REIVINDICACIONES MODIFICADAS EN RESPUESTA A AO 10598

1. Una toxina Cryl1Ca modificada, CARACTERIZADA porque comprende los
residuos 2 a 68 de SEQ ID NO:2, donde el residuo de amino acido 54 de SEQ ID NO:2 es
seleccionado del grupo consistente en Gly y Ala, el residuo de amino acido 57 de SEQ
ID NO:2 es seleccionado del grupo consistente en Leu y Met, y el residuo de amino

acido 68 de SEQ ID NO:2 es seleccionado del grupo consistente en Val, Phe e lle.

2. Una toxina CrylCa modificada, CARACTERIZADA porque comprende los
residuos 2 a 628 de SEQ ID NO:2, donde el residuo de amino acido 54 de SEQ ID NO:2
es seleccionado del grupo consistente en Gly y Ala, el residuo de amino acido 57 de
SEQ ID NO:2 es seleccionado del grupo consistente en Leu y Met, el residuo de amino
acido 68 de SEQ ID NO:2 es seleccionado del grupo consistente en Val, Phe e lle, el
residuo de amino acido 73 de SEQ ID NO:2 es seleccionado del grupo consistente en
Trp, Ala y Met, el residuo de amino acido 596 de SEQ ID NO:2 es seleccionado del
grupo consistente en Phe, Met y Ala, y el residuo de amino acido 620 de SEQ ID NO:2

es seleccionado del grupo consistente en Leu y Phe.

3. Las toxinas CrylCa modificadas de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADAS porque ademas comprenden una extension carboxi terminal

consistente en los residuos de amino acidos 629 a 1164 de SEQ ID NO:36.



4, Las toxinas CrylCa modificadas de acuerdo con la

reivindicacion 2,

CARACTERIZADAS porque ademds comprenden una extensidon carboxi terminal

consistente en los residuos de amino acidos 629 a 1164 de SEQ ID NO:36.

5. Las toxinas CrylCa modificadas de acuerdo con la
CARACTERIZADAS porque ademas comprenden una extension

consistente en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40.

6. Las toxinas CrylCa modificadas de acuerdo con la
CARACTERIZADAS porque ademas comprenden una extensidon

consistente en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40.

7. Las toxinas CrylCa modificadas de acuerdo con la
CARACTERIZADAS porque ademas comprenden una extension

consistente en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40.

8. Las toxinas CrylCa modificadas de acuerdo con la
CARACTERIZADAS porque ademas comprenden una extension

consistente en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40.

reivindicacion 1,

amino terminal

reivindicacion 2,

amino terminal

reivindicacion 3,

amino terminal

reivindicacion 4,

amino terminal

9. Una toxina Cry1Ca modificada, CARACTERIZADA porque es seleccionada

del grupo consistente en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID



NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ
ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32,

SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:38 y SEQ ID NO:40.

10. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 1.

11. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacién 2.

12. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 3.

13. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 4.

14. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 5.

15. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 6.



16. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 7.

17. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque codifica las

toxinas CrylCa modificadas de la reivindicacion 8.

18. Una secuencia de acidos nucleicos, CARACTERIZADA porque es elegida
del grupo consistente en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ

ID NO:33, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:39.

19. Un método para controlar plagas de insectos de plantas,
CARACTERIZADO porque comprende cultivar plantas transgénicas que expresan una o
mas toxinas CrylCa modificadas y permitir que plagas susceptibles se alimenten de

dichas plantas transgénicas.

20. El método de acuerdo con la reivindicacidon 19, CARACTERIZADO porque
las una o mas toxinas CrylCa modificadas comprenden una o mds toxinas CrylCa

modificadas de las reivindicaciones 1 a 9.



21. Un método para controlar plagas de insectos de plantas que han
desarrollado resistencia a otras toxinas Cry, CARACTERIZADO porque comprende
cultivar plantas transgénicas que expresan una o mas toxinas CrylCa modificadas y

permitir que plagas susceptibles se alimenten de dichas plantas transgénicas.



atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggceg
gatgcgtttc
aatgctgcaa
ttcaaggagt
ttccgcecatcce
gaggttcctc
gattcagtca
aatcggttga

ggtctgaaca

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Dow AgroSciences LLC

Sheets, Joel

Narva, Ken E.

Meade, Thomas

Hey, Timothy

Tan, Sek Yee

Etter, Audrey

Glancy, Todd

Armstrong, Janna

Coram, Tristan

Madduri, Krishna

King, James Edward

Lee, Ryan M.

Lin, Gaofeng

Li, Jianguan
<120>
<130> 70951
<160> 40
<170> PatentIn versidén 3.5
<210> 1
<211> 1878
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> regidn codificadora sintetizada
<400> 1
atggataaca accccaacat taacgagtgc
gaagtgctct tggatggcga gaggatttcg
tccttggttc agttccttgt gtctaacttc
atcgacttcg tctggggaat tgtccagtgg
atcaacgaga ggatcgctga gttcgcgaga
ggcaacaact tcaacatcta cgtggaggcg
ccagcgacca gaacgagggt tatagatcgg
gacatcccga gcttccgcat ttcgggattt
gctgctaatc tgcatctggc catcttgagg
cttacgacta tcaacgtgaa cgagaactac
gccgaccact gtgctaacac ctacaatagg
caagactgga taacctacaa taggctcaga

cgggacctca

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
tggtgcagat
tcgccaacct
gggaagagga
tcgatggcect
tgctctcagt
tctttggcga
ttcggcacat
atctgccaaa

ctctcaccgt

MUTANTES DE CRY1CA UTILES PARA EL CONTROL DE PLAGAS DE INSECTOS

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
agagcagctg
tgaagggctt
ccctaagaat
tttggagagg
ctacgctcaa
acgctggggt
agacgagtat
gtcaacgtat

gctggacata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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gctgccecttcet
actcgcgagg
cagctgccca
atacttaaca
ggagggcaca
ggaagggagg
acacttagca
ctgaggggag
agagggacag
gagggctact
ctgaccactg
gacccagaga
agcgtgatca
gatttcgtga
ttcagatacg
ggagtcggag
aacctcacca
aatccggaca
ggcgagctgt
tcggatcttg
<210> 2

<211> 625
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 2

ttccgaacta
tctacaccga
ccttcaatgt
acctcactat
gagtgatttc
ccaaccaaga
atcccacatt
tggagggtgt
tggactcact
cgcaccggcet
gggttgtctt
ggatcaatca
ccggacctgg
gccttcaagt
cctcatccag
gccaagttag
gcagaacctt
taatcggcat
acatcgacaa

aaaggtga

cgacaaccgg
tccecceteatce
gatggaaaac
cttcaccgat
aagcctcatt
gccaccaagg
gcgcttgctg
ggagttctcg
gacagaactc
ttgccatgcc
tagctggact
gatccctctg
tttcactggt
caacatcaat
agacgcaagg
cgtcaacatg
tcgctataca
atccgagcag

gattgagatc

Secuencia artificial

agatatccta
aacttcaatc
tcagcgatcc
tggttttcag
ggaggaggga
tctttcacct
caacagccgt
acgcctacaa
ccacctgagg
accttcgtcc
caccgctcag
gtgaagggct
ggggatatcc
tccccaatca
gtcatcgtcc
ccgttgcaga
gatttcagca
cccttgtteg

attctcgcag

ttcaacccgt
cccagctgcea
ggaatcccca
ttggacgcaa
acattacatc
tcaacggtcc
ggccagcacc
actcctttac
acaactctgt
agaggtctgg
cgacgctgac
ttcgcgtttyg
tcagacgcaa
cccagagata
ttactggagc
aaacgatgga
accctttctce
gtgctgggtc

atgcgactct

traducida de la regidén codificadora sintetizada

tggtcagctc
atcggtcgca
tctgtttgac
cttctactgg
gcctatctat
ggtgttcaga
accattcaat
gtacagaggc
tccteccgagg
cacgcctttt
caacacaatc
gggtggcaca
tacgtttggc
tcggcectcege
agccagcacc
aatcggtgaa
cttcagagcc

catctcttct

ggaggctgaa

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu

1

5

10

15

Ser Asn Pro Glu Glu Val Leu Leu Asp Gly Glu Arg Ile Ser Thr Gly

20

25

30

Asn Ser Ser Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Val Gln Phe Leu Val Ser

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1878
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Asn

Trp

65

Ile

Leu

Glu

Asp

Phe

145

Ala

Glu

Leu

Asn

Thr

225

Ala

Val
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Phe
50

Gly

Asn

Glu

Trp

Arg

130

Arg

Ala

Arg

Ile

Arg

210

Tyr

Ala

Gly

35

Val

Ile

Glu

Gly

Glu

115

Phe

Ile

Asn

Trp

Arg

195

Gly

Asn

Phe

Gln

Pro

Val

Arg

Leu

100

Glu

Arg

Ser

Leu

Gly

180

His

Leu

Arg

Phe

Leu
260

Gly

Gln

Ile

85

Gly

Asp

Ile

Gly

His

165

Leu

Ile

Asn

Leu

Pro

245

Thr

Gly

Trp

70

Ala

Asn

Pro

Leu

Phe

150

Leu

Thr

Asp

Asn

Arg

230

Asn

Arg

Gly
55

Asp

Glu

Asn

Lys

Asp

135

Glu

Ala

Thr

Glu

Leu

215

Arg

Tyr

Glu

40

Phe

Ala

Phe

Phe

Asn

120

Gly

Val

Ile

Ile

Tyr

200

Pro

Asp

Asp

Val

Leu

Phe

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

185

Ala

Lys

Leu

Asn

Tyr
265

Val

Leu

Arg

90

Ile

Ala

Leu

Leu

Arg

170

Val

Asp

Ser

Thr

Arg

250

Thr

Gly

Val

75

Asn

Tyr

Thr

Glu

Leu

155

Asp

Asn

His

Thr

Leu

235

Arg

Asp

Leu
60

Gln

Ala

Val

Arg

Arg

140

Ser

Ser

Glu

Cys

Tyr

220

Thr

Tyr

Pro

45

Ile

Ile

Ala

Glu

Thr

125

Asp

Val

Val

Asn

Ala

205

Gln

Val

Pro

Leu

Asp

Glu

Ile

Ala

110

Arg

Ile

Tyr

Ile

Tyr

190

Asn

Asp

Leu

Ile

Ile
270

Phe

Gln

Ala

95

Phe

Val

Pro

Ala

Phe

175

Asn

Thr

Trp

Asp

Gln

255

Asn

Val

Leu

80

Asn

Lys

Ile

Ser

Gln

160

Gly

Arg

Tyr

Ile

Ile

240

Pro

Phe
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Asn

Glu

Leu

305

Gly

Ser

Thr

Leu

Glu

385

Arg

Val

Val

Trp

Ile

465

Ser

Asn
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Pro

Asn

290

Thr

Gly

Pro

Phe

Leu

370

Gly

Gly

Pro

Gln

Thr

450

Asn

Val

Thr

Gln

275

Ser

Ile

His

Ile

Asn

355

Gln

Val

Thr

Pro

Arg

435

His

Gln

Ile

Phe

Leu

Ala

Phe

Arg

Tyr

340

Gly

Gln

Glu

Val

Arg

420

Ser

Arg

Ile

Thr

Gly
500

Gln

Ile

Thr

Val

325

Gly

Pro

Pro

Phe

Asp

405

Glu

Gly

Ser

Pro

Gly

485

Asp

Ser

Arg

Asp

310

Ile

Arg

Val

Trp

Ser

390

Ser

Gly

Thr

Ala

Leu

470

Pro

Phe

Val

Asn

295

Trp

Ser

Glu

Phe

Pro

375

Thr

Leu

Tyr

Pro

Thr

455

Val

Gly

Val

Ala

280

Pro

Phe

Ser

Ala

Arg

360

Ala

Pro

Thr

Ser

Phe

440

Leu

Lys

Phe

Ser

Gln

His

Ser

Leu

Asn

345

Thr

Pro

Thr

Glu

His

425

Leu

Thr

Gly

Thr

Leu
505

Leu

Leu

Val

Ile

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

Arg

Thr

Asn

Phe

Gly

490

Gln

Pro

Phe

Gly

315

Gly

Glu

Ser

Phe

Ser

395

Pro

Leu

Thr

Thr

Arg

475

Gly

Val

Thr

Asp

300

Arg

Gly

Pro

Asn

Asn

380

Phe

Pro

Cys

Gly

Ile

460

Val

Asp

Asn

Phe

285

Ile

Asn

Gly

Pro

Pro

365

Leu

Thr

Glu

His

Val

445

Asp

Trp

Ile

Ile

Asn

Leu

Phe

Asn

Arg

350

Thr

Arg

Tyr

Asp

Ala

430

Val

Pro

Gly

Leu

Asn
510

Val

Asn

Tyr

Ile

335

Ser

Leu

Gly

Arg

Asn

415

Thr

Phe

Glu

Gly

Arg

495

Ser

Met

Asn

Trp

320

Thr

Phe

Arg

Val

Gly

400

Ser

Phe

Ser

Arg

Thr

480

Arg

Pro
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Ile Thr Gln Arg Tyr Arg Leu Arg Phe Arg Tyr
515 520

Ala Arg Val Ile Val Leu Thr Gly Ala Ala Ser
530 535

Gln Val Ser Val Asn Met Pro Leu Gln Lys Thr

545 550 555

Asn Leu Thr Ser Arg Thr Phe Arg Tyr Thr Asp

565 570
Ser Phe Arg Ala Asn Pro Asp Ile Ile Gly Ile
580 585
Phe Gly Ala Gly Ser Ile Ser Ser Gly Glu Leu
595 600

Glu Ile Ile Leu Ala Asp Ala Thr Leu Glu Ala
610 615

Arg

625

<210> 3

<211> 1878

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn codificadora sintetizada

<400> 3

atggataaca accccaacat taacgagtgc atcccgtaca

gaagtgctct tggatggcga gaggatttcg actggcaaca

tcecttggttce agttccttgt gtctaacttc gtccctggceg

atcgacttcg tctggggaat tgtccagtgg gatgcgtttc

atcaacgaga ggatcgctga gttcgcgaga aatgctgcaa

ggcaacaact tcaacatcta cgtggaggcg ttcaaggagt

ccagcgacca gaacgagggt tatagatcgg ttccgcatcc

gacatcccga gcttccgcat ttcgggattt gaggttcctce

gctgctaatc tgcatctggc catcttgagg gattcagtca

cttacgacta tcaacgtgaa cgagaactac aatcggttga

Ala Ser Ser

525

Thr
540

Gly Val

Met Glu Ile

Phe Ser Asn

Glu Gln

590

Ser

Ile
605

Tyr Asp

Glu
620

Ser Asp

actgcctctc
gctccatcga
ccggcttcecet
tggtgcagat
tcgccaacct
gggaagagga
tcgatggcect
tgctctcagt
tctttggcga

ttcggcacat

Arg Asp

Gly

Gly

Glu
560

Gly

Pro Phe

575

Pro Leu

Lys Ile

Leu Glu

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
agagcagctg
tgaagggctt
ccctaagaat
tttggagagg
ctacgctcaa

acgctggggt

agacgagtat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gccgaccact
caagactgga
gctgccecttcet
actcgcgagg
cagctgccca
atacttaaca
ggagggcaca
ggaagggagg
acacttagca
ctgaggggag
agagggacag
gagggctact
ctgaccactg
gacccagaga
agcgtgatca
gatttcgtga
ttcagatacg
ggagtcggag
aacctcacca
aatccggaca
ggcgagctgt
tcggatcttg
<210> 4

<211> 625
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 4

gtgctaacac
taacctacaa
ttccgaacta
tctacaccga
ccttcaatgt
acctcactat
gagtgatttc
ccaaccaaga
atcccacatt
tggagggtgt
tggactcact
cgcaccggct
gggttgtctt
ggatcaatca
ccggacctgg
gccttcaagt
cctcatccag
gccaagttag
gcagaacctt
taatcggcat
acatcgacaa

aaaggtga

ctacaatagg
taggctcaga
cgacaaccgg
tccecteatce
gatggaaaac
cttcaccgat
aagcctcatt
gccaccaagg
gcgcttgctg
ggagttctcg
gacagaactc
ttgccatgcc
tagctggact
gatccctctg
tttcactggt
caacatcaat
agacgcaagg
cgtcaacatg
tcgctataca
atccgagcag

gattgagatc

Secuencia artificial

ggtctgaaca
cgggacctca
agatatccta
aacttcaatc
tcagcgatcc
tggttttcag
ggaggaggga
tctttcacct
caacagccgt
acgcctacaa
ccacctgagg
accttcgtcc
caccgctcag
gtgaagggct
ggggatatcc
tccccaatca
gtcatcgtcc
ccgttgcaga
gatttcagca
cccttgttcg

attctcgcag

atctgccaaa
ctctcaccgt
ttcaacccgt
cccagctgca
ggaatcccca
ttggacgcaa
acattacatc
tcaacggtcc
ggccagcacc
actcctttac
acaactctgt
agaggtctgg
cgacgctgac
ttcgcgtttyg
tcagacgcaa
cccagagata
ttactggagc
aaacgatgga
accctttctce
gtgctgggtc

atgcgactct

traducida de la regidén codificadora sintetizada

gtcaacgtat
gctggacata
tggtcagctc
atcggtcgca
tctgtttgac
cttctactgg
gcctatctat
ggtgttcaga
accattcaat
gtacagaggc
tccteccgagg
cacgcctttt
caacacaatc
gggtggcaca
tacgtttggc
tcggctccge
agccagcacc
aatcggtgaa
cttcagagcc

catctcttct

ggaggctgaa

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu

1

5

10

15

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1878
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Ser

Asn

Asn

Trp

65

Ile

Leu

Glu

Asp

Phe

145

Ala

Glu

Leu

Asn

Thr

225

Ala
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Asn

Ser

Phe

50

Gly

Asn

Glu

Trp

Arg

130

Arg

Ala

Arg

Ile

Arg

210

Tyr

Ala

Pro

Ser

35

Val

Ile

Glu

Gly

Glu

115

Phe

Ile

Asn

Trp

Arg

195

Gly

Asn

Phe

Glu

20

Ile

Pro

Val

Arg

Leu

100

Glu

Arg

Ser

Leu

Gly

180

His

Leu

Arg

Phe

Glu

Asp

Gly

Gln

Ile

85

Gly

Asp

Ile

Gly

His

165

Leu

Ile

Asn

Leu

Pro
245

Val

Ile

Ala

Trp

70

Ala

Asn

Pro

Leu

Phe

150

Leu

Thr

Asp

Asn

Arg

230

Asn

Leu

Ser

Gly

55

Asp

Glu

Asn

Lys

Asp

135

Glu

Ala

Thr

Glu

Leu

215

Arg

Tyr

Leu

Leu

40

Phe

Ala

Phe

Phe

Asn

120

Gly

Val

Ile

Ile

Tyr

200

Pro

Asp

Asp

Asp

25

Ser

Leu

Phe

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

185

Ala

Lys

Leu

Asn

Gly

Leu

Val

Leu

Arg

90

Ile

Ala

Leu

Leu

Arg

170

Val

Asp

Ser

Thr

Arg
250

Glu

Val

Gly

Val

75

Asn

Tyr

Thr

Glu

Leu

155

Asp

Asn

His

Thr

Leu

235

Arg

Arg

Gln

Leu

60

Gln

Ala

Val

Arg

Arg

140

Ser

Ser

Glu

Cys

Tyr

220

Thr

Tyr

Ile

Phe

45

Ile

Ile

Ala

Glu

Thr

125

Asp

Val

Val

Asn

Ala

205

Gln

Val

Pro

Ser

30

Leu

Asp

Glu

Ile

Ala

110

Arg

Ile

Tyr

Ile

Tyr

190

Asn

Asp

Leu

Ile

Thr

Val

Phe

Gln

Ala

95

Phe

Val

Pro

Ala

Phe

175

Asn

Thr

Trp

Asp

Gln
255

Gly

Ser

Val

Leu

80

Asn

Lys

Ile

Ser

Gln

160

Gly

Arg

Tyr

Ile

Ile

240

Pro
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Val

Asn

Glu

Leu

305

Gly

Ser

Thr

Leu

Glu

385

Arg

Val

Val

Trp

Ile

465

Ser

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Gly

Pro

Asn

290

Thr

Gly

Pro

Phe

Leu

370

Gly

Gly

Pro

Gln

Thr

450

Asn

Val

Gln

Gln

275

Ser

Ile

His

Ile

Asn

355

Gln

Val

Thr

Pro

Arg

435

His

Gln

Ile

Leu

260

Leu

Ala

Phe

Arg

Tyr

340

Gly

Gln

Glu

Val

Arg

420

Ser

Arg

Ile

Thr

Thr

Gln

Ile

Thr

Val

325

Gly

Pro

Pro

Phe

Asp

405

Glu

Gly

Ser

Pro

Gly
485

Arg

Ser

Arg

Asp

310

Ile

Arg

Val

Trp

Ser

390

Ser

Gly

Thr

Ala

Leu

470

Pro

Glu

Val

Asn

295

Trp

Ser

Glu

Phe

Pro

375

Thr

Leu

Tyr

Pro

Thr

455

Val

Gly

Val

Ala

280

Pro

Phe

Ser

Ala

Arg

360

Ala

Pro

Thr

Ser

Phe

440

Leu

Lys

Phe

Tyr

265

Gln

His

Ser

Leu

Asn

345

Thr

Pro

Thr

Glu

His

425

Leu

Thr

Gly

Thr

Thr

Leu

Leu

Val

Ile

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

Arg

Thr

Asn

Phe

Gly
490

Asp

Pro

Phe

Gly

315

Gly

Glu

Ser

Phe

Ser

395

Pro

Leu

Thr

Thr

Arg

475

Gly

Pro

Thr

Asp

300

Arg

Gly

Pro

Asn

Asn

380

Phe

Pro

Cys

Gly

Ile

460

Val

Asp

Leu

Phe

285

Ile

Asn

Gly

Pro

Pro

365

Leu

Thr

Glu

His

Val

445

Asp

Trp

Ile

Ile

270

Asn

Leu

Phe

Asn

Arg

350

Thr

Arg

Tyr

Asp

Ala

430

Val

Pro

Gly

Leu

Asn

Val

Asn

Tyr

Ile

335

Ser

Leu

Gly

Arg

Asn

415

Thr

Phe

Glu

Gly

Arg
495

Phe

Met

Asn

Trp

320

Thr

Phe

Arg

Val

Gly

400

Ser

Phe

Ser

Arg

Thr

480

Arg
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Asn Thr Phe

Ile Thr Gln

515

Ala Arg Val

530

Gln
545

Val Ser

Asn Leu Thr

Ser Phe Arg

Phe Ala

595

Gly

Glu Ile

610

Ile

Arg
625

<210> 5

<211> 1878
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 5
atggataaca

gaagtgctct
tccttggtte
atcgacttcg
atcaacgaga
ggcaacaact
ccagcgacca

gacatcccga

Gly
500

Asp
Arg Tyr
Ile

Val

Val Asn

Phe

Arg

Leu

Met

Val Ser

Leu Arg

520

Thr
535

Gly

Pro Leu

550

Ser Arg

565

Ala
580

Asn

Gly Ser

Leu Ala

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
ggatcgctga
tcaacatcta
gaacgagggt

gcttccgceat

Thr

Pro

Ile

Asp

Phe Arg

Ile

Asp

Ser
600

Ser

Ala
615

Thr

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtccagtgg
gttcgcgaga
cgtggaggcg
tatagatcgg

ttcgggattt

Leu Gln Val

505

Phe Arg Tyr

Ala Ala Ser

Gln Thr

555

Lys

Thr
570

Tyr Asp

Ile
585

Gly Ile

Gly Glu Leu

Leu Glu Ala

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
gatgcgtttc
aatgctgcaa
ttcaaggagt
ttccgcatcce

gaggttcctc

Ile Asn

510

Asn

Ala Ser Ser

525

Thr
540

Gly Val

Met Glu Ile

Phe Ser Asn

Glu Gln

590

Ser

Ile
605

Tyr Asp

Glu
620

Ser Asp

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcgce
tggtgcagat
tcgccaacct
gggaagagga
tcgatggcect

tgctctcagt

Ser Pro

Arg Asp
Gly

Gly

Glu
560

Gly

Pro Phe

575

Pro Leu

Lys Ile

Leu Glu

gaatccagaa
catttccctc
cgttggcctt
agagcagctg
tgaagggctt
ccctaagaat
tttggagagg

ctacgctcaa

60

120

180

240

300

360

420

480
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gctgctaatc
cttacgacta
gccgaccact
caagactgga
gctgccttct
actcgcgagg
cagctgccca
atacttaaca
ggagggcaca
ggaagggagg
acacttagca
ctgaggggag
agagggacag
gagggctact
ctgaccactg
gacccagaga
agcgtgatca
gatttcgtga
ttcagatacg
ggagtcggag
aacctcacca
aatccggaca
ggcgagctgt
tcggatcttg
<210> 6

