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PROTEIN TRANSPORT ENHANCER FOR TRANSGENIC PLANTS

VENTION .
[0001] The invention relates to a method for the treatment of transgenic plants,
especially crop plants that are designed to express pesticidally effective proteins.

BACKGROUND QF THE INVENTION

[0002] Transgenic plants have had a significent impact on commercial agriculture,
with promising benefits but raising new pest management issues. Notably, agricultural
crops based on plants that have been modified with pesticidally effective crystal protein
genes to expreas pesticidally effective proteins hold the promise of selectively targeting
pests by making their food source (the plant tissues) toxic thereby reducing or eliminating
the amount of chemical insecticides that are used to conirol pest populations.

[0003] Certain members of the gram positive bacteria belonging to the genus Bacillus
produce proteins that are insecticidal, The most well characterized are those of Bacilfus
thuringiensis (BT), where the insecticidal proteins are found as crystalline bodies with
sporulating bacteria. The inseclicidal crystal proteins are characterised by their potency
and specificity towards specific insect pests, many of which are agronomically important,
and their relative safety to non-target insect species and vertcbrates, particularly humans.
They have enjoyed a long history of use in horticultural industries where the mixture of
crystals and spores are sprayed just like a chemical pesticide, but they have not been used
with much success on broad-acre field crops.

[0004] The insecticidal crystals are composed of a large protein that is essentially
inactive. When a caterpillar ingests some of the insecticidal crystals, the alkaline reducing
conditions of the insects midgut canse the crystals to dissociate and release the crystal
protein. At this stage the protein toxin is inactive, but specific proteases within the gastric
juices of the insect chop the protein down to its protease resistant core that is now fully
active. This activated insecticidal protein then binds to a specific receptor on the brush
border membranes of the celis lining the midgut and inserts itself into the cells membrane.
‘When about eight of these aggregate together, they form a pore or channel through the
membrane, and allow the cell contents to leak out causing the death of the cells cssential
for nutrient absorption. The insects rapidly stop feeding and eventually starve to death or
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die from secondary bacterial infections within about 24 hours. The processes of crystal
solublization, proteolytic processing to an active insecticidal protein and the binding to a
specific receptor, all make the BT proteins highly specific and very desirable from an
environmental perspective. .

[0005] Many thousands of different isolates of B. thuringiensis have been collected
and their insecticidal protein content and activity spectrums determined. A large number
of BT-insecticidal protein genes have also now been cloned and sequenced. To avoid any
confusion researchers have proposed a uniform naming system for the crystal protein
genes (Cry genes) based on their protein sequence and the types of insects for which they
were toxic.

CryIVA Fly larvae 1344
CyIVB' Fly larvac 127.8
CryIVC Fly larvae 77.8
CryIVD Fly larvae 72.4

[0006] The proteins encoded by the Cry I genes are all similar in protein sequence and
are toxic only to caterpillars, ie. the larvae of moths and butterflies (Lepidoptera); the Cry
II genes encode proteins toxic to Lepidoptera and/or Diptera (flies and mosquitoes) while
the Cry IV proteins are only active against Diptera. Cry 11l genes produce proteins active
against beetle (Coleoptera) larvae. Within these major groupings smaller divisions have
been made by considering the similarities or differences between the different protein
sequences. The Cry I group, for example was originally divided into Cry IA, IB and IC
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(although it is now up to Cry IG) where the different sub-groups may only be 50%
identical at the protein sequence level. Finer sub-divisions have also been made and Cry
1A now consists of Cry JA(a), IA(b) and IA(c).
[0007] A number of methods have been developed for introducing desired genes into
crop plant cellsandgromngfemlepluns therefrom. See, US Patent No. 6,329,574 and
: pi. . t/pest/transgen,htm, the contents of which are herein
mco:poratedbyreference The method of choice depends in part upon the target species,
but cotton modification often rely on a natural gene transfer agent that has evolved its own
method of plant genetic engineering. The disease called Crown Gall is a plant tumor
disease caused by the soil-bome bacterial pathogen, Agrobacterium tumefaciens. In the
early 70's it was recognized that the bacterium caused the disease by transferring some of
its own geaetic material into the DNA of the plant cells that it infected. These parasitic
genes subverted the normal biochemical machinery of the infected cells and cansed them
to make novel compounds that only the bacterium could utilize. This process of genetic
colonization by the bacterium was just what genetic engineers were looking for, provided
that they could stop the bacterium causing the disease symptoms. After further study
scientists were able to identify which genes caused the disease and because bacteria are
much simpler organisms to genetically manipulate, they were able to replace the
disease-causing genes with the novel genes they were constructing from parts of
potentially useful genes. The bacterium could then be used to piggy-back genes from the
test-tube into plant cells. However not all plant cells exposed to the bacterium eventually

receive the novel genes. Removal of unmodified plant cells from modified cells uses
antibjotic purification.

[0008] Plant cells are sensitive to many of the antibiotics that are used to control
bacterial infections in animals and humans. If a gene could be isolated that gave the plant
cells tolerance to one of these toxic antibiotics then if physically linked to some desirable
gene and inserted into the Agrobacteriumm, it would provide a useful selection system to
kill off those cells that don't receive the genes during the "infection" process. Genes have
been known in bacteria for many years that give the bacteria resistance to antibiotics by
producing enzymes that breakdown or chemically modify the antibiotic so that it is no
longer toxic. Using the techniques of gene splicing described above researchers have been
able to modify a bacterial gene that encodes an enzyme that detoxifies the antibiotic
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increased turnover, sequestration within the plant, or dilution due to growth and aging. It
is understood that CrylAc transription levels are unstable in both immature and mature BT
cotton plants.

[0013] 1t would be desirable to have a system for treating transgenic plants designed
to express pesticidally effective proteins that would promote the expression of these
proteins despite increasing plant maturity, physiological stress, and physical damage.

SUMMARY OF THE INVENTION

[0014] It is an objective of the invention to provide a method for treating transgenic
plants, preferably transgenic crops that express pesticidal proteins, and especially for
transgenic crops that express insecticidal proteins.

[0015] It is another objective of the invention to provide a method for extending the
period over which expressed proteins are present in sufficient quantity to control pest
insect populations feeding on the treated plants.

[0016] In accordance with these and other objectives that will become apparent from
the description herein, a method for treating transgenic crop plants according to the
invention comprises applying to foliage of transgenic plants that are designed to express
pesticidally effective proteins a protein transport enhancer that promotes the expression
and/or stability of pesticidaily effective proteins within the treated plants.

[0017]  Although not wishing to be bound by any particular theory of operation, it is
thought that the protein transport enhancer acts in one or more of several ways: (a) as a
form of protective water substitute for cellular membranes during times of water
deprivation stress, (b) as a protein stabilizer for the desired pesticidal protein, and/or (c) as
a binder for proteins that facilitates movement via intraplant tmn;port mechanisms. The
result is that transgenic crop plants treated according to the invention express and move
pesticidally effective proteins into fruit tissues despite physiological stress from water
shortage and plant damage. It is thought that the treatment sccording to the invention will
also continue to express effective levels of pesticidal protein through piant growth and
maturity.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0018] Transgenic plants are treated, according to the invention, with a protein
transport enhancer that stimulates and/or protects cellular expression and intraplant
transport mechaniems sufficiently that desired levels of pesticidal protein proteins are
maintained in plant tissues, fruits, and seeds despite water deprivation, physical damage to
plant tissues, growth, and plant maturity. Maintenance of desired protein expression
levels and concentrations of protein proteins within transgenic plant tissues help to
maintain efficacy levels for better pest control, firther reductions in amounts of applied
pesticides now required to counteract reductions in efficacy, and should help to prevent
survival of exposed pests and the development of resistant pest populations.

[0019] It will be understood that all percentages identified herein are by weight with
respect to the total weight of product, unless otherwise noted.

[0020]  Suitable protein transport enhancers for use in the present invention include
one or more compounds and agrichemically acceptable salts of compounds according to
the structure in Formula 1:

OH
X Y
Formula 1
wherein:
XisNQ,,
Y is H, C,-C; alkyl, C,-C, alkyloxy, C,-C; alkenyl, and
ZisCorN.

[0021] Inparticular, moiety Y can be methyl, ethyl, propyl, butyl, iso-butyl, pentyl,
hexyl, methoxy, ethoxy, propoxy, butoxy, iso-butoxy, pentoxy, and hexoxy.

[0022] Preferably protein transport enhancers used in the present invention include
one or more compounds and salts of compounds according to the above structure in which
X is a nitro group at the ortho or para positions relative to the hydroxy group, Y is
hydrogen or a C,-C; alkyloxy, and Z is a carbon atom. Suitable salts include water soluble
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alkali metal salts (especially sodium and potassium salts), ammonium salts, and other
water soluble salts that are not phytotoxic or of environmental concerm.

