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L] 'HRIFI-!EN_DEN' =T Deprnduncias 2828 DIVISION OF MIEVWAS CREACIONES
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1) SOLICITUD DE:
[X] patente de invencien [  Ppatents de Modelo de Utiiidad
1 E capitutor. |Z| Capituio I
2) Nombre The Regerts of the,. " IDENTIFICACION
SOLICITANTE 'Unrveuny of Californja. 3, EE §cc.o Nm O
4 o -
) Dimccrén 1111 Franbdmsuuemzth fi; C.E. O OTRO
Floor Oakiand, Calfornla’ mm E
Estados Unidos .. Ak D
Nlclonalrdad ] domfcmo, Oakiand 4 NOMERO
ic:anfomm it I
Lugar de consﬂtucmn Oakland
3) Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE |D'ALEMAN
APODERADO |Direcclon: Carrera 11 N°. 9343 Of. |C.C. Xl wr: O
404 Santafé de Bogota D.C.
Teléfono: 6350835 Fax: 6350824 |- O omo O
E. Mail: . .
. mod y NUMERO: 41.654.882
clarkemodet@clarkemodet.com.co TP: 20824 CSJ
4)
INVENTOR (ES) |Nombre:1) FEDERICI, Brian, A.; 2) BIDESHI, Dennis, K; 3) PARK
Hyun-Woo; 4) WIRTH, Margaret, C.; 5) HWANG, Sung-Hel
(72) Direccién: 1) 4895 Chicago Avenue, Riverside, CA 92507 USA. 2)
1083 Mako Lane; Perris. CA 92571 USA. 3) 802 Grape Street,
Riverside, CA 92507 USA. 4) 2094 Bronson Way, Riverside, CA 92508
USA. 5} 10963 Evans, Street, Loma Linda, CA 92354 USA
Naclonalidad o Domicilio: Callfornia, Estados Unidos

5) PCT (88)
Solicitud Internacional No. PCT/US1/25543 Fecha: Agosto 14, 2001

Publicacion Interacional No. WO 02/13606 A3 Fecha: Febrero 21 , 2002

_D)Commbanta d- pago N' 03 1 127 Fecha' Enam 8 2003

6)Titulo (54) BACTERIA INSECTICIDA M Y METC
LA RLA Y USARLA
7) Clasificacién intemacional (51) AOIN 63/00, C12N 1/21.15/32, 1531, 15/63, 18/67.
1876 _ _
33) Pals de )N
8) PRIORIDAD ) Pals de Origen | (32) Fecha (sao |!c l::;nro de

Estados Unidos | Ago. 1472000 |US 09/639,576
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10) ANEXOS

@] comprobants de pago de la tasa de presentacion de la sollcitud

O Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad

Documento que acredita la exdatancia y representacién legal cuando ol solicitants sea persona
Juridica

Poderes, sl fuera el casc

Documento de cesidn del inventor al solicitants o a su causante

Declaraciones

Copia de Ia soficitud Internacional. (Resumen, descripcién, reivindicacién, Dibujos).
Traduccién de la soliciud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicacién,
Dibujos)

Copla dbl &icriten prefimindr efectuado por la IPEA

De ser el caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licancia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunkiades Indigenas

De ser el caso, certificado de depdsito del material biciégico

Arte final 12x12y8 x8 cm

De ser el caso, Informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
edranjero por el mismo titular o su causants, relacionados parcial o totaiments con la
Invencién de esta soliciud. .

Otros

1. Notificacién de la presentacion y transmisién de la prioridad

2. Publicacién Intemacional WO 02/13606 A3

3. Notificacién de la transmision del examen preliminar

4. Reporte de blsqueda intemnacional

KODON
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1) FIGURA CARACTERISTICA:

instrucciones pam el diligonclamiento del presents formulario. Ver reverso de esta pagina
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- Clarke, Modet & Co.
. E-MALL: .oel o0
\ + BANTAFE DE BOGOTA, AA. 92197 ) IS
COLOMBIA
PODER POWER OF ATTORNEY

Yo (vsciros), sbejo imertaty) Julia Serracing

o L STEY MMR_V of

California

ﬂmh'ﬁ??e?“iﬁﬂ Yoor

Oakland, California 4601 520 USA
yon actusl cumplimianio da sy cbjelo soolal, con damiclio en

por el presante instrumenio conflero (confeimos) poder sapecial a
favor de DILIA MARIA RODRIGUEZ DYALEIAAN, con Cédula de
Cludadania No. 41.454852 de Bogotd, v ip. 20824 y
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREL. con Céduia de Cludodonio
No. 40.017.374 da Tunjo. ¥ ip. 28448, con domiclio an  Sonio
Fd de Bogoid, Colbmbla, paro que aciuando en w orden en
nombre del [de ki clorganie e (0) represenien ante
cualquiar enfidod. aultrikiad y/o penona, especiaiments
<arfe ki del orden Adminkiralivo, Conlencioss Adminkinafivo,
Judicial, Tibunaies de Abliramenio y/o cuaicuiler oo en o
raferenie a bs sigulenies asunios:

[
1} Soliclir, ramiiar, oblener y/o reghirar cuaiquiena de lns
modoidades de Propladad indusiriol iales como: palenies
de Invencidn, modeios de viidad: dsefics Indiasticiss,
variedades vepeiales. marcos mas, nombies y sroeficas
comerciaies y denominaciones de arigen; asl como ss

mnovacionm, prarogas, ransferencios, cambias de nombre .

y/o domiclio, confrafos v icencios.

3 Soicliar, fomiiar, oblener y/o reghirar derechos de gulor,
on cuaiquiera de sus preseniacionas ol como o profeccidn
de secretos indusiriales ¥ know-how.

J) Soicliar. ramiiar, oblener y/o reghirar regisiros saniiarios,
parmbos y/o fcencias de funcionamienio: asl como s
renovocionss o prémogos, iorsferencios, cambios de nomire

y/o domicio. coniroios y icenclos.
J]E-wmdemm reciamos,
reconsiderocién,  reposicion, concelacidn

adn'imuﬂvuommmqlm
concesidn de loencios, prateccidn de sacreios industriales y
.demds occionss y recunos relacioncdos con derechos
derivados de os asunios amba indicados y en conim de lo
cormpeiencio desisal, acciones derfvodas de o oblencidn o
de Icencias, acclones de indemnizocién de
perjuicios. Tamblen podrdin) infervens an juicios civiies,
comarcicies. penales. confencloso-adminkiralivos, iulelas y
de poicia; mnodnlmoucbspromvldospudlbl
mancianie o en cornira of {ela .
5 Enel q-cbbdomhmdubbsmmm
mencionados quedan focullados para: concllar, cancekar,
irsigh. compromeder en drbiros. derkstr, recbir v fomaor
posasidn de io cosa objeio de Higio yrenuncior o dessira
derechos concedidos © en curso de concesidn, admilr los
hechos del proceso.
#) Ratificar o no in agencia oficiosa.
Nt A mismo facutic {lacuitomor] a s mencionodos

padaer ¥ revocar fas susfiiucio-nes que hicieren.

I(we). thoundersigned  1,,1is Sarracino

togal reprsentativeis) of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF

CALIFORNIA

&n orgenizafion edeting under the i of
1111 Franklin Street, l2th Floor
Oakland, California 94607-5200, OS.

and In present sxscution of s businass activily, dernicledal

do harsly gant POWER OF ATTORNEY o OWiA MARIA
RODRIGUEZ DXALEMAN, ideniificalion card No. 41.884.882 of
Bogold, ond tp. 20824 and CLAUDIA LUCIA CARO BAMIREZ,
ip. 34442, ideniificafion card No. 4.017.374 of Tunja.residing
in Sania Fé de Bogold, Colombia. 10 act in the order of thelr
appointment in bahalf of gronior before any endily. authortly
and/or natural or juridical person, specialy belam those
Adminkiaive, Adminisirafive-Confenfiow, Judiciol. abliration
courls, and/or any other. in ol maiters concesing he

1} To apply. procem. oblin and/or regsier oy of the
modaiiies of incdustrial Froperly. such as: Palents of ivenfion.
Uity Modab: Desings. vegehkal varielies; Marks. Sloges, Tode
Name: and emblems and appelations of Origin; & wel oz
thetr mnewak, exderyions, aaignmenh, changes of name
and/or domiclle, ogreements and Icanses.

2 To apply. process, obiain and/or regisier copyright of any
kind as wel o3 profeciion of indusirial secrels or know-how.
3 To apply. process, obioin ond/or regisier sanliory
regisialions. operafing authoriralions and/or icensa: as wel

reconsideraiion, uppeqluhgalm cancelafions.
nullly. profection fo the consumer. graniing of iconses.
prolecion of rade sacrel and olher acions related with fighb
derived from the above- menilioned mailers and agoinst the
unfa¥ compefition. ociors resuling fom the obfntion or

mandomus, police aclions; in aclions. lowsulls or Bigafiors
insivied by the grantor or agaimt him,

5t To the alfect of this mandiale the above-named sroxy ans
empavwared lo: concliafe. cancel, setfie. submit fo ablirafion.
withdraw ond o acsive and fake ponession of fheligafion
relaled abjet and walve or renounce the rights grasied or in
process of granfing, admit the fach of the case.

¢) To raftly cznol the officious ogency.

7} | (we) heraby appoint ihe afore menfioned allomeys

\ =

padey - onths l4th doyot
albs . dios de de
> orlglnll qu‘ u
vista. Gante i@ ° Bo .
. By Ll ¢ J‘l@ . \ [
..-é’t Wy . Arma / signature
Mﬂhfd%ﬂl me: Julle Sarracino ALIRIO VIRVIEACAS CALVETE
%/ 40.91).3 Yoy 74 1ip1e; Business Hanager NOTARIQ CUARE{SEX Y UNO (ENC)|.

705 364%¢ CSctef 07 x|



CERNNHCADO NOTABAL (Cuando el solicitants ss
SOCIEDAD)
(Podates oinrgados en: E| Sakador, Estados Unidos,
Maxico y Venezusin)

Albs dins del meos de
de , 8 Notarid que suscribe DA FE de
que:

{nombwre de in perecna qus fima of poder)
mayor de edad y domicllado

it de su pulio

y leba ¢l documenio que anfecade.
2. Conoce di(alg) olorganie y que este (0) estd
legaimente capocitado para el olorgamiento.
3.Bolorpanie ha immado of referdo docunmlo oNn
QU carocier 8

de ia persona huridica

4. La citada persona Juridica con sede en ~

legamenie consttiuida, que tiene acluaiments
axdkencia laga vy que el aclo paa o cud s ha
olorgado esle poder eri comprendico ente 108 que
conshiiuyen su objefo social.

5. H otorgante flene efeciivamente la represeniacién
que obslenta, qua esia et leghima y que esid
faculiado pora olorgar este poder.

4. ks anderiores carfificocionas de los punfos 3. 4 Y 5, me
constan porqe he flenklo a kn veika s
documenios auldnficos.

Nokyio PUblico

NOTA: A confinvacién de lo onierioe. of Consul de
Cdiombiq dabe aulsnicar la firma del Nolario PUblico.

CERTIFICADO NOTARIAL (Cuando el

solioitants es INDIVIDUO)
Al diss del mes de
de , 8 Nolario que suscribe DA FE de

que:

1.

.. inombre de s perscns que fima o pader) _?\
i ;«'ﬁ&u“ym:»m IL:
imdonwp

eldocumanmmhmde conoced

Nohlon'blco

_Pama todos les dumis paises ol Sefior Consul™
Colombia ¢ ante quien sa siorgue,debe expediy una
serfifisacion sonsiancls 1) de fa existencia
fegal de la socieded, 1) do que esta slerce ashuaimenie
su ohjeto social, y 3) de que la peTsona o personas que
otyrgan ol poder sviin faculladas pare haoerle, dajande
sonstancla ssf misme de que fuvo 3 Is viata ing prushes
que acrediten tales siunsiancias.

NOTANIAL CEATIRCATE ( When the applicant Is a
CORPORATION)
(Powers of stiorney granied in: €l Saivador, Maxkoo, U.S.A.
and Venezusha)

This dayof
the undersigned Notary CERTIFEES that

{nams of the parson whe signs the poewr of aliemey)
——— of fagal age end domiclad
n__

set his hand on the foregoing document.

2. The granior B fo him pensonally known and that
he/she has legal capacily fo execute the document.
3. The gronkr hes executed the foregoing document
in his capaclly of
of the juridical person

4. The manfionad hridica person with piace of
business in
ks duly onganized, has ocludl lsgal existence and that
the puposes for which the power of atiomey s granied
are wihin the scope of Is comporate purposes.

5. The grantor has inf act the refemed quallly and
thathis/her repraseniation i legd and that he/she
k empowered to grant this power of offomey.

4. | hgve based the above cerfilicofions 3. 4 and 5, on
the autheniic documenk which for such purpose were
axhibited o me.

Notary Public
NOQTJA: Then the Colomblan Consul must legalize the
signaiure of the Noiary Public.
NOTARIAL CERTIFICATE ( When the
apphicant is an INDIVIDUALS)

Onthe dayof
the undensigned Notary CERTIFIES that

1.

{nema of the pasan who signs the Power of Atiomey)
i agel age and domicied of

signed in his presence
0 document, the grartor is %o him
and thal he/she has lsgel capacly o

Loty sther oountrise the Cojombian Consul of befare
0 R is granried must issue a certifiostion stating 1) the
jaf axistence of the sorporation, 2) that the corporate
purpasss are actustly being acoompiished , 3) that the
person of parsons who grant this Power of Attorney are
empovwered fo do it The Consul will sertily also thet the
dosuments svidenoing those clsumstances were
axhibiied to him.




i

LELAND W, FERRYY
Corrmimion # 1124032
Nokry Pubiic - Coflomia
San Fonchcoe Counly

My Cormm. Expires Mor 14, 200

STATE OF CALIFORNIA GENERALPURPOSE <
GITY AN COUNTY OF SAN FRANCISCO 55 ACKNOWLEDGEMENT

on JeaedgeX /4 1990 _serore ueAslond H. Feery

THE UNDERSIGNEL NOTARY PUBLIC, PERSONALLY APPEARED,
Tukitr SaRRACIN O

PERSONALLY KNOWN TO ME {OR PROVED TO ME ON THE BASIS OF SATISFAC:
TORY EVIDENCE) T0 BE THE PERSON(S) WHOSE NAMEiS) 18/44® SUBSCHBED
TO THE WITHIN INSTRUMENT AND ACKNOWLEDGED 1O ME THAT.HE/SHE/
THEY EXECUTED THESAME IN DSHER THESTAUTHORIZED CAPACITYAES) AND
THAT BY liBHER/TMER SXANATURE(S)-ON THE INSTRUMENT THE PERSONST
CR THE ENTITY UPON BEMALF OF WHICH THE PERSON(SY ACTED, EXECUTED

THE NNSTRUMENT. /
WITNESS MY HAND ?
AND OFFICIAL SEAL .

1, Sdwin M. Las, Acting Couty Clerk in and far the Clty e Crumty of San Framtiow,
DO MERERY CERTIFY: That

LELAND B, PERRY

whone sums it sbacribed 16 Gy atiached omtificets of ednowiedgment, proof or
alfiduvii, v ot the tines of teking said acknowledgoess, peoof or aillidevh, & Notary
Pabils in and for e Clty and Cmmiy o $a0 Fruasince, shly somnpimicesd wil swom i
oaid Chy end Coumiy, aod was s much, an afficer of seld Siste, duly suthaiond by the
o thasent'in takts wnd aartify ey sswa, s wall 28 1o baiks vl cantifly the prool and
acimevindgnet of dosds and ether byrvrassis i writing o be sosarded i anid Bate,
el that ol Shich el arediz e and cugit o be ghvem 10 his or bee affielal ass; that the
cmtifients of ysh ey is roguired o be wncler soul; thes the imguyssion of his or har
ekl el s not sepiiend by buwr 10 b wn e in e offies of i Oxaey Cluk. 1 farther
cantify thet I am walll eoquminted with the hendwriting of asld actacy and verily bellove
that e sigunzs 10 e sttached cantificass s gasing, sl Suther Ut O ssneend
Instrement it exscxied and ackasavisdged asvanding o the haw of the Stxte of Califrnlde.

Jn witnam wherent, ) heve haremnto st my hatd end ssvcmd the seal of the Coungy
Clark, in sl fix i Cliy wnd Oty of $20 Fencism.

et DEC 14 1999 %W' 7@‘
3419 Ol & -

Fecha 1S

CONSULADO GENERAL DE COLOMIBIA
San Francisco, California

Nt m*o

)} No. 3823

El suscrito Consul General de Colombia CERTIFICA que EDWIN M,
LEE quicn autoriza ¢l presente documento, cjercia legaimenie, en la
fecha alli expresada, laz funciones d¢ SUPERVISOR DE
NOTARIOS DE SAN FRANCISCO, CALIFORNLY) y que la firma
y scllo que en ¢l documento aparecen como suyos Son los que usa y
acostumbra en sus actos oficiales El Consulado no asume
reponsabilidad alpuma por ¢l contenido del dp
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NOTORIAL CERTIFICATE

1, Julie Sarracino, have the legal capacity to sign all documents related to the filing and
prosecution of United States and Foreign utility and design Patent Applications on behalf
of The Regents of the University of California, a corporation duly organized und existing

under the laws of the State of California, whose home office is located in Oakland,
California, USA.

I, Julie Sarracino, am authorized to sign all documents in the name of said corporation

and that the purposes for which said instrument is granted are within the scope of the
object or activities of said corporation.

The foregoing is based on a letter dated March 17, 1999 from J. Michael Bishop, M.D..
Chancellor of The Regents of the University of California, and an Attestation dated Junc
2, 1999 from Joel Kirschbaum, Interim Director of the Office of Technology
Munagement of The Regents of the University of Califomia.

Signed% ‘ cL GCent@

Dated: A2 /7 '// 99




TRADUCCION OFICIAL No.1033/99.-

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y CONPLETA LE UN DOCUMENTO ESCRITC EX
INGLES, Y LLEVA EL SELLO ¥ LA FIRMA DE MELENSA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTCORA E

INTERPRETE OFICIAL, SEGJN RESOLUCION No. 5¢.8 EXFEDIDA POR EL MINISTERITC DF
JUSTICIA EL 6 DE SEFT.DE 1072,

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE APARECEN EN EL PODER
OTORGADO POR JULIE SARRACINO, REPRESENTANTE LEGAL DE THE
REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA, UNA SOCIEDAD
QUE EXISTE BAJO LAS LEYES DE CALIFORNIA, ESTADOS UNIDOS
DE AMERICA, DOMICILIADA EN EL 1111 FRANKLIN STREET, PISC
12, OAKLAND, CALIFORNIA 94607-5200, ESTADOS UNIDOS, A LAS
DOCTORAS DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN Y CLAUDIA LUCIA
CARO RAMIREZ, OTORGADO Y FIRMADO EN SAN FRANCISCO,

CALIFORNIA, EL 14 DE DICIEMBRE DE 1999.
FIRMADO: JULIE SARRACINO, GERENTE COMERCIAL

CERTIFICADO NOTARIALl
Yo, Julia Sarracino, tengo la condiciédn legal para firmar
todos los documentos relacionados con la radicacién y
obtencién de Solicitudes de Patente de utilidad y diseflo
de los Estados Unidos y Extranjeras a nombre de The
Regents of the University of California, una sociedad
debidamente organizada y existente bajo las leyes del
Estado de California, cuya casa matriz estd situada en

Oakland, California, Estados Unidos de América.




TRADUCCION OFICIAL No.1033/99.-

Yo, Julie Sarracino, estoy autcrizada para firmar todos
los documentos a nombre de dicha sociedad y lcs fines
para les cuales se otorcz dichc Instrumento estan dentro
del alcance del objete o actividades de la menéionada
sociedad.

Lo anterior esta basado en una carta de fecha 17 de mar:zo
de 1999 de J. Michael Bishop, M.D., Canciller de The
Regents of the University of California ¥y en una
autenticacién de fecha junio 2 de 1999 de Joel
Kirschbaum, Director Interino de la Oficina de
Administracién Tecnoldégica de The Regents of the
University of California.

FIRMADO POR: JULIE SARRACINO FECHA: 12/14/99

ESTADO DE CALIFORNIA - CIUDAD Y CONDADO DE SAN FRANCISCO
AUTENTICACION PARA PROPOSITOS GENERALES

El 14 de diciembre de 1999, ante mi Leland H. Perry, el
suscrito Noterio Piblico, comparecid personalmente JULIE
SARRACINO a quien conozce personalmente (o quien me probé
sobre la base de evidencia satisfactoria) como la persona
cuyo nombre suscribe el anterior instrumento y reconocid
ante mi que ella suscribi6é el mismo en su condicidn

autopiza Yy que mediante su firma en el instrumento

2




TRADUCCION OFICIAL No.1033/99.-

mencionacdo la persona o0 entidad en cuyo nombre actud la
persona, suscribié el instrumento.
EN EVIDENCIA DE LO CURL, pongo mi firma y selle o2ficial.

IRMADC ¥ SELLADO POR: LELAND H. PERRY, NOTARIS PUBLICO

- CALIFORNIA, CONDADO DE SAN FRANCISCO. CCMISION #
1124932, EXPIRA EL 13 DE MARZ0 DEL 2001,

ESTADO DE CALIFORNIA ~ CIUDAD Y CONDADO DE SAN FRANCISCO
Yo, Edwin M. Lee, Funcionario del Condado Encargado en y
para la Ciudad y Condado de San Francisco, POR EL
PRESENTE CERTIFICO que LELAND H. PERRY, cuyo nombre
suscribe el certificado de autenticacién, prueba, o
declaraciédn ‘uramentada del instrumento anexo, era en el
momente de tomar dicha autenticacién, prueba, o
declaracién juramentada, Notario Publico en y para la
civdad y Condado de San Francisco, debidamente,
comisionado y juramentado, en dicha ciudad y condado vy
comc tal estada un funcicnaric de dicho estado cebidamente
autorizado pcr las leyes de dicho Estado, para tomar y
certificar al mismo, asi como hacer y tomar
autenticaciones y ©pruebas de escrituras y otros
instrumentos por escrito que deban ser reportacdos en el

mencionado estade y que a sus actos ofﬁ??&les debe
]




TRADUCCION OFICIAL N .1033/99.-

darseles plena fe y credibilidad; que el certificado de
dicho funcionario se requiere que sea expedidc bajo sc
sello; que nd> se requiere por ley gque la impresiodon de su
s:ello oficial esté regis:irado en este despacho. Certificeo
ademds que estoy familiarizado con ia letra del mencionado
Notario Piblico y creo fielmente que la firma gque aparece
en el certificado adjunto es auténtica y ademds que el
instrumento adjunto estd suscrito y autenticado de
conformidad con las leyes del Estado de California.

EN EVIDENCIA DE LO CUAL, he puesto mi firma y el sello del
Funcionario del Condado en y para la Ciudad y Condado de
San Francisco.

Fecha: Diciembre 14 de 1999.

FIRMADO POR: EDWIN M. LEE. HAY SELLO EN RELIEVE DEL
FUNCIONARIO DEL CONDADO Y LA CIUDAD DE SAN FRANCISCO.
SIGUE AUTENTICACION DE LA FIRMA QUE PRECEDE POR EL
CONSULADO DE COLOMBIA EN SAN FRANCISCO, CALIFORNIA, BAJO
EL NUMERO 3823 Y AUTENTICACION DE LA FIRMA DEL CONSUL POR
EL MINISTERIC DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA EN

BOGOTA, BAJO EL NUMEROQ- 433709 DEL 27 DE DICIEMBRE DE 1999

©
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CERTIFICATE OF STATUS

I, BIiLL JONES, Secretary of State of the Statea of Calllomia, hereby certify:

That on the 18™ day of June, 1868,
THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA

(Corporate number G00081156)

became Incorporated under an Act of Legisiature of the State of California
entitled, "An Act to Create and Organize the University of Callfornia®; and,

That the corporation s govemed by the provisiona of Articie 1X, Section 8 of the
Constitution of the State of California and Education Code Sections 92000,
et seq; and,

That no record exists in this office of a certificate of dissolution of said
corporation nor of a court order daclaring dissolution thereof, nor of a merger or
consolidation which terminates its existence; and,

That no information Is available in this office on the financial condition, business
activity or practices of this corporation.

IN WITNESS WHEREOF, 1 execute
this certificate and qffix the Great
Seal of the State of California this

19th @Y pay, 1908

Secretary of State

ols 97 1N




CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

505 MARKET STREET, SUITE 2130
SAN FRANCISCO, CALIFORNIA 954105

LA SUSCRITA CONSUL GENERAL DE COLOMBIA
SAN FRANCISCO, CALIFORNIA

No. 2079
CERTIFICA:

Que el sefior BILL JONES , quien autoriza_ el PODER ADJUNTO, ejercia
legalmente en la fecha alli indicada las funciones de SECRETARIO
DE ESTADO del Estado de CALIFORNIA y que la firma y sello que en

el documento aparecen como suyos son los que usa y acostumbra en
sus actos oficiales.

Que tuvo a la vista las pruebas de que la corporacién “THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA” tiene su domicilio en el namero
1111 Franklin Street, 12% Floor, Oakland, California, Zip Code
94607-5200 de los Estados Unidos de America, que existe legalmente

y que ejerce su objeto social de acuerdo con las leyes del Estado
de California , Estados Unidos de América.

Que el sefior JULIE SARRACINO, estd autorizado para representar a
la corporacién “THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA”, asi
como para firmar y presentar los documentos de caracter legal,
diseflar Patentes y en fin realizar todos los actos necesarios en
beneficio de la corporacidén antes citada.

Esta certificacién se expide en cumplimiento al articulo No. 480
del Cddigo de Comercio de la RepUblica de Colombia.

La Cénsul no asume responsabilidad por el contenido ni 1la
legalidad de los documentos presentados para la expedicién de ésta
certificacién.

Se firma en San Francisco, a los Quince (15) dias del mes de
DICIEMBRE de mil Novecientos Noventa y Nueve (1999).