<211> 625
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

tgcatctggc
tcaacgtgaa
gtgctaacac
taacctacaa
ttccgaacta
tctacaccga
ccttcaatgt
acctcactat
gagtgatttc
ccaaccaaga
atcccacatt
tggagggtgt
tggactcact
cgcaccggct
gggttgtctt
ggatcaatca
ccggacctgg
gccttcaagt
cctcatccag
gccaagttag
gcagaacctt
taatcggcat
acatcgacaa

aaaggtga

catcttgagg
cgagaactac
ctacaatagg
taggctcaga
cgacaaccgg
tccecteatce
gatggaaaac
cttcaccgat
aagcctcatt
gccaccaagg
gcgcttgctg
ggagttctcg
gacagaactc
ttgccatgcc
tagctggact
gatccctctg
tttcactggt
caacatcaat
agacgcaagg
cgtcaacatg
tcgctataca
atccgagcag

gattgagatc

Secuencia artificial

gattcagtca
aatcggttga
ggtctgaaca
cgggacctca
agatatccta
aacttcaatc
tcagcgatcc
tggttttcag
ggaggaggga
tctttcacct
caacagccgt
acgcctacaa
ccacctgagg
accttcgtcc
caccgctcag
gtgaagggct
ggggatatcc
tccccaatca
gtcatcgtcc
ccgttgcaga
gatttcagca
cccttgttcecg

attctcgcag

tctttggcga
ttcggcacat
atctgccaaa
ctctcaccgt
ttcaacccgt
cccagctgca
ggaatcccca
ttggacgcaa
acattacatc
tcaacggtcc
ggccagcacc
actcctttac
acaactctgt
agaggtctgg
cgacgctgac
ttcgcgtttg
tcagacgcaa
cccagagata
ttactggagc
aaacgatgga
accctttctc
gtgctgggtc

atgcgactct

traducida de la regidén codificadora sintetizada

acgctggggt
agacgagtat
gtcaacgtat
gctggacata
tggtcagctc
atcggtcgca
tctgtttgac
cttctactgg
gcctatctat
ggtgttcaga
accattcaat
gtacagaggc
tcctceccgagg
cacgcctttt
caacacaatc
gggtggcaca
tacgtttggc
tcggctcecge
agccagcacc
aatcggtgaa
cttcagagcc

catctcttct

ggaggctgaa
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Met

Ser

Asn

Asn

Trp

65

Ile

Leu

Glu

Asp

Phe

145

Ala

Glu

Leu

Asn

Thr
225

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Asp

Asn

Ser

Phe

50

Gly

Asn

Glu

Trp

Arg

130

Arg

Ala

Arg

Ile

Arg

210

Tyr

Asn

Pro

Ser

35

Val

Ile

Glu

Gly

Glu

115

Phe

Ile

Asn

Trp

Arg

195

Gly

Asn

Asn

Glu

20

Ile

Pro

Val

Arg

Leu

100

Glu

Arg

Ser

Leu

Gly

180

His

Leu

Arg

Pro

Glu

Asp

Gly

Gln

Ile

85

Gly

Asp

Ile

Gly

His

165

Leu

Ile

Asn

Leu

Asn

Val

Ile

Gly

Trp

70

Ala

Asn

Pro

Leu

Phe

150

Leu

Thr

Asp

Asn

Arg
230

Ile

Leu

Ser

Gly

55

Asp

Glu

Asn

Lys

Asp

135

Glu

Ala

Thr

Glu

Leu

215

Arg

Asn

Leu

Leu

40

Phe

Ala

Phe

Phe

Asn

120

Gly

Val

Ile

Ile

Tyr

200

Pro

Asp

Glu

Asp

25

Ser

Ala

Phe

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

185

Ala

Lys

Leu

Cys

10

Gly

Leu

Val

Leu

Arg

90

Ile

Ala

Leu

Leu

Arg

170

Val

Asp

Ser

Thr

Ile

Glu

Val

Gly

Val

75

Asn

Tyr

Thr

Glu

Leu

155

Asp

Asn

His

Thr

Leu
235

Pro

Arg

Gln

Leu

60

Gln

Ala

Val

Arg

Arg

140

Ser

Ser

Glu

Cys

Tyr

220

Thr

Tyr

Ile

Phe

45

Ile

Ile

Ala

Glu

Thr

125

Asp

Val

Val

Asn

Ala

205

Gln

Val

Asn

Ser

30

Leu

Asp

Glu

Ile

Ala

110

Arg

Ile

Tyr

Ile

Tyr

190

Asn

Asp

Leu

Cys

15

Thr

Val

Phe

Gln

Ala

95

Phe

Val

Pro

Ala

Phe

175

Asn

Thr

Trp

Asp

Leu

Gly

Ser

Val

Leu

80

Asn

Lys

Ile

Ser

Gln

160

Gly

Arg

Tyr

Ile

Ile
240
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Ala

Val

Asn

Glu

Leu

305

Gly

Ser

Thr

Leu

Glu

385

Arg

Val

Val

Trp

Ile
465
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Ala

Gly

Pro

Asn

290

Thr

Gly

Pro

Phe

Leu

370

Gly

Gly

Pro

Gln

Thr

450

Asn

Phe

Gln

Gln

275

Ser

Ile

His

Ile

Asn

355

Gln

Val

Thr

Pro

Arg

435

His

Gln

Phe

Leu

260

Leu

Ala

Phe

Arg

Tyr

340

Gly

Gln

Glu

Val

Arg

420

Ser

Arg

Ile

Pro

245

Thr

Gln

Ile

Thr

Val

325

Gly

Pro

Pro

Phe

Asp

405

Glu

Gly

Ser

Pro

Asn

Arg

Ser

Arg

Asp

310

Ile

Arg

Val

Trp

Ser

390

Ser

Gly

Thr

Ala

Leu
470

Tyr

Glu

Val

Asn

295

Trp

Ser

Glu

Phe

Pro

375

Thr

Leu

Tyr

Pro

Thr

455

Val

Asp

Val

Ala

280

Pro

Phe

Ser

Ala

Arg

360

Ala

Pro

Thr

Ser

Phe

440

Leu

Lys

Asn

Tyr

265

Gln

His

Ser

Leu

Asn

345

Thr

Pro

Thr

Glu

His

425

Leu

Thr

Gly

Arg

250

Thr

Leu

Leu

Val

Ile

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

Arg

Thr

Asn

Phe

Arg

Asp

Pro

Phe

Gly

315

Gly

Glu

Ser

Phe

Ser

395

Pro

Leu

Thr

Thr

Arg
475

Tyr

Pro

Thr

Asp

300

Arg

Gly

Pro

Asn

Asn

380

Phe

Pro

Cys

Gly

Ile

460

Val

Pro

Leu

Phe

285

Ile

Asn

Gly

Pro

Pro

365

Leu

Thr

Glu

His

Val

445

Asp

Trp

Ile

Ile

270

Asn

Leu

Phe

Asn

Arg

350

Thr

Arg

Tyr

Asp

Ala

430

Val

Pro

Gly

Gln

255

Asn

Val

Asn

Tyr

Ile

335

Ser

Leu

Gly

Arg

Asn

415

Thr

Phe

Glu

Gly

Pro

Phe

Met

Asn

Trp

320

Thr

Phe

Arg

Val

Gly

400

Ser

Phe

Ser

Arg

Thr
480
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Ser Val Ile

Asn Thr Phe

Ile Thr Gln

515

Ala Arg Val

530

Gln
545

Val Ser

Asn Leu Thr

Ser Phe Arg

Phe Ala

595

Gly

Glu Ile

610

Ile

Arg
625

<210> 7

<211> 1878
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 7

atggataaca
gaagtgctct
tccttggttce
atcgacttcg

atcaacgaga

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Thr Gly

485

Gly
500

Asp
Arg Tyr
Ile

Val

Val Asn

Pro

Phe

Arg

Leu

Met

Gly Phe

Val Ser

Leu Arg

520

Thr
535

Gly

Pro Leu

550

Ser Arg

565

Ala
580

Asn

Gly Ser

Leu Ala

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat

ggatcgctga

Thr

Pro

Ile

Asp

Phe Arg

Ile

Asp

Ser
600

Ser

Ala
615

Thr

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtccagtgg

gttcgcgaga

Thr Gly

490

Gly

Leu Gln Val

505

Phe Arg Tyr

Ala Ala Ser

Gln Thr

555

Lys

Thr
570

Tyr Asp

Ile
585

Gly Ile

Gly Glu Leu

Leu Glu Ala

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
gatgcgtttc

aatgctgcaa

Asp Ile Leu

Ile Asn

510

Asn

Ala Ser Ser

525

Thr
540

Gly Val

Met Glu Ile

Phe Ser Asn

Glu Gln

590

Ser

Ile
605

Tyr Asp

Glu
620

Ser Asp

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcat
tggtgcagat

tcgccaacct

Arg
495

Arg
Ser Pro
Arg Asp
Gly

Gly

Glu
560

Gly

Pro Phe

575

Pro Leu

Lys Ile

Leu Glu

gaatccagaa
catttccctc
ggttggcctt
agagcagctg

tgaagggctt
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ggcaacaact
ccagcgacca
gacatcccga
gctgctaatc
cttacgacta
gccgaccact
caagactgga
gctgccttcect
actcgcgagg
cagctgccca
atacttaaca
ggagggcaca
ggaagggagg
acacttagca
ctgaggggag
agagggacag
gagggctact
ctgaccactg
gacccagaga
agcgtgatca
gatttcgtga
ttcagatacg
ggagtcggag
aacctcacca
aatccggaca
ggcgagctgt
tcggatcttg
<210> 8

<211> 625

<212> PRT
<213>
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tcaacatcta
gaacgagggt
gcttccgcecat
tgcatctggc
tcaacgtgaa
gtgctaacac
taacctacaa
ttccgaacta
tctacaccga
ccttcaatgt
acctcactat
gagtgatttc
ccaaccaaga
atcccacatt
tggagggtgt
tggactcact
cgcaccggct
gggttgtctt
ggatcaatca
ccggacctgg
gccttcaagt
cctcatccag
gccaagttag
gcagaacctt
taatcggcat
acatcgacaa

aaaggtga

cgtggaggcg
tatagatcgg
ttcgggattt
catcttgagg
cgagaactac
ctacaatagg
taggctcaga
cgacaaccgg
tccecteatce
gatggaaaac
cttcaccgat
aagcctcatt
gccaccaagg
gcgcttgctg
ggagttctcg
gacagaactc
ttgccatgcc
tagctggact
gatccctctg
tttcactggt
caacatcaat
agacgcaagg
cgtcaacatg
tcgctataca
atccgagcag

gattgagatc

Secuencia artificial

ttcaaggagt
ttccgcatcce
gaggttcctc
gattcagtca
aatcggttga
ggtctgaaca
cgggacctca
agatatccta
aacttcaatc
tcagcgatcc
tggttttcag
ggaggaggga
tctttcacct
caacagccgt
acgcctacaa
ccacctgagg
accttcgtcc
caccgctcag
gtgaagggct
ggggatatcc
tccccaatca
gtcatcgtcc
ccgttgcaga
gatttcagca
cccttgttcecg

attctcgcag

gggaagagga
tcgatggcect
tgctctcagt
tctttggcga
ttcggcacat
atctgccaaa
ctctcaccgt
ttcaacccgt
cccagctgca
ggaatcccca
ttggacgcaa
acattacatc
tcaacggtcc
ggccagcacc
actcctttac
acaactctgt
agaggtctgg
cgacgctgac
ttcgcgtttg
tcagacgcaa
cccagagata
ttactggagc
aaacgatgga
accctttctc
gtgctgggtc

atgcgactct

ccctaagaat
tttggagagg
ctacgctcaa
acgctggggt
agacgagtat
gtcaacgtat
gctggacata
tggtcagctc
atcggtcgca
tctgtttgac
cttctactgg
gcctatctat
ggtgttcaga
accattcaat
gtacagaggc
tcctceccgagg
cacgcctttt
caacacaatc
gggtggcaca
tacgtttggc
tcggctcecge
agccagcacc
aatcggtgaa
cttcagagcc

catctcttct

ggaggctgaa
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Page 15 of 89

<220>
<223> traducida de la regidén codificadora sintetizada

<400> 8

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu
1 5 10 15

Ser Asn Pro Glu Glu Val Leu Leu Asp Gly Glu Arg Ile Ser Thr Gly
20 25 30

Asn Ser Ser Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Val Gln Phe Leu Val Ser
35 40 45

Asn Phe Val Pro Gly Gly Gly Phe Met Val Gly Leu Ile Asp Phe Val
50 55 60

Trp Gly Ile Val Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile Glu Gln Leu
65 70 75 80

Ile Asn Glu Arg Ile Ala Glu Phe Ala Arg Asn Ala Ala Ile Ala Asn
85 90 95

Leu Glu Gly Leu Gly Asn Asn Phe Asn Ile Tyr Val Glu Ala Phe Lys
100 105 110

Glu Trp Glu Glu Asp Pro Lys Asn Pro Ala Thr Arg Thr Arg Val Ile
115 120 125

Asp Arg Phe Arg Ile Leu Asp Gly Leu Leu Glu Arg Asp Ile Pro Ser
130 135 140

Phe Arg Ile Ser Gly Phe Glu Val Pro Leu Leu Ser Val Tyr Ala Gln
145 150 155 160

Ala Ala Asn Leu His Leu Ala Ile Leu Arg Asp Ser Val Ile Phe Gly
165 170 175

Glu Arg Trp Gly Leu Thr Thr Ile Asn Val Asn Glu Asn Tyr Asn Arg
180 185 190

Leu Ile Arg His Ile Asp Glu Tyr Ala Asp His Cys Ala Asn Thr Tyr
195 200 205

Asn Arg Gly Leu Asn Asn Leu Pro Lys Ser Thr Tyr Gln Asp Trp Ile
210 215 220
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Thr

225

Ala

Val

Asn

Glu

Leu

305

Gly

Ser

Thr

Leu

Glu

385

Arg

Val

Val

Trp
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Tyr

Ala

Gly

Pro

Asn

290

Thr

Gly

Pro

Phe

Leu

370

Gly

Gly

Pro

Gln

Thr
450

Asn

Phe

Gln

Gln

275

Ser

Ile

His

Ile

Asn

355

Gln

Val

Thr

Pro

Arg

435

His

Arg

Phe

Leu

260

Leu

Ala

Phe

Arg

Tyr

340

Gly

Gln

Glu

Val

Arg

420

Ser

Arg

Leu

Pro

245

Thr

Gln

Ile

Thr

Val

325

Gly

Pro

Pro

Phe

Asp

405

Glu

Gly

Ser

Arg

230

Asn

Arg

Ser

Arg

Asp

310

Ile

Arg

Val

Trp

Ser

390

Ser

Gly

Thr

Ala

Arg

Tyr

Glu

Val

Asn

295

Trp

Ser

Glu

Phe

Pro

375

Thr

Leu

Tyr

Pro

Thr
455

Asp

Asp

Val

Ala

280

Pro

Phe

Ser

Ala

Arg

360

Ala

Pro

Thr

Ser

Phe

440

Leu

Leu

Asn

Tyr

265

Gln

His

Ser

Leu

Asn

345

Thr

Pro

Thr

Glu

His

425

Leu

Thr

Thr

Arg

250

Thr

Leu

Leu

Val

Ile

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

Arg

Thr

Asn

Leu

235

Arg

Asp

Pro

Phe

Gly

315

Gly

Glu

Ser

Phe

Ser

395

Pro

Leu

Thr

Thr

Thr

Tyr

Pro

Thr

Asp

300

Arg

Gly

Pro

Asn

Asn

380

Phe

Pro

Cys

Gly

Ile
460

Val

Pro

Leu

Phe

285

Ile

Asn

Gly

Pro

Pro

365

Leu

Thr

Glu

His

Val

445

Asp

Leu

Ile

Ile

270

Asn

Leu

Phe

Asn

Arg

350

Thr

Arg

Tyr

Asp

Ala

430

Val

Pro

Asp

Gln

255

Asn

Val

Asn

Tyr

Ile

335

Ser

Leu

Gly

Arg

Asn

415

Thr

Phe

Glu

Ile

240

Pro

Phe

Met

Asn

Trp

320

Thr

Phe

Arg

Val

Gly

400

Ser

Phe

Ser

Arg
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Ile
465

Asn Gln

Ser Val Ile

Asn Thr Phe

Ile Thr Gln

515

Ala Arg Val

530

Gln
545

Val Ser

Asn Leu Thr

Ser Phe Arg

Phe Ala

595

Gly

Glu Ile

610

Ile

Arg
625

<210> 9

<211> 1887
<212> ADN
<213> Baci

<400> 9
atggataaca

gaagtgctct
tccttggtte
atcgacttcg

gagcagctga

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ile Leu Val

470

Pro Lys

Thr Gly Pro Phe

485

Gly

Gly Phe Val Ser

500

Asp

Arg Tyr Arg Leu Arg

520

Ile Val Thr

535

Leu Gly

Val Met

550

Asn Pro Leu

Ser Arg Thr Phe

565

Arg

Ala
580

Asn Pro Asp Ile

Gly Ile Ser

600

Ser Ser

Ala Ala

615

Leu Asp Thr

1lus thuringiensis

accccaacat taacgagtgc
tggatggcga gaggatttcg
agttccttgt gtctaacttc
tctggggaat tgtcggaccc

tcaacgagag gatcgctgag

Gly Phe Arg

475

Thr Gly

490

Gly

Leu Gln Val

505

Phe Arg Tyr

Ala Ala Ser

Gln Thr

555

Lys

Thr
570

Tyr Asp

Ile
585

Gly Ile

Gly Glu Leu

Leu Glu Ala

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
tcccagtggg

ttcgcgagaa

vVal Trp Gly

Asp Ile Leu

Ile Asn

510

Asn

Ala Ser Ser

525

Thr
540

Gly Val

Met Glu Ile

Phe Ser Asn

Glu Gln

590

Ser

Ile
605

Tyr Asp

Glu
620

Ser Asp

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
atgcgtttct

atgctgcaat

Thr
480

Gly

Arg
495

Arg
Ser Pro
Arg Asp
Gly

Gly

Glu
560

Gly

Pro Phe

575

Pro Leu

Lys Ile

Leu Glu

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata

cgccaacctt
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gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtce
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctccgcect
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg
gaggctgaat
<210> 10

<211> 628

<212> PRT
<213>

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttctt
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtyg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgacaag

aaggtga

Bacillus thuringiensis

gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

tcaaggagtg
tccgcatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagc
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttetcece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Page 18 of 89

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

1887

27/11/2017



<400>

10

Met Asp Asn

1

Ser

Asn

Asn

Trp

65

Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Asn

Ser

Phe

50

Gly

Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr
210

Pro

Ser

35

Val

Ile

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Asn

Glu

20

Ile

Pro

Val

Ile

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Pro

Glu

Asp

Gly

Gly

Asn

85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Ile

Leu

Ser

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu
215

Asn

Leu

Leu

40

Phe

Gln

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Glu

Asp

25

Ser

Leu

Trp

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Cys
10

Gly

Leu

Val

Asp

Glu

90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Ile

Glu

Val

Gly

Ala

75

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Pro

Arg

Gln

Leu

60

Phe

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys
220

Tyr

Ile

Phe

45

Ile

Leu

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Asn

Ser

30

Leu

Asp

Val

Asn

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Cys
15

Thr

Val

Phe

Gln

Ala

95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Leu

Gly

Ser

Val

Ile

80

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln
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Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe
450

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg
455

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr
460

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp
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Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp
625

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

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

<220>
<223>

<400>

atggataaca accccaacat taacgagtgc atcccgtaca actgcctctc gaatccagaa
gaagtgctct tggatggcga gaggatttcg actggcaaca gctccatcga catttccctce

tcecttggttec agttccecttgt gtctaacttc gtccctggcg ccggcecttcecct tgttggcectt

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Arg

Thr

Arg

Pro
515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

11
1887
ADN

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu
615

Secuencia artificial

Pro

Gly

Asp

Tyr
520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

regién codificadora sintetizada

11

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Leu
620

Phe

Gly

Gln

Arg
525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

Ser
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atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtc
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcecac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctcecget
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg

gaggctgaat

<210> 12

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttctt
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgceatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgacaag

aaggtga

tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgectgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgecatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtccea
accgctcagce
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggce
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttcetcece
tgctgggtcc

tgcgactctg
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Page 23 of 89

<211> 628
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traducida de la regidén codificadora sintetizada

<400> 12

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu
1 5 10 15

Ser Asn Pro Glu Glu Val Leu Leu Asp Gly Glu Arg Ile Ser Thr Gly
20 25 30

Asn Ser Ser Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Val Gln Phe Leu Val Ser
35 40 45

Asn Phe Val Pro Gly Ala Gly Phe Leu Val Gly Leu Ile Asp Phe Val
50 55 60

Trp Gly Ile Val Gly Pro Ser Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile
65 70 75 80

Glu Gln Leu Ile Asn Glu Arg Ile Ala Glu Phe Ala Arg Asn Ala Ala
85 90 95

Ile Ala Asn Leu Glu Gly Leu Gly Asn Asn Phe Asn Ile Tyr Val Glu
100 105 110

Ala Phe Lys Glu Trp Glu Glu Asp Pro Lys Asn Pro Ala Thr Arg Thr
115 120 125

Arg Val Ile Asp Arg Phe Arg Ile Leu Asp Gly Leu Leu Glu Arg Asp
130 135 140

Ile Pro Ser Phe Arg Ile Ser Gly Phe Glu Val Pro Leu Leu Ser Val
145 150 155 160

Tyr Ala Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ala Ile Leu Arg Asp Ser Val
165 170 175

Ile Phe Gly Glu Arg Trp Gly Leu Thr Thr Ile Asn Val Asn Glu Asn
180 185 190

Tyr Asn Arg Leu Ile Arg His Ile Asp Glu Tyr Ala Asp His Cys Ala
195 200 205
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Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe
435

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly
440

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr
445

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val
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Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp
625

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

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

<220>
<223>

<400>

atggataaca accccaacat taacgagtgc atcccgtaca actgcctctc gaatccagaa
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Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

13
1887
ADN

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu
615

Secuencia artificial

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

regién codificadora sintetizada

13

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Leu
620

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

Ser
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gaagtgctct
tcecttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtc
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcecac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctccgcet
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca

atctcttctg
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tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcett
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat

gcgagctgta

gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgacaag

actggcaaca
gtccctggceg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttyg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgectgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

gctccatcga
gtggcttcat
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgecatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagce
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

catttccctc
ggttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggce
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttcetcece
tgctgggtcc

tgcgactctg
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gaggctgaat cggatcttga aaggtga 1887
<210> 14

<211> 628

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traducida de la regidén codificadora sintetizada

<400> 14

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu
1 5 10 15

Ser Asn Pro Glu Glu Val Leu Leu Asp Gly Glu Arg Ile Ser Thr Gly
20 25 30

Asn Ser Ser Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Val Gln Phe Leu Val Ser
35 40 45

Asn Phe Val Pro Gly Gly Gly Phe Met Val Gly Leu Ile Asp Phe Val
50 55 60

Trp Gly Ile Val Gly Pro Ser Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile
65 70 75 80

Glu Gln Leu Ile Asn Glu Arg Ile Ala Glu Phe Ala Arg Asn Ala Ala
85 90 95

Ile Ala Asn Leu Glu Gly Leu Gly Asn Asn Phe Asn Ile Tyr Val Glu
100 105 110

Ala Phe Lys Glu Trp Glu Glu Asp Pro Lys Asn Pro Ala Thr Arg Thr
115 120 125

Arg Val Ile Asp Arg Phe Arg Ile Leu Asp Gly Leu Leu Glu Arg Asp
130 135 140

Ile Pro Ser Phe Arg Ile Ser Gly Phe Glu Val Pro Leu Leu Ser Val
145 150 155 160

Tyr Ala Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ala Ile Leu Arg Asp Ser Val
165 170 175

Ile Phe Gly Glu Arg Trp Gly Leu Thr Thr Ile Asn Val Asn Glu Asn
180 185 190
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Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp
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Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val
420

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly
425

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu
430

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His
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Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp
625

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

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

<220>
<223>
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Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

15
1887
ADN

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu
615

Secuencia artificial

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

regién codificadora sintetizada

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Leu
620

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

Ser
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<400> 15
atggataaca

gaagtgctct
tccttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggte
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctccgcet
gccagcaccg

atcggtgaaa
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accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcett
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg

acctcaccag

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc

cagaaccttt

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc

cgctatacag

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcgce
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgcatcct
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagc
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa

atttcagcaa

gaatccagaa
catttccctc
cgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa

ccctttcectcece

Page 30 of 89

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

27/11/2017



Page 31 of 89

ttcagagcca atccggacat aatcggcata tccgagcagc ccttgttcgg tgctgggtcecc 1800
atctcttctg gcgagctgta catcgacaag attgagatca ttctcgcaga tgcgactctg 1860
gaggctgaat cggatcttga aaggtga 1887
<210> 16

<211> 628

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traducida de la regidén codificadora sintetizada

<400> 16

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu
1 5 10 15

Ser Asn Pro Glu Glu Val Leu Leu Asp Gly Glu Arg Ile Ser Thr Gly
20 25 30

Asn Ser Ser Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Val Gln Phe Leu Val Ser
35 40 45

Asn Phe Val Pro Gly Gly Gly Phe Ala Val Gly Leu Ile Asp Phe Val
50 55 60

Trp Gly Ile Val Gly Pro Ser Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile
65 70 75 80