[0023]  The most preferred protein transport enhancer includes a combination of the
sodium selts of p-nitrophenolate (A), o-nitrophenolate (B), and 2-methoxy-5-
nitrophenolate (C). It is particularly preferred that the protein transport enhancer contain a
mixture of these salts in a range of ratios within the range of A:B:C of (0.1-10):(0.1-10):1.
A commercial source of these salts is available under the name ATONIK® Asahj
Chemical Mfg. Co., Ltd. at a ratio of A:B:C of 2:3:1.

[0024] - Protein transport enhancers according to the invention are applied at a rate
generally less than 20 grams of each active ingredient per acre of treated field (gAl/ac).
Preferably, these enhancers are applied at a rate within the range of 1-20 gAl/ac and most
preferably at a rate within the range of 3-18 gAl/ac. It is especially preferred when salts
of the protein transport enhancers are used within the range of 0.01-5 wi% based on total
weight and applied at a rate (combined) within the range of 0.5-20 fluid ounces per acre
(oz/ac).

[0025] Protein transport enhancers according to the invention can be applied in
combination with one or more active ingredients, spray saids, spreading agents, or
additional agents suitable for agricultural use on the target plant. Exemplary active
ingredients that can be applied with the protein transport enhancer of the invention include
herbicides, plant growth enhancing agents, plant growth stunting agents, foliar fertilizers,
fungicides (external and systemic), and insecticides (external and systemic).

[0026] Herbicides that can be used include the triazines (o.g., atrazine), the ureas,
glyphosate, sulfosate, glyfosinate, and sethoxydim.

[0027]  Suitable plant growth enhancing agents for the present invention include plant
growth hormones such as at least one of the 84 identified gibberilling with GA,, GA,,
GA,, GA, and GA, being preferred; cytokinins (e.g., zeatin, kinetin, benzyladenine,
dihydrozeatin, and isopenteny] adenine); auxins (e.g., indolacetic acid (IAA),
indolebutyric acid (IBA), and naphthalenacetic acid (NAA)); and polyhydroxycarboxylic
acids of 2, 4, 5, and 6 carbon structures; ethephon; and fertilizers,

[0028]  Suitable plant growth stunting agents useful in the invention include
chlormequat chloride, mepiquat chloride, as well as maleic hydrazide and its esters. Such
plant growth regulators affect and alter plant metabolic processes to enhance or retard
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plant growth. All such agents can be used according to the application rates and timing
specified by the manufacturer on the product label.

[0029]  Systemic fungicides that will benefit from the invention include tridemorph,
metalaxyl, iprodione, fosetyl-aluminum, thiophanate, benomyl, triadimefon, carboxin,
oxycarboxin, carbendazim, thisbendazole, thiophanate, ethirimol, bupirimate, and
dimethirimol.

[0030])  Suitable systemic insecticides include aldicarb, acephate, carbofuran,
dimethoate, phorate, and terbufos.

[0031] The specific mechanisms by which the expression and transport mechanisms
are effected are not well known. For example, tests on unmodified wheat with
mdiolabeled nitrophenolate salts have tracked the treatment agent to proteins tremsported
to the seed kernel in wheat plants. Another study suggests that phenolic agents act as
hydration agents for cellular membranes.

[0032] In cotton, it is recognized that cotton seed requires high amounts of protein,
and seeds produce lint from carbohydrates within the plant system. Tests with ATONIK®
on normal (i.e., not genetically modified or otherwise altered to express pesticidal proteins
as a normal part of plant metabolism function) show an increased yield of seed and lint.
Such an effect is consistent with action as a plant growth regulator, but does not
necessarily suggest anything regarding the effect of treating plants that have been
genetically modified to produce a designated protein as part of the normal plant function.
[0033]  Transgenic plants that can be treated according to the invention are generally
those that have been modified from wild type to contain a gene that expresses a desired
pesticidally effective protein sequence. Preferably, the transgenic plant includes genes
thﬂexprmpesﬁddﬂlyeffecﬁvepmmmsthatmeﬁecﬁvewpmﬁdemdmnwagainst
attacks or infections by insects, bacteria, fungus, mildew, mold, mites, and the like.
[0034] Two genes of particular effectiveness are the CryIAc gene (driven by the
CMYV 35S promoter) and the Cry2Ab gene. These genes can be inserted individually or in
combination into cotton, corn, wheat, sorghum, soybeans, and similar agricultural
commuodity crops to provide pesticidally effective protection against a variety of pest
insects. Of special interest is cotton stock that has been modified to express pesticidally
effective protein proteins (e.g., BT cotton). Seed stock for BT cotton that can be treated
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according to the invention is commercially available from several sources under the
tradename BOLLGARD™ or BOLLGARD™ ]I (Monsanto Co.).

[0035]  Protein transport enhancers according to the invention are applied to transgenic
plants at rates and times in the plant’s growing cycle or season so as to maintain pesticide
protein expression and stabilization within plant tissues. The table below identifies
preferred transgenic plants to be treated and the amount of protein transport enhancer to be
applied within generally useful, preferred , and more preferred application rates.

Table 1
PREFERRED MORE PREFERRED
W Mfggﬂ;“ T8 APPLICATION RATE APPLICATION RATE
(Oz/Ac) (0z/Ac)

Bt cotton 1-100 1-50 5-30

Bt corn 1-100 1-50 5-30
EXAMPLES
[0036) Transgenic Bt cotton (Deltapine Nucotn B) and unmodified cotton plants in

two liter pots in a controlled environment were sprayed with ATONIK®, a commercially
available product containing a mixture of agents thought to be general growth regnlating
agents but which appears lo act well as protein transport enhancers for genetically
modified commodity crop plants. ATONIK® contains the sodium salts of p-nitrophenolate
(0.3%), o-nitrophenolate (0.2%), and 5-nitroguaiacolate (0.1%). Cotton plants were
treated at at 7* true leaf (TL) and sampled 10 days later for the upper expanded main stem
leaf. The temperature was maintained within the range of 76-86°F with adequate
watering. After sampling (7% TL + 10 days), the plants were again sprayed with
ATONIK® and subjected to stress from an elevated temperature (86-102°F) and
inadequate water supply (drought conditions) until they were sampled 5 days later (7® TL
+15 days) for expanded upper main stem leaf. Five days thereafter (7® TL +20 days)
under the same conditions, the plants were sampled for leaf and squares.

[0037]  After each sampling, tissue samples were placed in sealed bag and immediately
taken to a facility for bollworm feeding tests. Bollworm mortality was measured at 24,
43, 72 and 96 hrs from initiation of feeding for the first spray application samples and at
72 and 96 hrs for the 2™ spray application samples.
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[0038]  Once the mortality study was completed, a leaf profile from representative
cotton plants was taken for protein analysis. Leaves were collected at nodes 2, 6, 8, and
10 (counting from the top) and stored at -80° F.

[0039]  The bollworm mortelity for collected leaves in the first collected sample (7*
TL +10 days) are shown in Table 2.
Table 2
- Bollworm Mortality (% dead at 7* TL + 10 days)
24 brs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
Control (Bt cotton) 0 28.3 56.7 583
ATONIK 5 oz/ac 0 35.0 60.0 68.3
ATONIK 10 oz/ac 1.7 43.3 61.7 71.7
ATONIK 20 oz/ac 33 60.0 78.3 81.7
Control (non-Bt cotton) 0 1.7 1.7 3.3
[0040] The bollworm mortality from leaves collected at five and 10 days after the
second spraying are reported in Table 3.
. Table 3
Bollworm Mortality (% dead at 7* TL + X days)
2™ Treatment 15 Days 20 Days
72 hrs 96 hrs 72 hrs 96 hrs
Control (Bt cotton) 683 71.1 90.0 95.0
ATONIK 5 oz/ac 63.3 71.1 81.7 91.7
ATONIK 10 oz/ac 85.0 90.0 85.0 96.7
ATONIK 20 oz/ac 833 90.0 90.0 98.3
Control (non-Bt cotton) 0 0 50 6.7

[0041]

treatment) spraying are reported in Table 4.

