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01‘1 11 17 12:32:10  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
1F'teach‘1a1 2 PATENTELYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 93
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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. L1 Patente de Modelo de Utilidad.
(%] Ccapitulo . L1 capitulo 1.
Nombre: DOW AGROSCIENCES LILC
Sociedad constituida y existente bajo las

leyes del Estado de Delaware, Estados
SOLICITANTE 1 1405 de América.

(71) IDENTIFICACION
Direcci6n: 9330 Zionsvilie, Road, c.C. O NIT O
Indianapolis,
Indiana 46268-1054, | GE u Otro L]
Estados Unidos de América Cual
Domicilio: Indianapolis, Numero
Indiana

Estados unidos de América

@ Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4°. No. 72-35 C.C. |z| NIT [:]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| >11 86 50 CE. O oo [
O APODERADO | %
E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogot4, Colombia. Nimero 35.456.344 T.P 23.555
@ i 2. Holly BUTLER
1. Justin LIRA : .
12373 Ensley Drive, [1n1 d?gn*;a'“"i'ay Drive,
INVENTOR (ES) Fishers, N 4626%0 S,
(72) lindiana 46038,

Estados Unidos de América Estados Unidos de América

_ 4. Kenneth NARVA
3.Doug SMITH )
19038 Edwards Grove Drive, 27372 Creekside Pass,
ionsville,

Naoblesville,
indiana 46062
Estados Unidos de América

Indiana 46077
Estados Unidos de América

5. Thomas MEADE
1141 Huntington Woods Pointe,
Zionsville
Indiana 46077
Estados Unidos de América

PCT (86)
@ Solicitud Internacional No. PCT/US2010/028381 Fecha: 24 de marzo 2010
Publicacién Internacional No. W02010/120452 A1 Fecha: 21 de Octubre de 2010

Titulo (54)
@ TOXINAS CRY INSECTICIDAS DIG-3




CAVELIER ABOGADOS COLO 10975-841-066-5 1D-204429

©

Clasificacién Internacional (51) CO7K 014/325

O,

® 000 O000 EN000N @ B ® e|

Prioridad | (33) Pais de Crigen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
siE no[d us 17 de Abril de 2009 61/170,189
Comprobante de pago No.: 11-108557 Fecha: 08 de Noviembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-108499 Fecha: 08 de Noviembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-108500 Fecha: 08 de Noviembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-103492 Fecha: 21 de Octubre de 2011
Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de 'a solicitud por $ 571.000.00

Comprobante de pago por 3 reivindicaciones adicionales después de 'a décima reivindicacion
por $81.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de DOW AGROSCIENCES LLC.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. '

Copia de la solicitudl internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia de la caratula de 1a Publicacion Internacional WO 2010/120452 A1.

Traduccion de fa solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por fa IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el ¢caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

ga
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FIGURA CARACTERISTICA

Ol

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE:
FIRMA :

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

s Clensr.aobe s

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555

1567
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CAVELIER ABOGADOS COLO 10975-841-066-5 1D-204429

DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacidn Internacional WO 2010/120452 A1
Descripcion:
Paginas 59 en espaiiol
Reivindicaciones: Numero (s) 13

Figuras: Numero (s)

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.
3. @ Listado de Secuencias.

4. Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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‘REPRESENTACION, RATIFICACION Y PODER

3

i
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For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commercial names, trade emblems,
slogans. '

Para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fiébrica, nombres
comerciales, ensetias, lemas comerciales.

REPRESENTATION, RATIFICATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned/ Yo (nosotros), abajo firmado (s)
Dow AgroSciences LLC

of/domicliiado (s) en 3330 Zionsville Road,

Indianapolis, Indiana 46268, United

States of America,

Pw"te ratificamos la ____ .
ja s —‘;'.—
’entada }h -

como agente oficleso ante _

el . R D
{3 or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 83Z;
NZALS PERDOMOQ, tpa. - 831;- EMILIO FERRERO, tpa.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tgpa. 23555; domiciliados
en la Carrera 4* N® 72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a
lo dispuesto en el pardgrafo 19 del Artfculo 543 del Cédigo de
Comerclo, el primero como principal y los deméds como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facuitad para
tecibir notificaclenes "y nombrar apodirados judiciales o
extrajudiclales. El primer representante suplente reemplazaré al
principal en caso de ausencia ¢ impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
0 el tercero al segundo. En tales casos, ‘el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
dgglararan su intencién de no ejercer la representacién
ante declaracién autenticada por Notario “Publico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Publico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo, 51 alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el sigulente tomaré su lugar, Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otrds segiin el caso,
asumiéndola por el sclo hecho de ejercerla, cesando en ese

momento el ejercicic de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

en

d

Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrades, para obtener la proteccidn de mi (nuestra)
propledad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (a.mos a los dichos apoderados para que me
(ncs) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan 0 no junsdiccién, especialmente ante las del orden
adninistrativo, contencioso-administrative y judiclal, as{ como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtenclén de patentes de invencién,
modelos de utilidad y digefios industriales; el registro de marcas
de fabrica, colectivas, deferwivas, de servicio, lemas comerciales,
nombree snsefias, veriedades vegetaies y
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de
nombre ¢ domicillo, cancelacién voluntaria; y el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u

Ul ey

A la vuelta —,

TR A NTEERT WTTE A TROWY A T

- hereby ratify the

filed without a Peyer of Attorney by ...

D
QLT
ba2y

beffore : . \ : : ‘ \%

in

on_. .
and do herelgl appoint GERMAN CAVELIER, tpa.
GONZALQ P DC?MO, a. 831, EMILIO FERRERO, tpa.
31929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciled.
at Carrera 4% N® 72-35, Bogota, Colombla, in due compliance
with the termsa of Paragraphlst. of Article 543 of the
Commerclal Code, the first as principal and the athere as
alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial property matters with faculty
to receive notifications and to appoint attorneys in end out of
Court. The first alternate shall replace the principal in case of
his absence definjtive impediment. The same
rule will aj i,'r B CROseY A BhGrrpAtesentative is to
d Bl = B '-?' 1‘_‘-:,\.;5. ' '1‘; Iace the ﬁrst or
second -—\‘a'v)’t ! HiPA, &r bothmgfthanyisecond. In such
cases, thefifRifillipal representative, or Piiihall state their
intention MY act rélf’x‘.fﬁeéﬁg es fﬁ fgh a declaration
given befopdifiotary Publit’ih Coldinbia; $ilie¥ore a Notary or
anothefr P ;’§~~ R\ffclal or a Colombian Gﬁmq aﬁéﬁad: ?Ind iﬂr
case of inTRIEIVIEA B¥isianronniate coi¥EHdRtE o suffice,
any of @Mﬁgfiwgu%{g{% ;J fely absent, the
fogowin T e ah ik L éR fhe absence or
impediment of the G

rincipal ze e or of the first or
second alternate in their d_f

: ihesentation can be
taken again in their sequfg¥e; ¥
second alternate dependjugy pi!

832;

ML, Ly

1, the first or
[ ere fact or its
exercive will suffice, The &hipmc
first, second or third al 3

time.

Y O ~ favor of the
3 obtain the

In addidon, we grant ®\Rower,
above-named attorneys-aXfyS£8! 4 ac?'
protection of my (our) ind#z PEgGNO and against the
unfair competition, for which Paagh BERw#) authorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, speclally those edministrative,
administrative contentlous and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters. concerning the follonring: o)
Obtainment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the

—_ regisfration of licenses of use of the above rights; b) Actions of

Over —3
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" oy ; ;

medidas’ cautslares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccidn, de secietos industriales, y en general los juicios
civiles, penales, administrativos o contencioso-edministrativos
relacionados con estos derechos; acclones y procesos que
promovamos o se nog promuevan Y para que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
transigir, conclliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, recibir, renunclar, y ratificar los actos de agentes
oficiosos. :

anfair competition, protection to the consumer, onositions or ' -
observations, administrative or Court cancellation, nullity,
infringement, granting of licenses, the actlon for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
actions and sults institued by me {us) or against me (us). And
that in all the above matters they may substtute this Power of
Attorney, compromise, conclliate, admit the facta of the case,
deslst, ‘cancel, recelve, resign, and ratify acts done by
representatives without a power of attorney.

Glven and signed this/Dado y firmado hoy

february 4. 1918
. ry &

in/en Indianapolis, Indiana

46268

United States or America

Fdl L Lot

Signature

Kenneth L. Loertscher
Assistant Secretary
& General Patent Counsel

Firma




&l Corsdade Gimeral o Colombia

¢ - ’ 500 NORTH MICHIGAN AVENUE, SUITE 2040 ) —‘:,
v CHICAGO, ILLUNQIS 80611

TEL.(312)923-1186 FAX(312)923.1187 Y
1o No. .959 chicago, FEB 2 0 1998

- . El susc‘ri&o cénsul G/eneral de Colombia,CERTIPICA, que el sefior (a)
‘ MAEY VER: quien como

- oAU A  PELELADA ?S’(ﬂﬂoj M., autenticé la

. ' firma del signatario del poder precedente, ejercia en la fecha las

- funciones indicadas y su firma corresponde a la registrada.en este

Consulado; que la compafila Do) AbROSc{ENcES LLC

es una sociedad constituida de acuerdo con las leyes de

' YA WARE y ¢umple su objeto conforme a las mismas;
que el (a) sehor (a) _KENNETH L. LOERTSHCHE L ,
quien en su caricter de LEPRESEXMTANTE ([ EGAL.

de la citada compafia confiere el poder precedente, es su
. , _
..- representante legal en este pais.

El Cénsul General no asume responsabilidad alguna por el contenido
del documento.

(]

SE 28

] —n

ZL”N[TED STATES OF AMERICA
CERTIFICATE OF QFFICE

A, STATE OF INDIAN A

»*
ot

'(1, i, Sue Anne Gilro
‘ ¥ » Secretary of State of Indiana,
.according lo records on file in my office,__Lydia S. Owens
. was duly elected
or appointed to the office of Notary Public i df Heng :
’ m and for endricks County
l » . . - - |
) and that the term of said office included the date of February 6, 1998 : that to all hisafher official acts ay 3aid off
a | : rr official acts ay 3aid ofifi-

cial, full faith and credit ought o be given in all Courts of
Justice and elsewhere. In testimony whereof, [ have here unto

set my hand and affixed the Great Seal of the State of Indiana,

at Indianapolis, this Tenth

. day of
y
., February

"é‘ﬁ- @W Mmy

' 4Secratary of Stw

. 19.98

- 4_-..‘;_._'__“:_ %!

by; =< /&ir\ﬁw/

| Oaguty

| | ; _J
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

FEBRERO de19
ESTADO DE INDIANA
KENNETH L. LOERTSCHER

a8

Alos _E__ dias del mes de
ante mi, Notarlo Publico de

cnmpamcié(erpn) personalmente

‘a quien{es) doy fe de conocer y me consta que es(son; la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo,

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

‘Hoy, _6__de__ FEBRERQ de19 98

comparecié(eron) ante mi

KENNETH L. LOERTSCHER

4 quien{es) conozco personalmente y que firma(n) este documen
to en representacién de la Socledad /compafiia

_de~ominada __ DOW AgroSciences LLC

. .ertifico: .

1.iQue he visto los siguientes documentos:*
GERTIFICADO DE CONSTITUCION,FECHANO 1 JULIO 19
CERTIFICADO DE MODIFICACION,FECHADO 1 OCT. 199
RESOLUCION JUNTA DIRECTIVA, FECHADO 23 0CT,199
. COUSENTIMIENTO ESCRITO DE LA JUNTA,1 JULIO 199

* %ok ie dichos documentos prueban lo siguiente:
’ B

L 2. Quie Dow AgroSciences LLC

€3 una Sociedad/Compafifa legalmente constituida y existente

:%merdoconlasleyesde] Estado de Delaware,
" Estados Unidos de América

22, %ue el domicilio de dicha Sociedad /Compaiifa es .
9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana

" 46268, Estados lUnidos de America,

.'LS Que el objeto u objeto para los cuales se otorga el
- pocler estdn comprendidos dentro del objeto uociag
* mentionada Sociedad/Compafifa.

24 Gue el(los) Se.Gresy KENNETH L. LOERTSCHER
"-SECRETARIO ASSISTENTE y ASESOR LEGAL PATENTES

resente

de la

) '\:sté(n) autorizado(s) para ctorgar el presente Poder,

. iudad INDIANAPOLIS

U F o INDIANA

Hoy 6 FEB. de19 98

(L7 -0 o

Notario Piblico —— Notary Public

.

-

-

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

Onthis_f_llﬁ’{dayof %&Wﬂu‘;}/ . 1999
before me, a Notary Public of \S‘A«?ft é;; G/"ﬁ«?ﬁtd-w.. .
personally appeared A epnelf_ L. Coentsefae

to me Lknowr, end known to me to be the person(s) who
executed that foregoing document, and who has(have} legal
capacity to execute it.

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

on this & @ day of Q(}w“*;/ 24

appeared before me

\

P
ersonally and who(m) s! edthib.éocumentas
fofthe B Lidited
Liability
Com

Kenneth L. Loertscher

who{m) I know
representative(s

named Dow AgroSciences LLC

1 Certify: -
1. That | have seen the following documents:®
Certificate of formation, dated July 1, 1997

Certificate of amendment, dated October 1, 1997
Board resolution, dated October 23, 199

3 i QU!LA‘% :l .
NGy 2t
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ki iy -
M - N
e he S8 g™ Delaware,
=Py i Ty 0, N
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57 Indiana

2.3, That the Eurpoae of purposes Yo ¥ present Power
of Attorney s granted are comprised within the corporation

urposes set forth in the charter of the mentioned
Bﬁ%ﬂﬂwm limited liability company,

2.4, That Mr.{Messrs.)_Kenneth L. Loertscher
Assistant Secretary and Geperal Patent Counsel

is{are) authorized to grant the present Power of Attorney.

City Indianapolis

State Indiana

e O % day of ?;Jf. 1997
: )
> J

-

- *
“Los documentos deben Identificarse con fecha y origen.
|

Notario Piiblico — Notary Public

m‘“((((({(((C(rr(rrﬂr{_ﬁp

;E Lydia S. Owens

,é Notary Publi;:, State of Indiana :
:< o Hendricks County b
é&i{\%&nmissicn Expires 03/05/06 ¢
. AARTR LU LA, ' /
*Dacuments must be identified with date and DHER




’ ' . 1 ] A
HEPHRGRNR Wharsi st e it b g e e e ey
. .o, - .

CERTIFICACION NOTARIAL
Y AUTENTICACION CONSULAR

1. . Es necesaria la legalizacién con certificado
notarial. El Notario Publico debe certificar:

1.1.  Que la compafifa esté legalmente constituida
~ y actualmente existente.

1.2.  Su domidlio.

1.3. Que el propésito del poder estd incluido en
el objeto social de la compafifa,

Q. Que el poderdante estd autorizado para dar
el poder en nombre de la compaiifa.

2. Los documentos que hay que mostrarle al
Notario Publico para probar los puntos anteriores,
deben estar expresados en el Certificado Notarial
con fecha y origen:

2.3, Respecto a los puntos 1.1, 1.2 y 1.3 sugerimos
referirse a los artfculos de constitucién con
fecha y lugar de otorgamiento; y

po
[

Para el punto 1.4 sugerimos mencionar la
resolucién de la Junta Directiva o los
estatutos, s?ﬂn los cuales la persona que
otorga el poder esté autorizada para ello.

Enseguida el Sefior Cénsul de Colombia
debe autenticar la firma del Notarie Puiblico.

o j e ;
sLogV -7 TV S syt S gf g

B T Liavbuanendi - - . s

NOTARIAL CERTIFICATION AND
CONSULAR AUTENTIFICATION

1. Notarial legalization is necessary. The
Notary Public must certify: -

11.  That the company is legally constituted and
presently existent.

1.2, Its place of business.

1.3.  That the purpose of the Power-of-Attorney is
incdluded in the activities of the company.

14.  That the Frantor is empowered to give the
Power of Attorney in the name of the
company he represents,

2. The documents which the Notary Public had
before him to prove the above points must be listed
by him in the Notarial Certificate with dated and
origin:

2.1. In connection with points 1.1, 1.2. and 1.3 we

suggest referring to the articles of
incorporat] ¥

L OUE- HELTENERLE
gzt 6 e SOL AL .
2.2, 1.8 we suggeititdtimention the
NAGE EW dnsectors and/or
Wy T
‘wheteby the pai¥da who grants
torney. MustBen authorized
LR v
!
3. bl il Roandagnsiii@hust legalize
the signature of the INgarinEBlke: oo %
77 Wy A ey



TRADUCCION OFICIAL No.03.075.98 de un documento escrito en
ihglés el cuél para su identificacidén se sella con el sello del
" Traductor al' mismo tiempo que la presente. Esta traduccién ha
sido preparaéa por Bernarda R. de Martinez, Traductora Oficial
debidamente -~ reconocida por el Ministerio de Relacionés
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia de Colombia

mediante Resolucidn No. 683 de 1991,

(Se traducen sellos y legalizaciones que aparecen a
continuacién de un documento escrito en inglés y espaifiocl por
medio del cuél Dow AgroSciences LLC, otorga Poder a favor de
GERMAN CAVELIER, GONZATQO PERDCMO, EMILIO FERRERO vy LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ.)

Dado y firmado hoy 6 de febrero de 1998, en Indiandpolis,
Indiana, E.BE.U.U., por Kenneth L.
Asesor General de Patentes.

(Sellos parciales en tinta del Consuﬁ _f*é;”r_""ﬁfaéfj'ﬁgié en

Chicago.)

bt

&

e
o, W

B
: g
a la capacidad legal que tenia KENNETH L Pl iene

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO), en inglés vy

otorgar el documento antes mencionado, expedid-'@%ﬁ@w e rero

de 1998 en el Esﬁéﬁo de Indiana.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD), en inglés y espafiol referente
a la existencia legal de la sociedad Dow AgroSciences LLC,
expedido en la Ciudad de Indiandpolis, Indiana, E.E.U.U., el &

de febrerc de 1998.

10



(Firmado), Lydia S. Owens, Notario Piblico

(sello not;rial en tinta), LYDIA S. OWENS Notario Piblico,
Estado de Indiana, Condado de Hendricks Mi comisién expira el
03/05/00

(Sello notarial seco), LYDIA S. OWENS NOTARIO PUBLICO INDIANA

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

ESTADO UNIDOS DE AMERICA
CERTIFICADO DEL CARGO

ESTADO DE INDIANA

Yo, SUE ANN GILROY, Secretario de Estado de Indiana, POR EL

PRESENTE CERTIFICO: que, de acuerdo con los archivos que obran

en mi oficina, LYDIA S. OWENS Lot
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nombrado para el cargo de NOTARIO

“n‘ \l

estampado el Gran Sello del Estado de Indiaal&

hoy 10 de febrero de 1998,

(Firma facsirilar), Sue Ann Gilroy
Secretario de Estado

(Firmado), | Por: Mary Reever
Suplente

(Adherido se. encuentra sello de oblea dorado con texto en

relieve), SELLO DEL ESTADO DE INDIANA 1816
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(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

(En espafiol), Certificacién de la firma y cargo de MARY REEVER,
de la existencia legal de la compafiia DOW AGROSCIENCES LLC y de
la autoridad que tenia su representante Legal, KENNETH L.
LOERTSCHER, para otorgar el poder menciocnado arriba. Esta
certificacién fue expedida por el CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
EN CHIGAGO, ILLINOIS, bajo el N° 254, de fecha 20 de febrero de
1998 vy firmada.;xu‘ Carlos Alfonso Negret Mosguera, Cénsul
General. Pag;dos Impuesto de Timbre y Derechos Consulares por
valor dé veintidn délares.

{Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

1 5. r‘::
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el MINISTERIO DE RELACI"‘ L NO“22122 5

—
by

]

(ST S S F

fecha 11 de marzo dﬂ:wyﬁ el Jefe de

Legalizaciones. Sl
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S E

19,4

archivos de esta oficina para su corNy

remito.

Bogotd, 17 de marzo de 1998 - ~

COLO 6641-801-001-3

BRM.137

Bernarde R. de Martines
Traductora e agnterprefe @fﬁ:l’a!
Resuluciin 683 Minjusticia 194
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E-MAIL:  cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA ‘ TELEFAX: (57) (1) 217-92711 (57)¢{7) 310-4995

Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. S. D.
Poderdante : DOW AGROSCIENCES LLC
06/02/1998

Poder conferido el

. Yo, EMILIQ  FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arribé mencionado, mediante el presente escrito sustituyo el
poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, identificada con
cédula de ciudadania No. 35.456.344 y Tarjeta Profesional N°23.555, con

todas las facultades que me fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del Cédigo de

Procedimiento Civil.

EMILIOC FERRERQC
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaguén

Acepto:

/éél (P ca«éb¥;2%5%igﬁ?

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23.555
C.C. No. 35.456.344 de Usaguén

NI T 860.041.367-3
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TOXINAS CRY INSECTICIDAS DIG-3

Referencia Cruzada a Solicitudes Relacionadas

[0001) Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de los
Estados Unidos No. :61/170,189, presentada ¢l 17 de abril de 2009, la cual se incorpora

expresamente por referencia en esta especificacion.

Campo de la Invencién

[0002) Esta invericion concierne a novedosas toxinas Cry insecticidas y a su uso para

controlar insectos.

Arte Previo de 1a Invencién

[0003] Bacillus thuringiensis (B.t) es una bacteria que habita en el suelo, la cual
produce proteinas de cristales plaguicidas, conocidas como delta endotoxinas o proteinas
Cry. Las proteinas Cry son intoxicantes orales que funcionan actuando en las células del
mntestino medio de ingectos susceptibles. Un listado extensivo de delta endotoxinas se
mantiene y actualiza regularmente en

http://www.lifesci.Sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/intro.html.

[0004] El barrenador europeo del maiz (ECB - European Corn Borer), Ostrinia
nubilalis (Hiibner), es la plaga de insectos mds dafiinos del maiz de un extremo al otro de
los Estados Unidos y Canadé, y ocasiona un pérdida en ingresos calculada en $1.000
millones cada afio, debida a los estragos en el rendimiento de las cosechas y a los gastos
para el manejo de los insectos (Witkowski ef al., 2002). El maiz transgénico que expresa
genes que codifican profeina Cry, muy notoriamente CrylAb, CrylAc, o CrylF, proporciona

niveles comerciales de eficacia contra el ECB.

[00065] A pesar del éxito del maiz transgénico resistente al ECB, la posibilidad del
desarrollo de poblaciones de insectos resistentes amenaza la durabilidad a largo plazo de las
proteinas Cry en el control del ECB y crea la necesidad de descubrir y desarrollar nuevas
proteinas Cry para controlar el ECB y otras plagas. La resistencia de los insectos a las
proteinas Cry B.t. puede desarrollarse mediante varios mecanismos (Heckel et al., 2007,
Pigott y Ellar, 2007). En los insectos se han identificado multiples clases de proteinas de

receptor para proteinas Ci'y, y existen multiples ejemplos dentro de cada clase de receptor.
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La resistencia a una proteina Cry particular puede desarrollarse, por ejemplo, por medio de
una mutacion en la porcién de union a toxina de un dominio de cadherina de una proteina
de receptor. Un medio adicional de resistencia puede estar mediado por una proteasa de
procesamiento de protoxina. Por consiguiente, la resistencia a toxinas Cry en especies de
lepidopteros tiene una base genética compleja, con por lo menos cuatro principales genes
distintos de resistencia. Insectos lepidopteros resistentes a proteinas Cry se han desarrollado
en el campo dentro de la especie Plutella xylostella (Tabashnik, 1994), Trichoplusia ni
(Janmaat y Myers 2003, 2005), y Helicoverpa zeae (Tabashnik ef @l., 2008). El desarrollo
de nuevas proteinas Cry de alta potencia proporcionaria herramientas adicionales para el
manejo de ECB y otras plagas de insectos. Las proteinas Cry con diferentes modos de
accion, producidas en combinacidén con maiz transgénico, evitarian el desarrollo de
resistencia del insecto ECB y protegeria la utilidad a largo plazo de la tecnologia B.t. para

el control de plagas.de insectos.

Breve Sumario de la Invencion

[0006] La presente invencion proporciona toxinas Cry insecticidas, incluyendo la
toxina designada en esta especificacion como DIG-3, asi como variantes de DIG-3, acidos
nucleicos que codiﬁca.n estas toxinas, métodos de controlar plagas utilizando las toxinas,
métodos de producir las toxinas en células anfitrionas transgénicas, y plantas transgénicas
que producen las toxinas. La secuencia prevista de aminoacidos de la toxina DIG-3 natural

se da en SEQ ID NO:2.

[0007] Como se describe en Ejemplo 1, se aislo un acido nucleico que codifica la
proteina DIG-3 de una cepa B.f, designada internamente por Dow AgroSciences LLC
como PS46L. Se determind la secuencia de 4cido nucleico para la regidn codificante de
longitud completa, y se dedujo la secuencia proteica de longitud completa de la secuencia
de acido nucleico. La toxina DIG-3 tiene alguna similitud con la proteina CryiBIl (No. de
Accesion Genbank AAM93496) y otras proteinas tipo CrylB de B. thuringiensis
(http://www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/intro.htmi).

[0008] Variantes insecticidamente activas de la toxina DIG-3 se describen también en

esta especificacion, y se designan colectivamente como toxinas DIG-3.

[0009] Las toxinas DIG-3 pueden usarse asimismo en combinacion con metodologias
ARNI para control de otras plagas de insectos. Por ejemplo, DIG-3 puede usarse en plantas

transgénicas en combinacion con un ARNdc (dsRNA) para supresion de un gen esencial en

o
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el gusano de la raiz del maiz o un gen esencial en una plaga de insectos. Tales genes blanco
incluyen, por ejemplo, ATPasa vacuolar, ARF-1, Actd2A, CHD3, EF-la, v TFIIB. Un
giemplo de un gen blanco apropiado es ATPasa vacuolar, como se divulga en
W02000/035650.

