr val
285

cgt gta aca
Arg Val Thr
300

aca ata gaa
Thr Ile Glu

att acg att
Ile Thr Ile

att gga ctc
I1e Gly Leu
350

aaa
Lys

gaa
Glu

tat
Tyr

gtc
Val

aag
Lys
335

daa

Lys

gca aca gat gaa gta gat gga gat ata aca
Ala Thr Asp Glu Val Asp Gly Asp Ile Thr
275 280

ttt aat gac ata gat acc tcc aaa cca ggt
Phe Asn Asp ITe Asp Thr Ser Lys Pro Gly
290 295

aaa gta gta aat agt tat gga gaa agt gat
Lys Val Val Asn Ser Tyr Gly Glu Ser Asp
305 310

gta gta tac acg aaa cca act ata act gca
Val Val Tyr Thr Lys Pro Thr Ile Thr Ala
320 325

aaa gac tta gca ttt gat cca tta aac tat
Lys Asp Leu Ala Phe Asp Pro Leu Asn Tyr
340 345

gca acc gat cca att gat gga gat ata aca
Ala Thr Asp Pro Ile Asp Gly Asp Ile Thr
355 360

870

918

966

1014

1062

1110

FG. 1D
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gat aaa atc gct gta
Asp Lys Ile Ala Val
365

aaa tac cat gta aca
Lys Tyr His val Thr
380

gaa aaa aca ata gag
Glu Lys Thr Ile Glu
395

cat gat gtt gag att
His Asp Val Glu Ile
410

gaa cca att ggg ctc
Glu Pro Ile Gly Leu
430

gat aaa att acg gta
Asp Lys Ile Thr val
445

aaa ttt aat aat gtc gat acc tct aaa ccg ggt
Lys Phe Asn Asn Val Asp Thr Ser Lys Pro Gly
370 375

tat aaa gtg ata aat agt tat gaa aaa att gat
Tyr Lys Val Ile Asn Ser Tyr Glu Lys Ile Asp
385 390

gtc aca gta tat acg aaa cca tct ata gtg gca
val Thr Val Tyr Thr Lys Pro Ser Ile Val Ala
400 405

dda aaa gat acg gca ttt gat ccg tta aac tat
Lys Lys Asp Thr Ala Phe Asp Pro Leu Asn Tyr
415 420 425

daa gca acc gat cca att gat gga gat ata aca
Lys Ala Thr Asp Pro Ile Asp Gly Asp Ile Thr
435 440

gaa tct aat gat gtt gat acc tct aaa cca gagt
Glu Ser Asn Asp Val Asp Thr Ser Lys Pro Gly
450 455

1158

1206

1254

1302

1350

1398

L

A0

FIG. 1E \\3
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gca tat
Ala Tyr

g dda
Ulu Lys
475

aat ggc
Asn Gly
490

cta gaa
Leu Glu

gct gat
Ala Asp

atc cct
Ile Pro

agt gtg aaa tat aaa gta gta

Ser Val Lys Tyr Lys Val Val

460 465

daca gt l gee gt aca gta cct

Ihir 1le Ala Val Thr Val Pro
480

gat ccg aca gga tgg aaa ttc
Asp Pro Thr Gly Trp Lys Phe
495

gat gat gaa gag cat gct ctt
Asp Asp Glu Glu His Ala Leu
510

aaa cat gta gca ata tac aaa
Lys His Val Ala Ile Tyr Lys
525 530

tat caa att aca gta tat gtt
Tyr GIn Ile Thr Val Tyr Val
540 545

aat aat tat gaa gaa agt gac
Asn Asn Tyr Glu Glu Ser Asp
470

gtt ata gat gat ggg tgg gag
Val Ile Asp Asp Gly Trp Glu
485

ttc tct ggt gaa acc att act
Phe Ser Gly Glu Thr Ile Thr
500 505

aat ggt aaa tgg gta ttt tat
Asn Gly Lys Trp Val Phe Tyr
515 520

caa gta gag ttg aag aat aat
GIn Val Glu Leu Lys Asn Asn
535

aaa cca gaa gat gaa gga act
Lys Pro Glu Asp Glu Gly Thr
550

1446

1494

1542

1590

1638

1686

FIG. 1F
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gtg gca cac cat att gtt aaa gta tct ttc aaa tct gat tct gct ggt
Val Ala His His Ile val Lys Val Ser Phe Lys Ser Asp Ser Ala Gly
555 560 565