Glu Gln Leu Ile Asn Glu Arg Ile Ala Glu Phe Ala Arg Asn Ala Ala
85 90 95

Ile Ala Asn Leu Glu Gly Leu Gly Asn Asn Phe Asn Ile Tyr Val Glu
100 105 110

Ala Phe Lys Glu Trp Glu Glu Asp Pro Lys Asn Pro Ala Thr Arg Thr
115 120 125

Arg Val Ile Asp Arg Phe Arg Ile Leu Asp Gly Leu Leu Glu Arg Asp
130 135 140

Ile Pro Ser Phe Arg Ile Ser Gly Phe Glu Val Pro Leu Leu Ser Val
145 150 155 160

Tyr Ala Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ala Ile Leu Arg Asp Ser Val
165 170 175
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Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr
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Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly
405

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu
410

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro
415

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

Page 32 of 89

27/11/2017



Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp
625

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

<210>
<211>
<212>

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

17
1887
ADN

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu
615

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Leu
620

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

Ser
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<213>

<220>
<223>

<400> 17
atggataaca

gaagtgctct
tccttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggte
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg

cggctcecget

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttctt
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag

tcagatacgc

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tttcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgceatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc

ctcatccaga

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg

aacatcaatt

gacgcaaggg

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgcatcct
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagce
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac

tcatcgtcct

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat

tactggagca
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gccagcaccg gagtcggagg ccaagttagce
atcggtgaaa acctcaccag cagaaccttt
ttcagagcca atccggacat aatcggcata
atctcttctg gcgagctgta catcgacaag
gaggctgaat cggatcttga aaggtga
<210> 18

<211> 628

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> traducida de

<400> 18

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly

Glu Gln Leu

Ile Ala Asn

Ala Phe Lys

115

Val
130

Arg Ile

Ile
145

Pro Ser

Asn Pro

Glu
20

Glu

Ile Asp

Pro Gly

Phe Gly

Ile Asn

85

Leu Glu

100

Glu Trp

Asp

Arg

Phe Arg

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

Arg Ile

Leu Gly

Glu Asp

120

Arg Ile

135

Ser Gly

150

gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

Ala Glu

90

Phe

Asn Asn Phe

105

Pro Lys Asn

Leu Asp Gly

Phe Glu Val

155

cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

Ala Arg Asn

Asn Ile Tyr

110

Ala
125

Pro Thr

Leu Leu Glu

140

Pro Leu Leu

aacgatggaa
ccctttcectcece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80

Ala
95

Ala

Val

Glu

Thr

Arg

Arg

Asp

Val
160

Ser
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Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg
385

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val
390

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro
395

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr
400
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Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp
625
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Arg

Asn

Thr

Phe
450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Val

Arg

Ser

Arg
455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu
615

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Leu
410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

Glu

His

Leu

Thr
460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Leu
620

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

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

19
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 19
atggataaca

gaagtgctct
tcecttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtc
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcecac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa

acgtttggcg
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accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcett
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac

atttcgtgag

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tatcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt

ccttcaagtc

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggceg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgectgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg

aacatcaatt

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgecatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtccea
accgctcagce
tgaagggctt
gggatatcct

ccccaatcac

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat

ccagagatat
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cggctccgcet
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

20
628
PRT

<220>
<223>
<400> 20

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly

Glu Gln Leu

Ile Ala Asn

Ala Phe Lys

115

Val
130

Arg Ile

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

traducida de

tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

Asn Pro

Glu
20

Glu

Ile Asp

Pro Gly

Ile Gly

Ile Asn

85

Leu Glu

100

Glu Trp

Asp Arg

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

Gly

Glu

Phe

ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata
catcgacaag

aaggtga

Secuencia artificial

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

Arg Ile

Leu Gly

Glu Asp

120

Arg Ile

135

gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

Ala Glu

90

Phe

Asn Asn Phe

105

Pro Lys Asn

Leu Asp Gly

tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

Ala Arg Asn

Asn Ile Tyr

110

Ala
125

Pro Thr

Leu Leu Glu

140

tactggagca
aacgatggaa
ccctttcetcece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80

Ala
95

Ala
Val Glu
Thr

Arg

Arg Asp
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Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr
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Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu
370

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln
375

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro
380

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu
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Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp
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Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys
610

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu
615

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Leu
620

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

Ser
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Asp Leu Glu Arg

625

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

21
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 21
atggataaca

gaagtgctct
tccttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtce
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcecac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce

aacacaatcg

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcett
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg

acccagagag

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt

gatcaatcag

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
tcccaggegg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc

atccctctgg

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgcatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagc

tgaagggctt

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc

tcgcgtttgg
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120

180

240
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360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctccgcect
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

22
628
PRT

<220>
<223>
<400> 22

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly

Glu Gln Leu

Ile Ala Asn

Ala Phe Lys

115

traducida de

gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

Asn Pro

Glu
20

Glu

Ile Asp

Pro Gly

val Gly

Ile Asn

85

Leu Glu

100

Glu Trp

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

Gly

Glu

cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata
catcgacaag

aaggtga

Secuencia artificial

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

Arg Ile

Leu Gly

Glu Asp

120

ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala Ala

75

Asp

Ala Glu

90

Phe

Asn Asn Phe

105

Pro Lys Asn

gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

Ala Arg Asn

Asn Ile Tyr

110

Ala
125

Pro Thr

cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttetece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80

Ala
95

Ala
Val

Glu

Arg Thr
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Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg
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Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe
355

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro
360

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu
365

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro
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Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln
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Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu
595

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser
600

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu
605

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile
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Asp Lys Ile Glu Ile Ile Leu Ala Asp Ala Thr Leu Glu Ala Glu Ser

610

Asp Leu Glu Arg

625

<210> 23
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 23
atggataaca

gaagtgctct
tccttggtte
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtce
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca

cctccgaggg
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1887

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcectt
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt

agggctactc

615

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgceatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg

gcaccggctt

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggcg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc

tgccatgcca

620

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgcatcct
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga

ccttcgtcca

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg

caactctgtt

gaggtctggc
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acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctcecget
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

24
628
PRT

<220>
<223>
<400> 24

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly

Glu Gln Leu

Ile Ala Asn

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

Asn Pro

Glu
20

Glu

Ile Asp

Pro Gly

val Gly

Ile Asn

85

Leu Glu

100

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

Gly

ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgacaag

aaggtga

Secuencia artificial

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

Ile

Arg

Leu Gly

agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

Ala Glu

90

Phe

Asn Asn Phe

105

accgctcagce
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgatggg

ttctcgcaga

traducida de la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

Ala Arg Asn

Asn Ile Tyr

110

gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttetece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80

Ala
95

Ala

Val Glu
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Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser
340

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg
345

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu
350

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro
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Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser
580

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro
585

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile
590

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu
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Gln Leu

595

Pro

Asp Lys Ile

610

Asp Leu Glu

625

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

25
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 25
atggataaca

gaagtgctct
tcecttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtc
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcecac
ctgtttgaca
ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa

ccattcaatc

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Met Gly Ala Gly Ser Ile Ser Ser Gly Glu Leu Tyr Ile

600

605

Glu Ile Ile Leu Ala Asp Ala Thr Leu Glu Ala Glu Ser

Arg

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttctt
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa

tgaggggagt

615

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca
caaccaagag

tcccacattg

ggagggtgtg

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggceg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgcectgce

gagttctcga

620

actgcctctc
gctccatcga
gtggcttcct
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgecatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg

cgcctacaaa

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca

ctcctttacg
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tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctcecget
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

26
628
PRT

<220>
<223>
<400> 26

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly

Glu Gln Leu

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

traducida de

gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

Asn Pro

Glu
20

Glu

Ile Asp

Pro Gly

Val Gly

Ile Asn

85

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgacaag

aaggtga

Secuencia artificial

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

Arg Ile

acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

Ala Glu

90

Phe

cacctgagga
ccttcgtccea
accgctcagce
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttggccgg

ttctcgcaga

la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

Ala Arg Asn

caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttcetcece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80

Ala
95

Ala
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Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly
325

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Ser
330

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly
335

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly
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Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

Leu
565

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Phe
570

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Phe
575

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser
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Asn Pro Phe

Gln Leu

595

Pro

Asp Lys Ile

610

Asp Leu Glu

625

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

27
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 27
atggataaca

gaagtgctct
tcecttggttce
atcgacttcg
gagcagctga
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtc
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcecac
ctgtttgaca
ttctactggg

cctatctatg

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Ser Phe Arg Ala Asn

580

Ala Gly Ala Gly Ser

600

Glu Ile Ile Leu Ala

Arg

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
tcaacgagag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcett
ctcgcgaggt
agctgcccac
tacttaacaa
gagggcacag

gaagggaggc

615

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaac
tgctaacacc
aacctacaat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg
cctcactatc
agtgatttca

caaccaagag

Pro
585

Asp Ile
Ile

Ser Ser

Asp Ala Thr

regién codificadora sintetizada

atcccgtaca
actggcaaca
gtccctggceg
tcccagatgg
ttcgcgagaa
gtggaggcgt
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gagaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
cccctcatca
atggaaaact
ttcaccgatt
agcctcattg

ccaccaaggt

Ile Gly Ile
590

Gly Glu Leu
605

Leu Glu Ala
620

actgcctctc
gctccatcga
ccggcttcecet
atgcgtttct
atgctgcaat
tcaaggagtg
tccgecatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gtctgaacaa
gggacctcac
gatatcctat
acttcaatcc
cagcgatccg
ggttttcagt
gaggagggaa

ctttcacctt

Ser Glu

Tyr Ile

Glu Ser

gaatccagaa
catttccctc
tgttggcctt
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat
tggacgcaac
cattacatcg

caacggtccg
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gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aacacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctccgcet
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttctg
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

28
628
PRT

<220>
<223>
<400> 28

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

traducida de

cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggacat
gcgagctgta

cggatcttga

Asn Pro

Glu
20

Glu
Ile Asp
Pro

Gly

Val Gly

Asn

Val

Ile

Ala

Pro
70

tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
gatcaatcag
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgacaag

aaggtga

Secuencia artificial

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacatcaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Met Ala

75

Asp

aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagc
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttcetcece
tgctgggtcc

tgcgactctg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80
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Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu
305

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Ile

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Asn

85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile
310

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Glu

90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe
315

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Asn

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Ala

95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn
320
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Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val
545
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Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser
550

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu
555

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu
560
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Ile Gly Glu

Asn Pro Phe

Gln Leu

595

Pro

Asp Lys Ile

610

Asp Leu Glu

625

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

29
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 29
atggataaca

gaagtgctct
tccttggtte
atcgacttcg
gagcaattaa
gaagggcttg
cctaagaatc
ttggagaggg
tacgctcaag
cgctggggtce
gacgagtatg
tcaacgtatc
ctggacatag
ggtcagctca
tcggtcgcac

ctctttgaca
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Asn
565

Ser
580

Phe

Glu

Arg

accccaacat
tggatggcga
agttccttgt
tctggggaat
ttaatgaaag
gcaacaactt
cagcgaccag
acatcccgag
ctgctaatct
ttacgactat
ccgaccactg
aagactggat
ctgccttcett
ctcgcgaggt
agctgcccac

tacttaataa

Leu Thr

Phe Arg

Gly Ala

Ile Ile

Ser Arg

Ala

Asn

Ser
600

Gly

Leu Ala

615

Secuencia artificial

taacgagtgc
gaggatttcg
gtctaacttc
tgtcggaccc
gatcgctgag
caacatctac
aacgagggtt
cttccgcecatt
gcatctggcc
caacgtgaat
tgctaacacc
aacatataat
tccgaactac
ctacaccgat
cttcaatgtg

tctcactatc

Thr Phe

570

Arg

Pro Ile

585

Asp

Ile Ser Ser

Asp Ala Thr

regién codificadora sintetizada

atcccctaca
actggcaaca
gtccctggcg
tcccagtggg
ttcgcgagaa
gtggaagcat
atagatcggt
tcgggatttg
atcttgaggg
gaaaactaca
tacaataggg
aggctcagac
gacaaccgga
ccattaatta
atggaaaact

ttcaccgatt

Tyr Thr Asp

Ile Ile

590

Gly

Glu
605

Gly Leu

Leu Glu Ala

620

actgcctctc
gctccataga
gtggcttcct
atgcgtttct
atgctgcaat
ttaaggagtg
tccgcatcect
aggttcctct
attcagtcat
atcggttgat
gattaaataa
gggacctcac
gatatcctat
atttcaatcc
cagcgatccg

ggttttcagt

Phe
575

Ser

Ser Glu

Tyr Ile

Glu Ser

gaatccagaa
catttccctc
tgttggatta
ggtgcagata
cgccaacctt
ggaagaggac
cgatggcctt
gctctcagtc
ctttggcgaa
tcggcacata
tctgccaaag
tctcaccgtg
tcaacccgtt
ccagctgcaa
gaatccccat

tggacgcaac
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ttctactggg
cctatctatg
gtgttcagaa
ccattcaatc
tacagaggca
cctccgaggg
acgccttttce
aatacaatcg
ggtggcacaa
acgtttggcg
cggctccgcet
gccagcaccg
atcggtgaaa
ttcagagcca
atctcttcag
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

30

628
PRT
Baci
<400> 30

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly
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gagggcacag
gaagggaggc
cacttagcaa
tgaggggagt
gagggacagt
agggctactc
tgaccactgg
acccagagag
gcgtgatcac
atttcgtgag
tcagatacgc
gagtcggagg
acctcaccag
atccggatat
gcgagctgta

cggatcttga

1llus

Pro

Asn

Glu
20

Glu
Ile Asp
Pro

Gly

Val Gly

Asn

Val

Ile

Gly

Pro
70

agtgatttca
caaccaggag
tcccacattg
ggagggtgtg
ggactcactg
gcaccggctt
ggttgtcttt
aattaatcaa
cggacctggt
ccttcaagtc
ctcatccaga
ccaagttagc
cagaaccttt
aatcggcata

catcgataaa

aaggtga

thuringiensis

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

agcctcattg
ccaccaaggt
cgcttgctgce
gagttctcga
acagaactcc
tgccatgcca
agctggactc
atccctctgg
ttcactggtg
aacattaatt
gacgcaaggg
gtcaacatgc
cgctatacag
tccgagcagce

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

gaggagggaa
ctttcacctt
aacagccgtg
cgcctacaaa
cacctgagga
ccttcgtcca
accgctcagc
tgaagggctt
gggatatcct
ccccaatcac
tcatcgtcct
cgttgcagaa
atttcagcaa
ccttgttcgg

ttctcgcaga

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

cattacatcg
caacggtccg
gccagcacca
ctcctttacg
caactctgtt
gaggtctggc
gacgctgacc
tcgcgtttgg
cagacgcaat
ccagagatat
tactggagca
aacgatggaa
ccctttetcece
tgctgggtcc

tgcgactctc

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80
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Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu
305
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Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Ile

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Asn

85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile
310

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Glu

90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe
315

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Asn

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Ala

95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn
320
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Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val
545
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Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser
550

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu
555

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu
560
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Ile Gly Glu

Asn Pro Phe

Gln Leu

595

Pro

Asp Lys Ile

610

Asp Leu Glu

625

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

31
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 31
atggataaca

gaggtgctgc
tcecectggtge
atcgacttcg
gagcaattaa
gagggcctgg
cccaagaacc
ctggagaggg
tacgcgcaag
aggtggggcc
gacgagtacg
agcacctacc
ctggacatcg
ggccagctga

tcecgtggecece
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Asn
565

Ser
580

Phe

Glu

Arg

acccgaacat
tggacggcga
agttcctggt
tgtggggcat
ttaatgaaag
gcaacaactt
cggccacgag
acatcccgtce
cggccaacct
tgaccaccat
ccgaccactg
aagactggat
ccgcgttett
cccgcgaggt

agctgccgac

Leu Thr

Phe Arg

Gly Ala

Ile Ile

Ser Arg

Ala

Asn

Ser
600

Gly

Leu Ala

615

Secuencia artificial

caacgagtgc
gaggatctca
gagcaacttc
cgtcggcccg
gatagcagag
caacatctac
gacgagggtg
cttcagaatc
gcacctggcg
caacgtgaat
cgccaacacc
cacatataac
cccgaactac
gtacaccgac

cttcaacgtg

Thr Phe

570

Arg

Pro Ile

585

Asp

Ile Ser Ser

Asp Ala Thr

regién codificadora sintetizada

atcccctaca
accggcaaca
gtgccgggceg
tcccagtggg
ttcgcgagga
gtggaagcat
atcgaccgcet
agcggcttcg
atcctgaggg
gaaaactaca
tacaataggg
cggctgagga
gacaataggc
ccattaatta

atggagaaca

Tyr Thr Asp

Ile Ile

590

Gly

Glu
605

Gly Leu

Leu Glu Ala

620

actgcctgag
gcagcatcga
gcggcttcect
acgccttcect
acgcggccat
ttaaggagtg
ttcgcatcct
aggtcccgcet
actccgtgat
accggctgat
gattaaataa
gggacctgac
gctacccgat
atttcaaccc

gcgccatccg

Phe
575

Ser

Ser Glu

Tyr Ile

Glu Ser

caaccccgag
catcagcctg
ggtgggatta
ggttcagatc
cgccaacctg
ggaggaggac
ggacggcctg
gctgtccgtg
attcggcgag
aaggcacatc
tctgcccaag
cctgaccgtg
ccagccggtg
gcagctccag

gaacccgcac
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ctgttcgaca
ttctactggg
ccgatctacg
gtgtttagga
ccgttcaacc
taccggggga
ccgecgaggyg
accccgttet
aatacaatcg
ggcggcacct
acgttcggcg
cggctgaggt
gcctcaaccg
atcggcgaga
tttagggcca
atctcaagcg
gaggccgagt
<210>
<211>

<212>
<213>

32

628
PRT
Baci
<400> 32

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly
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tcctgaataa
gcggccatag
ggagggaggc
ccctgtccaa
tgaggggcgt
ggggcaccgt
agggctacag
tgacgaccgg
acccggagag
ccgtgatcac
acttcgtgag
tccgectacgce
gcgtgggcgg
acctgacctc
acccggatat
gcgagctgta

ccgacctgga

1llus

Pro

Asn

Glu
20

Glu
Ile Asp
Pro

Gly

Val Gly

Asn

Val

Ile

Gly

Pro
70

tctgaccatc
ggtgatctcc
gaaccaggag
cccgaccctg
ggagggcgtg
ggactcactg
ccataggctg
cgtggtgttc
aattaatcaa
¢gggcecgggce
cctccaagtg
gtcaagccgc
ccaagtgtcc
aaggaccttc
aatcggcatc

catcgataaa

gaggtga

thuringiensis

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

ttcaccgact
agcctgatcg
ccgccgaggt
aggctgctcc
gagttcagca
accgagctgc
tgccacgcca
tcctggaccce
atcccgctgg
tttaccggcg
aacattaata
gacgcgaggg
gtgaacatgc
cgctacaccg
agcgagcagc

atcgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

ggttctcagt
gcggcggceaa
ccttcacctt
agcagccgtg
ccccgaccaa
cgccggagga
ccttcgtgca
accggagcgce
tgaagggctt
gcgacatcct
gcccgatcac
tgatcgtgct
cgctgcaaaa
acttcagcaa
cgctgttcgg

tcctggcgga

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

gggccggaac
catcacctcc
caacggcccg
gccggcegeceg
cagcttcacc
caacagcgtg
gaggagcggce
gaccctgacc
ccgggtgtgg
gaggaggaac
ccagcgctac
gaccggcgceg
gacgatggag
cccgttcage
cgccggctcece

cgcgaccttg

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80
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Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu
305
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Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Ile

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Asn

85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile
310

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Glu

90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe
315

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Asn

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Ala

95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn
320
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Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val
545

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser
550

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu
555

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu
560
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Ile Gly Glu

Asn Pro Phe

Gln Leu

595

Pro

Asp Lys Ile

610

Asp Leu Glu

625

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

33
1887
ADN

<220>
<223>

<400> 33
atggacaaca

gaagtcttac
agtctcgttc
atagactttg
gaacagctta
gagggactcg
cctaagaatc
ttggagcgtg
tatgctcaag
agatggggtt
gatgagtatg
tcaacatatc
ctcgacattg
ggacaactca

agtgttgcac

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Asn
565

Ser
580

Phe

Glu

Arg

atcccaatat
tggatgggga
aattccttgt
tttggggaat
tcaatgagag
gcaacaactt
cagctactag
acattccttc
cagccaatct
tgacaacgat
ctgatcattg
aagattggat
ctgctttctt
ctcgtgaagt

agctgccaac

Leu Thr

Phe Arg

Gly Ala

Ile Ile

Ser Arg

Ala

Asn

Ser
600

Gly

Leu Ala

615

Secuencia artificial

caatgagtgc
aaggattagc
gagcaacttt
tgtaggacca
aatagctgag
caacatctac
gactagagtc
ctttaggatt
ccatctcgcece
caatgtgaat
tgctaacaca
aacctacaat
tcccaactac
gtacacagat

cttcaatgtg

Thr Phe

570

Arg

Pro Ile

585

Asp

Ile Ser Ser

Asp Ala Thr

regién codificadora sintetizada

atcccataca
actggcaatt
gtgcctggceg
tcacagtggg
ttcgcaagaa
gtggaggctt
atcgataggt
agtggcttcg
attctccgtg
gagaactaca
tacaacagag
agattgagga
gataaccgta
ccccttatca

atggaaaact

Tyr Thr Asp

Ile Ile

590

Gly

Glu
605

Gly Leu

Leu Glu Ala

620

actgcctttc
ccagcattga
gagggttctt
atgccttctt
atgctgcaat
tcaaagaatg
ttaggattct
aggttcctct
attcagtaat
acagattgat
ggcttaacaa
gggatctcac
gatatcccat
acttcaaccc

ctgccattag

Phe
575

Ser

Ser Glu

Tyr Ile

Glu Ser

aaatcccgag
catttccttg
ggttggtctc
agtccagatt
cgctaacttg
ggaagaagat
tgatgggctg
cctttctgtce
cttcggagaa
cagacacatt
cctcccgaaa
actgactgta
tcaacccgtc
acagttacaa

gaatccacat
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ctgtttgaca
ttctattggg
ccaatctatg
gttttcagaa
cctttcaact
tataggggtc
cctccgaggg
acacctttct
aatactatcg
ggtgggacct
acctttgggg
agacttaggt
gcatcaactg
ataggtgaga
tttcgtgcta
atttctagtg
gaggctgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

34

628
PRT
Baci
<400> 34

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Gly Ile

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

tacttaacaa
gaggtcacag
gacgtgaagc
cactgtccaa
tgaggggtgt
gtggaactgt
aaggctattc
taacaactgg
atccagagag
cagtgataac
atttcgtttc
ttagatatgc
gtgttggtgg
acttgacgtc
atccagacat
gagaattgta

ctgatctcga

1llus

Pro

Asn

Glu
20

Glu
Ile Asp
Pro

Gly

val Gly

Asn

Val

Ile

Gly

Pro

cttgactatc
agtgattagc
aaatcaagaa
tccgactctg
agagggagtc
tgattctctt
acaccgtttg
cgtcgttttce
aatcaatcag
tggtcccggt
tcttcaagta
tagtagccgt
gcaagtttca
cagaaccttc
cataggaatc

cattgacaag

aaggtga

thuringiensis

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

tttacggatt
tctcttatcg
ccaccacgtt
agactgttgc
gagttttcca
actgaacttc
tgtcatgcaa
agctggacac
attcctcttg
ttcaccggag
aacatcaatt
gacgccagag
gtgaacatgc
agatacactg
agtgaacaac

attgagatca

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Trp Asp Ala

ggtttagtgt
gaggtgggaa
cattcacctt
agcaaccttg
cacctactaa
ctccagagga
cttttgttca
ataggagtgc
ttaagggctt
gagacatact
ctcctatcac
tcatagtgtt
cacttcaaaa
acttttctaa
cgttgtttgg

tacttgccga

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

ggggaggaac
cattacttca
caatggaccc
gccagcacct
cagtttcacc
caattctgtt
gaggtctggce
aaccctcacg
tagggtgtgg
tagaaggaac
ccagagatac
gactggtgct
gacaatggag
tcectttetet
agctggttcc

tgccacgctc

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser
Phe

Val

Gln Ile
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65

Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val
290

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Ile

Leu
100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Asn
85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

70

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala
295

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Ala

Asn
105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Glu
90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

75

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His
300

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Asn

Tyr
110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Ala
95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

80

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile
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Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser
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Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg
530

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile
535

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala
540

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly
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Val
545