—
U. mm?J
FANNY ITA MONCAYOQO DUQUE

CONSUL GENERAL DE COLOMBIA

PAGADO IMPUESTO D= TIMBRE Y DERECHOS CONSULARES US$107.00

Cables; CONSULBIA SANFRANCISCO - Telefono: (415) 495-7195
small: colombla®@pacbel.nat
Telo Fax: (415) 777-3731 -
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TRADUCCION OFICIAL No.1033/99.-
ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIO DE ESTADO

CERTIFICADO DE CONDICION LEGAL

Yo, BILL JONES, Secretario de Estado del Estado de
California, por el presente certifico: Que el dia 18 de
junio de 1868, THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF

CALIFORNIA (Numero Ccrporativo C0008116}

fue constituida bajo una Ley de la Legisiatura del Estado
de California titulada "Una Ley para Crear y Organizar a

la Universidad de California”", y.

Que la sociedad estd regida por las disposiciones del
Articulo IX, Seccidén 9 de la Constitucién del Estado de
California y las Secciones del Cédigo ce Educacidén 92000

y siguientes; vy,

Que no existe ningin registro en este cdespacho de un
certificado de disclucién de dicha scciedad ni de una
orden judicial declarando la disolucién de 1a misma, ni
de una fusién o consolidacién que de por termjimada su

existengia; vy,




TRADUCCION OFICIAL N .1033/99.-
Que no hay informacidn disponible en este despachc sobre
la condicién financiera, 1la actividadi o pricticas

comerciales de esta sociedad.

EN EVIDENCIA DE LO CUAL, suscribo este certificado e
impongo el Gran Sello del Estado de California, hoy dia
19 de Mayo de 1998.

FIRMADO POR: BILL JONES, SECRETARIO DE ESTADO

HAY SELLO EN RELIEVE DEL SECRETARIQO DE ESTADOC

SIGUE CERTIFICACION (EN ESPANOL) EXPEDIDA POR EL
CONSULADO DE COLOMBIA EN SAN FRANCISCO, CALIFORNIA, BAJO
EL NO. 2079 Y AUTENTICACION DE LA FIRMA DEL CONSUL POR EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA EN

BOGOTA, BAJO EL NUMERO 433710 DEL 27 DE DICIEMBRE DE 1999

LA TRADUCTORA OFICIAL

\&
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PCT/US01/25543
. PATENT COOPERATION TheATY
@\ From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIFICATION CONCERNING HYMAN, Laurence, J.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Townsend and Townsend and Crew LLP
OF PRIORITY DOCUMENT Two Embarcadero Center
PCT - ¢ S 1 Eighth Floor
{ Administrative Instructions, Section 411) San Francisco, CA 94111
. ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of malling (day/month/year) . PR | T o
23 October 2001 (23.10.01)
Applicant's or agent’s file reference
23070-1135PC IMPORTANT NOTIFICATION
Internations! application No. i intemstional filing dats {day/monthiyear}
PCT/US01/25543 v~ 14 August 2001 {14.08.01) —
Imernational publication date {day/month/year) Prioriy date {day/month/year) )
Not yet published 14 August 2000 (14.08.00) —

Applloant

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA etal  ~

1. Tha applicent is heraby notifled of the date of receipt (except where the letters "NR" appear In tha right-hand column) by the
International Buraau of tho priority document(s) rolating 1o tho esrllor applioationis) indicatod bolow. Unless othorwise
indicated bv an asterisk appaaring next to a date of receipt, or by the Iattarg “NR", in the right-hand eolumn, tha priority
document concarned was submitted or transmitted to the [nternational Bureau in compiance with Rufe 17.1{a) or {(b).

2. This updstes and replaces any previously Iasued notification concerning submission or transmitta! of prioril'} documaents.

3. An asterisk{®) sppearing next to a date of raceaipt, In the right-hand column, denotes a priority dooument submitted
or transmitted to tha International Bureau but not in complianes with Rule 17.1(s) or (b). In such a cace, the attention
of the applicant la directed to Rule 17.1(a) which provides that no designated Offlca may disregard the priority olaim
concsmed before giving the applicant sn opportunity, upon sntry into the national phase, to furnish the pricrity document
within a time limit which is reasonable under the eircumstances.

4. The lettors "NR" appearing In the right-hand column denote a priarity dosument which was not received by the International
Bureau or which the applicant did nct request the receiving Office to prepare and transmit to the internatdonal Bureau,
as provided by Rule 17.1(s] ar (b), respactively. In such a case, the sttantion of the applicant is directed to Rule 17.1{c) which
provides that no designated Office may disregard the priority claim concemed bafors glving the applicant an opportunhty,
upon antry into the natlonal phase, to fumish the priority document within a time limit which Is reasonable under the

circumstances.
or PCT recalving Offica
14 Augu 2000 (14.08.00) 09/639,576 us 27 Sept 2001 (27.09.01)

The Internations] Buroau of WIFO Authorized officer '.
21 ove rond Carlos NARANJO W
1211 Genevs 20, Switzerisnd =
Facsimile No. (41-22) 740.14.35 Telophone No. (41-22) 338.83.38
Form PCTAB/304 {July 1088)

TR




+~ JATENT COOPERATION TRE~IY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

{PCT Rule 92bis.1 and

rui :um){bum

.
i

From the INTERNATIONAL BUREAU

HYMAN, Laurence, J.
Townsend snd Townsend and Crew LLP
Two Embarcadero Center

Administrative Instructions, Section 422) E:: g:::::;::o, CA 94111
United States of Amerlca
Date of malling {dey/month/year)
28 November 2002 {28.11.02)
Agpplicent's or agont's file reference
23070-1135PC IMPORTANT NOTIFICATION
intemational applicstion No. Intemational filing date (day/month/year)
PCTAUS01/25643 ./ 14 August 2001 {14.08.01) »
@ 1. The following Indications sppesred on record concsrming:
E(] the applicam Bl the Inventor D the agent D the common representative
Name snd Address- . Stata of Natlonallty , . Residence
pans e . .\
Riverside, CA 92507 slephane No. :
United States of America
Facsimlia No. .
L'I"eTonrert-r No.

Z The Intemationsl Buresu hereby notifies the spplicant that the following change has been recorded conosming:

4. A copy of this natification has been sent to:
[X] the recetving offios
the International Ssarching Awuthority
the international Preliminary Examining Authority

D the person D the name the addroas D the nationality D the residence
Name and Address Stats of Nationality State of Rasidenoce
7480 Riosiheop br. - 2
oruro . " Tala
Riverside, CA 92508 Telsphone Ne.
United States of Amaerica
Facsimila No.
" Teleprintar No.

3. Further obeervations, f necessary:

D the designated Offloss conosrmed

The intarnational Bureau of WIPO

34, chamin des Colombeties ‘
1211 Geneva 20, Switeariand Laurence GALLAY [ G/
Facalmlle No.: (41-22) 740.14.35 Tolaphone No: (41-22) 338.83.38 _

Form PCT/B/308 (March 1084)

o
e bun

|




- DATENT COOPERATION TRLATY

(RSN YRWINIVEY PRI TN

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To: 5 Z !
NOTIFICATION OF THEE RECORDING
HYMAN, Laurence, J.
OF A CHANGE Townsend and Townsend and Crew LLP
(PCT Rule 92bis.1 and Bt Py dero Conter
Administrative Instructions, Sactlon 422) San Franclsco, CA 94111
United States of America
Dats of malling (day/month/year)
28 November 2002 (28.11.02)
Applicant’s or agent’s filo reforence
23070-1136PC IMPORTANT NO'I_1FICA110N
internstional spplication Na. international filing date (day/monthivear)
PCTAUS01/25543 v 14 August 2001 (14.08.01) /

1. The following Indications appearsd on record conceming:

E] the parson IZ' thea

E] the applloant E the Inventor D the agent D the common representative
Name and Address E_ te of Natonailty te ance
?‘lggﬂ-ll Doanls, K. us Us
a ne

Perrls, CA 92571 Telaphone No.

United States of America '
Facsimlis No.
Teleprinter No.

2. The International Bursau hereby notifias the applicant that the following change has been recorded conoemning:

ddress [ | the nationalhty [] theresidence

D the name
Nams and Address

BIDESHI, Dennls, K.
862 Pheasant Str?et

rona, CA 9288
Unitad States of America

3. Further obeervations, if necessary:

[X] the receiving Office
D the Intarnations! Searching Authority
B] the iImarnationsl Prellminary Examining Authority

4. A oopy of this notifieation. has been sent to:

State of Nlﬂnl'lllﬁ State of Residence ‘
us us
Telsphone No.

~Facsimie No-

Tohprlnhr No.

[] the dasinated Offices concerned
m the elected Offices concsrnad

The ltarmationa Bures of WIPO Authorized officer
chemin des Colombattes { g
bad, -y r Laurence GALLAY
Facaimile No.: (41-22) 740.14.56 Telophane No.: (41-22) 338.83.98
Form PCTAB/308 (March 1904) :

et i cihneitns & i ibnscir SRR |




(19) Worid Iatellectual Property Organixation
International Bureau

(43) Internationnl] Publication Date

25070 [Iys oo P

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

| 0 A T L C GV

{10) International Publication Number

(21) Intermational Application Namber:  PCT/US01/25543

{22) Internationsl Flling Date: 14 August 2001 (14.08.2001)

{15 Filing Langaage: English

(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:

9639 576 14 Augus 2000 (14.08.2000) US

(71) Applicant (for all desipnated States except US): THE
REGENTS OF THE UNTVERSITY OF CALIFORNIA
[US/USE: 1111 Franklin Sucer, 12th Floor, Oakland, CA
94607-5200 {US).

(72) Inventors; wnd

(75) luventors/Applicants (for US ondvy: FEDERICL Brian,
A. JUSAUS]: 4995 Chicapa Avenue, Riverside. CA 92507
{US). DIDESIL, Deanls, K. [USRISE: (03 Muko Lune,
JFerris. CA Y2571 {(US). PARK, Hyun-Woo [KR/US]:
802 Grope Street, Riverside. CA 92507 (US). WIRTH,
Margaret, C. |US/US]: X% Bronson Way, Riverside, CA
92506 (US). HWANG, Sung-Hel [US/US]: 10963 Evans
Street, Loma Linda, CA 92354 (US).

{74) Agents: HYMAN, Lasrcnee, U el al.: Townsend and
Townsend and Crew LLP. Two Embercadero Center. Eighth
Floor. San Francisco. CA 94111 (USL.

21 February 2002 (21.02.2002) PCT WO 02/13606 A3
{51) Internationst Patent Classifieation™ AOIN 63/00. (81) Designated States trational): AE. AG. AL, AM. AT. AU,
CI2N 121, 1571, 183 15/63, 15/67. |55 AZ.BA,. BB, BG. BR.BY. BZ.CA.CH.C} . CR.CU,
CZ. DE. DK, DM, DZ, EC. EE. ES, F1. GB, GD. GE. GH.

GM. HR. HU, ID, IL.IN. IS, JP.KE. KG. KP. KR, KZ. LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN. MW,
MX. MZ, NO. NZ. PL. PT. RO. RU. 8D, SE. §G. 8!, SK,
SL. T). TM. TR, TT, TZ, UA. UG. US. UZ. VN. YU. ZA,
v,

{84) Designated States (reglonal): ARIPO mwtent (GH. GM,
KE. LS. MW, MZ. 5D, SL. SZ. TZ. UG, ZW), Eurpsian
patent (AM. AZ, BY, KG, KZ MD. RU. T). T™M). European
patent (AT. BE. CH. CY. DE. DK_ES, FI. FR.GB. GR. IE,
IT. LU. MC, NL. PT, SE. TR). OAP! pateni {BF, B). CF.
CG. CI. CM, GA. GN. GQ. GW, ML. MR, NE, SN, TD.
TG).

Published:

—  with International search report

— before the expiration of the time limit for amending the
elaims and 10 be republished in the evenl of recelpt of
amendmeiis

{88) Date of publicativn of the international search report:
6 June 2002

For two-lener codes and other abbreviations. refer to the "Guid-
ance Noles on Codes and Abbreviations” appearing ot ihe begin-
ning of each regulur issue of the PCT Gacette.

{54) Titie: IMPROVED INSECTICIDAL BACTERIA. AND MEI'I-iODS FOR MAKING AND USING THEM

(57) Abstract: The invention relates ¢ nucleie acid sequences comprising a Bt! or Bitl promoter. or a combination of a Bil and a
Btll promuser, at least 6 configuous nucleatides of & hacterial STAB-SD sequence, ond a sequence encuding & pulypeptide with al
least 0% sequence identity to a 41.9 kD protein of the B. sphoericus ("Bs”) binary toxin. which polypeptide has at least 50% of the
toxicity of the native 41.9 kD protein. Opticnally. the sequence further encodes a second polypeptide with al least 80% sequence
idemity to the 51.4 kD protein of the Bs binary toxin and which can function as a binding domain for the Bs 419 kD toxin proicin.
When the nucleic acid sequences are cxpressed in B. thuringiensis {"B(™) or Bs cells. they result in at least 10 limes the production of
Bs binary toxin companed to untransformed Bs cells. The invention provides nucleic acid sequences, expression vectors, host cells,
and methads of increasing the taxicity of an insecticidal hacterium by transforming the bacterium with nucleic acid sequences of
the invention, Further, the invention relates to the discovery that the Cytl Aal grotein of Bt subspecies istaelensis ("Bti”) reverses
resisiance to Bs binary toxin in larvae of Bs-resistant mosquitoes. The invention provides Bs cells expressing Bti Cytl Aal protein,
and methods of reducing resisiunce to Bs binary toxin hy co-administering the Cytl Aal protein with Bs binary toxin




PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
To: .
LAURENCE J, HYMAN PCT
TOWNSEND AND TOWNSEND AND CREW LLP
TWO EMBARCADERO CENTER. EIGHTH FLOOR NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
SAN FRANCISCO, CA 94111-3834 INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT
(I'CT Rule 71.1)
Dute of Muiling
(day/monithfyear) 03 SEP 2002
Applicunt's or agent’s file reference
) IMPORTANT NOTIFICATION
23070-1135PC
International applicatiun Nu. Internutionul liling dute {day/month/year) | Priorily date (day/monih/year)
PCT/US01/25543 14 Aupust 2001 (14.08.2001) ¥ 14 August 2000 (14.08.2000) J

%3 Applicant

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA !

‘ 1. The applicant is hercby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the
intemational preliminary examination report and its annexes, if any, established on the internarional application.

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the Intemational Bureau for communication
1o all the elected Offices.

3. Where requircd by any of the elected Offices, the Intemational Bureau will prepare an English translation of the
report (but not of any annexes) and will transmit such translation 1o those Offices,

4. REMINDER

2-iH-e
The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing
C§ translations and paying national tees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices)(Articte
* 39(1))(see also the reminder sent by the Intemational Burcau with Form PCT/IB/301).

Where a transition of the inemational application musi be fumished to an clecied Oiiee, Wat wanslation musi
contain a trauslation of any annexes o the intemational preliminary examination report. It is the applicant’s
responsibility to prepare and fumnish such translation direcdy to euch elected Oftice concemed.

For further details on the applicable time limitt and requirements of the elected Offices, see Volume 1 of the
PCT Applicant’s Guide.

Name and mailing address of the IPEA/US
Commusdoncr of Prses snd Traezmria Aol
P ric| E UGAISK!

Fucsimile No. (703)305—3230 Telephone No. 703) 308-0196
Fann PCT/IPEA/416 (July 1992)

PC- S POA MELOY fL-i-a
SR R

. ", _ by




PATENT.COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)
Applicant’s or agent’s file refonmce . . - Sex Natification of Transmiual of International
S FOR FURTHER ACTION o o inary Examination Repon (Form PCT/IPEA/416)
International application No. International filing dute (day/monti/year) Priority date (day/manth/year)
PCTIUS01/25543 14 A!EIII 2001 {14.08.2001) 14 Augnst 2000 (14.08.2000)

Intemational Patent Classification (IPC) ar nuional classification and IPC

1PCT): ADIN 63/00; C12N 1721, 15731, 15/32, I5/63, 15/67, 15/75 und US CL.: 424/93.2, 415/69. 1, 430, 485, 252.3, 252.31,
320.1, 480, 485; 53623.7

Applicant

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA

hp—

1. This international preliminary examination report has been prepared by this Intemational Preliminary
Examining Authority and is transminted to the applicant according to Article 36.

% 2. This REPORT consists of a total nl_;_?)slwcls. including this cover sheet,

D This report is also accompenied by ANNEXES, i.c., sheets of the description, claims and/or drawings

which have been amended and are the basis for this repont and/or sheets containing rectifications made
befare this Authority (see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT).

These annexes consist of a towl ulashucls.

3. This repon contains indications relating 10 the following iems:

1 E Basis of the repont

I} |:| Priority
i [] Nonestablistment of report with regard to novelty, inventive step und industrial applicability
C v |:| Lack of unity of invention

v E Reasoned swtement under Anicle 35(2) with regard to nowelty, inventive siep or industrial
applicability; cittions and explanations supporting such suatement

. Vi D Certzin documents cited
Vil D Certain defects in the international application

vill D Certain observations on the intemations] application

[ Date: of submission of the demand Date of completion of this report

25 Februury 2002 (25.02.2002) 30 July 2002 (30.07.20412)

N
Name and mailing addremn of the IPEAJUS Wﬂi officyr
Comatimjoncr of Paicres srd Tradesmaiks /ﬂ%% imk : 6:
Gubrivle E.

Hex PCT
Washingion, D.C. 20331
Facsimile No. (703)305-3230 Telephons No. (703) 308-0196

Form PCT/IPEA/409 (cover shewt){luly 1998)




Iniemutional application No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCTIUSN1/25543

L. Basis of the report

1. With regard w the clements of the intemutivnad applivation: *
E the iniemational application as originally filed.
X the description:

pages 1-46 as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE . filed with the euer of
the claims:
pages 47-57 , as originally filed
pages NONE , a5 amended (topetier with any statement) under Article 19
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the lewer of
the drawings:
pages 1-5 , as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of
@ D the scquence listing part of the description:
pages NONE , 48 originally filed
papes NONE , filed with the demand
pages NONE . filed with the letwer of .
q 2. With regard w the language, all the elements marked above were available.or fumished to this Authoriry in the

language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this itemn.
These clemenis were available or fumished to this Authority in the following language which is:

D the language of a translation furnished for the purposes of intemational search (under Rule23. 1(b)).
the language of publication of the iniemational application (under Rule 48.3(b)).

the language of the translation furnished for the purposes of inlemational preliminary examination(under Rules
55.2 and/or 55.3).

3. With repard to any nucleatide and/or mnine achd sequence dischwed in the intemitional applicition, the
international preliminary examination was carried oot on the hasis of the )equence listing:

D contained in the international application in printed form,

D filed wogether with the international application in computer readable form,
J D furnished subsequently to this Authority in writken form.

O D fumnished subsequently to this Authority in computer readable form.

D The statement that the subsequently fumished writen sequence listing does not o beyond the disclosure in the
intemational application as filed las been fumished.

. D The statcwent that the infonnation recorded in computer regdable fonn is idendeal w the writen sequence listing]
has been furnished.

4. The amendments have resulted in the cancellation of:

the description, pages pons:
g the claims, Nos. none
& the drawings, shects/fig none

S. D This neport has been eatahlished s if (some of) the anendenents had mu heen made, since they have been considered W go
heyond Ui disclosure ax (lled, ax indicated in the Suppleientul Box (Rule 70.2(c)).** -
* Replacemeni xheetx which have been furnishod to the receiving Office in response o an invitation under Article 14 are referred 1o in

this report ar “originally flied ® and are nol arsiexed to this report xince they do net coniain amendmerds (Rulex 70.16 and 70.17).
** Any replacement xheet containing such amendmenty must be referred to under liem 1 and annexed 1o thix report.

Farm PCT/IPEA/40R (Box 1} (July \998)




Tnternationa] application No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/USI/25543
V. Reasoned statement under Rule 66.2{a)(ii) with regard to novelty, inventive step or Industrial applicability;
citations and explanations supperting such statement
- 1. STATEMENT
Nuovelty (N) Claims 1-100 YES
Claims NONE NO
Inventive Step (1S) Claitms 1-100 YES
Chliims NONE NO
Industrial Applicability (1A) Cluims 1-100 YES
Claims NONE NO
2. CITATIONS AND EXPLANATIONS
Claima 1-100 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(4), because the prior art does not teach or fairly suggest the instant 8. 1.

gene constructs. Pleage note that the sequance diskette submitted 12 November 2001 was defective so that no sequences were
saarched for the 210; this cxamination is based solely upon the word search.

Fonn PCT/IPEA/4(N (Box V) (July 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Ineernutiom application No.

PCT/USDL/23343

A,
iIPCh
us CI..

CLASSIFICATION OF SURJIECT MATTER
:  AOIN 6/00; C13N 1221, 15/31, 15/32, 15/63, 15/67, 15/75
1249, z.-mmn 480, 485, 2523, 352,31, 320.). .m ws: swuv

B.  FIELDS SﬂRCHED

Minumum documeniation searched telassifleation system fullaowed by classification symbuls)
U.S. : 424/93.2, 433/69.1. 697, 173.8. 480, 445, 252.), 252,31, 320.1. 480, 445; 535/13.7, 24.1

Documenuation sarched gther than minimum documeniation ur the extern that such documenis are included in twe Gelds searched

Pleuase See Cominuation Sheet

Elecuumic dats hase consulted during the intermational scarch (name o’ data have and, where practicoble, seurch terms used)

C.  DOCUMENTS CONSIDERED TO) BE RELEVANT

Cawgary *
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BACTERIA INSECTICIDA MEJORADA, Y METODOS PARA ELABORARLA
Y USARLA

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud
de patente estadounidense No. 09/639,576, presentada en
agosto 14 de 2000, 1los contenidos de 1la cual se

incorporan comc referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A pesar de los avances en la ciencla médica y las
nuevas drogas, la malaria, filariaslis, dengue y la
encefalitis viral subsisten como enfermedadeé importantes
de los humanos, un estimado de 2 mil millones de personas
en todo €1 mundo viviendo en 4areas donde estas son
endémicas (The World Health Report - 1999, World Health
Organization, Ginebra, Suiza (1999)). Los agentes
causantes de estas enfermedades son transmitidas por
mosquitos, y por lo tanto los métodos de control de la
enfermedad se han basado principalmente en un amplio
espectro de insecticidas quimicos para reducir 1las

poblaciones de mosquitos. Sin embargo, el uso de



insecticidas quimicos se estad desfasando en muchos paises
debido al desarrollo de la resistencia al insecticida en
las poblaciones de mosquitos. Adicionalmente, muchos
gobiernos restringen el uso de estos quimicos en razén de
las preocupaciones sobre sus efectos sobre el ambiente,
especialmente sobre insectos benéficos no objetivo, y
vertebrados a través de la contaminacién de alimentos y

suministro de agua.

Como resultado de estos problemas, la organizacién
mundial de la salud esté facilitando'el reemplazo de
quimicos con insecticidas basados en bacterias a través
del desarrollo de estdndares para su registro y uso
(Guideline specifications for bacterial larvicides for
public health use, WHO Document WHO/CDS/CPC/WHOPES/99.2,
World Health Organization, Ginebra, Sulza (1999)).
Alguinos e-los productos basaados en bacterias se disefian
para controlar las larvas de los mosquitos, los dos mis
ampliamente utilizados son el Vectobac® y TEKNAR®, los
cuales estdn basados en Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis. Ademis, el Vectolex®, un nuevo producto
basado en B, esfericus ha llegado al mercado
recientemente para controlar los vectores mosquitos de

filariasis y enfermedades virales. Estos productos han



logrado un moderado éxito comercial, pero su alto costo
baja eficacia comparada con muchos pesticidas quyimcios
evitan que sean usados maAs extensivamente en muchos
-paises en desarrollo. Mas atn, han surgido preocupaciones
acerca de su utilidad a 1largo plazo debldo a :la
resistenica, la cual ya ha sido reportada por B.
esfericus en poblaciones de campc de mosquitos Culex en
India, Brasil, y Francia (Sinégre, et al. First field
occurrence of Culex pipiens resistance to Bacillus
sphaericus in southern France, VII European Meeting,
Society for Vector Ecology, 5-8 Sept. Barcelona, Espafia
(1994); Rao et al., J Am. Mosq. Control Assoc. 11:1-5
{1995) ; Silva-Filha et al., J Econ. Entomot 88: 525-530
(1995) ).

Lass propiedades insectividas de estas bacterias éan
debidas primariamente a proteinas insecticidas producidas
durante la esporulacién. En Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis (Bti), las proteinas calve son CytlA (27
kDa), CryllA (72 kDa), Cry4A (128 kDa) y Cry4B (134 kDa),
nientras el B. esfericus (Bs) produce proteinas 41- y 52-
KDA que sirven, respectivamente como la toxina en los
dominios ligantes de una toxina urinaria simple (Federici

et al. in Bacterial Control Of Mosquitoes And Blackflies,



eds.: de Barjac & Sutherland, D. J, 11-44 (Rutgers
University Press, New Brunswick, NJ) (1990); Baumann ‘et

al., Microbiot Rev. 55: 425-436 (1991}}).

Diferencias bioquimicas y toxicolégicas en las
toxinas Bti y Bs sugieren que seia posible construir una
bacteria mejorada al cominar sus toxinas en una bacteria
simple. Se han hecho numerosos intentos de utilizar esta
aproximacién durante la pasada década para crear una
bateria recombinante con 1la toxicidad deseada. Varios
grupos por ejemplo, han introducido genes de toxina Btil
en Bs. Por ejemplo, Bar et al., J. Invertebrate Pathol.
57: 149-1 58 (1991) clonaron genes de endotoxina Bti ;n
Bs 2362, pero encontraron que la actividda bioldgica del
organismo recombinante era inferior que la de Bti. Poncet
et al., Femsmicrobiol Lett. 117: 91-96 (1994) clonaron
los genes Cry4dB y CryllA de Btl en Bs 2297, y Poncet et
al., Appl environ. Microbiol. 63: 4413-4420 (1997)
introdujeron el gen CryllA en la misma cepa mediante
recombinacién homdéloga. Thiery et al., Appl. Environ.
Microbiol. 64: 3910-3916 (1998) introdujeron un gen Bt
cytlAbl pero reportaron que el nivel de expresién del gen

cytlabl era probablemente demasiado bajo para tener

cualquier efecto significativo sobre 1la toxicidad.