[0010] Un hallazgo sorprendente referido en esta especificacién es que las toxinas
DIG-3 son activas contra poblaciones del barrenador europeo del maiz y la palomilla dorso
de diamante, que son resistentes a las toxinas CrylA y CrylF. Por consiguiente, las toxinas
DIG-3 son candidatos ideales para uso para el control de plagas lepidopteras. Las toxinas
pueden utilizarse solas o en combinacion con otras toxinas Cry, tales como Cry IF, CrylAb,

y CrylAc, para controlar el desarrollo de poblaciones de insectos resistentes.

[0011] Fragmentos insecticidamente activos de SEQ ID NO:2, y nucledtidos que

codifican tales fragmentos, son otro aspecto de la invencidn.

[0012] En una incorporacién la invencion provee un polipéptido de una toxina DIG-3

aislado, que incluye un segmento de toxina central seleccionado del grupo conformado por

{(a) un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de residuos 113 a
643 de SEQ ID NO:2;

(b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoicidos que tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminodcidos de
residuos 113 a 643 de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos de residuos 113 a
643 de SEQ 1D NO:2 con hasta 20 sustituciones, deleciones o medificaciones de
aminoacidos que no afectan negativamente la expresion o actividad de la toxina

codificada por SEQ 1D NO:2.

[0013] En una incorporacioén la invencidn provee un polipéptido de una toxina DIG-3

aislado, que incluye un segmento de toxina central seleccionado del grupo conformado por

(a) un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de residuos 73 a 643
de SEQ ID NO:2;

(b) un polipéptide que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
residuos 73 a 643 de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoéacidos de residuos 73 a

(&
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643 de SEQ 1D NO:2 con hasta 20 sustituciones, deleciones o modificaciones de

aminoacidos que no afectan negativamente la expresion o actividad de la toxina

codificada por SEQ ID NO:2.

[0014] En otra incorporacion la invencion provee un polipéptido de una toxina DIG-3
aislado, que inchi_ye un segmento de toxina central DIG-3 seleccionado del grupo

conformado por

(a) un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de residuos | a 643
de SEQ ID NO:2;

(b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminodcidos de
residuos 1 a 643 de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos de residuos 1 a
643 de SEQ ID NO:2 con hasta 20 sustituciones, deleciones o modificaciones de
amino4cido que no afectan negativamente la expresion o actividad de la toxina

codificada por SEQ ID NO:2.

[0015] Por "aislado" los solicitantes dan a entender que el polipéptido 0 moléculas de
ADN se han extraido de su entorno natural y se han puesto en un entorno diferente por la

mano del hombre.

[0016] En otra incorporacion la invencidn provee una planta que comprende una toxina
DIG-3.
[0017] En otra incorporaciéon la invencién provee un método para controlar una

poblacién de plagas, método que incluye contactar la citada poblacidn con una cantidad

pesticidamente efectiva de una toxina DIG-3.

10018] En otra incorporacién la invencién provee un acido nucleico aislado que

codifica una toxina DIG-3.

[0019] En otra incorporacidn la invencion provee un constructo de ADN que incluye una
secuencia nucleotidica que codifica una toxina DIG-3, enlazada operacionalmente a un
promotor que no se deriva de Bacillus thuringiensis y es capaz de inducir la expresion en
una planta. La invencién provee asimismo una planta transgénica, que incluye el constructo

de ADN incorporado en forma estable en su genoma, y un método para proteger una planta

"
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de una plaga, método que comprende introducir €l constructo en la citada planta.

Breve Descripeidn de las Secuencias

[0020] SEQ ID NO:1 Secuencia de ADN que codifica la toxina DIG-3 de longitud
completa; 3771 nt.

[0021] SEQ ID NO:2 Secuencia de la proteina DIG-3 de Jongitud completa; 1256 aa.

[0022] SEQ ID NO:3 Secuencia de ADN DIG-3 de longitud completa optimizada en
una planta; 3771 nt.

[0023] SEQ 1D NO:4 Segmento de la protoxina CrylAb; 545 aa.

[0024] SEQ ID NO:5 Toxina quumérica: segmento de la toxina central DIG-
3/segmento de la protoxina CrylAb; 1188 aa.

[0025] SEQ ID NO:6 Secuencia de ADN optimizada en una dicotiledonea, que
codifica el segmento de la protoxina CrylAb; 1635 nt

[0026] SEQ ID NO:7 Secuencia de ADN optimizada en maiz, que codifica el
segmento de la protoxina CrylAb; 1635 nt

Descripcion Detallada de 1a Invencion

[0027] Toxinas DIG-3, y variantes insecticidamente activas. Aparte de la toxina DIG-3

de longitud completa de SEQ ID NO:2, la invencién engloba variantes insecticidamente
activas. Por el término "variante", los solicitantes pretenden incluir fragmentos, ciertos
mutantes de delecién e insercion, y ciertas proteinas de fusion. DIG-3 es una toxina Cry
clasica, de tres dominios. Como un prefacio a describir variantes de la toxina DIG-3 que se
incluyen en la invencién, sera 1til resefiar brevemente la arquitectura de toxinas Cry de tres

dominios en general y de la toxina proteina DIG-3 en particular.

[0028] Una mayoria de las moléculas de las proteinas de cristales delta-endotoxinas de
Bacillus thuringiensis se componen de dos segmentos funcionales. La toxina central
resistente a la proteasa es el primer segmento y corresponde a alrededor de la primera mitad

de la molécula de la proteina. La molécula de la protoxina completa de ~130 kDa se

19
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procesa rapidamente al segmento central resistente por proteasas en el intestino del insecto.
El segmentb que se deleciona por este procesamiento se designard en esta especificacion
como el "segmento de protoxina”. Se cree que el segmento de protoxina participa en la
formacién de cristales de toxinas (Arvidson ef al., 1989). Por consiguiente, el segmento de
protoxina puede transmitir una especificidad parcial del insecto para la toxina limitando la
accesibilidad del nucleo al insecto, reduciendo el procesamiento de la proteasa de la
molécula de toxina (Haider et al., 1986) o reduciendo la solubilidad de la toxina (Aronson
et al, 1991). Las toxinas B.t., incluso dentro de una cierta clase, varian en cierta medida en
longitud y en la ubicacidén precisa de la transicién del segmento de toxina central al
segmento dé protoxina. La transicién del segmento de toxina central al segmento de
protoxina ocurrird tipicamente a entre alrededor de 50% a alrededor de 60% de la toxina de
longitud completa. SEQ ID NO:2 divulga la secuencia de 1256 aminoacidos del polipéptido
DIG-3 de longitud total, de los cuales 643 aminoacidos N-terminales comprenden el
segmento de la toxina central DIG-3. Los 1929 nucledtidos 5'-terminales de SEQ ID NO:1

incluyen la regién codificante para el segmento de toxina central.

[0029] Se han determinado estructuras cristalinas tridimensionales para CrylAal,
Cry2Aal, Cry3Aal, Cry3Bbl, Cry4Aa, Cry4Ba y Cry8Eal. Estas estructuras para las toxmas
centrales son notablemente similares y constan de tres dominios distintos con las

caracteristicas descritas a continuacién (resenado en de Maagd et al., 2003).

[0030] El dominio I es un haz de siete alfa-hélices donde la a-hélice 5 esta rodeada por
seis hélices anfipaticas. Este dominio ha sido implicado en la formacion de poros y
comparte homologia con otras proteinas formadoras de poros, incluyendo hemolisinas y
colicinas. El dominio I de la proteina DIG-3 comprende los residuos de aminodcido 56 a
278 de SEQ ID NO:2.

[0031] El dominio II estd formado por tres laminas [ anti-paralelas, empacadas
conjuntamente en un prisma P. Las asas de este dominio juegan papeles importantes en unir
receptores del intestino medio del insecto. En las proteinas CrylA, las asas expuestas de la
superficie en los apices de las laminas [} del dominio IT estan involucradas en la union a
receptores de cadherina lepidopteros. Las asas del dominio 11 de Cry3Aa unen una
metaloproteasa; asociada a membrana de Leptinotarsa decemlineata (Say) (escarabajo de la
papa de Colorado) en una manera similar (Ochoa-Campuzano ef al.,, 2007). El dominio I
comparte homtl)logia con ciertas proteinas de unidn a carbohidratos incluyendo vitelina y
jacalina. El dominio II de la proteina DIG-3 comprende los residuos de aminoacido 283 a

493 de SEQ ID NO:2.
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[0032] El dominio UI es un beta sandwich de dos laminas p anti-paralelas.
Estructuralmente este dominio est relacionado con dominios de union a carbohidratos de
proteinas tales como glucanasas, galactosa oxidasa, sialidasa y otros. El dominio IIT fija
ciertas clases de proteinas de receptor y, posiblemente, participa en la insercién de un pre-
poro de toxina oligomérica que interactia con una segunda clase de receptores, ejemplos de
las cuales son aminopeptidasa y alcalina fosfatasa en el caso de las proteinas CrylA (Pigott
yd Ellar, 2007). Receptores de dominio III Cry andlogos tienen todavia que identificarse en
coledpteros. Los bloques 2 vy 3 de las secuencias B.¢. conservadas cartografian cerca del N-
término y el C-término del dominio 2, respectivamente. Por lo tanto, estos bloques 2 y 3 de
secuencias conservadas son regiones limitrofes cercanas entre los tres dominios
funcionales. Estas regiones de ADN conservado y homologia proteica se han aprovechado
para manipular por técnicas de ingenieria genética toxinas 5.7 recombinantes (Patente de
los Estados Unidos No. 6090931, WO 91/01087, WO 95/06730, WO 1998022595). El
dominio III de la iaroteina DIG-3 incluye los residuos de aminoédcido 503 a 641 de SEQ ID
NO:2,

[0033] Se ha referido que la a-hélice del dominio I se elimina luego de la fijacion al
receptor. Aronson et al. (1999) demostraron que CrylAc ligada a BBMYV se protegio de la
escisidén de proteinasa K comenzando en el residuo 59, justo después de la a-hélice 1;
resultados similares se citaron para CrylAb. Gomez et al. {2002) descubrieron que
oligémeros CrylAb, formados luego de la unién al receptor BBMV, carecian de la porcién
de a-hélice 1 del dominto I. Ademas, Soberon et al. (2007) demostraron que mutantes de
delecién N-terminal de CrylAb y CrylAc, que carecen de aproximadamente 60 aminoacidos
que incluyen la a-i]élice 1 de la estructura Cry tridimensional, son capaces de ensamblar
mondémeros de peso molecular alrededor de 60 kDa en pre-poros en la ausencia de union a
cadherina. Se refiri6 que estos mutantes de deleciéon N-terminal eran activos en larvas de
insectos resistentes' a Cry. Ademas, Diaz-Mendoza et al. (2007) describieron fragmentos
CrylAb de 43 kDa y 46 kDa que conservaron actividad sobre el barrenador de maiz del
Mediterraneo (Sesamia nonagrioides). Se demostré que estos fragmentos incluian los
residuos de aminoacido 116 a 423; sin embargo, las secuencias precisas de aminoécidos no
se aclararon y se desconoce el mecanismo de actividad de estos fragmentos proteoliticos.
Los resultados de Gomez et al. (2002), Soberon ef al. (2007), y Diaz-Mendoza et al. (2007)
contrastan con los de Hofte et ol (1986), quienes comunicaron que la delecién de 36

aminodacidos del N-término de CrylAb resulté en la pérdida de actividad insecticida.

[0034] Hemos deducido que los comienzos y finales de a-helice 1, a-hélice 2A, a-
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hélice 2B, y o-hélice 3, y la localizacion de las regiones espaciadoras entre ellas en el
dominio I de la toxina DIG-3 comparando la secuencia de la proteina DIG-3 con la
secuencia proteica para Cry8Eal, para la cual se conoce la estructura. Estas localizaciones

se describen en Tabla 1.

Tabla 1
Coordenadas de aminoécidos de a-hélices proyectadas de la proteina DIG-3.
o-hélice 1| espa- |o-hélice| espa- | a-hélice espa- | a-hélice
ciador 2A ciador 2B ciador 3

Residuos de

SEQ ID NO:2 53-70 71-76 7791 | 92-99 { 100-108 | 109-113 | 114-138

10035] Variantes de delecién amino_terminal de DIG-3. En uno de sus aspectos la

invencién provee variantes DIG-3 en las cuales la totalidad o parte de la a-helice 1, a-
hélice 2A, y a-hélice 2B se delecionan para mejorar la actividad insecticida y evitar el
desarrollo de resistencia por insectos. Estas modificaciones se hacen para proporcionar
variantes DIG-3 con atributos mejorados, tales como un espectro plaguicida mejorado al
blanco, potencia, y manejo de la resistencia del insecto. En algunas incorporaciones de la
invencion, las modificaciones en cuestion pueden afectar la eficiencia de activacion de la
protoxina y la formacién de poros, lievando a la intoxicaciéon del insecto. Mas
especificamente, para proporcionar variantes DIG-3 con atributos mejorados, se describen
deleciones graduales que eliminan parte de la secuencia de 4cido nucleico que codifica el
N-término de la proteina DIG-3. Las deleciones eliminan la totalidad de la o-hélice 1 y la
totalidad o parte de la a-hélice 2 en dominio I, manteniendo al mismo tiempo la integridad
estructural de las a-hélices 3 a 7. En consecuencia, la presente invencion se refiere en parte
a mejoras en la eficacia de la proteina Cry introducidas manipulando por teécnicas de
ingenieria genética los componentes a-helicoidales del dominio 1 para una formacion mds
eficiente de los poros. Més especificamente, la presente invencion se refiere en parte a
proteinas DIG-3 mej'oradas, disefiadas para tener deleciones N-terminales en regiones con
presunta homologia de estructura secundaria con la a-hélice 1 y la a-hélice 2 en el dominio

I de proteinas Cryl. -
[0036] Las deleciones para mejorar las propiedades insecticidas de las toxinas DIG-3
pueden iniciarse antes del comienzo previsto de la a-hélice 2A, y pueden terminar después

del final de la a-hélice 2B, pero preferiblemente no extenderse a la a-hélice 3.

[0037] Al diseriar secuencias codificantes para las variantes de delecién N-terminal, un
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codén de iniciacion ATG, que codifica metionina, s¢ inserta en el extremo 5' de la
secuencia nucleotidica disefiada para codificar la variante de delecion. Para secuencias
disefiadas para uso en plantas transgénicas, puede ser beneficioso seguir la "regla de N-
extremo" de Varshavsky (1997). Se ensefia que algunos aminoacidos pueden contribuir a la
inestabilidad y degradacién de las proteinas en células eucariotas cuando se despliegan
como el residuo N-terminal de una proteina. Por ejemplo, datos recolectados de
observacionesl‘ en células de levadura y de mamifero indican que los aminoacidos
desestabilizantes N-terminales son F, L, W, Y, R, K, H, I, N, Q, D, E y posiblemente P.
Aunque los detalles especificos de los mecanismos de degradacion proteica pueden diferir
en cierta medida entre organismos, la conservacion de identidad de los aminoicidos
desestabilizantes N-terminales observada anteriormente sugiere que mecanismos similares
pueden funcionar en células vegetales. Por ejemplo, Worley ef al. (1998) descubrieron que
en plantas, la regla del N-extremo incluye residuos basicos y aromadticos. Es una
posibilidad que la escisién proteolitica por proteasas vegetales cerca del inicio de la a-
hélice 3 de las proteinas insecticidas B.7. en cuestion pueda exponer un aminodcido N-
terminal desestabilizante. Tal procesamiento puede tomar como blanco las proteinas
escindidas pai_‘a descomposicion rdpida y limitar la acumulacién de las proteinas
insecticidas B.t. a niveles insuficientes para un control efectivo de los insectos. Por
consiguiente, para variantes de delecién N-terminal, que comienzan con uno de los
aminodcidos desestabilizantes, los solicitantes prefieren agregar un codon que especifique
un aminoacido G (glicina) entre la metionina de iniciacién traduccional y el aminoacido

desestabilizante.

[0038] El Ejemplo 2 ejemplifica en forma especifica variantes de delecién amino-
terminal de DIG-3 de acuerdo con la invencién. Fragmentos utiles adicionales que
conservan toxicidad pueden identificarse por digestién con tripsina o quimotripsina de la
proteina de cristal solubilizada de longitud completa. Ejemplos adicionales de fragmentos
toxicos de proteina DIG-3 pueden codificarse por fragmentos de la regién codificante DIG-
3. Variantes DIG-3 activas contra insectos tienen la mayoria de las veces un truncamiento
N-terminal corto y un truncamiento C-terminal largo. El extremo N-terminal del fragmento
toxico mas pequeiio se determina convenientemente por la determinacién de la secuencia
de aminoacidos N-terminal de proteina de cristal soluble, tratada con tripsina o

quimotripsina, por técnicas disponibles rutinariamente en el arte.

[0039] Toxinas quiméricas. Previamente se han referido proteinas quiméricas

utilizando el segmento de la toxina central de una toxina Cry, fusionado al segmento de

protoxina de otra toxina Cry. Las variantes DIG-3 incluyen toxinas que comprenden un
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segmento de toxina central N-terminal de una toxina DIG-3 (que puede ser de longitud total
o tener deleciones N-terminales descritas mas arriba) fusionado a un segmento de protoxina
heter6loga en algin punto mas alli del extremo del segmento de la toxina central. La
transicion al segmento de protoxina heteréloga puede ocurrir en aproximadamente la union
(junction) de la toxina central nativa/protoxina o, en forma alternativa, una porcién de la
protoxina nativa .(que se extiende mas alla del segmento de toxina central) puede
conservarse con la transicion a la protoxina heterdloga que ocurre corriente abajo. Como un
gjemplo, una toxina quimérica de 1a presente invencidn tiene el segmento de toxina central
completo de DIG-3 (aminoacidos 1-643) y un segmento de protoxina heteréloga
(aminoécidos 64312l C-término). En una incorporacion preferida, el segmento de protoxina

heterdloga se deriva de una delta-endotoxina CrylAb, como se ilustra en SEQ ID NO:5.

[0040] SEQ ID NO:4 divulga la secuencia de 545 aminoacidos de un segmento de
protoxina CrylAb util en variantes DIG-3 de la invencién. Se llama la atencion a los
ultimos alrededor de 100 a 150 aminoacidos de este segmento de protoxina, el cual es mas

critico para incluir en la toxina quimérica de la presente invencidn.

[0041} Variantes de sensibilidad a proteasas. Las proteasas del intestino de los insectos

funcionan tipicamente ayudando al insecto a obtener aminoacidos necesarios de la proteina
dietética. Las proteasas digestivas de los insectos mejor entendidas son serina proteasas,
que parecen ser el tipo mas comin (Englemann y Geraerts (1980), particularmente en
especies lepidopteras. Los insectos coledpteros tienen intestinos que son mdés neutros a los
acidos que los intestinos lepidopteros. La mayoria de las larvas coledpteras y adultos, por
gjemplo el escarabajo de la papa de Colorado, tienen intestinos medios ligeramente acidos,
y cisteina proteasas proporcionan la principal actividad proteolitica (Wolfson y Murdock,
1990). Mas precisamente, Thie y Houseman (1990) identificaron y caracterizaron las
cisteina proteasas, catepsina tipo B y catepsina tipo H, vy la aspartil proteasa, catepsina tipo
D, en el escarabajo de la papa de Colorado. Gillikin et al. (1992) caracterizaron la actividad
proteolitica en los intestinos de larvas del gusano alfilerillo (wesfern corn rootworm) y
descubrieron principalmente cisteina proteasas. La Patente de los Estados Unidos No.
7230167 divulgd que una actividad proteasa, atribuida a catepsina G, existe en el gusano
alfilerillo. La diversidad y diferentes niveles de actividad de las proteasas del intestino del

insecto pueden influir en la sensibilidad de un insecto a una toxina B.7. particular.
[0042] En otra incorporacion de la invencion, sitios de escision de proteasas pueden

manipularse por técnicas de ingenieria genética en localizaciones deseadas para afectar el

procesamiento de proteinas en el intestino medio de larvas susceptibles de ciertas plagas de
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insectos. Estos sitios de escision de proteasas pueden introducirse por métodos tales como
sintesis génica quimica o PCR con empalme por superposicion (Horton et aql, 1989).
Secuencias de reconocimiento de serina proteasas, por ejemplo, pueden insertarse
opcionaimente en sitios especificos en la estructura de la proteina Cry para afectar ¢l
procesamiento de la proteina en puntos de delecion deseados en el intestino medio de larvas
susceptibles. ‘Serina proteasas que pueden explotarse en tal manera incluyen serina
proteasas de intestino medio de lepidopteros, tales como tripsina o enzimas tipo tripsina,
quimotripsina, clastasa, efc. (Christeller er al, 1992). Ademas, sitios de delecion
identificados empinicamente secuenciando productos de digestion de proteinas Cry
generados con preparaciones de proteasas de intestino larval no fraccionadas, o que se unen
a vesiculas de membrana con borde en cepillo pueden manipularse por técnicas de
ingenieria genética para efectuar la activacion de proteinas. Proteinas Cry modificadas,
generadas por -delecion génica o por introduccién de sitios de escision de proteasas, tienen
una actividad mejorada sobre plagas de lepiddpteros incluyendo Ostrinia nubilalis,
Diatraea grahdiosella, Helicoverpa zea, Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda,

Spodoptera exigua, Diatraea saccharalis, Loxagrotis albicosta, y otras plagas blanco.

[0043] Serina proteasas de coledpteros tales como tripsina, quimotripsina y proteasa
tipo catepsina @, cisteina proteasas de coledpteros tales como catepsinas (proteasas tipo B,
tipo L, tipo O, .y tipo K} (Koiwa et al., (2000) y Bown et al., (2004)], metaloproteasas de
coledpteros tales como ADAMI0Q [Ochoa-Campuzano et al, (2007)), y acido aspartico
proteasas de coledtero tales como catepsinas tipo D y tipo E, pepsina, plasmepsina, y
quimosina pueden explotarse ademas manipulando por técnicas de ingenieria genética
secuencias aproijiadas de reconocimiento en sitios de procesamiento deseados para afectar
el procesamiento de proteinas Cry en el intestino medio de larvas susceptibles de ciertas

plagas de insectos.

[0044] Una localizacién preferida para la introduccién de tales sitios de escision de
proteasas puede-estar en la region "espaciadora” entre la a-hélice 2B y la a-hélice 3, por
ejemplo en los aminoacidos 109 a 113 de la proteina DIG-3 de longitud completa (SEQ 1D
NO:2 y Tabia 1). Proteinas Cry modificadas generadas por deleciéon génica o por
introduccion de sitios de escision de proteasas tienen actividad mejorada sobre plagas de
insectos, incluyendo, pero no limitados a gusano alfilerillo occidental, gusano alfilerillo del

sur, gusano alfilerillo del norte, y similares.

[0045] Existen varias tecnologias para permitir la determinacién de la secuencia de los

aminoacidos que comprenden los residuos N-terminales o C-terminales de polipéptidos.

11
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Por ejemplo, la metodologia automatizada de degradacion de Edman puede utilizarse en
forma secuencial para determinar la secuencia de aminoicidos N-terminal de hasta 30
residuos de amino4cido con 98% de precision por residuo. Ademas, la determinacion de la
secuencia de los aminodcidos que incluyen el extremo carboxi de polipéptidos es también
posible [Bailey ot al., (1992); Patente de los Estados Unidos No. 6046053]. Por lo tanto, en
ciertas incorporaciones, proteinas Cry B.f. que se han activado por medio de procesamiento
proteolitico, por ejemplo, por proteasas preparadas del intestino de un insecto, pueden
caracterizarse ¢ identificarse los aminoacidos N-terminales o C-terminales del fragmento de
toxina activada. Variantes DIG-3 producidas por la introduccidn o eliminacién de sitios de
procesamiento de proteasas en posiciones apropiadas en la secuencia codificante para
permitir, o eliminar, la escision proteolitica de una proteina variante mas grande por
proteasas de insectos, plantas o microorganismos estdn dentro del ambito de la invencion.
Se entiende que el resultado final de tal manipulacién es la generacion de moléculas de
fragmento de toxina que tienen la misma o mejor actividad que la proteina toxina intacta

(longitud completa).

[0046] Dominios de la toxina DIG-3. Se espera que los dominios separados de la

toxina DIG-3, (y variantes que son 90%, 95%, 0 97% idénticas a tales dominios) sean Gtiles
en formar combinaciones con dominios de otras toxinas Cry para proporcionar toxinas
nuevas con un espectro incrementado de toxicidad de plagas, potencia mejorada, o
creciente estabilidad de la proteina. El dominio I de la proteina DIG-3 consta de los
residuos de aminoacidos 56 a 278 de SEQ ID NO:2. El dominio II de la proteina DIG-3
consta de los residuos de aminoacido 283 a 493 de SEQ ID NO:2. El dominio IIl de la
proteina DIG-3 consta de los residuos de aminoacido 503 a 641 de SEQ ID NO:2. El
intercambio o entremezclado de dominios es un mecanismo para generar proteinas delta-
endotoxinas alteradas. Los dominios 11 y Il pueden intercambiarse entre proteinas delta-
endotoxinas, resultando en toxinas quiméricas o hibridas con actividad pesticida mejorada o
espectro bianco. El dominio II estd involucrado en la unidn a receptor, y el dominio II de
DIG-3 es muy divergente de otras toxinas CrylB. El dominio HII fija ciertas clases de
proteinas de receptor y, posiblemente, participa en la insercion de un pre-poro de toxina
oligomérica. Se ha demostrado que algunas sustituciones del dominio I1I en otras toxinas
producen una toxicidad superior contra Spodoptera exigua (de Maagd et al., 1996), y existe
orientaciéon sobre el disefio de intercambios de dominio de la toxina Cry (Knight er al.,

2004),

[0047] Métodos para generar proteinas recombinantes y analizarlas con respecto a

actividad pesticidd son bien conocidos en el arte (véase, por ejemplo, Naimov et al., (2001),

12
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de Maagd et al.,, (1996), Ge et al., (1991), Schnepf et al, (1990), Rang et al., (1999)). El
dominio I de las _pfoteinas CrylA y Cry3A se ha estudiado con respecto a la capacidad de
insertar y formar poros en membranas. La a-hélice 4 y a-hélice 5 del dominio I juegan
papeles claves en insercion de membrana y formacion de poros [Walters et al, (1993),
Gazit ef al., (1998); Nunez-Valdez et al.,, (2001)], con las demas a-hélices propuestas para
contactar la superﬁcie de Ja membrana como las varillas de una sombrilla (Bravo ef al.,
(2007); Gazit ez al., (1998)).