Gly Gly

Ile Gly Glu

Asn Pro Phe

Gln Leu

595

Pro

Asp Lys Ile

610

Asp Leu Glu

625

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

35
3495
ADN

<220>
<223>

<400> 35
atggacaaca

gaagtcttac
agtctcgttc
atagactttg
gaacagctta
gagggactcg
cctaagaatc
ttggagcgtg
tatgctcaag
agatggggtt
gatgagtatg
tcaacatatc
ctcgacattg

ggacaactca

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Gln Val

Ser

Val Asn

550

Leu
565

Asn

Ser Phe

580

Phe Gly

Glu Ile

Arg

atcccaatat
tggatgggga
aattccttgt
tttggggaat
tcaatgagag
gcaacaactt
cagctactag
acattccttc
cagccaatct
tgacaacgat
ctgatcattg
aagattggat
ctgctttctt

ctcgtgaagt

Thr

Arg

Ala

Ile

Ser Arg

Ala

Asn

Ser
600

Gly

Leu Ala

615

Secuencia artificial

caatgagtgc
aaggattagc
gagcaacttt
tgtaggacca
aatagctgag
caacatctac
gactagagtc
ctttaggatt
ccatctcgcc
caatgtgaat
tgctaacaca
aacctacaat
tcccaactac

gtacacagat

Met Leu

555

Pro

Thr Phe

570

Arg

Pro Ile

585

Asp

Ile Ser Ser

Asp Ala Thr

regién codificadora sintetizada

atcccataca
actggcaatt
gtgcctggcg
tcacagtggg
ttcgcaagaa
gtggaggctt
atcgataggt
agtggcttcg
attctccgtg
gagaactaca
tacaacagag
agattgagga
gataaccgta

ccccecttatca

Gln Lys Thr

Tyr Thr Asp

Ile Ile

590

Gly

Glu
605

Gly Leu

Leu Glu Ala

620

actgcctttc
ccagcattga
gagggttctt
atgccttctt
atgctgcaat
tcaaagaatg
ttaggattct
aggttcctct
attcagtaat
acagattgat
ggcttaacaa
gggatctcac
gatatcccat

acttcaaccc

Glu
560

Met

Phe
575

Ser

Ser Glu

Tyr Ile

Glu Ser

aaatcccgag
catttccttg
ggttggtctc
agtccagatt
cgctaacttg
ggaagaagat
tgatgggctg
cctttctgtce
cttcggagaa
cagacacatt
cctcccgaaa
actgactgta
tcaacccgtc

acagttacaa
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agtgttgcac
ctgtttgaca
ttctattggg
ccaatctatg
gttttcagaa
cctttcaact
tataggggtc
cctccgaggg
acacctttct
aatactatcg
ggtgggacct
acctttgggg
agacttaggt
gcatcaactg
ataggtgaga
tttcgtgcta
atttctagtg
gaggctgaat
aatcaaatcg
gtggaatgtc
aagcacgcca
atcaataggc
gatgacgttt
acttatctgt
agaggataca
catgagaccg
attgggaaat
gatttgaatg
gctcgtttag

agagtaaaga
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agctgccaac
tacttaacaa
gaggtcacag
gacgtgaagc
cactgtccaa
tgaggggtgt
gtggaactgt
aaggctattc
taacaactgg
atccagagag
cagtgataac
atttcgtttc
ttagatatgc
gtgttggtgg
acttgacgtc
atccagacat
gagaattgta
ctgatctcga
gactcaaaac
tttcagatga
aaagactgtc
agctcgacag
tcaaagagaa
atcagaagat
tcgaggactc
tgaatgttcc
gtgcccatca
aagatttggg
gaaacttaga

gagctgaaaa

cttcaatgtg
cttgactatc
agtgattagc
aaatcaagaa
tccgactctg
agagggagtc
tgattctctt
acaccgtttg
cgtcgttttce
aatcaatcag
tggtcccggt
tcttcaagta
tagtagccgt
gcaagtttca
cagaaccttc
cataggaatc
cattgacaag
aagggcacag
cgatgttacg
gttttgttta
cgatgaaagg
aggttggaga
ctatgtcacc
tgatgaatcc
ccaagatttg
tggtactgga
ctcccaccat
tgtttgggtc

gtttcttgaa

gaagtggaga

atggaaaact
tttacggatt
tctcttatcg
ccaccacgtt
agactgttgc
gagttttcca
actgaacttc
tgtcatgcaa
agctggacac
attcctcttg
ttcaccggag
aacatcaatt
gacgccagag
gtgaacatgc
agatacactg
agtgaacaac
attgagatca
aaagctgtaa
gactatcaca
gatgagaaga
aatctccttc
gggagcacag
ttgttaggca
aagctgaagg
gagatatact
agtctctggc
ttctcattgg
atcttcaaga
gagaagccct

gataagaggg

ctgccattag
ggtttagtgt
gaggtgggaa
cattcacctt
agcaaccttg
cacctactaa
ctccagagga
cttttgttca
ataggagtgc
ttaagggctt
gagacatact
ctcctatcac
tcatagtgtt
cacttcaaaa
acttttctaa
cgttgtttgg
tacttgccga
acgcattgtt
tagatagggt
aagaactttc
aagacccaaa
atatcaccat
cctttgatga
cttacacaag
tgattcgtta
cactgtctgc
acatagacgt
tcaaaactca

tggttgggga

agaaacttga

gaatccacat
ggggaggaac
cattacttca
caatggaccc
gccagcacct
cagtttcacc
caattctgtt
gaggtctggc
aaccctcacg
tagggtgtgg
tagaaggaac
ccagagatac
gactggtgct
gacaatggag
tcctttcectet
agctggttcc
tgccacgcectc
tacaagttct
ttctaatctt
agaaaaggtc
ctttcgtgga
tcaaggagga
gtgctatcca
atatcagctc
caatgcaaaa
tccgtcacct
tggctgcaca
agacggacac

ggcacttgcc

gtgggagact
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aacattgtgt
gataggttac
tctattcgtg
ttcgaggaat
atcaagaatg
gtagaggagc
agccaagaag
gaaggatatg
aagttttcaa
tatacagcaa
ggtgcttatg
gcttacacgg
actcctcttc
gtttggattg
ctcatggaag
<210>
<211>

<212>
<213>

36
1164
PRT

<220>
<223>
<400> 36

Met Asp Asn
1

Ser Asn Pro

Ser
35

Asn Ser

Phe
50

Asn Val

Trp Ile

65

Gly
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acaaggaagc
aagcagacac
aggcttactt
tggaaggaag
gtgatttcaa
aaaacaatca
ttagagtttg
gcgaagggtg
actgcgtcga
cgcaagagga
aaagcaattc
atggcagaag
cagctggtta
aaatcggaga

aatga

Asn Pro

Glu
20

Glu
Ile Asp
Pro

Gly

Val Gly

Asn

Val

Ile

Gly

Pro
70

caaagaaagc
caacatagca
gccagaactt
aatctttacg
caatggcctc
ccgtagcgtg
ccctggaaga
cgtgactatt
ggaggaagtg
atacgagggg
atccgttcca
agataaccca

cgtgactaaa

gacagaaggg

Secuencia artificial

Ile Asn

Leu

Leu

Leu
40

Ser

Gly Phe

55

Ser Gln

gtggatgctc
atgatacatg
agtgtgattc
gctttcagcc
tcatgttgga
ctggttgtcc
ggctacattc
catgagattg
tatcctaaca
acatacacca
gctgactatg
tgtgagtcca
gagttagagt

acattcatag

Glu Cys Ile

10

Asp Glu

25

Gly

Ser Leu Val

Leu Val Gly

Ala
75

Trp Asp

ttttcgtgaa
cagctgacaa
ccggtgtcaa
tctatgacgce
atgtgaaagg
cagaatggga
tgcgtgtcac
agaacaatac
acacagtgac
gtcgtaatcg
ccagtgccta
acagaggtta
actttccgga

tagattcagt

traducida de la regidén codificadora sintetizada

Pro Tyr Asn

Ile Ser

30

Arg

Gln Phe

45

Leu

Leu Ile

60

Asp

Phe Leu Val

ctctcagtat
aagagtccat
cgctgccatt
taggaatgtt
tcatgttgat
agccgaagta
cgcttacaaa
tgacgaactt
ttgtaatgac
tggttatgat
cgaagagaag
tggtgattac
gactgataag

tgagcttctt

Cys Leu

15

Thr Gly

Val Ser

Phe Val

Gln Ile

80
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Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu

Ile

Ile

Asn

Leu
305

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Gln

Asn

Val

290

Asn

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Pro

Phe

275

Met

Asn

Ile

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Val

260

Asn

Glu

Leu

Asn

85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala

245

Gly

Pro

Asn

Thr

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Gln

Gln

Ser

Ile
310

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Glu

90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr

250

Glu

Val

Asn

Trp

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Val

Ala

Pro

Phe
315

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Tyr

Gln

His

300

Ser

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

285

Leu

Val

Asn

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Ala

95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr

255

Pro

Thr

Asp

Arg

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro

Leu

Phe

Ile

Asn
320
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Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly

Leu

Asn

Ser

Val
545
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Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Arg

Ser

Arg

530

Gly

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val

485

Thr

Thr

Arg

Val

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Phe

Gln

Val

Ser
550

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Gly

Arg

Ile

535

Val

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Phe

505

Arg

Leu

Met

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly

490

Val

Leu

Thr

Pro

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Ser

Arg

Gly

Leu
555

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp

495

Asn

Ala

Thr

Met

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile

Ile

Ser

Gly

Glu
560
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Ile

Asn

Gln

Asp

Asp

625

Asn

Val

Lys

Glu

Leu

705

Asp

Glu

Lys

Asp

Asn
785
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Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

Gln

Ser

Lys

Arg

690

Asp

Asp

Cys

Ala

Leu

770

Val

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

Ile

Asn

Glu

675

Asn

Arg

Val

Tyr

Tyr

755

Glu

Pro

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Gly

Leu

660

Leu

Leu

Gly

Phe

Pro

740

Thr

Ile

Gly

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Ala

Leu

645

Val

Ser

Leu

Trp

Lys

725

Thr

Arg

Tyr

Thr

Thr

Arg

Ala

Ile

Gln

630

Lys

Glu

Glu

Gln

Arg

710

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Gly
790

Ser

Ala

Gly

Leu

615

Lys

Thr

Cys

Lys

Asp

695

Gly

Asn

Leu

Gln

Ile

775

Ser

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Ala

Asp

Leu

Val

680

Pro

Ser

Tyr

Tyr

Leu

760

Arg

Leu

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Val

Val

Ser

665

Lys

Asn

Thr

Val

Gln

745

Arg

Tyr

Trp

Phe

570

Asp

Ser

Ala

Asn

Thr

650

Asp

His

Phe

Asp

Thr

730

Lys

Gly

Asn

Pro

Arg

Ile

Ser

Thr

Ala

635

Asp

Glu

Ala

Arg

Ile

715

Leu

Ile

Tyr

Ala

Leu
795

Tyr

Ile

Gly

Leu

620

Leu

Tyr

Phe

Lys

Gly

700

Thr

Leu

Asp

Ile

Lys

780

Ser

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Phe

His

Cys

Arg

685

Ile

Ile

Gly

Glu

Glu

765

His

Ala

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Thr

Ile

Leu

670

Leu

Asn

Gln

Thr

Ser

750

Asp

Glu

Pro

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Ser

Asp

655

Asp

Ser

Arg

Gly

Phe

735

Lys

Ser

Thr

Ser

Ser

Glu

Ile

Ser

Ser

640

Arg

Glu

Asp

Gln

Gly

720

Asp

Leu

Gln

Val

Pro
800
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Ile

Val

Lys

Leu

Ala

865

Asn

Asn

His

Glu

Glu

945

Ile

Gly

Val

Gly

Gly

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Gly

Gly

Ile

Glu

850

Glu

Ile

Ser

Ala

Leu

930

Gly

Lys

His

Pro

Lys

Cys

Lys

835

Glu

Lys

Val

Gln

Ala

915

Ser

Arg

Asn

Val

Glu
995

Cys

Thr

820

Thr

Lys

Lys

Tyr

Tyr

900

Asp

Val

Ile

Gly

Asp

980

Trp

Ala

805

Asp

Gln

Pro

Trp

Lys

885

Asp

Lys

Ile

Phe

Asp

965

Val

Glu

His

Leu

Asp

Leu

Arg

870

Glu

Arg

Arg

Pro

Thr

950

Phe

Glu

Ala

His

Asn

Gly

Val

855

Asp

Ala

Leu

Val

Gly

935

Ala

Asn

Glu

Glu

Ser

Glu

His

840

Gly

Lys

Lys

Gln

His

920

Val

Phe

Asn

Gln

Val
1000

His

Asp

825

Ala

Glu

Arg

Glu

Ala

905

Ser

Asn

Ser

Gly

Asn
985

Ser Gln Glu Val Arg Val Cys Pro

His

810

Leu

Arg

Ala

Glu

Ser

890

Asp

Ile

Ala

Leu

Leu

970

Asn

Phe

Gly

Leu

Leu

Lys

875

Val

Thr

Arg

Ala

Tyr

955

Ser

His

Ser

Val

Gly

Ala

860

Leu

Asp

Asn

Glu

Ile

940

Asp

Cys

Arg

Leu

Trp

Asn

845

Arg

Glu

Ala

Ile

Ala

925

Phe

Ala

Trp

Ser

Asp

Val

830

Leu

Val

Trp

Leu

Ala

910

Tyr

Glu

Arg

Asn

Val
990

1005

Arg Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys
1015

1010

Glu
1025

Gly Cys Val Thr Ile

1020

His Glu Ile Glu Asn

1030

1035

Ile

815

Ile

Glu

Lys

Glu

Phe

895

Met

Leu

Glu

Asn

Val

975

Leu

Asp

Phe

Phe

Arg

Thr

880

Val

Ile

Pro

Leu

Val

960

Lys

Val

Glu Gly Tyr

Asn Thr Asp
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Glu Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Val Tyr
1040 1045 1050

Asn Thr Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Ala Thr Gln Glu
1055 1060 1065

Glu Gly Thr Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asp Gly
1070 1075 1080

Glu Ser Asn Ser Ser Val Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Ala
1085 1090 1095

Glu Lys Ala Tyr Thr Asp Gly Arg Arg Asp Asn Pro Cys
1100 1105 1110

Asn Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr Thr Pro Leu Pro Ala Gly
1115 1120 1125

Thr Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp Lys Val
1130 1135 1140

Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp Ser
1145 1150 1155

Leu Leu Leu Met Glu Glu
1160

<210> 37

<211> 3495

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn codificadora sintetizada

<400> 37

atggataaca atccgaacat caatgaatgc atcccgtaca actgcctgag

gaagtgctgt tggatggaga acggatatca actggtaatt catcaattga

tcacttgttc agtttctggt atctaacttc gtcccaggcg gaggattcct

atagattttg tatggggaat agttggccct tctcaatggg atgcatttct

gaacaattaa ttaatgaaag aatagctgaa tttgctagga atgctgctat

gaaggattag gaaacaattt caatatatat gtggaagcat ttaaagaatg

cctaagaatc cagcaaccag gaccagagta attgatcgct ttcgtatact

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

Pro Asn

Glu Tyr

Ala Tyr

Tyr Glu

Glu Ser

Tyr Val

Trp Ile

Val Glu

caacccggaa
tatttctctg
ggttggatta
agtacaaatt
tgctaattta
ggaagaagat

tgatgggcta
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cttgaaaggg
tatgctcaag
agatggggat
gatgaatatg
tctacgtatc
ttagatatcg
ggtcaactaa
tctgtagctc
ttatttgata
ttttattggg
cctatatatg
gtatttagga
ccatttaatt
tatcgaggaa
ccacctcgceg
acaccttttt
aatacaattg
gggggcacct
acctttggtg
cgtttaagat
gcatccacag
ataggggaga
tttagagcta
attagtagcg
gaagcagaat
aatcaaatcg
gttgagtgtt
aaacatgcga
atcaatagac

gatgacgtat

file://cavnas01/Documentos/ WP/WPC10975/COLO-10975-841-397-4%20LISTADO%?2...

acattccttc
cggccaatct
tgacaacgat
ctgatcactg
aagattggat
ccgctttett
caagggaagt
aattacctac
tattgaataa
gaggacatcg
gaagagaggc
ctttatcaaa
tacgtggtgt
gaggtacggt
aaggatatag
taacaactgg
atccagagag
ctgtcattac
attttgtatc
ttcgttacgce
gagtgggagg
acttaacatc
atccagatat
gtgaacttta
ctgatttaga
ggttaaaaac
tatctgatga
agcgacttag
aactagaccg

ccaaagagaa

gtttcgaatt
gcatctagct
aaatgtcaat
tgcaaatacg
aacatataat
tccaaactat
ttatacggac
ttttaacgtt
tcttacaatc
agtaatatct
gaaccaggag
tcctacttta
tgaaggagta
tgattcttta
tcatcgttta
tgtagtattt
aattaatcaa
aggaccagga
tctacaagtc
ttccagtagg
ccaagttagt
tagaacattt
aattgggata
tatagataaa
aagagcacaa
cgatgtgacg
attttgtctg
tgatgagcgg
tggctggaga

ttacgttacg

tctggatttg
atattaagag
gaaaactata
tataatcggg
cgattgcgga
gacaatagga
ccattaatta
atggagaaca
tttacggatt
agccttatag
cctccaagat
cgattattac
gaattttcta
actgaattgc
tgtcatgcaa
tcttggacgce
atacctttag
tttacaggag
aatattaatt
gatgcacgag
gtaaatatgc
agatataccg
agtgaacaac
attgaaatta
aaggcggtga
gactatcata
gatgaaaaaa
aatttacttc

ggaagtacgg

ctattgggta

aagtacccct
attctgtaat
atagactaat
gattaaataa
gagacttaac
gatatccaat
attttaatcc
gcgcaattag
ggtttagtgt
gaggtggtaa
cctttacttt
agcaaccttg
cacctacaaa
cgcctgagga
cttttgttca
atcgtagtgce
tgaaaggatt
gggatatcct
caccaattac
ttatagtatt
ctcttcagaa
attttagtaa
ctctatttgg
ttctagcaga
atgccctgtt
tcgatcgagt
aagaattgtc
aagatccaaa
atattaccat

cctttgatga

tttatccgtt
ttttggagaa
taggcatatt
tttaccgaaa
attgactgta
tcagccagtt
acagttacag
aaatcctcat
tggacgcaat
cataacatct
taatggaccg
gccagcgcca
tagctttacg
taatagtgtg
aagatctgga
aactcttaca
tagagtttgg
tcgaagaaat
ccaaagatac
aacaggagcg
aactatggaa
tcctttttcea
tgcaggttct
tgcaacattt
tacttcttcc
atccaattta
cgagaaagtc
ctttagaggg
ccaaggaggc

gtgctactta
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acgtatttat
agagggtata
cacgaaacag
atcggaaaat
gacttaaatg
gcaagactag
cgtgtgaaaa
aatattgttt
gatagattac
agcattcgag
tttgaagaat
attaaaaatg
gtagaagaac
tcacaagaag
gagggatatg
aagtttagca
tatactgcga
ggagcctatg
gcatatacag
acaccactac
gtatggattg
cttatggagg
<210> 38

<211> 1164
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 38

atcaaaaaat
tcgaagatag
taaatgtgcc
gtgcccatca
aggacttagg
gaaatctaga
gagcggagaa
ataaagaggc
aagcggatac
aagcttatct
tagaagggcg
gtgattttaa
aaaacaacca
ttcgtgtctg
gagaaggttg
actgtgtaga
ctcaagaaga
aaagcaattc
atggacgaag
cagctggcta
agatcggaga

aataa

agatgagtcg
tcaagactta
aggtacgggt
ttcccatcat
tgtatgggtg
atttctcgaa
aaaatggaga
aaaagaatct
caacatcgcg
gcctgagcectg
tattttcact
taatggctta
ccgttcggtce
tccgggtegt
cgtaaccatt
agaggaagta
atatgagggt
ttctgtacca
agacaatcct
tgtgacaaaa

aacggaagga

Secuencia artificial

aaattaaaag
gaaatctatt
tccttatggce
ttctcecttgg
atattcaaga
gagaaaccat
gacaaacgtg
gtagatgctt
atgattcatg
tctgtgattc
gcattctccc
tcctgcectgga
cttgttgttc
ggctatatcc
catgagatcg
tatccaaaca
acgtacactt
gctgattatg
tgtgaatcta
gaattagagt

acattcatcg

cctatacccg
taattcgcta
cgctttcagce
acattgatgt
ttaagacgca
tagtaggaga
aaaaattgga
tatttgtaaa
cggcagataa
cgggtgtcaa
tatatgatgc
acgtgaaagg
cggaatggga
ttcgtgtcac
agaacaatac
acacggtaac
ctcgtaatcg
catcagccta
acagaggata
acttcccaga

tggacagcgt

traducida de la regidén codificadora sintetizada

ttaccaatta
caatgccaaa
cccaagtcca
tggatgtaca
agatggccat
agcactagcet
atgggaaaca
ctctcaatat
acgcgttcat
tgcggctatt
gagaaatgtc
gcatgtagat
agcagaagtg
agcgtacaag
agacgaactg
gtgtaatgat
aggatatgac
tgaagaaaaa
tggggattac
aaccgataag