The bollworm mortality from squares collected at 7* TL + 20 days (2™
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Table 4
Bollworm Mortality

o™ Treatment (% dead at 7% TL + 20 days)

72 hrs 96 hrs
Control (Bt cotton) 75.0 81.7
ATONIK 5 oz/ac 95.0 98.3
ATONIK 10 oz/ac 88.3 93.3
ATONIK 20 oz/ac 86.7 95.0
Control (nan-Bt cotton) 0 3.3

[0042] Table 5 shows the effect of treatments with ATONIK. on the height and number

of nodes in Bt cotton.
Table 5
Treatmnent Plant Height (cm) | No. of Nodes-(avg)
Control (Bt cotton) 63.5 16.7
ATONIK 5 oz/ac 61.7 15.8
ATONIK 10 oz/ac 62.0 16.0
ATONIK 20 oz/ac 622 17.0
Comntro} (non-Bt cotton) 61.0 13.8

[0043]  The results show that treatment with the protein transport enhancer according
to the invention resulted in higher bollworm mortality under both optimum growth
conditions (Table 2) and under stress conditions from both temperature and lack of water
(Tables 3 and 4). Treatment with ATONIK did not, however, result in increased

vegetative growth (Table 5).
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CLAIMB:

1. A method for maintaining the pesticidal efficacy of transgenic plants that
include a gene which expresses a pesticidally effective protein, said method comprising:

treating said transgenic plants with a protein transport enhancer that stabilizes
transport of pesticidally effective proteins within said plant.

2. A method according to claim 1 wherein said transgenic plant is cotton or com.

3. A method acconding to claim 1 wherein said transgenic plant is cotton that has
been modified to express B. thuringiensis protein. '

4, A method according to claim 1 wherein said protein transport enhancer
comprises a mixture of phenolate and nitroguaiacolate salts.

5. A method according to claim 4 wherein said protein transport enhancer is
applied to said plants at a rate within the range of 1-100 oz/acre.

6. A method acconding to claim 5 wherein said protein transport enhancer is
applied to said plants at a rate within the range of 1-50 oz/acre.

7. A method according to claim 6 wherein said protein transport enhancer is
applied to gaid plants at a rate within the range of 5-30 oz/acre.

8. A method according to claim 1 wherein said protein transport enhancer
comprises polyols obtained from reduction of aldo- and keto- groupsin a
carbohydrate.
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MEJORADOR DE TRANSPORTE DE PROTEINA DE PLANTAS
TRANSGENICAS

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencién se relaciona con un método para el tratamiento de
plantas transgénicas, especialmente plantas de cultivo que estan disefiadas para
expresar protelnas pesticidamente efectivas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las plantas transgénicas han tenido un importante impacto en ia
agricultura comercial con beneficios prometedores pero que plantean nuevos
problemas sobre el manejo de plagas. Especiaimente, las cosechas con base en
plantas que han sido modificadas con genes de cristal pesticidamente efectivos
para expresar proteinas pesticidamente efectivas mantienen la promesa de tener
como abjetivo selectivamente las plagas, haciendo su fuente de alimento (los
tejidos de las plantas) téxico reduciendo de este modo o eliminando la cantidad de
insecticidas quimicos que se usan para controlar las poblaciones de plagas.
[0003] Algunos miembros de bacterias gram-positivas que pertenecen al
género Bacillus producen protelnas que son insecticidas. Las mas caracterizadas
son las de Bacillus thuringiensis (BT), donde las proteinas se encuentran como
cuerpos cristalinos con bacterias esporulantes. Las protelnas insecticidas de
cristal se caracterizan por su potencia y especificidad hacia plagas de insectos
especificos, muchos de los cuales son agrondmicamente importantes, y su relativa
seguridad para no atacar especies de insectos e invertebrados y especialmente
humanos. Han tenido una historia larga de uso en la industria horticola donde la
mezcla de cristales y esporas son esparcidas como un pesticida quimico, pero no
han sido utilizadas con mucho éxito en cosechas de campo de acres amplios.
[0004] Los cristales insecticidas se componen de una proteina grande que
es esencialmente inactiva. Cuando una oruga ingiere algunos cristales

insecticidas, las condiciones reductoras alcalinas del intestino medio de los



insectos hacen que se disocien los cristales y liberen la protelna de cristal. En esta
fase la toxina de la proteina es inactiva, pero las proteasas dentro de los jugos
géstricos del insecto reducen la protelna a su nucleo resistente a la proteasa que
ahora es totalmente activa. Esta protelna insecticida activada se une luego al
receptor especifico en las membranas del borde de la felpa o penacho de las
células que revisten el intestino medio y se inserta dentro de la membrana de las
células. Cuando alrededor de ocho de éstas se juntan, forman un poro o canal a
través de la membrana, y permite que todo el contenido de la célula se filtre
produciendo la muerte de las células esenciales para la absorcién de nutrientes.
Los insectos rdpidamente dejan de alimentarse y eventualmente mueren por
inanicidon 0 mueren a causa de infecciones bacterianas secundarias dentro de
unas 24 horas. Los procesos de solubilizacion de! cristal, el procesamiento
proteolitico en una proteina insecticida y ia unién a un receptor especifico, todo
esto hace las proteinas BT altamente especificas y muy deseables desde una
perspectiva ambiental.

[0005] Muchos miles de diferentes aislados de B. thuringiensis han sido
recolectados y determinado su contenido de proteina insecticida y los espectros
de actividad. Un gran ndmero de genes de proteina insecticida de BT también se
han clonado y secuenciado. Para evitar cualquier confusion los investigadores
han propuesto un sistema de nominacién uniforme para los genes de proteina de
cristal (Cry genes) con base en su secuencia protelnica y los tipos de insectos
para los cuales son toxicos.

Tabla 1

Tipo de Gen Anfitridn del insecto Tamariio (kD)

CRY |IA Orugas 133.2
CRY IB Orugas 138.0
CRY IC Orugas 134.8

CRY IIA Orugas 70.9




CRY 1B Larva de Mosca 70.8
CRY lIIA Larva de Escarabajo 73.1
CRY IVA Larva de Mosca 134.4
CRY IVB Larva de Mosca 127.8
CRY IVC Larva de Mosca 778
CRY IVD Larva de Mosca 72.4
[0006] Las proteinas codificadas por los genes Cry 1 son todas similares en

la secuencia proteinica y son téxicas sblo para las orugas, es decir, larvas de
polillas y mariposas (Pepidopteros); los genes Cry Il codifican protelnas toxicas
contra Lepidopteros y/o Dipteros (moscas y mosquitos) mientras que las proteinas
Cry IV sblo son activas contra Dipteros. Los genes Cry lll producen protelnas
activas contra larvas de escarabajos (Coledpteros). Dentro de estas agrupaciones
mayores se han hecho divisiones mas pequefias considerando las similitudes y
diferencias entre las diferentes secuencias proteinicas. El grupo Cry |, por
ejemplo, originaimente se dividid en Cry IA, IB, y IC (aunque ahora es hasta Cry
IG) donde los diferentes subgrupos sélo pueden ser 50% idénticos a nivel de
secuencia protelnica. También se han hecho divisiones mas minuciosas y ahora
Cry |A consta de Cry IA(a), IA(b) e IA(c).

[0007] ° Se han desamollado algunos métodos para introducir los genes
deseados dentro de las células de las plantas de cultivo y cultivar plantas fértiles.
Véase, Patente US No. 8,329,574 y htt:/www.cotton.pi.csiro.au/publica/pest/rans-
gen.him, cuyo contenido se ha incorporado aqul para referencia. El método de
eleccion depende en parte de la especie objetivo, pero la modificacion del algodén
a menudo se basa en un agente natural de la transferencia que ha evolucionado
su propia método de ingenierla genética. La enfermedad lamada Crown Gall es
una enfermedad tumoral de planta causada por el patégeno bacteriano
transportado en el suelo, el Agrobacterium tumefaciens. A comienzos de la

década de 1970 se reconocié que la bacteria causaba la enfermedad transfiriendo
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utilizar Agrobacterium para aplicar genes a una amplia variedad de planas desde
petunias hasta algodones.

[0008] - E! algodén es un cultivo de interés particular. Comercialmente
existente en formas de algodon transgénico el uso de CrylAc (BOLLGARD™ por
Monsanto) o una combinacidn de genes CrylAc con Cry2Ab (BOLLGARD™ Ii por
Monsanto) para expresar la proteina de la endotoxina de B. thuningiensis. Los
informes de la eficacia en el campo indica que una reduccién de 50%-70% en la
cantidad de pesticida requerido para controlar las plagas Helicoverpa armigera y
H. punctigera. También de interés son las plantas de cultivo modificadas con los
genes de toxina de cristal de B. thuringiensis, CryET33 y CryET34 que codifican
las proteinas de cristal toxicas de colepteran, la proteina de cristal CryET33 (29
kDa) y el gen CryET34 codifica la proteina de cristal CryET34 de 14 kDa. Las
proteinas de cristal CryET33 y CryET34 son tdxicas para las larvas del escarabajo
de la harina y las larvas del escarabajo japonés (Ver, Patente US No. 6,398,330).
[0010] E! uso de plantas de cultivo transgénicas plantea nuevos aspectos en
la lucha continua hacia el manejo integrado de las plagas. Algunos de estos
aspectos se refieren a una reduccion de la cantidad expresada de endotoxina
cuando las plantas maduran que provoca una pérdida de eficacia en las fases
posteriores de la estacion de crecimiento (el atimo 1/3 de la estacién de
crecimiento del algodén) y el aumento de la probabilidad de plagas sobrevivientes
que pueden desarrollar inmunidad contra la endotoxina. Estos inconvenientes han
conducido al desarrollo de estrategias para el control de las plagas que aconsejan
una “ventana” de planeacion referente al desarrollo del ciclo de plagas locales y
los valores umbrales minimos de poblacién de plagas para aplicacion de
pesticidas.