[0048] Variantes DIG-3 creadas haciendo un nimero limitado de deleciones,

sustituciones ¢ adiciones de aminodcidos. Deleciones, sustituciones y adiciones de

aminoacidos a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 pueden hacerse facilmente en
una manera secuencial y los efectos de tales variaciones sobre la actividad insecticida
pueden analizarse por bioanalisis. Siempre y cuando el nimero de cambios se limite, tales
pruebas no implican una experimentacion excesiva. La invencion incluye variantes
insecticidamente activas del segmento de la toxina central (aminodcidos 1-643 de SEQ ID
NO:2, o aminoacidos 73-643 de SEQ ID NO:2) en las cuales se han hecho hasta 10, hasta

15, o hasta 20 adiciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos independientes.

10049] La invencion incluye variantes DIG-3 que tienen un segmento de toxina central
que es 90%, 95% o 97% idéntico a los aminodcidos 1-643 de SEQ ID NO:2 o los
aminodcidos 73-643 de SEQ ID NQ:2.

[0050] Pueden introducirse variantes haciendo mutaciones aleatorias o pueden
disefiarse las variantes. En el caso de mutantes disefados, existe una alta probabilidad de
generar variantes con actividad similar a la toxina nativa, si se mantiene la actividad
aminodcido en regiones criticas de la toxina, que representan actividad bioldgica o se
encuentran involucradas en la determinacion de la configuracion tridimensional la cual, en
ultima instancia, es responsable de la actividad bioldgica. Ocurrird también una alta
probabilidad de conservar actividad si las sustituciones son conservadoras. Los
amino4cidos pueden ponerse en las signientes clases: no polar, polar sin carga, basica, y
acida. Sustituciones conservadoras mediante las cuales un aminoacido de una clase se
reemplaza con otro aminoacido del mismo tipo tienen una probabilidad minima de alterar
materialmente la actividad biol6gica de la variante. La Tabla 2 proporciona un listado de

ejemplos de amino4cidos pertenecientes a cada clase.

Tabla 2
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Clase dé Aminoacido Ejemplos de Aminoicidos

Cadenas Laterales No Polares Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro

: (P)J Met (M)! Phe (F): Trp (W)
Cadenas Laterales Polares No|Gly (G), Ser (8), Thr (T), Cys (C),

Cargadas Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q)
Cadenas Laterales Acidas Asp (D), Glu (E)
Cadenas Laterales Bésicas Lys (K), Arg (R), His (H)
Cadenas Laterales Beta-| Thr, Val, Ile
Ramificadas
Cadenas Laterales Aromaticas Tyr, Phe, Trp, His
[0051] En algunos casos, pueden hacerse también sustituciones no conservadoras. El

factor critico es que estas sustituciones no tienen que desvirtuar significativamente la
actividad bioldgica de la toxina. Las variantes incluyen polipéptidos que difieren en la
secuencia de aminodcidos debido a mutagénesis. Proteinas variantes abarcadas por la
presente invencion son bioldgicamente activas, es decir, continian poseyendo la actividad

biologica deseada de la proteina nativa, a saber, retienen la actividad piaguicida.

{0052] Pueden disefiarse asimismo proteinas variantes que difieran en el nivel de
secuencia pero que conscrven la misma estructura tri-dimensional esencial general, o
similar, distribucion de carga superficial, y similares. Véase v.g. 1a Patente de los Estados
Unidos No. 7058515; Larson ef al. (2002); Stemmer (1994a, 1994b, 1995); y Crameri ef al.
(1996a, 1996b, 1997).

[0053] Acidos nucleicos. Acidos nucleicos aislados que codifican toxinas DIG-3 son

un aspecto de la presente invencion. Este incluye acidos nucleicos que codifican SEQ 1D
NO:2 y SEQ ID NO:5, v complementos de las anteriores, asi como otros acidos nucleicos
que codifican variantes insecticidas de ID NO:2. Debide a la redundancia del cddigo
genético, una variedad de diferentes secuencias de ADN pueden codificar la secuencia de
aminodcidoss divﬁlgada en esta especificacion. Estd perfectamente dentro de la habilidad
de una persona entrenada en el arte crear estas secuencias alternativas de ADN, que

codifiquen las mismas, o esencialmente las mismas, toxinas.

[0054) Sintesis génica. Secuencias de ADN que codifican las proteinas Cry mejoradas
descritas en esta especificacion pueden construirse por una variedad de métodos bien
conocidos en el arte. Por ejemplo, segmentos de genes sintéticos y genes sintéticos pueden

elaborarse por qﬁimica de tri-éster de fosfito y fosforamidita (Caruthers et al, 1987), y
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proveedoreé comerciales se encuentran disponibles para realizar sintesis de ADN a
solicitud. Secuencias que codifican proteinas DIG-3 de longitud completa pueden
ensamblarse en una variedad de modos incluyendo, por ejemplo, ligamiento de fragmentos
de restriccién o ensamblado por reaccién en cadena de la polimerasa de oligonucledtidos
traslapantes (Stewart and Burgin, 2005). Ademas, secuencias que codifican deleciones
terminales pueden elaborarse mediante amplificaciébn PCR utilizando oligonucledtidos

terminales especificos del sitio.

[0055] Acidos nucleicos que codifican toxinas DIG-3 pueden elaborarse por ejemplo,
por construccion sintética mediante métodos actualmente practicados por cualquiera de
varios proveedores comerciales. (Vease por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No.
7482119 B2). Estos 4cidos nucleicos, o porciones o variantes de los mismos, pueden
construirse también sintéticamente, por ejemplo, mediante el uso de un sintetizador génico
y el disefio de métodos de la Patente de los Estados Unidos No. 5380831, por gjemplo.
Alternativamente, variaciones de genes de origen sintético o natural pueden construirse
facilmente utilizando técnicas biologicas moleculares estandar para hacer mutaciones
puntuales. Fragmentos de estos genes pueden hacerse igualmente usando exonucleasas o
endonucleasas disponibles en el comercio, de acuerdo con procedimientos estandar. Por
gjemplo, enzimas tales como Ba/31 o mutagenesis dirigida al sitio pueden utilizarse para
cortar sisteméticamente nucledtidos de los extremos de estos genes. Asimismo, fragmentos
de genes que codifican fragmentos de toxina activa pueden obtenerse utilizando una

variedad de enzimas de restriccion.

[0056} Dada la secuencia de aminoacidos para una toxina DIG-3, puede disefiarse una
secuencia codificante traduciendo inversamente la secuencia codificante usando codones
preferidos por el anfitrion previsto, y luego refinando la secuencia utilizando codones
alternativos para eliminar secuencias, que podrian causar problemas, y proveer codones
periddicos de terminacion para eliminar secuencias codificantes abiertas largas en los

marcos de lectura no codificantes.

[0057] Quantificaciéon_de la identidad de secuencia. Para determinar la identidad

porcentual de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de 4cido nucleico, las
secuencias se alinean para fines de comparacion optima. La identidad porcentual entre las
dos secuencias 'es una funcién del numero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias (es decir, identidad porcentual = nimero de posiciones idénticas/niumero total de
posiciones (v.g. posiciones traslapantes) x 100). En una incorporacidn, las dos secuencias

son de la misma longitud. La identidad porcentual entre dos secuencias puede determinarse
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usando tecnicas similares a las descnitas a continuacidn, permitiendo o no vacios (gaps). Al

calcular la identidad porcentual, normalmente se cuentan coincidencias exactas.

[0058] La determinacién de la identidad porcentual entre dos secuencias puede llevarse
a cabo utilizando un algoritmo matematico. Un ejemplo no limitante de tal algoritmo es el
de Karlin y Altschul (1990), modificado como en Karlin y Altschul (1993), e incorporado
en los programas BLASTN y BLASTX. Convenientemente pueden usarse busquedas
BLAST paralidentiﬁcar secuencias homologas (similares) a una secuencia problema en
bases de datos de 4cidos nucleicos o proteinas. Pueden realizarse busquedas BLASTN,
(puntaje = 100, longitud de palabra = 12) para identificar secuencias nucleotidicas que
tienen homoiogia con moléculas de acido nucleico reivindicadas de la invencion.
Busquedas BLASTX pueden efectuarse (puntaje = 50, longitud de palabra = 3) para
identificar las secuencias de aminoécidos que tienen homologia con las moléculas de las

proteinas insecticidas reivindicadas de la invencién.

[0059] BLAST "con vacios" (Gapped BLAST) (Altschul et al., 1997) puede utilizarse
para obtener alineamientos con vacios para fines de comparacion. Alternativamente, PSI-
Blast puede utilizarse para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones distantes
entre moléculas (Altschul et al, 1997). Cuando se utilizan programas BLAST, BLAST
"con vacios", y PSI-Blast, pueden usarse los parametros predeterminados de los programas

respectivos. Véase www.ncbinlm.nih.gov.

[0060] Un ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacién de secuencias es el algoritmo de ClustalW (Thompson et al., 1994). ClustalW
compara secu:encias y alinea la totalidad de la secuencia de aminoacidos o ADN vy, por
consiguiente, puede proporcionar datos acerca de la conservacién de secuencia de toda la
secuencia de Iaminoécidos o secuencia nucleotidica. El algoritmo ClustalW se utiliza en
varios paquetes de software para el andlisis de ADN/aminoacidos disponibles en el
comercio, tales como el modulo ALIGNX del Paquete de Programas NTI Vector (Vector
NTI Program. Suite) (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). Cuando se alinean secuencias de
aminoacidos con ALIGNX, se pueden usar las configuraciones predeterminadas con una
penalizacién por vacio abierto (@ gap open penalty) de 10, una penalizacién por extension
de un vacio (& gap extend pernalty) de 0.1 y la matriz de comparacion blosum63mt2 para
evaluar la similitud porcentual de aminoicidos (consenso) o identidad entre las dos
secuencias. Cuando se alinean secuencias de ADN con ALIGNX, se pueden emplear
convenientemente las configuraciones predeterminadas con una penalizacién por vacio

abierto de 15, una penalizacion por extensioén de un vacio de 6.6 y la matriz de comparacion
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swgapdnamt para evaluar la identidad porcentual entre las dos secuencias.

[0061] Otro ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacion de secuencias es el de Myers y Miller (1988). Tal algoritmo se incorpora en el
programa wSTRETCHER, el cual es parte del paquete de software de alinecamiento de
secuencias WEMBOSS (disponible en http://emboss.sourceforge.net/). wSTRETCHER
calcula un alineamiento global 6ptimo de dos secuencias utilizando una modificacion del
algoritmo clasico de programacién dindmica, que emplea espacio lineal. La matriz de
sustitucion, penalizacidn por insercion de un vacio y penalizaciones por extensidén de un
vacio usadas para calcular el alineamiento pueden especificarse. Cuando sc utiliza el
programa WSTRETCHER para comparar secuencias nucleotidicas, pueden usarse una
penalizacidn por vacio abierto de 16 y una penalizacidén por extension de vacio de 4 con ¢l
archivo de matriz de puntaje EDNAFULL. Cuando se usan para comparar secuencias de
aminoécidos, pﬁeden usarse una penalizacion de vacio abierto de 12 y una penalizacién por

extensidn de vacio de 2 con el archivo de matriz de puntaje EBLOSUMG62.

[0062] Un ejemplo adicional no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacién de secuencias es ¢l de Needleman y Wunsch (1970), que se incorpora en los
paquetes de software para el alineamiento de secuencias GAP Versién 10 y wNEEDLE
(http://emboss.sourceforge.net/). GAP Version 10 puede usarse para determinar identidad o
similitud de secuencias usando los siguientes parametros: para una secuencia nucleotidica,
el % de identidad y el % de similitud se encuentran usando una ponderacion de vacio de 50
y una ponderaé¢ion de longitud de 3, y la matriz de puntaje nwsgapdna.cmp. Para la
comparacion de secuencias de aminoacidos, el % de identidad o el % de similitud se
determinan utilizando una ponderacién de vacio de 8 y una ponderacién de longitud de 2, y

el programa de puntaje BLOSUM62.

[0063] wNEEDLE lee dos secuencias de entrada, encuentra el alineamiento Optimo
(incluyendo vacios) a lo largo de toda su longitud, y escribe su alineamiento 6ptimo de
secuencias globales al archivo. El algoritmo explora todos los posibles alineamientos y
elige el mejor, usando una matriz de puntaje, que contiene valores para cada posible residuo
o coincidencia de nucleétidos. wNEEDLE encuentra los alineamientos con el puntaje
maximo posible, donde el puntaje de un alineamiento es igual a la suma de las
coincidencias tomadas de la matriz de puntaje, menos las penalizaciones resultantes de
abrir y extender vacios en las secuencias alineadas. La matriz de sustitucion y las
penalizaciones por vacio abierto y extension de vacio son especificas del usuario. Cuando

se comparan secuencias de aminoacidos, se utilizan una penalizacion predeterminada por
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vacio abierto de 10, una penalizacion por extension de vacio de 0.5, y la matriz de
comparacion EBLOSUMG62. Cuando se comparan secuencias de ADN usando wNEEDLE,
se utilizan una penalizacion por vacio abierto de 10, una penalizacién por extensién de
vacio de 0.5, y la matriz de comparacién EDNAFULL.

[0064] Pueden emplearse igualmente programas equivalentes. Por "programa
equivalente” se da a entender cualquier programa de comparacion de secuencias que, para
cualquiera dé dos secuencias en cuestion, genera un alineamiento que tiene coincidencias
idénticas de nucledtidos o residuos de aminoacido y una identidad de secuencias porcentual
idéntica cuando se compara con el alineamiento correspondiente generado por ALIGNX,
wNEEDLE, o wSTRETCHER. El % de identidad es el porcentaje de coincidencias
idénticas entre las dos secuencias sobre la regidén alineada reportada (incluyendo
cualesquiera vacios en la longitud) y el % de similitud es el porcentaje de coincidencias

entre las dos secuencias sobre la region alineada reportada (incluyendo cualesquiera vacios

en la longitud).
[0065] El alineamiento puede efectuarse también manualmente mediante inspeccion.
[0066] Anfitriones recombinantes. Los genes que codifican la toxina de la presente

invencién pueden introducirse en una amplia variedad de anfitriones microbianos o
vegetales. La cxpresién del gen de la toxina resulta, directa o indirectamente, en la
produccion intracelular y el mantenimiento de la proteina pesticida. Con anfitriones
microbianos apropiados, v.g. Pseudomonas, los microbios pueden aplicarse al ambiente de
la plaga, donde proliferaran y seran ingeridos. El resultado es un control de la plaga.
Alternativamente, el microbio que alberga el gen de la toxina puede tratarse bajo
condiciones que prolonguen la actividad de la toxina y estabilicen la célula. La célula
tratada, que conserva la actividad toxica, puede aplicarse entonces al ambiente de la plaga

blanco.

[0067] Donde el gen de la toxina B.¢. se¢ introduce mediante un vector apropiado en un
anfitrién microbiano, y el citado anfitrién se aplica al ambiente en un estado vivo, es
esencial que puedan usarse ciertos microbios anfitriones. Se seleccionan anfitriones
microorganismos que son conocidos por ocupar la "fitoesfera" (filoplano, filoesfera,
rizoesfera, y/o rizoplano) de uno o mas cultivos de interés. Estos microorganismos se
seleccionan de 'tal manera que sean capaces de competir exitosamente en el ambiente
particular (cultivo y otros habitats de insectos) con microorganismos indigenas naturales,

permitan un mantenimiento y expresion estables del gen que expresa el polipéptido
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plaguicida, y, deseablemente, permitan una proteccion mejorada del plaguicida contra la

degradacion e inactivacion ambientales.

[0068] Se conoce un gran nimero de microorganismos que habitan el filoplano (la
superficie de las hojas de la planta) y/o la rizoesfera (el suelo que rodea las raices de la
planta) de una amplia variedad de cultivos importantes. Estos microorganismos incluyen
bacterias, algas, y hongos. De interés particular son microorganismos, tales como bacterias,
v.g. géneros Pseudomonas, Erwinia, Serratia, Klebsiella, Xanthomonas, Streptomyces,
Rhizobium,  Sinorhizobium,  Rhodopseudomonas,  Methylophilius,  Agrobacterium,
Acetobacter, Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter, Leuconostoc, y Alcaligenes;
hongos, particularmente levadura, v.g. géneros Saccharomyces, Cryptococcus,
Kluyveromyces, Sporobolomyces, Rhodotorula, y Aureobasidium. De particular interés con
especies bacterianas de la fitoesfera tales como Pseudomonas syringae, Pseudomonas
[fluorescens, Serratia marcescens, Acetobacter xvlinum, Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium radiobacter, Rhodopseudomonas spheroides, Xanthomonas campestyis,
Sinorhizobium meliloti (anteriormente Rhizobium meliloti), Alcaligenes eutrophus, y
Azotobacter vinelandii, y especies de levaduras de la fitoesfera tales como Rhodotorula
rubra, R. glutinis, R. marina, R. aurantiaca, Cryptococcus albidus, C. diffluens, C.
laurentii, Saccharomyces rosei, S. pretoriensis, S. cerevisiae, Sporobolomyces roseus, S.
odorus, Kluyveromyces veronae, y Aureobasidium pollulans. De particular interés son los

microorganismos pigmentados.

Métodos de controlar plagas de insectos

[0069] Cuando -un insecto entra en contacto con una cantidad efectiva de toxina
liberada mediante expresion de una planta transgénica, la(s) composicién (composiciones)
de proteinas formuladas, la(s) composicion (composiciones) de proteinas pulverizables, una
matriz cebo u otro sistema de liberacion, los resultados son normalmente la muerte del
insecto, o los insectos no se alimentan de la fuente que pone las toxinas a disposicion de los
insectos.

[0070] Las toxix:nas proteinicas en cuestion pueden "aplicarse” o suministrarse para
contactar 1os insectos blanco en una variedad de modos. Por ejemplo, pueden utilizarse
plantas transgénicas (en donde la proteina se produce por la planta y estd presente en ella) y
son bien conocidas ¢n el arte. La expresion de los genes de la toxina puede conseguirse

también selectivamente en tejidos especificos de las plantas, tales como las raices, hojas,

18



WO 2010/120452 PCT/US2010/028381

etc. Esto puede lograrse mediante el uso de promotores especificos de tejidos, por ejemplo.
Aplicaciones asperjadas sobre la planta (spray-on applications) son otro ejemplo y se
conocen también en el arte. Las proteinas en cuestion pueden formularse apropiadamente
para el uso final deseado, y se rocian luego (o se aplican en otra forma) sobre la planta y/o
alrededor de la planta/en proximidad de la planta a protegerse — antes de que se descubra
una infestacidn, luego de descubrir insectos blanco, tanto antes como después, y similares.

Granulos cebo, por ejemplo, pueden emplearse asimismo y son conocidos en el arte.

Plantas transgénicas

[0071] Las proteinas en cuestion pueden utilizarse para proteger practicamente
cualquier tipo de planta contra el dafio por un insecto lepiddptero. Ejemplos no limitantes
de tales plantas incluyen maiz, girasol, soya, algodon, canola, arroz, sorgo, trigo, cebada,
vegetales, ornamentales, pimientos (incluyendo ajies), remolachas azucareras, frutas, y
césped, para mencionar unas cuantas. Métodos para transformar plantas son bien conocidos

en el arte, y métodos de transformacion ilustrativos se describen en los Ejemplos.

(0072} Una inborporacién preferida de la presente invencidn es la transformacion de
plantas con genes que codifican la proteina insecticida en cuestién o sus variantes. Las
plantas transformadas son resistentes al ataque por una plaga de insecto blanco en virtud de
la presencia de cantidades controladoras de la proteina insecticida en cuestion o sus
variantes en las células de la planta transformada. Incorporando material genético, que
codifica las propiedades-insecticidas de las toxinas insecticidas B.£., en el genoma de una
planta devorada por una plaga de insecto particular, €l adulto o larvas morirén luego de
consumir la p]ahta alimenticia. Numerosos miembros de las clasificaciones
monocotiledoneas y dicotiledéneas se han transformado. Cultivos agrondmicos
transgénicos, asi como frutas y vegetales son de interés comercial. Tales cultivos incluyen,
pero no se limitan a, maiz, arroz, soya, canola, girasol, aifalfa, sorgo, trigo, algodon,
cacahuetes, tomates, papas, y similares, Existen varias técnicas para introducir material
genético extrafio en células vegetales, y para obtener plantas que mantienen y expresan
establemente el gen introducido. Tales técnicas incluyen aceleracidén de material genético
recubierto en microll)articulas directamente dentro de las células (Patente de los Estados
Unidos No. 4945050 y Patente de los Estados Unidos No. 5141131). Las plantas pueden
transformarse usando tecnologia Agrobacterium, véase Patente de los Estados Unidos No.
5177010, Patente de los Estados Unidos No. 5104310, Solicitud de Patente Europea No.
0131624B1, Solicitud de Patente Europea No. 120516, Solicitud de Patente Europea No.
159418B1, Solicitud ‘de Patente Europea No. 176112, Patente de los Estados Unidos No.
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5149645, Patente de los Estados Unidos No. 5469976, Patente de los Estados Unidos No.
5464763, Patente de los Estados Umdos No. 4940838, Patente de los Estados Unidos No.
4693976, Solicitud de Patente Europea No. 116718, Solicitud de Patente Europea No.
290799, Solicitud de Patente Europea No. 320500, Solicitud de Patente Europea No.
604662, Solicitud de Patente Europea No. 627752, Solicitud de Patente Europea No.
0267159, Solicitud de Patente Europea No. 0292435, Patente de los Estados Unidos No.
5231019, Patente de los Estados Unidos No. 5463174, Patente de los Estados Unidos No.
4762785, Patente! de los Estados Unidos No. 5004863, y Patente de los Estados Unidos No.
5159135, Otra técnologia de transformacion incluye tecnologia WHISKERS™, véase
Patente de los Estados Unidos No. 5302523 y Patente de los Estados Unidos No. 5464765.
De igual forma se ha utilizado la tecnologia de electroporacion para transformar plantas,
véase WO 87/06614, Patente de los Estados Unidos No. 5472869, Patente de los Estados
Unidos No. 5384253, WO 9209696, y WO 09321335, Todas estas patentes de
transformacién y solicitudes se incorporan por referencia. Ademas de las numerosas
tecnologias para transformar plantas, puede variar asimismo el tipo de tejido que se
contacta con los genes extrafios. Tal tejido incluiria, pero no se limitaria a, tejido
embrionario, tejido de callo tipo I y I, hipocdtilo, meristemo, y similares. Casi todos los
tejidos de la planta pueden transformarse durante la desdiferenciacion utilizando técnicas

apropiadas dentro de las habilidades de un artesano.

[0073] Los genes que codifican las toxinas DIG-3 pueden insertarse en células
vegetales empleando una variedad de técnicas que son bien conocidas en el arte, como se
divulga mas arriba. Por ejemplo, un gran numero de vectores de clonacién, que incluyen un
marcador que permite la seleccion de las células microbianas transformadas, y un sistema
de replicacién funcional en Escherichia coli se encuentran disponibles para preparacion y
modificacion de genes extrafios para insercidn en plantas superiores. Tales manipulaciones
pueden incluir, por ejemplo, la insercion de mutaciones, truncamientos, adiciones, o
sustituciones, como se desee para el uso previsto. Los vectores incluyen, por ejemplo,
pBR322, serie pUC, serie M13mp, pACYC184, etc. Por consiguiente, la secuencia que
codifica la protei;na Cry o variantes puede insertarse en el vector en un sitio de restriccion
apropiado. El plésmido resultante se usa para transformacion de células de E. coli, cuyas
células se cultivan en un medio nutriente adecuado, luego se recogen y se lisan, de manera
que se recuperen cantidades utilizables del plasmido. Andlisis de secuencias, analisis de
fragmentos de restriccidon, electroforesis, y otros métodos biolégicos bioquimicos-
moleculares se llevan generalmente a cabo como métodos de analisis. Luego de cada
manipulacion, la secuencia de ADN usada puede cortase y empalmarse a la sigwiente

secuencia de ADN. Cada secuencia de ADN manipulada puede clonarse en los mismos
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plasmidos o en otros.

[0074] ‘_ El uso de vectores que contienen ADN de transferencia (7-DNA) para la
transformacion de células vegetales se ha investigado intensivamente y se describe
suficientemente en EP 120516; Lee y Gelvin (2008), Fraley ef al. (1986), vy An et al.

(1985), v sé encuentra bien establecido en el campo.

[0075] Una vez ¢l ADN insertado se ha integrado en el genoma de la planta, es
relativamente estable a lo largo de generaciones subsiguientes. El vector usado para
transformar la célula vegetal contiene normalmente un gen marcador seleccionable que
codifica una proteina que confiere a las células vegetales transformadas resistencia a un
herbicida o un antibidtico, tal como bialafés, kanamicina, G418, bleomicina, o higromicina,
inter alia. El gen marcador seleccionable, empleado individualmente, debe permitir en
consecuencia la seleccion de células transformadas, mientras que el crecimiento de células

que no contienen el ADN insertado se suprime por el compuesto selectivo.

{0076] Se dispone de un gran numero de técnicas para insertar ADN en una célula de
una planta anfitriona. Esas técnicas incluyen transformacion con ADN de transferencia (7-
DNA4) producido por Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes como el
agente de transformacion. Adicionalmente, pueden emplearse fusion de protoplastos
vegetales con liposomas que contienen el ADN a producirse, inyeccidn directa del ADN,
transformaciéﬁ por biolistica (bombardeo de microparticulas), o electroporacion, asi como

otros posibles métodos.