50



Servant et al., Appl Environ Microbiol. 65: 3021-3026
(1999) introdujeron toxinas CryllA and CryllBa Bt en Bs
2297 mediante recombinacién in vivo, y mostraron que el
campo de actividad del huésped se puede incrementar de

esta forma. Bourgouin et al., Appl. Environ Microbiol.
56: 340- 344 (1990) introdujeron toxina Bs en Bti, pero
no encontraron efecto sinérgico o aditive entre las
toxinas contra las larvas del mosquito. Los itnentos para
combinar las ventajas de Bs en Bt de otras maneras no han
probado aparentemente su uso comercial. Cultivos de
crecimiento simples de Bs y Bt y luego la combinaciédn de
los organismos, por ejemplo, no es efectiva porque las
esporas de los dos organismos son consideradas pa;a
_ formar una proporcién demaslado grande de la mezcla
resultante en proporcidén a los pesos de las toxinas para

suministrar una toxicidad adecuada.

El desarrollo comercial de los nuevos biopesticidas
es costoso en parte porque las requlaciones de EPA
requieren de ensayoes extensivos, y los méArgenes son
relativamente bajos para, por ejemplo, agentes
farmacéuticos. No parece que cualquierea de los
organismos recombinantes reportados en la pasada década

hayan mosrtado suficiente mejora sobre las cepas Bti or

—-———



Bs comerciales para garantizar el desarrollo para uso

comercial en el control de mosquitos.
RESUMEN DE LA INVENCION

La invenciétn suministra 1listas de secuencias de
nucleédtidos, vectores de expresién, células huésped y
métodos para lcgrar el altb nivel de expresién de la
toxina wurinaria Bs, particularmente en células de
especies de Bacillus y especialmente en células Bs y en

Btl

En particular, la invencién suministra secuencias de
dcido nucleico que comprende#, en el siguiente orden, una
secuencia de é&cido nucleico que comprende, en el
siguiente orden, wun promotor de B. thuringiensis

seleccionado del grupoc que consiste de un promotor BtI,

un promotor a BtII y una combinacién de promotores BtI y

BtII, 6 o mas nuclebtidos contiguos de una secuencia
STAB-SD bacterial, un sitio de unién a ribosoma, y una
secuencia que codifica un primer polipéptido con al mencs
80% de identidad de secuencia a una proteina de toxina de
41,9 kD (SEC ID No.: 9) de la toxina binaria de B.

esfericus, cuyo primer polipéptido es, al menos, 50% tan

- a



téxico como la proteina de toxina de 41,9 kD de la SEC ID
No.: 9. En modalidades mas preferidas, el primer
polipéptido tiene, al menos, 90% de identidad de
secuencia con la SEC ID No. 9 y en la mayoria de las
modalidades preferidas, el primer polipéptido tiene 1la
SEC ID No. 9. La secuencia que codifica el p rimer
polipéptido puede comprender adicionalmente una secuencla
gue codifica un segundo polipéptido con, al menos, 80% de
identidades de secuencia a una proteina de 51,4 kD de una
toxina binaria de B. esfericus (SEC ID No.: 8), cuyas
funciones de polipéptido como un domonio ligante para la
proteina de toxina de 41,9 kD de la SEC ID No.: 9. En las
modalidades preferias, el segundo polipéptido tien, al
menos, 90% de idnetidad de secuencia con la SEC ID No.: 8
y en la modalidad mé&s preferida, tiene la secuencia del
SEC ID NO.: 5. En algunas modalidades, los &cidos
nucleicos comprenden adicionalmente una segunda secuencia
de, al menos, 6 nulecleédtidos contiguos de una secuencia
STAB-SD bacterial. En modalidades particularmente
preferidas, las dos secuencias son secuencias SATB-SD
bacteriales 9-mer vy, en modalidades especialmente

preferidas, las secuencias SATB-SD son 30-40 nucleétidos.



Los 6 o miAs nuclebtidos contiguos de una secuencia
bacterial STAB-SD pueden ser 6, 7, o 8 oligonuclebtidos
contiquos de una secuencia STAB-SD bacterial de 9
nucledtidos. En las modalidades preferidas, los 6 o més
nucledtidos contiguos de una secuencia STAB-SD bacterial
son una secuencla STAB-SD bacterial de 9 nucledtidos. En
algunas modalidades preferidas, la seucnelca STAB-SD
bacterial se selecciona del grupo que consiste de
GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2),
GAGGGGGGG (SEC ID NO.: 3), GAAAGGGGG (SEC ID NO.: 4),
GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), y GRARAAGGGGT {SEC ID NO.: 6).
El promotor de B. thuringiensis es un prmotor cry y en
particular puede ser un promotor cryl. Adicionalmente, el
promotor de B. thuringiensis puede ser un crylhal,
crylRa2, crylhal, crylAad4, crylAa5, crylAa6, crylBal,
crylBa2, crylCai, crylCa2, c¢rylCa3, crylCad4, crylCas,
crylCaé, crylCa7, crylFal, crylFa2, crylAal, cytlAa2,
cytlRa3, o cytlAa4, En algunas modalidades preferidas"el
promotor de B. thuringiensis es un promotor cytlAal. E1l
dcido nucleilco puede tener tanto un promotor BTI como un

promotor BtI, y los dos promotores se pueden traslapar.

La invencidn proporciona ademas vectores de

expresién que comprenden los acidos nucleicos descritos



anteriormente, las células huésped que comprenden los
vectores de expresién. Las células huésped pueden
comprender adicionalmente una proteina de 20 kD
codificada por el operon Bti cryllA. En las modalidades
preferidas, 1la célula huésped es una célula de B.

thuringiensis o una célula de B. esfericus.

La invencién proporciona adem&ds una secuencia de
dcido nucleico gue comprende, en el siguiente orden, un
promotor de B. thuringiensis que se une a una proteina de
factor sigma, 6 o mads nucleétidos contiguos de una
secuencia STAB-SD bacterial, un sitio de unién de
ribosoma, y wuna secuencla que codifica un priner
polipéptido con al menos una identidad de secuencia del
80% a una proteina de toxina de 41,9 kD (SEC ID No. 9) de
una toxina binaria de B. esfericus <cuyo primer
polipéptidd es, al menos, 50% tan téxico como la proteina
de la toxina 41.9 kD de 1la SEC ID NO.: 9. En las
modalidades més preferidas, el primer polipéptido tiene
al menos, 90% de identidad de secuencia con la SEC ID No.
9 y en las modalidades mas preferidas, .el primer
polipéptido tiene la secuencia del SEC ID No. 9. La
secuencia que codifica el primer polipéptido puede

adicionalmente comprender una secuencia que codifica un
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sequndo polipéptido con, al menos, 80% de 1ldentidad de
secuencia con una proteina de 51,4 kD de una toxina
binaaria de B. esfericus SEC ID No. 8, cuyo polipéptido
funciona como un dominio de unién para la proteina de
toxina de 41.9 kXD de la SEC ID No.: 9. En las modalidades
preferidas, el segundo polipéptido tiene, al menos, 90%
de identidad de secuencia con la SEC ID No.: 8 y en la
mayoria de las modalidades preferidas tiene la secuencia
del SEC ID No.: 8. Los 6 o mads nuclebtidos contiguos de
una secuencia STAB-SD bacterial pueden ser 6, 7, u 8
nuclebtidos contigquos de una secuencla STAB-SD bacterial
de 9 nuclebtidos. Las modalidades preferidas, los 6 o mas
nucledétidos contiguos de una secuencia STAB-SD bacterial
son una seucnecia STAB-SD bacterial de 9 nucleétidos. En
algunas modalidades hreferidas, la seucnecia STAB-SD

bacterial se selecciona del grupo que consiste de

GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID NO

2),

GAGGGGGGG (SEC ID NO : 3), GAAAGGGGG (SEC ID NO : 4),
GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).
En algunas modalidades, los Aacidos nucleicos comprenden
adicionalmente wuna segunda secuencia de, al menos 6
nuclebtidos contiguos de una secuencia STAB-SD
bacterial. En modalidades particularmente preferidas, las

dos secuencias son. ambas secuencias STAB-SD bacteriales



11

9-mer y, en modalidades especialmente preferidas, las

secuencias STAB-SD estan 30-40 nuceldtidos aparte.

La invencién suministra adicionalmente métodos para
mejorar la produccién de toxina binaria de B. esfericus
en una célula bacterial huéped, dicho método comprende:
(a) transformar la célula huésped con una secuencia de
dcido nucleico que comprende el siguiente orden, un
promotor de Bacillus turingiencls seleccionado del grupo
que consiste de un promotor de BtI, un promotor BtII, ¥y
una combinaciédn de un promotor BtI y un BtII, al menos 6
nucledtidos contigquos de una secuencia STAB-SD, un sitio
de unién de ribosoma, y una secuencia que codifica un
primer polipéptido con al menos, 80% de identidad de
. secuencia con una proteina de 41,9 kD (SEC ID NO. : 9) de
una toxina binaria de B. esfericus, cuyo primer
polipéptido es, al menos, 50% tan tbéxico como ola
proteina de toxina de 41,9 kXD de la SEC ID No. 9; y (b)
expresar dicha secuencia de &cido nucleico en la célula
huésped; por medio de lo cual la expresién de dicha
secuencia de 4&acldo nucleico mejora la produccién de
toxinas binarias de B. esfericus comparadas con 1la
produccién de toxina binaria de B. esfericus en una

célula de B. esfericus ¢tipo silvestre due no se

OO
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transforma con dicha secuencia de &cido nucleico. En las
modalidades preferias, el primer polipéptido tien, al
menos, 90% de identidad de secuencia con la SEC ID No. 9.
En modalidades particularmente preferidas, el primer
polipéptido tiene la SEC ID No. 9. En algunas
modalidades, la SEC ID No. que codifica dicho primer
polipéptido codifica ademds un segundo polipéptido con al
menos, B0% de identidad de secuencia con una proteina de
51,4 kD de una toxina binaria de B. esfericus (SEC ID No.
8), cuyas funciones de polipéptido como un dominio
gigante para la proteina de la toxina de 41,9 de kD de la
SEC ID No. 9. En modalidades preferidas, el segundo
polipéptido tiene, al menos 90% de identidad de secuencia
con la SEC ID No. B8, y en modalidades particularmente
preferidas, el segundo polipéptido tiene la SEC ID No.
del SEC ID No. B. En algunas modalidades, los aciéos
nuclelcos comprenden adicionalmente una segunda secuen;ia
de, al menos, 6 nuclebtidos contiquos de una secuencla
STAB-SD bacterial. En modalidades particularmente
preferidas, las dos secuencias son ambas secuencias STAB-
SD bacteriales 9-mer y, en modalidades especialmente
preferidas, las secuencilas STAB-SD estan 30-40

nucleétidos aparte.
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En modalidades preferidas, los 6 o més nucleébtidos
contiguos de una secuencia STAB-SD bcterial es una
secuencia STAB-SD de 9 nuclebétidos. En modalidades
particularmente preferidas, 1la secuencia de STAB-SD
bacterial se selecciona del grupo que consiste de

GARAGGAGG (SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID NO

GAGGGGGGG (SEC ID NO.: 3), GARAGGGGG (SEC ID NO : 4),
GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).
Preferiblemente, la célula huésped es una célula de
Bacillus turingiencis o una célula de B. esfericus. En
modalidades preferidas, la célula bacterial huésped

expresa ademds un producto de 20 kD de un gen cryllA,

En otro grupo de modalidades, la invencién

suministra métodos para crear una bacteria recombinante,
dicho método comprende las etapas de: {(a) transformar la

L

bacteria recombinante con una secuencia de acldo nucleico
que comprende, en el siguiente orden: un promotor ‘de
Bacillus turingiesncis seleccionado del grupo que consiste
de un promotor BtI, un promotor BtII, y una combinacién
de un promotor BtI y un BtlI, al menos 6 nuclebdtidos
contiguos de una secuencia STAB-SD bacterial, un sitio de

unién de ribosoma, una secuencia quecodifica un primer

polipéptido con al menos 80% de identidad de secuencia

2),



14

con una proteina de 119, kD (SEC ID No. 9) de una toxina
binaria de B. esfericus, cuyo primer polipéptido es, al
menos, 50% tan téxico como la proteina de toxina de 41,9
kD de la SEC ID No. 9; y (b) expresar la secuencia de
&cido nucleico en la célula huésped. En las modalidades
preforidas, el primer palipéptidao tiene, al menos, 90% de
idnetidad de secuencia con 1la SEC ID No.: 9, y en
modalidades particularmente preferidas, tiene la
secuencia de SEC ID No.: 9. La secuencia que codifica el
primer polipéptido puede adicionalemtne comprender una
secuencia que codifica un segundo polipéptido, cuyo
segqundo polipéptido tiene, al menos 80% de 1i1dentidad de
secuencia con una proteina 51,4 kD de una toxina binaria
de B. esfericus (SEC ID No. 8), y puede funcionar como un
dominio de unién para que la proteina de toxina de 41,9
kD de la SEC ID No. 9. En las modalidades preferidas, el
segundo polipéptido tienee, al menos, 90% de identidad de
secuenciaa con la SEC ID No. 8, y en modalidades
particularmente preferidsas, tiene la secuencia del SEC
ID No. 8. En algunas modalidades, los 6 o mAs nucleébdtidos
contiguos de wuna secuencia STAB-SD bacterail es una
secuencia STAB-SD bacterial de 9 nuclebtidos. En
modalidades maAs preferidas, la secuencia bacterial se

selecciona de un grupo que consiste de GAAAGGAGG (SEC ID

[ —,
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NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2), GARGGGGGGG (SEC ID
NO.: 3), GAAAGGGGG (SEC ID NO.: 4), GARAGGAGG (SEC ID
NO.: 5), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6). En algunas
modalidades, los dcido nucleicos comprenden
adicionalmente una segunda secuencla de al menos 6
nucleétidos contiguos de una secuencla STAB-SD bacterial.
En modalidades particularmenhte preferidas, las dos
secuencias son ambas secuencias STAB-SD bacterail 9-mer
Y, en modalidades especialmente preferidas, las
secuencias STAB-SD estan 30-40 nuclebétidos. En
modalidades preferidas, la bacteria recombinante se
selecciona del grupo que consiste de Bacillus
turingiencis, B. esfericus; Yy un miembro de una especie

de bacillus diferente de Bti o Bs.

Ain en otro grupo de modalidades la invencién
suministra“un método para incrementar la toxicidad de una
bacteria de Bacillus turingiencis a una larva de ;n
mosquito, dicho método comprende las etapas de: (a)
transformar dicha bacteria con una secuenclia de A&cido
nucleico que comprende, en el siguiente orden, un
promotor de Bacillus turingiencis seleccionado del grupo
que consiste de un promotor BtI, un promotor BtII y una

combinacién de un promotor BtI y BtII, los 6 o més

—_



nucledétidos contiguos de una secuencia STAB-SD bacterial,
un sitio de unién de ribosoma, y una secuencia dque
codifica un primer polipéptido con, al menos, B80% de
identidad de secuencia con una proteina de 41,9kD (SEC ID
No. 9) de una toxina binaria de B. esfericus, cuyo primer
polipéptido es al menos 50% tan téxico como la proteina
de toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. 9; y (b) expresar
dicha secuencia de 4acido nucleico en la bacteria; por
medio de la cual la expresién de dichas secuencias de
dcido nucleico hace dicha bacteria mas téxica a dicha
larva que la célula de B. esfericus tipo silvestre que no
se transforma con dicha secuencia de Aclido nucleico. En
modalidades preferidas, el primer polipéptido tiene, al
menos 90% de identidad de secuencia con la SEC ID No. 9.
En modalidades particularmente preferidas, el primer
polipéptido tiene la secuencia de SEC ID No. 9. En
algunas modalidades, la secuencia de #&clido nucleico
comprende adicionalmente una secuencia de, al menos, 6
nuclebtidos contiguos de una secuencia STAB-SD bacterial.
En modalidades particularmente preferidas, las doa
secuencias de, al menos, 6 nuclebStidos son ambas
secuencias STAB-SD bacterial 9-mer y, en modalidades
especialmente preferidas, las secuencias STAB-SD estén

30-40 nuclettldos aparte.

e Eep
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En modalidades preferidas, la secuencia que codifica
el primer polipéptide comprende adicionalmente una
secuencia que codficia un segundo polipéptido, cuyo
sequndo polipéptido tiene, al menos, 80% de identidda de
secuencia con una proteina de 51,4 kD de una toxina
binaria de B. esferitus (SEC ID No. 8) y puede funclonar
como un dominio de unidén para una proteina de toxina de
41,9 kD de SEC ID No. 9. En modalidades mAs preferidas,
el segundo polipéptido tiene, al menos, 50% de ldentidda
de secuencia con la SEC ID No. 8 y en modalidades
particularmente preferidas, el segundo polipéptido tiene
una SEC ID No. del SEC ID No. 8., Adicionalmente, en
modalidades preferidas, dichos 6 o mas nucledtidos
contiguos de una SEC ID No. STAB-SD bacte.rial es una
secuencia STAB-SD bacterial de 9 nucledtidos, vy, en
modalidades particularmente preferidas, 1las secuencias
STRB-SD bacteriales de 9 nucleétidos se seleccionan del
grupo que consiste de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1),
GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.: 3),
GAAAGGGGG (SEC ID NO.: 4), GAAAGGAGG (SEC ID NO.: S), y
GAAAGGGGT (SEC ID NO : 6). En modalidades especlalmente
preferidas, la bacteria comprende adicionalmente un

producto de 20 kD del gen cryllA.

Al

——



En aifn otro grupo de modalidades, la invencién
suministra células recombinantes de B. esfericus, dichas
células comprenden secuenclias de A4cido nucleico que
comprenden en el siguiente orden, un promotor de Baclllus
turingiencis seleccionado del grupo que consiste de un
promotor BtI, BtII, y una combinacién de un promotor BtI
y un BtII, al menos 6 nucledtidos contigﬁos de una
secuencia STAB-SD bacterial, un sitio de unidnde
ribosoma, y una secuencia que codfica un primer
polipéptido con, al menos, 80% de identidad de secuencia
con una proteina de 41,9 kD (SEC ID No. 9) de una toxina
binaria de B. esfericus, cuyo primer polipéptido es, al
menos, 50% tan téxico como la proteina de toxina de 41,9
kD de la SEC ID No. 9. En las modalidades preferidas, el
primer polipéptido tiene, almenos, 90% de identidad de
secuencia con la SEC ID No. 9 y en modalidades més
preferidas tiene la SEC ID No. 9. En algunas modalidadéé,
los &cidos nucleicos comprenden adicionalmente una
segunda secuencia de, al menos, 6 nucledétidos contigquos
de una secuencia STAB-SD bacterial. En modalidades
particularmente preferidas, las dos, al menos, 6
secuencias de nucledtidos son ambas secuencias STAB-SD

bacteriales 9-mer vy, en modalidades especialmente

I re———————



preferidas, las secuencias STAB-SD esta en 30-40

nuclebdtidos.

En las modalidades preferidas, la secuencia que
codifica un primer polipéptido comprende adicionalmente
una secuencia que codifica un segundo polipéptido cuyo
sequndo polipéptido tiene, al menos, 80% de identidad de
secuencia con una proteina de 51,4 kD de una toxina
binaria de B, esfericus (SEC ID No. 8), y puede funcionar
como un dominio de unién para una proteina de toxina de
41,9 kD de unma SEC ID No. 9. En modalidades més
preferidas, el segundo polipéptido tiene, al menos, 90%
de idnetidda de secuencia con la SEC ID No. 8 vy én
modalidades especialmente preferidas, tiene la secuencia
del SEC ID No. 8. En algunas modaliéades, los 6 o mas
nucledtidos contiguos de una secuencia STAB-SD bacterial
es una secuencia STAB-SD bacterial de 9 nucleétidos y, en
modalidades preferidas, la secuencia STAB-SD bacterial de
9 nucleétidos se selecciona del grupo que consiste de
GAAAGGAGG (SEC 1D NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2),
GAGGGGGGG .(SEC ID NO.: 3), GAAAGGGGG (SEC ID NO.: 4),
GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6-).

En algunas modalidades preferidas, el promotor de
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Bacillus turingiencis es un promotor cry. En modalidades
mis preferidas, el promotor de Bacillus turingiencis se
selecciona del grupo que consiste de crylAal, crylAa2,
crylRa3, crylAad, crylAa5, crylAa6, crylBal, crylBa2,
crylCal, crylCa2, crylCa3, crylCa4, crylCab5, crylCaé,
crylCal, crylFal, crylFa2, crylRal, cytlAa2, cytlAa3, y
cytlhRad4d y, en modalidades particularmente preferidas, es
un promotor cytlAal. En modalidades particularmente
preferidas, la célula expresa adicionalmente un produco

de 20 kD de un coperon cryllA.

Adicionalmente, la invencién suministra métodos para
incrementar la toxicidad de una célula de B. esfericus,
dichos métodos comprenden {a) tranformar la célula con
una secuencia de &cido nucleico que comprende, en el agte
orden, un pkomotor de Bacillus turingiencis seleccionado
del grupo que consiste de un promotor BtI, un promotor
BTII, y una combinacién de un promotor BtI y un BTII, al
menos, 6 nucledtidos contiguos de una secuencia STAB-SD
bacterial, un sitio de unién de ribosoma, y una secuencia
que codificau n primer polipéptido con, al menos 80% de
identidad de secuencia con una proteina de 41,9 kD (SEC
ID No. 9) de una toxina binaria de Bacillus turingiencis,

al menos, 50% tan téxico como la proteina de toxina de
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41,9 kD de la SEC ID No. ; y (b) expresada dicha
secuencia de &cido nucleico en la célula huésped; por
medio de lo cual la expresién de dicha secuencia de acido
nucleico incrementa la toxicidad de dicha célula
comparada con la célula de B. esfericus tipo silvestre
que no se transforma con dicha secuencia de acido
nucleico. En las modalidades preferidas, el primer
polipéptido tiene, al menos, 90% de identidad de
secuencia con la SEC ID No. 8 vy, en modalidades
particularmente preferidas, tiene la secuencia del SEC ID
No. 9. En modalidades preferidas, la secuencia que
codifica dicho primer polipéptido comprende adem&s una
secuencia que codifica un sequndo polipéptido, cuyo
sequndo polipéptido tiene, al menos, 80% de identidad de
secuencia con una proteina de 51,4 kXD de una toxina
binaria de B. esfericus (SEC ID No. 8), y puede funcionar
como un dominio para una proteina de toxina de 41,9 kD de
la SEC ID No. 9. En modalidades mids preeridas, el segundo
polipéptido Liene, al menos,, 90Y% de identidad de
secuencia con la SEC ID No. 8 vy, en modalidades
particularmente preferidas, tiene la secuencia del SEC ID
No. 8. En algunas modalidades, la secuencia de A4cido
nucleico comprende adicionalmente una segunda secuencia,

de al menos, 6 nucledtidos contiquos de una secuencia de
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STAB-SD bacterial. En modalidades particularmente
preferidas, las ] dos, al menos, 6 secuencias de
nucledtidos son ambas secuencias STAB-SD bacteriales 9-
mer y, en modalidades especialmente preferidas, las

secuencias STAB-SD estd en 30-40 nuclebtidos.

En modalidades preferidas, los 6 o mAs nuclebdtidos
contiguos de una secuencia de STAB-SD bacterial es una
secuencia de STAB-SD bacterial de 9 nucleétidos y, en
modali&ades particularmente preferidas, la secuencia
STAB-SD bacterial de 9 nucledtidos se selecciona del
grupo que consiste de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1),
GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO : 3),
GAAAGGGGG (SEC ID NO.: 4), GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), y
GAARAGGGGT (SEC ID Nb.: 6). En las modalidades preferidas
de los métodos, el promotor de Bacillus turingiencis es
un promotor cry. En métodos mas preferidos, el promotor
de Bacillus turingiencié se selecciona del grupo que
consiste de Adicionalmente, el promotor de B.
thuringiensis puede ser un crylAal, crylAa2, crylAa3,
crylhad, crylAa5, crylAa6, crylBal, crylBa2, crylcCal,
crylCa2, crylCa3, «crylCa4, crylCa5, crylCas, crylcéi,
crylFal, crylFa2, crylAal, cytlRa2, cytlAa3, y cytlhad.

En el método mas preferido, el promotor de Bacillus
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turingiencis es un promotor de Bacillus turingliencis es

un promotor cytlAal.

En aidn otro grupo de modalidades, 1la invencién
suministra métodos para reducir la resistencia de una
toxina binaria de B. esfericus, dicho método comprende
expresar una bproteina cytlaal (“Bti”) de Bacillus
turingiencis subsp. israelensis en una célula de B.

esfericus que expresa dicha toxina binaria.