[0011] El estrés fisiolégico y el dafio fisico a las plantas transgénicas puede
también producir una reduccion de la proteina de endotoxina expresada con una
corespondiente disminucién en la eficacia del control de las plagas. De este

modo, una sequia prolongada y/o temperaturas altas pueden reducir la tasa de



expresion de la endotoxina en el cultivo transgénico y permitir una reduccién
significativa de la proteccién contra las plagas que puede aconsejar la necesidad
de aplicar pesticidas.

[0012] Las razones especificas de la disminucign de la expresion de
endotoxinas no son bien comprendidas. En BT del algodon, se propone la teorla
de que la expresion del gen CrylAc disminuye porque disminuye la concentracion
del promotor CMV35S, el gen es "silenciado®, u otros eventos después de la
transcripcién. También se cree que la proteina CrylAc se reduce debido aumento
del recambio, secuestracién dentro de la planta, o dilucién a causa del crecimiento
y envejecimiento. Se entiende que los niveles de transcripcidn de CrylAc son
inestables en las plantas de algodén BT inmaduras y maduras.

[0013] Serla aconsejable tener un sistema para tratar las plantas
transgénicas disefiado para expresar protelnas pesticidamente efectivas que
promovieran la expresién de estas proteinas a pesar de la creciente madurez de la

planta, el estrés fisioldgico y el dafio fisico.

RESUMEN DEL INVENTO
j0014 Es un objetivo del invento proporcionar un método para tratar las

plantas transgénicas, preferiblemente cultivos transgénicos que expresan protel-
nas pesticidas, y especialmente para cultivos transgénicos que expresan protelnas
insecticidas.

[0015] Otro objetivo de la invencitn es presentar un método para prolongar
el periodo en el cual las proteinas expresadas estan presentes en suficiente
cantidad para controlar las poblaciones de insectos nocivos que se alimentan de
las plantas tratadas.

[0016] De acuerdo con estos y otros aobjetivos que serén evidentes en la
descripcion que se presenta aqui, un método para tratar cultivos transgénicos de
acuerdo con [a invencibn comprende la aplicacion al follaje de plantas

transgénicas que estan disefiadas para expresar protelnas pesticidamente



efectivas, un mejorador de transporte de proteinas que promueva la expresién y/o
estabilidad de las proteinas pesticidamente efectivas dentro de las plantas
tratadas.

[0017] Aunque no queriendo adherirme a una teoria particular de operacion,
se cree que el mejorador de transporte de proteinas actlia en una o varias formas:
(a) como una forma sustituto protector de agua para las membranas celulares
durante las épocas de estrés por privacién de agua, (b) como un estabilizador de
las protelnas de la proteina pesficida deseada, y/o (c) como un aglutinador de
proteinas que facilitar el movimiento por medio de mecanismos de transporte. El
resultado es que las plantas de cultivos transgénicos tratadas de acuerdo con la
invenciébn expresan y mueven proteinas pesticidamente efectivas dentro de los
tejidos del fruto a pesar del estrés fisiolégico por el déficit de agua y el dafio de la
planta. Se cree que el tratamiento de acuerdo con la invencién también continuara
expresando niveles efectivos de protelna pesticida mediante el crecimiento y
madurez de la planta.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0018] Las plantas transgénicas son tratadas, de acuerdo con la invencién,
con un mejorador del transporte de proteinas que estimula y/o protege la
expresién celular y los mecanismos de transporte dentro de la planta
suficientemente de modo que se mantengan los niveles deseados de protelnas
pesticidas en los tejidos, frutas, y semillas a pesar de la privacién de agua, dafio
fisico a los tejidos de la planta, crecimiento y madurez de la planta. El
mantenimiento de los niveles deseados de expresion de proteina y las
concentraciones de proteina dentro de los tejidos de la planta transgénica ayudan
a mantener los niveles de eficacia para el mejor control de las plagas, mayores
reducciones en las cantidades de pesticidas aplicadas requeridas ahora para
contramrestar las reducciones de la eficacia, y deben ayudar a prevenir la
supervivencia de las plagas expuestas y el desarrollo de poblaciones resistentes a

las plagas.



[0019] Se debera entender que todos los porcentajes indicados aqui son por
peso con respecto del peso total del producto, a menos que se indique lo
contrario.

[0020] Los mejoradores de transporte de proteinas para uso en [a presente
invencién incluye uno o mas compuestos y sales agroquimicamente aceptables de

compuestos de acuerdo con la estructura de la Férmula 1:

OH
X: Y
Férmula 1
En donde:
X es NO,
Y es H, C4-Cs alquilo, C-Cs alquiloxi, C2-Cg alquenilo, y
ZesCoN.
[0021] En particular, la mitad Y puede ser metilo, etilo, propilo, butilo,

isobutilo, fenilo, hexilo, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, isobutoxi, pentoxi y hexoxi.
[0022] Preferiblemente los mejoradores del transporie de proteinas
utilizados en la presente invencién incluyen uno o mas compuestos y sales de
compuestos de acuerdo con la estructura indicada antes en donde X es el grupo
nitro y las posiciones orto o para en relacién con el grupo hidroxi, Y es hidrégeno o
un C4-C; alquiloxi, y Z es un atomo de carbono. Las sales adecuadas incluyen
sales de metal alcali hidrosolubles (especialmente sales de sodio y potasio), sales
de amonio, y otras sales hidrosolubles que no son fitotdxicas o de interés
ambiental.

[0023] El aumentador de transporte de proteinas méas preferido incluye una
combinacion de las sales de sodio de p-nitrofenolato (A), o —nitrofenolato (B), y 2-
metoxi-5-nitrofenolato (C). Particularmente se prefiere que el mejorador de
transporte de proteinas contenga una mezcla de estas sales en un rango de

proporciones dentro del rango de A:B:C de (0.1-10): (0.1-10):1. Una fuente



comercial de estas sales viene bajo el nombre ATONIK® Asahi Chemical Mfg. Co.,
Ltd. en una proporcion de A:B:C de 2:3:1.

[0024] Los mejoradores de transporte de protelnas de acuerdo con el
invento se aplican a una tasa generalmente menor de 20 gramos de cada
ingrediente activo por acre de campo tratado (gAl/ac). Preferiblemente, estos
mejoradores se aplican en una tasa dentro del intervalo de 1-20 gAl/ac y més
preferiblemente a una tasa dentro del intervalo de 3-18 gAl/ac. Se prefiere
especialmente cuando las sales de los mejoradores de transporte de proteinas se
utilizan dentro del intervalo de 0.01-5 wit% con base en el peso total y aplicado a
una tasa (combinada) dentro del intervalo de 0.5-20 onzas de liquido por acre
(oz/ac).

[0025} Los mejoradores de transporte de protelnas de acuerdo con la
invencién pueden aplicarse en combinacién con uno o mas ingredientes activos,
ayudas de aspersién, agentes de difusion, u otros agentes adecuados para uso
agricola en la planta objetivo. Los ingredientes activos que pueden aplicarse con el
mejorador de transporte de proteinas de la invencién incluyen herbicidas, agentes
de mejoramiento del crecimiento de las plantas, agentes de impedimento del
crecimiento, fertilizadores foliares, fungicidas (externos y sistémicos), e
insecticidas (externos y sistémicos).

[0026] Los herbicidas que se pueden utilizar incluyen triazinas (por ejemplo,
atrazina), las ureas, glifosato, sulfosato, glifosinato y setoxidim.