[0077] En una incorporacion preferida de la presente invencién, se transformaran
plantas con genés, en donde la utilizacién de codones de la region codificante de 1a proteina
se ha optimizado para plantas. Véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No.
5380831, la cual se incorpora por el presente por referencia. Ademas, ventajosamente, se
usaran plantas .que codifican una toxina truncada. La toxina truncada codificara
normalmente alrededor de 55% a alrededor de 80% de la toxina de longitud completa.

Métodos para crear genes B.f. sintéticos para uso en plantas son conocidos en el arte

(Stewart, 2007). .

[0078) Indepéndientemente de la técnica de transformacion, el gen se incorpora
preferiblemente en un vector de transferencia de genes adaptado para expresar los genes de
la toxina insecticida B.r. y variantes en la célula vegetal incluyendo en el vector un

promotor vegetal. Ademas de promotores vegetales, pueden utilizarse eficientemente
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promotores de una variedad de fuentes en células vegetales para expresar genes extrafios.
Por ejemplo, se 'Ipueden usar promotores de origen bacteriano, tales como el promotor de la
octopina sintasa, el promotor de la nopalina sintasa, y el promotor de la mannopina sintasa.
Pueden empelarse promotores de origen virico vegetal, por ejemplo, los promotores 35S y
19S del Virus del Mosaico del Coliflor, un promotor del Virus del Mosaico de las Venas de
la Yuca, y similares. Promotores vegetales incluyen, pero no se limitan a, subunidad
pequeiia (ssu - small subunif) de la ribulosa-1,6-bisfosfato (RUBP) carboxilasa, el promotor
de la beta-conglicinina, el promotor de la faseolina, el promotor de la ADH (alcohol
deshidrogenasa), los promotores de choque térmico, el promotor del ADF (actin
depolymerization factor - factor de despolimerizacion de la actina), el promotor de la
ubiquitina, el promotor de la actina, y promotores especificos de tejidos. Los promotores
pueden contener asimismo ciertos elementos de secuencia potenciadora que pueden
mejorar la eficiencia de transcripcion. Potenciadores tipicos incluyen, pero no se limitan a,
ADHl-intrén 1 y ADHI-intrén 6. Pueden usarse promotores constitutivos. Promotores
constitutivos dirigen la expresion continua de genes en casi todos los tipos de células y en
casi todos los tiempos (v.g., actina, ubiquitina, CaMV 358). Los promotores especificos de
tejidos son responsables de la expresion de genes en tipos especificos de células o tejidos,
tales como las hoqu o semillas (v.g., promotores de zeina, oleosina, napina, ACP (Proteina
Portadora de Acilo - Acyl Carrier Protein)), y estos promotores pueden usarse igualmente.
Pueden utilizarse asimismo promotores que son activos durante una cierta fase del
desarrollo de las plantas, asi como activos en tejidos y organos especificos de las plantas.
Ejemplos de tales promotores incluyen, pero no se limitan a, promotores que son
especificos de la raiz, especificos del polen, especificos del embrion, especificos del maiz
(corn silk specific), especificos de la fibra de algoddn, especificos del endosperma de la

semilla, especificos del floema, y similares.

[0079] Bajo ciettas circunstancias puede ser deseable usar un promotor inducible. Un
promotor inducible .es responsable de la expresion de genes en respuesta a una sefial
especifica, tal comd: estimulo fisico (v.g., genes de choque térmico); luz (v.g. RUBP
carboxilasa); hormona (v.g., glucocorticoide); antibidtico (v.g., tetraciclina); metabolitos; y
estrés (v.g., sequia); Pueden emplearse otros elementos deseables de transcripcion y
traducciéon que funcionan en plantas, tales como secuencias lideres 5' no traducidas,
secuencias de terminacidn de transcripcidn de ARN y secuencias de sefiales con adicion de
poli-adenilato. Numerosos vectores de transferencia de genes especificos de plantas son

conocidos en el arte.

[0080) Cultivos transgénicos que contienen rasgos de resistencia a insectos (IR - insect
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resistance) son prevalecientes en plantas de maiz y algodén a lo largo y ancho de América
del Norte, y la utilizacion de estos rasgos se estd expandiendo globalmente, Cultivos
transgénicos comerciales que combinan rasgos IR y de tolerancia a herbicidas (HT -
herbicide tolerance) se han desarroliado por miltiples empresas de semillas. Estos incluyen
combinaciones de rasgos IR conferidos por proteinas insecticidas B.t y rasgos HT tales
como tolerancia’a inhibidores de la Acetolactato Sintasa (ALS), tales como suifonilureas,
imidazolinonas, triazolopirimidina, sulfonanilidas,y similares, inhibidores de Glutamina
Sintetasa (GS) tales como bialafos, glufosinato, y similares, inhibidores de 4-Hidroxi Fenil
Piruvato Dioxigenasa (HPPD) tales como mesotriona, isoxaflutol, y similares, inhibidores
de 5-Enol Piruvil Shikimate-3-Fosfato Sintasa (EPSPS) tales como glifosato y similares, e
iphibidores de Acetil-Coenzima A Carboxilasa (ACCasa} tales como haloxifop, quizalofop,
diclofop, y similares. Son conocidos otros ejemplos en los cuales proteinas provistas
transgénicamente aportan tolerancia de las plantas a clases quimicas herbicidas tales como
herbicidas de fenoxi 4cidos y herbicidas de auxina piridiloxiacetatos (véase WO
2007/053482 A2), o herbicidas de fenoxi acidos y herbicidas ariloxifenoxipropionatos
{véase WO 2005107437 A2, A3). La capacidad de controlar problemas de plagas mulitiples
mediante rasgos IR es un concepto valioso de producto comercial, y la conveniencia de este
concepto de producfo se refuerza st se combinan rasgos de control de msectos y rasgos de
control de malezas.l en la misma planta. Ademas, puede obtenerse un valor mejorado
mediante combinaciones vegetales Unicas de rasgos IR conferidos por una proteina
insecticida B.t., tal como la de la presente invencion, con uno o mas rasgos HT adicionales
tales como los ya mencionados, mas uno o mas rasgos de entrada adicionales (v.g.,
resistencia a otros insectos conferida por proteinas insecticidas derivadas de B.f. u otras
proteinas insecticidas, resistencia a insectos conferida por mecanismos tales como ARNi y
similares, resistencia a nemétodos, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés,
utilizacién mejorada de mtrdgeno, y similares), o rasgos de volumen de produccién (v.g.,
alto contenido de aceites, composicién de aceite sano, mejoramiento nutricional, y
similares). Tales combinaciones pueden obtenerse por propagacién convencional
(apilamiento de mejora genética - breeding stack) o conjuntamente como un episodio
novedoso de transformacién, que implica la introduccién simuitinea de multiples genes
(apilamiento moleculat - molecular stack). Los beneficios incluyen la capacidad de
manejas plagas de insectos y un control mejorado de malezas en una planta de cultivo que
aporta beneficios secundarios al productor y/o el consumidor. Por consiguiente, la presente
invencion puede usarse en combinacion con otros rasgos para proporcionar un paquete
agronomico completo de calidad de del cultivo, mejorada con ia capacidad de controlar en

forma flexible y rentable cualquier niimero de problemas agrondmicos.
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Plagas blanco

[0081] Las toxinas DIG-3 de la invencion son particularmente apropiadas para uso en
el control de insectos lepidopteros. Los lepiddpteros son un grupo importante de plagas
agricolas, horticu;lturales, y domésticas que causan una gran cantidad de dafios cada afio.
Este orden de ins:ectos abarca larvas y adultos que se alimentan de las hojas y las raices. Las
plagas de insectos lepidopteros incluyen, pero no se limitan a: Achoroia grisella, Acleris
gloverana, Acleris variana, Adoxophyes orana, Agrotis ipsilon (black cutworm), Alabama
argillacea, Alsophila pometaria, Amyelois transitella, Anagasta kuehniella, Anarsia
lineatella, Anisota semnatoria, Antheraea pernyi, Anticarsia gemmatalis, Archips sp.,
Argyrotaenia sp., Athetis mindara, Bombyx mori, Bucculatrix thurberiella, Cadra cautella,
Choristoneura sp., Cochylls hospes, Colias eurytheme, Coreyra cephalonica, Cydia
latiferreanus, Cydia pomonella, Datana integerrima, Dendrolimus sibericus, Desmia
feneralis, Diaphqnia hyalinata, Diaphania nitidalis, Diatraea grandiosella (southwestern
corn borer), Dic}traea saccharalis (sugarcane borer), Ennomos subsignaria, Eoreuma
loftini, Esphestia elutella, Erannis tilaria, Estigmene acrea, Eulia salubricola, Fupocoellia
ambiguella, Eupoecilia ambiguella, Euproctis chrysorrhoea, Euxoa messoria, Galleria
mellonella, Grapholita molesta, Harrisina americana, Helicoverpa subflexa, Helicoverpa
zea (corn earworm), Heliothis virescens (tobacco budworm), Hemileuca oliviae,
Homoeosoma electellum (sunflower head moth), Hyphantia cunea, Keiferia lycopersicella,
Lambdina fiscellaria fiscellaria, Lambdina fiscellaria lugubrosa, Leucoma salicis, Lobesia
botrana, Loxagrotis albicosta (western bean cutworm), Loxostege sticticalis, Lymantria
dispar, Macalla thyrisalis, Malacosoma sp., Mamestra brassicae, Mamestra configuratu
(bertha army wcinn), Manduca quinguemaculata, Manduca sexta (tobacco horn worm),
Maruca testulalis, Melanchra picta, Operophtera brumata, Orgyia sp., Ostrinia nubilalis
(European corn borer), Paleacrita vernata, Papiapema nebris (common stalk borer),
Papilio cresphontes, Pectinophora gossypiella, Phryganidia californica, Phyllonorycter
blancardella, Pieris napi, Pieris rapae, Plathypena scabra, Platynota flouendana,
Platynota stultana, Platyprilia carduidactyla, Plodia interpunctella, Plutella xylostella
(diamondback moth), Pontia protodice, Pseudaletia unipuncta (armyworm), Pseudoplasia
includens, Rachiplusia nu (Argentine looper), Sabulodes aegrotata, Schizura concinna,
Sitotroga cerealella, Spilonta ocellana, Spodoptera frugiperda (fall armyworm),
Spodoptera exigj;,ta (beet armyworm), Thaurnstopoea pityocampa, Ensola bisselliella,

Trichoplusia hi, Udea rubigalis, Xvlomyges curtails, and Yponomeuta padella.

[0082] Se contempla asimismo el uso de toxinas DIG-3 para controlar plagas de

coledpteros de plantas de cultivo. En algunas incorporaciones, pueden desplegarse
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econdmicamente proteinas Cry para control de plagas de insectos que incluyen, pero no se
limitan a, por ejemplo, gusanos de la raiz tales como Diabrotica undecimpunctata howardi
(southern corn rootworm), Diabrotica longicornis barberi (northern corn rootworm), y
Diabrotica virgifera (western corn rootworm), y gusanos tales como las larvas de
Cyclocephala borealis (northern masked chafer), Cyclocephala immaculate (southern

masked chafér), y Popillia japonica (Japanese beetle).
[0083] Se contempla asimismo el uso de las toxinas DIG-3 para controlar nematodos
pardsitos incluyendo, pero no limitados a, nematodo del nudo de la raiz (Meloidogyne

icognita) y nematodo del quiste de soya (Heterodera glycines).

Deteccion con anticuerpos de toxinas DIG-3

[0084] Anticuerpos_anti-toxina. Anticuerpos contra las toxinas divulgadas en esta

especificacidn, o contra toxinas equivalentes, o fragmentos de estas toxinas, pueden
prepararse facilmente usando procedimientos estindar en este arte. Tales anticuerpos son

utiles para detector la presencia de las toxinas DIG-3.

[0085] Una vez se ha aislado la toxina insecticida B.t, pueden desarrollarse
anticuerpos especificos para la toxina por métodos convencionales que son bien conocidos
en el arte. Inyecciones repetidas en un anfitridén de eleccion durante un periodo de semanas
O meses provocaran una respuesta inmunitaria y resultaran en titulos séricos significativos
anti-toxina B.z. Anfitriones preferidos son especies mamiferas y especies sumamente
preferidas son conejos, cabras, ovejas y ratones. Sangre exfraida de tales animales
inmunizados puede procesarse por métodos establecidos para obtener antisuero
(anticuerpos policlonales) reactivos con la toxina insecticida B.:. El antisuero puede
purificarse entonces por afinidad mediante adsorcion a la toxina, de acuerdo con técnicas
conocidas en el arte. Antisuero purificado por afinidad puede purificarse posteriormente
aislando la fraceién inmunoglobulina en el antisuero, utilizando procedimientos conocidos
en el arte. El material resultante sera una poblacién heterogénea de inmunoglobulinas

reactivas con la toxina insecticida B.1.

[0086] Anticuelrpos anti-toxina B.t. pueden generarse asimismo preparando un
inmundgeno semi-sintético conformado por un fragmento de péptido sintético de la toxina
insecticida B.t, conjugado con un portador inmunégeno. Numerosos esquemas e
instrumentos 1tiles ._para elaborar fragmentos de péptidos son bien conocidos en el arte.

Muchos portadores inmunoégenos apropiados tales como albimina sérica bovina o
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hemocianina de lapa son igualmente bien conocidos en ¢l arte, como lo son las técnicas
para acoplar el inmundgeno y proteinas portadoras. Una vez se ha construido el
inmunogeno semi-sintético, el procedimiento para elaborar anticuerpos especificos para el
fragmento de toxina insecticida B.z. es idéntico a los utilizados para elaborar anticuerpos

reactivos con la toxina B.t. natural.

[0087] Anticuerpos monoclonales (MAbs - monoclonal antibodies) anti-toxina B.1. se
preparan facilmente usando toxina insecticida B.# purificada. Métodos para producir MAbs
se han practicado durante mis de 20 afios y son bien conocidos por las personas de
habilidad ordinaria en el arte. Inyecciones subcutineas o intraperitoneales repetidas de la
toxina insecticida B.1. purificada en coadyuvante provocarén una respuesta inmunitaria en
la mayoria de los animales. Linfocitos B hiperinmunizados se extraen del animal y se
fusionan con una linea de células compafiera de fusién apropiada, capaz de cultivarse
indefinidamente. Animales preferidos, cuyos linfocitos B pueden hiperinmunizarse y
utilizarse en la produccion de MAbs, son mamiferos. Animales mas preferidos son ratas y

ratones y la mas preferida es la cepa de raton BALB/c.

[0088] Numerosas lineas de células de mamifero son parejas de fusion apropiadas para
la produccidén de hibridomas. Muchas de tales lineas se encuentran disponibles de la
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) y proveedores comerciales.
Lineas de células parejas de fusién preferidas se derivan de mielomas de ratén, y la linea
de células de mieloma-656 HL-1® Friendly (Ventrex, Portland, ME) es la mas preferida.
Una vez fusionadas, los hibridomas resultants se cultivan en un medio de crecimiento
selectivo durante una o dos semanas. Dos sistemas de seleccién bien conocidos se
encuentran disponibles para eliminar células de mieloma no fusionadas, o fusiones entre
células de mieloma, del cultivo de hibridoma mixto. La eleccion del sistema de seleccion
depende de la cepa de raton inmunizado y la compaiiera de fusion de mieloma utilizada.
Puede usarse el sistema de seleccion AAT, descrito por Taggart y Samloff, (1983); no
obstante, se prefiere el sistema de seleccion HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina),
descrito por Littlefield, {1964), debido a su compatibilidad con la cepa de raton preferida y
la compafiera de fusiéon mencionada anteriormente. El medio de crecimiento agotado se
tamiza con respecto a la secrecion de MAbs inmunoespecificos. Procedimientos de
enzimoinmunoanilisis de adsorcion (ELISA) son los mejor apropiados para este proposito;
aunque son igualmente aceptables radioinmunoanalisis adaptados para tamizaje en grandes
volimenes. Pueden realizarse multiples tamizajes, disefiados para reducir
consecutivamente el nimero considerable de cultivos irrelevantes o menos deseados.

Cultivos que secretan MAbs reactivos con la toxina insecticida B.£. pueden tamizarse con
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respecto a reactividad cruzada con toxinas insecticidas B.t. conocidas. MAbs que se fijan
preferenciaimente a la toxina insecticida B.¢. preferida pueden isotiparse utilizando analisis
disponibles en el comercio. MAbs preferidos son de la clase IgG, y MAbs mas altamente

preferidos son de los subisotipos IgG, y IgGa,.

[0089] Cultivos de hibridoma que secretan los MAbs preferidos pueden subclonarse
varias veces para establecer la monoclonalidad y la estabilidad. Métodos bien conocidos
para subclonar cultivos de células eucariotas, no adherentes, incluyen técnicas de
citofluorimetria de flujo, agarosa blanda y dilucidn limitante. Después de cada
subclonacion, los cultivos resultantes se re-analizan preferiblemente con respecto a la
secrecion de anticuerpos e isotipo para garantizar que se ha establecido un cultivo secretor

de MAbs preferido.

[0090] Los anticuerpos anti-toxina B.z. son Utiles en varios métodos de detectar la
toxina insecticida B.t. reivindicada de la presente invencidn, y variantes o fragmentos de la
misma. Es bien' sabido que los anticuerpos etiquetados con un grupo reportero pueden
utilizarse para identificar la presencia de antigenos en una variedad de ambientes.
Anticuerpos etiquetados con radioisdtopos se han usado durante décadas en
radioinmunoandlisis para identificar, con gran precisién y sensibilidad, la presencia de
antigenos en una variedad de fluidos biolégicos. Mdas recientemente, anticuerpos
etiquetados con enzimas se han empleado como un sustituto de los anticuerpos
radiomarcados en el analisis ELISA. Ademads, anticuerpos inmunorreactivos a la toxina
insecticida B5.7. de la presente invencién pueden fijarse a una sustancia inmovilizadora, tal
como un pocillo de poliestireno o particula, y usarse en inmunoanalisis para determinar si

la toxina insecticida B.t. esta presente en una muestra de prueba.

Deteccion utilizando sondas de 4cido nucleico

[0091] Un método adicional para identificar las toxinas y genes de la invencion en
cuestion es mediante el uso de sondas de oligonucledtidos. Estas sondas son secuencias
nucleotidicas detectables. Estas secuencias pueden hacerse detectables en virtud de una
etiqueta radioactiva apropiada, o pueden elaborarse inherentemente fluorescentes como se
describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No. 6268132. Como es bien
conocido en el arte, si la molécula de la sonda y la secuencia de acido nucleico hibridan
formando fuertes erﬂaces de apareamiento de bases entre las dos moléculas, puede asumirse
razonablemente que la sonda y la muestra tienen una homologia de secuencia sustancial.

Preferiblemente, la hibridacion se conduce bajo condiciones rigurosas por técnicas bien
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conocidas en el arte, como se describe, por ejemplo, en Keller y Manak (1993). La
deteccion de la sonda ofrece un medio para determinar en una manera conocida si ha
ocurrido hibridacion. Tal analisis de sonda ofrece un método rapido para identificar genes
codiﬁcante's de toxinas de la invencidn en cuestion. Los segmentos de nucledtidos que se
usan como sondas de acuerdo con la invencion pueden sintetizarse empleando un
sintetizador de ADN y procedimientos estandar. Estas secuencias nucleotidicas pueden
utilizarse asimismo como cebadores de PCR para amplificar genes de la invencién en

cuestion.

Hibridacion de acido nucleico

[0092} Como es bien sabido por las personas expertas en biologia molecular, la
similitud de dos acidos nucleicos puede caracterizarse por su tendencia a hibridar. Tal como
se emplea en esta especificacion los términos "condiciones rigurosas” o "condiciones de
hibridacién rigurosas" tienen como finalidad referirse a condiciones bajo las cuales una
sonda hibriddra (se aparear) a su secuencia blanco en un grado detectablemente mayor que
a ofras secuencias (v.g., por lo menos 2 veces sobre el fondo). Las condiciones rigurosas
dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Controlando la
rigurosidad dé la hibridacion y/o las condiciones de lavado, pueden identificarse secuencias
blanco que son 100% complementarias a la sonda (sondeo homoélogo - homologous
probing). Alternativamente, las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para permitir
cierto apareamiento incorrecto en secuencias, de manera que se detecten grados menores de
similitud (sondeo heterdlogo - heterologous probing). Generalmente, una sonda tiene
menos de alrededor de 1000 nucleétidos de longitud, preferiblemente menos de 500

nucledtidos de longitud.

[0093] Normalmente, condiciones rigurosas seran aquellas en las cuales la
concentracion salina es menos de alrededor de 1.5 M de iones de Na de concentracién, por
lo general alrededor de 0.01 a 1.0 M de iones de Na de concentracion (u otras sales) con un
pH 7.0 a pH 8.3 y la temperatura es por lo menos alrededor de 30°C para sondas cortas
(v.g., 10 a 50 nucledtidos) y por lo menos alrededor de 60°C para sondas largas (v.g.,
mayores que SQ nucledtidos). Condiciones rigurosas pueden lograrse asimismo con la
adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. Condiciones ejemplares de baja
rigurosidad incluyen hibridacién con una solucion amortiguadora de 30% a 35%
formamida, 1 M NaCl, 1% SDS (dodecil sulfato sodico) a 37°C y un lavado en 1X a 2X
SSC (20X SSC-= 3.0 M NaCl/0.3 M citrato trisédico) a 50°C a 55°C. Condiciones

ejemplares de nigurosidad moderada incluyen hibridacién en 40% a 45% formamida, 1.0 M
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NaCl, 1% SDS a 37°C y un lavado en 0.5X a 1X SSC a 55°C a 60°C. Condiciones
ejemplares de alta rigurosidad incluyen hibridacién en 50% formamida, 1 M NaCl, 1%
SDS a 37°C y un lavado en 0.1X SSC a 60°C a 65°C. Opcionalmente, amortiguadores de
lavado pueden contener alrededor de 0.1% a alrededor de 1% SDS. La duracién de la
hibridacicf_)n es generalmente menos de alrededor de 24 horas, usualmente alrededor de 4 a

alrededor-de 12 horas.

[0094]  La especificidad es normalmente la funcién de lavados pos-hibridacidn, siendo
los factores criticos la fuerza idnica y la temperatura de la solucion de lavado final. Para
ADN/hibridos de ADN, el punto de fusion térmica (Ty,) es la temperatura (bajo fuerza
ionica y pH definidos) a la cual 50% de una secuencia blanco complementaria se hibrida a
una sondalperfectamente apareada. Tp, se reduce en alrededor de 1°C por cada 1% de
apareamiento incorrecto; por consiguiente, la T, las condiciones de hibridacion, y/o las
condiciones de lavado pueden ajustarse para facilitar el emparejamiento de secuencias de la
identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias con > 90% de identidad, la T,
puede disminuirse 10°C. Generalmente, se seleccionan condiciones rigurosas para que sean
alrededor de 5°C menores que la T, para la secuencia especifica y su complemento, con
una fuerza idnica y pH defimdos. Sin embargo, condiciones altamente rigurosas pueden
utilizar una hibridacién y/o lavado a 1°C, 2°C, 3°C, o 4°C menos que la Tp; condiciones
moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 6°C, 7°C, 8°C, 9°C,
0 10°C menos que la Tr, y condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridacion

y/o lavado a 11°C, 12°C, 13°C, 14°C, 15°C, 0 20°C menos que la Ty,.

[0095] La T, (en °C) puede determinarse experimentalmente o puede aproximarse
mediante calculo. Para ADN - hibridos de ADN, la Ty, puede aproximarse de la ecuacién

de Meinkoth y Wahl (1984):
Tm(°C) = 81.5°C + 16.6(log M) + 0.41(%GC) - 0.61(% formamida) - 500/L;

donde M es la molaridad de cationes monovalentes, %GC es el porcentaje de los
nucledtidos guanosina y citosina en el ADN, % formamida es el porcentaje de formamida

en la solucion de hibridacion, y L es la longitud del hibridos en pares de bases.

[0096] Alternativamente, la T, se describe por la siguiente formula (Beltz et al., 1983).
Ta(°C) = 81.5°C + 16.6(log[Na+]) + 0.41(%GC) - 0.61(% formamida) - 600/L
donde [Na+t] es la molaridad de iones de sodio, %GC es el porcentaje de los nucleétidos

guanosina y citosina en el ADN, % formamida es el porcentaje de formamida en la solucion
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de hibridacion, y L es la longitud del hibrido en pares de bases.

[0097] Usando las ecuaciones, composiciones de hibridacion y lavado, y T, deseada,
las personas expertas en el arte entenderan que las variaciones en la rigurosidad de las
soluciones de hibridacién y/o lavado estin inherentemente descritas. Si el grado deseado de
apareamiento incorrecto (mismatching) resulta en una T, de menos de 45°C (solucién
acuosa) 0 32°C (solucion de formamida), se prefiere aumentar la concentracién de SSC, de
manera que pueda usarse una temperatura mas elevada. Una guia extensiva a la hibridacion
de 4cidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) y Ausubel ef al, (1995). Véase

asimismo Sambrook et al,, (1989).