La invencién también suministra métodos para reducir
la resistencia de una toxina binaria de B. esfericus,
dicho método comprende expresar una proteina cytlRal Bti
en una célula Bacillus turingiencis que exprea una toxina
binaria y para reducir la resistencia a wuna toxina
binaria de B. esfericus, dicho método comprende
administrar proteina cytlAal Bti con dicha toxina
binaria. La proteina cytlAal Bti puede estar una célula
Bti en polvo lisada, liofilisada:; esto también puede ser
una proteina purificada. La proteina cytlAal Bti se puede
administrar en una proteina cytlAal a una proporcién Bs
seleccionada desde aproximadamente 1:2 a aproximadamente

1:50. Preferiblemente, la proteina cytlAal Bti suministra
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en una proteina cytlRal a una proporciétn Bs de

aproximadamente 1:10.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Ta figura 1 establece la secuencia de nucledbdtido
{(SEC ID No. 7} y la secuencia de aminoacido mcodificada
de un fragmento utilizado para clonar la toxina binaria
Bs en un pléasmido. “Sigma E” y “Sigma K” denota 1los
sitios de unién para los factores Sigma E y K,
respectivamente. La secuencia subrayada entre 1los
nucledtidos 537 y 660 denota una porcién clonada en la
secuencia mediante PCR para introducir una secuencia
STAB-SD, la cual se de nota tanto en letras maylsculas en
la porcién sefialada, como en superescrito “STAB-SD”. Los
codones de arranque y parada de la proteina 51,4 kD (SEC
ID No. 8} y de la proteina de 41,9 kD (SEC ID No. 9) de
la toxina binaria Bs se notan bajoc la secuencia de
aminodcido. Las secciones subrayads entre los nucleétidos
725 y 730, y entre 2245 y 2250, marcados “RBS¥,

representan los sitios de unién de ribosoma.
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DESCRIPCION DETALLADA
I. INTRODUCCION

La invencién suministra secuencias de Aacido
nucleico, vectores, célula huésped, y métodos para
obtener altos niveles de sitesis de la toxina binaria de
B. esfericus (“Bs”) en células bacteriales recombinantes.
La toxina de Bs es muy potente, pero es producida
mediante las célula Bs tipo silvestre a bajos niveles.
Este, siendo solo una toxina simple, en contraste, por
ejemplo, con Bt, que produce un complejo de toxina,
permite el ripido desarrollo de insectos resistentes a la
toxina. Incrementado la cantidad de toxina producida por
célula se incrementa el poder de muerte de la formulacién
biopesticida resultgnte y disminuye la posibilidad de que
la larva que ingiera el biopesticida sobreviva. M&s aun,
el incremento en 1la cantidad de toxina por célula
incrementa grandemente 1la eficiencia del proceso ée
produccidén de fermentacién de toxina bacterial, y reduce
la cantidad de productobacterial que se debe aplicar para
lograr controp de insectos. Asi, 1la invencién reduce
marcadamente el costo de produccién y el uso y hace los

biopesticldas mas competitivos con pesticldas quimicos,

6%
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que pueden ser efectivos, pero mas dafiinos

ambientalmente.

Los 4cidos nucleicos de la invencidn son secuencias
heterblogas hechas al insertar una secuencia de Aacido
nucleico STAB-SC entre un promotor fuerte de un gen Bt y
el sitio de wunién del ribosoma, y combinar esta
construccién con una secunecia de A&cldo nucleico que
codifica la proteina de unién de la toxina Bs, o la
proteina de toxina, o ambas. En las modalidades
preferidas, ambas proteinas estan presentes.
Sorprendentemente, aplicando un promotor Bt fuerte con 1la
secuencia de acido nuclieco STAB-SD da como resultado un
incremento dramatico en 1la produccién de toxina Bs
mediante al menos 10, y usualmente 15 a 20, vece mas la
cantidad de protazina producida por cepas estindar de B.
esfericus (tipo silvestre) no alteradas. La presencia de
la toxina binaria del Bs, a sﬁ vez, da como resultado
incrementos sorprendentes en la toxicidad de las células
recombinantes. Pcr ejemplo, la toxicidad de las células
recombinantes contra las larvas de los mosquitos del
género Culex se incrementa mas de diez veces comparadas

con las células recombinantes.
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Opcionalmente, la célula recombinante contiene
adicionalmente un producto similar a chaperona de 20 kD
de un operon cryllA. Sorprendentemente, la presencia de
esta proteina incrementa la sintesis de proteina Bs de la
secuencia de Aacido nucleico descrita anteriormente
mediante un 50% a 100% adicional, e incrementado asi la
produccién de toxina Bs a 20 a 30 veces mas que la

producida mediante cepas estandar Bs.

Debido a los costos de obtener aprobacién
regqulatioria para nuevos pesticidas y similares, es
generalmente deseable que la toxicidad de las células
bacteriales se incremente al menos aproximadamente 5
veces contra un organismo de interés para garantizar la
inversién. Los esfuerzos de otros durante mé&s de una
década para producir toxina Bs en Bs y BRacillus
turingiencis (“Bt”) han dado como resultado incrementos
en cantidades de produccidén de toxina de 2, 3 o 4 veces
demasiado modestos para ser de interés para produccién
comercial o para uso en campo. Asi, la capacidad de la
invencién para permitir la produccién de toxina Bs en
cantidades que son al menos 10, mas usualmente 15, vy
tanto como 20, 25 a Una 30 veces tan altas que como

aquellas producidas en cepas estidndar de Bs es un avance
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significativo y sorprendente en la técnica. Igualmente
sorprendente, en ensayos contra mosquitos culex, un
vector significativo de enfermedad humana, la toxicidad
de las células Bt transformadas con los &acidos nucleicos
de la invencién se mejord, al menos, diez veces, sin
disminuir la toxicidad de las células a otros géneros de

mosquitos.

Los Biopesticidas tales como el Bt son producidos
comercialmente en bioreactores. La capacidad suministrada
por la invencién pa incrementar la toxicidad de células
bacteriales tales como Bt o Bs significan que la cantidad
de toxina producida por unidad de medio de cultivo se
incrementara, permitiendo el cultivo de cantidades més
pequefias, y disminuyendo conmensurablemente en el de
materia prima utilizada para el medio de cultivo. De esta
forma, la invencién reduce el costc de producir
biopesticidas, que extendrd las situaciones en las cuales
este es efectivo en costos utilizarlos en 1lugar de
pesticidas quimicos. Mas aln, la invencién también
proporciona la capacidad de convferir toxicidad basada en
toxina Bs sobre especies bacteriales normalmente no
téxicas, y especialmente sobre especies de bacillus que

normalmente no son téxicas a las larvas de los insectos.
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En razén a los atributos de estas otras. especies de
baclerias, Lales coumo la persistencia on  amblentes
particulares, son probablemente diferentes que las Bt y
las Bs que han servido lejos como biopesticidas, 1la
invencién también proporciona biopesticidas con una
escala diferente de atributos de adquellos habitualmente
disponibles. La invencién expande de esta manera la
escala de opciones para funcionarios de salu piblica y
cientificos de 1la agricultura en combatir plagas de

insectos.

La capacidac para producir altos niveles de oxima Bs
es particularmente 1itil para incrementar la toxicidad de
subespecies Bt, tales como la subsp. Israelensis, que es
util para controlar plagas de dipteros tales como larvas
de mosquitos y jejenes (esta cepa de Bt es denominada en
lo sucesivo como “Bti”) subsp. Kurstaki, que es
habitualmente 1Gtil para controlar plagas orugas,
incluyendo, por ejemplo, el gusano de oreja del maiz
(Heliothis zia), 21 engasador de col (Trichoplusia m), y
el gusano “fall army” (Spodoptera frugiperda), y la
subsp. morrisoni, que es activa, por ejemplo, contra
plagas de coleopteros tales como el cucarrén de la papa

colorada (Leptinotarsa decemlineata), y el cucarrédn de la
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hoja del chopo de la carolina (Chrysomela scripta), asi

como también la subsp. tenebrionis, y la subsp. aizawai.

Mas adn, la invencién permite a la extensién de la
escala del huésped del biopesticida (esto es, este se
extiende los organismos contra los cuales el biopesticida
es téxico). La toxina Bs e téxica primariamente a las
larvas de las especies Culex y anbéfeles, mientras que el
Bti es mids activo contra las especies de culex y Aedes.
Asi, la expresidtn de altos niveles de toxina Bs en
células Bti no solo incrementa su toxicidad al Culex,
sino también hace a las células agentes més utiles contra
las especies de anofeles. En razén a que las especies de
anofeles son un vector principal de la malaria, esta
escala del huésped incrementada sola de la invencién una

adicidn mayor al arsenal de salu piblica.

La invencién se relaciona adenas con el
descubrimiento de que la proteina cytlAal (también
conocida como “cytlA”) del Bti puede restaurar la
toxicidad del Bs a los mosquitos que fueron altamente
resistentes a la toxina Bs. Otros grupos han mostrado
previamente que el mecanismo de resistencia al Bs se

pierde al unirse a receptores en el intestino medio del

=



31

insecto. Sin desear ser coincidente con la teoria, parece
que el Cytlhal permite la insercién de la toxina Bs en la

membrana micropilar del intestino medio, restaurando la

toxicidad.

Trabajando con poblaciones de Culex quiquefasciatus,
al menos, treintamil veces resistente a B. esfericus
2362, la cepa utilizada en formulaciones biopesticidas
comerciales, combinar Bti CytlAal con B. esfericus
suprimié completamente la resistencia. Alguna supresidn
de la resistencia se habla mostrado previamente con una
proteina CYT diferente, la CYT1Ab del Bacillus
turingiencis subsp. Medellin (“Btm"). Thiery et al.,
Appl. Environ. Microbiol. 64: 3910-3916 (1998} .
Sorprendentemente, sin embargo, la supresién de la
resistencla por Btl cytlA es varlas veces mas alta que
aquella que se logré con Btm CytlAb. MAs atin, en razédn a
que la Bs 2362 es la cepa comercialmente utilizada y a
la cual las poblaciones de mosquito objetivo ya han
desarrollado resistencia significativa, es
particularmente importante suprimir la resistencia a esta
cepa. Asi, el descubrimiento de que la proteina Bti

CytlAal restaurece la toxicidad al Bs 2362 ofrece una
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solucién a un problema principal que ha desanimado el

continuar con el curso del Bs como un biopesticida.

Este descuktrimiento puede ser explotado al producir

Bti CytlAal en una célula bacterial que produce toxina-

Bs, tal como wuna célula Bs o una célula Bt
recombinantemente alterada para producir toxina Bs. Si la
toxina Bs se produce en una célula Bs recombinantemente
alterada para expresar Btl CytlRal, es preferible también
transformar la célula para expresar la proteina similar a
chaperona de 20 kD codificada por el operon cryllA. la
secuencia del cytlAal estd disponible del GenBank bajo el
nimero de acceso X03182, y fue publicada por Waalwijk et
al., Nucl. Acids Res. 13: 8207-8217 (1985). El1 operon
cryllA y la proteina de 20 kD codificada se discuten

adicionalmente adelante.

Relativamente, la proteina Bti CytlRa o las células
Bti que producen CytlAa (o células de otras especies de
bacilos recombinantemente alteradas para producir Bti
ctylAa se pueden agregar a células, grénulos o polvos
prodeucidos de Bs para hacer los granulos tébxicos a

organismos que de otra forma serian resistentes.

o\
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Como se mostrd en los ejemplos, cantidades bajas,
relativamente modestas de proteina cytlAal son
suficientes pare suprimir dramadticamente o eliminar la
resistencia. En modalidades preferidas, 1la proteina
CytlAal se puede agregar a una mezcla Bs en una
proporciédn seleccionada de 1: 2, 1: 3,1: 4,1: 5,1: 6,1;:
7,1: B, 1: 9 0 1: 10, con 1 : 10 siendo la mis preferida
en razén a que esta logra hacer reversar la resistencia
con relativamente bajas cantidades de material agregado.
Proporciones mayores tales como: 1: 12,1: 15,1: 20,1:
25,1: 30,1; 35,1 : 40,1: 45,1: 50,1: 55,1: 60,1: 65, o 1:
70 pueden también ser empleadas si, por ejemplo, se desea
reducir el costo de agregar la proteina CytlAal, con el
entendimiento de que proporciones mAs bajas pueden
suministrar supresién un poco mds baja de la resistencia.
Los ensayos enseflados en el ejemplo 5 se pueden utilizar
para ensayar cualqulier proporcién particular para
discernir si se suministraria el grado de reverso de la
resistencia deseada. Las proporciones CytlAal a Bs de

menos de 1: 100 no son preferidas.

La proteina CytlAa se puede agregar come gréanulos
purificados; sin embargo, es usualmente mas facil agregar

CytlAa en la forma de célulasBti que producen CytlAa.

LV
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Convenientemente, las células Bti son lisadsa vy
liofilizadas para formar un polvo antes de mezclarse con
el Bs. En las modalidades preferidas, el Bs es la cepa

2362.

Basados en los resultados, otras proteinas Cytl de
Bti trabajardn de la misma manera para reversar la

resistencia de la toxina binaria Bs.

Las personas expertas en la técnica estéan
conscientes de que 1las celulas Bs y Bt no son
generalmente administradas juntas. Sin desear estar
apegados a la teoria, esto sSe puede deber a 1la
preocupacién de que el peso de las esporas producidas por
cada una de las especies con relacidén a la toxina pudiera
reducir la cantidad efectiva de toxina que 1la larva
objetivo pueda ingerir. Las cantidades modestas de Bti
que necesitan ser agregadas para lograr supresiones de
resistencia, sin embargo, remueven esta preocupacién como
un factor: Los estudios reportados en los ejemplos
muestran amplia toxicidad cuando las células Bti se

mezclaron con Bs.

&
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El Bt ha 8ido utilizado comercialmente como un
biopesticida durante algunos veinte afios, y el Bs se ha
tulizado comercialmente durante algunos & afios. El uso de
Bti y Bs en el campo se ha revisado, por ejemplo, in
mulla, M.S., "Activity, field efficacy, and wuse of
Bacillus turingiensis israelensis against mosquitoes,”
pp. 134-160 y en Yap, H.-H.,"Field trials of Bacillus
sphaericus for mosquito control" pp. 307-320, en H. de
Barjac y D. J. Sutherland. eds. Bacterial Control Of
Mosquitoes And Blackflies. Rutgers University Press (New
Brunswick, NJ, 1990). Las personas expertas en la técnica
estadn por lo tatno familiarizadas con el crecimiento de
grandes cantidadss de organismos Bti de Bs, con formular
biopesticidas provenientes de aquelos organismos. Y con
aplicar las formulaciones en el campo. Los organismos
recombinantes y los métodos descritos aqui se pueden
utilizar en cualquiera de los métodos conocidos en la
técnica para formular  biopesticidas provenientes de

células Bti Bs.

Las células recombinantes Bs de la invencién se
pueden utilizar en cualquiera de los métodos en los
cuales los biopesticidas Bs son habitualmente utilizados,

pero se pueden aplicar a proporciones de aplicacién méas

LY
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bajas proporcionadas a su toxicidad imcrementada con
paradas con la cepa habitualmente utilizada
comercialmente. Por ejemplo, si el Bs recombinante tiene
una toxicidad dé 10 veces de la cepa habitual, 1a‘décima
parte del peso del material habitualmente utilizado se
puede aplicar para obtener la mismapotencia de muerte.
Mas aun, las células recombinantes dque expresan el
cytlAal se pueden wutilizar contra poblaciones de
mosquitos gque han llegado a hacerse resistente a la

toxina binaria de este tipo silvestre.

Células Bt recombinantes de la invencién producen
toxinas binarias Bs que se pueden utilizar para controlar
los organismos normalmente controlados mediante bt, ¥y
ademds se pueden utilizar contra especies de anéfeles.
Como se discutid en conexién con el Bs recombinante,
anterior, el Bt recombinante que expresa altos niveles de
toxina Bs se puede aplicar aa proporciones de aplicacién
mds bajas proporcionadas a la toxicidad incrementada del
recombinante al organismos obtetivo comparado con la cepa
habitualmente utilizada comercialmente. Asi, la invencién
permite el uso de menos material. En razén a que la
reduccidén de la cantidad del bt o Bs significa que menos

bt o Bs tiene que ser crecido, se requiere menos materia
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prima para proéucir la misma cantidad de potenica de
muerte y asi el costo neto de producir material
sufiociente para tratar una cantidad dada de &rea se

disminuye.

Las secciones de adelante defionene los términos
utilizados en esta descripcidn. Ellos discuten entonces
las bacterias Bt 'y Bs y sus toxinas, los promotores DbBt
adecuados para uso en la invencién, las secuencias STAB-
SD, el ensamblaje de secuencias de &cido nucleico de 1la
invencién, y la proteina similar a chaperona de 20 kD,
asl como también la elaboracién y el uso de &cidos
nucleicos, vectores, células huésped y bacterias de la

invencién.

II. DEFINICIONES

A menos que se defina de otra manera, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el
significado cominmente entendido por una persona experta
en la técnica a la cual pertenece la invencién. Las
siquientes referencias suministran a un experto una
definicidn general de muchos de los Lérminos utilztados

en esta invencidén: Singleton et al., Dictionary of
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Microbiology and Molecular Bioclogy (2d ed. 1994); The
Cambridge Dictionary Of Sclence And Technology (Walker
ed., 1988); and Hale & Marham, The Harper Collins
Dictionary of Biology (1991). Aunque cualquiera de los
métodos y materiales similares o equivalentes a quelos
descritos aqui se pueden tuilziar en la préctica o ensayo
de la presente invencién, los métodos preferidos y los
materiales se describen. Como se wutilizan aqui, slo
siguientes términos tienen los significados adscritos a

ellos a menos que se especifique otra cosa.

"Bacillus turingiencis”, "B. thuringiensis", y “Bt"
se refiere a una bacteria del suelo gram positiva
caracterizada por su capacidad para producir inclusio;es
cristalinas durante 1la esporulacién. Las inclusiones
incluyen endotoxinas insecticidas. Las inclusiones
comprenden proteina insecticidas (algunas veces
denominadas como “protelna de <c¢ristal” (codificadas
nediante genes llevados sobre plasmidos. La bacteria se
puede “curar” del plasmido al crecerlas a temperatura
elevadas, dando como resultados células que no producen

proteinas de cristal. Tales bacterias son denominadas

como células “acristaliferas” o “con menos cristal”.
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"Bacillus sphaericus", o"Bs" se refiere a una
bacteria del suelo gram positiva que también produce un
cristal para esporal de proteinas téxicas a ciertos

insectos.

"toxina biraria" se refiere a la toxina producida
mediante Bs. La toxina se comprende de dos proteinas, una
de las cuales sirve como una porcidén de unidén y una de
las cuales sirve como la toxina. Las dos proteina son
capaces de asociarse en una soluciétn para formar una
toxina funcional. Las secuencias de nuclebétido vy
aminodcido de las proteinas son reportadas en Baumann et
al., J. Bacteriol. 170: 2045-2050 (1988). La proteina
51.4 kD (SEC ID NO : 8) funciona comoc el dominio de unién
de la proteina 41,9 kD (SEC ID No.: 9) funciona como el
dominio de toxina. Como se utiliza aqui, referencias a
cualquiera de las proteinas incluyen variantes naturales
y tales variantes sintéticas no reducen més del 508 (a)
con respecto a la proteina de toxina de 41,9 kD, 1la
toxicidad de la proteina o (b) con respecto a la proteina
de union 51,4 kD, 1la capacidad de la proteina para
permitir la unién a la proteina de toxina.
Especificamente contemplados estan las varaintes

sintéticas en las cuales las sustituciones conservadoras
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de aminocacidos se hacen, tales como sustitulr un Aacido

glu’'tamico por un acido aspartico o viceversa.

"Cry” y "Cyt" se refiere a miembros de dos familias
de proteinas producidas por B. thuringiensis. La
nomenclatura en la técnica ha cambiado recientemente de
refererise a varias proteinas Cry mediante numerales
romanos (destinados a denotar la escala evidente de
organismos a los cuales las proteinas no son téxicas) a
niumeros arabigos; las proteina Cyt también fueron
redisefadas. Una tabla de comprensidén que correlaciona la
nomenclatura de las designaciones més viejas y las
designaciones habituales para algunas de las proteinas
130 Cry y Cyt se establecen en Crickmore et al.,

Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: B07-813 (1998).

La proteina ahora denominada “CytlAal” fua algunas
veces friamente denominada como “Cyta”, o “CytlA“;

referencias aqui a CytA o CytlA se refieren a CytlAal.

Siguiendo el uso esta&ndar en la técnica, el uso de
los términos “cry” o “cyt” denota aqui la proteina,
mientras los términos italizados en minuscula “cry” o

“cyt” se refieren a loa genes.
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Un “promotor” es una disposicidén de una secuencia de
control de &cido nucleico, por ejemplo, el promotor
crylAal del Bacillus turingiencis, que dirige 1la
transcripcién de un polinucledtiudos asociado, que puede
ser un polinucleédtido heterélogo o nativo. Unpmr incluye
ecuencias de &cido nucleico cerca al sitio de inicio de
la transcripcién tal como un sitio de unién de
polimerasa. El1l promotor también inéluye opcionalmente_un
mejorador distante o elementos represores que se pueden
localizar tanto como varios miles de pares base del sitio

de inicio de la transcripcién.

“Factores sigma” se refieren a proteinas conocidas
por reconocer secuencias particulares en ADN y que forman
parte de un complejo de protelna que facilitan 1la
iniciacién de 1la transcripcién del ADN mediante ARN
polimerasa. Como es conocido en la técnica, la SEC ID No.
de las proteinas de factor Sigma fue determinada del
estudio en Rsubtills, 1las proteinas desempefiando las
mimas funciones en otras especies de bacilus tienen
aproximadamente E0-95% de secuencia con el factor sigma
del B. subtilis. De acuerdo con esto, los factores que en

Bt desempefan el mismo papel que los factores sigma en B.
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subtilis tienen secuencias 1ligeramente diferentes de
aquellos de las proteinas paradigma del B. subtilis. El
término “factor sigma” se refiere aqui a proteinas en Bt
que desempeilan la misma funcién que los factores sigma
del B. subtilis y que tienen aproximadamente 80-95% de
homologia de secuencia superior a aquellas proteinas.
Para hacer el punto que estas proteinas corresponde, pero

no son necesariaamente idénticas en la secuenclia a las

proteinas de B. subtilis, elas son algunas veces
denominadas aqui, como factores o proteinas “similares a

sigma”.

Un "“promotor Bt1” se refierc a un promotor que es
reconocido por el factor sigma -E. A “BtII” se refiere a

un promotor que es reconocido por el factor sigma K.

Un “promotor fuerlemenle BLl o0 BLIL" se reliere a
un promotor qiue, cuando estAd operablemente ligado a una
secuencia de &cido nucleico que codifica una proteina, vy
expresado en wuna férmula Bt, da como resultado 1la
proteina que comprende al menos 5%, mAs preferiblemente,
10% y mas preleriblemenle LUV o may del peso secu de la

célula.
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"Polinucle6tido” y “acido nucleico” se refieren a un
polimero compuesto de unidades de nucledtido
{ribonucleétido, desoxiribonucledtido, variantes
estructurales de ocurrencia naturalmente relacionada, y
analogos de ocurrencla sintética no naturales de estos”
ligados por wvia de enlaces fosfodiéster, variantes
naturales de ocurrencia naturalmente relacionada, vy
anadlogos de ocurrencia sintética no natural de estos.
Asi, el términc incluye polimeros de nucleéiido en los
cuales los nucledtidos y las uniones entre ellos incluyen
analogos sintéticos de ocurrencia no natural. Se
entenderd que, donde se requiere por el contexto, cuando
una secuencia rnucledtidos se representa por una secuencia
de ADN, (es decir, A, T, G, C), esto también incluye una
secuencia de ARN {(es decir, A, U, G, C) en la cual *“U”

reemplaza “T”.

"Recombinant” se refiere a polinucledtidos
sintetizados o manipulados de otra forma in vitro
(“po}inucleétidn recombinante”) y a métodos para usar
polinuclebétidos recombinantes para producir minutos de
genes codificados por aquellos polinuclebétidos en las
células u otros sistemas bioldgicos. Por ejemplo, un

polinucleétido clonado puede ser insertado en un vector
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de expresién adecuado, tal como un plasmido bacterial, y
el plasmido se puede utilizar para transformar una célula
huésped adecuada. Una célula huésped que comprende el
polinucleétido recombinante se denomina como una “célula
huésped recombinante” o una “bacteria recombinante”. E1
gen es entonces expresado en la célula huésped
recombinante para producir, por ejemplo, una “proteina
recombinante”. Un polinuclebétido recombinante puede
servir una funcién no codificante (por ejemplo, promotor,

origen de replicaciéon, sitio de uniédn de ribosoma, etc.).

Una "“secuencia de polinucleétidos heterdloga” o un
“4cido nucleico heterdlogo” es un término relativo que se
refiere a un polinucledétido que est&4 funcionalmente
relacionado cecn otro polinucleétido, tal como una
secuencia promotora, en una manera que las dos secuencias
de polinucledétido no estan dispuestas en la misma
relacién una con la otra como en la naturaleza. Las
secuencias de polinucledtidos heterblogos se incluyen,
por ejemplo, un promotor operablemente ligado a un &acido
nucleico heterélogo, y un polinucleédtido que incluye su
promotor nativo que es insertado en un vector heterélaogo
para transformacién en una célula huésped recombinante.

Las secuencias de polinicleétidos heterdlogas son
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consideradas “hexégenas” en razén a que ellas son
introducidas a la c¢élula huésped via las técnicas de
transformacédn. Sin embargo, el polinuclebétido heterédlogo
puede originarse de una fuente extrafla o de la misma
fuente. La modificaciédn de la secuencia de polinucleétido
heteréloga puede ocurrir, por ejemplo, al tratar el
polinucleétido con una enzima de restriccién para generar
una secuencia de polinuclebétidos que peuse estar
operablemente ligada a un elemento requlatorio. 1La
modificacién también puede ocurrir mediante técnicas

tales como mutagénesis de sitio dirigida.

El términc “endbégenamente expresado” se refiere a
polinucleétidos que son nativos a la célula huésped y son

naturalmente expresados en la célula huésped.

Un “cassette de expresi6tn” se refiere a una serie de
elementos polinucledétidos que permiten la transcripcién
de un gen en una célula huésped. Tipicamente, el cassette
de expresiétn incluye un promotor y una secuencia de
polinuclebtidos heter6loga o nativa que se transcribe.
Los cassettes de expresién también pueden incluir, por
ejemplo, seflales de terminacién de transcripcién, sefiales

de poliadenilaci®n, y elementos mejoradores.



El término “operablemente ligado” se refiere a una
relacién funcional enter dos partes en las cuales 1la
actividad de una parte (por ejemplo la capacidd para
lograr la transcripcién) da como resultado una accién
sobre la otra parte (por ejemplo transcripcién de las
secuencias). De esta forma, un polinucledtido esté
“operablemente ligado a un promotor” cuando hay una unién

funcional entre una secuencia de control de expresién de

polinucledétido (tal como un promotor u otra secuencia de
reqgulacién de transcripcién) y una sequnda secuencia de
poiinucleétidos (por ejemplo, un polinucledtido nativo o
heterbélogo), donde la secuencia de control de expresién

dirige la transcripcidn del polinuclebtido.