Lld ydd dyl gad yaa gLt ata aat gaa aga tta att gat gca gaa cag
Pro Glu Ser Glu Glu Val Ile Asn Glu Arg Leu Ile Asp Ala Glu GIn
570 575 580 585

ata caa aaa gga tac aga aag tta aca agt att cca ttt aca cca aca
Ie GIn Lys Gly Tyr Arg Lys Leu Thr Ser Ile Pro Phe Thr Pro Thr
590 595 600

acc att gtt ccc aac aaa aaa cca gtg ata att gtt gaa aac ttt tta
Thr I1e Val Pro Asn Lys Lys Pro Val Ile Ile Val Glu Asn Phe Leu
605 610 615

cca gga tgg ata ggt gga gtt aga ata att gta gag cct aca aag
Pro Gly Trp Ile Gly Gly Val Arg Ile Ile Val Glu Pro Thr Lys

620 625 630
taagaattat aaactagctt ttaataaata tatttaaaaa at

1734

1782

1830

1878

1923

1965

2/
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Cry22Aa
ET70
£1C851

Cry22Aa
ET70
$1C851

Cry22ha
£T70
£1C851

Cryd2Aa
ET70
L1Ca51

MKEQNLNKXDEITVOAASDYIDIRPIFQTNGSATFNSNTNITTLTQRINS
MKDSISKGYDEITVQA~SOYIDIRSIFQTNGSAIFNSTTNITTLTQATNS
MN—--SKSIIEKGVQE~NQYIDXRNICSINGSAKFDPNTNITTLTEAINS
*

*  kk )'***** * .**** *“‘******* * ok

DAGAIAGKTALDMRHDFTFRADIFLGTKSNGADGIAIAFHRGSIGFVGTK
GAGAIAGKTALDMRHDFTFRADIFLGTKSNGAQGIAIAFHRGSIGFVGEK
QAGAIAGKTALDMRRDFTLVADIYLGSKSSGADGIAIAFHRGSIGFiGTM

**************.***_ ***‘**_**~****************.*h.

GGGLGILGAPKGIGFELBTYANAPEDEVGDSFGHGAMKGSFPSFPNGYPH
GGGLGILGALKGIGFELDTYANAPQDEQGDSFGHGAMRGLFPGFPNGYPH
GGGLG!LGAPNGIGFEIBTYHKATSDETGDSFGHGQMNG --------- AH

sriicickicdciek | Kdkk ek or dekokekiek & % *

AGFVSTDKNSRNLSALAQMQRIAAPNGRNRRLEIRHDARNKELTANLODL
AGFVSTUKNRGNLSALAQMQRIAAPNGRNRRLAIHNDARNKKLTANLEDL
AGFVSTNRNASYLTALAPMQKlPAPNNKNRVLTXNNDARNNKLTARLQE-

e L I * kkk dk * kkk .** * Kk ddkdk  hkk %

50
49
46

100
99
96

150
149
137

200
199
186

AR
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Cry22Aa
ET70
t1C851

Cry22Aa_

ET70
tIC851

Cry22Aa
ET70
t1C851

Cry22Aa
ET70
£ 1C851

TFNDITVGEKPRTPRTATWRLVNPAFELDQKYTFVIGSATGASNNLHQIG
TFNDSTVLVKPRTPRYARWEL SNPAFELDQKYTFVIGSATGASNNLHQIG
- -KSNDASTSTPSPRYQTWELLNPAFDLNQKYTFI IGSATGAANNKHQIG

. kK * ok ddkk %k kkdkdok dokdkkkk ok dedokk

TIEFDAYFTKPTIEANNVNVPVGATFNPKTYPGINLRATDE IDGDLTSKI
TTEFDAYFTKPTIEANNVSVPVGATFNPKTYPGINLRATDEIDGDLTSE]
VTLFEAYFTKPTIEANPVDIELGTAFDPLNHEPIGLKATDEVDGDITKDI

* kkkkkhkkkkk * * k % * % kkik kkk * Uk

TVKANNVNTSKTGVYYVTYYVENSYGESDEKTIEVTVFSNPTI IASDVE]
IVTDNNVNTSKSGVYNVTYYVKNSYGESDEKTIEVTVFSNPTIIASDVE ]
TVEFNDIDTSKPGAYRVTYKVVNSYGESDEKTIEVVVYTKPTITAHDITI