[0098] La hibridacién de ADN inmovilizado en Southern blots con sondas especificas
de genes, marcadas radioactivamente, puede realizarse por meétodos estandar (Sambrook et
al., supra). Isotopos radioactivos usados para marcar sondas de polinucledtidos pueden
incluir 2P, ¥P, 1C, 0 *H. La incorporacién de isotopos radioactivos en moléculas de
sondas de polinucleétidos puede hacerse por cualquiera de varios métodos bien conocidos
por las personas expertas en el campo de la biologia molecular. (Véase, v.g. Sambrook ef
al., supra.) En general, la hibridacion y los lavados subsiguientes pueden llevarse a cabo
bajo condiciones rigurosas que permitan la deteccion de secuencias blanco con homologia
con los genes, que codifican la toxina reivindicada. Para sondas génicas de ADN
bicatenario, la hibridacién puede llevarse a cabo de un dia para otro a 20°-25°C por debajo
de la T del hibrido de ADN en 6X SSPE, 5X Soluciéon de Denhardt, 0.1% SDS, 0.1
mg/mL ADN desnaturalizado {20X SSPE es 3M NaCl, 0.2 M NaHPO,, y 0.02M EDTA
(sal de sodio de 4cido etilendiaminotetraacético); 100X Soluciéon de Denhardt es 20 gm/L
Polivinilpirrolidona, 20 gm/L Ficoll tipo 400 y 20 gm/L Albimina Sérica Bovina (fraccién

V.
[0100] Los lavados pueden lievarse tipicamente en la siguiente forma:

Dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos en IX SSPE, 0.1% SDS
(lavado de baja rigurosidad).
Una vez a T, - 20°C durante 15 minutos en 0.2X SSPE, 0.1% SDS (lavado de

rigurosidad moderada).
[0101] Para sondas de oligonucleotidos, 1a hibridacidén puede llevarse a cabo de un dia

para otro a 10°-20°C por debajo la Ty, del hibrido en 6X SSPE, 5X Solucion de Denhardt,
0.1% SDS, 0.1 mg/mL de ADN desnaturalizado. La T, para sondas de oligonucleotidos
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puede determinarse por la siguiente formula (Suggs ef al., 1981).

Tm(°C ) = 2(nimero de pares de bases T/A) + 4(numero de pares de bases G/C)

[0102] Los lavados pueden llevarse normalmente a cabo en la siguiente forma:
Dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos IX SSPE, 0.1% SDS
(lavado de baja rigurosidad).
Una vezala temperatura de hibridacion durante 15 minutos en IX SSPE, 0.1%

SDS (lavado de rigurosidad moderada).

[0103} Las moléculas de sondas para hibridacién y moléculas hibridas formadas entre
moléculas sonda y blanco pueden hacerse detectables por medios distintos al etiquetado

radioactivo. Tales métodos alternos pretenden estar dentro del ambito de esta invencion.

[0104] Todas, las patentes, solicitudes de patente, solicitudes provisionales, y
publicaciones referidas o citadas en esta especificacion se incorporan por referencia en su
totalidad, en la medida en que no sean inconsistentes con las ensefianzas explicitas de esta
especificacion. A menos que se indique o implique especificamente lo conirario, los
términos "un/una", “uno/una", y"el/la" significan "por lo menos uno/una”, tal como se
emplea en esta especificacién. Mediante el uso del término "material genético" en esta

especificacion, se quiere incluir todos los genes, acidos nucleicos, ADN y ARN.

[0105] Para designaciones de residuos nucleotidicos de polinucle6tidos, ADN, ARN,
oligonucledtidos, y cebadores, y para las designaciones de residuos de aminoacidos de
proteinas, se emplean abreviaturas IUPAC estdndar a todo lo largo de este documento. Las
secuencias de acido nucleico se presentan en la direccion estandar 5' a 3', y las secuencias
de proteinas se presentan en la direccidén estandar amino (N) terminal a carboxi (C)

terminal.

[0106] A continuacion se incluyen ejemplos que ilustran procedimientos para poner en
practica la invencidn. Debe entenderse que los gjemplos € incorporaciones descritos en esta
especificacion son para fines ilustrativos unicamente y que varias modificaciones ©
cambios, a la luz de los mismos, seran sugeridos a las personas expertas en ¢l arte y tienen
que incluirse en el espiritu y alcance de esta solicitud y en el 4mbito de las reivindicaciones
anexas. Estos ejemplos no deben interpretarse como limitantes. Todos los pofcentajes son
en peso vy todas las proporciones de mezclas de disolventes son en volumen, a menos que se

anote lo contrario. Todas las temperaturas son en grados Celsius.
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EJEMPLO 1

Aislamiento de un gen que codifica una toxina DIG-3

[0107)  Acido nucleico que codifica la proteina Cry insecticida, designada en esta
especificacion como DIG-3, se aislé de ADN gendmico de la cepa B.t. PS46L por PCR,
utilizando un cebador primario redundante (@ degenerate forward primer) que hibridé a las
bases 1286 a 1311 de SEQ ID NO:1, y un cebador inverso incorrectamente emparejado (a
mismatched reverse primer), que hibridé al complemento de Jas bases 2480 a 2499 de SEQ
ID NO: 1. Este par de cebadores se utilizd para amplificar un fragmento de 1214 bp,
correspondiente a los nucledtidos 1286 a 2499 de SEQ ID NO:1. Esta secuencia se uso
como ¢l punto del anclaje para iniciar el desplazamiento por el genoma (genome walking)
usando métodos adaptados del GenomeWalker™ Universal Kit (Clontech, Palo Alto, CA).
Se determind la secuencia de é4cido nucleico de un fragmento que cubria la region
codificante DIG-B‘:. SEQ ID NO:1 es la secuencia nucleotidica de 3771 bp que codifica la
proteina DIG-3 de longitud completa. SEQ ID NO:2 es la secuencia de aminoacidos de la
proteina DIG-3 de longitud completa, deducida de la SEQ ID NO:1. Se anota que en la
especie Bacillus, regiones codificantes de la proteina, tales como la de SEQ ID NO:1,

pueden iniciarse con el codén TTG, el cual representa translacionalmente el aminoacido

metionina.
EJEMPLO 2
Delecidn de las a-hélices del dominio I de DIG-3
[0108) Para mejorar las propiedades insecticidas de la toxina DIG-3, se realizan

deleciones graduales, en serie, cada una de las cuales elimina parte del N-término de 1a
proteina DIG-3. Las deleciones eliminan parte o la totalidad de la a-hélice 1 y parte o la
totalidad de la a-hélice 2 en el dominio I, manteniendo al mismo tiempo la integridad

estructural de la a-hélice 3 a 1a o-hélice 7.

[0109] Las deleciones se disefiaron en la siguiente forma. Este ejemplo utiliza la
secuencia de ADN duimérico de longitud completa que codifica ia proteina DIG-3 de
longitud completa, v.g. SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, respectivamente para ilustrar los
principios de diseilo con 67 variantes especificas. Utiliza la secuencia quimérica de SEQ ID
NO:5 (ADN que codifica el segmento de la toxina central DIG-3 fusionada al segmento de
la protoxina CrylAb). para proporcionar 67 variantes especificas adicionales. Una persona
experta en el arte entendera que otras secuencias de ADN, que codifican toda o una porcion

N-terminal de la proteina DIG-3, pueden manipularse de manera semejante para obtener el
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resultado deseado. Para disefiar la secuencia codificante de la primera variante eliminada,
se eliminan todas las bases que codifican la a-hélice 1 hasta el codon para el residuo de
prolina cerca del comienzo de la a-hélice 2A (es decir, P73 para la proteina DIG-3 de
longitud complefa de SEQ ID NO:2). Por consiguiente, la eliminacién de las bases 1 a 216
de SEQ ID NO:1 elimina la secuencia codificante para los aminoacidos 1 a 72 de SEQ ID
NO:2. La reintroduccion de un coddon ATG (metionina) inicador de la traduccion al
comienzo (es decir, frente al coddn correspondiente al aminodcido 73 de la proteina de
longitud completa) permite la secuencia codificante de 1a variante eliminada, que incluye el
marco de lectura abierto de 3555 bases, que codifica una proteina DIG-3 de variante
eliminada que incluye 1185 aminoacidos (es decir, metionina mas los aminoacidos 73 a
1256 de la proteina DIG-3 de longitud completa). Deleciones graduales, en serie, que
eliminan codones adicionales para un solo aminoacido correspondiente a los residuos 73 a
112 de la proteina DIG-3 de longitud completa de SEQ ID NO:2, proporcionan variantes
que carecen de parte o la totalidad de la e-hélice 2A y la o-hélice 2B. Por consiguiente, una
secuencia codificante de una segunda variante eliminada, disefiada, requiere la eliminacion
de las bases 1 a 219 de SEQ ID NO:1, eliminando asi la secuencia codificante para los
aminoécidos 1-73. La restauracion de un marco de lectura abierto funcional se consigue
nuevamente mediante la reintroduccion de un coddn de metionina de iniciacion de
traduccion en elicomienzo de la secuencia codificante restante, permitiendo asi una segunda
secuencia codificante de variante eliminada que tiene un marco de lectura abierto de 3552
bases, que codifican una proteina DIG-3 de variante eliminada, que incluye 1184
aminodcidos (es decir, metionina mas los aminoacidos 74 a 1256 de la proteina DIG-3 de
longitud completa). La ultima secuencia codificante de la variante eliminada disefiada
requiere la eliminacion de las bases 1 a 336 de SEQ ID NO:1, suprimiendo asi la secuencia
codificante para los aminoacidos 1 a 112, y, después de la reintroduccién de un coddn de
metionina de iniciacion de traduccién, proveyendo una secuencia codificante de una
variante de delecion, que tiene un marco de lectura abierto de 3435 bases, que codifica una
proteina DIG-3 de variante de delecién de 1145 aminoé4cidos (es decir, metionina mas los
aminodacidos 113 a 1256 de la proteina DIG-3 de longitud completa). Como se ejemplifica,
luego de la eliminacion de la secuencia de delecion, se agrega un codén de metionina
iniciador al comienzo de la secuencia codificante restante, para restablecer un marco de
lectura abierto funcional. Ademas, como se describe, tiene que ahadirse un codén de glicina
adicional entre- el codén de metionina y el coddn para el aminoacido determinante de
inestabilidad, en el caso de que la eliminacidn de la secuencia removida deje expuesto en €l
N-término de la porcion restante de la proteina de longitud completa uno de los

amino4cidos determinantes de inestabilidad, como se contempla anteriormente.

34

43



WO 2010/120452

[0110]

descrita.

Tabla 3
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Tabla 3 describe variantes especificas disefiadas de acuerdo con la estrategia yva

Secuencias proteinicas de variante de delecidn de la proteina DIG-3 de longitud completa

de SEQ ID NO:2 y la secuencia proteinica de fusién de SEQ 1D NO:5.

Vanante de Residuos Residuos de Variante de Delecion |Residuos Residuos de
Delecién de agregadosal  [SEQ ID DIG-3 agregados al SEQID
DIG-3 término NH2  [NO:2 término NH2 NO:5

1 M 73-1256 68 M 73-1188
2 MG 73-1256 69 MG 73-1188
3 M 74-1256 70 M 74-1188
4 MG 74-1256 71 MG 74-1188
3 M 75-1256 72 M 75-1188
6 M 76-1256 73 M 76-1188
7 M 77-1256 74 M 77-1188
8 M 78-1256 75 M 78-1188
9 MG 78-1256 76 MG 78-1188
10 M 79-1256 77 M 79-1188
11 M 80-1256 78 M 80-1188
12 M 81-1256 79 M 81-1188
13 MG 81-1256 80 MG 81-1188
14 M 82-1256 81 M 82-1188
15 MG 82-1256 82 MG 82-1188
16 M 83-1256 83 M 83-1188
17 M 84-1256 34 M 84-1188
18 MG 84-1256 35 MG 84-1188
19 M 85-1256 86 M 85-1188
20 MG 85-1256 87 MG 85-1188
21 M 86-1256 88 M 86-1188
22 M 87-1256 89 M 87-1188
23 M 88-1256 90 M 88-1188
24 M 89-1256 91 M 89-1188
25 MG 89-1256 92 MG 89-1188
26 M 90-1256 93 M 90-1188
27 MG 90-1256 94 MG 90-1188
28 M 91-1256 95 M 91-1188
29 MG 91-1256 96 MG 91-1188
30 M 92-1256 97 M 92-1188
31 M 93-1256 98 M 93-1188
32 M 94-1256 99 M 94-1188
33 M 95-1256 100 M 095-1188
34 MG 95-1256 101 MG 95-1188
35 M 96-1256 102 M 96-1188
36 MG 96-1256 103 MG 96-1188
37 M 07-1256 104 M 97-1188
38 MG 97-1256 105 MG 97-1188
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39 M 98-1256 106 M 98-1188
40 MG 08-1256 107 MG 98-1188
41 M 99-1256 108 M 99-1188
42 MG 99-1256 109 MG 99.1188
43 M 100-1256 110 M 100-1188
44 MG 100-1256 111 MG 100-1188
45 M 101-1256 112 M 101-1188
46 MG 101-1256 TE MG 101-1188
47 M 102-1256 114 ™M 162-1188
48 MG 102-1256 115 MG 102-1188
49 M 103-1256 116 M 103-1188
50 MG 103-1256 117 MG 103-1188
51 M 104-1256 118 M 104-1183
52 M 105-1256 119 M 105-1188
53 MG 105-1256 120 MG T05-1188
34 M 106-1256 121 M 106-1188
55 MG 106-1256 122 MG 106-1188
56 M 107-1256 123 M 107-1188
57 MG 107-1256 124 MG 107-1188
58 M 108-1256 125 M 108-1188
59 MG 108-1256 126 MG 108-1188
60 M 109-1256 127 M 109-1188
61 MG 109-1256 128 MG 109-1188
62 M 110-1256 129 M 170-1188
63 MG 110-1256 130 MG 110-1188
64 M 111-1256 131 M 111-1188
65 MG 111-1256 132 MG 111-1188
66 M 112-1356 133 M 112-1356
67 M 113-1256 134 M 113-1188
[0111] Acidos nucleicos que codifican las toxinas descritas en Tabla 3 se disefian de

acuerdo con los principios generales para genes sintéticos previstos para expresién en

plantas, como se discutio anteriormente.

EJEMPLO 3

Disefio de una version optimizada en una planta de la secuencia codificante para la proteina
DIG-3 insecticida B.t.

[0112] Se disefié y sintetizé una secuencia de ADN que tenia una preferencia codonica
vegetal (a plant codon bias) para producir la proteina DIG-3 en plantas monocotiledoneas y
dicotiledéneas transgénicas. Se calculd una tabla de utilizacién de codones para maiz (Zea
mays L.) de 706 secuencias codificantes de proteina (CDs — coding sequences) obtenidas de
secuencias depositadas en GenBank. Tablas de utilizaciéon de codones para tabaco
(Nicotiana tabacum, 1268 CDs), canola (Brassica napus, 530 CDs), algodon (Gossypium
hirsutum, 197 CDs), v soya (Glycine max; ca. 1000 CDs) se descargaron de los datos en ¢l
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sitio de Internet http://www .kazusa.or.jp/codon/. Un conjunto de codones con preferencia
codénica (a biased codon set) que incluye codones altamente utilizados, comunes a
conjuntos de datos tanto de maiz como de dicotiledoneas, en cantidades relativas promedio
ponderadas apropiadamente, se calculd luego de omitir cualquier codén redundante usado
menos de alrededor de 10% de los usos de codones totales para ese aminoacido en
cualquiera de los dos tipos de plantas. Para derivar una secuencia optimizada de planta que
codifica la proteina DIG-3, se hicieron sustituciones de codones a la secuencia de ADN
DIG-3 determinada experimentalmente, de modo que la secuencia de ADN resultante
tuviera la composicién de codones general de la tabla de desviacion de codones optimizada
en la planta. Se realizaron otros refinamientos de la secuencia para eliminar sitios
indeseados de enzimas de restriccion, sitios potenciales de corte y empalme de intrones de
la planta, largos tramos de residuos A/T o C/G, y otros motivos que podrian interferir la
estabilidad, transcripcion, o traduccidén del ARN de la region codificante en células
vegetales. Se hicieron otros cambios para introducir sitios deseados de reconocimiento de
enzimas de restn'cé:ién, y para eliminar largos marcos de lectura abiertos internos (marcos
distintos de +1). Estos cambios se hicieron todos dentro de las limitaciones de conservar la
composicion de codones con preferencia coddnica vegetal. La sintesis de la secuencia

disefiada se realizé por un proveedor comercial (DNA2.0, Menlo Park, CA).

[0113]) Orientacion adicional con respecto a la produccion de genes sinteticos puede
encontrarse en, por ejemplo, WO 97/13402 y la Patente de los Estados Unidos No.
5380831.

[0114] Una secuencia de ADN optimizada en una planta que codifica la toxina DIG-3 de
longitud completa se da en SEQ ID NO:3. Una secuencia de ADN optimizada en una
dicotiledénea, que codifica el segmento de la protoxina CrylAb, se divulga como SEQ ID
NO:6. Una seCL;lencia de ADN optimizada en maiz, que codifica el segmento de la

protoxina CrylAb, se divulga como SEQ ID NO:7.

EJEMPLO 4

Construccidon de plasmidos de expresion que codifican la toxina insecticida DIG-3 v

expresion en anfitriones bacterianos

[0115] Se utilizaron métodos de clonacién estandar en la construccion de plasmidos de
expresion de Pseudomonas fluorescens (Pf), modificados por técnicas de ingenieria
genética para 'producir proteinas DIG-3 de longitud completa, mediante regiones

codificantes optimizadas en una planta. Se obtuvieron endonucleasas de restriccion de New
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England BiolLabs (NEB; Ipswich, MA) y se utilizd T4 ADN Ligasa (Invitrogen) para el
ligamiento del ADN. Se realizaron preparaciones de plasmidos utilizando el Kit
NucleoBond® Xtra (Macherey-Nagel Inc, Bethlehem, PA) o el Kit® Plasmid Midi
(Qiagen), siguiendo las instrucciones de los proveedores. Se purificaron fragmentos de
ADN usando el cartucho Millipore Ultrafree®-DA (Billerica, MA), luego de electroforesis
en gel de Tris-acetato de agarosa.

[0116] La estrategia basica de clonacién incluia subclonar la secuencia codificante
(CDS) de la toxina DIG-3 en pDOW1169 en los sitios de restriccién Spel y Xhol, con lo
cual se pone bajo el control de expresién del promotor Prac y €l terminador rnBT1T2 del
plasmido pKK223-3 (PL Pharmacia, Milwaukee, WI). pDOWI!169 es un plasmido de copia
media con el origen de replicacion RSF1010, el gen apyrF, vy un sitio de unién a nbosoma
precedente a los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, en los cuales pueden
introducirse fragmentos de ADN que contienen regiones codificantes de proteinas,
(Solicitud de los Estados Unidos 20080193974). El plismido de expresion, designado
pDAB4171, se transforma por electroporacién en DC454 (una cepa natural proxima de £.
Sfluorescens que tiene mutaciones ApyrF y lsc::lacIQ]), o sus derivados, recuperados en
medio hidrolisato SOC-Soy, y se planté en medio selectivo (agar de glucosa M9 carente de
uracilo, Samlé:rook et al., supra). Los detalles de las manipulaciones microbiolégicas se
encuentran disponibles en Squires et al., (2004), Solicitud de Patente de los Estados Unidos
20060008877, Solicitud de Patente de los Estados Unidos 20080193974, y Solicitud de
Patente de los Estados Unidos 20080058262, incorporadas en esta especificacion por
referencia. En primer lugar se tamizaron las colonias mediante PCR vy los clones positivos
se analizaron entonces mediante digestion de restriccion de ADN plasmidico miniprep. Se
secuencié ADN plasmidico de los clones seleccionados que contenian insertos, usando Big
Dye® Terminator versién 3.1, como se recomienda por el proveedor (Applied
Biosystems/Invitrogen), o por contrato con un proveedor de secuenciamiento comercial
(MWG Biotech, Huntsville, AL). Se ensamblaron y analizaron los datos de la secuencia
utilizando el software Sequencher™ (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI).

[0117] A;'lélisis de crecimiento y expresion en frascos de agitacién. La produccién de
la toxina DIG-3 para caracterizacion y bioandlisis de insectos se llevd a cabo mediante
cepas de P. fluorescens desarrolladas en frascos de agitacion que albergaban los constructos
de expresion (v.g. clon DP2826). Se utilizaron cultivos de semillas cultivadas en medio M9
suplementado con 1% glucosa y elementos trazadores para inocular 50 mL de medio
minimo definido con 5% glicerol (Teknova Catalogo No. 3D7426, Hollister, CA). Se

indujo la expresion del gen de la toxina DIG-3 por el promotor Pfac mediante la adicion de
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isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), luego de una incubaciodn inicial de 24 horas a
30° con agitacion. Se tomaron muestras de los cultivos al momento de la induccion y en
varios tiempos:pos-induccion. Se cuantificd la densidad de las células mediante densidad
optica a 600 nm (ODygn). Puede utilizarse igualmente otro medio de cultivo apropiado para
crecimiento de. Pseudomonas fluorescens, por ejemplo, como se describe en Huang ef al.,

(2007) y Solicitud de Patente de los Estados Unidos 20060008877.

[0118] Fraccionamiento de células y andlisis SDS-PAGE de muestras en frascos de

agitacién. En c:ada momento de muestreo, se ajustd la densidad de las células a ODgpo = 20
y alicuotas de 1 mL se centrifugaron a 14000 x g durante cinco minutos. Los sedimentos
celulares se congelaron a -80°. Se generaron fracciones solubles e insolubles de las
muestras de los sedimentos celulares congelados de los frascos de agitacion usando
Solucion de Extraccién de Proteina Bacteriana EasyLyse™ (EPICENTRE®
Biotechnologies, Madison, WI). Cada sedimento celular se resuspendié en 1 mL de
solucién EasyLyse™ y se diluyé posteriormente 1:4 en amortiguador de lisis y se incubd
con agitacién & temperatura ambiente durante 30 minutos. El lisado se centrifugd a 14.000
rpm durante 20 minutos a 4° y el sobrenadante se recuperd como la fraccion soluble. El
sedimento celular (fraccion insoluble) se resuspendi¢ entonces en un volumen igual de
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS; 11.9 mM Na;HPOQs, 137 mM NaCl, 2.7 mM
KC1, pH7.4).

[0119] Se mezclaron las muestras 1:1 con 2X amortiguador de muestreo Laemmli que
contenia P-mercaptoetanol (Sambrook ef al., supra.) y se hirvieron durante 5 minutos antes
de cargarlas en geles Criterion XT® Bis-Tris 12% (Bio-Rad Inc., Hercules, CA.) Se realizé
electroforesis en el amortiguador recomendado XT MOPS. Los geles se tifieron con
colorante Bio-Safe Coomassie, de acuerdo con el protocol del fabricante (Bio-Rad) y se
radiografiaron, utilizando €l sistema de generacion de imagenes Alpha Innotech (San

Leandro, CA).

[0120] Preparacién del cuerpos de inclusion. Las preparaciones de los cuerpos de
inclusion (IB — inclusion body) de la proteina Cry se realizaron en células de
fermentacionés de P. fluorescens que produjeron la proteina insecticida B.7 insoluble,
como se demostré6 por SDS-PAGE y MALDI-MS (Matnx Assisted Laser
Desorption/lonization Mass Spectrometry). Sedimentos celulares de P. fluorescens se
descongelaron en un bafio maria a 37°. Las células se resuspendieron a 25% p/v en
amortiguador de lisis (50 mM Tris, pH 7.5, 200 mM NaCl, 20 mM sal disédica de EDTA
(Acido etilendiamonotetraacético), 1% Triton X-100, y 5 mM Ditiotreitol (DTT); 5 mL/L de
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coctel de inhibidor de proteasa bacteriana (P8465 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se
agregaron justo antes del uso). Las células se suspendieron usando un homogenizador
portatil con la graduaciéon minima (ar lowest setting) (Tissue Tearor, BioSpec Products,
Inc., Bartlesville, OK). Se agrego lisozima (25 mg de Sigma L7651, de clara de huevo de
gallina) a la suspensién de células mezclando con una espatula de metal, y la suspension se
incubd a temperatura ambiente durante | hora. La suspension se enfrié sobre hielo durante
1S minutos, luego se sonicé utilizando un sonicador Branson 250 (dos sesiones de 1
minuto, a un ciclo de servicio de 50%, 30% de volumen de produccion). La lisis de las
células se verificd por microscopia. Se agregaron 25 mg mas de lisozima si era necesario, y
se repitieron la .incubacic’an y la sonicacion. Cuando se confirmd la lisis de las células
mediante microscopia, el lisado se centrifugé a 11.500 x g durante 25 minutos (4°) para
formar el sedimento celular IB, vy se descarto el sobrenadante. El sedimento celular 1B se
resuspendié con 100 mL de amortiguador de lisis, se homogenizo con el mezclador portétil
y se centrifugd como ya se indicd. El sedimento celular IB se lavé repetidamente por
resuspension (en 50 mL de amortiguador de lisis), homogenizacién, sonicacién, y
centrifugacién lasta que el sobrenadante se volvid incoloro y el sedimento celular IB se
solidificé y adquirié un color blancuzco. Para el lavado final, el sedimento celular IB se
resuspendi6 en agua destilada, estérilmente filtrada (0.22 um), que contenia 2 mM EDTA,
y se centrifug6. El sedimento celular final se resuspendié en agua destilada, estérilmente

filtrada, que contenia 2 mM EDTA, y se almacend en alicuotas de 1 mL a -80°.

[0121] Se .efectuaron analisis SDS-PAGE y cuantificacion de la protefna en
preparaciones 1B descongelando una alicuota de 1 mL del sedimento celular IB y diluyendo
1:20 con agua c_lestilada, estérilmente filtrada. La muestra diluida se hirvié entonces con 4X
de amortiguador de muestra reductor [250 mM Tris, pH6.8, 40% glicerol (v/v), 0.4% Azul
Bromofenol (p/v), 8% SDS (p/v) y 8% B-Mercapto-etanol (v/v)] y se cargé entonces en una
Novex® 4-20% Tris-Glicina, gel de 12+2 pocillos (Invitrogen) corrido con 1X
Tris/Glicina/arﬁortiguador SDS (BioRad). El gel se corrié durante 60 min a 200 voltios,
luego se tinturd con Azul Coomassie (50% G-250/50% R-250 en 45% metanol, 10% écido
acético), y se descolord con 7% acido acético, 5% metanol en agua destilada. La
cuantificacion de las bandas blanco se hizo comparando los valores densitométricos para
las bandas contra muestras de Albimina Sérica Bovina (BSA - Bovine Serum Albumin),

corridas en el mismo gel para generar una curva estandar.