Una ‘“endotoxina insecticida” se refiere a wuna
fpmilia de genes que codfican las proteina deantitoxina
aque oxhiben arcrt-vidad inaccticida, tambhiAén conocida como
proteina de cristal, por ejemplo Cry2A, Cry3A, CrylB,
CrylC y toxina binaria Bs (ver Hofte & Whiteley,
Microbiol. Rev. 53: 242-255 (1989)). Tales endotoxinas
ingecticidas son producidas por Bacillus turingiensis y
son téxicas a los insectos, particularmente larvas de

insectos.
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Una “cantidad insecticidamente efectiva” de una
endotoxina insecticida es una cantidad de dosis
unitaria que suministra aactividd insecticida cuando se
aplica a una planta, suelo, u otre “locus”, por ejemplo,

sitio o ubicacién.

El gen que codifica la proteina de 20 kDa de operon
cryllA” {(gen de proteina 20 kDa) se refiere al gen en el
que operon cryllA que codifica wuna proteina de
aproximadamente 20 kDa (como se describié en Frutos et
al., Biochem. Sys. Y Ecol. 19: 599-609 (1991):; ver Frutos
et al. Figura 4 para la secuencia de nuclebtidos vy

aminoacidos).

“Produccidn Mejorada” se refiere a una actividda de
una primer proteina, tal como la proteina de 20 kD de
loperon cryllRa, que incrementa la cantidad neta de una
segunda proteina, tal como una endotoxina insecticida, en

una célula huésped.

“competente para expresar” se refiere a una célula

huésped que proporciona un ambiente celular suficiente
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para la expresién de polinucledtidos endbgenos y/o

exdgenos.

El término “idéntidad porcentual” en el contexto de
dos o mas Acido nucleicos o secuencias de polipéptidos,
se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que
sosn iguales o que tienen un porcentaje especificado de
residuos de aminoidcido o nucleétidos que son iguales,
cuando se comparan y Se alinean para correspondencia
mixima, medidos wutilizando uno de los siguientes
algoritmos de comparacién de secuencia o mediante

inspeccién visual.

La frase “sustancialmente idéntica”, en el contexto
de dos acidos nucleicos de polipéptidos se refieren a dos
0 mas secuencias o subsecuenciasque tienen al meﬁos 60%
preferiblemente B80%, mas preferiblemente 90 - 95% de
identidad de nuclebtidos o de residuos de aminoacido,
cuando se compara Yy Se alinea para correspondencia
maxima, medida wutilizando uno de 1los siguientes
algoritmos de comparaciébn de secuencia o mediante

inspeccién visual.
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Para comparacién de secuencia (tipicamente una
secuencia actia como una secuencia de referencia, con la
cual se comparan las secuencla de ensayo. Cuando se
utiliza un algoritmo de comparacién de secuencia, las
secuencias de ensayo y de referencia se meten en un
computador, los coordinantes de subsecuencia se designan,
si es necesario, y se designan los parémetros del
programa del algoritmo de secuencia. Lel algoritmo de
comparacidén de secuencia calcula entonces la identidad de
la secuencia porcentual para las secuencias de ensayo con
relacidn a la secuencia de referencia, basada en los

parametros de programa disefiados.

Alineamiento éptimo de secuencias para la
comparacién puede ser conducida, por ejemplo, por el
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman. Adv.
Appl. Math. 2: 4B2 (1981), mediante el algoritmo de
alineamiento de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol.
Blol. 48: 443 (1970), mediante la btsqueda del método de
similaridad de Pearson & Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci.
USA 85: 2444 (1988), mediante implementaciones
computarizados de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA,
y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package,

Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o



mediante inspeccién visual (ver de manera general,
Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et
AL., eds., Current Protocols, a joint venture between
Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons,
Inc., {1995 Supplement) ("Ausubel")). Ejemplos de
algoritmos que son adecuados para determinar la identidad
de secuencia porcentual y la similaridad de la secuencia
son los algoritros BLAST y BLAST 2.0, que se describe en
Altschul et al. (1990) J. MOL. BIOL. 215: 403-410 vy
Altschuel et al. (1977) Nucleic ACIDS RES. 25: 3389-3402,
respectivamente. El soporte 1l6gico para desarrollar 1los
andlisis BLAST estd poGblicamente a través del Natioﬁal
Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nih.gév/). Este algoriitmo involucra
primero identificar pares de secuencia con alto marcador
{HSP) al identificar palabras cortas de longitud W en la
secuencia de pregunta, que puede hacer pareja o
satisfacer algin marcador umbral valoradoc positivo cuando
se alinedé con una palabra de la misma longitud en la
secuencia de base de datos. T se denomina como el umbral
del marcador de la palabra vecindario (Altschul et al,
supra). Estos gclpes de palabra vecina inicial actdan
como semillas para iniciar bisquedas para encontrar HSP

mas largos que los contienen. Los golpes de palabra son
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entonces extendidos en ambas direcciones junté con cada
seciuen tanto que el marcador de alineacién acumulada se
puede incrementar. Los marcadores acumulados se calculan
utilizando, para secuencia de nucleédtidos, los parametros
M (score premio para un par de residuos pareja; siempre >
0) y N (marcador de pena para residuos no alineados;
siempremenor 0). Para las secuencias de aminoécido, una
matriz de marcador se utiliza para calcular el marcador
acumulado. La extensién de los golpes de palabra en cada
direccidn son detenidos cuando: el marcador de
alineamiento acumulado cae por la cantidad X de su valor
maximo logrado; score acumulado va a 0 o menos, debido a
la acumulacién de 1 o mé&s seflalamientos de residuo de
marcador negativo, o el fin de cualquier secuencia se
alcanza. Los parametros del algoritmo BLAST W, T, y X
determinan la sensibilidad vy la velocidad del
alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de
nucledtidos) wutiliza como defectos una longitud de
palabra (W) de 11, una expresién (E) de 10, M=5, N=-4, y
la comparacién de ambas hebras. Par las secuencias -de
aminoacido, el programa BLASTP utiliza como defectos una
longitud de palabra {W) de 3, una expectaciétn({E} de 10,'y
la matriz de marcador BLOSUM62 de (ver Henikoff &

Henikoff, Proc. MNATL. ACAD. SCI. USA 89: 10915 (1989)).
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Ademas de calcular la identidad de la secuencia en
porcentaje, el algoritmo BLAST también desarrolla un
anadlisis estadistico de 1la similaridad entre dos
secuencias (ver, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc.
Nat’l. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993)). Una medida
de la similaridad proporcionada por el algoritmo BLAST es
la porobabilidad de la suma mas pequefla (P (N)), con que
suministran una indicacién de la probabilidad a la cual
ocurriria una coincidencia entre dos nuclettidos o
secuencias de amincAcido por azar. Por ejemplo, un &cido
nucleico se considera similar a wuna secuencia de
referencia si la probabilidad de la lsumas mAs pequefla en
una comparacidén en el Aacido nucleico de ensayo al &acido
nhuclieco de ref es menor de aproximadamente 0,1, mas

preferiblemente menor de 0,01 y mAs preferiblemente menos

de aproximadamente 0,001.

Una indicaciétn adicional de que dos secuencias de
dcido nucleico o polipéptidos son sustancialmenée
idénticas es que el polipéptido codificado por el primer
dcido nucleico es inmunolégicamente reactivo en cruce por
el polipéptido ccdificado por el segundo &cido nucleico,

como se describe adelante. De esta fofma, un polipéptido
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es tipicamente sustancialmente idéntico a un segundo
polipéptido, por ejemplo, donde los dos polipéptidos
difieren solo pcr las sustituciones de conservacidén. Otra
indicacién de gque dos secuencias de 4cido nucleico son
sustancialmente idénticas es que las dos moléculas se
hibridizan una & la otra bajo condiciones rigurosas como

se describe adelante.

Los términos “condiciones de hibridizaciédn rigurosa”
o “condiciones rigurosas” se refieren a condiciones bajo
las cuales una secuencia de &cido nucleico hibridizara a
su complementeo, pero no a otras secuencias en un grado
significativo. En cualquier grado significativo,. Las
condiciones rigurosas en el contexto de las
hibridizaciones de aAcidonucleico son secudependientes y
son diferentes bajo diferentes parametros ambientales.
Secuencia mas largas se hibridizaran especificamente a
mayores temperaturas. Una via grande para la
hibridizacién de d&dcidos nucleicos se encuentra en
Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology--Hybridization with Nucleic ACID
Probes, Parte I, Capitulo 2 "Overview of principles of
hybridization and the strategy of nucleic acid probe

assays," Elsevier, New York, (1993) (la totalidad del
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documento TIJSSEN se incorpora como referencia).
Condiciones muy rigurosas se seleccionan para ser iguales
al punto Ty para una sonda particular. Condiciones menos
rigurosas, como contraste, son aquellas en las cuales una
secuencia de Acido nucleico se unira a secuencias
imperfectamente pareada§. La rigurosidad se puede
controlar mediante cambios de temperatura, concentracién
de sal, la presencia de compuestos organicos, tales como
formamida o DMSO, o todas estas. Los efectos de los
cambios de estos aprémetros son bien conocidos en la
técnica. El1 efecto sobre Ty de cambios en 1la
concentracién de formamida, por ejemplo, se reduce a la
siguiente ecuacidn: TM = Bl1,5 + 16,6 (log Na*) + 0,41 (%
G+C) - {600/0ligo longitud)-0,63 (¥ formamida). Las
reducciones en Tm debido a TMAC y los efectos del cambio
de concentracliones de sal también sgh bien conocidos. Los
cambios en la temperatura 56n gerneralmente unos medios
preferidos para controlar la rigurosidad para un

conveniente facil control y reversibilidad.

“Sustituciones conservadoras” se refieren a 1la
sustitucién en un polipéptido de un aminodcido con una

funcionalidad similar amino&cido. Los siquientes 6 grupos
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contienen cada uno aminodcido que son sustituciones

conservadoras una paralela a la otra:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T):

2} acido aspartico (D), acido Glutamico (E):

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lysina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M),
Valina (V); ¥y

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofan (W).

Ver también, Creighton, Proteins, W. H. Freeman and

Company, New York (1984).

IXI. Las toxinas BTI y Bs

Los Bti y Bs son organismos del suelo aerédbicos,
gram positivos que frman esporas que producen inclusiones
cristalinas proteindseas durante la esporulacién. Los
cristales de las especies Bt son téxicas para las larvas
de una amplia variedad de especies de lepidépteros,
coledptercs y dipteros. La introduccidén lista algunos de
los insectos contra los cuales diferentes subespecies e

Bt son habitualmente utilizadas. El Bt comprende
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aproximadamente 90% de todos los biopesticidas
utilizados. Agaisse and Lereclus. J. Bacteriol. 177:

6027-6033 (199)5).

Los genes cry y cyt codifican las varias proteinas
insecticidas producidas codifican las wvarias proteinas
insecticidas producidas por Bt. Un gran nimero de estos
genes se han identificado y secuenciado y son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, Crickmore et al.,
Microbiol Mol Biopl Rev., 62: 807-813 (1998) (the whole of
Crickmore et al. Se incorpora aqui como referencia)
suministra una tabla que establece los nimeros de acceso

del GenBank para las secuencias de mas de 120 genes cry

Bt identificados y 9 genes cyt Bt.

Como se podria esperar del nombre, la toxina binaria
de Bs se compone de dos proteinas, una de 51,4 kD y una
de 41,9 kD. Las secuencias de nuclebétido y aminoacido de
las proteinas han sido conocidas durante una década y son
reportadas por Bzumann et al., J. Bacteriol. 170: 2045-
2060 (19AR). T.a protefina de 51.4 kh (SRC TD NO.: R)
funciona como el dominio ligante y la proteina de 41.9 kD
ligante (SEC ID NO.: 9) funciona como el dominio de

toxina, asi, las cantidades equimolares de ambas



proteinas deben estar usualmente presentes para la
funcién de toxina maxima. Convenientemente, esto se puede
lograr al tener una secuencia de acideo nucleico que

codifica tanto las proteinas corriente abajo de la

construccién STAB-SD promotora de la 1invencidn de tal
forma quer ambas proteina son expresadas al mismo tiempo
y en aproximadamente las mismas cantidades. Si 1la
secuencia de acido nuéleico de solo una de las dos
proteinas de toxina Bs se ubica bajo el control de la
secuencia STAB-SD promotora de la invencién es deseable
que una secuenciz que codifica la otra proteina de toxina
Bs se ubique bajo el control transcripcional de una
construccién promotora similar de tal forma que las dos
proteina sean producidas en cantidades equiﬁolares 0

aproximadamente equimolares.

Las personas expertas apreciaran que es posible
hacer cambios en las secuencias del SEC ID NO.: 8 y 9 vy
tendran atn una proteina que funcione y haga que una
toxina Bs utilizzndo técnicas de ingenieria genética de
rutina. Por ejemplo, las sustituciones conservadoras de
aminodcido se pueden hacer en la secuencia de la proteina
de toxina binaria Bs (SEC ID No. 9) para dar coﬁo

resultado una proteina o polipéptido que tenga una alta
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identidad de secuencia y la cual retenga, al menos uns
porcién de la texicidad de la proteina nativa y se pueden
hacer alteraciones similares en la proteina de unién de
toxina binaria Bs (SEC ID No. 8) mientras no obstante
ﬁermite a la proteina funcionar como una proteina de
unién para la proteina de toxina. Preferiblemente tales
proteinas o polipéptidos tienen, al menos,
aproximadamente 75% de identidad con las proteinas Bs de
41,9 kD o 51,4 XD nativas, mas preferiblemente un 80% o
ain mas preferiblemente 85%, aun mas preferiblemente 90%
y mids preferiblemente 95% o identidad mayor a la SEC ID
No. B o0 SEC ID No. 9. La funcién de cualquier polipéptido
particular para servir en lugar de una toxina nativa Bs
puede ser fAcilmenteprobada mediante ensayos conocidos en
la técnica y conmo se establece aqui. Es preferible que
los polipéptidos gque sirven en lugar de la proteina de
toxina nativa de 41,9 kD (SEC ID No. 9) tengan al menos
507 de la toxicidad de 1la tocina nativa Bs, mas
preferiblemente 60%, atGn mas preferiblemente 70% o mas,
ain mas preferiblemente aproximadamente 80% o &s, alin méas
preferiblemente, 90% o méds de la toxicidad de la toxina
nativa Bs. Es preferible que los polipéptidos que sirven
en lugar de la proteina de unién de 51,4 kD nativa (SEC

ID No. 8) de la toxina binaria Bs puedan unirsen a
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receptores de insecto por aquella proteina de unién. Tal
unién se puede determinar por ejemplo, mediante
inmunohistoquimica (que es cualitativa) o ensayos de
unipon de membrana de limite de cepilo (estos ensayos que
también son conocidos como “ensayos de unién de vesicula
de membrana de limite de cepillo".proporcionan valoracion
cuantitativa de 1la capacidad de unibébnrelativa). Tales

ensayos son bien conocidos en la técnica.

Sorprendentemente, hemos encontrado que la proteina
cytlA de Bt puede restaurar la toxicidad de la toxlna en
larvas que han perdido receptores para la proteina de
unién de la toxina binaria Bs. De acuerdo con esto, si se
desea, la toiina cytlA puede ser coexpresada en una
célula que expresa la proteina de toxina de 41,9 kD de la
toxina binaria Bs en lugar de algunos o todas las
proteinas de unién de 51,4 kL y las proteinas seran
toxicas a las larvas objetivo que ingieran las células o
los biopesticidas hechos de las células. Asi, por
ejemplo, una célula Bt, tal como Bti se puede transformar
al introducir wuna secuencia de 4&cido nucleico que
codifica la proteina CytlA con un promotor que expresari
cnatidades muy similares a la cantidad de proteina Bs de

41,9 kD. Alternativamente, la proteina cytlA y la toxina
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binaria Bs puede ser producida separadamente y mezclada
para hacer que los mosquitos resistentes a la toxina Bs
sean sensibles =z la toxina. En una variante de este uso,
la proteina cytlA se puede agregar a la toxina para hacer
que los mosquitos resistentes a la toxina Bs sean
sensibles a la toxina. En una variante de este uso, la
proteina ctylA se puede agregar a la proteina de toxina
Bs de 41,9 kD (que ha sido, por ejemplo,
recombinantemente expresada) y la mezcla utilizada contra
poblaciones de mosquito resistentes a toxina Bs. En razén
a que el mecanismo de acciédn no puede ser el mismo gque
para la proteina de domino de unién 51,4 kD, parece que
la cantidad de proteina CytlA no necesita ser pareada
cercanamente a la cantidad de proteina de toina como
seria cierto para la proteina de unién Bs de 51,4 kD para

lograr un efecto completamente téxico.
IV. PROMOTORES Et

La invencién utiliza promotores de genes cry o cyt
de Bt para manejar la expresidn de la toxina Bs. Estos
genes codifican las varias proteinas insectividas
producidas pot Bt. Como se nota en la seccidn previa, la

tabla de Crickmore et al., Microbiol Mol Biol Rev., 62 :
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807-813 (1998) establece una lista convenlente de nombres
y de numeros de acceso del GenBank para las secuencias de
120 genes cry genes Bt y 9 genes cyt de Bt. Las persones
expertas en la técnica apreciaridn que la secuencia 5’ que
precede el codén de inicio para la regién de codificaciédn
deacrita en 1la lista para cada uno de estos genes

comprende la regién promotora.

Como 1las personas expertas se daran cuenta, 1la
transcripcién de- gen de las proteinas cry y cyt es
temporalmente reguladapor la presencia de secuencia a las
cuales las proteinas conocidas como factores sigma se
unen. Los factores sigma reclutan otras proteinas que
forman un complejo que permite a 1la ARN polimerasa
iniciar la transcripcién del ADN. Los promotores de 1los
genes cry o cyt son generalmente clasificados en tres
categorias, basados en los factores sigma que se unen a
ellos. Ellos son los promotores sigma-E, los promotores

sigma-k y los promotores sigma-A.

Los promotores sigma-E tambén son conocidos como
promotores Bti y los promotores sigma-k también son
conocidos como promotores BtII (con relacion a 1la

discusidén de los promotores aqui, los términos “sigma-E”
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y “Bti” son utilizados intercambiablemente, como lo son
los ‘términos “sigma-k” y “BtII”). Un numero de genes cry
son activos durante la esporulaciétn y son generalmente
manejados mediante promotores Bti o BtII, con promotores
Bti activos m&s temprano en la esporulacién de lo que lo
son los promotoress BtII. Ver de manera general Agaisse y
Lereclus, J. Bacteriol. 177: 6027-6032 (1995) ("Agaisse
and Lereclus 1995"). Los factores sigma que reconocen la
mayoria de los genes cry son concidos. Por ejemplo,
Agaisse y Lereclus 1995. Por _ejemplo, el crydA y B son

reconocidos por los promotores BtI.

Un nimero de genes cry tiene dos promotores, un Bti
y un BtII. La combinacién de estos promotores duales
sirve para extencer la expresién del gen durante un largo
periodo del proceso dé espoluracién. En algunos casos,
los dos promotores se traslapan. LosS genes cry no
dependientes de la esporulacién tienen aln otro conjunto
de promotores, dque son reconocidos mediante ain otro
factor sigma, sigma-A. Ver, por ejemplo; Agaisse vy

Lereclus 1995,

Cualquier promotor Btl o BtII fuerte puede ser

utilizado en 1las secuencias de Aacldo nucleico y los
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métodos de la invencidédn. Los promotores dobles BtI vy
BtII, y particularmente los promotores Btl y BtIl
traslapantes, tienden a ser promotres fuertes de
expresién de proteina y son formas preferids de
promotores para construilr acido nucleicos de la
invencién. Los miembros de los genes que caen dentro de
1os_siguientes grupos que tienen promotores dobles son

especialmente preferidos: crylA, crylB, cryllA y cytlAa.

Fara los propositos de la Linvencién, cualqguier
promotor Bti o BtII que pueda manejar la expesidén de la
proteina c¢ytlAal para comprender al menos 5%, mas
preferiblemente 10%, y mids preferiblemente 15% o mas del
peso seco de una célula Bti acristalifera se considera un
promotor fuerte y es un promotor Bti o BtII apropiado
para los propésitos de la invencién. Los promotores Btl y

BtII dobles o regiones promotoras son preferidas.

En las modalidades preferidas, el promotor Bti o
BtII es un promotor cryl o un promotor cytlAal (también
conocido como cytlA). Debido a la cercana relacién
filogenética con idnetidad de alta secuencia de los
promotores cryl (ver, Crickmore et al., Microbiol. Mol.

Bicl. Rev. 62: B807-813 (1998), cualquiera de 1los
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promotores de los genes designados en Crickmore et al.
Como el gen cryl es considerado capaz de manejar altos
niveles de expresién de la toxina binaria Bs. Modalidades
particularmente preferidas son la crylAal (anterlormente
llamada crylA (a)), crylbal (anteriormente llamada
crylb), cryl cal (anteriormente 1llamada cryl C), ¥y
crylfal {anteriormente llamada cryl F)}. Se debe notar que
cad unc de stos genes tiene otros genes cercanamente
relacionados. Por ejemplo, el, crylfal estd cercanamente
relacionada con el crylFa2., Los otros miembros de los
grupos de genes denominados cryl designados por la misma
letra maytiscula y la misma letra mindscula son
considerados por ser casi ftan preferidos como el primer
gen listado en el grupo (esto es, el crylfa? es casi tan

preferido como el cryflAl).

En otra modalidad particularmente preferida, el
promotor puede ser el promotor de cytlAl, que comprende
tanto los promotores BtI y BtII, y es de acuerde con esto
algunas veces denominado como un promotor doble. En razén
a que la regidn promotora contiene dos promotores, 1la
regiébn promotora de este gen Lambién se denomina los
“promotores cytlA”. Basados en el andlisis filogenético y

la identidad de secuencia los promotores de los otros
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genes cytlAa también son promotores BtI o BtIl
suficientemente fuertes o BtI o BtII en las composiciones

y métodos de la invencidn.

Los promotores de gen cry no dependientes de
esporulacién son promotores sigma-A y no son generalmente
satisfactorios, excepto bajo un conjunto modificadode
cindiciones. Las formas no esporulantes de Bt, por
supuesto, no divergen sus puentes metbbélicas para 1la
produccién de esporas, y pueden acomodar tocinas durante
un periodo mas largo de lo que 1lo pueden las formas
esporulantes. En las formas no esporulantes, por 1lo
tanto, los promotores sigma-A se pueden acumular altos
niveles de toxina. De acuerdo con esto, los promotores
BtI y BtII son preferidos para uso en bacilos, incluyendo
Btl y Bs. En formas no esporulantes de bacilos, se pueden

utilizar los promotores sigma-A.
V. SECUENCIAS STAB-SD

. La proteina de cristal mARN de Bacillus turingiencis
tiene un promedioc de vida media de 10 minutos mediante la
esporulacidén, mientras que el promedio de vida media de

otro mARN esta entre 1 a 2 minutos. Esta vida media larga



puede ser responsable en parte de la muy alta produccién
de proteinas cristal que pueden ser tanto como 20 - 30%

del peso seco de las células esporuladas.

) oo

La larga vida media de estas proteinas estéa
relacionada con dos regicnes no traducida de los genes.
Primero, hay una secuencia en la regiétn no traducida 5’,
usualmente encontrada entre el promotor y la regién
codificadora, gue no estid involucrada en la iniciacién de
la traduccién pero la cual es un determinante de 1la
estabilidad para el mARN. La secuencia es una secuencia
similar al consenso Shine-Dalgamo- ("SD") segundo, el
fragmento terminal 3’ de los genes cry tales como el
crylAa, incrementa la vida media de los transcritos mARN

tres veces. Agaisse and Lereclus, Mol. Microbiol., 20:

633-643 (1996) (en lo sucesivo "Agaisse 1996").

La secuencia similar a SD 57 parece estar
involucrada en la estabilizacién de la produccién de 1s
protelnas. Esta ha sido, de acuerdo con esto, denominada
una secuencia “STAB-SD”. Agaisse 1996. Agaisse 1996
sugiere que el STAB-SD estd involucrada en la interaccibﬁ
con el extremo 3’ del ARN sibosomal 16S, y encontrd que

las mutaciones de 1la secuencia STAB-SD que fueron
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esperadas para abolir la complementariedad afectaron la
estabilidad conferida. De manera interesante, la
secuencia STAB-SD de la proteina entonces llamada
cryIIIAa (ahora llamada cry3A) mostrd interacciones
putativas con el extremo 3’ del 165 rARN del B. subtilis.
Sin desear estar ligados a la teoria, parece que 1los
nucleétidos de polipurina (G y A) de los pares base de la
secuencla STAB-SD con una secuencia complementaria de
nucledtidos de pirimidina en el extreo 3’ de la subunidad
ARN 16S del ribosoma y que esta paridad de base inhibe el
acceso de la ondoribonucleasa al extremo 5’ del mARN,
incrementando la vida media del mensaje, y mejorando de
esta forma la produccién de la proteina codificada. Asi,
parece que las secuencias STAB-SD no son especificas para
esepcies particulares de bacterias, y que las secuencias
STAB-SD de otras espeies de bacilus, y de otros géneros
de bacterias se puede utilizar para estabilizar 1la
produccién de 1la préteina en Bacillus turingiencis y B.

esfericus.

Agaisse 1996 revisé bases de datos e identificé
nuUmMerosos ejemlos de secuencias STRB-SD putativas en
regiones no traducidas 5’ ({"UTR"), incluyendo aquellas de

cry de Bt, el locus cwp de B. Brevis, y el locus inIAB de
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Listeria Monocytogenes. Cualquiera de estas secuencias
STAB-SD se puede utilizar para producir altos niveles de
taxina Rs on Rarillus cuandn se ubhica entre un promntor
de Bacillus fuerte y un sitio de unién de ribosoma. Las
secuencias STAB-SD identificadas comparten muy alta

homologia de una a la otra.