* % kkk Kk ok kkk ok dhokdklickkkkkick k *hkk k k%

EKGESFNPLTDSRVGLSAQDSLGNDI TQNVKVKSSNVDTSKPGEYEVVFE

EKGESFNPLTDSRVRLSAQDSLGNDI TSKVKVKSSNVDTSKPGEYDVVEE
KKDLAFDPL - = = < - - e« <o NYE----

* * kX *

250
249
234

300
299
284

350
349
334

400
399
346

IS8

4]
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Cry22Aa
ET70
tIC851

Cry22ha
ET70
tIC851

Cry22Aa
ET70
t18s]

Cry22Aa
ET70
t1C851

V TDSFGGKAEKDFKVTVLGQPS IEANNVEL E 1DDSLOPL TDAKYGLRAKD
VTDNFGGKAEKE KVTVLGQPSTEANDVELE IGDLFNPLTDSQYGLRAKD
------------------------------------------ PIGLKATD

sk *.*

SLGNDITKDIKVKFNNVDTSNSGKYEVIFEVTDRFGKKAEKSEEVLVLGE
SLGKDITNDVKVKSSNVDTSKPGEYEVVFEVTDRFGKKAEKSIKVLVLGE

PIDGDITDKIAVKFNNVDTSKPGKYHVTYKVINSYEKIDEKTIEVTVYTK
e ***"‘ ** -*****-4*-*.*-x-*-'v'l* 4**1*'** s

PSIEANDVEVNKGETFEPLTDSRVGLRAKDSLGNDITKDVKIKSSNVDTS

PSIEANNVEIEKDERFDPLTDSRVGLRAKDSLGKDITNDVKVKSSNVDTS

PSIVAHDVEIKKDTAFDPLNYEPIGLKATDPIDGDITDKITVESNDVDTS
dkk

*lhk*’*** * kk *k k w

KPGEYEVVFEVTDRFGKYVEKTIGVIVPVIDDEWEDGNVNGNKFYAGQDI

KPGEYEVVFEVTDRFGKYVKKLIVVIVPVIDDEWEDGNVNGWKFYAGODI

KPGAYSVKYKVVNNYEESDEKTIAVTVPVIDDGNENGDPTGNKFFSGETI
Ak ok k% KK K dkekokk dok ke JWkk k%

........

450
449
354

500
499
404

550
549
454

600
599
504

2/
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Cry22Aa
ET70
t1C851

Cry22Aa
ET70
tIC851

Cry22Aa
ET70
t1C851

KLLKDPDKAYKGDYVFYDSRHVAISKTIPLTDLQINTNYEITVYAKAES -
TLLKDPEKAYKGEYVFYDSRHAAISKTIPVTDLQVGGNYEITVYVKAES -
TLEDDEEHALNGKWVFYADKHVAIYKQV- - - ELKNNIPYQITVYVKPEDE

* % * x .***.__*.** * R ****.* *

- - -GDHHLKVTYKKDPAGPEEPPVFNRLISTGTLVEKDYRELKGT-FRVT
- - -GDHHLKVTYKKDPKGPEEPPVFNRLISTGKLVEKDYRELKGT-FRVT
GTVAHHIVKVSFKSDSAGPESEEVINERL IDAEQIQKGYRKLTSIPFTPT

Lk .**..*.*. *kk  k *x .. L S B

EL--NKAPLIIVENFGAGYIGGIRIV--KIS 722
EL--NOAPLIIVENFGAGYIGGIRIV--KIS 721
TIVPNKKPVIIVENFLPGWIGGVRIIVEPTK 632

*  k dokkkkok _*_***_**_

649
648
551

695
694
601

FIG. 2D
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

T T GPERIXWSTRIA Y COHERCI0
Radicacion 3 (1030451 0000000 Folioss 224

Fecha (fM): 2001-05-15 1R
Tranite 1 902 PRTENTER B i REGISTRIY 411 PRESENTAC

Depenienciay 2020 DIVISTIN JE HIEWS
RIT 1 BO176089-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 01 - 21,053
FECHA : ABRIL 2 DE 2001

s CONSIGRACIODN n

DEPDSITANTE TIPD PAEO ERHECD CUENTA Ho. PAEOD FECHA PGD Vr. PAGD

. CAVELIER ABOGADIS COMGIGRACION  BAMCO POPULAR  050-0C1:10-4 AT 02/04/2008 17,100,948.00

M C O NCEPTO I

CANT. REWTISTICO CORCEPTO TOTAL CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES i TRANITES DE SOL. DE PATENTE DE IR Yi4,480.00
TOTAL : § 354,450.00

60d: TRESCIENTOG CINCUENTA Y SEIS MIL SEISCIENTOS CURRENTA PESOS

‘ RESPONSABLE 1

RECIBC DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.