[0027] Los agentes de mejoramiento del crecimiento de las plantas para la
presente invencién incluyen las hormonas de crecimiento de las plantas como por
lo menos una de las 84 gibberilinas identificadas con GA3, GA4, GAs, GA7, Yy GAg
como las preferidas; las citoquininas (por ejemplo, zeatina, quinetina,
benziladenina, dihidroxizeatina, e isopentenilo adenina); auxinas (por ejemplo,
acido indolacético (I1AA), acido indolebutllico (IBA), acido naftaienacético (NAA)); v
acidos polihidroxicarboxilicos de 2, 4, 5§ y 8 estructuras de carbono; etefén; y

fertilizantes.
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[0028] Los agentes para impedir el crecimiento de las plantas Utiles en la
invencién incluyen cloruro de clormequat, cloruro de mepiquat, y también hidrazida
y sus ésteres. Estos reguladores del crecimiento de la planta afectan y alteran los
procescs metabdlicos de la planta y aumentan o retardan el crecimiento de la
planta. Todos estos agentes se pueden utilizar de acuerdo con las tasas de
aplicacion y el tiempo especificado por el fabricante en la etiqueta del producto.
[0029] Los fungicidas sistémicos que se beneficiardn de la invencién
incluyen tridemorf, metalaxilo, iprodiona, fosetil-aluminio, tiofanato, benomilo,
triadimefon, carboxin, oxicarboxin, carvendazim, tiabendazol, tiofanato, etirimol,
bupirimato, y dimetirimol.

[0030] Los insecticidas sistémicos adecuados incluyen aldicarb, acefato,
carbofur.an, dimetoato, forato, y terbufos.

[0031] Los mecanismos especificos mediante los cuales los mecanismos de
expresion y de transporte son afectados, no son bien conocidos. Por ejemplo, ias
pruebas realizadas sobre trigo no modificado con sales de nitrofenolato
radioidentificadas han seguido el agente de tratamiento para las protefnas
transportadas hasta la semilla en las plantas de trigo. Otro estudio sugiere que los
agentes fendlicos actuan como agentes de hidratacion de las membranas
celulares.

[0032] En el algodén, se reconoce que la semilla de algodéon requiere
cantidades altas de proteina, y las semillas producen hilos de carbohidrato dentro
del sistema de la planta. Las pruebas con ATONIK® en proteinas normales (es
decir, no genéticamente modificadas o alteradas para expresar protelnas
pesticidas como una parte normal de la funcién del metabolismo de la planta)
muestran un aumento de la producciébn de semilla y de hilo. Este efecto es
consistente con la accién como un regulador del crecimiento de la planta, pero no
necesariamente sugiere algo respecto del efecto de tratar plantas que han sido
genéticamente modificadas para producir una proteina designada como parte de

la funcién normal de la planta.
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[0033] Las plantas transgénicas que pueden tratarse de acuerdo con la
invencién generaimente son las que han sido modificadas del tipo silvestre para
contener un gen que expresa una secuencia de proteina deseada pesticidamente
efectiva. Preferiblemente, la planta transgénica incluye genes que expresan
proteinas pesticidamente efectivas que son efectivas para dar resistencia contra
ataques o infecciones por insectos, bacterias, hongos, mohos, garrapatas y
similares.
[0034] Dos genes de particular efectividad son el gen CrylAc (obtenido por
el promotor CMV35S) y el gen Cry2Ab. Estos genes se pueden insertar
individuaimente o en combinacién en el algodén, el malz, el trigo, el sorgo, la soya
y cultivos agricolas similares para dar proteccién pesticidamente efectiva contra
una variedad de insectos nocivos. De especial interés es el algodén que ha sido
modificado para expresar proteinas de proteina pesticidamente efectivas (por
ejemplo, BT algodén). La semilla para BT algodén que puede traiarse de acuerdo
con la invencidn viene comercialmente de varias fuentes bajo el nombre
BOLLGARD™ o BOLLGARD™ [ (Monsanto Co.).

[0035] Los mejoradores de transporte de protelna de acuerdo con la
invencién se aplican a las plantas transgénicas a tasas y frecuencia en el ciclo de
crecimiento de la planta o en la estacién de crecimiento de modo que mantengan
la expresion de protelna pesticida y la estabilizacién dentro de los tejidos de la
planta. La tabla siguiente identifica las plantas transgénicas preferidas para ser
tratadas y la cantidad de mejorador de transporte de proteina que debe aplicarse

dentro de las tasas generalmente (tiles, preferidas y la aplicacién mas preferida.

Tabla 1
PLANTA TRANSGENICA | TASADEAPLICACION | TASADEAPUCACION | TASA DE APLICACION
(Oz/AC) PREFERIDA {OZ/AC) MAS PREFERIDA
(OzZIAC)
Bt algoddn 1-100 1-50 5-30
Bt malz 1-100 1-50 5-30
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EJEMPLOS

[0036] Las plantas de algodéon BT Transgénicos (Deltapine Nucoth B) y el
algodon no modificado en vasijas de dos litros en un ambiente controlado se
rociaron con ATONIK®, un producto comercialmente existente que contiene una
mezcia de agentes que se cree son agentes generales de regulacién del
crecimiento pero que parecen actuar bien como mejoradores de transportes de
protelnas de plantas de cultivo fonéticamente modificadas. ATONIK® contiene las
sales de sodio de p-nitrofenolato (0.3%), o-nitrofenolato (0.2%), y 5-
nitroguayacolato (0.1%). Las plantas de algodon se trataron en la 7 verdadera
hoja (TL) y se tomaron muestras 10 dlas después para la hoja del tallo principal
superior expandido. La temperatura se mantuvo dentro del intervalo de 76-86°F
con adecuado suministro de agua. Después del muestreo (7* TL + 10 dias), las
plantas se rociaron de nuevo con ATONIK® y se sometieron a estrés de una
tempenatura elevada (86-102°F) y suministro inadecuado de agua (condiciones de
sequfa) hasta cuando se tomaron muestras al cabo de 5 dlas (7* TL + 15 dlas)
para la hoja del tallo principal superior expandido. Cinco dlas de alli en adelante
(7" TL +20 dias) bajo las mismas condiciones, se tomaron muestras de las plantas
para la hoja y las escuadras.

[0037] Después de cada muestreo, las muestras de tejido se colocaron en
una bolsa sellada y luego llevadas a un sitio para las pruebas de alimentacién del
gusano de algodén. La mortalidad del gusano de algodon se midi6 a las 24, 48, 72
y 86 horas del inicio de [a alimentaciébn para [as muestras de aplicacién de [a
primera aspersion y a las 72 y 968 horas para las muestras de aplicacion de la
segunda aspersién.

[0038] Una vez se término el estudio de mortalidad, se tomo el perfil de las
hojas de las plantas de algoddn representativas para el anilisis de proteinas. Las
hojas se recolectaron en los nodos 2, 6, 8, y 10 (contando desde la parte superior)

y se almacenaron a -80°F.
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[0039] En la Tabla 2 se muestra la mortalidad de los gusanos del algod6n de
las hojas recolectadas en la primera muestra (7° TL + 10 dias).
Tabla 2

[Mortaiided del gusano (% muertos en 7° 1L + 10 dies)
1° Tratamiento 24 horas | 48 horas | 72 horas | 96 horas
Control (algodén BT) 0 28.3 568.7 58.3
ATONIK 5 oz/ac 0 35.0 60.0 68.3
ATONIK 10 oz/ac 1.7 43.3 61.7 71.7
ATONIK 20 oz/ac 33 60-0 78.3 81.7
Control (algodén no BT) 0 1.7 1.7 3.3

[0040]

5y 10 dias después de la segunda aspersién se reporta en la Tabla 3.

La mortalidad del gusano de ailgodén de las hojas recolectadas a los

Tabla 3
Mortalidad del gusano (% muertos en 7* TL + X dlas)
2° Tratamiento 15 dias 20 dias
72 horas | 98 horas | 76 horas | 98 horas
Control (algodén BT) 68.3 711 80.0 95.0
ATONIK 5 oz/ac 63.3 711 81.7 91.7
ATONIK 10 oz/ac 85.0 80.0 85.0 98.7
ATONIK 20 oz/ac 83.3 80.0 80.0 98.3
Control {(algodén no BT) 0 0 5.0 6.7

[0041]

las escuadras recolectadas en la aspersion 7° TL + 20 dias (segundo tratamiento).

Tabla 4

En la Tabla 4 se reporta la mortalidad de los gusanos del algod6n de

Mortalidad del gusano (% muertos en 7* TL +20 dias)

2° Tratamiento 72 horas 96 horas
Control (algodén BT) 75.0 81.7
ATONIK 5 oz/ac 95.0 98.3
ATONIK 10 oz/ac 88.3 93.3
ATONIK 20 oz/ac 86.7 95.0
Control (algodén no BT) 0 3.3




1)

[0042] La Tabla 5 muestra el efecto de los tratamientos con ATONIK sobre

la altura y el nimero de nodos en el algodén BT.