ggaattactt

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu

1
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5

10

15
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Ser

Asn

Asn

Trp

65

Glu

Ile

Ala

Arg

Ile

145

Tyr

Ile

Tyr

Asn

Asp

225

Leu
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Asn

Ser

Phe

50

Gly

Gln

Ala

Phe

Val

130

Pro

Ala

Phe

Asn

Thr

210

Trp

Asp

Pro

Ser

35

Val

Ile

Leu

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Gln

Gly

Arg

195

Tyr

Ile

Ile

Glu

20

Ile

Pro

Val

Ile

Leu

100

Glu

Asp

Phe

Ala

Glu

180

Leu

Asn

Thr

Ala

Glu

Asp

Gly

Gly

Asn

85

Glu

Trp

Arg

Arg

Ala

165

Arg

Ile

Arg

Tyr

Ala
245

Val

Ile

Gly

Pro

70

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Phe

Leu

Ser

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Ser

Leu

Gly

His

Leu

215

Arg

Phe

Leu

Leu

40

Phe

Gln

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Gly

His

Leu

Ile

200

Asn

Leu

Pro

Asp

25

Ser

Leu

Trp

Ala

Asn

105

Pro

Leu

Phe

Leu

Thr

185

Asp

Asn

Arg

Asn

Gly

Leu

Val

Asp

Glu

90

Asn

Lys

Asp

Glu

Ala

170

Thr

Glu

Leu

Arg

Tyr
250

Glu

Val

Gly

Ala

75

Phe

Phe

Asn

Gly

Val

155

Ile

Ile

Tyr

Pro

Asp

235

Asp

Arg

Gln

Leu

60

Phe

Ala

Asn

Pro

Leu

140

Pro

Leu

Asn

Ala

Lys

220

Leu

Asn

Ile

Phe

45

Ile

Leu

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Val

Asp

205

Ser

Thr

Arg

Ser

30

Leu

Asp

Val

Asn

Tyr

110

Thr

Glu

Leu

Asp

Asn

190

His

Thr

Leu

Arg

Thr

Val

Phe

Gln

Ala

95

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

175

Glu

Cys

Tyr

Thr

Tyr
255

Gly

Ser

Val

Ile

80

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

160

Val

Asn

Ala

Gln

Val

240

Pro
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Ile

Ile

Asn

Leu

305

Phe

Asn

Arg

Thr

Arg

385

Tyr

Asp

Ala

Val

Pro

465

Gly
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Gln

Asn

Val

290

Asn

Tyr

Ile

Ser

Leu

370

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

450

Glu

Gly

Pro

Phe

275

Met

Asn

Trp

Thr

Phe

355

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

435

Ser

Arg

Thr

Val

260

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

340

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

420

Val

Trp

Ile

Ser

Gly

Pro

Asn

Thr

Gly

325

Pro

Phe

Leu

Gly

Gly

405

Pro

Gln

Thr

Asn

Val
485

Gln

Gln

Ser

Ile

310

His

Ile

Asn

Gln

Val

390

Thr

Pro

Arg

His

Gln

470

Ile

Leu

Leu

Ala

295

Phe

Arg

Tyr

Gly

Gln

375

Glu

Val

Arg

Ser

Arg

455

Ile

Thr

Thr

Gln

280

Ile

Thr

Val

Gly

Pro

360

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Pro

Gly

Arg

265

Ser

Arg

Asp

Ile

Arg

345

Val

Trp

Ser

Ser

Gly

425

Thr

Ala

Leu

Pro

Glu

Val

Asn

Trp

Ser

330

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

410

Tyr

Pro

Thr

Val

Gly
490

Val

Ala

Pro

Phe

315

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Phe

Leu

Lys

475

Phe

Tyr

Gln

His

300

Ser

Leu

Asn

Thr

Pro

380

Thr

Glu

His

Leu

Thr

460

Gly

Thr

Thr

Leu

285

Leu

Val

Ile

Gln

Leu

365

Pro

Asn

Leu

Arg

Thr

445

Asn

Phe

Gly

Asp

270

Pro

Phe

Gly

Gly

Glu

350

Ser

Phe

Ser

Pro

Leu

430

Thr

Thr

Arg

Gly

Pro

Thr

Asp

Arg

Gly

335

Pro

Asn

Asn

Phe

Pro

415

Cys

Gly

Ile

Val

Asp
495

Leu

Phe

Ile

Asn

320

Gly

Pro

Pro

Leu

Thr

400

Glu

His

Val

Asp

Trp

480

Ile
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Leu

Asn

Ser

Val

545

Ile

Asn

Gln

Asp

Asp

625

Asn

Val

Lys

Glu

Leu

705

Asp
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Arg

Ser

Arg

530

Gly

Gly

Pro

Pro

Lys

610

Leu

Gln

Ser

Lys

Arg

690

Asp

Asp

Arg

Pro

515

Asp

Gly

Glu

Phe

Leu

595

Ile

Glu

Ile

Asn

Glu

675

Asn

Arg

Val

Asn

500

Ile

Ala

Gln

Asn

Ser

580

Phe

Glu

Arg

Gly

Leu

660

Leu

Leu

Gly

Ser

Thr

Thr

Arg

Val

Leu

565

Phe

Gly

Ile

Ala

Leu

645

Val

Ser

Leu

Trp

Lys
725

Phe

Gln

Val

Ser

550

Thr

Arg

Ala

Ile

Gln

630

Lys

Glu

Glu

Gln

Arg

710

Glu

Gly

Arg

Ile

535

Val

Ser

Ala

Gly

Leu

615

Lys

Thr

Cys

Lys

Asp

695

Gly

Asn

Asp

Tyr

520

Val

Asn

Arg

Asn

Ser

600

Ala

Ala

Asp

Leu

Val

680

Pro

Ser

Tyr

Phe

505

Arg

Leu

Met

Thr

Pro

585

Ile

Asp

Val

Val

Ser

665

Lys

Asn

Thr

Val

Val

Leu

Thr

Pro

Phe

570

Asp

Ser

Ala

Asn

Thr

650

Asp

His

Phe

Asp

Thr
730

Ser

Arg

Gly

Leu

555

Arg

Ile

Ser

Thr

Ala

635

Asp

Glu

Ala

Arg

Ile

715

Leu

Leu

Phe

Ala

540

Gln

Tyr

Ile

Gly

Phe

620

Leu

Tyr

Phe

Lys

Gly

700

Thr

Leu

Gln

Arg

525

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

605

Glu

Phe

His

Cys

Arg

685

Ile

Ile

Gly

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Asp

Ile

590

Leu

Ala

Thr

Ile

Leu

670

Leu

Asn

Gln

Thr

Asn

Ala

Thr

Met

Phe

575

Ser

Tyr

Glu

Ser

Asp

655

Asp

Ser

Arg

Gly

Phe
735

Ile

Ser

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Ile

Ser

Ser

640

Arg

Glu

Asp

Gln

Gly

720

Asp
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Glu

Lys

Asp

Asn

785

Ile

Val

Lys

Leu

Ala

865

Asn

Asn

His

Glu

Glu

945

Ile
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Cys

Ala

Leu

770

Val

Gly

Gly

Ile

Glu

850

Glu

Ile

Ser

Ala

Leu

930

Gly

Lys

Tyr

Tyr

755

Glu

Pro

Lys

Cys

Lys

835

Glu

Lys

Val

Gln

Ala

915

Ser

Arg

Asn

Leu

740

Thr

Ile

Gly

Cys

Thr

820

Thr

Lys

Lys

Tyr

Tyr

900

Asp

Val

Ile

Gly

Thr

Arg

Tyr

Thr

Ala

805

Asp

Gln

Pro

Trp

Lys

885

Asp

Lys

Ile

Phe

Asp
965

Tyr

Tyr

Leu

Gly

790

His

Leu

Asp

Leu

Arg

870

Glu

Arg

Arg

Pro

Thr

950

Phe

Leu

Gln

Ile

775

Ser

His

Asn

Gly

Val

855

Asp

Ala

Leu

Val

Gly

935

Ala

Asn

Tyr

Leu

760

Arg

Leu

Ser

Glu

His

840

Gly

Lys

Lys

Gln

His

920

Val

Phe

Asn

Gln

745

Arg

Tyr

Trp

His

Asp

825

Ala

Glu

Arg

Glu

Ala

905

Ser

Asn

Ser

Gly

Lys

Gly

Asn

Pro

His

810

Leu

Arg

Ala

Glu

Ser

890

Asp

Ile

Ala

Leu

Leu
970

Ile

Tyr

Ala

Leu

795

Phe

Gly

Leu

Leu

Lys

875

Val

Thr

Arg

Ala

Tyr

955

Ser

Asp

Ile

Lys

780

Ser

Ser

Val

Gly

Ala

860

Leu

Asp

Asn

Glu

Ile

940

Asp

Cys

Glu

Glu

765

His

Ala

Leu

Trp

Asn

845

Arg

Glu

Ala

Ile

Ala

925

Phe

Ala

Trp

Ser

750

Asp

Glu

Pro

Asp

Val

830

Leu

Val

Trp

Leu

Ala

910

Tyr

Glu

Arg

Asn

Lys

Ser

Thr

Ser

Ile

815

Ile

Glu

Lys

Glu

Phe

895

Met

Leu

Glu

Asn

Val
975

Leu

Gln

Val

Pro

800

Asp

Phe

Phe

Arg

Thr

880

Val

Ile

Pro

Leu

Val

960

Lys
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Gly His Val Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn His Arg Ser Val Leu Val
980 985 990

Val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys Pro
995 1000 1005

Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr
1010 1015 1020

Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp
1025 1030 1035

Glu Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Val Tyr Pro Asn
1040 1045 1050

Asn Thr Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Ala Thr Gln Glu Glu Tyr
1055 1060 1065

Glu Gly Thr Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asp Gly Ala Tyr
1070 1075 1080

Glu Ser Asn Ser Ser Val Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Ala Tyr Glu
1085 1090 1095

Glu Lys Ala Tyr Thr Asp Gly Arg Arg Asp Asn Pro Cys Glu Ser
1100 1105 1110

Asn Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr Thr Pro Leu Pro Ala Gly Tyr Val
1115 1120 1125

Thr Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp Lys Val Trp Ile
1130 1135 1140

Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp Ser Val Glu
1145 1150 1155

Leu Leu Leu Met Glu Glu

1160
<210> 39
<211> 2109
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidén codificadora sintetizada
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<400> 39
atggcacaga

ctgagcaagt
ccgagagcct
ggctccgagce
atcaacgagt
gagaggatct
gtgagcaact
atcgtcggcec
aggatagcag
ttcaacatct
aggacgaggg
tccttcagaa
ctgcacctgg
atcaacgtga
tgcgccaaca
atcacatata
ttcccgaact
gtgtacaccg
accttcaacg
aatctgacca
agggtgatct
gcgaaccagg
aacccgaccce
gtggagggcg
gtggactcac
agccataggc
ggcgtggtgt
agaattaatc

accgggccgg

agcctccaag
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gcagtaggat
ccaaccagaa
acccgatcag
tgagaccgct
gcatccccta
caaccggcaa
tcgtgccggg
cgtcccagtg
agttcgcgag
acgtggaagc
tgatcgaccg
tcagcggcett
cgatcctgag
atgaaaacta
cctacaatag
accggctgag
acgacaatag
acccattaat
tgatggagaa
tcttcaccga
ccagcctgat
agccgccgag
tgaggctgct
tggagttcag
tgaccgagct
tgtgccacgc
tctcectggac
aaatcccgcet
gctttaccgg

tgaacattaa

ctgccacggt
caagtcaccg
cagctcctgg
gaaggtgatg
caactgcctg
cagcagcatc
cggcggcttce
ggacgccttc
gaacgcggcc
atttaaggag
ctttcgcatc
cgaggtcccg
ggactccgtg
caaccggctg
gggattaaat
gagggacctg
gcgctacccg
taatttcaac
cagcgccatc
ctggttctca
¢ggcggcggce
gtccttcacc
ccagcagccg
caccccgacce
gccgeeggag
caccttcgtg
ccaccggagce
ggtgaagggc
cggcgacatc

tagcccgatce

gtgcagaacc
ttctcecgtgt
ggactgaaga
tccagcgtgt
agcaaccccg
gacatcagcc
ctggtgggat
ctggttcaga
atcgccaacc
tgggaggagg
ctggacggcc
ctgctgtccg
atattcggcg
ataaggcaca
aatctgccca
accctgaccg
atccagccgg
ccgcagcetcec
cggaacccgce
gtgggccgga
aacatcacct
ttcaacggcc
tggccggcege
aacagcttca
gacaacagcg
cagaggagcg
gcgaccctga
ttccgggtgt
ctgaggagga

acccagcgcet

cgtgcgtgat
ccctcaagac
agagtggcat
cagcggataa
aggaggtgct
tgtccctggt
taatcgactt
tcgagcaatt
tggagggcct
accccaagaa
tgctggagag
tgtacgcgca
agaggtgggg
tcgacgagta
agagcaccta
tgctggacat
tgggccagct
agtccgtggce
acctgttcga
acttctactg
ccccgatcta
cggtgtttag
cgccgttcaa
cctaccgggg
tgccgccgag
gcaccccgtt
ccaatacaat
ggggcggcac
acacgttcgg

accggctgag

catctcgaac
ccaccagcac
gaccctgatc
caacccgaac
gctggacggce
gcagttcctg
cgtgtgggge
aattaatgaa
gggcaacaac
cccggccacg
ggacatcccg
agcggccaac
cctgaccacc
cgccgaccac
ccaagactgg
cgccgcegttce
gacccgcgag
ccagctgccg
catcctgaat
gggcggccat
¢gggagggag
gaccctgtcc
cctgagggge
gaggggcacc
ggagggctac
cttgacgacc
cgacccggag
ctccgtgatce
cgacttcgtg

gttccgctac
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60
120
180
240
300
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
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gcgtcaagcc
ggccaagtgt
tcaaggacct
ataatcggca
tacatcgata
gagaggtga

<210>
<211>

<212>
<213>

40
702
PRT

<220>
<223> trad

<400> 40
Met Ala Gln
1

Ile Ile Ser

Val Leu

35

Ser

Ser Trp

50

Gly

Arg Pro Leu

65

Ile Asn Glu

Leu Leu Asp

Ser
115

Ser Leu

Phe
130

Gly Leu
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gcgacgcgag
ccgtgaacat
tccgcectacac
tcagcgagca

aaatcgagat

ucida de

Ser Ser

Asn Leu

20

Lys Thr

Leu Lys
Val

Lys

Ile
85

Cys

Gly Glu

100

Leu Val

Val Gly

Arg

Ser

His

Lys

Met

70

Pro

Arg

Gln

Leu

ggtgatcgtg
gccgctgcaa
cgacttcagc
gccgctgtte

catcctggcg

Secuencia artificial

Ile Cys

Lys Ser

Gln His

40

Ser
55

Gly

Ser Ser

Tyr Asn

Ile Ser

Phe Leu

120

Ile
135

Asp

ctgaccggcg
aagacgatgg
aacccgttca
ggcgccggcet

gacgcgacct

His Gly Val

10

Asn Gln Asn

25

Pro Arg Ala

Met Thr Leu

Val Ala

75

Ser

Leu Ser

90

Cys

Thr
105

Gly Asn

Val Ser Asn

Phe Val Trp

cggcctcaac
agatcggcga
gctttagggc

ccatctcaag

tggaggccga

la regidén codificadora sintetizada

Gln Asn Pro

Pro
30

Lys Ser

Pro Ile

45

Tyr

Ile
60

Gly Ser

Asp Asn Asn

Asn Pro Glu

Ile
110

Ser Ser

Phe Val

125

Pro

Gly Ile Val

140

cggcgtgggce
gaacctgacc
caacccggat
cggcgagctg

gtccgacctg

Cys Val

15

Phe Ser

Ser Ser
Glu

Leu

Asn
80

Pro

Glu
95

Val
Asp Ile
Gly

Gly

Gly Pro
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Ser

145

Arg

Leu

Glu

Arg

Ser

225

Leu

Gly

His

Leu

Arg

305

Phe

Leu

Leu

Ala
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Gln

Ile

Gly

Asp

Ile

210

Gly

His

Leu

Ile

Asn

290

Leu

Pro

Thr

Gln

Ile
370

Trp

Ala

Asn

Pro

195

Leu

Phe

Leu

Thr

Asp

275

Asn

Arg

Asn

Arg

Ser

355

Arg

Asp

Glu

Asn

180

Lys

Asp

Glu

Ala

Thr

260

Glu

Leu

Arg

Tyr

Glu

340

Val

Asn

Ala

Phe

165

Phe

Asn

Gly

Val

Ile

245

Ile

Tyr

Pro

Asp

Asp

325

Val

Ala

Pro

Phe

150

Ala

Asn

Pro

Leu

Pro

230

Leu

Asn

Ala

Lys

Leu

310

Asn

Tyr

Gln

His

Leu

Arg

Ile

Ala

Leu

215

Leu

Arg

Val

Asp

Ser

295

Thr

Arg

Thr

Leu

Leu
375

Val

Asn

Tyr

Thr

200

Glu

Leu

Asp

Asn

His

280

Thr

Leu

Arg

Asp

Pro

360

Phe

Gln

Ala

Val

185

Arg

Arg

Ser

Ser

Glu

265

Cys

Tyr

Thr

Tyr

Pro

345

Thr

Asp

Ile

Ala

170

Glu

Thr

Asp

Val

Val

250

Asn

Ala

Gln

Val

Pro

330

Leu

Phe

Ile

Glu

155

Ile

Ala

Arg

Ile

Tyr

235

Ile

Tyr

Asn

Asp

Leu

315

Ile

Ile

Asn

Leu

Gln

Ala

Phe

Val

Pro

220

Ala

Phe

Asn

Thr

Trp

300

Asp

Gln

Asn

Val

Asn
380

Leu

Asn

Lys

Ile

205

Ser

Gln

Gly

Arg

Tyr

285

Ile

Ile

Pro

Phe

Met

365

Asn

Ile

Leu

Glu

190

Asp

Phe

Ala

Glu

Leu

270

Asn

Thr

Ala

Val

Asn

350

Glu

Leu

Asn

Glu

175

Trp

Arg

Arg

Ala

Arg

255

Ile

Arg

Tyr

Ala

Gly

335

Pro

Asn

Thr

Glu

160

Gly

Glu

Phe

Ile

Asn

240

Trp

Arg

Gly

Asn

Phe

320

Gln

Gln

Ser

Ile
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Phe

385

Arg

Tyr

Gly

Gln

Glu

465

Val

Arg

Ser

Arg

Ile

545

Thr

Gly

Arg

Ile
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Thr

Val

Gly

Pro

Pro

450

Phe

Asp

Glu

Gly

Ser

530

Pro

Gly

Asp

Tyr

Val
610

Asp

Ile

Arg

Val

435

Trp

Ser

Ser

Gly

Thr

515

Ala

Leu

Pro

Phe

Arg

595

Leu

Trp

Ser

Glu

420

Phe

Pro

Thr

Leu

Tyr

500

Pro

Thr

Val

Gly

Val

580

Leu

Thr

Phe

Ser

405

Ala

Arg

Ala

Pro

Thr

485

Ser

Phe

Leu

Lys

Phe

565

Ser

Arg

Gly

Ser

390

Leu

Asn

Thr

Pro

Thr

470

Glu

His

Leu

Thr

Gly

550

Thr

Leu

Phe

Ala

Val

Ile

Gln

Leu

Pro

455

Asn

Leu

Arg

Thr

Asn

535

Phe

Gly

Gln

Arg

Ala
615

Gly

Gly

Glu

Ser

440

Phe

Ser

Pro

Leu

Thr

520

Thr

Arg

Gly

Val

Tyr

600

Ser

Arg

Gly

Pro

425

Asn

Asn

Phe

Pro

Cys

505

Gly

Ile

Val

Asp

Asn

585

Ala

Thr

Asn

Gly

410

Pro

Pro

Leu

Thr

Glu

490

His

Val

Asp

Trp

Ile

570

Ile

Ser

Gly

Phe

395

Asn

Arg

Thr

Arg

Tyr

475

Asp

Ala

Val

Pro

Gly

555

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

Ile

Ser

Leu

Gly

460

Arg

Asn

Thr

Phe

Glu

540

Gly

Arg

Ser

Arg

Gly
620

Trp

Thr

Phe

Arg

445

Val

Gly

Ser

Phe

Ser

525

Arg

Thr

Arg

Pro

Asp

605

Gly

Gly

Ser

Thr

430

Leu

Glu

Arg

Val

Val

510

Trp

Ile

Ser

Asn

Ile

590

Ala

Gln

Gly

Pro

415

Phe

Leu

Gly

Gly

Pro

495

Gln

Thr

Asn

Val

Thr

575

Thr

Arg

Val

His

400

Ile

Asn

Gln

Val

Thr

480

Pro

Arg

His

Gln

Ile

560

Phe

Gln

Val

Ser
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Val Asn Met Pro Leu Gln
625 630

Ser Arg Thr Phe Arg Tyr
645

Ala Asn Pro Asp Ile Ile
660

Gly Ser Ile Ser Ser Gly
675

Leu Ala Asp Ala Thr Leu
690
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Senor Director
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.

Referencia : Expediente No. NC2017/0006326

Asunto . Solicitud de Patente para: “TOXINAS CRY1CA MODIFICADAS
UTILES PARA EL CONTROL DE PLAGAS DE INSECTOS”

Solicitante . DOW AGROSCIENCES LLC

Fecha de solicitud : 27 de junio 2017

RESPUESTA A EXAMEN PRELIMINAR

Andrés RINCON USCATEGUI, identificado como aparece al pie de mi firma, en mi
condicién de apoderado de la sociedad solicitante de la patente de la referencia, doy
respuesta al Oficio No. 10598, notificado por fijacion en lista de fecha 26 de julio de

2017.

. MODIFICACIONES AL PLIEGO REIVINDICATORIO

Con el fin de atender las observaciones realizadas por el examinador de manera
preliminar al examen de patentabilidad, el solicitante decide aportar un nuevo capitulo
reivindicatorio conformado por 21 reivindicaciones en las que se han incluido las

siguientes modificaciones:

1. Se ha modificado la reivindicacién 2 con el fin de darle mayor claridad al

alcance de dicha reivindicacion.

“EXCELENCIA LEGAL EN UN MUNDO SIN FRONTERAS”
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2. Se han eliminado las reivindicaciones 19 a 24 de manera que no la materia a
proteger no se encuentra dirigida a una planta o parte de una planta o una semilla

transgénica con el fin de darle mayor claridad al nuevo pliego reivindicatorio.

3. Se modifico la descripcién con el fin de evitar cualquier error de tipo tipografico

en las secuencias que hacen parte de la invencién.

Estas modificaciones se ajustan al articulo 34 de la Decision 486 de 2000 y no
constituyen una ampliacion de la proteccién que corresponderia a la divulgacién

contenida en la solicitud inicial.

A pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originalmente presentado, mi
representada no renuncia a la proteccion que pueda obtener sobre dicha materia y se
reserva el derecho de presentar una solicitud divisional que la contenga durante el

tramite de la presente solicitud.

. EN CUANTO A LA FALTA DE CLARIDAD

1. Con respecto a la objecion frente a la reivindicacion 1, dado que
supuestamente las toxinas modificadas que comprendan todas las combinaciones de
sustituciones reclamadas no se encuentra debidamente soportado en la descripcion,
se desea poner de presente que el solicitante no desea efectuar ningun tipo de
limitaciones a esta reivindicacion en esta etapa temprana del tramite. Adicionalmente,
se desea poner de presente que de acuerdo con el GUIA PARA EXAMEN DE
SOLICITUDES DE PATENTE DE INVENCION Y MODELO DE UTILIDAD “En referencia a la
mejor manera de realizar la invencion se considerard que los ejemplos son casos
particulares que sirven para ilustrar la mejor manera conocida por el solicitante para
ejecutar o llevar a la practica la invencion”, la materia contenida en la invencién no
debe estar Unicamente limitada a los ejemplos demostrados en la descripcion, ya que

los ejemplos suministrados y las modalidades preferidas de la descripcion tienen fin de



facilitar el entendimiento de la invencién y contextualizarla y por tanto, dicha objecién

se debe tener por superada.

2. Con respecto a la objecién frente a la reivindicacién 2 dado que no existia una
clara correspondencia entre la toxina reclamada y las posiciones de aminodcidos a las
que se refiere, se desea poner de presente que dicha reivindicacién ha sido modificada
de manera que ahora en el predmbulo se hace referencia exclusiva a la SEQ ID NO: 2
en lugar de la SEQ ID NO: 10. Considerando las modificaciones realizadas, esta objecién

se debe tener por superada.

3. Con respecto a la objecién frente a las reivindicaciones 3 a 8 por carecer de
sustento en el desarrollo de toxinas que comprendan una extension carboxi terminal
gue consista en los residuos de aminoacidos 629 a 1164 de la SEQ ID NO: 36 ni de
toxinas que comprendan una extension amino terminal que consista en los residuos de
aminodcidos 1 a 74 de la SEQ ID NO: 40, se desea poner de presente que el solicitante
tiene derecho a reclamar proteccion por el concepto inventivo completo desarrollado,
que en la presente solicitud abarca las toxinas modificadas de la invencidn en cualquier
forma comercial. Las realizaciones que contienen elementos adicionales caen dentro
del alcance de la invencion y deberian estar cubiertas de forma equitativa por las
reivindicaciones. Consecuentemente, las reivindicaciones 3 a 8 no necesitan enumerar
elementos no esenciales de la invencion, sino solo las caracteristicas que los distinguen
de la técnica anterior. Proporcionar detalles adicionales limitaria la proteccién de la
solicitud de patente y restringiria injustamente el alcance de la proteccién a la que el
solicitante tiene derecho equitativamente. Considerando las aclaraciones anteriores,

esta objecidn se debe tener por superada.

4. Con respecto a la objecién frente a la reivindicacion 10 por falta de claridad
dado que no divulga estructuralmente la secuencia del acido nucleico reclamada, se
desea poner de presente que el solicitante no desea efectuar ningun tipo de

limitaciones a esta reivindicacidon en esta etapa temprana del tramite. Asi las cosas,



cualquier modificacién o limitacidn se hara una vez se cuente con los resultados del

examen de patentabilidad si se llegara a estimar necesario.

. EN CUANTO A LA FALTA DE CLARIDAD DE LA DESCRIPCION

Con respecto a la objecion frente a la descripcidon, dado que supuestamente es
insuficiente para el amplio alcance del pliego reivindicatorio, se desea poner de
presente que contrario a lo sefialado por su Oficina, la descripcién de la presente
solicitud no necesita estar limitada exclusivamente a los ejemplos alli divulgados. De
hecho, de acuerdo con el GUIA PARA EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTE DE
INVENCION Y MODELO DE UTILIDAD “En referencia a la mejor manera de realizar la
invencion se considerard que los ejemplos son casos particulares que sirven para
ilustrar la mejor manera conocida por el solicitante para ejecutar o llevar a la prdctica
la invencion”, la materia contenida en la invencidon no debe estar Unicamente limitada
a los ejemplos demostrados en la descripcidn, ya que los ejemplos suministrados y las
modalidades preferidas de la descripcidn tienen fin de facilitar el entendimiento de la
invencion y contextualizarla. Por lo tanto, aun cuando la descripcién no suministre
todos los ejemplos de las modalidades preferidas, la materia reclamada en la en las
reivindicaciones es una generalizacidn razonable de la materia divulgada en la
descripcién y es deseo del solicitante no restringirla toda vez que el arte previo esta
por determinarse. Teniendo en cuenta esto, la objecidn a este respecto se debe dar

por superada.

V. EN CUANTO A LOS DIBUJOS Y SECUENCIAS

Con respecto a la falta de presentacion de las listas de las secuencias de nucleétidos o
aminoacidos en forma separada de la descripcion, se desea poner de presente que se
allega junto con este documento el listado de secuencias en formato digital de acuerdo
con el estdndar ST25. Considerando lo anterior, esta objecidon se debe tener por

superada.



V. EN CUANTO AL PAGO DE TASA ADICIONAL POR EL NUMERO DE
REIVINDICACIONES

Con respecto al pago de reivindicaciones adicionales, se desea poner de presente que
en conjunto con este documento se anexa el pago en linea correspondiente a 11

reivindicaciones adicionales.

VI. PETICION

Teniendo en cuenta que la presente solicitud cumple con los requisitos de los articulos
26 y 27 de la Decisién 486 de 2000 y considerando que se ha dado respuesta a cada
una de las observaciones de la Direccion de Nuevas Creaciones con respecto a otros
aspectos que tienen que ver con la patentabilidad de la invencién, solicito a su

Despacho continuar con el trdmite administrativo correspondiente.

VIL. ANEXOS
1. Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 21 reivindicaciones
2. Pago en linea correspondiente a 11 reivindicaciones adicionales
3. Listado de secuencias
4, Descripcidon modificada

Sefior Director,

ANDRES RINCON USCATEGUI
C.C. 79.780.910 de Bogotd
T.P. 114.908 del C.S.J.

COLO-10975-0841-0397-4
DPG\DPG\ID-298633\WPC10975
No. M-2017-298633\DPG



TOXINAS CrylCa MODIFICADAS UTILES PARA EL CONTROL DE PLAGAS

DE INSECTOS MEMORIA DESCRIPTIVA

CAMPO DE LA DIVULGACION
La presente invencion se refiere a la modificacion de una toxina plaguicida
de Bacillus thuringiensis, las secuencias de polinucledtidos que codifican estas toxinas y

plantas transgénicas que producen estas toxinas.

ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

Los insectos y otras plagas cuestan a los agricultores miles de millones de
dolares anualmente en pérdidas de cultivos y gastos para mantener estas plagas bajo
control. Ademads de las pérdidas en cultivos de campo, las plagas de insectos también son
una carga para los productores de verduras y frutas, para los productores de flores
ornamentales y para los jardineros caseros. Las pérdidas causadas por las plagas de
insectos en los ambientes de produccion agricola incluyen disminucion en el rendimiento
de los cultivos, calidad disminuida de los cultivos y costos de cosecha aumentados.

Las plagas de insectos son controladas principalmente por aplicaciones
intensivas de plaguicidas quimicos, que actlian por inhibicion del crecimiento de los
insectos, prevencion de la alimentacion o reproduccion de los insectos, o bien causan la
muerte. Por lo tanto, puede lograrse un buen control de los insectos, pero estos productos
quimicos a veces pueden afectar a otros insectos beneficiosos. Otro problema resultante del

uso extendido de plaguicidas quimicos es la aparicion de poblaciones de insectos



resistentes. Esto ha sido parcialmente paliado por diversas practicas de manejo de la
resistencia, pero existe una necesidad creciente de agentes alternativos para el control de
plagas. Agentes de control de plagas biologicos, tales como cepas de Bacillus thuringiensis
(B.t.) que expresan toxinas plaguicidas como las endotoxinas delta, también han sido
aplicados a plantas de cultivos con resultados satisfactorios, ofreciendo una alternativa o
complemento a los plaguicidas quimicos. Los genes que codifican algunas de estas
endotoxinas delta han sido aislados, y se ha demostrado que su expresion en huéspedes
heter6logos proporciona otra herramienta para el control de plagas de insectos
econdmicamente importantes. En particular, la expresion de toxinas insecticidas, tales
como endotoxinas delta de Bacillus thuringiensis, en plantas transgénicas ha proporcionado
una proteccion eficiente contra plagas de insectos seleccionadas, y plantas transgénicas que
expresan estas toxinas han sido comercializadas, permitiendo a los agricultores reducir las
aplicaciones de agentes de control de insectos quimicos.

Los lepidopteros son un grupo importante de plagas agricolas, horticolas y
domésticas, que causan grandes dafios todos los afios. Este orden de insectos abarca larvas
y adultos que se alimentan de hojas y raices. Las plagas de insectos lepidopteros incluyen,
pero no estan limitadas a: Achoroia grisella, Acleris gloverana, Acleris variana,
Adoxophyes orana, Agrotis ipsilon (gusano cortador negro "BCW"), Alabama argillacea,
Alsophila pometaria, Amyelois transitella, Anagasta kuehniella, Anarsia lineatella, Anisota
senatoria, Antheraea pernyi, Anticarsia gemmatalis (oruga de las leguminosas "VBC"),
Archips sp., Argyrotaenia sp., Athetis mindara, Bombyx mori, Bucculatrix thurberiella,

Cadra cautella, Choristoneura sp., Cochylls hospes, Colias eurytheme, Corcyra



cephalonica, Cydia latiferreanus, Cydia pomonella, Datana integerrima, Dendrolimus
sibericus, Desmia feneralis, Diaphania hyalinata, Diaphania nitidalis, Diatraea
grandiosella (taladro del maiz del sudoeste "SWCB"), Diatraea saccharalis, Ennomos
subsignaria, Eoreuma loftini, Esphestia elutella, Erannis tilaria, Estigmene acrea, Eulia
salubricola, Eupocoellia ambiguella, Eupoecilia ambiguella, Euproctis chrysorrhoea,
Euxoa messoria, Galleria mellonella, Grapholita molesta, Harrisina americana,
Helicoverpa subflexa, Helicoverpa zea (gusano de la mazorca del maiz "CEW"), Heliothis
virescens (cuncunilla del tabaco "TBW"), Hemileuca oliviae, Homoeosoma electellum,
Hyphantia cunea, Keiferia lycopersicella, Lambdina fiscellaria fiscellaria, Lambdina
fiscellaria lugubrosa, Leucoma salicis, Lobesia botrana, Loxostege sticticalis, Lymantria
dispar, Macalla thyrisalis, Malacosoma sp., Mamestra brassicae, Mamestra configurata,
Manduca quinquemaculata, Manduca sexta, Maruca testulalis, Melanchra picta,
Operophtera brumata, Orgyia sp., Ostrinia nubilalis (taladro del maiz europeo "ECB"),
Paleacrita vernata, Papaipema nebris (barrenador del tallo), Papilio cresphontes,
Pectinophora gossypiella, Phryganidia californica, Phyllonorycter blancardella, Pieris
napi, Pieris rapae, Plathypena scabra, Platynota flouendana, Platynota stultana,
Platyptilia carduidactyla, Plodia interpunctella, Plutella xylostella (polilla de la col
"DBM"), Pontia protodice, Pseudaletia unipuncta, Pseudoplusia includens (gusano
defoliador de la soya "SBL"), Sabulodes aegrotata, Schizura concinna, Sitotroga
cerealella, Spilonta ocellana, Spodoptera eridania (gusano cogollero del sur "SAW"),
Spodoptera frugiperda (gusano cogollero del maiz "FAW"), Spodoptera exigua (gusano

cogollero de la betarraga "BAW"), Thaurnstopoea pityocampa, Ensola bisselliella,



Trichoplusia ni (oruga de la col "CL"), Udea rubigalis, Xylomyges curiails ¢ Yponomeuta
padella. Cualquier género mencionado mas arriba (y otros) generalmente también pueden
utilizarse como blancos como parte de la presente invencion.  Cualesquier insectos
adicionales en cualquiera de estos géneros (como blancos) también estan incluidos dentro
del alcance de esta invencion.

Bacillus thuringiensis (B.t.) es una bacteria del suelo, Gram-positiva y
formadora de esporas que produce proteinas cristalinas insecticidas conocidas como
endotoxinas delta o proteinas Cry (revisado en Schnepf et al., 1998). Nuevas proteinas
cristalinas (Cry) con nuevas propiedades insecticidas se siguen descubriendo a una
velocidad creciente, y se ha informado de mas de 440 genes de Cry. Actualmente, hay mas
de 450 proteinas Cry y Citotoxinas (Cyt) singulares clasificadas en 57 categorias de
homologia primaria. Las proteinas Cry se nombran en base al grado de identidad de
secuencias, existiendo limites primario, secundario y terciario aproximadamente a 45%,
78% y 95% de identidad, respectivamente; a los alelos parecidos se les asignan nuevas
denominaciones cuaternarias (Crickmore et al., 1998). Una lista extensa de endotoxinas
delta es mantenida y actualizada regularmente en
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/intro.html. Actualmente hay mas
de 73 grupos principales de toxinas "Cry" (Cryl-Cry73), con toxinas Cyt adicionales y
toxinas proteinas insecticidas vegetativas (VIP) y similares. Muchos de los grupos
numéricos tienen subgrupos con letra mayuscula, y los subgrupos con letra mayuscula
tienen sub-subgrupos con letra mintscula. (Cryl tiene A-L y CrylA tiene a-i, por

ejemplo).



Proteinas de B.r. han sido usadas para crear las plantas transgénicas
resistentes a insectos que han sido exitosamente registradas o desreguladas y
comercializadas hasta la fecha. Estas incluyen CrylAb, CrylAc, CrylF, Vip3A,
Cry34Ab1/Cry35Abl y Cry3Bb en maiz, CrylAc, Vip3A y Cry2Ab en algodén, y Cry3A
en papa. Las toxinas de B.t. representan mas del 90% del mercado de los bioinsecticidas y
esencialmente la fuente total de genes para los cultivos transgénicos que han sido
desarrollados para proporcionar resistencia a ser comidos por insectos.

Las proteinas Cry son intoxicantes orales que funcionan actuando sobre
células del intestino medio de los insectos susceptibles. Las formas activas de muchas
proteinas Cry comprenden tres dominios definidos de la proteina. Las proteinas de B.z. mas
estudiadas son miembros de las endotoxinas delta Cry de tres dominios. Estas proteinas
fluctian en tamafio desde aproximadamente 70 kDa hasta 130 kDa. EIl analisis de
secuencias de la proteina primaria revela cinco bloques de secuencias altamente
conservados y un alto grado de variabilidad de secuencias entre los bloques conservados
tres y cinco (Schnepf et al., 1998).

Estructuras cristalinas tridimensionales han sido determinadas para
CrylAal, Cry24al, Cry3Aal, Cry3Bbl, Cry4Aa, Cry4Ba y Cry8Eal como ejemplos.
Estas estructuras son notablemente similares y estdn constituidas por tres dominios
definidos con las siguientes caracteristicas (revisado en de Maagd et al., 2003). El
dominio I es un haz de siete hélices alfa, donde la hélice cinco esta rodeada por seis hélices
anfipaticas. Este dominio ha sido implicado en la insercién y formacion de poros en las

membranas del intestino medio. Comparte homologia con otras proteinas formadoras de



poros incluyendo hemolisinas y colicinas. El dominio II estd constituido por tres ldminas
beta antiparalelas empacadas juntas en un prisma beta. Este dominio comparte homologia
con ciertas proteinas que se unen a carbohidratos, incluyendo vitelina y jacalina. Las asas
de este dominio tienen roles importantes en la union a receptores del intestino medio de los
insectos. En las proteinas CrylA, las asas expuestas en la superficie en los apices de las
laminas beta del dominio II estdn involucradas en la unidn a receptores cadherina de los
lepidopteros. El dominio III es una estructura de emparedado beta que interactia con una
segunda clase de receptores, ejemplos de los cuales son aminopeptidasa y fosfatasa alcalina
en el caso de las proteinas CrylA (Pigott y Ellar, 2007). Estructuralmente, este dominio
esta relacionado con dominios de unién a carbohidratos de proteinas tales como glucanasas,
galactosa oxidasa, sialidasa y otras. Este dominio se une a ciertas clases de proteinas
receptoras y tal vez participa en la insercion de un pre-poro de toxina oligomérica. Los
bloques de secuencias de B.t. conservados 2 y 3 mapean cerca del terminal N y el terminal
C del dominio 2, respectivamente. Por lo tanto, estos bloques de secuencias conservados 2
y 3 son regiones de limites aproximados entre los tres dominios funcionales. Estas regiones
de ADN conservado y homologia de proteinas han sido utilizadas para la ingenieria
genética de toxinas de B.r. recombinantes (patente norteamericana US N° 6.090.931,
patentes WO 91/01087, WO 95/06730, WO 1998/022595).

Un modelo propuesto para el modo de accion de las proteinas Cry se basa en
la formacion de poros en las membranas del intestino medio de insectos susceptibles
(Knowles y Ellar, 1987). En la version actual de este modelo (Bravo et al., 2007), se

requiere la uniébn a ambos receptores cadherina y aminopeptidasa en las membranas del



intestino medio de los lepidopteros para la toxicidad de las proteinas Cry. De acuerdo con
el modelo de formacion de poros, la intoxicacidén por proteinas Cry involucra varios pasos:
1) procesamiento proteolitico de protoxina Cry soluble para dar una toxina nucleo activada;
2) unién de la proteina Cry a receptores cadherina en el intestino medio del insecto; 3)
nueva escision proteolitica en el terminal N de la toxina nticleo para remover una region o-
helicoidal; 4) oligomerizacion de la proteina Cry para formar un pre-poro; 5) unién del
pre-poro a receptores de membrana del segundo sitio (aminopeptidasas y fosfatasas
alcalinas); 6) insercion del pre-poro en la membrana y 7) lisis celular osmética que lleva a
la ruptura del intestino medio y la muerte del insecto.

La extendida adopcion de la tecnologia de plantas transgénicas resistentes a
insectos da lugar a la preocupacion de que poblaciones de plagas desarrollen resistencia a
las proteinas insecticidas producidas por estas plantas. Se han sugerido varias estrategias
para preservar la utilidad de los rasgos de resistencia a insectos basados en B.t., que
incluyen desplegar proteinas a alta dosis en combinacion con un refugio, y alternancia con,
o co-despliegue de, diferentes toxinas (McGaughey et al. (1998), "B.t. Resistance
Management," Nature Biotechnol. 16:144-146).

La resistencia de los insectos a proteinas Cry de B.t. puede desarrollarse a
través de varios mecanismos (Heckel ef al., 2007, Pigott y Ellar, 2007). Multiples clases de
proteinas receptoras para proteinas Cry han sido identificadas en los insectos, y existen
multiples ejemplos dentro de cada clase de receptores. La resistencia a una proteina Cry
particular puede desarrollarse, por ejemplo, por medio de una mutacion dentro de la

porcién que se une a la toxina de un dominio de cadherina de una proteina receptora. Otro



medio de resistencia puede ser mediado a través de una proteasa procesadora de protoxinas.
Asi, la resistencia a toxinas CrylA en especies de lepidopteros tiene una base genética
compleja, con al menos cuatro genes de resistencia principales distintos. Insectos
lepidopteros resistentes a proteinas Cry han sido desarrollados en el campo para Plutella
xylostella (Tabashnik, 1994), Trichoplusia ni (Janmaat y Myers 2003, 2005), Helicoverpa
zea (Tabashnik et al., 2008) y Spodoptera frugiperda (Storer, et al., 2010). El desarrollo de
nuevas proteinas Cry de alta potencia proporcionard herramientas adicionales para el
manejo de plagas de insectos lepidopteros.

Esta invencidén proporciona proteinas insecticidas de B.t. que son eficaces
para controlar insectos que son resistentes a CrylAc y CrylF. Estas proteinas toxinas
pueden usarse ventajosamente para proteger cultivos agricolas del dafio por alimentacion de
insectos. La capacidad de expresar estas toxinas para insectos de una manera tal que
suficiente cantidad de la proteina funcionalmente activa esté presente en un cultivo de

interés, también es materia de esta invencion.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION
Una toxina CrylCa modificada que comprende los residuos 2 a 68 de SEQ
ID NO:2, donde el residuo de amino acido 54 es elegido del grupo consistente en Gly y
Ala, el residuo de amino acido 57 es elegido del grupo consistente en Leu y Met, y el
residuo de amino acido 68 es elegido del grupo consistente en Val, Phe e Ile. Una toxina
Cryl1Ca modificada que comprende los residuos 2 a 625 de SEQ ID NO:210, donde el

residuo de amino acido 54 es elegido del grupo consistente en Gly y Ala, el residuo de



amino acido 57 es elegido del grupo consistente en Leu y Met, el residuo de amino acido 68
es elegido del grupo consistente en Val, Phe e Ile, el residuo de amino acido 73 es elegido
del grupo consistente en Trp, Ala y Met, el residuo de amino acido 596 es elegido del grupo
consistente en Phe, Met y Ala, y el residuo de amino acido 620 es elegido del grupo
consistente en Leu y Phe. Las toxinas CrylCa modificadas mencionadas mas arriba que
ademds comprenden una extension carboxi terminal consistente en los residuos de amino
acidos 629 a 1164 de SEQ ID NO:36. Las toxinas CrylCa modificadas mencionadas mas
arriba que ademas comprenden una extension carboxi terminal consistente en los residuos
de amino 4cidos 629 a 1164 de SEQ ID NO:36. Las toxinas CrylCa modificadas
mencionadas mas arriba que ademas comprenden una extension amino terminal consistente
en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40. Las toxinas Cryl1Ca modificadas
mencionadas mas arriba que ademas comprenden una extension amino terminal consistente
en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40. Las toxinas Cryl1Ca modificadas
mencionadas mas arriba que ademas comprenden una extension amino terminal consistente
en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40. Las toxinas Cryl1Ca modificadas
mencionadas mas arriba que ademas comprenden una extension amino terminal consistente
en los residuos de amino acidos 1 a 74 de SEQ ID NO:40.

ADN que codifica toxinas CrylCa modificadas, plantas transgénicas que
producen toxinas Cryl1Ca modificadas y métodos para controlar plagas de insectos usando
las toxinas Cry1Ca modificadas, estan incluidos en la invencion.

La presente invencion se refiere a nuevos materiales y métodos para

controlar plagas de artropodos que son perjudiciales para las plantas y la agricultura. En



una modalidad preferida, la presente invencion proporciona materiales y métodos para el
control de plagas de lepidopteros.

Proteinas Cry de B.t. (endotoxinas, toxinas) especificas utiles de acuerdo con
la invencién incluyen toxinas que pueden obtenerse del aislado de B.t. denominado MR-
1206. La presente invencion también incluye el uso de mutantes del aislado de B.t.
ejemplificado y toxinas que tienen propiedades activas contra lepidopteros mejoradas, que
son resistentes al procesamiento por proteasas o se expresan a altos niveles cuando los
genes son transformados en un sistema de expresion heterélogo. Los procedimientos para
fabricar mutantes son bien conocidos en el arte de la microbiologia. Luz ultravioleta y
mutagenos quimicos tal como nitrosoguanidina se usan extensamente con este fin.

Las presentes proteinas toxinas pueden ser "aplicadas" o proporcionadas
para contactar a los insectos blanco de una variedad de maneras. Por ejemplo, pueden
usarse plantas transgénicas (donde la proteina es producida por y estd presente en la planta)
que son bien conocidas en el arte. La expresion de los genes de las toxinas también puede
efectuarse selectivamente en tejidos especificos de las plantas, tales como las raices, hojas,
etc. Esto puede lograrse mediante el uso de promotores con especificidad de tejido, por
ejemplo. Las aplicaciones rociables son otro ejemplo y también son conocidas en el arte.
Las presentes proteinas pueden ser formuladas apropiadamente para el uso final deseado, y
después rociadas (o aplicadas de otra manera) sobre la planta y/o alrededor de la planta y/o
a las cercanias de la planta que sera protegida, antes de descubrir una infestacion, después
de descubrir los insectos blanco, tanto antes como después, y similares. La presente

proteina también puede ser formulada apropiadamente y aplicada a las semillas como un
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tratamiento para semillas, que permite que la proteina esté en contacto con la zona radicular
de la planta para protegerla de los insectos que se alimentan de las raices. Granulos de
cebo, por ejemplo, también pueden usarse y son conocidos en el arte.

Las presentes proteinas pueden usarse para proteger practicamente cualquier
tipo de planta contra el dafio por un insecto lepidoptero. Los ejemplos de estas plantas
incluyen maiz, girasol, soya, algodon, canola, arroz, sorgo, trigo, cebada, verduras, plantas
ornamentales, pimentones (incluyendo ajies), betarragas, frutas y césped, para nombrar
solamente unas pocas. Plantas especialmente preferidas son maiz, soya y algodén. Una
planta mas preferida es el maiz. Otra planta mas preferida es la soya. Otra planta mas
preferida es el algodon.

En una modalidad de la presente invencidén, las secuencias de
polinucleétidos de la presente invencion codifican toxinas de aproximadamente 68-71 kDa.
Estas toxinas se usan para controlar plagas de lepidopteros, especialmente gusano cogollero
del maiz, polilla de la col, taladro del maiz del sudoeste, gusano cogollero del sur, gusano
de la mazorca del maiz y taladro del maiz europeo. En una modalidad preferida, la presente
invencion se refiere a células de plantas transformadas con al menos una secuencia de
polinucledtidos de la presente invencion, de tal manera que las células de planta
transformadas producen y contienen toxinas plaguicidas de la invenciéon en tejidos
consumidos por las plagas blanco.

Alternativamente, el aislado de B.t. de la presente invencién, o microbios
recombinantes que expresan genes que codifican las proteinas toxinas plaguicidas descritas

aqui, pueden usarse para controlar plagas de insectos. A este respecto, la invencion incluye
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el tratamiento de células de B.z. sustancialmente intactas y/o células recombinantes que
contienen las toxinas de la invencion, tratadas para prolongar la actividad plaguicida
cuando las células sustancialmente intactas son aplicadas al medio ambiente de una plaga
blanco. La célula tratada actia como un recubrimiento protector para la toxina plaguicida.
La toxina se vuelve activa al ser ingerida por un insecto blanco.

Un aspecto de la invencion se refiere a moléculas de acidos nucleicos
aisladas que comprenden secuencias de nucle6tidos que codifican proteinas plaguicidas y
polipéptidos o porciones bioldgicamente activas de las mismas, y también moléculas de
acidos nucleicos suficientes para el uso como sondas de hibridacion para identificar acidos
nucleicos que codifican las toxinas reivindicadas. Como se usa aqui, el término "molécula
de 4cido nucleico" pretende incluir moléculas de ADN (por ejemplo ADNc o ADN
genomico) y moléculas de ARN (por ejemplo ARNm) y andlogos del ADN o ARN
generados usando andlogos de nucleotidos. La molécula de acido nucleico puede ser de
una sola hebra o de doble hebra, pero de preferencia es ADN de doble hebra.

Las secuencias de nucle6tidos que codifican las proteinas de la presente
invencién incluyen las secuencias presentadas en SEQ ID NOs:1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, y complementos de las mismas. "Complemento"
significa una secuencia de nucle6tidos que es suficientemente complementaria con una
secuencia de nucle6tidos dada, de tal manera que puede hibridarse con la secuencia de
nucleotidos dada para asi formar una molécula duplex (de doble hebra) estable. Las

secuencias de amino acidos correspondientes para las toxinas CrylCa modificadas activas
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como plaguicidas codificadas por estas secuencias de nucleodtidos se presentan en SEQ ID
NOs:2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40.

Moléculas de acidos nucleicos que son fragmentos de las secuencias de
nucledtidos que codifican las toxinas reivindicadas también estan incluidas en la presente
invencion. "Fragmento" significa una porcion de la secuencia de nucledtidos que codifica
un fragmento de una toxina CrylCa modificada reivindicada. Un fragmento de una
secuencia de nucleétidos puede codificar una porcidon bioldgicamente activa de una
proteina toxina reivindicada, o puede ser un fragmento que puede usarse como una sonda

de hibridacién o partidor de PCR usando los métodos que se divulgan mas abajo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

SEQ ID NO:1 secuencia de ADN que codifica DIG-468
SEQ ID NO:2 es la secuencia de la proteina DIG-468
SEQ ID NO:3 secuencia de ADN que codifica DIG-483
SEQ ID NO:4 es la secuencia de la proteina DIG-483
SEQ ID NO:5 secuencia de ADN que codifica DIG-485
SEQ ID NO:6 es la secuencia de la proteina DIG-485
SEQ ID NO:7 secuencia de ADN que codifica DIG-487
SEQ ID NO:8 es la secuencia de la proteina DIG-487
SEQ ID NO:9 secuencia de ADN que codifica DIG-462
SEQ ID NO:10 es la secuencia de la proteina DIG-462

SEQ ID NO:11 secuencia de ADN que codifica DIG-463
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SEQ ID NO:12 es la secuencia de la proteina DIG-463

SEQ ID NO:13 secuencia de ADN que codifica DIG-464

SEQ ID NO:14 es la secuencia de la proteina DIG-464

SEQ ID NO:15 secuencia de ADN que codifica DIG-465

SEQ ID NO:16 es la secuencia de la proteina DIG-465

SEQ ID NO:17 secuencia de ADN que codifica DIG-466

SEQ ID NO:18 es la secuencia de la proteina DIG-466

SEQ ID NO:19 secuencia de ADN que codifica DIG-467

SEQ ID NO:20 es la secuencia de la proteina DIG-467

SEQ ID NO:21 secuencia de ADN que codifica DIG-469

SEQ ID NO:22 es la secuencia de la proteina DIG-469

SEQ ID NO:23 secuencia de ADN que codifica DIG-473

SEQ ID NO:24 es la secuencia de la proteina DIG-473

SEQ ID NO:25 secuencia de ADN que codifica DIG-474

SEQ ID NO:26 es la secuencia de la proteina DIG-474

SEQ ID NO:27 secuencia de ADN que codifica DIG-482

SEQ ID NO:28 es la secuencia de la proteina DIG-482

SEQ ID NO:29 secuencia de ADN que codifica el codén de CrylCa modificado
optimizado para el maiz (IRDIG544.11)

SEQ ID NO:30 es la secuencia de la proteina toxina Cry1Ca modificada (IRDIG544.11)
SEQ ID NO:31 secuencia de ADN que codifica una CrylCa modificada, IRDIG544.12,

con alta optimizacion de codones GC
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SEQ ID NO:32 secuencia de la proteina toxina para IRDIG544.12

SEQ ID NO:33 una secuencia de ADN optimizada para dicotiledéneas que codifica una
CrylCa modificada, IRDIG544.9

SEQ ID NO:34 secuencia de la proteina CrylCa modificada, IRDIG544.9

SEQ ID NO:35 una secuencia de ADN optimizada para dicotiledéneas que codifica una
CrylCa modificada, IRDIG544.8

SEQ ID NO:36 codon de la proteina IRDIG544.8 optimizado para dicotileddneas

SEQ ID NO:37 secuencia de ADN que codifica una toxina Cry1Ca modificada fusionada al
segmento de protoxina de CrylAb

SEQ ID NO:38 es la secuencia de la proteina toxina producida a partir del ADN de SEQ ID
NO:37

SEQ ID NO:39 secuencia de ADN con alta optimizacion de codones GC que codifica una
Cry1Ca modificada, IRDIG544.12, fusionada a TraP12

SEQ ID NO:40 es la toxina CrylCa modificada, IRDIG544.12, fusionada a TraP12

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 presenta los niveles de expresion de DIG-465 por la
construccion 115752 y DIG-473 por la construccion 115753 en hojas de maiz T,
muestreadas mediante punzones para hojas.