[0122} Solubilizacién de cuerpos de inclusion. Seis mL de suspension de cuerpos de
inclusion del clon Pf DP2826 (que contenia 32 mg/mL de proteina DIG-3) se centrifugaron

en la graduacion méxima de una microcentrifuga modelo Eppendorf 5415C



W0 2010/120452 - PCT/US2010/028381

(aproximadamente 14.000 x g) para sedimentar (fo pellet) las inclusiones. Se retird el
sobrenadante del amortiguador de almacenamiento y se reemplazd con 25 mL de 100 mM
amortiguador de carbonato sédico, pH 11, en un tubo cénico de 50 mL. Las inclusiones se
resuspendieron usando una pipeta y se someticron a vorticidad para mezclar
concienzudamente. El tubo se puso en una plataforma suavemente oscilante a 4° de un dia
para otro para extraer la proteina blanco. El extracto se centrifugd a 30.000 x g durante 30
min a 4°, y el sobrenadante resultante se concentré 5 veces utilizando un aparato filtrante
centrifugo con celulosa regenerada Amicon Ultra-15 (corte de peso molecular 30.000;
Millipore). El amortignador de mezcla se cambié entonces a 10 mM CAPS [4acido 3-
(ciclohexamino)-l-propanosulfénico] pH 10, usando columnas PD-10 desechables (GE

Healthcare, Piscataway, NJ).

[0123] Electroforesis en gel. El extracto concentrado se prepard para electroforesis
diluyendo 1:50 en amortiguador de muestra NuPAGE® LDS (Invitrogen) que contenia 5
mM ditiotreitol como agente reductor y se calenté a 95° durante 4 minutos. La muestra se
cargd en calles duplicadas de un gel 4-12% NuPAGE® gel junto con cinco estandares BSA
que variaban de 0.2 a 2 pg/calle (para generacién de una curva estiandar). Se aplico voltaje
a 200V usando amortiguador de electroforesis (running buffery MOPS SDS (Invitrogen)
hasta que el colorante de rastreo llegd al fondo del gel. El gel se tinturd con 0.2% Azul
Coomassie G-250 en 45% metanol, 10% acido acético, y se retiré el colorante, primero
brevemente con 45% metanol, 10% 4cido acético, y luego en forma prolongada con 7%
acido acético, 5% metanol hasta que se aclaré el fondo. Luego del retiro del colorante, el
gel se escaned con un Biorad Fluor-S Multilmager. Se utilizd el Software Quantity One
v.4.5.2 del instrumento para obtener voliimenes, de los que se habia restado el fondo, de las
bandas de proteina coloreada y para generar la curva estindar BSA, que se uso para

calcular la concentracion de proteina DIG-3 en la solucién patron concentrada.

EJEMPLO 5
Actividad insecticida de la proteina DIG-3 modificada, producida en Pseudomonas
fluorescens
[0124] Se demostré que la toxina insecticida B.z. DIG-3 era activa en las especies

lepidépteras incluyendo el barrenador europeo del maiz (ECB; Ostrinia nubilalis
(Hiibner)), ECB resistente a crylF (rECB), la palomilia dorso de diamante (DBM -
diamondbaék moth; Plutella xylostella (Linnaeus)), DBM resistente a crylA (rDBM),
gusano de la mazorca del maiz (CEW - corn earworm; Helicoverpa zea (Boddie)), gusano

cortador negro (BCW - black cutworm; Agrotis ipsilon (Hufnagel)), gusano cogollero del
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tabaco (TBW - tobacco budworm; Heliothis virescens (Fabricius)), y gusano falso medidor
(CL - cabbage looper; Trichoplusia ni (Hiibner)). Se analizé también la proteina DIG-3 con
respecto a la actividad de gusano cogollero del maiz (FAW - fall armyworm, Spodoptera
frugiperda), FAW tesistente a CrylF ({FAW) y gusano de la raiz del maiz (WCR - western

corn rootworm, Digbrotica virgifera virgifera LeConte).

[0125] Preparacién de las muestras y bioanalisis. Preparaciones de cuerpos de

inclusién se diluyeron apropiadamente en 10 mM CAPS pH 10, y todos los bioanalisis
contenian un tratamiento de control que constaba de este amortiguador, el cual sirvié como

verificacion de fondo con respecto a la mortalidad o inhibicion del crecimiento.

[0126] Se calcularon las concentraciones de proteina en el amortiguador de bioanalis
mediante electroforesis en gel utilizando BSA para crear una curva estandar para
densitometria en gél, la cual se midi6 usando un sistema de creacién de imégenes BioRad
(Fluor-S Multilmager con software Quantity One version 4.5.2). Las proteinas en la matriz
del gel se tifieron con un colorante a base de Azul Coomassie y se retir6 el colorante antes

dc la lectura.

[0127] Las proteinas purificadas se analizaron con respecto a actividad insecticida en
bioanalisis conducidos con larvas lepidopteras recién nacidas con dieta artificial de
insectos. Larvas d;i: BCW, CEW, CL, DBM, rDBM, ECB, FAW y TBW se hicieron
eclosionar de huevos obtenidos de una colonia mantenida por un insectario comercial
(Benzon Research Inc., Carlisle, PA). Huevos de WCR se obtuvieron de Crop
Characteristics, Inc. (Farmington, MN). Larvas de rECB y rFAW se hicieron eclosionar de

huevos recogidos de colonias de propietarias (Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN).

[0128] Los bioanélisis se condujeron en bandejas plasticas de 128 pocillos
especificamente disefiadas para bioanalisis con insectos (C-D International, Pitman, NJ).
Cada pocillo contenia 1.0 mL de dieta para lepidopteros multi-especies (Southland
Products, Lake Village, AR). Una alicuota de 40 pL de la muestra de proteina se aplicé con
pipeta sobre la superficie de dieta de 1.5 cm® de cada pocilio (26.7 (uL/cmz). Las
concentraciones de la dieta se calcularon como la cantidad (ng) de proteina DIG-3 por
centimetro cuadrado (sz) de area de superficie en el pocillo. Las bandejas tratadas se
mantuvieron en una campana de extraccion hasta que el liquido en la superficie de la dieta

se hubiera evaporado o se hubiera absorbido dentro de la dieta.

(0129] En pocas horas luego de la eclosién, larvas individuales se recogieron con un
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cepillo humeciecido de pelo de camello y se depositaron sobre la dieta tratada, una larva por
pocillo. Los .pocillos infestados se sellaron entonces con hojas adhesivas de plastico
transparente, con ventilacion para permitir el intercambio de gas (C-D International,
Pitman, NIJ). ILas bandejas de bioanalisis se mantuvieron bajo condiciones ambientales
controladas (28°C, ~40% humedad relativa, 16:8 [luz:oscuridad]} durante 5 dias, luego de
los cuales se registraron €l nimero total de insectos expuestos a cada muestra de proteina,
el numero de insectos muertos, y €l peso de los insectos supervivientes. Se calcularon la
mortalidad porcentual y la inhibicién porcentual del crecimiento para cada tratamiento. La

inhibicion del crecimiento (GI - Growth Inhibition) se calculd en la siguiente forma:

Gl=[1-(TWIT/TNIT)/(TWIBC/TNIBC}]
donde TWIT es el Peso Total de Insectos en el Tratamiento,
TNIT es el Nuiimero Total de Insectos en el Tratamiento
TWTBC Es el Peso Total de Insectos en la Verificacion de Fondo (control de
amortiguador), y TNIBC es el Numero Total de Insectos en la Verificacion de

Fondo (control de amortiguador).

[0130] Se determind que la Glso era la concentraciéon de proteina DIG-3 en la dieta en
la cual el valor GI era 50%. La LCsp (50% de concentracion letal - Lethal Concentration) se
registré como la concentracién de proteina DIG-3 en la dieta con la cual 50% de los
insectos de prueba fueron eliminados. Analisis estadistico (ANOVA de una via) se realizb
utilizando software JMP (SAS, Cary, NC)

[0131] Tabla 6 presenta los resultados de las pruebas de bioanalisis de la proteina DIG-
3 sobre el barrenador europeo del maiz y el barrenador europeo del maiz resistente a crylF
(rECB). Un hallazgo inesperado y sorprendente es que los insectos de prueba rTECB fueron
tan susceptibles a la accién de la proteina DIG-3 como lo fueron los insectos ECB

naturales.
Tabla 6

Valores LCsq y Glsg calculados para ECB y rECB, con Intervalos de Confianza (CI -
Confidence Intervals) de 95%

Insecto |LCsy (ng/cmz) 95% CI1 Glsp (ng/cmz) 95% CI
ECB [591.9 308.1-1315.3 122.6 45.6-328.4
ECB [953.6 534.1-1953.6 270.9 53.0-1382.2
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10132] Tabla 7 presenta los resultados de bioanalisis sobre un amplio espectro de una
plaga lepiddptera y coledptera (WCR). La proteina DIG-3 tiene una actividad inesperada y
sorprendente sobre la palomilla dorso de diamante asi como rDBM. Ademas la proteina

Cry DIG-3 es efectiva en controlar el crecimiento de varios otros insectos lepiddpteros.

Tabla 7

Efectos Insecfticidas e Inhibitorios del Crecimiento de la Proteina DIG-3 Ingerida por

Insectos de Prueba

Insecto de_ Respuesta a Anilisis Estadistico *
Prueba 9000 ng/cm’
DBM 100% mortalidad
rDBM 100% mortalidad
CL 75% mortalidad, GI significativo |(GI) P <0.001,df =1, @ =0.05

CEW GI significativo (GDP =0.02,df =1, 0 =0.05
TBW GI visible, alguna mortalidad No disponible
BCW |Gl visible No disponible

FAW No se observo actividad
TFAW No se observd actividad
WCR No se observd actividad

*@G] = Inhibicion del Crecimiento. Valor P = estadistica de prueba. df = grados de libertad

(Degrees of Freedom), nivel u (alfa) 0.05 = el nivel de significacién de la prueba.

EJEMPLO 6
Trasformacion de Agrobacterium

[0133] Métodos de clonacion estandar se utilizan en la construccion de plasmidos
binarios de transformacién y expresion en plantas. Las endonucleasas de restriccion y la T4
DNA Ligasa s¢ obtienen de NEB. Las preparaciones de plidsmidos se llevan a cabo
utilizando el kit-de Preparacién de Plasmidos NucleoSpin® o el kit NucleoBond® AX Xtra
Midi (ambos de Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Los
fragmentos de ADN se purifican usando el kit de Purificacion PCR QIAquick® o el kit de
Extraccion en Gel QIAEX 1I® (los dos de Qiagen) después del aislamiento del gel.

[0134] Los fragmentos de ADN que contienen las secuencias nucleotidicas que
codifican la proteina DIG-3 en formas nativas o modificadas, o sus fragmentos, pueden
sintetizarse por un proveedor comercial (v.g. DNA2.0, Menlo Park, CA) y suministrarse

como fragmentos clonados en vectores plasmidicos, o pueden obtenerse mediante
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manipulacidn estdndar de biologia molecular de otros constructos que contienen secuencias
nucleotidicas apropiadas. Sitios de restriccion Uinica internos a una region codificante DIG-
3 pueden identificarse, y fragmentos de ADN que incluyen las secuencias entre los sitios de
restriccion de la region codificante DIG-3 pueden sintetizarse, codificando cada fragmento
similar una delecion especifica, insercion u otra variacién DIG-3. Los fragmentos de ADN
que codifican los fragmentos DIG-3 modificados pueden unirse a otros fragmentos de la
region codificante DIG-3 u otros fragmentos de la region codificante Cry en sitios de
restriccion apropiados para obtener una region codificante que codifica la proteina DIG-3
deseada de longitud completa, proteina DIG-3 eliminada o variante, o proteina fusionada.
Por ejemplo, se puede identificar un sitio de reconocimiento de restriccién apropiado al
inicio de una primera regién codificante DIG-3, y un segundo sitio de restriccién interno 2
la regién codificante DIG-3. La escision de esta primera regién codificante DIG-3 en estos
sitios de resltriccic’)n generaria un fragmento de ADN que contiene parte de la primera
region codificante DIG-3. Un segundo fragmento de ADN flanqueado por sitios de
restriccién compatibles, situados andlogamente, especificos para otra region codificante
DIG-3 u otra regién codificante Cry pueden usarse en combinacién con el primer

fragmento de restricciéon de ADN para construir un clon variante o fusionado.

[0135] Eh un ejemplo no limitante, una estrategia de clonacion basica puede ser
subclonar secluencias codificantes (CDs) de DIG-3 modificada o de longitud completa en
un plasmido de expresion en plantas en los sitios de restriccion Ncol y Sacl. Los casetes de
expresion en plantas resultantes, que contienen la region codificante DIG-3 apropiada bajo
el control de elementos de expresion en plantas, (v.g., promotores expresables en plantas,
determinantes'. de la terminacién de transcripcién 3' terminal y adicién de poliadenilato, y
similares) se subclonan en un plasmido vector binario, utilizando, por ejemplo, tecnologia
Gateway® o procedimientos de clonacién de fragmentos con enzimas de restriccion
estandar. LR Clonase™ (Invitrogen), por ejemplo, puede usarse para recombinar los
casetes de expresion en plantas de genes modificados y de longitud completa en un
plasmido binario de transformacién en plantas, si se utiliza la tecnologia Gateway®. Es
conveniente emplear un vector binario de transformacion en plantas que albergue un gen
bacteriano, que confiera resistencia al antibidtico espectinomicina cuando el plasmido esta
presente en células de E. coli y Agrobacterium. Es también conveniente emplear un
plasmido vector binario que contenga un gen marcador seleccionable expresable en una
planta, que scall funcional en las plantas anfitrionas deseadas. Ejemplos de genes marcadores
seleccionables'expresables en plantas incluyen, pero no se limitan a, aquellos que codifican
el gen de la aminoglucédsido fosfotransferasa (aphll) del transposdon Tns, que confiere

resistencia al antibiético kanamicina, neomicina y G418, asi como aquellos genes que
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codifican para resistencia o tolerancia de glifosato; higromicina; metotrexato; fosfinotricina
(bialafos), imidazolinonas, sulfonilureas y herbicidas de triazolopirimidina, tales como

clorosulfurén, bromoxinil, dalapén y similares.

[0136] Células electro-competentes de la cepa Agrobacterium tumefaciens Z707S (un
derivado resistente a la estreptomicina de Z707; Hepburn er al, 1985) se preparan y
transforman utilizando electroporacién (Weigel y Glazebrook, 2002). Luego de la
electroporaciéﬁ, se agregan 1 mL de caldo YEP (gm/L: extracto de levadura, 10; peptona,
10; NaCl, 5) a la cubeta y la suspension células-YEP se transfiere a un tubo de cultivo de
15 mL para incubacién a 28°C en un bafio maria con agitacion constante durante 4 horas.
Las células se!esparcen en placas de YEP mds agar (25 gnv/L) con espectinomicina (200
ng/mL) y estreptomicina (250 pg/mL) y las placas se incuban durante 2-4 dias a 28°. Se
seleccionan colonias individuales bien separadas y se siembran en estrias (are streaked)
sobre placas nuevas de YEP + agar con espectinomicina y estreptomicina ¢omo ya se

indicd, y se incuban a 28° durante 1-3 dias.

[0137] La presencia del inserto del gen DIG-3 en el vector binario de transformacion
de la planta se realiza mediante analisis PCR usando cebadores especificos con ADN
plasmidico molde preparado de colonias seleccionadas de Agrobacterium. El sedimento
celular de una alicuota de 4 mL de un cultivo de un dia para otro de 15 mL, desarrollado en
YEP con espectinomicina y estreptomicina, como ya se indicd, se extrae utilizando Qiagen
Spin® Mini Preps, realizado segiin instrucciones del fabricante. ADN plasmidico del vector
binario utilizado en la transformacion por electroporacién de Agrobacteriuin se incluye
como control..Se completa la reaccion PCR usando Taq ADN polimerasa de Invitrogen
seguin instrucciones del fabricante en concentraciones 0.5X. Las reacciones PCR se llevan a
cabo en un MIJ Research Peltier Thermal Cycler programado con las siguientes
condiciones: Paso 1) 94° durante 3 minutos; Paso 2) 94° durante 45 segundos; Paso 3) 55°
durante 30 segundos; Paso 4) 72° durante 1 minuto por kb de longitud de producto
esperado; Paso 5) 29 veces al Paso 2; Paso 6) 72° durante 10 minutos. La reaccion se
mantiene a 4% después de ciclar. Los productos de amplificacion se analizan mediante
electroforesis en gel de agarosa (v.g. 0.7 % a 1% agarosa, p/v) y se visualizan mediante
tincioén con bromuro de etidio. Se selecciona una colonia cuyo producto PCR es igual al

control plasmidico.
[0138] Alternativamente, se efectiia la estructura del plasmido del vector binario de

transformacion de la planta que contiene el inserto del gen DIG-3 mediante cartografiado

de huella genética con digestion de restriccion del ADN plasmidico preparado de
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candidatos Agrobacterium por métodos estandar de biologia molecular, bien conocidos por

los expertos en el arte de 1a manipulacién de Agrobacterium.

[0139] Las personas expertas en el arte de obtener plantas transformadas mediante
métodos de transformacion mediada por Agrobacterium entenderan que pueden usarse
ventajosamente otras cepas de Agrobacterium ademas de Z7078S, y la eleccion de la cepa

puede depender de la identidad de la especie de la planta anfitriona que se va a transformar.

EJEMPLO 7

Produccion de proteinas insecticidas B.¢. DIG-3 v variantes en plantas dicotileddneas

10140] Transformacién por Arabidopsis. Arabidopsis thaliana Col-01 se transforma

utilizando el método de inmersién floral (Weigel y Glazebrook, 2002). La colonma de
Agrobacterium seleccionada se utiliza para inocular 1 mL de cultivos de 15 mL de caldo
YEP, que contienen aﬁtibiéticos apropiados para seleccion. El cultivo se incuba de un dia
para otro a 28° con agitacién constante a 220 rpm. Cada cultivo se utiliza para inocular dos
cultivos de 500 mL de caldo YEP, que contienen antibiéticos apropiados para seleccion y
los nuevos cultivcéas se incuban de un dia para otro a 28° con agitacion constante. La células
se sedimentan a dproximadamente 8700 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
se descarta el sobrenadante resultante. El sedimento celular se resuspende suavemente en
500 mL de medio de infiltracién que contiene: 1/2x de sales de Murashige y Skoog (Sigma-
Aldrich)/vitaminas B5 de Gamborg (Gold BioTechnology, St. Louis, MO), 10% (p/v)
sacarosa, 0.044 uM bencilaminopurina (10 pL/litro de 1 mg/mL solucidn patrén
concentrada en DMSO) y 300 pL/litro Silwet L-77. Plantas de aproximadamente | mes de
edad se sumergen en el medio durante 15 segundos, poniendo cuidado en asegurar la
submersién de la inflorescencia mas reciente. Las plantas se ponen entonces de lado y se
cubren con una tapa (transparente u opaca) durante 24 horas, se lavan con agua, y se ponen
en posicidn vertical. Las plantas se cultivan a 22°, con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8
horas de oscuridad. Aproximadamente 4 semanas después de la inmersion, se recolectan las

semillas.

[0141] Crecimiento y seleccion de Arabidopsis. Semillas T1 recién cosechadas se
ponen a secar durante por lo menos 7 dias a temperatura ambiente en la presencia de un
desecante. Las semillas se suspenden en una solucion de 0.1% agar/agua (Sigma-Aldrich) y
luego se estratifican a 4° durante 2 dias. Para prepararlas para plantacion, Sunshine Mix
LP5 (Sun Gro Horticulture Inc., Bellevue, WA) en bandejas de germinacién de 10.5

pulgadas x 21 pulgadas (T.O. Plastics Inc., Clearwater, MN) se cubre con vermiculita fina,
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se sub-irriga con solucién de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) hasta humedecer, luego
se deja drenar durante 24 horas. Las semillas estratificadas se siembran sobre la vermiculita
y se cubren con cipulas de humedad (KORD Products, Bramalea, Ontario, Canada) durante
7 dias. Se germinan las semillas y las plantas se cultivan en un Conviron (Models
CMP4030 o CMP3244; Controlled Environments Limited, Winnipeg, Manitoba, Canada)
bajo condiciones de dias prolongados (16 horas de luz/8 horas de oscuridad) con una
intensidad de luz de 120-150 pmol/mzfs bajo temperatura constante (22°) y humedad (40-
50%). Las plantfas se hidratan inicialmente con solucién de Hoaglandy posteriormente con

agua desionizada para mantener el suelo humedecido, pero no mojado.

[0142] Se retiran las clipulas 5-6 dias después de la siembra y las plantas se asperjan
con un agente de seleccidn quimica para eliminar plantas germinadas de semillas no
transformadas. Por ejemplo, si el gen marcador seleccionable expresable de la planta,
proporcionado por el vector de transformacion binario de la planta, es un gen pat © bar
(Wehrmann et al., 1996), las plantas transformadas pueden seleccionarse rociandolas con
una solucién 1000X de Finale (5.78% glufosinato de amonio, Farnam Companies Inc.,
Phoenix, AZ.). Se realizan dos aspersiones posteriores, en intervalos de 5-7 dias. Las
sobrevivientes (plantas que crecen activamente) se identifican 7-10 dias después de la
aspersidn final y se transplantan en macetas preparadas con Sunshine Mix LP5. Las plantas
transplantadas se cubren con un domo de humedad durante 3-4 dias y se ponen en un

Conviron bajo las condiciones de crecimiento ya mencionadas.

[0143] Las personas expertas en el arte de la transformacion de plantas dicotiledoneas
entenderdn que estin disponibles otros métodos de seleccion de plantas transformadas,
cuando se utilizan otros genes marcadores seleccionables expresables en plantas (v.g.,

genes de tolerancia a herbicidas).

|0144] Bioanalisis con insectos de Arabidopsis transgénica. Se demostrd que lineas de
Arabidopsis transgénica, que expresan proteinas Cry modificadas, son activas contra
especies de insectos sensibles en estudios de superposicion de dieta artificial. Proteina
extraida de linéas de Arabidopsis transgénicas y no transgénicas se cuantifica mediante
métodos apropiados y se ajustan volimenes de muestra para normalizar la concentracion de
proteina. Se conducen bioanalisis en dieta artificial, como de describe anteriormente.
Arabidopsis no transgénica y/o amortiguador se incluyen en studios como tratamientos de

verificacion de fondo.

EJEMPLO 8

48



WO 2010/120452 PCT/UGS2010/028381

Transformacion de Agrobacterium para generacion de factores superbinarios

i
[0145] El sistema superbinario Agrobacterium se utiliza convenientemente para la
transformacion de anfitriones de plantas monocotiledoneas. Metodologias para construir y
validar vectores superbinarios estan bien divuigadas y se incorporan en esta especificacion
por referencia (Manual de Operaciones para el Plasmido pSBI, Version 3.1, disponible de
Japan Tobacco, Inc., Tokio, Japdn). Métodos biolégicos y microbioldgicos moleculares
estdndar se usan para generar plasmidos superbinarios. La verificacion/validacion de la
estructura del plasmido superbinario se hace empleando metodologias como se describe

anteriormente para vectores binarios, y puede modificarse como se sugiere en el Manual de

Operaciones para el Plasmido pSBL

EJEMPLO 9

Produccién de proteinas insecticidas B.f. DIG-3 y variantes en plantas monocotiledéneas

[0146] Transformacion de maiz mediada por Agrobacterium. Semillas de un

cruzamiento High 11 F; (Armstrong et al., 1991) sé plantan en macetas de 5 galones que
contienen una mezcla de 95% de un medio de crecimiento en ausencia de suelo % Metro-
Mix 360 (Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA) y 5% de suelo de arcilla/marga. Las plantas
se cultivan en un invernadero utilizando una combinacién de lamparas de halogenuro de
metal y sodio de alta presién con un fotoperiodo de 16:8 horas de luz:oscuridad. Para
obtener embriones F, inmaduros para transformacion, se realizan polinizaciones sib. Los
embriones inmaduros se aislan a 8-10 dias pos-polinizacién cuando los embriones tienen un

tamafio de aproximadamente 1.0 2 2.0 mm.

[0147] Infeccién y co-cultivo. Las mazorcas del maiz se esterilizan en su superficie

frotandolas con jabén liquido, sumergiéndolas en 70% etanol durante 2 minutos, y luego
sumergiéndélas en 20% de blanqueador comercial (0.1% hipoclorito de sodio) durante 30
minutos antes de enjuagarlas con agua esterilizada. Se prepara una suspension de células de
Agrobacteriﬁm que contienen un vector superbinario transfiriendo 1-2 asas de bacterias
cultivadas en medio solido YEP que contenia 100 mg/L de espectinomicina, 10 mg/L
tetraciclina, Iy 250 mg/L estreptomicina a 28° durante 2-3 dias en 5 mL de medio de
infeccion liquido (medio basal LS (Linsmaier y Skoog, 1965), vitaminas N6 (Chu et al,
1975), 1.5 mg/L de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 68.5 gm/L sacarosa, 36.0 gm/L
glucosa, 6 mM L-prolina, pH 5.2), que contenia 100 uM acetosiringona. La solucién se

sometié a vorticidad hasta que se obtuvo una suspensién uniforme, y se ajustd la
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concentracién a una densidad final de alrededor de 200 unidades Klett, utilizando un
colorimetro Klett-Summerson con un filtro purpura, o una densidad optica de
aproximadaniente 0.4 a 550 nm. Los embriones inmaduros se aislan directamente en un
tubo de microcentriguga que contiene 2 mL del medio de infeccion. Se retira el medio y se
reemplaza con 1 mL de la solucién de Agrobacterium con una densidad de 200 unidades
Klett, v el Agrobacterium y la solucién de embriones se incuban durante 5 minutos a
temperatura ambiente y luego de transfieren a un medio de co-cultivo (medio basal LS,
vitaminas N6, 1.5 mg/L 2,4-D, 30.0 gm/L sacarosa, 6 mM L-prolina, 0.85 mg/L AgNOg,,
100 uM acetosiringona, 3.0 gm/L goma gelana (PhytoTechnology Laboratories., Lenexa,
KS), pH 5.8) Idurante 5 dias a 25° bajo condiciones de oscuridad.