En modalidedes preferidas, la secuencia STAB-SD se
selecciona del grupo que consiste de GAAAGGAGG (la
secuencia cry3A, SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (la secuencia
cry3B, SEC ID NO.: 2), GAGGGGGGG (la secuencia cry3B2,
SEC ID NO.: 3), GAAAGGGGG (la secuencia cry3D, SEC 1ID
NO.: 4), GARAGGAGG (la secuencla cwp de B. brevis, SEC ID
NO.: 5), and GAAAGGGGT (la INLAB de L. monocytogenes, SEC
ID NO.: 6). Las secuencias cry3A, cry3B, cry3B2 y cry3D
son particularmente preferidas. La serie 3A es la
modalidad mé&s opreferida. Si se desea, dos o mas
secuencias STAB-SD se pueden utilizar en té&ndem. Si se
utilizan secuencias miltiples STAB-SD, las secuencias son
prefereiblemente separadas por aproximadamente 30 a 40
nucledétidos de tal forma que las secuencias STAB-SD
puedan interactuar con subunidades ribosomales mﬁltipies
30S. la longitud de envergadura de la subunidad ribosomal

es de aproximadamente 30 nucleétidos. E1 ntmero de
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secuencias STAB-SD miltiples utilizadas no debe ser tan
grande como para interferir en la interacciétn entre las
secuencias STAB-SD y el extremo 3’ del 16SrARN 3’ de B.
subtilis.la presencia de demasiadas secuencias STAB-SD
puede ser determinada al notar una disminucién en 1la
producciédn de proteina comparada con una construccién con
una secuencia STAB-SD mAs poca. Una de las dos secuencias
STAB-SD son las mas preferidas. Similarmenmte, mientras
dos secuencias STAB-SD pueden estar separadas por
cualquier distancia conveniente, (tipicamente, 3-300
nucleétidos), el efecto de 1la separacién puede ser
ensayado al determinar la produccién de la proteina por
una construccién con la separacién siendo ensayada en
comparacién con una construccién similar con una

separaciénde 33 a 40 nuclebtidos.

Otras secuencia con alta identidad ee secuencia a
una de las secuencias de STAB-SD establecida
anteriormente y que funciona como una secuencia STAB-SD
se puede utilizar en los acidos nucleicos y métodos de la
invencién. La secuencia debe tener al menos 85% de
identidad de secuencia con una de las secuencias de STAB-
SD establecidas anteriormente y debe funcionar para

mejorar la produccién de proteina. En formas preferidas,

od\
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la secuencia tilene al menos aproximadamente 90% de
identidad de secuencia, y aun mids preferiblemente tiene
aproximadamente 958 o mayor identidad de secuencia.
Ademas, Agaisse 1996 suminisrta gquia sobre los cambios de
secuencias STA3-SD putativas que pueden afectar
deletereamente la estabilidad. En general, cualquier
cambio en un nucledtido que aboliria la interaccidén entre
las secuencias STAB-SD y el extremo 3’ del 16ScARN 3’ de
B. subtilis es probablemente para reducir la produccién

de proteina y no es preferido.

Sorprendentemente, se ha descubierto que la

secuencia STAB-SD completa no tiene que ser utilzida para

nejorar la produccién de proteina. Tan pocas como 6

nucledtidos contiguos de 1la secuencia STAB-SD puede
funcionar para mejorar la estabilidad. Mientras que no es
tan poderosa en 1la producciétn de estabilizacién de
proteinas como la secuencia STAB-SD de 9 nucleédtidos
completos, se obtienen mejores resultados que si 1la
proteina se produce sin el G—mef, una secuencia de un
nimero de nucleétidos o aminodcidos se puede denominar en
la técnica como el numero de sufijos “-mer”). Asi, si se
desea, una de estas subsecuencias STAB-SB se puede

utilizar en lugar de una secuencia STAB-SD completa. En
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razén, sin embargo, a Que secuencias mayores se unan mas
fuertemente a la correspondiente secuencia de pirimidina
de la subunidad ribosomal 116SrARN, mas preferiblemente,
7 nucledtidos contiguos de la secuencia STAB-SD son
utilizados y, a Un, mas preferiblemente, 8 nuclebétidos
contiguos de una secuencia STAB-SD son utilziados. El uso
de una secuencia STAB-SD de 9 nuclebtidos de longitud
completa es el mas preferido. También se pueden obtener
mejores resultados utilizande dos de estas construcciones
en tandem, tales como dos 6-mer. Para facilidad de la
discusién en otras secciones de la especlficacién, el
término “secuenc-a STAB-SD” incluye una subsecuencia de
6, 7, u 8 nucledtidos contiguos de una secuencia STAB-SD

a menos que se requiera otra cosa por contexto.

Cualquier secuencia de Acido nucleico ﬁutativa, o
cualquier modificacién deseada a la secuencia STAB-SD
conocida, puede ser convenientemente ensayada por su
funcidén como una proteina STAB-SD al ubicar la secuencia
en un plasmido que contiene una galactosidasa que
codifica la secuencia que sirve a los ensayos y otros
métodos ensenadoé en Agaisse 1996, o al sustituir 1la
secuencia bajo consideracién para la secuencia STAB-SD en

el proedimiento establecido en los ejemplos, adelante, y

10
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comparar la produccién de proteina resultante con la
produccién de la misma proteina proveniente de la
construccién utilizando la secuencia STAB~-SD establecida
aqui. Las secuencias que reducen la produccidén de toxina
binaria Bs a menos de aproximadamente 8 veces de aquella
de las <células Bs tipo silvestre medidas mediante
andlisis densitométrico de genes SDS-PAGE tefiidas de azul

Coomassie son las menos preferidas.

VI. ENSAMBLAJE DE SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO DE LA

INVENCION

Se ha desarrollado informacidén considrable en la
técnica a cerca cde la construcciétn de promotores; en este
contexto, la siguiente discusién se ofrece para
proporcionar la informacidén especifica que podrian
necesitar personazs expertas para optimizar la ubicacién
de una secuencia STAB-SD entre un sitio de unién de
factor sigma de un promotor Bt fuerte y el sitio de unién

de ribosoma.

La figura 1 demuestra un ensamblaje de ejemplo de
una secuencia de Acido nuclelco de la invencién. En esta

modalidad, los promotores cytlA comprenden nucledtidos 1-
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1)

537. (en razétn a que el gen cytlR contiene dos
promotores, un promotor BtI y el otro el promotor BtlII,
la regién promotora del gen se denomina como los
“promotores cytlA”). Los sitios de unién para los
factores similares a sigqma-E y los factores similares a
sigma-k son mostrados con las notaciones “SIGMA E” y
“SIGMA k” respectivamente, ubicados sobre las regiones
apropiadas, con los términos “-35” y “-10* y las
secuencias subrayadas que designan los sgitios de unidén
especifica. Los nucledétidos subrayados con las letras
“RBS” en los.nuclebtidos 726 a 730 y 2246 a 2249 denota

sitios de unién de ribosoma.

Los nucledtidos surayados del 538 al 659 denotan una
secuencia clonada desde el promoter cry3A. Esta secuencia
fue clonada par introducir la secuencia de 9 nuclebdtidos
del STAB-SD; la secuencia mids larga del promotor cry3A se
utilizd porque estd relativamente mas dificil de clonar
en una secuencia de 9 nucledtidos. La secuencia que
comienza en la posicién 660 ,es una porcién de la
secuencia de la toxina binaria corriente ariba de al
regién codificante, seguida por la regién codificante
(como la publicé Baumann et al., J. Bacteriol. 170: 2045-

2050 (1988)). La porcién particular corriente arriba del
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coddén de inicio en 1la posicién marcada "+1" fue
seleccionada simplemente por la presencia de un sitio de
restriccion conveniente. Porciones mis cortas o mas
largas se pueden utilizar, y de hecho, la regidn
promotora' completa del gen de toxina binaria se puede
utilizar si se desea. En general, sin embargo, el uso de
secue mas cortas se prefiere, no solo por fécil
manipulacién sino también para evitar 1la inclusién
accidental de secuencias o similar que podria pasar a
estar presente. Adicionalmente, si una secuencia
diferente se utiliza después de la secuencia STAB-SD, un
sitio de unidén de ribosoma se debe ubicar entre 1la
secuencia STAB-SI' y el codbébn deinicio. Preferiblemente,
el sitio de unidn del ribosoma estéa ubicado
aproximadamente 6 a aproximadamente 10 nucledtidos
corriente arriba del codén de inicic. Los sitios de
inicio y parada de las proteinas de toxina binaria de

51,4 kD y 41,9 kD también son mostradas.

La manera en la cual los elementos de esta secuencia
de ejemplo se unen puede variar sustancialmente y ain da
como resultado una secuencia que trabaja bien en 1la
produccidén de altos nioveles de toxina bionaria Bs. En

esta secuencia, algunos de los 121 nucledtidos
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provenientes de la secuencia cry3A fueron utilizados para
clonar en la secuencia STAB-SD. Esto se hizo simplemente
para facilidad de 1la clonacién; la secuencia de 9
nucleétidos de STAB-SD (o, como se explicd en la seccidn
precedente, una subsecuencia de 6, 7 u 8 nuclebtidos
contiguos de estos) se puede introducir por si misma.
Para facilidad de 1la clonacién, sin embargo, es
usualmente preferible utilizar una secuencia que
comprenda la secuencia STAB-SD y la cual tiene des de
aproximadamente 20 a aproximadamente 120 nucledtidos de
longitud. La secuencia STAB-SD misma se puede ubicar en
cualquier parte desdde aproximadamente 10 bases correinte
abajo del sitio de unién del factor sigma hasta justo
antes de una secuencia RBS, que a su vez deberd ser de
aproximadamente 6 a aproximadamente 10 bases corriente
arriba del coddén de inicio. Esto es, toda o una porcilén
del promotor corriente abajo del sitio de unién del
factor sigma se puede suprimir, con el entendimiento de
que si el RBS del promotor de suprime, otro RBS, tal como
aquel de la toxina binaria Bs, se debe ubicar
aproximadamente 6 a aproximadamente 10 bases corriente
arriba del coddén de inicio. Como se nota, en la secuencia
descrita en la figura 1, la secuencia en la posicidn 660

en adelante es de un gen de toxina binario Bs nativo.
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Cualquier secuencia particular puede ser facilmente
ensayada al sustituirla en los ensayos enseflados en los
ejemplos para determinar si esta tiene un efecto

deletereo o ventajoso sobre la produccidédn de toxina.
VII. 20 PROTEINA SIMILARA CHAPERONA 20KD.

En los métodos de la presenle invencion, las células
huésped se rtansforman con un gen que codifica un gen de
proteina de 20 kDa, que codifica una proteina conocida
(Frutos et al., supra; Visick & Whitey, supra), para
mejora la produccidn de toxina binaria Bs. El gen de 1la
proteina de 20 kDa se puede alslar y secuenciar, por
ejemplo, de dos subespecies de Bacillus turingieAEis
(Frutos et al., Biochem. Syst. And Ecol 19: 599-609
{1991))}. El nivel de expresi6tn de la proteina de 20 kDa
se ha caracterizado en células transformadas con gen de
proteina de 20 kDa. Utilizando 1los métodos y 1la
informacién de secuencia descrita aqui y en la solicitud
de patente internacional W097/39623, el gen de proteina
de 20 kDa se puede aislar por aquellos expertos Yy
utilizar para construir vectores de expresibén
recombinantes para 1a transformacién de wuna célula

huésped.

(o
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Las células huésped transformadas con un gen de
proteina de 20 kD debe ser competente para expresar la
toxina binaria Bs. Las células pueden expresar la toxina
binaria Bs, o 1ls células se pueden transformar con
vectores de expresion e toxina binaria exdégena. Como se
anoté antes, la secuencia de ambas proteinas de la toxina
binaria Bs es conocida. Esta informacién de secuencia se
puede utilizar por un experto en la técnica, junto con
los métodos decrtitos aqui, para construir vectores
recombinantes para la transformacién de una célula
huésped, tal como una célula Bs, con el gen que codifica
la proteina de 20 kD. Convenientemente, el gen para la
proteina de 20 kd se puede ubicar sobre el mismo plasmido
que la secuencia de acido nucleico para expresar altos

niveles de toxina Bs.

VIII. SECUENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS Y VECTORES

Un vector de expresién recombinantes para la
transformacién de una célula huésed se prepara al primero
aislar las secuercias de polinucledtidos constituyentes,
como se discutié aqui. Las secuencias de polinucleétidos,

por ejemplo, una secuencia que codifica una toxina
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binaria Bs manejada mediante un promotor como se discutié
anteriormente, estdn entonces 1ligadas para crear un
vector de expresién recombinante adecuado para la
transformacién de una célula huésped. Los métodos para
aislar y preparar los polinucleédtidos recombinanteq son
bien conocidos por aquellos expertos en la técnica.
Sambrook ét al., Molecular Cloning A Laboratory Manual
(2d ed. 1989); Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology (1995)), suministra suficiente
informacidén para dirigirla a personas expertas a través

de muchos ejercicios de clonacién.

Un método preferido para obtener. polinuclebtidos
especificos combina el uso de iniciadores de
oligonucleétido sintéticos con extensién o ligacién de
Plimerasa sobre un molde de mARN o ADN. Tal método, por
ejemplo, RT, PCR, o LCR, amplifica la secuencia de
nucleétidos deseada {(ver patentes U. S. 4,683,195 vy
4,683,202). Los sitios de restriccién de endonucleasa se
pueden incorporar en los iniciadores. Los polinucleétidos
amplificados son purificados y ligados para foramr un
cassette de expresién. Las alteraciones en la secuencia
de gen natural se pueden introducir mediante técnicas

tales comc mutzgénesis in vitro e iniciadores que
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utilizan PCR que se han diseilado para incorporar
mutaciones apropiadas. Otro método preferido para aislar
las secuencias de polinuclebtidos utiliza sitios de
restriccién de endonucleasa conocidos para aislar
fragmentos de acido nucleico provenientes de plasmidos.
Los genes de interés también se pueden aislar por un
experto en la técnica utilizando inicacdores basados en

secuencias de genes conocidos.

La secuencia de polinuclebdtidos aislada de
escogencia, por ejemplo, la toxina binaria Bs manejada
por la secuencia promotora discutida anteriormente, se
inserta en un “vector de expresién”, “vector de
clonacién”, o “vector”, términos que usualmente se
refieren a plasmidos u otras moléculas de &acldo nucleico
que son capaces de replicarse en una célula huésped
escogida. Los vectores de expresién se pueden replicar
autonomamente o0 ellos se pueden replicar al ser
insertados en el genoma de la célula huésped. A menudo,
es deseable para el vector ser utilizable en mas de una
célula huésped, por ejemplo, en E. coli para clonacién y
construccidén, y en Bacillus turingiencis para expresién.
Los elementos adicionales del vector pueden incluir, por

ejemplo, marcadores seleccionables, por ejemplo,



resistencia a la tetraciclina o resistencia a 1la
higromicina, que permite la supresién y/o seleccién de
aquellas células transformadas con las secuencias de
polinuclebétidos deseadas (ver, por ejemplo, patente
estadounidense 4,704,362). Los vectores particulares
utilizados para transportar la informacion genética en
las células tampoco es particularmente critico. Cualquier
vector adecuado utilizado para la expresién de proteina
recombinante en células huésped se pueden utilizar. Un
vector preferido es el pHT310l1, el cual es un vector de
lanzadera de E. Coli-B. thuringiensis (Lereclus et al.,
FEMS Microbiol. Lett. 60: 211-218 (1989)). Los vectorse
de expresién tipicamente tienen un cassette de expresién
que contienen todos los elementos requeridos para la
expresién del polinucledtido de escogencia en una célula
huésped. Un cassette de expresidén tipico contiene un
promotor operablemente ligado a la secuencia de
polinucledtidos de escogencia. El promotor utilizado para
dirigir la expresién de la toxina binaria Bs es como se
describidé antericrmente, y estd operablemente ligado. a
una secuencia que codifica uno o ambos de las proteinas
de toxina binaria Bs. El promotor estid preferiblemente
ubicado aproximadamente a la misma distancia de el sitio

de inicio de la transcripcién heterbéloga que lo que este
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estA del sitio de inicio de transcripcién en su
establecimiento natural. Como es conocido en la técnica,
sin embargo, alguna variacién en la distancia se puede
acomodar sin péridida de la funcidn promotora. Para la
expresion de la proteina de 20 kD codificada mediante el
operon cryllA, ctros promotores adecuados para el manejo
de la expresién de un gen heterblogo en una célula
huésped se pieden utilizar, inciuyendo aquellos
tipicamente utilizados en cassettes de expresidn
estandar, por ejemplo, el promotor f-galactosidasa. En
una modalidad de la invencién, el gen de proteina de 20
kD estd operablemente liéado a los promotores BtI y BtII
(“los promotores crylAc”) del gen crylAc, creando un
dcido nucleico heterdlogo operablemente 1ligado a un
promotor. El1l promotor crylAc es altamente activo en

condiciones de crecimiento que induce esporulacién.
IX. EXPRESION DE PROTEINA

Después de la construccién de aislamiento del vector
de expresién recombinante, este se utiliza para
transformar una célula huésped para expresién de la

toxina binaria Bs. El procedimiento particular utilizado



para introducir el material genético dentro de la .célula
huéped para 1la expresiétn de wuna protelna no es
particularmente critico: Cualquiera de los procedimientos
bien" coﬁdcidos * "para introducir secuencias de
polinuclebétidos extrafios en células huésped se puede
utilizar. Los métodos de transformacidén, que varian
dependiendo del tipo de <célula huéped, incluyen
electroporacién, transfeccién que emplea cloruro de
calcio, fosfato de calcio, cloruro de rubidio, dextrano
DEAF, u otras sutancias; bombardeo de microproyectiles;
lipofeccién; infeccidn (donde el vector es un agente
infeccioso; y otros métodos (ver de manera geneeral
Sambrook et al., supra; Ausubel et AL., supra). En
algunas modalidades, las células huésped se pueden
trangforma£1 ﬁediante recombinacién homéloga, como se
describid en Poncet et al., Appl Environ Microblol. 63:
4413-4420 (1997). Un método preferido de transformacibn
de B. turingiensis es 1la electroporacién, como se

describe en Wu et al., Mol. Microbiol. 13: 965-972

{1994) .

Los huéspedes para la transformacién con gel de
toxina binaria Bs incluye cualquier célula de baceria

.huésped adecuada competente para expresar la proteiha,
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especialmente miembros del género bacilus. En modalidades
yﬁrtipulagmgnte preferidas, las células son células Bs o
Bt. Los huéspedas que son transformados con la toxina
binaria 'Bs so; b;éterias recombinantes dtiles como
insecticidas. Las supespecies preferidas de Bacillus
turingiencis incluyen, por ejemplo, Bacillus turingiencis

subsp. Kurstaki, Bacillus turingiencis subsp. aizawai, B.

turingiensis subsp. israelensis, y B. thuringiensis

subsp. tenebrionis. Una sepa preferida es la Bti IPS82.

Después de que la célula huésped se transforma con
el gen de toxina primaria Bs, la célula huésped se incuba
b%jo " condi¢iones adecuadas para la expresién de la
toxina. Tipicamente, el huésped crecerid bajo condiciones
gque promuevan la esporulacién y la expresién de genes de
endotoxina insecticidas. Las células huésped se pueden
preparar en cualquier cantidad requerida al fermentar un
in6culo en medio estandar conocido por aquellos expertos
en la técnica. El medio, por ejemplo, contendrid de manera
genral wuna fuente de nitrégeno y wuna fuente Qe
carbohidratos, por ejemplo, glucosa. Las condiciones
adecuadas para la incubacién incluyen la temperatura en
el rango de 15-45° C, preferiblemente 30° C, y un pH

aproximadamente neutro. La incubacién puede ser
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- La produccién mejorada de toxina binaria Bs se

! '

observa después de que las -células huésped competentes
para expresar el gen de la toxina binari; Bs ;e
transforma con =21 gen y las .células crécen bajﬁ
condiciones adecuadas. La producclén mejorada de latoina
binaria Bs se puede observar mejor mediante métodos
estandar conocidos por aquellos expertos en 1; técnica.
Por ejemplo, las . inclusiones para esporales de

endotoxinas insecticidas se puede purificar (ver Wu &

4



idénticos con los huéspedes transformados y crecen sobre
medios comparativos. La mejora es cualquiei' incremento
estadist:_l;:amente significativo en la produccién d; toxina
binaria Bs. En una modalidad preferida, los cuerpos de
papraespora son aislados mediante centrifugacién de
cultivos de lisado que son ‘examinados mediinte geries 'SDS-

PAGE tefiidos con azul Coomasie.
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mediante elctrcforésis de gel de sulfato de dodecil

sodio-poliacrilemida (SDS-PAGE).

Table 1. Incrementos deal rendimiento usando
promotores ctylA y la secuencia STAB-SD para manejar la

expresién del opearon del gen de toxina binaria Bs 2362,

Cepa Incremento en Decrecimiento en
toxina binaria toxinas Bti

Bs 2362  (tipo 1 -
silvestre) .
BtI IPS82 (tipo - 1
silvestre)
Toxina binaria > 15 x
Bti4Q7/Bss
Toxina binaria BtI 20 X. .15-.35
IPS82 + Bs

Example 2. Toxicidad de Bti no téxico trabajado con

ingenieria para exprsar toxina binaria Bs.

La toxicidad de la cepa BtI 4Q7 acristalifera,
transformada parz producir toxina binaria Bs 2362, se

ensayé sobre la cuarta larva instar (“L,”) de Culex

quinquefasciatus y comparada con la cepa Bs 2362 tipo

1€



silvestre crecida en el® mismo ‘medio. (cepa BtI 4Q7 no
produce normalmente toxinas Bs o BtI). El LCso es 1la
cantida de toxina requerida para matar el 50% de las

larvas presentes en una muestra durante un ensayo.

Como se muestra en la tabla 2 adelante, la cantidad
de Bs2362 tipo silvestre necesaria para matar el 508
(“*LCso”) de la cuarta larva instar de mosquitos Culex fue
de 15,0 ng/ml. La cepa BtlI 4Q7, transformada medlante
dcidos nucleicos de la invencién para expresar la toxina
Bs, tuvo un LCsc de 1,4 o aproximadamente 10 veces mejor

toxicidad de aquella del Bs no alterado.

Ejemplo 3. Toxicidad de BtI trabajado con ingenieria

para expresar toxina binaria Bs

La transformacién de Bacillus turingiencis subsp.
israelensis con el plasmido descrito en el ejemplo 1 que
produce la toxina binaria Bs2362 incrementdé la toxicidad
por al menos diez veces contra las especies Culex
comparadas con cualquiera de las sepas parentales (Bs or

Bti}.



El Bti el la cepa de bti utilizada como biocpesticigda
comercial. Como se puede ver de la tabla 2, la cantidad
de esta cepa necesaria para matar el 50% (“LCso”) de la
cuarta larva instar (“L,”) de los mosquitos Culex fue de
19,5 ng/ml. La cepa Bs tipo silvestre 2362 tuvo un LC50
de 15 ng/ml. Lz cepa BtI IPS82, transformada mediante
dcidos nhucleicos de la invencidén para expresar la toxina
Bs, tuvo un LC50 de 1,5 o aproximadamente 13 veces mejor

toxicidad que aquella del Bs no alterado.

Tabla 2. Toxsicidad de un Bti/Bs2362 recombinante a 1.4

¥
Culex quinquefasciatus

Cepa LCse (ng/ml) Proporcién Proporcién
Bti Bs
. Bti/Bs Bti/Bs

BtI IPS82 19,5 1,0 -

Bs 2362 15,0 - 1,0

Toxina binaria 1,4 - 10,0

Btid4Q7/Bs

Toxina bilnaria 1,5 13,0 -

BtI IPS82 + Bs




Ejemplo 4. Materiales y métodos usados en los

ejemplos 1-3

A. Cepas bacteriales, gen, plésmidos Y

transformacién

La cepa de B. esfericus 2362 se obtuvo de una
preparacién en polvo que fue amablemente suministrada por
Abbott Laboratories (North Chicago, IL). El1 vector de
expresién de lanzadera Escherichia coli-B. turingiensis
pHT3103 (Lereclus et al. FEMS Microbiol. Lett. 51: 211-7
(1989)) se utilizé para hacer y amplificar la
construccién de plasmido (PPHSP-1) en E. colli DHS5A. La
construccién PPHSP-1 se expresd en una cepa cristalifera,
de 4Q7, de B. turingiensis subsp. Israelensis obtenida
del centro de almacenamiento de Bacillus en la Ohio State
University (Columbus, OH), o en B. turingiensis subsp.
israelensis IPS82 (Abbott Laboratories). El vector basado
en pHT3101 modificado (pSTAB-SD) que contiene el
fragmento 660-bp con los promotores cytlA y la secuencia
STAB~-SD (Agaisse and Lereclus, Mol. Microbiol., 20: 633-
643 (1996)) se describid previamente (Park et al., FEMS

|

Microbiol Lett 181: 319-327 (1959)). Los plasmidos se

purificaron utilizando un kit QIAprep Spin Miniprep



(Qiagen Inc.). Las cepas de Bacillus se transformaron
mediante electroporacién como se describidé por Park et

al. App Environ. Microbiol 64: 3932-3938 (1998).