La Figura 2 es un grafico de la cantidad de dafno a las hojas en el maiz

causada por
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FAW o FAW resistente a Cry1Fa versus el nivel de expresion de DIG-465.
La Figura 3 es un grafico de la cantidad de dafno a las hojas en el maiz
causada por

FAW o FAW resistente a Cry1Fa versus el nivel de expresion de DIG-473.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Mediante el uso aqui del término "material genético", se pretende incluir
todos los genes, acidos nucleicos, ADN y ARN. Estas secuencias han sido alteradas de
manera tal de aumentar la estabilidad de la proteina toxina expresada cuando el gen es
transformado en una planta, especificamente maiz y dicotiledoneas. Las proteinas toxinas
discutidas aqui se denominan tipicamente "insecticidas". Insecticidas significa aqui que las
proteinas toxinas tienen una "actividad funcional", como se define adicionalmente aqui, y
se usan como agentes de control de insectos.

"Actividad funcional" significa aqui que las proteinas toxinas funcionan
como agentes de control de insectos porque las proteinas son activas por via oral, o tienen
un efecto toxico, o son capaces de alterar o impedir la alimentacién, lo que puede o no
causar la muerte del insecto. Cuando un insecto entra en contacto con una cantidad eficaz
de toxina entregada por expresion en una planta transgénica, una composiciéon o
composiciones de proteinas formuladas, una composiciéon o composiciones de proteinas
rociables, una matriz de cebo u otro sistema de entrega, los resultados son tipicamente la
muerte del insecto, o los insectos no se alimentan de la fuente que pone las toxinas a

disposicion de los insectos.
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El uso del término "oligonucleétidos" significa una macromolécula
consistente en una cadena corta de nucle6tidos ya sea de ARN o ADN. Esta longitud
podria ser de al menos un nucleétido, pero tipicamente esta en el rango de alrededor de 10 a
alrededor de 12 nucledtidos. La determinacion de la longitud del oligonucledtido esta
dentro de la capacidad de un experto en el arte y no deberia ser una limitaciéon aqui. Por lo
tanto, los oligonucleo6tidos pueden tener menos de 10 o mas de 12. La presente invencion
se refiere no sélo a las secuencias de polinucleétidos que codifican estas clases de toxinas,
sino también al uso de estas secuencias de polinucleotidos para producir huéspedes
recombinantes que expresan las toxinas.

El término "toxico" o "toxicidad", como se usa aqui, significa que las toxinas
producidas por Bacillus thuringiensis tienen "actividad funcional" como se define aqui.

En el uso del término "toxina(s) CrylCa modificada(s)", se pretende incluir
todas las secuencias de proteinas del Listado de Secuencias y todas las variantes de las
mismas descritas aqui.

El uso aqui del término "material genético" pretende incluir todos los genes,
acidos nucleicos, ADN y ARN.

Para la denominacién de los residuos de nucledtidos de polinucleotidos,
ADN, ARN, oligonucleétidos y partidores, y para la denominacion de los residuos de
amino acidos de las proteinas, a través de este documento se emplean las abreviaturas
estandar de ITUPAC. Las secuencias de acidos nucleicos se presentan en la direccion
estandar de 5' a 3', y las secuencias de proteinas se presentan en la direccion estdndar del

terminal amino (N) al terminal carboxi (C).

17



Las toxinas y genes de la presente invencion pueden definirse ademas por
sus secuencias de amino 4cidos y de nucledtidos, y la secuencia de fragmentos singulares
comprendida por las secuencias de amino acidos y el ADN de longitud completa. Las
secuencias de las moléculas dentro de cada clase novedosa pueden definirse aqui en
términos de homologia con ciertas secuencias ejemplificadas, y también en términos de la
capacidad para hibridarse con, o ser amplificadas por, ciertas sondas y partidores
ejemplificados. Las clases de toxinas proporcionadas aqui también pueden identificarse en
base a su inmunorreactividad con ciertos anticuerpos.

Estructura de la toxina. La toxina de la presente invencion también puede

caracterizarse en términos de la estructura y la composicion de los dominios. La
correlacion de la variabilidad de secuencias de la proteina con diferencias en el espectro de
bioactividad, llevan a la hipotesis temprana de que las regiones "hipervariables" entre los
bloques tres y cinco son responsables de las diferencias en especificidad de insecto entre las
endotoxinas delta de B.t.

Cuando el gen que codifica proteina Cry1Ca de longitud completa nativa fue
insertado y expresado en células de maiz, se observaron al menos 5 productos de
degradacion proteolitica detectables. Se determind que esos cinco polipéptidos tenian las
siguientes longitudes de amino acidos: 1-1164, 1-628, 29-628, 74-628 y 74-596. De los
cinco productos de degradacion de CrylCa detectados, se encontré que dos de los
fragmentos eran inactivos contra las plagas de insectos clave. En la mayoria de los casos,
estos dos fragmentos inactivos representaban una porcion mayoritaria de las proteinas

relacionadas con CrylCa detectadas en células de maiz. La expresion del gen de longitud
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completa nativo para CrylCa en maiz dio como resultado plantas que tenian insuficiente
actividad funcional contra plagas de insectos clave, tal como S. frugiperda.

Cuando el gen que expresa proteina CrylCa nativa truncada (aa 1-628) fue
insertado y expresado en células de maiz, ocurri6 menos procesamiento proteolitico. La
mayor parte permanecié no procesada y funcionalmente activa. Por lo tanto, la expresion
del gen de CrylCa truncada en células de maiz dio como resultado plantas que tenian
suficiente actividad funcional contra plagas de insectos clave, debido a una protedlisis
reducida en células de maiz.

Una alteracion de la secuencia de amino acidos primaria de Cry1Ca permite
una actividad bioldgica continua contra plagas de insectos clave, y resulta en menos
procesamiento proteolitico de la proteina, segin se mide in vitro usando quimotripsina
como la enzima proteasa. Menos procesamiento proteolitico de la proteina Cry1Ca alterada
resulta en mayores cantidades de proteina funcionalmente activa acumulandose en las
plantas, y resulta en una mayor actividad contra las plagas de insectos blanco.

Variantes sensibles a proteasas. Las proteasas del intestino de los insectos

tipicamente funcionan ayudando al insecto a obtener los amino &cidos necesarios de la
proteina dietaria. Las proteasas digestivas de los insectos mejor entendidas son las serina
proteasas, que parecen ser el tipo mds comun (Englemann y Geraerts, 1980),
particularmente en especies de lepidopteros. Los insectos coledpteros tienen intestinos que
son mas neutros a acidos que los intestinos de los lepidopteros. La mayoria de las larvas y
adultos de coledpteros, por ejemplo el escarabajo de la papa de Colorado, tienen intestinos

medios ligeramente 4cidos, y las cisteina proteasas proporcionan la mayor actividad
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proteolitica (Wolfson y Murdock, 1990). Mas precisamente, Thie y Houseman (1990)
identificaron y caracterizaron las cisteina proteasas, de tipo catepsina B y de tipo catepsina
H, y la aspartil proteasa, de tipo catepsina D, en el escarabajo de la papa de Colorado.
Gillikin et al. (1992) caracterizaron la actividad proteolitica en los intestinos de larvas del
gusano de la raiz del maiz occidental, y encontraron principalmente cisteina proteasas. La
patente norteamericana US N° 7.230.167 divulgo6 que la serina proteasa, catepsina G, existe
en el gusano de la raiz del maiz occidental. La diversidad y los diferentes niveles de
actividad de las proteasas del intestino de los insectos pueden influir en la sensibilidad de
un insecto a una toxina de B.t. particular.

En una modalidad, las toxinas tienen cambios especificos en sus secuencias
de amino 4cidos que reducen significativamente el nivel de procesamiento por proteasas de
la proteina expresada, por proteasas que se encuentran naturalmente en plantas de maiz.
Los cambios en los amino acidos dan como resultado niveles mas altos de actividad
funcional de la proteina cuando se expresa en maiz. Sitios de escision por proteasas pueden
ser introducidos en ubicaciones deseadas por sintesis quimica de genes o PCR de
empalme/superposicion (Horton et al, 1989). Secuencias de reconocimiento por serina
proteasas, por ejemplo, pueden ser insertadas opcionalmente en sitios especificos en la
estructura de la proteina Cry, para efectuar el procesamiento de la proteina en puntos de
delecion deseados en el intestino medio de ciertas plagas de insectos. Serina proteasas del
intestino medio de los lepiddpteros, tales como tripsina o enzimas de tipo tripsina,
quimotripsina, elastasa, etc. (Christeller et al., 1992) pueden utilizarse para la activacion de

proteinas Cry, introduciendo por ingenieria genética secuencias de reconocimiento para
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proteasas en sitios de procesamiento deseados. Igualmente, serina proteasas de coledpteros
tales como tripsina, quimotripsina y proteasa parecida a catepsina G pueden utilizarse de
manera similar, introduciendo por ingenieria genética secuencias de reconocimiento en
sitios de procesamiento deseados. Ademas, cisteina proteasas de coledpteros tales como
catepsinas (proteasas similares a catepsina B, similares a catepsina L, similares a catepsina
O y similares a catepsina K) (Koiwa et al., 2000 y Bown et al., 2004), metaloproteasas tal
como ADAM10 (Ochoa-Campuzano et al., 2007) y proteasas de acido aspartico tales como
similares a catepsina D y similares a catepsina E, pepsina, plasmepsina y quimosina,
pueden utilizarse introduciendo por ingenieria genética secuencias de reconocimiento en
sitios de procesamiento deseados.

El alcance de esta invencion incluye proteinas insecticidas CrylCa variantes
que son producidas manipulando la secuencia de codificacién para las presentes proteinas
insecticidas por introduccién o eliminacidon de sitios de procesamiento por proteasas en
posiciones apropiadas para permitir, o eliminar, la escision proteolitica de una proteina
variante mas grande por proteasas de insectos, plantas o microorganismos. El resultado
final de esta manipulacion es la generacion de moléculas de toxinas que tienen una
actividad igual o mejor que la proteina toxina nativa intacta (de longitud completa).

A diferencia de la alta especificidad de secuencia asociada con las
endonucleasas de restriccion de Tipo II en el reconocimiento y escision de sus sustratos de
ADN, las enzimas proteoliticas son mas inespecificas en la secuencia de amino acidos que
comprende el sitio de reconocimiento y escision. Se han descubierto algunas generalidades

con respecto a las estructuras de amino acidos que comprenden algunos sitios de escision
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por proteasas, en particular, catepsina G en comparacion con catepsinas B, K, L y S (Bown
et al., 2004). En la nomenclatura de los sitios de escision por proteasas en las ilustraciones
que siguen, los residuos de amino acidos aguas arriba (o sea, hacia el terminal N) desde el
sitio de escision se numeran P1, P2, P3, P4, P5, etc., estando el residuo P1 inmediatamente
adyacente al sitio de escision, y siendo el residuo P5 el quinto més distal desde el sitio de
escision en la direccion N-terminal. Los residuos de amino acidos aguas abajo (o sea,
hacia el terminal C) desde el sitio de escision se numeran P1', P2', P3', P4', P5' etc., estando
el residuo P1' inmediatamente adyacente al sitio de escision, y siendo el residuo P5' el
quinto mas distal desde el sitio de escision en la direccion C-terminal. Se sabe que
catepsina G presenta una escision preferencial después de los residuos P1 glutamina, lisina,
triptéfano o fenilalanina, donde los residuos P2, P3, P4, P5, etc., y P1', P2', P3', P4', P5',
etc. pueden ser cualquiera de los 20 amino 4cidos que normalmente se encuentran en las
proteinas naturales. Una especificidad de secuencia del sitio de escision algo aumentada
demuestran las catepsinas B, K, L y S, donde la cadena lateral del amino acido P2 se ajusta
dentro de un sitio de union al sustrato S2 de la catepsina. El sitio S2 de estas catepsinas de
preferencia interactia con amino acidos P2 que tienen grandes cadenas laterales
hidrofébicas (por ejemplo, como las que se encuentran en valina, leucina, isoleucina,
fenilalanina, triptéfano y tirosina), y no favorece la interaccion con residuos P2 que tienen
cadenas laterales cargadas (excepto que las catepsinas B y L aceptan la gran cadena lateral
cargada hidrofilica de arginina en la posicion P2). Algo de especificidad se ve en la
identidad del amino &4cido en la posicion P3. Por ejemplo, catepsina L escinde

preferentemente después de arginina en la posicion P1, cuando fenilalanina o arginina
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ocupan la posicion P2. El amino acido P3 puede ser ya sea de tipo aromatico (por ejemplo
fenilalanina, triptéfano, histidina o tirosina) o de tipo hidrofébico (por ejemplo alanina,
valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano o tirosina). Las posiciones P4, P5, etc. y
P1', P2', P3', P4', P5', etc. pueden ser cualquiera de los 20 amino acidos que normalmente se
encuentran en las proteinas naturales.

La escision proteolitica también es dependiente de la disponibilidad de la
secuencia de escision sujeto para la proteasa respectiva; el secuestro del sitio de escision
potencial dentro de la estructura tridimensional de la proteina puede volver a la proteina
resistente a la escision por la proteasa particular. Se piensa que la diversidad y los
diferentes niveles de actividad de las proteasas del intestino de los insectos, pueden influir
en la sensibilidad de un insecto a una toxina de B.z. particular. Un experto en las artes de la
bioquimica y la biologia molecular puede examinar las caracteristicas bioquimicas
(incluyendo, pero no limitadas a, determinacion de las secuencias de los amino acidos que
constituyen el terminal N y el terminal C del polipéptido) de los fragmentos de proteina
insecticida generados por escision por proteasas/activacion de proteinas mdas grandes por
las proteasas del intestino de insectos susceptibles. También se puede caracterizar el
régimen de proteasas de los intestinos de insectos no susceptibles o de plantas huéspedes, e
introducir por ingenieria genética, en lugares apropiados dentro de la secuencia de
codificacion para la proteina insecticida de B.t., secuencias que pueden ser escindidas por
las proteasas del intestino de insectos no susceptibles o de posibles plantas huéspedes en las

cuales la proteina insecticida de B.t. serd producida en forma transgénica. Se entiende que
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estos analisis y manipulaciones de presente proteina insecticida de B.t. estan dentro del
alcance de esta invencion.

En otra modalidad, las toxinas tienen cambios especificos en sus secuencias
de amino acidos que aumentan significativamente el nivel de expresion de las proteinas,
cuando se expresan en una variedad de diferentes sistemas de expresion incluyendo plantas
y bacterias. El resultado de la expresion aumentada de la proteina es una actividad
funcional aumentada en el sistema de expresion. Esto es ventajoso para proporcionar una
alta dosis de la toxina al insecto, lo que puede prevenir que ocurra resistencia en los
insectos a las toxinas debido a la supervivencia de pequenas poblaciones de insectos que
reciben una dosis subletal de la proteina toxina.

Genes y toxinas. Las moléculas de proteinas de las presentes modalidades

comprenden secuencias de amino acidos que son homodlogas a proteinas plaguicidas
conocidas, particularmente proteinas Cry de B.f., mas particularmente proteina CrylCa
(Genbank N° de acceso AAA22343). Las secuencias de amino 4cidos pronosticadas
codificadas por secuencias de nucleotidos de las modalidades se divulgan como SEQ ID
NOs:2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40.
Las secuencias de las toxinas de la presente invencion se divulgan como
SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40. En
una modalidad preferida, las toxinas de la presente invencion tienen al menos una de las
siguientes caracteristicas:
(a) dicha toxina es codificada por una secuencia de nucleétidos que se hibrida

bajo condiciones rigurosas con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo
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consistente en SEQ ID NOs:1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, o sus secuencias complementarias,

(b)  dicha toxina es inmunorreactiva con un anticuerpo producido contra una
toxina plaguicida de aproximadamente 68-71 kDa, o un fragmento de la misma, a partir de
un aislado de Bacillus thuringiensis,

(©) dicha toxina es codificada por una secuencia de nucledtidos donde una
porcion de dicha secuencia de nucleotidos puede ser amplificada por PCR, usando un par
de partidores para producir un fragmento de alrededor de 25-40 bp,

(d)  dicha toxina comprende una porcion plaguicida de las secuencias de amino
acidos mostradas en SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38 y 40,

(e) dicha toxina comprende una secuencia de amino acidos que tiene al menos
alrededor de (90%) de homologia con una porcidon plaguicida de una secuencia de amino
acidos seleccionada del grupo consistente en SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22,24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40,

(H) dicha toxina es codificada por una secuencia de nucledtidos que se hibrida
bajo condiciones rigurosas con una porcidon insecticida de una secuencia de nucledtidos
seleccionada del grupo consistente en ADN que codifica SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40,

(g)  dicha toxina es inmunorreactiva con un anticuerpo contra una toxina
plaguicida de aproximadamente 68 kDa o 130 kDa, o un fragmento de la misma, de un

aislado de Bacillus thuringiensis, MR-1206,
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(h)  dicha toxina comprende una secuencia de amino acidos que tiene al menos
alrededor de (90%) de homologia con una secuencia de amino acidos seleccionada del
grupo consistente en SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38 y 40 y porciones plaguicidas de SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,

22,24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40.

Los genes especificos ejemplificados aqui, variaciones de estos genes, y
fragmentos de estos genes también pueden obtenerse, por ejemplo, mediante construccion
sintética por métodos actualmente practicados por cualquiera de varios proveedores
comerciales (véase por ejemplo la patente norteamericana US N° 7.482.119). Estos genes,
0 porciones o variantes de los mismos, también pueden construirse sintéticamente, por
ejemplo mediante el uso de un sintetizador de genes y los métodos, por ejemplo, de la
patente norteamericana US N° 5.380.831.  Alternativamente, variaciones de genes
sintéticos o que existen en la naturaleza pueden construirse facilmente usando técnicas
estandar de bioldgica molecular para efectuar mutaciones de punto. También pueden
fabricarse fragmentos de estos genes usando exonucleasas o endonucleasas disponibles en
el comercio, de acuerdo con procedimientos estandar. Por ejemplo, enzimas tal como
Bal31 o mutagénesis dirigida a un sitio pueden usarse para cortar sistematicamente
nucleotidos desde los extremos de estos genes. También, fragmentos de genes que
codifican fragmentos de toxina activos pueden obtenerse usando una variedad de enzimas

de restriccion.
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Moléculas de acidos nucleicos que son fragmentos de una secuencia de
nucleodtidos que codifica una toxina reivindicada, comprenden al menos alrededor de 15,
20, 30, 40, 50, 60, 75, 100, 200, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400, 1.500, 1.600, 1.700, 1.800, 1.900, 2.000, 2.100,
2.200, 2.300, 2.400, 2.500, 3.000, 3.500 nucleétidos, o hasta el nimero de nucleo6tidos
presentes en una secuencia de nucledtidos que codifica una toxina insecticida reivindicada
de longitud completa divulgada aqui (por ejemplo, 1.878 nucledtidos para SEQ ID NO:1;
3.495 nucleétidos para SEQ ID NO:37), dependiendo del uso proyectado. Un fragmento de
una secuencia de nucledtidos que codifica una porcion bioldgicamente activa de una
proteina reivindicada de la invencion codificard al menos alrededor de 15, 25, 30, 40, 50,
75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 800, 900,
1.000, 1.100 6 1.200 amino &cidos contiguos, o hasta el numero total de amino acidos
presentes en una proteina insecticida de longitud completa de la invencion (por ejemplo,
625 amino acidos parar SEQ ID NO:2 o 1.164 amino acidos para SEQ ID NO:38).

Huéspedes recombinantes. Los genes que codifican toxinas de la presente

invencioén pueden ser introducidos en una amplia variedad de huéspedes microbianos o
plantas. La expresion del gen de la toxina resulta, directa o indirectamente, en la
produccion intracelular y mantencion de la proteina plaguicida. Con huéspedes
microbianos adecuados, por ejemplo Pseudomonas, los microbios pueden ser aplicados al
medio ambiente de la plaga, donde proliferaran y pueden ser ingeridos. El resultado es el
control de la plaga. Alternativamente, el microbio que hospeda al gen de la toxina puede

ser tratado bajo condiciones que prolongan la actividad de la toxina y estabilizan la célula.

27



La célula tratada, que retiene la actividad toxica, puede ser aplicada después al medio
ambiente de la plaga blanco.

Cuando el gen de la toxina es introducido mediante un vector adecuado en
un huésped microbiano, y dicho huésped es aplicado al medio ambiente en un estado vivo,
es esencial que se usen ciertos microbios huéspedes. Se seleccionan microorganismos
huéspedes que se sabe que ocupan la "fitosfera" (filoplano, filosfera, rizosfera y/o
rizoplano) de uno o mas cultivos de interés. Estos microorganismos se seleccionan para
que sean capaces de competir exitosamente en el medio ambiente particular (cultivo y otros
habitats de insectos) con los microorganismos autoctonos de tipo silvestre, permitir una
mantencion y expresion estable del gen que expresa el polipéptido plaguicida y,
convenientemente, proporcionar una proteccion mejorada al plaguicida contra la
degradacion medioambiental e inactivacion.

Esporas de B.t. o células huéspedes recombinantes también pueden ser
tratadas antes de ser aplicadas o formuladas para aplicacion a plantas. Por ejemplo, esporas
de B.t. aisladas y/o cristales de toxinas pueden ser tratados quimicamente para prolongar la
actividad insecticida y asi incluir un polipéptido tratado de la invencion (patente
norteamericana US N° 4.695.462 y Gaertner ef al., 1993).

Se conoce un gran numero de microorganismos que habitan en el filoplano
(la superficie de las hojas de las plantas) y/o en la rizosfera (el suelo que rodea a las raices
de las plantas) de una amplia variedad de importantes cultivos. Estos microorganismos
incluyen bacterias, algas y hongos. De particular interés son los microorganismos, tales

como bacterias, por ejemplo los géneros Pseudomonas, Erwinia, Serratia, Klebsiella,
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Xanthomonas,  Streptomyces,  Rhizobium,  Sinorhizobium, = Rhodopseudomonas,
Methylophilius, Agrobacterium, Acetobacter, Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter,
Leuconostoc y Alcaligenes; 'y hongos, particularmente levaduras, por ejemplo los géneros
Saccharomyces, Cryptococcus, Kluyveromyces, Sporobolomyces, Rhodotorula 'y
Aureobasidium. De particular interés son las especies bacterianas de la fitosfera, como
Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Acetobacter
xylinum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Rhodopseudomonas
spheroides, Xanthomonas campestris, Sinorhizobium meliloti (anteriormente Rhizobium
meliloti), Alcaligenes eutrophus y Azotobacter vinelandii; 'y especies de levaduras de la
fitosfera 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.

Una modalidad preferida de la presente invencion es la transformacion de
plantas con genes que codifican la presente proteina insecticida o sus variantes. Las plantas
transformadas son resistentes al ataque por una plaga de insectos blanco, en virtud de la
presencia de cantidades controladoras de la presente proteina insecticida o sus variantes en
las células de la planta transformada. Incorporando material genético que codifica las
propiedades insecticidas de las toxinas insecticidas de B.z. dentro del genoma de una planta
ingerida por una plaga de insectos particular, los adultos o larvas morirdn después de
consumir la planta de alimento. = Numerosos miembros de las clasificaciones

monocotiledonea y dicotiledénea han sido transformados. Cultivos agricolas al igual que
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frutas y verduras transgénicos tienen interés comercial. Estos cultivos incluyen, pero no
estan limitados a, maiz, arroz, soya, canola, girasol, alfalfa, sorgo, trigo, algodon, mani,
tomates, papas y similares. Existen varias técnicas para introducir material genético
foraneo en células de plantas monocotiledoneas o dicotiledoneas, y para obtener plantas
fértiles que mantengan y expresen en forma estable el gen introducido. Estas técnicas
incluyen aceleraciéon de material genético recubierto sobre microparticulas directamente
dentro de las células (patentes norteamericanas US 4.945.050 y US 5.141.131). Las plantas
pueden ser transformadas usando tecnologia de Agrobacterium, véase la patente
norteamericana US 5.177.010, patente norteamericana US 5.104.310, solicitud de patente
europea 0131624 B1, solicitud de patente europea 120516, solicitud de patente europea
159418 B, solicitud de patente europea 176112, patente norteamericana US 5.149.645,
patente norteamericana US 5.469.976, patente norteamericana US 5.464.763, patente
norteamericana US 4.940.838, patente norteamericana US 4.693.976, solicitud de patente
europea 116718, solicitud de patente europea 290799, solicitud de patente europea 320500,
solicitud de patente europea 604662, solicitud de patente europea 627752, solicitud de
patente europea 0267159, solicitud de patente europea 0292435, patente norteamericana US
5.231.019, patente norteamericana US 5.463.174, patente norteamericana US 4.762.785,
patente norteamericana US 5.004.863 y patente norteamericana US 5.159.135. Otra
tecnologia de transformaciéon incluye la tecnologia WHISKERS®, véase la patente
norteamericana US 5.302.523 y la patente norteamericana US 5.464.765. Tecnologia de
electroporacion también ha sido usada para transformar plantas, véase la patente WO

87/06614, patente norteamericana US 5.472.869, patente norteamericana US 5.384.253 y
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las patentes WO 9209696 y WO 9321335. Todas estas patentes y publicaciones de
transformacion se incorporan por referencia. Ademds de las numerosas tecnologias para
transformar plantas, el tipo de tejido que se pone en contacto con los genes foraneos
también puede variar. Estos tejidos incluiran, pero no estardn limitados a, tejido
embriogénico, tejido de callo tipo I y II, hipocotilo, meristema y similares. Casi todos los
tejidos de plantas pueden ser transformados durante la desdiferenciacion, usando técnicas
apropiadas que estan dentro de la capacidad de un experto en el arte.