Tabla §
Tratamiento Altura de la Planta (cm) No. Nodos (promedio)
Control (algodén BT) 63.5 18.7
ATONIK 5 oz/ac 61.7 15.8
ATONIK 10 oz/ac 62.0 16.0
ATONIK 20 oz/ac 62.2 17.0
Control (algodén no BT) 61.0 13.8
[0043] Los resultados muestran que el tratamiento con el mejorador-de

transporte de proteinas de acuerdo con la invencion produjo mortalidad mas alta
de los gusanos del algodén bajo ambas condiciones de crecimiento 6ptimo (Tabla
2), y bajo condiciones de estrés de temperatura y falta de agua (Tabla 3 y 4). El
tratamiento con ATONIK, sin embargo, no produjo aumento del crecimiento

vegetativo (Tabla 5).
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REIVINDICACI| NES:

1.

Un método para mantener la eficacia pesticida de las plantas transgénicas que
incluyen un gen que expresa una proteina pesticidamente efectiva, dicho
método comprende: tratar las plantas transgénicas con un mejorador del
transporte de protelnas que estabiliza el transporie de protelnas
pesticidamente efectivas dentro de dichas plantas.

Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la planta transgénica
es algodén o malz.

Un método de acuerdo con reivindicacion 1 en donde la planta transgénica es
algodon, ha sido modificado para expresar la protelna B. thuringgiensis.

Un método de acuerdo con reivindicacién 1 en donde el mejorador de
transporte de proteinas comprende una mezcla de sales de fenolato y
nitroguayacolato.

Un método de acuerdo con reivindicacion 4 en donde el mejorador de
transporte de proteinas se aplica a las plantas a una tasa dentro del intervalo
de 1-100 onzas/acre.

Un método de acﬁerdo con reivindicacién 5 en donde el mejorador de
transporte de proteinas se aplica a las plantas a una tasa dentro del intervalo
de 1-50 onzas/acre.

Un método de acuerdo con reivindicacion 8 donde el mejorador de transporte
de proteinas se aplica a las plantas a una tasa dentro del intervalo de 1-30
onzas/acre.

Un método de acuerdo con reivindicacion 1 donde el mejorador de transporte
de proteinas comprende polioles obtenidos de la reduccién de grupos aldo y

keto en un carbohidrato.
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8 prutein trunsport enhancer. Preferobly, the transgenic plant is a commodity crop that has been modified to express pesticidally

W

effective prolein proteins.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

PCT/USM/23823

[A.  CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
: AOIN 33/22

U.AS. : 5047354, 335

Minimnm docomesmation searched (classification syst=m followed by dassification symbals)

Docimentation. scarched other (han minhnom docomeniation 10 the extent that soch documents are incinded i the fields soarched

Pleass See Contimation Sheet

Hlectronic data hase cansalted during the intermational search (neme of data base and, where practicable, search terms used)

¢ DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

claivn 30.

Chtogory * Ciation of document, with indication, where sppropriate, of the relevantpassages | Relevant 1o cisim No.
A US 6,353,153 B1 (KO ot al) 5 March 2002 (05.03.2002). Seo colwmns 1-4. -8
Y US 6,232,270 B1 (RRANLY et al) 135 May 2001 (15.05.2001). Seo coloms 1, 6, 13, 1-8

D Furtiyr doconents sre Hated in the eontiriation of Bax C.

_g See putent faemily annex.

T omfier spplication ar pesex pubBehed 0 or afar th Intarystivent filing dets

W*  dacement wiich mey ficow doskts an priarity chilmi) or which I ched 0
aatabdich the pubiloion date of ancther citation ar efher spacial roma (
EpoaiBiedy

*0* document reforrieg to m ool daciomrs, sm, sxbkibin or ofher means

7 dossment published prior i the bternatioond (Ring dats bt Inter then he
priocky dats alabond

g Spocial cotagecits of diind docemente: - Tr dacoment yubihad a0ior e Icaniicnd Tling Se o prioriy
date mud et I snfiied with the spplication bt vised 'o wadentnd the
"A" documest dafiging the puayyl sl of fhe et which ks not ommbicrad b b eincipls ar heexy widiying tie lvenlion
of pudenjar relsvess

x toctumi of perticoler relevenre: the cislmad lnvention seandt be
cxmabdored sow] & cmet be coesdderad (o Invalve s yventive siop
whm the docomest bs talee gheng

- docamant of particalar relevsuce; he clalmed lnvestion commet be
wmabicyed to lnviive m feventive stey when e docamant b
omsbined with oae or mare ather swok dovaments, sech combination
belng crvioe i & pesos akilled bn e at

e docwooet ceomber of (e cume eyt fuplly

Date of the actal completion of the mternatiomal search
12 December 2003 (12 12.2003)

R

Name and mailing address of the ISA/US
Mail Stap PCT, Alln: BA/US
Conmissioney for Putenia
P.O. Bax 1450
Alezangicia, Vicginia 22313-1450

Facalmile No. (703) 872-9306

Telephone No. (571) 272-1600

Form PCT/1SA/210 (second sheel) (July 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Contizuation of B. FIELDS SEARCHED Item 3:

WEST (USPAT, PGPUBS, DWPI, BPO, JPO): (nitro)phenniate-, nitrognaiacolate-, protein- + transport-, bt, thoring-. cotton,
comn, zea, malzs, gossipiom

Form PCT/ISAZ210 (sccond sheet) (Fuly 1998)




y PATENT COOPERATION TREATY PCTAIS2003/023822

- - 5

1 From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT _
> 45537
INFORMATION CONCERNING ELECTED DAVIS, Garrett
ar e
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION 1300 16th NW.
Sulte 800 , SRS I et |
Washington, DC 20038 d
(PCT Rule 61.3) ETATS-UNIS D’AMERIQUE
Daie of mailing (day/monihyear) kb
19 August 2004 (19.08.2004)
Applicant’s or agent's file reference
45539 IMPORTANT INFORMATION
Iniernalional application No. Intematicnal filing date (day/month/year) Privrity date {dawmonth/year)
PCTAJS2003/023823 31 July 2003 (31.07.2003) 01 August 2002 (01.08.2002)
Applicant
LTA RESOURCE MANAGEMENT

1. The applicant is hereby informed that the International Burcan hax, according to Article 31(7), notificd aach of the following Offices of its alection:

. EP; AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, BES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, TR
National: BG, CA. CN, CZ, DE, JIP, KP, KR, MN, NO, PL, RO, RU, SK
2. Toe following Offices have wuvullhﬂTmu far the novificarion of their election; the notification will be sent io thern by the Internationsl Burems
anly upon their request:
AP: GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW
EA: AM, AZ, BY, KG,KZ,MD, RU, TJ, TM
OA: BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG
National: AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BR, BY, BZ, CH, CO, CR, CU, DK, DM, DZ, BC, ERE, ES, F1.
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL.. IN, IS, KB, KG, KZ, LC,LK, LR, LS, LT L

MW, MX, MZ, NI, NZ, OM, PG, PH, l’l‘ SC, SD, SE, SG, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC,
VN, YU, ZA,.ZM, ZW
dute

3. ‘The applicant is reminded that he nust enter the "nalions] phase” before the expiralion of 30 roanths frem the priorcity befare each of the Offices
listed ahove. This must ba dot: by paying the national fee(s) and furnishing, if prescribed, 2 tranalation of the intersational spplication (Arnticle 39(1) (a)),
1-4 T)ellu,ulnaamhuhl:.‘ by [xmshing a iransiation of any annexes of the international preliminary examination repert {Anticle 36(3) (b) and Rule

Some offices have fixed time limits expiring laier than the above-mentioned time limit. For detailed information aboai the applicable time limits and the
acts 1o be performed upon entry into the national phase before & particular Office, see Volume Il of the PCT Applicant's Guide.

Enmuim&uwﬂnﬁuﬂﬂuhmuﬂuﬂlllﬂlhﬁmﬂnphrhyd.chnﬂ&hﬂdui.mﬂfﬂﬂumddﬂinin;l
ropean patent.

The Intemational Bureau of WIPO Avuthorized officer
34, ehemin des Colombeties -
121§ Geneva 70, Switzertand Simin Baharlou
Facsimile No.+41 72 740 14 35 Facsimile No.+4| 22 33871 30

Form PCT/IB/A32 (September 1997)



TRATAD DEC OPERACION S BRE PATENTES

De la Oficina Intemacional

PCT Para:

DAVIS, Garrett

1300 19th Street, N.W.
Suite 600

Washington, DC 20036
Estados Unidos de Ameérica




(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA DE ACUERDO CON EL
TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES (PCT)
(19) Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual
Oficina Intemacional
{(43) Fecha Publicacién Internacional: (10) Ndmero Publicaclén Internacional

12 de Febrero de 2004 (12.02.2004) PCT WO 2004/013286 A3

(51)
21)

(22)
(25
(26)
(39}

71)

72)
(74)

(81)

(s4)

Clasificacién Internacional de Patente” AO1N 33/22
Nidmero de Solicitud Intemacional

PCT/US2003/023823
Fecha Presentacién Intemacilonal: 31 da julio de 2003 (31.07.2003)
Idioma de presentacién Inglés
Idioma de Publicacién Inglés
Datos de Prioridad:
60/380,716 1 de Agosto de 2002 (01.08.2002) us
10/420 974 6 de Mayo de 2003 (08.05.2003) us

Solicitante: LTA RESOURCE MANAGEMENT
{us/us]: 4748 Country Road 3667, Portiand, TX 78374 (US).