[0148] Después del co-cultivo, los embriones se transfieren a medio selectivo, tras lo
cual se obtieden aislados transformados en el curso de aproximadamente 8 semanas. Para la
seleccion de tejidos de maiz transformado con un plasmido superbinario, que contiene un
gen marcador seleccionable pat o bar expresable en una planta, se utiliza un medio a base
de LS (medio basal LS, vitaminas N6, 1.5 mg/L 2,4-D, 0.5 gm/L MES (monohidrato de
acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico; PhytoTechnologies Labr.), 30.0 gm/L sacarosa, 6
mM L-prolina, 1.0 mg/L AgNOs, 250 mg/L cefotaxima, 2.5 gm/L goma gelana, pH 5.7)
con bialafs (Gold BioTechnology). Los embriones se transfirieron a un medio de seleccién
que contenia 3 mg/L bialaf6s, hasta que se obtuvieron aislados embrionarios. Los aislados
recuperados se concentran (are bulked up) transfiriéndolos a medio de seleccion fresco en

intervalos de 2 semanas para regeneracion y analisis posterior.

[0149] Las personas expertas en el arte de la transformacion del maiz entenderan que
se encuentran disponibles otros métodos de seleccion de plantas transformadas, cuando se
utilizan otros genes marcadores seleccionables expresables en plantas (v.g., genes de

tolerancia a herbicidas).

[0150] Regeneracién y produccién de semillas. Para regeneracion, los cultivos se
transfieren a medio de induccién "28" (sales MS y vitaminas, 30 gm/L sacarosa, 5 mg/L
bencilaminopurina, 0.25 mg/L 2, 4-D, 3 mg/L bialafés, 250 mg/L cefotaxima, 2.5 gm/L
goma gelana, pH 5.7) durante 1 semana bajo condiciones de luz baja (14 pEm2s™) luego 1
semana bajo cI:ondiciones de luz alta (aproximadamente 89 uEm™s™). Posteriormente, los
tejidos se transfieren a medio de regeneracion "36" (el mismo medio de induccion, excepto
que carece de reguladores de crecimiento vegetal). Cuando las plantulas crecen a una
longitud de 3-5 cm, se transfieren a tubos de cultivo de vidrio que contiencn medio SHGA
(sales de Schénk y Hildebrandt y vitaminas (1972); PhytoTechnologies Labr.), 1.0 gm/L
myo-inositol, 10 gm/L sacarosa y 2.0 gm/L goma gelana, pH 5.8) para permitir €] posterior
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crecimiento y desarrollo del brote y las raices. Las plantas se transplantan a la misma

mezcla de suelo, ¢como se describid anteriormente en esta especificacion, y se cultivan hasta
|

florecer en el invernadero. Se conducen polinizaciones controladas para la produccion de

semillas.
I EJEMPLO 10

Biocanélisis de maiz transgénico

[0151] La bioactividad de la proteina DIG-3 y variantes producidas en células
vegetales se demuesna por métodos de biondlisis convencionales (véase, por ejemplo
Huang et al., 20056). Se estd en capacidad de demostrar eficacia, por ejemplo, alimentando
varios tejidos vegetales o trozos de tejido derivados de una planta que produce una toxina
DIG-3 para tomar como blanco insectos en un ambiente de alimentacion controlado.
Alternativamente; pueden prepararse cxtractos de proteina de varios tejidos vegetales
derivados de una i)lanta que produce la toxina DIG-3 e incorporar las proteinas extraidas en
un bionélisis de dieta artificial, como se describe previamente en esta especificacion. Hay
que entender que élos resultados de tales andlisis de alimentacion tienen que compararse con
bioanalisis condu;cidos en forma semejante, que emplean tejidos de control apropiados de
plantas anfitriona§ que no producen la proteina DIG-3 o variantes, o con otras muestras de

control. i
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Reivindicaciones
1. Un polipéptido aislado que incluye un segmento de toxina central seleccionado del
grupo conformado por
. (2) un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de residuos 113 a

643 de SEQID NO: 2;

(b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminodacidos de
re;siduos 113 a 643 de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoécidos de residuos 113 a
643 of SEQ ID NO: 2 con hasta 20 sustituciones, deleciones, o modificaciones
de aminoacidos que no afectan negativamente la expresion o actividad de la
tolxina codificada por SEQ 1D NO: 2;

o un fragmento insecticidamente activo del mismo.
2. El polipéptido aislado de la reivindicacién 1 que incluye un segmento de toxina

central seleccionado del grupo conformado por

(a) un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcidos de residuos 73 a 643
de SEQ ID NO: 2;

(k) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
residuos 73 a 643 de SEQ ID NO:2;

(¢) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos de residuos 73 a
643 de SEQ ID NO: 2 con hasta 20 sustituciones, deleciones, o modificaciones
de aminodcidos que no afectan negativamente la expresion o actividad de la
to?cina codificada por SEQ ID NO: 2;

o un fragmento insecticidamente activo del mismo.
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3. El polipéptido aislado de la reivindicacion 1 que incluye un segmento de toxina

central seleccionado del grupo conformado por

(a) un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcidos de residuos 1 a 643
;ie SEQ ID NO: 2;

&b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminodcidos que tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoécidos de
residuos 1 a 643 de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoéacidos de residuos 1 a
643 de SEQ ID NO: 2 con hasta 20 sustituciones, deleciones, o modificaciones
de aminoacidos que no afectan negativamente la expresion o actividad de la
toxina codificada por SEQ ID NO: 2;

o un fragmento insecticidamente activo del mismo.
4. Unaplanta que incluye el polipéptido de la reivindicacién 1.
5. Un método para controlar una poblacion de plagas, método que incluye contactar la

citada poblacion con una cantidad pesticidamente efectiva del polipéptido de la
reivindicacion 1.

7. Un 4cido nucleico aislado que codifica un polipéptido de la reivindicacion 1.

8. El éciido nucleico aislado de la reivindicacién 7 de SEQ 1D NO: 1 o SEQ ID NO:3.

9. Un polipéptido de la reivindicacion 1 de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:5.

10. Un constructo de ADN que incluye la secuencia nucleotidica de la reivindicacion 1

enlazada operacionalmente a un promotor que no se deriva de Bacillus thuringiensis y es
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capaz de inducir expresion en una planta.

11. Una planta transgénica que incluye el constructo de ADN de la reivindicacion 10

incorporado establemente en su geoma.

12.  Un método para proteger una planta de una plaga, método que incluye introducir en

la citada planta el constructo de la reivindicacion 10.

13.  El polipéptido de la reivindicacién 1 que tiene actividad contra el barrenador

europeo del maiz.
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RESUMEN

Toxinas Cry DIG-3, polinucledtidos que codifican tales toxinas, y plantas transgénicas que
producen tales toxinas son utiles para controlar plagas de insectos.
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gtacggtata
ttceccaagtt
gtttatacag
tttaataata
ctacttgatt
cagtttatga
aatacctcta
tctecgagaca

gttaatgggy

58

ctttatcgat
gtattgaaga
caacagtcca
ttgctggaca
gagatccatg
aaaatactag
accagcaggce
ttcttgageyg
tacgaaatca
tattattgag
accaatatta
ggtataatac
atcaatteeg
atgacacteg
acgeaattgg
atgcaccatc
ttccagaaca
atatatggge
cacaaggatc
tttataggac

ttcettgggt

Proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis

tccaacggta
tagecttgtgt
aacgggtata
actagctagt
ggaaattttce
gaatacggcet
tettgaaact
ctatgttget
agaggtteca
ggacgecatce
ccaagaacaa
ggggctaaat
cagagaccta
cacttatcea
gaccgtacat
gttttetygee
acttacaatt
agygtcataga
taccaatact
tgaatcattg

tagatttaat

‘Codén de iniciacién de traduccién que especifica Met

60

izo

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8490

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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fggagaaatc
gttgggacgc
aattatgaat
agagcattygg
aatagaatta
tcaggaccag
czaaatagag
gttcgagtac
tcaattttta
gattttggtt
gttagaaatt
actgcaacct
tttacttcta
gtgtccaatc
tttgagaaag
aacttcacat
acctctatta
gaagggaatg
tatccaaatt
caattaagag
gcaaageatg
agcccaateyg
gatctagate
ttggatattg
aagattaaga
ccattaattg
agggaaaaac
gctttattcg
catgeggeag
attccaggaa
tcettatatyg
tggaacgtga
atcccggaat

attcttecgtyg

ccctgaatte
aattacaaga
catatagtca
tatattcttyg
ctcaaattcc
gatttactgg
ggtatattga
gttatgette
cgaacacatt
atgttgaaat
ttagtgcaasa
tcgaggcaaa
caaatccaag
tggtggtatg
tgaaatatge
tcatcaatgg
atgagctatce
acgtatttaa
atttatatca
ggtatattga
aaacattaaa
gaaggtgegy
gttecctgeag
atgttggaty
cgcaggaagg
gagaagcact
tacaagtgga
tagattctca
atagacttgt
taaatgtggt
atgcgagaaa
aagggcatgt
gggaagcaga

tcacagcgta

tcttagaggt
ttcagaaact
tagattatct
gacgcaccgt
tgcagtgaag
tggagacgta
agttccaatt
tgtaacctcyg
accagcaaca
caacaatgcet
tgcagaggta
actatgattta
aagattgaag
tttatcagat
gaagcgactc
gcaaccaagt
taatcatgga
agagaattac
aaazatagga
agatagtcas
tgttccaggt
agaaccaaat
agatagagaa
cacagacttg
ttatgcaaga
gtctegtgty
aacaaaacyga
atatgataga
tcatcggatc
gatttttgaa
tgtcattaaa
agaggtacaqg
agtttcacaa

caaagaggga

agccttectet
gaattaccce
catataggac
agtgcagatc
ggaagatttc
gttagattga
caattcacgt
attgagctca
gctgcatcat
tttacatecyg
ataatagaca
gaaagagcac
acagatgtga
gaattttget
agtgatgaaa
tttgcatceca
tggtggggca
gtcacactac
gagtcagaat
gatctagaga
accgagtcce
cgatgecgcac
aaatgtgcge
caagaggatc
ttaggaaatc
aagagagcgg
gtatatatag
ttacaagcag
cacgaggett
gaattagaaa
aatggcgatt
cagctgaaca
aaggtgcgcg

tatggggaag

59

atacgatagg
cagaaacaac
tcatttcatc
gtacgaatac
tttttaatgg
ataggaataa
cgacatcectac
agtgttaattg
tageataatct
caacaggtaa
gatttgaatt
aaaaggeggt
cagattatca
tggatgagaa
gazaacttact
tcgatggaca
gtgegaatgt
cgggtacttt
taaaggctta
tttatttaat
tatggceget
cacattttgyg
atcattccca
taggcgtgtg
tggaatctat
aaaaaaaatg
acgcaaaaga
atacaaacat
atcttecaga
accgtattte
tcaataatgg
atcatcgtte
tctgtecagg

gctgegtaac

gtatactgga
agaacgacca
atctcatgtg
gattggacca
ctctgtaatt
tggtaatatt
cagatatcga
gggcaattca
acaatcaggg
tatagtaggt
tatcccagte
gaatgectctyg
tattgaccaa
gcgagaatta
ccaagateca
atcaaacttc
taccattcag
taatgagtgt
tacgcgctat
tegttacaat
ttcagttgaa
atggaatccet
tcatttcact
ggttgtattc
cgaagagaaa
gagagacaaa
agctgtggat
cggtatgatt
actaccttte
tactgcattt
attgacatgc
ggtccttgte
tegtggetat

tattcatgaa

1320
1380
1440
15G0
1560
15620
1630
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29490
3000
3060
3120
3180
3240

3300
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gtcgataata
ggtaatacga
cgtaatcgtg
aaagaatacg
aattcgtcca
cgaagaggta
acagcagagt
gaaggaacat
<210> 2

<211> 1258
€212> PRT
<213>

<400> 2

Met Thr Ser
1
Ile

Pro Thr

Ala Ile

35

Arg

Pro Val

Arg Leu

65

Tyr Ser

Glu Ile

r Glu Asn

115
Arg Gly
130

Tyr

Arg Asn

145

Asp

Leu Glu Leu

Gln Glu val

Leu
195

Leu Leu

Ala Ser Ser

210

Glu
225

Glu Tyr

atacagacca
tagcatgtaa
gatatgacga
ggggtgcgt;
taccagctga
attcttgtga
tagaatactt

ttatecgtgga

2

Val
20

Ser
!

Glu Asp

Ser Ala

Gly Val

Phe Leu

85

Phe
100

Leu
Thr Arg
Ser

Arg

Ala Arg

%rg Lys Asn
Asn
Ser
Ser
Leu
Val
Glu
Asn
Tyr

éer

attgaagttt
tgattataat
attctatgga
cacttcccac
ttatgegeceg
atataacaga
cccagaaacyg

caatgtggsaa

Glu

Pro Ser

Leu Cys

40

Thr
25

Val

Gly val

Gly Glu

His Val

Thr Ala

120

Gln
135

Gln

Arg Ser

150

Ile
165

Asp

Pro Leu

180

Leu Arg

Asp Val

Ser Asn

fhr
Leu
Asp
Asn

Eis

Thr ARla

Met Val

Ala Ser

200

Gln
215

Tyr

Cys Val

230

agcaactgtyg
aagaatcatg
aacaccccag
aatcatgcat
gtttatgaag
gggtatacac
gatacagtat

ttactcctta

Bacillus thuringiensis

Glu
10

Asn Ile

Thr
25

Gln Met

Val Ala Glu

Gln Thr Gly

Phe Al=a

75
Fro

Leu Trp

20

Glu
105

Gln Leu

Ile Ala Arg

Ala Leu Glu

Ile Ile Leu

155

Iie Pro Leu

170

Tyr Ala Gln

185

Leu Phe Gly

Tyr Gln Glu

Gln Trp Tyr

235

60

agaaaggaca
gtgcgaatge
ctgattatte
atggcgaatc
aagaagcgta
cattaccage
gggttgagat

tggaggaata

Asn Ala

3er
30

Leu

Val Asn Asn

45

Ile
50

Asn Ile

Gly Gln Leu

Ser Gly Arg

Ile Gln

110

Arg

Glu
125

Leu Gly

Thx
140

Trp Leu

Glu Arg Tyr

Phe Arg Ile

Ala Ala Asn

190

Glu
205

Ser

Gln
220

Ile Arg

Thr Gly

agtatatcca
atgtagttct
tgcaaatcaa
ttatgaaagt
tacacatgga
tggttatgtg
tggagaaacg

g

Leu
15

Ser

Pro Asp

Ile Asp

Ala Gly

Ala Ser

80
Asp Pro
95

Gln Val

Leu Gly

Asp Asn

Val Ala

160
Arg Asn
175

Leu His

Gly Thr
Tyr Thr

Asn
240

Leu

3360

342¢

3480

3540

3600

3660

3720

3771
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Asn

Arg

Arg
Phe
305
Ile

Gln

Met

Val

385

Ala

Val

Leu

Glu

Tyr

465

Arg

Thr

Phe

Tyr
545

Val

6]
1]
H

Leu

Arg

Tyr

Glu

290

Ala

Glu

Leu

Leu

370

Thr

Gly

Arg

Tyx

Thr

450

Ser

Ala

Ile

Leu

Val

530

Ile

Arg

Gly

Leu

Arg

Ser

Ala

Ile
355
Asn

Leu

Leu

Thr
435
Glu

His

Leu

Glu

Val

Asp
585

Gly
Leu
260

Thr

Asn

420

Ile

Leu

Arg

Val

Pro

500

Asn

Arg

Val

Arg

Ser

580

Asn

Thr
245
Thr
Arg
Thr
Thr
Val
325
Tyr
Ala
Ser
Phe
Ile
405

Trp

Gly

Leu

Tyr

485

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Leu

Thr

Trp
310
Ile
Ser
Gly
Thr
Thr
390

Phe

Arg

Ser
47¢
Ser

Arg

Ser

Ile
550
Ala

Ile

Gln

Ala

Gly

Iyr

Ala

295

Phe

Arg

Thr

His

Gln

315

Ser

Ile

Asn

Thr

Glu

455

His

Trp

Ile

Val

Arg

335

Gln

Ser

Phe

Ser

Glu

Val

Pro

28C

Ile

Asn

Pro

Leu

Arg

360

Gly

Arg

Thr

Pro

Gly

440

Thr

Ile

Thr

Thr

Ile

520

As=n

Phe

Val

Thr

Gly
600

Ser

Leu

Ile

Gly

Asn

Pro

Ser

345

Leu

Ser

Asp

Gln

Leu

425

val

Gly

His

05

(ST A

Ser

Asn

Thr

Thr

Asn

585

Asp

Trp
250

Asp

Thr

Asn

His

330

Arg

Glu

Thr

Ile

Pro

410

Asn

Gly

Glu

Leu

Aryg

430

Ile

Gly

Gly

Ser

Ser

570

Thr

Val

Leu

Thr

val

Ala

315

Leu

Trp

Ser

Asn

Tyr

395

val

Ser

Thr

Arg

Ile

475

Ser

Pro

Pro

Asn

Thr

555

Ile

Leu

Gly

61

Arg

Val

Ser

His

300

Pro

Leu

Ser

Arg

Thr

380

Arg

Leu
Gln
Pro
460
ser
Ala
Ala
Gly
Ile
540

Ser

Glu

Tyr
Ala
Ala

285

Pre

Asp

Asn

Pro

365

Ser

Thr

Gly

Arg

Leu

445

Asn

Ser

Val

Phe

525

Gln

Thr

Leu

Ala

Val
605

Asn

Leu

270

Gln

Ser

Phe

Phe

Thr

350

ile

Ile

Glu

val

Gly

430

Gln

Tyr

Ser

Arg

Lys

510

Thr

Asn

Arg

Asn

Thr

590

Glu

Gln
255
Phe
Leu
Gln
Ser
2ro
335
Gln
Ala
Ash
Ser
Pro
415
Ser
Asp
Gla
His
Thr
495
Gly
Gly
Arg
Tyr
Val
375
Ala

Ile

Phe

Pro

Thr

Ala

Ala

320

Glu

Phe

Leu

4060

Trp

Leu

Ser

Ser

Val

480

Asn

Arg

Gly

Gly

Arg

360

Ala

Asn
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Asn

Ser

625

Thr

val

Val

Ser

Lys

705

Asn

Gln

Gly

Asn

Leu

785

Gln

Ile

Ser

Pro

Ser

865

Leu

Trp

Asn

Arg

Gln

945

Ala

Ala
610
Ala

Ala

Thr

Asp

690

Tyr

Phe

Ser

Sar

Tyr

770

Tyr

Leu

Arg

Leu

Asn

850

Cys

Leu
Val
930

Val

Leu

Phe Thr

1
Asn Ala

Thr;Phe

L

Ala' Leu
, 660

Asp Tyr
675I

Glu :Phe
Als Lys
Thr 'Phe
Asn Phe

740

Ala A=n
755

Val ihr
Gln Lys

Arg Gly

Tyr Asn
820

Trp P?o
835

Arg Cys
Arg Aép

Ile Asp

Val Phe
960

Glu Phe
915

1
Lys Arg

Glu Thr
1

Phe Val

Ser

Glu

Glu

645

Phe

His

Cys

Arg

Ile

725

Thr

Val

Leu

ile

Tyr

805

Leu

Ala

Arg

Val

885

Lys

Ile

Ala

Lys

Asp
965

Ala

Val

630

Ala

Thr

Ile

Leu

leu

710

Asn

Ser

Thr

Pro

Gly

790

Ile

Lys

Ser

Pro

Glu

870

Gly

Ile

Glu

Glu

Arg

950

Ser

Thr

615

Ile

Lys

Ser

Asp

Asp

695

Ser

Gly

Ile

Ile

Gly

775

Glu

Glu

His

vzl

His

855

Lys

Cys

Lys

Glu

Lys

935

Val

Gln

Gly

Ile

Tyr

Thr

Gln

680

Glu

Asp

Gln

Asn

Gln

760

Thr

Ser

Asp

Glu

Glu

84¢

Phe

Cys

Thr

Thr

Lys

920

Lys

Iyr

Asn

Asp

Asp

Asn

665

Val

Lys

Glu

Pro

Glu

745

Giu

Phe

Glu

Ser

Thr

825

Gly

Ala

Asp

Gln

805

Pro

Trp

Ile

Asp

Iie val
Arg Phe
635

Leu Glu
650

Pro Arg

Ser Asn

Arg Glu

Arg Asn
715

Ser Phe
730

Leu Ser

Gly 2&sn

Asn Glu

Leu Lys
795

Gln Asp
g10

Leu Asn

Trp Asn
His His
875

Leu Gln
890

Glu Gly
Leu Ile
Arg Asp
Asp Ala

955

Arg Leu
970

62

Gly
620

Glu E

Arg

Arg

Leu

Leu

7C0

Leu

Ala

Asp

Cys

780

Ala

Leu

Val

Gly

Pro

880

Ser

Glu

Tyr

Gly

Lys

940

Lys

Gln

Val

ala

Leu

Val

685

Phe

Leu

Ser

His

Val

765

Tyr

Tyr

Glu

Pro

Arg
845

Asp

Ala

Glu

225

Arg

Glu

Ala

Arg

Ile

Gln

Lys

670

Val

Glu

Gln

Ile

Gly

750

Phe

Pro

Thr

Ile

Gly

830

Cys

Leu

Leu

Arg

210

Ala

Glu

Ala

Asp

Pro
Lys
655

Thr

Cys

Asp

Asp

735

Trp

Lys

Asn

Arg

Tyr

815

Thr

Gly

Asp

Phe

Gly

895

Leu

Leu

Lys

Val

Thr
975

Phe
Val
640
Ala

Asp

Leu

Pro
720
Gly
Trp
Glu
Tyr
Tyr
800
Leu
Glu
Glu
Cys
Thr
88¢
Val
Gly
Ser
Leun
Asp

960

Asn
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Ile Gly Met Ile His Ala Ala Asp Arg Leu Val His Arg Ile His Glu
980 985 990

Ala Tyr Leu Pro Glu Leu Pro Phe Ile Pro Gly Ile Asn Val Val Ile
995 1000 1005

Phe Glu Glu Leu Glu Asn Arg Ile Ser Thr Ala Phe Ser Leu Tyr
1010 1015 102¢

Asp Ala Arg Asn Val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu
1025 1030 1035

Thr Cys Trp Asn Val Lys Gly His Val Glu Val Gln Gln Leu Asn
1¢44Q 1045 1050

Asn His Arg Ser Val Leu Val TIle Pro Glu Trp Glu Alz Glu Val
1055 1060 1065

Ser Gln Lys Val Arg Val Cys Pro Gly Arg Gly Tyr 1Ile Leu Arg
1070 1075 1080

Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile
1085 1090 1095

His Glu Val Asp Asn Asn Thr Asp Gln Leu Lys Phe Ser Asn Cys
1100 1145 1110

Glu Lys Gly Gln Val Tyr Pro Gly Asn Thr Ile 2la Cys Asn Asp
1115 1120 1125

Tyr Asn 1ys Asn His Gly Ala Asn Ala Cys Ser Ser Arg Asn Arg
1130 1135 1140

Gly Tyr Asp Glu Phe Tyr Gly Asn Thr Pro Ala Asp Tyr Ser Rla
1145 1150 1155

Asn Gln Llys Glu Tyr Gly Gly Ala Tyr Thr Ser His Asn His 2la
1160 1165 1170

TIyr Gly Glu Ser Tyr Glu Ser Asn Ser Ser Ile Pro Ala Asp Tyr
1175 1180 1185

Ala Pro Val Tyr Glu Glu Glu Ala Tyr Thr His Gly Arg Arg Gly
1190 1195 1200

Asn Ser Cys Glu Tyr Asn Ar Gly Tyr Thr Pro Leu Pro Ala Gly
1205 12106 1215

Tyr Val Thr Ala Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp Thr val
1220 1225 1230

Trp Val Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp Asn
1235 1240 1245

Val Glu ILeu Leu Leu Met Glu Glu
1250 125

<Z10> 3
<211> 3771
<212> LNA
<213> .
Secuencia Artificial
<220>
<223>
Molécula sintética
<4C0> 3
atgacctceca accgtaagaa cgaaaacgaa atcatcaatg ccctcageat acccaccgtt 60

63
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‘aacagct

agggtet

gaaatga
taacaac

atgctca

aatggygg

aagagta
ccaatge

tecgacct

‘cacagct

ttgecte

tgatteg

caaggtg

caztege

teaccet

tectteat
tgaactc
tgcaaga
actccca
actcttg
agatcec
tcactyg
acatcga
acgccte

acacact

tggagat

ctgccaa

‘aggcaaa

acccaag

tggtttyg

gattaégcag
cggcagagga
tgcaaégtca
agccaFacct
agcagccaac
aacecgcttce
ctcaaatcac
cgaagcttgg