B.  Amplificacién PCR dal gen que codifica las

proteinas entomicidas de B. esfericus

La preparacién de plasmido crudo hecha de B.
esfericus 2362 utilizando el mnétodo de 1lisis alcalina
(Sambrook et al., 1988). El gen que codifica la proteina
54,1 kDa y la proteina entomicida de 41,9 kDa de é.
esfericus (Baumann et al., J. Bacteriol. 170: 2045- 2050
(1988), GenBank M20390) se obtuvo mediante PCR utilizando
polimerasa ADN Vent (Exo+) (Biolabs) y los iniciadores
BSP-1 (5'aactgcag CTTGTCAACATGTGAAGATTAAAGGTAACTTTCAG-3'
(SEC ID NO. : 10)) Y BSpP-2 (S’ aactgcag
CCAAACAACAACAGTTTACATTCGAGTGTAARAAGTTC-3’ (SEC ID NO: 11))
(Genosys) . El producto de PCR de 3,4 kbp se digiridé con
PstIl y se clond en el mismo sitio del pHT3101 para
generar. El fragmento HpaI-Pstl de 3,0 kbp en pHBS se
clon6é en los sitios xbal y PstIl llenos en PSTAB-SD para

generar PPHSP-1.



c. Crecimiento de cepas bacteriales

Las cepas de B. thuringiensis subsp. israelensis
4Q7/pPHSP-1 y B. thuringiensis subsp. israelensis
IPS82/pPHSP-1 crecieron sobre agar nutriente (BBL
Microbiology Systems) o leche peptonizada (1% leche
peptonizada [BBL Microbiology Systems], 1% dextrosa, 0.2%
extracto de levadura, MGSO, 1.216 nmM, FeSO, 0.072 mM, ZNSO,
0.139 mM, MnSO; 0.118 mM) con eritromicina a una
concentracién de 25 pg/ml. Para bioensayos con insectos,
se hizo crecer, B. thuringiensis subsp. israelensis
I1PS82/pPHSP-1 en 25 ml de leche peptonizada con
eritromicina {25 jug/ml) en un incubador agitador
establecido a 28 °C, 250 rpm/min durante 6 dias, tiempo
durante el cual >98% de las células se hablan esporulado
y lisado. Las esporas y cristales se cosecharon mediante
centrifugacién a 4° C, 6.000 x g for 15 min, El pelmazo
fue lavado diez veces en agua y secado en una cémara de

vacio.
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D. Electroforesis da gel de sulfato docecil

sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Después de 6 dias de crecimiento de leche
peptonizada, se recolectdé 1 ml de cultivo lisado y se
enctrifugd a 10000 x g durante 5 min. El1 medio se
descartd y se agregaron 150 ul de amortiguado¥ TE (10 mM
Tris-Cl, pH 7,5, 1 mM EDTA} y 150 de un amortiguador de
muestra 2X (Laemmli, 1970). -Las proteinas se fraccionaron

mediante SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

E. Biocensayos

Para los biloensayos, se expusieron grupos de 20
instars cuartos tempranocs a una rango de concentraciones
de la espora liofilizada/polvos de cristal en 100 ml de
agua desionizada mantenida en 237 ml de copas plasticas.
Siete de nueve diferentes concentraciones de polvo se

replicaron en cinco diferentes dias.



F. Microscopba

Los cultiveos esporulantes se monitorearon mediante
microscoplia de 1luz con un fotomicroscopio Zeiss,
utilizando un objetivo de inmersién en aceite de 100X,
Para microscoplia electrbénica de transmiasidén, las células
esporuladas provenientes de los cultivos de leche
peptonizada se recolectaron justo antes de de la lisis,
se fijaron durante 2 h en 3% de fosfato - glutaraldehido
amortiguado y 0,25% de sucrosa, se posfijaronen 1% de
S0,, se deshidrataron en etanol-6xido de propileno, se
embebieron en Epon-Araldite (IBARRA y Federici, J.
Bacteriol. 165; 527-533 (1986)). Las seccliones
ultradelgadas de células esporuladas se examinaron y se
fotografiaron en un microscopio electrédnico Hitachi 600

que opera con un voltaje de aceleracién de 75 kV.
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Ejemplo 5. La proteina CytlA reastablece la
susceptibilidad a la toxina Bs de mosquitos altamente

raesistentes a esa toxina.

A. Materiales y métodos

Cepas y toxinas bacteriales

Las preparaciones de tocinas utilziadas en este
estudio fueron polvos liofilizados de cultivos lisados de
B. esfericus 2362 y una cepa recombinante de Bacillqs
turingiencis subsp. Israeliensis que solo produce CytlAa
(Wu y Federici, J. Bacteriol. 175: 5276-5280 (1993)).
Estos polvoa contneian la espora y el cristal, (esto es,
el cuerpo paraesporal) junto con desperdicios de células
y medios sbélidos que resultan de la liofilizacién. Los
polvos especificos ensayados fueron (1) la cepa B.
esfericus 2362, obtenida como un polvo técnico de una
cepa tipo silvestre de Abbott Laboratories (North
Chicago, 1IL); (2) CytlAa, una cepa recombinante de BTI
anotada anteriormente; Yy (3) BTT 1Q7, una cepa
acristalifera de esta subesepecie que no produce ninguna
endotoxina. Esta cepa se obtuvo del centro de

almacenamiento de Bacillus (Ohio State University,

4



Columbus, OH) y se utilizé como uno de los controles. Los
polvos liofilizados de cristales CytlA purificados (Wu ¥y

Federici, supra) también se utilizaron.

. Produccién de polvos de toxina y almacenamiento

Las cepas de bacterias que producen las varias

toxinas fueron crecidas en un medio sélido o liquido como
se describié previamente (Wirth et al., Proc Natl. Acad.
Sci UsSA, 94: 10536- 10540 (1997), Park et al., Appl
Environ Microbiol. 64: 3932-3938 (1998)). Las células
esporuladas se lavaron en auga detilada, se sedimentaron,
Y el pelmazo resultante se liofiuliz6. Para la selecciédn
de mosquitos y los biloensayos, las suspensiones de
almacén de los polvos se preparaon en agua destilada y se
homogeneizaron con la ayuda de aproximadamente 25
glébulos '‘de vidrio. Se prepararon almacenamientos
mensualmente y se prepararon semanalmente dilusiones en
serie de 10 veces. Todos los almacenamientos y dilusiones

se congelaron a -z0° C cuando no estaban en uso.

ps



Cepas de Moaquitos

Dos cepas de Cx. Quinquefasciatus se utilizaron; BS-
R, una cepa resistente a B. sphaericus 2362, y Syn-P, una
cepa no seleccionada, no resistente. El. BS-R ha sido
seleccionado con B. esfericus 2362 desde 1992 Yy
ritunariamente sobrevive 48 h de exposicién a 1000 ug/ml,
una concentracién de 149,000 veces mayor que la
concentracién que mata el 50% del Syn-P, La cepa sensible
de referencia. El1 Syn-P es una poblacidén “sintétlica” de
CX. quinquefasciatus derivada de poblaciones de larvas
recolectadas en 1995 de 3 diferentes 4reas geogradficas
del sur de california. Esta colonia se ha mantenido en el

laboratorio sin exposicién a B, esfericus.
Procedimiento de seleccidn y biocensayo

Como se anoté anteriormente, la cepa Bs-R ha sido
mantenida bajo presién de selecciédn con B. esfericus
desde 1992. La selecciédn consistié de grupos &e
exposicién de ca 1,000 instars cuartos tempranos a

concentraciones de B. esfericus que varian entre 100-120

ug/ml en recipientes metdlicos esmaltados enlozados en



aproximadamente 1 L de agua desionizada durante 48-96 h.
la mortalidad promedio de las larvvas bajo seleccién fue
del 10% o nmenos por seleccién, y los sobrevivientes se

utilizaron par continuar la colonia.

Para los »iocensayos, se expusieron grupos de 120
instar cuartos tempranos a un rango de concentraciétn de
esporas liofilizadas/polvos de cristal en 100 ml de agua
desionizada mantenida en copas de plastico de 237 ml. 7
de nueve diferentes concentraciones de polvos, que
produjeron mortalidad entre 2 y 98% después de 48 h, se
replicaron en 5 diferentes dias. Para los bioensayos en
los cuales se ensayaron diferentes combinaciones de cytlA
y B. esfericus 2362, diferentes proporciones de estas
toxinas estuvieron basadas en los pesos de los polvos

liofilizados de la sepa bacterial.

En razétn a que la cantidad de cristales CytlA
purificada fue limitada, los bioensayos con este polvo
utilizaron 10 instar cuartos tempranos mantenidos en 10
nl de agua desionizada en copas plasticas de 30 ml y
replicados en 2 - 3 diferentes dias. Los biocensayos
combinan polvos técnicos de B. esfericus 2362 y cristales

purificados de CytlA en una proporcién 10: 1 (10 partes



de B. esfericus 2362: 1 parte de ecristal CytlA)
estuvieron basados en los pesos de los polvos

liofilizados de B. esfericus 2362 y CytlA.

Todos los datos fueron sometidos a anédlisis de
probidad utilizando un programa para el PC. Los valores
de dosis de respuesta con limites fiducialestraslapantes
no fueron consideradas como gignificativamente
diferentes. Las proporciones de resistencia se calcularon
al dividir el respectivo valor de concentraciédn letal por
la cepa BS-R por aquella de 1la cepa Syn-P. Las
proporciones de resistencia cuyos 1limites fiduciales
contenian el nimero uno no fueron consideradas

significativas.

Evaluacién del sinergismo

Interaccién sinergistica entre B. esfericus 2362 y

cytlA fueron evaluados utilizando el método de Tabashnik,

Appl Environ Entomol 58: 3343-3346 (1992). Los valores de
concentracién letal teédrica para las diferentes muestras
de cytlA y B. esfericus 2362 se calcularon de los medios

sarménicos pesadcs de los alores individuales para estas

toxinas. En razén a que el polvo de B. esfericus 2362 no
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era tébxico para la sepa BS-R en cualquiera de las
concentraciones ensayadas, el célculo de la toxicidad
tebrica de la combinacién CytlA y B. esfericus 2362 se
baasé en la toxicidad y proporcién del CytlA soleo para
esta cepa. El1 factor sinérgico (SF), definido como la
proporcién del valor de ocncentracién letal teérico al
valor de ocncenrtacién letal obsrevado, se determindé para
la combinacién de B. esfericus 2362 y la cepa CytlA asi
como también para la combinacién de B, esfericus 2362 y
cristales CytlR purificados. Cuando la proporcidén fue
mayor de 1, la interaccién de toxinas se consideré
sinérgica en razén a que la toxicidad excedia el valor
predicho de la toxicidad aditiva individual. Cuando 1la
proporcién era menor de 1, la interaccidén se considerd

antagonista, mientras que una proporcién de uno indicé

que los valores eran aditivos.

B. Rasultados

En los bloensayos para determinar los valores de una
base de toxina bajo condiciones contra las cepas de
mosquitos resistentes y sensibles, o hubo mortalidad

resultante de la exposicién de BS-R, la cepa resistente
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de Cx. quinquefasciatus, a 1000 pg/ml de B. esfericus
2362. Esta concentracién fue de 149,000 veces mayor que
el LCso (0,006% ug/ml) obtenida contra Syn-P, la cepa
sensible. Cuando se llevaron a cabo los bioensayos en 10
ml de agua con 10 larvas por copa en lugar de 20 larvas
en 100 ml, no se ob£uvo moratalidad contra BS-R, pero la
toxicidad de BS 2362 fue inferior (LCso, 0,032 ug/ml)
contra Syn-P. incrementando la densidad de larvas se ha
mosrtado previamente requerir menores cantidades de
toxina Bti para inducir el mismo nivel de mortalidad
observado en densidades inferiores (toxin to induce the
same level of mortality observed at lower densities (Aly
et al. 1988). La diferencia esfimada en la sensibilidad
de BS-R y Syn-P utilizando un sistema de bioensayo mas

pequefio fue de 31.000 veces.

La cepa bacterial CytlA fue ligeramente menos téxica
que la cepa BS-R (LCso, 32,5 pg/ml) que para Syn-P (LCso,
11,7 pg/ml) en sistemas de biloensayo estidndar. Sin
embargo, en los ensayos utilizando cristales CytlA en el
sistema de bicensayo mas pequefio, no se observd
diferencia en sensibilidad {LCsos, ca. 20 pg/ml) entre BS-

R vy Syn-P.
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Agregando cytlA al B. esfericus 23621 as
preparaciones restablecieron la mayoria de su toxicidad
contra ia cepa de Cx. quinguefasciatus resistente a BS-R.
Una proporcién de B. esfericus 2362 a CytlA de 10: 1 fue
altamente téxica tanto para 1las cepas de mosquitos
resistenes como sensibles. Los niveles de toxicidad para
esta combinacidén fueron mayores contra Syn-P que BS-R con
valores de LCgs de 0,442 y 36,6 pg/ml, respectivamente, y
una proporcién de resistencia LCys de 82,9 para BS-R. lLa
proporcién 5:1 fue mas téxica hacia el Syn~-P y BS-R, y la
proporcidén de resistencia en el nivel LCys se redujo a
34,4 veces. A una proporcién de 3: 1 B. esfericus 2362:
CytlA, la mezcla fue de nuevo significativamente més
téxica a BS-R (LCsp, 1,99 upg/ml), y la proporcién de
resistencia disminuypé a 165,4 veces a un nivel LCss. La
tocxicidad a una proporcidén 1l: 1 contra BS-R no fue
significativamente diferente de aquella de la proporcién
3: 1. En total, como la proporcién de B. esfericus 2362
a CytlA se incrementd, la toxicidad se incrementé hacia
tanto las cepas de mosquito resistentes como sensibles.
Sin embargo, las proporciones de resistencla a los

valores LCes para BS-R declinaros hasta niveles
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insignificantes para las proporciones de 1: 3, 1: 5 y

1:10, en los cuecles el cytlA era el principal componente.

Los céAlculos de SF para estas combinaciones
revelaron sinergismos significativos entre cytlA y B.
esfericus 2362 contra la cepa BS-R, pero no contra Syn-P.
los valores SF variaron desde 10-137 en el nivel LCss para
BS-R. Los niveles mads altos del sinergismo se observaron
en las combinaciones en las cuales el CytlA estaba
presente en la proporcién mas baja (10: 1,5: 1,3: 1).
Estas combinaciones fueron antagonistas hacla Syn-P en el
nivel LCes en proporciones 1: 10,1: 5, y 1: 3, y aditiva'o
medianamente sinergitica en proporciones de 1 : 1, 3: 1,
5: 1, y 10: 1, por es decir, donde el B. esfericus se

hizo el componente predominante.

Los bioensayos utilizando B. esfericus 2362
combinados con los cristales de CytlA purificadpos a una
proprocién de 10: 1 demonstraron que esta combinaciédn fue
altamente téxica tanto para BS-R (LCps, 4.96 pug/ml) y Syn-
P (LCes, 2,37 ug/ml). Aunque la cepa BS-R fue ligeramente
menos sensible a la mezlca, los valores de toxicidad no

fueron significativamente diferentes. De manera

RS
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importante, no se detecté6 resistencia contra la cepa BS-R
con esta combinacién, lo cual tuvo un alto valor SF de

278,

C. Discusién

Combinar CytlA con BS 2362 restablecld la toxicidad
del dltimo contra una cepa altamente resistente de Cx.
quinquefasciatus. Mas atn, fuimos capaces comﬁletamente
de restablecer 1la toxicidad con concentraciones sub
letales de cristales CytlA, y por lo tanto suprimir %a
resistencia a B. esfericus en la cepa de mosquito BS-R.
Como contraste al alto nivel de actividad observado
contra la poblacibdn de mosquito resistente, poca o
ninguna actividad resulté con estas mismas mezclas contra

la cepa de referencia no resistente, Syn-P.

La capacidad de CytlA a bajas concentraclones para
reestablecer la alta toxicidad a B. esfericus 2362 contra
mosquitos resistentes tiene implicaciones pré&cticas para
el control de poblaciones de Culex y proporciona
percepcidén dentroc de su modeo de acidén. Los larbicidas
bacterianos basados en B. esfericus son utilizados en

varios paises y la resistencia en poblaciones de campo de
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Cx. quinquefasciatus ya ha sido reportada en Francid,
Brasil, e India. Los resultados de nuestros estudios
indican que agregar CytlA a una proporcién tan baja como
1: 10 a larvicidas de B. esfericus reestablece la mayoria
de la toxicidad contra atn poblaciones altamente
resistentes de Cx. quinquefasciatus. Por 1lo tanto, el
CytlA proporciona una herramienta practica para el manejo
de la resistercia de B. esfericus. Adicionalmente,
agregar una pequeila cantidad de CytlA a preparaciones de
B. esfericus puede demorar la resistencia en poblaciones

de mosquitos en los cuales aun no se ha desarrollado.

Otros han mostrado que una diferente proteina cyt,
CYT1Ab de Bacillus turingiencis subsp. medellin, puede
surimir resistencia a B. esfericus 2297, una cepa
mosquitocida de esta bacteria que produée un gran cristal
de toxina, en Cx. pipiens (Thiery et al. 1998). Sin
embargo, la supresién de CytlAB de resistencia a B.
esfericus B. esfericus 2297 fue mucho menos efectiva que
la supresitn de CytlA de resistencia de B. esfericus. lLa
capacidad reducida de B. esfericus. lLa capacidad reducida
de CytlAb para suprimir la resistencia a B. esfericus
2297 podria ser debida a la toxicidad 5 veces inferior de

esta toxina Cyt a Cx. pipiens en comparaciédn con la CytlA

A
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(Thiery et al. Appl Environ Microbiol 63: 468- 473

(1997} ).

La forma como el CytlA reestablece la toxicldad de
B. esfericus 2362 es desconocida. Sin embargo, estudios
previos del mecanismo de resistencia de nuestra cepa Bs-r
de Cx. quinquefasciatus y las propiedades de unién de
CytlA sugieren que el CytlA ayuda a unir y la insercidn
de la toxina en la membrana microbilar. Nuestra ceépa
resistente de Cx. quinquefasciatus no tiene receptor
funcional para el B. esfericus 2362 para la toxina
funcional para la toxina de B. esfericus 2362 y por 1lo
tanto esta no se puede unir efectivamente al microbili
del intestino medio. Estudios de CytlA han mostrado que
esto perturba las membranas al unirse a la porciédn de
lipidos, y que esto también se une a toxinas cry. Méas
ain, en la presencia de toxinas BTI Cry, el CytlA se une
2l microbili de las células “caeca gastrica” e intestino
medio posterior de 1la 1larva . de mosquito. Estas
observaciones sugieren varios mecanismos para

reestablecer la toxicldad del B. esfericus. Las toxinas
I
de cytlA y B. esfericus pueden unirsen juntas después de

la disolucidn, y luego insertarsen en la membrana como un

complejo debido a las propiedades liofilicas del CytlA.
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Otra posibilidad es que el CytlA pueda primero unirse a
la membrana despué; de lo cual las toxinas de B.
esfericus se unen al CytlA y se insertan en la membrana.
Finalmente, el cytlA puede permear la membrana originando
lesiones que le permiten a la toxina de B. esfericus

ganar acceso al objetivo original.

El sinergismo que obtuvimos con las combinaciones de
CytlA y B. esfericus 2362 también proporcionan evidencia
adicional de que el CytlA mejora la toxicidd al ayudar a
otras toxinsa de proteina a unirse a la membrana
microviral del mosquito, especallmente aquellas que no
seunene eficientemente. En estudios previos demostramos
que el CytlA puede sinergizar toxinas Cryd y Cryl 11
provenientes de cepas de mosquitoqidas de Bacillus
turingiencis contra mosquitos resistentes. Sin embargo,
el sinergismo en mosquitos no resistentes se observé solo
con toxinas Cryd y CryllA de BtI, no con toxinas cryllB
proveniente de Bacillus turingiencis subsp. jegathesan;
que es mucho mias téxica que la CryllA. Un patrén similar
de sinergismo se observd en el estudio normal en donde el
CytlA sinerqizé la toxicidad de B. esfericus 2362 conrt
la cepa BS-R resistente, pero no contra la cepa Syn-P

sensible. Las implicaciones de estos resultados, en

&
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conjunto con augellas obtenidas en lso estudios previos
citados anteriormente, es que las toxinas que son
altamente téxicas o tiene una alta afinidad de unién,
tales como la CryllB o la toxina binaria B. esfericus
2362, ganan poco o ninglin valor de la ayuda asistida por
el CytlA. Pero cuando los receptores de toxina son
modificados o pierden resistencia, la capacidad del CytlA
para unirsen y perturbar la membrana microbiliar
reestablecer 1la capacidad de estas toxinas ©para
insertarsen dentro de la membrana y ejercer tox:l.cidagi.
Como ambas las toxinas CytlA y B. esfericus se disuelvén
en el lumen del intestino medio del mosquito, ellas
pueden asociarse inmediatamente después de la disolucién
en el lumen asi como también en la superficie de membrana
microviral. Una lmplicacién de estos resultados es que el
CytlA, y posiblemente otras proteinas Cyt pueden extender
el espectro insecticida de toxinas de proteina diferentes

a cyt a otras especies de insectos.

-—r——
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Tabla 3. Toxicidad de polvo técnico de B. esfericus
(cepa 2362), polvo de cristal/espora de cytlA proveniente
de Baclllus turingiencis sobs. Israeliensis, y varias
combinaciones de B. esfericus y c¢ytlA contra C.
quinquefasclatus (Bs-R) susceptible a (Syn-P) Yy

resistente a B. esfericus
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SF, factor de sinergismo

* proporciones en ©paréntesis representan 1la
proporcién relativa de polvo técnico de B. esfericus a
polvo de esporas/cristal cytlA

{Bs:Cyta) .todas las proporciones estan basadas en el

peso de cada uno de los respectivos polvos.

Ejemplo 6. Uso de sacuencias de polipurina 6.mer

ysecuencias. STAB-8D~ tindem

La capacidad de las secuencias de polipurina més
cortas que las ecuencias de STAB-SD de ongitud completa
para incrementar la producciédn de proteina se explord.
Como se anota en la secidn sobre secuencias STAB-SD,
supra, se cree que las secuencias STAB-SD en la porcién
no traducida de un gen mejora la produccién de 1la
proteina codificada por el gen al proteger el mARN de la
acccién de la endoribonucleasa 5’. Se cree adicionalmente
que las secuencias de polipurina que tienden a
caracterizar los pares base de secuencias STAB-SD con una

secuencia de polipirimidina en el extremo 3’ del 16rARN.

Iniciando con la secuencia 9.mer STAB-SD de longitud

completa de cry3A, GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1), dos 6-mer

A
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subsecuencia se crearon: AGGAGG (SEC ID NO.: 12,
compuesta de los ultimos 6 nucledtidos de la secuencia
STAB-SD), que fue 1llamada PPS-1, para "secuencia de
polipurina-1", y GAAAGG (SEC ID NO.: 13, compuesta de los
primeros seis nucledtidos de la secuencia STAB-SD), que
fue denominada PPS-III. Cada PPS fue ublcado en una
construccién con promotores Bt del gen CytlA, y la
eficiencla de cada PPS como un estabilizador S' se
determiné utilizando proteina cry3A como un reportero.

Las secuencias STAB-SD dobles también fueron ensayadas.

Una serie de construcciones fueron hechas para
ensayar el efecto sobre la produccién de proteina de PPS-
I, de PPS-III, para modificar una secuencla de polipurina
para cambiar algunas purinas a pirimidinas, y el efecto
de tener miltiples secuencias STAB-SD, y el efecto de
separar las miltiples secuencias STAB-SD mediante

diferentes distancias. Todos los otros componentes, (esto

es, la regiétn corriente arriba, la regién UTR, la
estructura de tallo-aro, vy la regién codificante) fueron

iguales en todas las construcciones.

El pCI-10 contenia sclo un promotor BTI sin una

secuencia de plipurina u otra secuencia estabilizante. El
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pCI-20 contenia un promotor BtI y un PPS-I. En pCI-21,
PPS-I se modificé de 5'-AGGAGG-3' a la secuencia 5’-
ATTATT 3'; de tal forma que esta ya no contiene una
secuencla de polipurina. En pCI-30, 3 nuclebdtidos
corriente arriba del PPS-1 se modificaron de 5’-TTT-3' a
5’-GAA-3' para regresar al 6-mer a la secuencia de STAB-
SD nativa. Por 1lo tanto, 1la PPS-I en PpCI-20 (5'-
TTTAGGAGG-3') se cambié a STAB-SD en pCI-30 (5'-
GAAAGGAGG-3'). El1 pCIII-10 contenia promotores Bt dobles
pero no una secuencia PPS, mientras que el PCIII-20
contenia promotores Bt dobles y PPS-III. El pCI-50
contenia dos secuencias STAB-SD que estaban separadas por
8 nuclebétidos. E1 pCI-60 también contenia dos secuencias
STAB-SD, pero en esta construccién, ellas estaban

separadas por 33 nuclebtidos.

Las cantidades relativas de produccién de proteina
Cry3A de algunas de las contrucciones ensayadas se

establece adelante:

pCI-10 (promotor BtI): 10%
PCI-20 (promotor BtI + PPS-I): 100% (utilizado como

un estandar)

il

s
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pCI-21 (promotor BtI + PPS-1 sin secuencia de
polipurina): 7%

pCIII-10 (promotores Bt doble, sin PPS): 14%

pCIII-20 (promotores Bt doble + PPS-III): 37%

pCI-30 (promotor BtI + STAB-SD): 162%

pCI-50 {(promotor BtI + STAB-SD doble separado por 8
nuclebétidos): 198%

pCI-60 (promotor BtI + STAB-SD doble separado por 33

nucledétidos): 334%

Asi, tanto el PPS-I como el PPS-III (6-mers
contiguos de los primeros 6 nucledtidos de una secuencia
STAB-SD 9-mer y de los dltimos G'nucleétidos de la misma
secuencia) resultaron en mis expresién de proteina que la
lograda de las construcclones sin las secuencias. La
secuencia STAB-SD de longitud completa dio marcadamente
mejores resultados. Adicionalmente, ambas secuencias
STAB-SD dobles diueron como resultado unos mayores
niveles de produccién de proteina, con las secuencias
STAB-SD dobles separados por 33 nuclebtidos que
resultaron en aproximadamente el doble de producciédn de
proteina de las construcciones con la secuencia STAB-én
simple. Sin desear- estar ligado a 1la teoria, las

diferentes cantidaes de expresién de proteina exhibidas
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por las construcciones pCI-50 and PCI- 60 pueden deberse
al hecho de que la longitud de espacio de subuniddes
ribosomales 30S es de aproximadamente 30 nuclebdtidos.
Esto puede permitir secuencias STAB-SD de aproximadamente
30 o mas nuclebdbtidos distantes para interactuar con dos

unidades 30Sal mismo tiempo.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes
citadas en esta especificacién_se inciorporan aqui como
referencia como s8i cada una de las publicaciones
individuales o solicitudes de patente fueran especifica e
individualmente indicadas por incorporarsen como

referencia.

Aunque la invencién anterior se ha descrito en algtn
detalle por via de ilustracién y ejemplo para propésitos
de claridad de entendimiento, serd facilmente evidente
para un expeto en la técnica a la luz de las enseflanzas
de esta invencién que se pueden hacer ciertos cambios y
modificaciones a esta sin apartarse del espiritu o

alcance de las reivindicaciones finales.