Inventor LACKEY, James, P.O. Box 183, Taft, TX 78390 (US)

Agentes: DAVIS, Garret et al; 1300 18" Street, N.W., Suite 800,

Washington, DC 20038 (US).

Estados Designados (Naclonal): AE, AG, AL, AM, AT (modelo de utilidad), AT, AU,
AZ, BA BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ (modelo de utilidad), CZ,
DE (modelo de utilldad), DE, DK (modelo de utilidad), DK, DM, DZ, EC, EE, (modelo
de utilidad), EE, ES, Fi (modelo de utilidad), Fi, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL,
IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN,
MW, MX, MZ, NI, NO. NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, G, SK
(modelo de utilidad), SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU,
ZA, ZM, ZWN.

Estados Designados: (regional). ARIPO patente (GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL,
§Z, TZ, UG, ZM, ZW), Patente Eurasia (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM},
Patente Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, Fl, FR, GB, GR, HU, IE,
IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK. TR) OAPI Patente (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA,
GN, G@, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG.

Publicado:

- Con informe de busqueda internacional
- Antes de la expiraciébn del limite de tiempo para modificar las
meivindicaciones y para ser publicado en caso de recibo de

enmiendas.



(88)

(54)

(57

Fecha de publicacién del informe de bisqueda internacional

5 de Agosto de 2004
Para los cédigos de dos ietras y oitras abreviaturas, ver notas de la
*Gula sobre Cdédigos y Abraviaturas” que aparacen al comienzo de cada
edicién regular de la Gaceta PCT.
Titulo: MEJORADOR DE TRANSPORTE DE PROTEINA DE PLANTAS
TRANSGENICAS
Resumen: La expresion y estabilidad de proteinas deseables en
plantas transgénicas son promovidas y mantenidas por el tratamiento
con un mejorador de transporte de proteinas. Preferiblemente, la planta
transgénica es un producto que ha sido modificado para expresar

proteinas de proteina pesticidamente efectivas.



wl

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Aplicacién Internacional No.

PCT/US03/23823
A. CLASIFICACION DEL OBJETO

IPC(7) : AOIN 3322

USCL : 504/354, 355

De acuerdo con !a Clasificacién Intemacional de Patentes (IPC) o con la clasificacién
nacional e IPC

B. CAMPOS CONSULTADOS

Documentacién minima consuitada (sistema de clasificacién seguido por simboios de
clasificacion)
U.S. : 504/354, 355

Documentacion consultada diferente de la documentacién minima en la medida que tales
documentos se incluyen en los campos consultados
NINGUNA

Base electrénica de datos consultada durante la bisqueda intemacional (nombre de ia
base de datos y, cuando sea el caso, términos de blisqueda utilizados)
Ver Hoja a Continuacién

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS IMPORTANTES

Categoria * | Cita de documento con indicacién, cuando sea el | Cormespondiente a
caso, de los pasajes cormespondientes Reivindicacidon No.

A US 6.353.153 B1 (KO et al.) 5 de Marzo de 2002 18
{05.03.2002). Ver columnas 1-4.

Y US 6.232.270 (BRANLY et al.) 15 de Mayo de 2001 1-8
(15.05.2001). Ver columnas 1, 8, 13, reivindicacién 30

[ ] Otros documentos se relacionan a continuacion de la Casilla C.
[ 1] Ver anexo familia de patentes

. Categorfas especiales de documentos T Utimo documento publicado después de

citados la fecha de registro intemacional o fecha

de prioridad y no en conflicto con la

A’ Documento que define el estado general solicitud pero citada para entender el
de la técnica que s8 considera de principio que soporta la invancién

particular importancia
*X" Documento de particular importancia; la

‘E"  Laaplicacidn anterior o patente publicada invencidn relvindicada no se pueds
en 0 después de la fecha de registro considerar nueve o no puede
Internacional considerarse que implique un paso de la

inventiva cuando el documento se toma

‘L Documento que puede suscitar duda solo

sobre las reivindicaclones de prioridad o
que se cita para establecer la fechade “Y" Documento de particular importancia; la

publicacién de otra cita u otra razdn invencién reivindicada no se pueds

especial (segin se especifique) considerar que incluya un paso de la

inventiva cuando el documento se

*O" Documento que se refiere a una combina con uno 0 mas documentos,

revelacion oral, uso o exhibicion u otro siendo ia combinacién evidente para una
medio persona experta en la técnica.

‘P Documento publicado antes de la facha “&° Miembro de documento de la misma
de Registro intemacional pero después familia de patentes
de la fecha en que se reivindictd la
prioridad




Fecha de la terminacién real de la bisqueda
internacional
Diciembre 12 de 2003 (12.12.2003)

Fecha de envio por correo del informe de
blisqueda intemnacional

Junio 29 de 2004

Nombre y direcciéon postal del ISA /US
Mail Stop PCT, Atin. ISA/US
Commisioner for Patents
P.Q. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450
Fax: No. (703) 872-9306

Funcionario Autorizado:
S. Mark Clardy (Firmado)
Teléfono No. (571) 272-1600




TRATADODEC PERACIONS BRE PATENTES
de la OFICINA INTERNACIONAL

PCT Para:

INFORMACION REFERENTE A LAS OFICINAS | DAVIS, Garrett
ELEGIDAS NOTIFICADAS PARA SU ELECCION | 1300 19th Street, N.W.
Suite 600
(PCT Regla 61.3) Washington, DC 20036
Estados Unidos de América

Fecha de envio por comeo {dia/mes/afio)
19 de Agosto de 2004 (19.08.2004)

Referencia del archivo del solicitante o agente INFORMACION IMPORTANTE
45539

Solicitud intemacional No. Fecha de presentacion intema- | Fecha de prioridad (dla/mes/afio)
PCT/US2003/023823 cional (dia/mes/afio) 01 de Agosto de 2002 (01.08.02)
31 de Julio de 2003 (31.07.03)

Solicitante:
LTA RESOURCE MANAGEMENT

1. Elsolicitante se informa que la Oficina Interacional, de acuerdo con el Articulo 31(7) ha notificado
a cada una de las siguientes oficinas de su seleccion:
EP: AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE DK, EE, ES, Fl, FR, GB, GR, HU, I[E, iT, LU, MC, NL, PT,
RO, SE, §I, SK, TR
Naclonal: BG, CA, CN, CZ, DE, JP, KP, KR, MN, NO, PL, RO, RU, SK
2. Las siguientes Oficinas han renunciado al requisito de la notificacién de su eleccidn, La nofificacion
sera enviada a ellas por la Oficina intemacional sélo cuando lo soliciten:
AP: GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, Sz, TZ, UG, ZM, ZW
EA: AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM
OA: BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG
Naclonal: AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BR, BY, BZ, CH, CO, CR, CU, DK, DM, DZ,
EC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, KE, KG, KZ, LC, LK, LR, LS, LT,
LU, LV, MA, MD, MG, MK, MW, MX, MZ, NI, NZ, OM, PG, PH, PT, SC, SD, SE, SG, SL, SY,
TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW
3. Se recuerda al solicitante que debe entrar a la "fase nacional’ antes de la expiracién de 30

meses desde la fecha de prioridad ante cada una de las oficinas relacionadas ariba. Esto debe




hacerse pagando los derechos nacionales y suministrando, si se ordena, una traduccién de la

solicitud internacional (Articulo 39(1)(a)), y también, cuando sea el caso, presentando una

traduccion de los anexos dal informe de examen preliminar intemacional (Articulo 36(3)(b) y Regla

74.1).

Algunas oficinas han fijado limites de tiempo que vencen después del limite de tiempo mencionado

antes. Par informacién detallada acerca de los limites de tiempo aplicables y los actos que deben

realizarse luego de la entrada en la fase nacional ante una oficina particular, ver Volumen li de la Gula

PCT del Solicitante.

La entrada en la fase regional europea se posterga hasta 31 meses desde la fecha de prioridad

para todos los estados designados con el fin de obtener una patente europea.

The Intemational Bureau of WIPQ
34, chemin des Colombettes
1211 Geneve 20, Suiza

Funcionario autorizado
Simin Baharlou
Teléfono No. +41-22 338 7130




Tt PCT/US0Y/23823

PATENT COOPERATION TREATY O
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIRCATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL 'I’go‘gﬁ"sg'g‘“ W
OF PRIORITY DOCUMENT Sulte 600 treet, N.W.
(PCT Administrative instructions, Section 411) Washington, DC 20036
United States of America
Date of malling (day/month/year)
25 September 2003 (26.03.03)
Applicant's or agent’s file reference
45539 IMPORTANT NOTIFICATION
internstional appliostion No. intornational filing date (day/Amonthivear)
PCT/US03/23823 31 July 2003 (31.07.03)
Insmational publicetion dats (day/month/year) Priority dste {day/montfilyear)
Not yet published 01 August 2002 (01.08.02)
Applicant
LTA RESOURCE MANAGEMENT

1. The applicent Is heraby notified of the date of receipt (sxaspt where the letters "NR" sppear In the right-hand column) by the
international Bureau of the priority dooument(s) relating to the sarller application{s} indiostad below. Unless otherwise
Iindioated by an asterisk appearing next to a date of recsipt, or by-the letters "NR", in the right-hand column, the priority
dooumemt concemed was submitted or transmitted to the international Bureau In compliance with Rule 17.1(s) or (b).

2. This updatss and repinces any previoualy issusd notification conceming submission or tranemitial of priority dooumems.

3. An ssteriak{*) appearing next to a date of recelpt, in the right-hand column, denotes a priarity dooument submitted
or transmitted to the International Bureau but not in complianos with Rule 17.1(s) or (b). In such a canas, the sttention
of the spplicant ks directed to Rule 17.1(a) which provides that na designated Offlos may disregard the priarity olaim
oconosmed before giving the applicant an apportunity, upan entry irto the natfonsl phase, to fumish the priority dooumaent
within a ima limit which is reasonable under the circumstances.

4. The letters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not recsived by the intemational
Bureau or which the applicant did not request the receiving Offios to prepare and transmit to the International Bureau,
a1 provided by Rule 17.1(s) ar (b}, respectively. In such a case, the sttention of the applicant Is diregted to Rule 17.1(0) which
provides that no designated Office may disregard the priarity claim conocsmed before giving the applicant an opportunity,
upon entry imo the national phase, to furniah the priority dooumeint within a time limit which Is reasonable under the

olrcumstanoes.
Priarity date Pricrity aoolicstion Mo, Countrv or reglonal Offioe Date of racaint
or PCT regalving Offica of priodty documant
01 Augu 2002 (01.08.02) 60/399,716 19 Sept 2003 (19.09.03)
06 May 2003 (06.05.03) 10/429,974 ' “'“ J !5@ E—*‘ 19 Sept 2003 (19.09.03)
f [Wolebed |
R
The | sonal B u of WIROD Authorized officer
34, chemin des Colombettss ALI SOLEIMAN
1211 Genava 20, Switnorland
Faosimlie No. {41-22} 338.71.30 Telophone No. (41-22) 338 86564

Form PCT/1B/304 (July 1968) 006875110



TRATADODEC PERACION SOBRE PATENTES

De la Oficina Intemacional

PCT Para:
NOTIFICACION REFERENTE A LA DAVIS, Garrett
PRESENTACION O TRANSMISION DE 1300 19th Street, N.W.
DOCUMENTO DE PRIORIDAD Suite 600
Washington, DC 20036
(Instrucciones Administrativas PCT, Seccidn 411) Estados Unidos de América
Fecha de envio por comreo (dia/mes/afio)
25 de Septiembre de 2003 (25.09.03)

Referencia del archivo del solicitante o agente
45539

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud intemacional No.

Fecha de presentacion internacional

PCT/US03/23823 (dia/mes/afio)
31 de Julio de 2003 (31.07.03)
Fecha de publicacién intemacional (dla/mes/afio) | Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
Todavia no publicada 01 de Agosto de 2002 (01.08.02)

Solicitante:
LTA RESOURCE MANAGEMENT

. El solicitante se nofifica de |a fecha del recibo (excepio cuando aparecen las letras "NR" en |a
columna de la izquierda) por la Oficina Intemacional de Documentos sobre Prioridad relacionados
con las solicitudes indicadas abajo. A menos que se indique otra cosa con un asterisco que
aparece cerca de la fecha de recibo, o con las letras “NR" en Ia columna de la derecha, el
documento de prioridad comespondiente fue presentado o trasmitido a la Oficina Internacional en
cumplimiento de la Norma 17.1{a) o (b).

. Esto actualiza y reemplaza cualquier notificacién expedida antes respecto de la presentacion o
transmision de documentos de prioridad.

. Un asterisco{*) que aparece junto a la fecha de recibo, en la columna de la derecha, denota un
documento de prioridad presentado o fransmitido a la Oficina Intemacional pero no en
cumplimiento de la Norma 17.1(a) o {b). En este caso, la atenclén del solicitante se reflere a la
Noma 17.1(c) que dispone que ninguna oficina designada puede hacer caso omiso de la
reivindicacién de prioridad antes de dar al solicitante una oportunidad, a la enirada en la fase

nacional, para suministrar el documento de prioridad dentro de un tiempo limite que es razonable




segun la circunstancia.

4. Las letras “NR" que aparecen en la columna de la derecha denotan un documento de prioridad
que no fue recibido por la Oficina Intemacional o que el solicitante no solicitd a la oficina receptora
preparar y transmitir a la Oficina Intemacional, como se dispone en la Norma 17.1(a) o (b),
respectivamente, En este caso, la atenclén del solicitante se dirige a la Norma 17.1(c) que
dispone que ninguna Oficina designada puede pasar por alto la reivindicacion de prioridad antes
de dar al solicitante una oportunidad, a la entrada en la fase nacional, para presentar el documento

de prioridad dentro de un tiempo limite que es razonable segin las circunstancias.

Fecha de Priorided  Solicitud de prigridad No.  Pals u oficina regional  Fecha de recibo
u Oficina PCT que recibe de documento de prioridad
01 Ago 2002 (01.08.02) 60/359,716 Us _19 Sep 2003 (19.09.03)
06 May 2003 (06.05.03) 10/429,974 Us 19 Sep 2003 (19.09.03)
The Intemational Bureau of WIPO Funcionario autorizado
34, chemin des Colombettes
1211 Geneve 20, Switzerland ALi SOLEIMAN

Teléfono No. (41-22) 338 8554

Formato PCT/IB/304 (Julio de 1998)
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USUARIO  RADICADOR

Radicacion : gSm1gas
LI 1} "CT-MEII
Dependencia) 2809 gy X MEVS
REQU|S|TOS NECESARIOS PARA PRESENTALIUN 1 Auiw. .. JON DEL
TRAMITE
PATENTE DE INVENCION 4 MODELO DE UTILIDAD

COMPLETA ()

Indicaclon de que se solichta ia conceslon de una patente.

Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que se prasenta la solicitud.
Dascripcion de la invencidn.

Dibujos de ser eston pertinentss.y

Comprobante de Pago da las tasas establecidas.

DISERO INDUSTRIAL [ )

indlcacion de que se solicita el registro de Disefo industrial
Natos de identificacion dei solicitante o de la perscaa quis presunia
la solicitud,

()

{1}
()
()
t)

INCOMPLETA ( )

( )
()

Representacion grafica o fotografica det Disefio Indusirial 0 muesira del

Materlal que incorpora ei disefio.
Comprobante de pago de las tasae establecidas

COMPLETA { ) INCOMPLETA

ESQUEMA DE TRAZADO ()

Indicacién de que solicita el registro de un Esquama de trazado.
Datos de Identificacion del soicitante o de la persona que presenta
La solicltud.

Representacion grafica del esquema de irazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio ’d“

2020
Bogoté, D.C.,
Doctor(a) Oficio N°
JESUS ABELARDO CARDENAS A o
" - 1 76 6 K
ASUNTO: Radicacién N° 05-18883
Solicitud internacional PCTAUS2003/023823
Fecha inicio fase nacional 01/03/2005
Trémite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado det examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de ia Decision 486 de la Comisidon de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacibn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, 8 le
comunica que:

H La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionaimente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitants, cuando
ésta fuere persona juridica.

B La solicitud no contiene la copia del documento en que consta ia cesién del
deracho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art 26-k)
Decision 486/00.

" B Sifuere el caso la solicitud debe contener la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional. (Art. 36.2.b) del tratado PCT).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se ie
requieré para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complets los requisitos anteriorments enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderéd su prelacién.

Notifiquese ef presents oficio gnlﬁme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto dejtitulo u/lgro de la Circular Unica N° 10 de 2001.

‘ DES DE VERGEL
Jefe de la Divisjdn de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fiaciop —en . listy, de_ o ;.10
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