Colo AVYY6 - B0~ oc\- D

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 350 5220
E-mail: info@sic.gov.co’
WWW.SIC.gOV.CO
Bogota, D.C., Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
R T 1L I
Radicacion @ 01030451 N“;”E
RECIN OFICIAL DE CAZR 1 O1 - 16,207 ot BT D 1 MY 41 M
FECHA : MARID £2 DE 2601 . gt VIVISIO 1€ WIEAS CIEICIIES
M CONSIGHACION 38
DEPUSITANTE TIPO PABD  BAKCD CUBNTA No. PASC  FECHA PGD vr. PABD
CAVELIER ABOGADOS CONSIGWACION  BANCO PIPLLAR  050-00110-5 TGIS 12032000 38,450,480,00
W CONCEPTO o
CANT.  RENTISTICO COMCEPTO TOTAL COACEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES B2 DNGCACION OF UAR PRIGRIDAD EX K 100,000.00
T0TAL 1 ¢ 1 ,000.00

SH: CIEN KIL PESES

— /
Sl

RECIEO DE CAJA APLICADG AL EXPEDIENTE Mo.

LAPS A7 —B0A — 004-3

Camera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
e-mail: iInfo@sic.gov.co
WAWW.SIC.gOV.CO
Bogota, D.C..Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA
SUPERTNUSTRIA Y COMERCID

01030451  000000H0
REQUISITOS MINIMOS PAR ::';,“;;, MO 15 112

Trmite 1 O PATENTES D 1 MERISTAY ALl PRESENTAC
Bepeadeocia: 2020 DIVISION BE WEWS GREACIINES

Folios: 284

PATENTE DE INVENCION | 4/ MODELO DE UTILIDAD [ |

* } Indicacion de que se solcita la concesién de una patente ["]/
» J. Datlos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la sokcitud M/
« 2 Descripcion de la invencién |
. Dibuiosdasarestos.per-ﬁnmlns-

ago de las tasas establecidas : [+

INCOMPLETA [1]

{]
a8
[]
[]

INCOMPLETA [ ]

) Indmén da.-qw sgmieita'el«mgushn de-un Esquema de trazado. {]
e Datos dei'__"_'__'n_ _ﬁ_:,; tj's'lmienmbpda Ja.persona.que presents la solcitud. | |
N i [ ]

[]

INCOMPLETA [ ]

Feche: - Carrera 13 No. 27-00 Piso 5 y 10
Conmuiador: 334 12 21234
Foox: 281 31 25 o-mali:info v.CO
Santa Fe de Bogoté D.C. -Colombia




26713

Industria y Comercio:

2020 SUPERINTENDENCIA
Bogotd, D.C.
Daoctor
EMILIO FERRERO
REFERENCIA: Radicacién No. 01-38451

Tramite 002

Evento 001

Actuacién 430

Oficio No. 1717

Folios 001

. Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de Ia Decisién
488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar al poder otorgado al abogado que aparace en |a salicitud como apoderado, con el lleno de los
requisiios exigidos en el Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que
acredita |a existencia y repressntacion legal de la sociedad solicitanta.

- Debe allegar copia del documento en que consta |a cesion del derecho a |a patente otorgado por el inventor
al solicltante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 38 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dantro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacién.

Notlﬂqtiese el presente oficio conforme a lo dispuesto en al articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del 15 dé ehero del 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
"Jefe de la Divisi§f de Nuevas Creaciones

07 Jun. 28m

El anterior requerimianto fue notificado por fijacién en lista de facha

Sa recuerda al imeresado que daba presentar, dentro de los decisdis meses sigufentes coniados a pariir da kn fecha de presentacian
de ks solicitud cuyw priaridad ee invoca, copla de s misma certificada por s autorided que la epidd y, en los casos en que haya lugar,
la treduccidn simple del capitula refvindicatorio. El Incumplimiento de éste plexn, acarreand la pérdida de la prioridad invocada.

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mail: info@sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombla



