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REIVINDICACIONES:
1. Un polinucleétido aislado que codifica una toxina insecticida de Bacillus

thuringiensis o un fragmento insecticida de la misma, donde dicho polinucledtido
se hibridiza, bajo condiciones de hibridacion severas con una o mas de las
secuencias de nucleétidos seleccionadas del grupo formado por las SEQ ID N°:2,
SEQ ID N°:3 (tico01), SEQ ID N°:5(tic1201), SEQ ID N°7 (tic407) y SEQ ID N°:9
(tic417), o con el complemento de las mismas,

2. El polinucleétido aislado de la clausula 1, donde dicha toxina es activa
contra una plaga de insectos coledpteros.

3. El polinucledtido aislado acorde con la clausula 2, donde dicha plaga de
insectos coledpteros se selecciona del grupo formado por gusanos de la raiz del
maiz y escarabajos de papa de Colorado.

4, El polinucledtido acorde con la clausula 3, donde dichos gusanos de la raiz
del maiz se seleccionan del grupo formado por gusanos de la ralz del maiz del
oeste, gusanos de la raiz del malz del sur o gusanos de la ralz del maiz del norte.
5. El polinucledtido acorde con la clausula 1, donde dicha secuencia de
nucledtidos comprende las SEQ ID N°:3, SEQ ID N°.5, SEQ ID N°.7y SEQ ID N°.9

6. Un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una toxina, de 34 a 39 kDa aproxmadamente, activa contra plagas de
coledpteros, donde dicha secuencia de nucleétidos ha sido optimizada para su
expresién en plantas y donde dicha toxina comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo formado por las SEQ ID N°.2, SEQ ID N°4,
SEQ ID N°:6, SEQ ID N°:8 y SEQ ID N°:10.

7. Una célula huésped transformada para contener un polinucleétido que
codifica una proteina insecticida o un fragmento insecticida de la misma, donde
dicho polinuclettido comprende la secuencia de nucleétidos que se selecciona del
grupo de secuencias formado por las SEQ ID N°.3, SEQ ID N°.5, SEQ ID N°.7 y
SEQ ID N°:9.

8. La célula huésped de la clausula 7, donde dicha célula huésped es una
célula vegetal.

9, Una bacteria recombinante que comprende un polinucledtido aislado que
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codifica una proteina insecticida, donde dicha proteina comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo formado por las SEQ ID N®.2, SEQ ID
N°:4, SEQ ID N°:6, SEQ ID N°:8 y SEQ ID N°:10.

10. Un método para controlar una plaga de insectos coledpteros, que
comprende poner dicha plaga en contacto con una cantidad plaguicida de una
proteina toxina de Bacillus thuringiensis, de 34 a 39 kDa aproximadamente, o un
fragmento insecticida de la misma, donde dicha proteina toxina se selecciona del
grupo formado por las SEQ ID N°:2, SEQ ID N°.4, SEQ ID N°:6, SEQ ID N°8 y
SEQ ID N°:10.

11. Un método para controlar una plaga por insectos coledpteros, que
comprende poner dicha plaga en contacto con una cantidad eficaz como pesticida
de una proteina de toxina de Bacillus thuringiensis de 34 aproximadamente a 39
kDa aproximadamente, o un fragmento insecticida de [a misma, donde dicha
proteina de la toxina es codificada por una secuencia de nucleédtidos que es o que
se hibridiza bajo condiciones severas con una secuencia de nucleétidos que
comprende al menos 18 nucledtidos consecutivos seleccionados del grupo
formado por las SEQ ID N°2, SEQ ID N°:3, SEQ ID N°5, SEQ ID N°:7y SEQ ID
N°.9.

12. Una proteina insecticida aislada derivada de Bacillus thuringiensis que
comprende entre 34 kDa aproximadamente y 39 kDa aproximadamente y que esta
codificada por una secuencia de nucledtidos que es, o que se hibridiza bajo
condiciones severas con, una secuencia de nucleétidos que comprende al menos
18 nucledtidos consecutivos seleccionados del grupo formado por las SEQ ID
N°:2, SEQ ID N°:3, SEQ ID N°:5, SEQ ID N°.7 y SEQ ID N°:9.

13. Una proteina insecticida aislada que deriva de Bacillus thuringiensis, que
comprende entre 34 kDa y 39 kDa aproximadamente y esta codificada por una
secuencia de nucledtidos que comprende, o que se hibridiza bajo condiciones
severas con, al menos 18 nucleétidos consecutivos seleccionadas del grupo
formado por las SEQ ID N°1, SEQ ID N°:3, SEQ ID N°:5, SEQ ID N°:7, SEQ ID
N°.9, SEQ ID N°:11 y SEQ ID N°:32 y donde dicha bacteria Bacillus thuringiensis
se selecciona del grupo formado por EG2158, EG6489, EG6561, EG3618,
EG6555, EG6618, 86833 y EG4653.

14. Un método para detectar una primera secuencia de nucledtidos que codifica
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una proteina insecticida, que comprende hibridizar dicha primera secuencia de
nucledtidos con una segunda secuencia de nuclettidos que se selecciona dei
grupo formado por las SEQ ID N°.2, SEQ ID N°:3 (tic901), SEQ ID N°:5(tic1201),
SEQ ID N°:7 (tic407), SEQ 1D N°.9 (tic417), SEQ ID N°:11, SEQ ID N°:12, SEQ ID
N°:15, SEQ ID N°:16, SEQ ID N°:17, SEQ ID N°:18, SEQ ID N°:19, SEQ ID N°:20,
SEQ ID N°:21, SEQ ID N°:22, SEQ ID N°®:23, SEQ ID N°24, SEQ ID N°:25, SEQ
ID N%26, SEQ ID N°:27, SEQ ID N°28, SEQ ID N°:29, y SEQ ID N°.30 y SEQ ID
N°:32, o con el complemento de las mismas bajo condiciones de hibridacién
severas.

15. Una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina insecticida o un
fragmento insecticida o un homélogo de la misma, donde dicha proteina
insecticida o fragmento insecticida u homélogo de la misma se selecciona del
grupo de secuencias formado por las SEQ ID N°1, SEQ ID N°4, SEQ ID N°.6,
SEQ ID N°:8, SEQ ID N°.10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID N°:33.

16. Un método para detectar una primera secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina insecticida, que comprende los pasos de

(a) producir un amplicon a partir de un templado que comprende dicha
primera secuencia de nucledtidos en una muestra usando cebadores de
amplificacién que comprenden las secuencias que se muestran en las SEQ ID
N°:13y SEQ ID N°:14;

(b) aislar y purificar dicho amplicén,

(c) aislar y purificar dicha primera secuencia de nucleétidos completa que
codifica dicha proteina insecticida basado en la secuencia aislada y purificada del
amplicon; y

(d) expresar dicha proteina insecticida en una célula huésped a partir de
dicha primera secuencia de nucleétidos,

donde dicha primera secuencia de nucleétidos se hibndiza con una
segunda secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo formado por las SEQ ID
N°1, SEQ ID N°:3, SEQ ID N°:5, SEQ ID N°:7, SEQ ID N°:9, SEQ ID N°:11, SEQ
ID N°.30 y SEQ ID N*:32 o complementos de las mismas, bajo condiciones de
hibridacién severas.

17. El método acorde con la _clausula 16, donde dicha célula huésped se

selecciona del grupo de células que comprende una célula vegetal, una célula
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bacteriana, una célula fangica, una célula de insecto y una célula de mamifero.

18. El método acorde con la clausula 17, donde dicha célula huésped es una
célula vegetal seleccionada del grupo de células vegetales que comprende una
célula vegetal monocotileddnea y una célula vegetal dicotileddnea.

19. El meétodo acorde con la clausula 18, donde dicha célula vegetal
monocotiledénea se selecciona del grupo de células vegetales que comprende
una célula vegetal de maiz, una célula vegetal de trigo, una célula vegetal de
arroz, una célula vegetal de avena, una célula vegetal de cebolla y una célula
vegetal de pasto.

20. El método acorde con la clausula 18, donde dicha célula vegetal
dicotiledénea se selecciona del grupo de células vegetales que comprende una
célula vegetal de algodén, una célula vegetal de canola, una célula vegetal de
soja, una célula vegetal de arboles frutales, una célula vegetal de quimbombé, una
célula vegetal de pimiento, una célula vegetal de una planta ornamental, una
célula vegetal de girasol, una célula vegetal de pepino y una célula vegetal de
melon.

21. Una molécula aislada de acido nucleico, que comprende una secuencia de
polinucledtidos que codifica una protelna toxina, donde dicha proteina toxina
comprende una secuencia que presenta al menos un 70% de identidad de
secuencia aproximadamente con una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo de secuencias de aminoacidos formado por las SEQ ID N°:2, SEQ ID N°4,
SEQ ID N°:6, SEQ ID N°.8, SEQ ID N°:10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID N°.33, o una
variante activa en coledpteros o una porcién de la misma.

22. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia de
polinucledtidos que codifica una protelna toxica para plagas de insectos
coledpteros, donde dicha secuencia de polinucledtidos se hibridiza con una
secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por las SEQ ID N°:2,
SEQ ID N°.3 (tic901), SEQ ID N°:5(tic1201), SEQ ID N°'7 (tic407), SEQ ID N°.9
(tic417), SEQ ID N°:11, SEQ ID N%12, SEQ ID N%15, SEQ ID N°16, SEQ ID
N°:17, SEQ ID N°:18, SEQ ID N°:19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N°:21, SEQ ID N°:22,
SEQ ID N°:23, SEQ ID N°:24, SEQ ID N°:25, SEQ ID N°:26, SEQ ID N°:27, SEQ
ID N°:28, SEQ ID N°:29, SEQ ID N°:30 y SEQ ID N°:32, o con el complemento de

las mismas, bajo condiciones de hibridacién severas.
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23. El acido nucleico aislado de 1a clausula 1 6 5, donde dicha secuencia de
polinucleétidos se alsla de una bacteria.

24,  El acido nucleico aislado de la clausula 6, donde dicha secuencia de
polinucledtidos se alsla de Bacillus thuringiensis.

25. Una protelna toxina sustancialmente purificada, donde dicha proteina
toxina comprende una secuencia que tiene al menos un 70% de identidad de
secuencia aproximadamente con una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo formado por las SEQ ID N°:2, SEQ ID N°.4, SEQ ID N°'6, SEQ ID N*8, SEQ
ID N°:10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID N°.33.

26. La proteina toxina sustancialmente purificada de la clausula 25, donde
dicha proteina toxina comprende la SEQ ID N°: 4.

27. Una construccion de ADN recombinante que comprende una secuencia de
polinucledtidos que codifica una proteina insecticida, donde dicha secuencia de
polinuclettidos es al menos un 70% idéntica aproximadamente a la SEQ ID N° 13,
donde dicha proteina insecticida se selecciona del grupo formado por todo o un
fragmento insecticida de una proteina de las SEQ ID N°:4, SEQ ID N°:6, SEQ ID
N°.8, SEQ ID N°:10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID N°:33.

28. La construccion de ADN recombinante de la clausula 27, donde dicha
secuencia de polinucledtidos se muestra en la SEQ ID N°:3.

29. La construccion de ADN recombinante de la cldusula 28, que ademas
comprende un promotor o una regién promotora parcial ligado operativamente a

dicha secuencia de polinucleétidos.

- 30. La construccion de ADN recombinante de la clausula 29, donde dicho

promotor es un promotor constitutivo, un promotor inducible o un promotor
especifico de tejidos.

31. La construccibn de ADN recombinante de la clausula 30, donde dicho
promotor es el promotor 358 del virus en mosaico de la coliflor (CaMV).

32. La construccion de ADN recombinante de la clausula 31, que ademas
comprende un intrén.

33. La construccién de ADN recombinante de la clausula 32, donde dicho intrén
es el intrén hsp70.

34. La construccion de ADN recombinante de la clausula 33, que ademas

comprende una region no traducida 3’ ligada operativamente.
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35. Una célula huésped recombinante transformada con una secuencia de
polinucledtidos de la clausula 1 o de la clausula 27 que codifican una proteina
insecticida, donde dicha célula huésped recombinante expresa dicha proteina que
es al menos un 70% similar aproximadamente en cuanto a secuencia de
aminoacidos a una proteina insecticida seleccionadé del grupo formado por las
SEQ 1D N°:4, SEQ ID N°:6, SEQ ID N°:8, SEQ ID N°:10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID
N°:33.

38. La célula huésped recombinante de la clausula 35, donde dicha célula
huésped recombinante es una célula vegetal.

37. Un método para expresar una proteina insecticida en una célula vegetal
que comprende los pasos de:

(a) insertar en el genoma de una célula vegetal una secuencia de acido
nucleico que comprende:

(i) un promotor funcional en dicha célula vegetal ligado operativamente a,

(i) un ADN estructural que codifica una proteina seleccionada del grupo
formado por las SEQ ID N°4, SEQ ID N°:6, SEQ ID N°:8, SEQ ID N*10, SEQ ID
N°:31, SEQ ID N°:33 y proteinas insecticidas que son al menos un 70% similares
aproximadamente a dicho grupo de proteinas y

(iii) una secuencia de ADN no traducida 3' cuya funcién en la célula vegetal
causa la terminacidn de la transcripcion y poliadenilacién,

(b) obtener dicha célula vegetal transformada para contener la secuencia de
acido nucleico del paso (a); y

(c) regenerar a partir de la célula vegetal transformada una planta
genéticamente transformada que expresa una cantidad insecticida de dicha
protelna insecticida.

38. Una semilla producida por la planta transformada de la clausula 37.

39  Una planta cultivada a partir de la semilla de la clausula 38.

40. Una muestra bioldgica derivada de una planta, tejido o semilla, donde dicha
muestra comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una protelna
insecticida seleccionada del grupo fomado por las SEQ ID N°:4, SEQ ID N°6,
SEQ ID N°.8, SEQ ID N°:10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID N33

41. La muestra biolégica de la clausula 40, que comprende una planta, tejido o

semilla de una planta transgénica que codifica dicha proteina

357



42. La muestra biolégica de la clausula 41, donde dicha muestra se selecciona
del grupo formado por un extracto que se puede obtener de la planta transgénica y
donde dicho extracto comprende una secuencia de nuclettidos que codifica un
fragmento insecticida de una proteina seleccionada del grupo formado por las
SEQ ID N°4, SEQ ID N°.8, SEQ ID N°:8, SEQ ID N°:10, SEQ ID N°:31 y SEQ ID
N°:33.

43. La muestra biolégica de la clausula 42, donde dicha muestra se selecciona
del grupo formado por harina de maiz, alimento de maiz, jarabe de maiz, aceite de
maiz, almidén de malz y cereales elaborados total o parcialmente con
subproductos de maliz.

44. Un extracto derivado de una planta, tejido o semilla de maiz transgénico,
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un fragmento
insecticida de una proteina seleccionada del grupo formado por las SEQ ID N°:4,
SEQ ID N°:6, SEQ ID N°:8, SEQ ID N°:10, SEQ ID N°;31 y SEQ ID N°:33.

45. El extracto de la clausula 44, donde dicha secuencia se puede detectar en
dicho extracto usando un método de amplificacién de &acidos nucleicos o de
hibridacién de &cidos nucleicos.

46. El extracto de la clausula 45, que comprende una planta, tejido o semilla de
una planta de malz transgénico que expresa dicha proteina.

47. El extracto de la clausula 46, donde dicha muestra se selecciona del grupo
formado por harina de maiz, alimento de maiz, jarabe de maiz, aceite de malz,
almidén de maiz y cereales elaborados total o parcialmente con subproductos de

maiz.

35y