&
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de &cido nucleico que comprende,
en el siguiente orden,

(a) un promotor de Bacillus turingiencis

seleccionado del grupo que consiste de un-

promotor de BtI, un promotor de BtII, y una
combinacién de un promotor BtI y un promotor
BtII,

(b) selis o més nucledtidos contiguos de una
secuencia STAB-SD bacterial,

(c) un sitio de unién de ribosoma, y

(d) una secuencia que codifica un primer
polipéptido con al meﬂos un 80% de idnetidad
de secuencia a una proteina de toxina de 41,9
kD (SEC ID No.: 9) una toxina binaria de B.
anfericus, cuyon primer palipéptido es al monos
50% tan téxico como la proteina de toxina de

41,9 kD de la SEC ID No.:9,

2. Una secuencia de acido nucleico de la
reivindicacién 1, en donde dicho prinmer

polipéptido tiene, al memos, 90% de identidad de

——
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secuencia con la SEC ID No.: 9, cuyo primer
polipéptido es, al menos, 50% tan téxico como la
proteina de toxina de 41,9 de kD de la SEC ID

No.:9.

Una secuencia de acido nuclieco de la
reivindicacién 1, en donde dicho primer

polipéptido tiene la secuencia del SEC ID No.:9.

Una secuencia de 4cido nucleico de 1la
reivindicacién 1, en donde ademis la secuencia
del eelemento (d) codifica un segundo polipéptido
con, al menos, 80% de identidad de secuencia con
una proteina de 51,4 kd de una toxina binaria de
B. esfericus (SEC ID No. 8), cuyp polipépticio
funciona como un dbminio de unién para 1la
proteina de toxina de- 41,9 kD de la SEC ID No.:

9.

Una secuenclia de 4cido nuclieco de la
reivindicacién 4, en donde dicho segundo
polipéptido tiene, al menos, 90% de identidad de

secuencia con la SEC ID No.: 8.
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Una secuencia de dcido nuclieco de la
reivindicacién 4, en donde dicho segundo

polipéptido tiene una secuencia de SEC ID No.: 8,

Una secuencia de dcido nuclieco de la
reivindicacién 1, en donde dichos 6 o més
nucleétidos contiguos de una secuencia SfAB-SD
bacterial son una secuencia STAB-SD bacterial de

9 nuclebdtidos.

Una secuencia de 4cido nuclieco de la
reivindicacién 7, en donde dicha secuencia STAB-
SD bacterial de 9 nucleb6tidos se selecciona del
grupo que consiste de GAARAGGAGG (SEC ID NO.: 1),
GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.:
3), GAAAGGGGG (SEC ID NO.: 4), GARAGGAGG (SEC ID

NO.: 5), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).

Un acido nuclieco de la reivindicacién 1, en
donde el promotor de Bacillus turingiencis es un

promotor un promotor cry.
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10. Un 4cido nuclieco de la reivindicacidén 1, en
donde el promotor de Bacillus turingiencis es un

promotor cryl.

11.Un éacido nuclieco de la reivindicacién 1, en
donde el promotor de Bacillus turinglencis se
selecciona del grupo que consiste de crylAal,
crylha2, crylAa3, ErylAa4, crylAaS, crylAas,
crylBal, c¢rylBa2, crylCal, crylCa2, crylCa3l,
crylCa4, crylCab, crylCa6, cryiCa7, crylFal,

crylFa2, crylAal, cytlAa2, cytlAa3d, y cytlAad.

12, Un 4cido nuclieco de la reivindicacién 11, en
donde el promotor de Bacillus turingiencis es un

promotor cytlAal,

13. Un" 4cido nuclieco de la reivindicacién 1, que
tiene un promotor btl y un promotor BtII en donde

el promotor BtI y el pmt BtII se traslapan.

14, Un vector de expresidétn que comprende un &cido

nucleico de la reivindicaciédn 1.
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15. Un vectcr de expresién que comprende Acido

nucleico de la reivindicacién 2.

16. Un vector de expresién que comprende un &cido

nucleico de la reivindicacién 3.

17. Un vector de expresién que comprende un &cido

nucleico de la reivindicacién 4.

18. Un vector de expresién que comprende un &acido

nucleico de la reivindicacién 5.

19.Un vector de expresiédn que comprende un d&cido

nucleico de la reilvindicacién 6.

20.Un vector de expresidén que comprende un Aacido

nucleico de la reivindicacidn 7.

21.Un vector de expresidn que comprende un Aacido

nucleico de la reivindicacién 8.
22, Un vector de expresién que comprende un A&cido

nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 9

a 13.
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23. Una célula huésped que comprende un

expresiotn de la reivindicacién 14.

24. Una célula huésped que comprende un

expresién de la reivindicaciédn 15.

25, Una célula huésped que comprende un

expresiédn de la reivindicaciébn 16.

26.Una célula huésped que comprende un

expresiétn.de la reivindicacién 17.

27.Una célula huésped que comprende un

expresién de la reivindicacién 18.

28. Una célula huésped que comprende un

expresién de la reivindicaciédn 19.

29. Una célula huésped que comprende un

vector

vector

vector

vector

vector

vector

vector

de

de

de

de

de

de

de

expresién de cualquiera de las reivindicaciones

20 a 22,



30. Una célula huésped de la reivindicacién 23, que

conprende ademds una proteina cryllA 20 kD,

31. Una célula huésped de la reivindicacién 29, que

comprende ademds una proteina cryllA 20 kD.

32. Una célula huésped de
donde la célula es

turingiencis

33. Una ceélula huésped de
donde 1lz célula es

turingiencis.

34. Una célula huésped de
donde la célula es

turingiencis.

35. Una célula huésped de
donde 1la célula es

turingiencis

la reivindicacién 23, en

una célula de Bacillus

la reivindicacién 24, en

una célula de Bacillus

la relvindicacién 25, en

una célula de Baclllus

la reivindicacién 26, en

una c¢élula de Bacillus

3
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36. Una célula huésped de la reivindicacién 27, en

donde la célula es una célula de Bacillus

turingiencis.

37.Una célula huésped de cualquiera de 1las

38.

39.

reivindicaciones 28 a 29, en donde la célula es

una célula de Bacillus turingiencis

Una secuencia de adcido nucleico que comprende, en
el siguiente orden, un promotor de Baclllus
turingiercis que se une a una proteina sigma
factor A ,al menos, 6 nuclebdtidos contiguos de
una secuencia STAB-SD bacterial, un sitio de
unién de.ribosoma, una secuencia que codifica un
polipéptido con, al menos, 80% de identidad de
secuencia a una proteina de 41,9 kD (SEC ID No.:
9) de una toxina binaria de B. esfericus, cuyo
primer polipéptido es, al menos, 50% tan.tbxico
como la proteina de toxina de 41,9 kD de SEC ID

No.:9.

Un método para mejora la produccién de una toxina

binaria de B. esfericus en una célula bacterial

huéped, dicho método comprende:

¥
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(a) Transformar la célula huésped con una secuencila
de 4&cido nucleico gque comprende, en el
siquiente orden, un promotor de Bacillus
turingiencis selecclonado del grupo que
consiste de un promotor BtI, un promotor BtII,
Yy una combinacién de un promotor BtI y un
promotor BtlI, al menos, 6 nucledtidos
contiguos de una secuencla STAB-SD bacterial,
un sitio de unién de ribosoma, una secuencia
que codifica un primer polipéptido con, al
menos, BO% de identidad de secuencia a una
proteina de 41,9 kD SEC ID No.: 9) de una
toxina binaria de B. esfericus, cuyo: primer
polipéptido es, al menos, 50% tan téxico como

la proteina de toxina de 41,9 kD de la SEC ID

{b) Expresar dicha secuencla de acido nucleico en

la célula huésped;

Por medio de la cual la expresién de dicha secuencia
de acido nucleico mejora la produccién de 1la toina
binaria de B. esfericus comparada con la producciédn de ‘la

toxina binaria de B. esfericus en una célula de B.
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esfericus tipo asilvestre que no estad transformada con

dicha secuencia de acido nuclieco.

40.

41.

42.

A3.

Un método de la reivindicacién 39, en donde dicho
primer wDolipéptido tiene, al menos, 90% de

identidad de secuencia de la SEC ID No.: 9.

Un método de la reivindicacién 39, en donde dicho

primer polipéptido tlene la secuencia de la SEC

ID No.: 9.

Un método de la reivindicacién 39, en dondé
ademds la secuencia que codifica diche primer
polipéptido codifica ademas un - segundo
polipéptido con al menos, 80% de identidad de
secuencia con una proteina de 51,4 XD de una
tokiuna binaria de B. esfericus (SEC ID No.: 8),
cuyo pol:péptido funciona como un dominio de
unién para la proteina de toxina de 41,9 kD de la

SEC ID No.: 9.

Un método de la reivindicacién 42, en donde dicho
sequndo polipéptido tiene, al menos, 90% de

identidad de secuencia con la SEC ID No.: 8.
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45,

46.

47,

48.
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Un método de la reivindicacién 42, en donde dicho
segundo volipéptido tiene la secuencia de la SEC

ID No. 8.

Un método de la reivindicacién 39, en donde dicho
6 o mas nucledtidos contiguos de una secuencia
STAB-SD bacterial son una secuencia STAB-SD

bacterial de 9 nuclettidos.

Un método de la reivindicacién 45, en donde la
secuencia STAB-SD bacterial se selecciona del
grupo que consiste de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1},
GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.:
3), GARAGGGGG (SEC ID NO.: 4), GARAGGAGG (SEC ID

NO.: 5), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).

El método de la reivindicacién 39, en donde dicha
célula huésped es una célula de Bacillus

turingiencis.

El método de la reivindicacién 39, en donde dicha

célula huésped es una célula de B. esfericus.

=1 b ————
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49. E1 método de la reivindicacién 39, en donde dicha
célula bacterial huésped expresa un producto de

20 kD de un gen cryllA.

50. Un método para crear una bacterla recombinante,

dicho método comprende las etapas de:

(a) Transformar la bacteria recombinante con nua
secuencla de &4cido nuclieco que comprende, en
el siguiente orden:

Un promotor de Bacillus turinglencis seleccionado

del grupo que consiste deun promotor BtI, un

promotor BtII, y una combinacién de un promotor BtI

y un promotor BtlII,

Al menos seis nucledtidos contiguos de una secuencia

de STAB-SD bacterial,

Un sitio de unién de ribosoma, y

Una secuencia que codifica un primer polipéptido

con, al menmos, 80% de identidda de secuencia con

nua proteina de 41,9 kD (SEC ID No.: 9) de una
toxina binaria de B. esfericus, cuyo primer
polipéptido es, al menos, 50% tan téxico como 1la

proteina de la toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. 9;

y



(b)

51.

52.

53.
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expresar dicha secuencia de &cido nucleico en

la célula huésped.

Un método de la reivindicacién 50, en donde dicho
primer polipéptido tiene, al menos, 90&% de

identidad de secuencia con la SEC ID No. 9.

Un método de la reivindicacién 50, en donde dicho
primer polipéptido tiene la secuencia de la SEC

ID No.:9.

Un método de la reivindicaciéon 50, en donde
ademds la secuencia que codeifica dicho primer
polipéptido comprende ademas una secuencia. que
codifica un segundo polipéptido, cuyo segundo
polipéptido tiene, al menos, B80% de identidad de
secuencia con una proteina de 51,4 kD de una
toxina binaria de B. esfericus (SEC ID No. 8), y
puede funcionar como un dominio de unién para la

proteina de toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. é.
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55.

56.

57.

58.
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Un método de la reivindicacién 53, en donde dicho
segundo polipéptido tiene, al menos, 90% de
identidad de secuencia de la SEC ID No. B.

Un método de la reivindicaciétn 53, en donde dicho
segundo polipéptido tiene la secuencia del SEC ID

No. ‘B.

Un método de la relvindicacidn 50, en donde
dichos sels o mas nucledtidos contiguos de la
secuencia STAB-SD bacterial son una secuencia de

STAB-SD bacterial de 9 nucleétidos.

Un método de la reivindicacién 50, en donde dicha
secuencia STAB-SD bacterial se selecciona del
grupo que consiste de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1),
GAAGGGGGG (SEC ID NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.:
3), GARAGGGGG (SEC ID NO.: 4), GAAAGGAGG (SEC ID

NO.: 3), y GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6),

Un método de la reivindicaciédn 50 en donde la
bacteria recombinante se selecciona del grupo que

consiste de Bacillus turingiencis, B. esfericus y
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un miembro de unas especies de Dbacillus

diferentes de bti o Bs.

59. Un métods para 1incrementar la toxicidad de una
bacteria de Bacillus turingiencis a una larva de
un mosqulto, dicho método comprende las etapas

de:

(a) Transformar dicha bacterié con una secuencia de
dcido nucleico que comprende, en el siguiente
orden,

Un promotor de Bacillus turinéiencis seleccionado

del grupo que consiste de un promotor de BtI, un

promotor BtII, y una combinacién de un promotor BtI

Yy un promotor BtII,

Seis o mAs nucledétidos contiguos de una secuencia

STAB-SD bacterial,

Un sitio de unién de ribosoma, y

Una secuencia que codifica un primer polipéptido

con, al menos, 80% de identidad de secuencia con una

proteina de 41,9 kD (SEC ID No. 9) de una toxina
binaria de B. esfericus, cuyo primer polipéptido es,
al menos 50% tan téxico como la proteina de la

toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. 9; y

|51
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(b) Expresar dicha secuencia de &cido nucleico en

la bacteria;

Por medio de la cual la expresién de dicha secuencia
de Acido nucleico hace dicha bacteria mas téxica a
dicha lara que una célula de B. esfericus tipo

silvestre que no estd transformada con dicha

secuencia de Aclido nuclieco.

60. Un método de al reivindicacién 59, en donde dicha
bacteria comprende ademéds un producto de 20 kD de

un gen cryllA.

61 Un método de la reivindicacidon 59, en donde dicho
primer pclipéptido tiene, al menos, 90% de

identidad de secuencia con la SEC ID No. 8.

62.Un método de la reivindicaclédn 59, en donde dicho
primer polipéptido tiene la secuencia de la SEC

ID No. 9.

63. Un método de la reivindicacién 59, en donde

ademads de la secuencla que codifica dicho primer
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65.

66.

67.
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polipéptido comprende adem&s una secuencia que
codifica un segundo polipéptido, cuyo segundo
polipéptido tiene, al menmos BO% de identidad de
secuencia con una proteina 51,4 kD de una toxina
binarira de B. esfericus (SEC ID No. 8), y puede
funcionar como un dominioco de unién- para una

proteina de toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. 9.

Un método de la reivindicacién 63, en donde
dicho segundo polipéptido tiene, al menos, 90% de

identldad de secuencia con la SEC ID No. 8.

Un método de la reivindicacién 63, en donde
dicho sequndo polipéptido tiene la secuencla de

la SEC ID No. 8.

Un método de la reivindicacién 59, en donde
dichos 6 o miAs nuclebdttidos contiguos de wuna
secuencla STAB-SD bacterial son una secuencia

STAB-SD bacterial de nueve nuclebdtidos.

Un método de la relvindicacién 66, en donde

dicha secuencia STAB-SD bacterial de 9

¥

nucleétidos se selecciona del grupo que consiste



132

de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID
NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.: 3), GAAAGGGGG
(SEC ID NO.: 4), GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), Yy

GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).

68. Una célula recombinante de B. esfericus, dicha
célula comprende una secuencia de acido nucleico
que comprende, en el siguiente orden, un promotor
de Bacillus turingiencis seleccionado del grupo
que consiste de un promotor BtI, un promotor BtII
Yy una combinacién de promotor BtI y un promotor
BtII, al menos 6 nucleédtidos contiguos de una
secuencia STAB-SD bacterial, un sitio de unién de
ribosoma, una secuencia que codifica un primer
polipéptido con al menos B80% de idenfidad de
secuencia con una proteina de 31,3 kD (SEC ID No.
9} de una toxina binaria de B. esfericus, cuyo
primer polipéptido es, al mencs, 50% tan téxico
como la proteina de toxina de 41,9 kD de la séc

ID No. 9.

69. Una célula recombinante de la reivindicaclén 68,

en donde dicho primer polipéptido tiene, al

6}
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menos, 90% de identidda de secuencia con la SEC

ID No. 8.

70. Una cé_ula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde dicho primer polipéptido tiene 1la

secuencia SEC ID No. 9.

71. Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde ademas la secuencia que codifica dicho
primer polipéptido comprende ademids una secuencia
que codifica un segundo polipéptido, cuyo segundo
polipéptido tiene, al menos, 80% de identidad con
una proteina de 51,4 kD de una toxina binaria de
B. esfericus (SEC ID No. 8}, y puede funcionar

como un dominio de unidén para una proteina de

toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. 9.

72. Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde dicho segundo polipéptido tiene, al
menos, 90% de ildentidaf de secuencia con la SEC

ID No. 8.
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73. Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde dicho seqgunde polipéptido tiene 1la

secuencia de la SEC ID No. 8.

74.Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde dichos 6 o maAs nucleétideos contiguos de
una secuencia STAB-SD bacterial son una secuencia

STAB-SD bacterial de 9 nucleétidos.

75.Una célula recombinante de la reivindicacién 42,
en donde dicha secuencia STAB-SD bacterial de 9
nuclebétidos se selecciona del grupo que consiste
de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID
NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.: 3), GAARGGGGG
(SEC ID NO.: 4), GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), ¥y

GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).

76. Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en done el promotor de Bacillus turingiencis es

un promotor cry.

77. Una célcla recombinante de la reivindicacién 68,
en donde el promotor de Bacillus turingiencis se

selecciona del grupo que consiste de crylAal,
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79.

80.

(a)
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crylAa2, c¢rylAa3, crylRa4, crylRa5, crylhaé,
crylBal, «c¢rylBa2, crylCal, crylCaz2, crylcCa3,
crylCad, crle;S, crylCaé, crylCa7, crylFal,

crylFa2, crylAal, cytlRa2, cytlAa3, y cytlAad.

Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde el promotor de Bacillus turingiencis es

un promotor cytlAal.

Una célula recombinante de la reivindicacién 68,
en donde dicha célula expresa ademds un producto

de 20 kD de un operon cryllAa.

Un método para incrementar la toxicidad de uina

célula de B. esfericus, dicho método comprende

Transformar la célula con una secuencia de
4cido nucleico que comprende, en el siguiente
orden, un promotor de Bacillus turingiencis
seleccionado del grupo que consiste de un
promotor BtI, un promotor BtII, Y una
combinacién de un bromotor Btl y un promotor
BtII, &l menos 6 nuclebtidos contiguos de una

secuencia STAB-SD bacterial, un sitio de unién



136

de ribosoma, y' una secuencia que codifica un
primer polipéptido con, al menos, B80% de
identidad de secuencia con una proteina de un
41,9 XD (SEC ID No. 9) de una toxina binaria de
B. esfericus, cuyo primer polipéptido es, al
menos, 50% tan téxico como 1la proteina de
toxina de 41,9 kD de la SEC ID No. 9; ¥y

{b) Expresar dicha secuencia de acldo nucleico en

la célula huésped;

Por medio de la cual la expresiétn de dicha secuencia
de 4cido nucleico incrementa la toxicidad de dicha célula
comparada con una célula de B. esfericus tipo silvestre
que no estd transformada con dicha secuencia de éacido

nucleico.

81.Un método de la reivindicacién 80, en donde dicho

primer polipéptido tiene, al menos, 90% de

identidad de secuencia con la SEC ID No. 8.

82.Un método de la reivindicaciétn 80, en donde dicho
primer polipéptido tiene la secuencia de la SEC

ID No. 9.
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83.Un método de la reivindicacién 80, en donde
ademas la secuencia que codifica dicho primer
polipéptido comprende adem&s una, secuencia dque
codifica un segundo polipéptido, cuyo segundo
polipéptido tiene, al menos, {80% de identidad de
secuencia con una proteinaf'de 51,4 kXD de una
toxina kinaria de B. esfericus (SEC ID No. 8), ¥y
puede funcionar como un dominio de unién para una
proteina de toxina de 41,9 kD de una SEC ID No.

9.

84. Un método de la reivindicacién 80, en donde
dicho sequndo polipéptido tiene, la menos, 90% de

identidad de secuencia con la SEC ID No. 8.

85. Un método de la reivindicacién B0, en donde
dicho segundo polipéptido tiene 1la secuencia de

la SEC IL No. 8.

86. Un método de la reivindicacién 80, en donde
dicho 6 o0 m&s nhuclebdtidos contiguos de una

secuencia de STAB-SD bacterial son una secuencla

STAB-5D bacterial de nueve nuclebtidos.
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87. Un método de la reivindicaciétn 80, en donde
dicha secuencia STAB-SD bacterial de nueve
nucle6tidos se selectiona del ,grupo que consiste
de GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 1), GAAGGGGGG (SEC ID
NO.: 2), GAGGGGGGG (SEC ID NO.: 3), GARAGGGGG
(SEC ID NO.: 4), GAAAGGAGG (SEC ID NO.: 5), ¥y

GAAAGGGGT (SEC ID NO.: 6).

88. Un método de la reivindicacién B0, en donde el
promotor de Bacillus turingiencis es un promotor

cry.

89. Un método de la reivindicacién 80, en donde el
promotor de Bacillus turingiencis es uno
seleccionado del grupo que consiste de crylAal,
crylAa?2, c¢rylAa3, . crylAa4, crylAhas, crylAaG,.
crylBal, crylBa2, crylCal, crylCa2, crylCa3i,
crylCad4, crylCab5, crylCa6, crylCa7, crylFal,

crylFa2, cryiRAal, cytlAa2, cytlAa3, y cytlAad.

90. El método de la reivindicaci6tn 89, en donde el
promotor de Bacillus turingiencis es un promotor

cytlAal.
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92.

93.

94.

95.
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Un método para reducir la resistencia de una

toxina binaria de B. esfericus, dicho método

comprende expresar una proteina cytlRal de b.p
subsp. israelensis ("Bti") en una célula de B.

esfericus que expresa dicha toxina binaria.

Un método para reducir la resistencia de una
toxina binaria de B. esfericus, dicho nétodo
comprende expresar una proteina.cytlnal de BtI en
una célula de Bacillus turingiencis que expresa

dicha toxina binaria.

Un método para reducir la resistencia de una
toxina binaria de B. esfericus, dicho método
comprende administrar la proteina BtI CytlAal con
dicha toxina binaria.

Un método de la reivindicacién 93, en donde
dicha proteina CytlRal de BtI estd en un polvo de

célula Bt> lisadas, liofilizadas.

Un método de la reivindicacién 93, en donde dicha
proteina CytlAal de Btl es una proteina

purificada.

@o
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96. Un método de la reivindicacién 93, en donde
dicha proteina CytlAal de Bti se administra en
una proporcién de proteina CytlAal a Bs de

aproximadamente 1:2 a aproximadamente 1:50.

97. Un método de la reivindicacién 93, en donde
dicha proteina CytlAal de Btl se administra en
una proporcién de proteina CytlAal a Bs de

aproximadamente 1: 10.

98. Un A&cido nucleico de las reivindicaciones 1 a
38, que comprende ademids una sequnda secuencia de
al menos, seis nuclebdtidos contighdé de una

secuencia de stabs bacterial.

99. Un método de cualquiera de las reivindicaciones
33, 50, 59, u 80, que comprende ademis una
sequnda secuencia de al menos, 6 nucledtidos

contiguos de una secuencia de STAB-SD bacterial.

100. Una célula recombinante de la reivindicacién

68, que ccmprende adem&s una segunda secuencia de

\bﬁ\
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al menmos 6 nucledtidos contiguos de una

secuencia STAB-SD bacterial.
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La invencisn se relaciona con unas secuencias de
&cido nucleico que comprenden un promotor BtI o BtII: o]
una combinacién de un promotor BtI y BtII, al menos, 6
nuclebtidos contiquos de una secuencia de STAB-SD
bacterial, y una secuencia que codificia un polipéptido
con, al menos, B80% de identidad de secuencia con una
proteTha dé 41,97 kD" ‘de*la toxina Binarias "de B: esfericus
.(“Bs”), ciyo 'polip&ptido tiede;'“al-“'menos; “50% " de la
toxicidad de la ©proteina de 41,9 kD inactiva.
Opcionalmente, la secuencia que codifica ademas 'un
segundo polipéptido con, al menos, 50% ‘de “§ §entidad He
secuencia con una proteilna de 51,4 kD de la toxina
binaria Bs y la cual pude funcionar como un dominio
ligante para la proteina de la toxina de 41,9 kD de Bs.
Cuando las secuencias de &cido nucleico se expresan en
las células de Bacillus turinglencis (“Bt”) o Bs ellas
dan ‘como resgltado la pro&:luccibn en al menos diez veces
de la toxina binaria B_s compar:ada con las células no
transformadsa Bs. La invencién proprociona secuencias de

dcido nucleico que expresan vectores, células huésped, y

métodos para incrementar la toxicidad de una bacter.’_ta
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insecticida mediante la transformacién de la bacteria con
secutlaz-u.:i.as de acido nuclie.it"';a'ﬁé""ié'i:'iv'-en'cidn'.'ndemas', la
invencién se relaciona .con el descubrimiento de que:la
proteina cytlAzl de las subespecies Bt israelensis
(“Bti") reversa la resistencia de una toxina bhinaria Bs
en larvas de mosquitos resistentes a Bs. La invencién
sumninistra células Bs que expresan proteina cytlAal de
Bti, y métodos para reducir la resistencia de la toxina
binaria Bs mediante la coadministracién de al tpn cytlaal

con toxina binaria Bs.
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Como resuftado del axamen da forma, realizado con fundamento al al articulo 38 de la Decisién 488 de la Comisién
de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Gooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Indusiria y Comercio, 8e le comunica que:

0 La solicitud no contiene la copia de! documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del Inventor al
soficitants o0 a su causante. (Art. 264 Decision 488).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsion 488, se le requiere para que dentro del ¥émino de
dos meses siguientes a [a fecha de notliicacion del presente oficio, complets los requisitos antariorments enunciados.
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. Notifiquese el presents oficio conforms a lo dispuesto en el numeral 5.2, feral e), del capfulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.
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