I
cgttgctete

gacg;gggaa
cacqécatqg
tccaécccat
gtcaéacacg
tggtfctctt
ccagitcacc
tacadcagcca
actpagggga
ttcdgagact
cecgtetgtee
gacgecatcge
agcagtgaag
tggtgacgte
ggtgcccatce
tgtgacttct
teccagecace
caacaatget
tgécgaggtg
gtécgatctt
acdtetgaaa

ceteoctecagat

caagttactg
tatcgecaget
cgctecatca
ctgttcagaa
tigcacttge
agcgacgtga
tgecgtteagt
gtgcgttaca
tttccaaget
gtgtacacag
ttcaacaaca
ttgctggact
caattcatga
aacacatcaa
agcagagaca
gtcaatggag
agccttettt
gaactgccte
cacattggtc
tccgetgata
ggcagattct
gttcgcttga
cagtttactt
attgaattga
gcagcttcac
ttcacgtety
atcatagata
gagagagcac
actgatgtga

gagttectget

aaaacacacqg
atcagcaagc
ttctecgaacg
tcagaaacca
ttcttttgag
atcagtacta
ggtacaatac
atcagttcaqg
atgacacaayg
acgcaatagg
atgcacecctc
ttccagages
acatttgggc
cccaaggctce
tctategeac
tcecegtgggt
acaccatagg
ccgagaccac
ttatcagete
ggaccaatac
tgttcaatgg
acagaaacaa
ctacatcaac
acgtgaactg
tggacaatct
ccactgggaa
gatttgagtt
agaaggctgt
cagactatca

tggatgagaa

64

taacacagee
actggaaacg
ctacgtggca
agaagtccet
ggatgcctet
tcaagagcag
tggcttgaac
aagagacctc
gacttatecc
cacagttcac
attctcagec
gttgacgate
tggtcataga
caccaacacc
agaatccctt
gaggttcaac
ttacacgggt
cgaacgtcce
cagcecacgtg
cataggtccg
ctctgtcatt
tgggaacatt
acgttacaga
gggaaacagc
tcagtctggg
cattgttggt
cattccagtt
caacgetetyg
catcgatcaa

gaggdgaactc

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2160

3
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tttgagaagyg
aactttacgt
acttctatca
gaaggcaacyg
tatccgaact
cagetgegtg
gctaaacacg
tctectatay
gatttggate
ctggacatag
zagatcaaaa
ccteteattg
agggagaaac
geactgtttg
catgcagcag
atcecectggga
tcectetacg
tggaatgtca
attccggagt
attctgagag
gttgataaca
gggaatacca
cgcaataggyg
aaagagtatg
aacagcagca
sggaggggaa
zctgoccgaat
gadggcacct
<210> 4

<211> 545
<212» PRT
<213>

<400> 4

ttaagtatge
tcatcaatgg
atgagttgtc
atgtgttcaa
acttgtatca
gttacatcgsa
agacattgaa
ggaggtgtgg
gctcttgtag
atgttggcectyg
ctcaagaggqg
gcgaggcetet
ttcaagttyga
tggattcacs
atcgeetegt
tcaatgttgt
atgctagaaa
aagggcecatgt
gggaggcaga
tcactgecta
atactgacca
ttgcatgtaa
gatatgatga
gaggagctta
tcccageaga
actcatgtga
tggagtactt

tcatcgttga

aaaacgcett
acaacctage
taatcacggc
agagaactac
gaagattggt
ggactcccaa
tgttcctgga
cgeacctaac
ggatcgegag
cacggacett
ctacgcaaga
ctctagggty
Jacgaagagg
gtatgatagg
geatcgecate
catctttgag
tgttatcaag
tgaggtccaa
ggttagceccaa
<aaggagyggc
gttgaagttt
¢gattacaac
gtrctatgge
caccageccac
ctatgcteeg
gtacaataga
tcecggaaacce

caacgtggaa

tcagacgaaa
ttegetteca
tggtggggaa
gtgacgctge
gaatcagagc
gaccttgaaa
acagagtecce
agatgtgectce
aagtgegctce
caagaggatce
ctcgggaate
aagagagccg
gtgtacattg
ctccaagctg
catgaggectt
gagcttgaga
aatggcgatt
cagttgaaca
aaggtgagag
tacggagaag
teccaactgeg
aagaatcacy
aatactccag
aaccatgcct
gtctacgagy
ggctacacte
gacactgtct

cttctgetta

Bacillus thuringiensis

gaaacttgcet
ttgatggteca
gegcaaatgt
ctggaacatt
tgaaggctta
tctatcteat
tttggcctet
ctcactttygyg
accattcaca
teggtgtgty
ttgagttcat
agaagaagtg
atgctaaaga
acacasacat
atctteccgga
accgcatate
tcaacaatgg
accataggtc
tttgcectgy
ggtgcgtcac
agaaagggea
gtgctaacge
ctgactactc
atggggaatce
aggaagecta
cgttgccagce
gggrtgagat

tggaagaatz

gcaagacceg
aagcaacttt
cacaattcaa
caatgagtgt
cactecgctat
ccgetacaac
gtcagttgag
gtggaatcec
ccactttacg
ggtegtgite
tgaggagaag
gcgtgacaag
ggctgttgat
tggaatgatt
actceegtte
cacagcettt
cttgacygrgt
agtcctegte
acgtggctac
catccatgaa
agtgtatect
ttgctecatcet
tgcaaaccag
ttacgaatce
cacacatgga
tggctacgtc
aggcgaaact

g

Leu Glu Ala Glu Ser Asp Leu Glu Arg Ala Gln Lys Ala Val Asn Ala

1

5

10

15

Leu Phe Thr Ser Ser Asn Gln Ile Gly Leu Lys Thr Asp Val Thr Asp

20

25

65

30

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2760

2760

2820

2880

2940

3000

30690

3120

3180

324¢

3300

31360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3771
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\

Tyr His Ile Asp Arg Val Ser Asn Leu Val Glu Cys Leu Ser Asp Glu
35 40 45

Phe Cys Leu Asp Glu Lys Lys Glu Leu Ser Glu Lys Val Lys His Ala
501 55 60

Lys Arg Leu Ser Asp Glu Arg Asn Leu Leu Gln Asp Pro Asn Phe Arg
65 | 70 75 80

Gly Ile Asn Arg Gln Leu Asp Arg Gly Trp Arg Gly Ser Thr Asp Ile
5
Thr Ile Gln Gly Gly Asp Asp Val Phe Lys Glu Asn Tyr Val Thr Leu
! 100 105 110

Leu Gly Thr Phe Asp Glu Cys Tyr Pro Thr Tyr Leu Tyr Gln Lys Ile
- 115 120 125

Asp Glu Ser Lys Leu Lys Ala Tyr Thr Arg Tyr Gln Leu Arg Gly Tyr
13¢' 135 140

Ile Glu Asp Ser Gln Asp Leu Glu Ile Tyr Leu Ile Arg Tyr Asn Ala
145 150 155 160

Lys His| Glu Thr Val Asn Val Pro Gly Thr Gly Ser Leu Trp Pro Leu
185 170 175

Ser AlalPro Ser Pro Ile Gly Lys Cys Ala His His Ser His His Phe
‘ 180 183 190

Ser Leu. Asp Ile Asp Val Gly Cys Thr Asp Leu Asn Glu Asp Leu Gly
195 200 205

Val Trp;Val Ile Phe Lys Ile Lys Thr Gln Asp Gly His Ala Arg Leu
210 215 220

Gly Asn‘Leu Glu Phe Leu Glu Glu Lys Pro Leu Val Gly Glu Ala Leu
225 230 235 240

Ala Arg|Val Lys Arg Ala Glu Lys Lys Trp Arg Asp Lys Arg Glu Lys
245 250 255

Leu Glu 'Trp Glu Thr Asn Ile Val Tyr Lys Glu Ala Lys Glu Ser Val
260 265 270

Asp Ala!Leu Phe Val Asn Ser Gln Tyr Asp Arg Leu Gln Ala Asp Thr
275 280 285

Asn Ile Ala Met Ile His Ala Ala Asp Lys Arg Val His Ser Ile Arg
290 295 300

Glu Ala Tyr Leu Pro Glu Leu Ser Val Ile Pro Gly Val Asn Ala Ala
305 310 315 320

Ile Phe Glu Glu Leu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Leu Tyr
325 330 335

Asp Ala ﬁrg Asp Val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser
340 345 350

Cys Trp Asn Val Lys Gly His Val Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn His
355 360 3865

Arg Ser Val Leu Val Val Pro Glu Trp Glu Ala Giu Val Ser Gin Glu
370 375 380

Val Arg Val Cys Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr
385 390 395 400

66
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Lys Glu

Asn Thr

Pro Asn

Tyr Glu

450

Glu Ser
465

Lys Ala
Gly Tyr

Leu Glu

Thx Glu
530

45

W

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

<220>
<223>

<400>

Mat Thr
1

Gly Tyr Gly Glu Gly
405

Asp Gluw Leu Lys Phe
420

Asn Thr Val Thr Cys
435

Gly Thr Tyr Thr Ser
455

Asn Ser Ser Val Pro
470

Tyr Thr Asp Gly Arg
Gly Asp Tyr Thr Pro
500

Tyr Phe Pro Glu Thr
515

Gly Thr Phe Ile Val
535

5
1188
PRT

Cys

Ser

Asn

4490

Arg

Ala

Arg

Lau

Asp

520

Asp

Secuencia Artificial

Proteina quimérica,

5

Ser Asn Arg lys Asn

Ile Pro Thxr Val Ser Asn Pro

Ala Arg

Pro Phe
50

Arg Ile

20

Ile Glu Asp Ser Leu
35

Val Ser Ala Ser Thr
55

Leu Gly Val Ieu Gly

Phe Tyr Ser Zhe Leu Val Gly

Trp Glu

85

Ile Phe Leuv Glu His
100

Thr Glu Asn Thr Arg Asn Thr

Arg Gly
130

115

Tyr Arg Ser Tyr Gln
135

Glu

Ser

Cys

44Q

Val

val

Glu

Val

Ala

120

Gln

Val

Asn

425

Asp

Asn

Asp

Asp

Fro

505

Lys

Ser

Asn
Thr
25

Val

Cln

Leau
Glu
105

Ile

Ala

Thr

410

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Asn

490

Ala

Val

val

GLu

10

Gliln

Ala

Thr

Phe

Trp

20

Gln

Ala

Leu

Ile

Val

Thr

Gly

Ala
475

Ile

Met

Glu

Gly

Ala

75

Pro

Leu

Arg

Glu

67

His

Glu

Ala

Tyr

460

Ser

Cys

Tyr

Ile

Leu
540

Glu

Glu

Thr
445

Glu

Val

Glu

5235

Leu

Ile

Glu

430

Gln

Gly

Tyr

Ser

Thr

510

ile

Leu

Glu
415
val

Glu

Glu
Asn
495
Lys

Gly

Met

toxina central DIG3 con

Ile &asn Ala Leu

Asn

val

Ile

60

Gly

Ser

Ile

Leu

Thr
140¢

Leu

Asn

Asn

Gln

Gly

Ser
30

Asn
Ile
Leu
Arg
Gln
110

Gly

Leu

15

Pro

Ile

Ale

Ala

Asp

Gln

Leu

Tyr
Glu
Tyr
Glu
480
Arg
Glu

Glu

Glu

protoxina Crylab

Ser
Asp
Asp
Gly
Ser
80

Pro

Val

Gly
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Arg

145

Leu

Gln

Leu

Ala

Glu
225

Arg

Phe

305

Ile

Gln

Met

Serxr

Val

385

Ala

Val

Leu

Glu

Tyr

465

Arg

Thr

Asn

Glu

Glu

Leu

Ser

210

Glu

Leu

Arg

Tyr

Glu

290

Ala

Glu

Leu

Asn

Leu

370

Thr

Gly

Arg

Tyr

Thr

450

Ser

Ala

Ile

Asp Ala
Leu Asp
Val Pro

180

Leu Leu
195

Ser Asp
Tyr Ser
Arg Gly

Asp Leu
, 260

Asp Thr
275

ValITyr
Ser'Thr
Ala Ala
Thr &le

340

Ile Trp
355 .

Asn #hr
Leu Gﬁn
Leu Asn
Phe Asn

420
Thr Ile
435
Glu Leu

His Arg

Leu Val

Arg

Ile

165

Leau

Arg

Val

Asn

Thr

245

Thr

Arg

Thr

Thr

Val

325

Tyr

Ala

Ser

Phe

Ile

405

Trp

Gly

Pro

Leu

Tyr

- 485

Gly Pro
500.

Asn

Ser
150
Thr

Leu

Asn

His

230

Agn

Leu

Thr

Asp

Trp

310

Ile

Ser

Gly

Thr

Thr

390

Phe

Arg

Tyzr

Pro

Ser

470

Ser

Arg

Arg

Thr

Met

Ala

Gln

215

Cys

Ala

Gly

Tyr

Ala

295

Arg

Thr

His

Gln

375

Ser

Ile

Thr
Glu
455

His

Ile

Ser

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Val

Glu

Val

Pro

Ile

Asn

Pro

Leu

Arg

360

Gly

Arg

Thr

Pro

Gly

440

Thr

Ile

Thr

Thr

Ile

Ile

Tyr

185

Leu

Tyr

Gln

Ser

Leu

265

Ile

Gly

Agn

Pro

Ser

345

Leu

Ser

Asp

Gln

Leu

425

val

Thr

Gly

Gln
505

Ile
Proc
170
Ala
Phe
Gln
Trp
Trp
250
Asp
Asn
Thrx
Asn
His
330
Arg
Glu
Thr
Ile
Pro
430
Asn
CGly
Glu
Leu
Arg

490

Ile

68

Leu

155

Leu

Gln

Gly

Glu

Tyr

235

Val

Leu

Thr

vVal

Ala

315

Leu

Trp

Ser

Asn

Tyr

395

Val

Sex

Thr

Arg

Ile

475

Pro

Glu

Phe

Ala

Ser

Gln

220

Asn

Ser

His

300

Pro

Leu

Ser

Arg

Thr

380

Asn

Leu

Gln

Fro

460

Ser

Ala

Ala

Arg

Arg

Ala

Glu

205

Ile

Thr

Ala

Ala

285

Pro

Ser

Asp

Asn

Pro

365

Ser

Thr

Gly

Arg

Leu

445

Asn

Ser

Asp

val

Tyr

Ile

Asn

120

Arg

Gly

Leu

270

Gln

ser

Phe

Phe

Thr

350

Ile

Ile

Glu

Val P

Gly
430
Gln

Tyr

Ser

510

Val

Arg

175

Leu

Gly

Tyr

Leu

Gln

255

Leu

Gln

Ser

Pro

335

Gln

Ala

Ser

Glu
His
Thr

495

Gly

Ala
160

Asn

Asn

240

FPhe

Pro

Thr

Ala

Ala

320

Glu

Phe

Leu
400
Trp

Leu

Ser

Val
480

Asn

Arg
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Trp

Ser

Thr

Val

Val

Ser

Lys

7C5

Asn

Thr

Val

Gln

Ar

785

yr

Trp

Asp

Ala
8§65

Leu

val
530

r Ile

Arg
Gly
Leu
Ala
610

Ala

Ala

Asp

620

Phe

Asp

Thr

Lys

770

Gly

Asn

FPro

His

Leu

850

Arg

Phe

515

Val

Glu

val

Asn

Thr

Ala

Asp

675

Glu

Ala

Arg

Ile

Leu

755

Ile

Tyr

Ala

Leu

Leun

Asn

Arg

Val

Arg

Ser

580

Asn

Thr

Ala

Leu

Leu

66C

Tyr

Lys
Gly
Thr

74Q

Leu

Ile

Lys

Ser
820

Gly

Gly

Leu

Pro

Tyr

565

Ser

Leu

Ser

Giu

Glu

645

Phe

Cys

Arg

Iie

725

Ile

Gly

Glu

Glu

His

BGS

Ala

Leu

Trp

Asn

Ser

Asn

Ile

550

Ala

Ile

Gln

Ala

Val

630

Ala

Thr

Ile

Leu

Leu

710

Asn

Gln

Thr

Asp
790

Glu

Pro

Leu
870

Val

Ser

Phe

Ser

Thr

615

Ile

Glu

Ser

Asp

695

Ser

Arg

Gly

Phe

Lys

175

Ser

Thr

Ser

Ile

Ile

855

Glu

Ile
520
Asn
Phe
val
Thr
Gly
600
Gly
Ile
Ser
Ser
Arg
6380
Glu
Asp
Gln
Gly
Asp
760
Leu
Gln
Val
Pro
Asp
g4¢0

Phe

Phe

Asn

Thr

Thr

Asn

585

Asn

Glu

Leu

Asp

745

Glu

Asn

Ile

825

Val

Lys

Leu

Gly
Gly
Ser
Ser
570
Thr
Phe
Ile
Arg
Leu
650
Gln
Ser
Lys
Arg
Asp
730
Asp
Cys
Ala
Leu
Val
810
Gly
Gly

Ile

Glu

Pro

Asn

Thr

555

Ile

Leu

Gly

Val

Phe

6353

Glu

Ile

Asn

Glu

Asn

715

Arg

Val

Tyr

Tyr

Glu

795

Pro

Lys

Cys

Glu
875

69

Gly

Ile

540

Ser

Glu

Pro

Tyr

Gly

620

Glu

Arg

Gly

Leu

Leu

700

Leu

Gly

rhe

Thr
780

Ile

Gly

Thr

Thr
860

Lys

rhe

525

Gln

Thr

Leu

Ala

Val

605

val

Phe

Ala

Leu

Val

685

Ser

Leu

Trp

Tyr

Thr

Ala

Asp

845

Gin

Pro

Thr

Asn

Axrg

Thr
590
Glu
Arg
ile
Gln
Lys
670
Glu

Glu

Gln

Glu
750
Tyr
Tyr
Leau
Gly
His
830
Leu

Asp

Leu

Gly

Arg

Tyr

Val

575

Ala

Ile

Asn

Pro

Lys

655

Thr

Cys

Lys

Asp

Gly

735

Asn

Leu

Gln

Ile

Ser

815

His

Asn

Gly

Val

Gly

Gly

Arg

560

Asn

Ala

Asn

Phe

Val

640

Ala

Asp

Leu

Val

Pro

720

Ser

Tyr

Tyr

Leu

Arg

800

Leu

Ser

Glu

Gly
880
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Glu Ala Leu Ala Arg Val Lys Arg Ala Glu Lysz Lys Trp Arg Asp Lys

885 890 895
Arg Glu Lys'Leu Glu Trp Glu Thr Asn Ile Val Tyr Lys Glu Ala Lys
%00 905 9210
Glu Ser ValrAsp Ala Leu Phe Val Asn Ser Glr Tyr Asp Arg Leu Gln
915 920 925

Ala Asp Thr 'Asn Ile Ala Met Ile His Ala Ala Asp Lys Arg Val His
930 ' 935 940

Ser Ile Arg Glu Ala Tyr Leu Pro Glu Leu Ser Val Ile Pro Gly Vval

945 . 350 955 960

Asn Rla Ala Ile Phe Glu Glu Leu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe

' 965 970 875
Ser Leu Tyr Asp Ala Arg Asn Val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn
280 585 290
Gly Leu Ser Cys Trp Asn Val Lys Gly His val Asp Val Glu Glu Gln
995 1000 1005

Asn Asn His Arg Ser Val Leu Val Val Pro Glu Trp Glu Ala Glu
1010 1015 1020

Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu
1025 : 1030C 1035

Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr Gly Glu Gly Cys Val Thr
1040 1045 1050

Ile His &lu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu Leu Lys Phe Ser Asn
1455 ' 1060 1065

Cys Val Glu Glu Glu Val Tyr Pro Asn Asn Thr Val Thr Cys Asn
1470 . 1075 1080

Asp Tyr Thr Ala Thr Gln Glu Glu Tyr Glu Gly Thr Tyr Thr Ser
1085 1080 1085

Arg Asn Arg GLy Tyr Asp Gly Ala Tyr Glu Ser Asn Ser Ser Val
1100 11605 1110

Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Ala Tyr Glu Glu Lys Ala Tyr Thr Asp
1115 1120 1125

Gly Arg Arg Asp Asn Pro Cys Glu Ser Asn Arg Gly Tyr Gly Asp
1130 . 1133 1140

Tyr Thr Pre Leu Pro Ala Gly Tyr Val Thr Lys Glu Leu Glu Tyr
1145 : 1150 1155

Phe Pro Glu Thr Asp Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu
11860 1165 1170

Gly Thr Phe Ile Val Asp Ser Val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1175 ‘ 1180 1185

<210> €

<211> 1635

<212> DNA

<213>

Secuencia Artificial

<220> L
<z23> Molécula sintética

70
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<400> 6
ctcgaggcetg

tctaatcaaa
ctogtggaat
gtcaagcacyg
ggaatcaata
ggagatgacg
ccaacttate
ctcagaggat
azacatgaga
cctattggga
acagatttga
cacgctegtt
gccagagtaa
actaacattyg
tatgataggt
cattctattc
attttcgagyg
gttatcaaga
gatgtagagg
gtaagccaad
aaagaaggat
cttaagtttt
gactatacag
gatggtgett
aaggcttaca
tacactecte

aaggtttgga

cttcrcatgg

<210> 7
<211> 1635
<212> DNA
<213>

aatctgatct
tcggactcaa
gtctrtcaga
ccaaaagact
ggcagctcga
ttttcazaga
tgtatcagaa
acatcgagga
ccgtgaatgt
aatgtgccca
atgaagattt
taggaaactt
agagagctga
tgtacaagga
tacaagcaga
gtgaggctta
aattggaagg
atggtgattt
agcaaaacas
aagttagagt
atggcgaagg
cagactgcgt
caacgcaaga
atgaaagcaa
cggatggcaqg
ttccagetag
ttgaaatcgg

aagaa

cgaaagggca
aaccgatgtt
tgagttriqgr
gtcegatgaa
cagaggiigy
gaactatgtce
gattgatgaa
ctcecaagat
tcctggtact
tcactccceac
gggtgtttgg
agagtttctt
asagaagtgyg
agccaaagaa
caccaacata
cttgccagaa
aagaatcttt
caacaatggce
tcaccgtage
ttgecctygga
gtgcgtgact
cgaggaggaa
ggaatacgag
ttcatcegtt
aagagataac
ttacgtgact

agagacagaa

Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400> 7

Molécula sintética

cagaaagctg
acggactatc
ttagatgags
aggaatctec
agagggagca
accttgttag
tcecaagetga
ttggagatat
ggaagtctet
catttctcat
gtcatcttca
gaagagaagc
agagataaga
agegtggatyg
gcaatgatac
cttagtgtga
acggcttica
ctctecatgte
gtgoetgytty
agaggctaca
attcatgaga
gtgtatccta
gggacataca
ccagcetgact
ccatgtgagt
gaagagttag

gggacattca

taasacgcatt
acatagatag
agaaagaact
ttcaagaccc
cagatatcac
gcacectttga
aggcttacac
acttgatteg
ggccactgte
tggacataga
agatcaaaac
ceottggttygg
gggagaaact
ctettttegt
atgcagctga
ttceceggtgt
gcctetatga
ggaatgtgaa
tecccageaatyg
ttctgegtgt
ttgagaacaa
acaacacagt
ccagtegtaa
atgccagtge
ccaacagagyg
agtactttce

tagtagattc

gtttacaagt
ggtttctaat
ttcagaaaag
aaactttegt
cattcaagga
tgagtgctat
aagatatcag
ttacaatgca
tgecteoegtea
cgttggetge
tcaagacgga
ggaggcactt
tgagtgggag
gaactctcag
caaaagagtce
caacgeotgec
cgctaggaat
aggtcatgtt
ggaagocgaa
caccgcttac
tactgacgaa
gacttgtaat
tcgtggttat
ctacgaagag
ttatggtgat
ggagactgat

agttgagctt

ctcgaggetg aatcggatct tgaaagggoa cagaaggcag tcaacgotcot cttcaccage

71

60

120

180

240

360

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

900

960

1020

1080

1146

1200

1260

1320

138¢

1440

1500¢

1560

1620

1635

60
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tcaaatcaga
cttgtegagt
gtgaagcacyg
ggcatcaatc
ggggatgatyg
cccacgtatce
ctcagagget
aagcacgaga
ccaatcggaa
acggacttga
catgcgaggce
gcteocgegtga
accaacatag
tatgataggce
cactccataa
atctttgagg
gtcatcaaga
gatgttgaag
gtctcacaag
aaggaaggtt
ctgaagtttt
gactacacaqg
gacggtgect
aaggecgtaca
tacacteete

aaagtctgga

ttgetgatgyg

ttggcettaa
gcctcpccga
cgaaaégcct
gccagftgga
tgttcaagga
tctatcagaa
acattgagga
cggtgaacgt
agtgegectca
atgaggatct
ttggcaacct
agagggctga
tgtacaagga
tccaagcgga
gggag%ccta
aattggaagg
atggtgattt
aacagaacaa
aagtcagagt
atggcgaagg
ccaactgtgt
ccactcaaga
acgagtcaaa
cecgacggteg
tcecagetyy
ttgagattgyg

aggag;
!

gaccgatgtt
cgagttctgt
ctcggatgaa
tagaggctgg
aaactacgtg
gattgacgag
ctctcaagac
cecotgggact
ccacagcecac
gggtgtgtgg
tgagttcctt
gaagaaatgg
Jggccaaggag
cacgaacatce
tcttceggag
gaggatcttc
caacaatgga
tcaccgecage
gtgceciggg
ctgtgtcacg
tgaggaggag
ggagtacgag
cagctcegtyg
gagggataac
ctacgtgacce

agagacagaa

actgactate
ctcgacgaaa
cgdgaacttge
aggggatcaa
acattgctgg
tccaagctca
ctcgaaatct
gggtcactgt
cacttectecec
gtgatcttta
gaagagaagc
agggacaaga
tcagtggacg
gccatgatce
ctgtcagtga
acegetttet
ctcagectget
gtgctggtgyg
aggggttaca
atccatgaga
gtctatccta
ggcacttaca
ccagecggact
cegtgegaga
aaggagttgg

ggcacgttca

72

atatcgacag
agaaggaact
tgcaagatcc
ccgacataac
gcaccttcga
aagcctacac
acttgatcag
ggccactgtc
ttgacataga
agatcaagac
ctttggtcgyg
gggagaaact
cactgtttgt
atgcagocgyga
ttectggggt
ctctgtacga
ggaacgtgaa
ttceggagty
tettgegggt
tcgazaacaa
acaatactgt
cetetegeaa
acgcctegge
gcaatagagg
agtactttce

tcgtggacte

agtttctazc
cteocgagaaa
gaacttcaga
cattcaaggt
cgagtgetat
acgctatcag
atacaacgec
ggcacccteyg
tgttgggtgt
ccaagatggt
agaggcactyg
ggagtgggag
caattcceagy
caagagggtt
caacgeagec
cgeteggaac
agggecatgtce
ggaagccgag
cacagcctac
cacagacgag
tacgtgcaac
cagaggctac
ttacgaagag
ctatggcgac
ggagacagac

tgttgaactc

780

840

200

260

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15560
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approx. 90% identity to aa 113-643,
73-643 and 1-643 of SEQ ID NO:2;
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