Genes que codifican toxinas insecticidas CrylCa modificadas pueden ser
insertados en células de plantas usando una variedad de técnicas que son bien conocidas en
el arte, como se divulgd mas arriba. Por ejemplo, un gran nimero de vectores de clonacion
que comprenden un marcador que permite la seleccion de las células microbianas
transformadas y un sistema de replicacion funcional en E. coli, estan disponibles para la
preparacion y modificacion de genes foraneos para su insercién en plantas superiores.
Estas manipulaciones pueden incluir, por ejemplo, la insercion de mutaciones,
truncamientos, adiciones, deleciones o sustituciones, segun se desee para el uso proyectado.
Los vectores comprenden, por ejemplo, pBR322, serie pUC, serie M13mp, pACYC184,
etc. En consecuencia, la secuencia que codifica la proteina Cry o variantes puede ser
insertada dentro del vector en un sitio de restriccion adecuado. El plasmido resultante se
usa para la transformacion de E. coli, cuyas células son cultivadas en un medio nutriente
adecuado, y después cosechadas y lisadas de manera que se recuperen cantidades
utilizables del plasmido. Analisis de secuencias, andlisis de fragmentos de restriccion,

electroforesis y otros métodos bioquimicos y de biologia molecular se llevan a cabo
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generalmente como métodos de analisis. Después de cada manipulacién, la secuencia de
ADN usada puede ser escindida y unida a la secuencia de ADN siguiente. Cada secuencia
de ADN manipulada puede ser clonada en el mismo o en otros plasmidos.

Dependiendo del método de transformacion de plantas, pueden ser
necesarias secuencias de ADN auxiliares. Si, por ejemplo, un plasmido Ti o Ri se usa para
la transformacioén de la célula de planta, entonces al menos una repeticion del borde
derecho del ADN-T, pero frecuentemente tanto la repeticion del borde derecho como la
repeticion del borde izquierdo del pldsmido Ti o Ri, serdn unidas como la region
flanqueadora de los genes que se desea insertar en la célula de planta. El uso de vectores
que contienen ADN-T para la transformacion de células de plantas ha sido investigado
intensivamente y descrito suficientemente en la patente europea 120516; Lee y Gelvin
(2008), Fraley et al. (1986) y An et al. (1985), y esta bien establecido en el area.

Una vez que el ADN insertado ha sido integrado en el genoma de la planta,
es relativamente estable por las generaciones subsiguientes. El vector usado para
transformar la célula de planta normalmente contiene un gen marcador seleccionable que
codifica una proteina que confiere a las células de planta transformadas, tolerancia a un
herbicida o un antibiético, tal como bialafos, kanamicina, G418, bleomicina o higromicina,
entre otros. En consecuencia, el gen marcador seleccionable empleado individualmente
deberia permitir la seleccion de las células transformadas, en tanto que el crecimiento de las
células que no contienen el ADN insertado es reprimido por el compuesto selectivo.

Un gran nimero de técnicas estdn disponibles para insertar ADN en una

célula de planta huésped. Esas técnicas incluyen transformacion con ADN-T entregado por
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Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes como el agente de transformacion.
Adicionalmente, puede emplearse fusion de protoplastos de planta con liposomas que
contienen el ADN que sera entregado, inyeccion directa del ADN, transformacion biolistica
(bombardeo de microparticulas) o electroporacion, al igual que otros métodos posibles. Un
experto en el campo de la transformacion de plantas entenderd que hay disponibles
multiples metodologias para la produccion de plantas transformadas, y las mismas pueden
ser modificadas y especializadas para adaptarse a las diferencias bioldgicas entre diversas
especies de plantas huéspedes.

Si se usan cepas de Agrobacterium para la transformaciéon, el ADN que sera
insertado serd clonado dentro de plasmidos especiales, a saber ya sea en un vector
(transportador ("shuttle")) intermediario o en un vector binario. Los vectores
intermediarios pueden ser integrados en el plasmido Ti o Ri o derivados de los mismos por
recombinacion homoéloga, debido a secuencias que son homoélogas entre el plasmido Ti o Ri
y el plasmido intermediario. EI plasmido Ti o Ri también comprende la region vir que
comprende genes vir necesarios para la transferencia del ADN-T. Los vectores
intermediarios no pueden replicarse en Agrobacteria. El vector intermediario puede ser
transferido a Agrobacterium tumefaciens mediante un pladsmido ayudante (via conjugacion
bacteriana), por electroporacion, por introduccion directa de ADN, transformacion mediada
quimicamente, o por otras metodologias. Los vectores binarios pueden replicarse
autonomamente en células tanto de E. coli como de Agrobacterium. Comprenden
secuencias, enmarcadas por las regiones de repeticion de los bordes derecho e izquierdo del

ADN-T, que pueden incluir un gen marcador seleccionable funcional para la seleccion de
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células de plantas transformadas, un enlazador de clonacién, un polienlazador de clonacion,
u otra secuencia que pueda funcionar como un sitio de introduccidn para genes destinados a
la transformacion de células de plantas. Ellas pueden ser transformadas directamente
dentro de células de Agrobacterium (Holsters et al., (1978)) por electroporacion, o por
introduccion directa de ADN, transformacion mediada quimicamente, o introducidas por
conjugacion bacteriana, o por otras metodologias. El Agrobacterium usado como célula
huésped comprendera un pldsmido que lleva una region vir. La regidn vir es necesaria para
la transferencia del ADN-T a la célula de planta. Regiones de ADN-T adicionales, ademas
de aquella que contiene el gen que codifica la proteina toxina insecticida de B.t. o sus
variantes, pueden estar presentes en la célula huésped de Agrobacterium. Las células
bacterianas asi transformadas se usan para la transformacién de células de plantas.
Explantes de plantas (por ejemplo, trozos de hoja, segmentos de tallo, raices, pero también
protoplastos o células cultivadas en suspension) pueden cultivarse ventajosamente con
Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes para la transferencia del ADN a la
célula de planta. Luego, plantas completas pueden ser regeneradas a partir del material de
planta infectado, después de colocarlo en adecuadas condiciones de crecimiento y medio de
cultivo, que puede contener antibioticos o herbicidas para la seleccion de las células de
plantas transformadas. Enseguida, las plantas asi obtenidas pueden analizarse en cuanto a
la presencia del ADN insertado.

Las células transformadas crecen dentro de las plantas de la manera habitual.
Pueden formar células germinales y transmitir el o los rasgos transformados a plantas de

progenie. Estas plantas pueden cultivarse de manera normal y ser cruzadas con plantas que
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tienen los mismos factores hereditarios transformados u otros factores hereditarios. Los
individuos hibridos resultantes tienen las propiedades fenotipicas correspondientes, por
ejemplo, la capacidad de controlar la alimentacion de insectos plaga de las plantas.

No se hacen exigencias especiales en la construccion de los plasmidos en el
caso de aquellos usados para inyeccion y electroporacion. Es posible usar plasmidos
normales, por ejemplo derivados de pUC apropiadamente modificados para contener todos
los genes que se desea transferir a las células de plantas.

La actividad de los polinucledtidos recombinantes insertados en células de
plantas puede ser dependiente de la influencia del ADN de planta endégeno adyacente al
inserto. Asi, otra opcion es aprovechar los eventos que se sabe que son excelentes
ubicaciones en un genoma de planta para inserciones. Véase por ejemplo la patente WO
2005/103266 Al, referente a eventos de CrylF y CrylAc en algodon; el gen de presente la
toxina insecticida de B.t. puede ser sustituido en esos loci gendmicos en lugar de los
insertos de CrylF o CrylAc. Recombinacion homologa direccionada, por ejemplo, puede
usarse de acuerdo con la presente invencion. Este tipo de tecnologia es la materia, por
ejemplo, de la patente WO 03/080809 y la solicitud norteamericana publicada
correspondiente (USPA 2003/0232410), relativas al uso de dedos de zinc para
recombinacion direccionada.  El uso de recombinasas (cre-lox y flp-frt, por ejemplo)
también es conocido en el arte.

En una modalidad preferida de la presente invencion, las plantas seran
transformadas con genes donde el uso de codones de la region codificadora de la proteina

ha sido optimizado para plantas. Véase por ejemplo la patente norteamericana US N°
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5.380.831, que se incorpora aqui por referencia. También se usaran ventajosamente plantas
que codifican una toxina truncada. La toxina truncada tipicamente codificard de alrededor
del 55% a alrededor del 80% de la toxina de longitud completa. Los métodos para crear
genes de B.t. sintéticos para el uso en plantas son conocidos en el arte (Stewart, 2007).

Otra variable es la eleccion de un marcador seleccionable. La preferencia
por un marcador particular es a discrecion del experto en el arte, pero puede usarse
cualquiera de los siguientes marcadores seleccionables junto con cualquier otro gen no
mencionado aqui que pudiera funcionar como un marcador seleccionable. Estos
marcadores seleccionables incluyen pero no estan limitados al gen de aminoglicosido
fosfotransferasa del transposén Tn5 (Aph II) que codifica resistencia a los antibidticos
kanamicina, neomicina y G418, y también aquellos genes que codifican tolerancia a
herbicidas de glifosato; higromicina; metotrexato; fosfinotricina (bialafos), imidazolinonas,
sulfonilureas y triazolopirimidinas, tales como clorosulfurona, bromoxinil, dalapén y
similares. Ejemplos de estos genes se proporcionan en Merlo (2002), que se incorpora aqui
por referencia.

Ademés de un marcador seleccionable, puede ser deseable usar un gen
reportero. En algunos casos, puede usarse un gen reportero sin un marcador seleccionable.
Los genes reporteros son genes que tipicamente no proporcionan una ventaja de
crecimiento al organismo o tejido que los recibe. El gen reportero tipicamente codifica una
proteina que proporciona algin cambio fenotipico o propiedad enzimatica. Un gen
reportero preferido es el gen de glucuronidasa (GUS). Otros ejemplos de genes reporteros

se proporcionan en Merlo (2002).
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Independientemente de la técnica de transformacion, el gen preferentemente
es incorporado en un vector de transferencia de genes adaptado para expresar los genes de
las toxinas insecticidas de B.z. y variantes en la célula de planta, incluyendo en el vector un
promotor de planta. Ademads de los promotores de plantas, promotores provenientes de una
variedad de fuentes pueden usarse eficientemente en células de plantas para expresar genes
foraneos. Por ejemplo, pueden usarse promotores de origen bacteriano, tales como el
promotor de octopina sintasa, el promotor de nopalina sintasa, el promotor de manopina
sintasa; promotores de origen viral, tales como los promotores 35S y 19S del virus de
mosaico de coliflor, y similares. Los promotores de plantas incluyen, pero no estin
limitados a, la subunidad pequena (ssu) de ribulosa-1,6-bisfosfato (RUBP) carboxilasa,
promotor de beta-conglicinina, promotor de faseolina, promotor de ADH (alcohol
deshidrogenasa), promotores de choque térmico, promotor de ADF (factor de
despolimerizacion de actina) y promotores con especificidad de tejido. Los promotores
también pueden contener ciertos elementos de secuencias potenciadoras que pueden
mejorar la eficiencia de la transcripcion. Los potenciadores tipicos incluyen, pero no estan
limitados a, ADH1-intron 1 y ADHI1-intron 6. Pueden usarse promotores constitutivos.
Los promotores constitutivos dirigen la expresion génica continua en casi todos los tipos de
células y en casi todos los momentos (por ejemplo, actina, ubiquitina, CaMV 35S). Los
promotores con especificidad de tejido son responsables de la expresion génica en tipos
especificos de células o tejidos, tales como las hojas o semillas (por ejemplo, zeina,
oleosina, napina, ACP (Proteina portadora de acilo)), y estos promotores también pueden

usarse. También pueden usarse promotores que son activos durante una cierta etapa del
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desarrollo de las plantas, y también activos en tejidos y 6rganos especificos de las plantas.
Los ejemplos de estos promotores incluyen, pero no estan limitados a, promotores que son
especificos para la raiz, especificos para el polen, especificos para el embrion, especificos
para el pelo de choclo, especificos para la fibra de algodon, especificos para el endosperma
de la semilla, especificos para el floema, y similares.

Bajo ciertas circunstancias, puede ser deseable usar un promotor inducible.
Un promotor inducible es responsable de la expresion de genes en respuesta a una sefal
especifica, tal como: estimulo fisico (por ejemplo, genes de choque térmico); luz (por
ejemplo, RUBP carboxilasa); hormona (por ejemplo, glucocorticoide); antibidtico (por
ejemplo, tetraciclina); metabolitos; y estrés (por ejemplo, sequia). Pueden usarse otros
elementos de transcripcion y traduccion deseables que funcionan en plantas, tales como
secuencias lider no traducidas en 5', secuencias de terminacion de la transcripcion de ARN
y secuencias de sefial de adicion de poliadenilato. Numerosos vectores de transferencia de
genes con especificidad de planta son conocidos en el arte.

La presente invencion incluye células de plantas que no son totipotentes (no
totipotentes), células de plantas que no son material de propagacion (por ejemplo, células
de hojas en algunas modalidades; las células de semillas estdn excluidas de algunas
modalidades) y son incapaces de diferenciarse a plantas completas. La presente invencion
incluye células de plantas que tienen otros usos distintos de regenerarse a una planta
completa. Por ejemplo, dichas células de plantas pueden usarse para producir una proteina
(tal como una proteina DIG-465 de la presente invencioén). Por lo tanto, las células de

plantas de la presente invencion incluyen aquellas que tienen otros usos distintos de la
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totipotencia (o sea, algunas células de la presente invencidn no son regenerables a una
planta completa). Sin embargo, algunas modalidades si incluyen células de semillas y
células de plantas que pueden regenerarse a una planta completa.

Otro método para identificar las toxinas y genes de la presente invencion es
mediante el uso de sondas de oligonucleodtidos. Estas sondas son secuencias de nucleotidos
detectables. Estas secuencias pueden volverse detectables en virtud de un marcador
radioactivo apropiado, o pueden volverse inherentemente fluorescentes como se describe en
la patente norteamericana US N° 6.268.132. Como es bien conocido en el arte, si la
molécula de sonda y la muestra de 4cido nucleico se hibridan por formacion de fuertes
enlaces de apareamiento de bases entre las dos moléculas, puede suponerse razonablemente
que la sonda y la muestra tienen una homologia de secuencia sustancial. De preferencia, la
hibridaciéon se efectia bajo condiciones rigurosas por técnicas bien conocidas en el arte,
como se describe por ejemplo en Keller y Manak (1993). La deteccion de la sonda
proporciona un medio para determinar, de una manera conocida, si ha ocurrido la
hibridacién. Este andlisis con sonda proporciona un método rapido para identificar genes
que codifican toxinas de la presente invencion. Los segmentos de nucledtidos que se usan
como sondas de acuerdo con la invencion pueden sintetizarse usando un sintetizador de
ADN y procedimientos estdndar. Estas secuencias de nucledtidos también pueden usarse
como partidores de PCR para amplificar genes de la presente invencion.

Como se usan aqui, los términos "condiciones rigurosas" o "condiciones de
hibridacion rigurosas" pretenden referirse a condiciones bajo las cuales una sonda se

hibridara (apareard) con su secuencia blanco hasta un grado detectablemente mayor que con
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otras secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces por sobre el valor de referencia). Las
condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en diferentes
circunstancias. Controlando la rigurosidad de las condiciones de la hibridacion y/o del
lavado, pueden identificarse secuencias blanco que son 100% complementarias a la sonda
(sondeo homologo). Alternativamente, las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse
para permitir alguna desigualdad en las secuencias, de manera que se detecten grados mas
bajos de similaridad (sondeo heterdlogo). Generalmente, una sonda tiene menos de
alrededor de 1.000 nucledtidos de longitud, preferentemente menos de 500 nucleétidos de
longitud.

Tipicamente, condiciones rigurosas serdn aquéllas en las cuales la
concentracion de sal es menos de alrededor de 1,5 M de ion Na, tipicamente una
concentracion de alrededor de 0,01 a 1,0 M de ion Na (u otras sales) a entre pH 7,0 y pH
8,3, y la temperatura es al menos alrededor de 30°C para sondas cortas (por ejemplo 10 a
50 nucledtidos) y al menos alrededor de 60°C para sondas largas (por ejemplo mas de 50
nucleotidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la adicion de agentes
desestabilizadores, tal como formamida. Los ejemplos de condiciones de rigurosidad baja
incluyen hibridacién con una solucion tampdn de 30% a 35% de formamida, 1 M de NaCl,
1% de SDS (dodecilsulfato de sodio) a 37°C, y un lavado en SSC 1x a 2x (SSC 20x = 3,0
M de NaCl/0,3 M de citrato trisdédico) a entre 50°C y 55°C. Los ejemplos de condiciones
de rigurosidad moderada incluyen hibridacion en 40% a 45% de formamida, 1,0 M de
NaCl, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en SSC 0,5x a 1x a entre 55°C y 60°C. Los

ejemplos de condiciones de rigurosidad alta incluyen hibridacion en 50% de formamida, 1
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M de NaCl, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en SSC 0,1x a entre 60°C y 65°C.
Opcionalmente, los tampones de lavado pueden comprender de alrededor de 0,1% a
alrededor de 1% de SDS. La duracion de la hibridacion generalmente es menos de
alrededor de 24 horas, habitualmente de alrededor de 4 a alrededor de 12 horas.

La especificidad es tipicamente la funcion de los lavados post-hibridacion,
siendo los factores criticos la fuerza idnica y la temperatura de la solucion de lavado final.
Para hibridos ADN/ADN, el punto de fusion térmico (Tm) es la temperatura (bajo fuerza
ionica y pH definidos) a la cual el 50% de una secuencia blanco complementaria se hibrida
con una sonda perfectamente igualada. El Tm disminuye en alrededor de 1°C por cada 1%
de desigualdad; asi, el Tm, las condiciones de hibridacién y/o las condiciones de lavado
pueden ajustarse para facilitar el apareamiento de secuencias de la identidad deseada. Por
ejemplo, si se buscan secuencias con >90% de identidad, el Tm puede disminuirse en 10°C.
Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean alrededor de 5°C por
debajo del Tm para la secuencia especifica y su complemento, a una fuerza idénica y pH
definidos.  Sin embargo, las condiciones altamente rigurosas pueden utilizar una
hibridacién y/o lavado a 1°C, 2°C, 3°C o 4°C por debajo del Tm; las condiciones
moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 6°C, 7°C, 8°C, 9°C
o 10°C por debajo del Tm, y las condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una
hibridacién y/o lavado a 11°C, 12°C, 13°C, 14°C, 15°C 0 20°C por debajo del Tm.

El Tm (en °C) puede determinarse experimentalmente o puede aproximarse
por célculo. Para hibridos ADN-ADN, el Tm puede aproximarse a partir de la ecuacion de

Meinkoth y Wahl (1984):
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Tm(°C) = 81,5°C + 16,6(log M) + 0,41(% GC) — 0,61(% formamida) -
500/L;
donde M es la molaridad de los 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 hibrido en pares de bases.

Alternativamente, el Tm se describe mediante la siguiente formula (Beltz et
al., 1983).

Tm(°C) = 81,5°C + 16,6(log[Na+]) + 0,41(% GC) - 0,61(% formamida) -
600/L;
donde [Na+] es la molaridad de los iones sodio, % GC es el porcentaje de los nucleotidos
guanosina y citosina en el ADN, % formamida es el porcentaje de formamida en la solucion

de hibridacién, y L es la longitud del hibrido en pares de bases.

Usando las ecuaciones, las composiciones de hibridacion y de lavado, y el
Tm deseado, los técnicos de nivel medio entenderan que las variaciones en la rigurosidad
de las soluciones de hibridacion y/o lavado estan descritas inherentemente. Si el grado
deseado de desigualdad da como resultado un Tm de menos de 45°C (solucién acuosa) o
32°C (solucién en formamida), es preferible aumentar la concentraciéon de SSC de manera
que pueda usarse una temperatura mas alta. Una guia exhaustiva para la hibridacion de
acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) y Ausubel ef al. (1995). Véase también

Sambrook et al. (1989).
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La hibridaciéon de ADN inmovilizado en inmunotransferencias "Southern
blot" con sondas con especificidad de gen marcadas radioactivamente, puede efectuarse por
métodos estandar (Sambrook et al., supra.). Los iso6topos radioactivos usados para marcar
sondas de polinucledtidos pueden incluir 32P, 33P, 14C o 3H. La incorporacién de
isotopos radioactivos en moléculas de sondas de polinucleétidos puede efectuarse por
cualquiera de varios métodos bien conocidos para los expertos en el campo de la biologia
molecular. (Véase, por ejemplo Sambrook et al., supra). En general, la hibridacion y los
lavados subsiguientes pueden llevarse a cabo bajo condiciones rigurosas que permiten la
deteccion de secuencias blanco con homologia con los genes que codifican las toxinas
reivindicadas. Para sondas de genes de ADN de doble hebra, la hibridacion puede llevarse
a cabo durante la noche a 20-25°C por debajo del Tm del hibrido de ADN en SSPE 6x,
solucion de Denhardt 5x, 0,1% de SDS, 0,1 mg/ml de ADN desnaturalizado [SSPE 20x es
3 M de NaCl, 0,2 M de NaHPO, y 0,02 M de EDTA (sal sodica del acido etilendiamino
tetraacético); solucion de Denhardt 100x es 20 g/l de polivinil-pirrolidona, 20 g/l de Ficoll
tipo 400 y 20 g/l de albumina de suero de bovino (fraccion V)].

Los lavados pueden efectuarse tipicamente como sigue:

(1) Dos veces a temperatura ambiente por 15 minutos en SSPE 1x, 0,1% de
SDS (lavado de baja rigurosidad).
(2)  Unaveza Tm -20°C por 15 minutos en SSPE 0,2x, 0,1% de SDS (lavado de

rigurosidad moderada).
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Para sondas de oligonucledtidos, la hibridacion puede efectuarse durante la
noche a 10-20°C por debajo del Tm del hibrido en SSPE 6x, soluciéon de Denhardt 5x, 0,1%
de SDS, 0,1 mg/ml de ADN desnaturalizado. El Tm para sondas de oligonucledtidos puede
determinarse por la siguiente formula (Suggs et al., 1981).

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

G/C)

Los lavados pueden efectuarse tipicamente como sigue:
(1)  Dos veces a temperatura ambiente por 15 minutos en SSPE 1x, 0,1% de
SDS (lavado de baja rigurosidad).
(2)  Una vez a la temperatura de hibridacion por 15 minutos en SSPE 1x, 0,1%

de SDS (lavado de rigurosidad moderada).

Un experto en el arte sabra que las moléculas de la sonda para hibridacion y
las moléculas del hibrido formado entre la sonda y moléculas blanco pueden volverse
detectables por medios distintos de la marcacion radioactiva.

Toxinas variantes. Los genes y toxinas utiles de acuerdo con la presente

invencion incluyen no solo las secuencias truncadas divulgadas, sino también secuencias de
longitud completa, fragmentos de estas secuencias, variantes, mutantes, y proteinas de
fusién que retienen la actividad plaguicida caracteristica de las toxinas especificamente
ejemplificadas aqui. Como se usan aqui, los términos "variantes" o "variaciones" de genes

se refieren a secuencias de nucledtidos que codifican las mismas toxinas o que codifican
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toxinas equivalentes que tienen actividad plaguicida. Ademas como se usa aqui, el término
"toxinas equivalentes" se refiere a toxinas que tienen la misma o esencialmente la misma
actividad bioldgica contra las plagas blanco que las toxinas reivindicadas. Asi, las
variantes o variaciones de las toxinas reivindicadas tendran al menos alrededor del 30%, de
preferencia al menos alrededor del 50%, de mayor preferencia al menos alrededor del 70%,
de mayor preferencia aun al menos alrededor del 80% de la actividad de las toxinas
reivindicadas. Los métodos para medir actividad plaguicida son bien conocidos en el arte y
estan ejemplificados aqui. El término "variantes" pretende incluir aqui proteinas o
polipéptidos que tienen una secuencia de amino acidos que es al menos alrededor de 60%,
65%, de preferencia alrededor de 70%, 75%, de mayor preferencia alrededor de 80%, 85%,
de maxima preferencia alrededor de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40. Las variantes también incluyen polipéptidos
codificados por una molécula de acido nucleico que se hibrida con la molécula de acido
nucleico de SEQ ID NOs:1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,37 6
39, o un complemento de la misma, bajo condiciones rigurosas. Estas variantes
generalmente retendran la actividad reivindicada. Las variantes incluyen polipéptidos que
difieren en secuencia de amino 4cidos debido a mutagénesis. Las proteinas variantes
abarcadas por la presente invencion son activas como insecticidas.

También pueden diseharse proteinas variantes que difieren a nivel de
secuencia de amino &cidos primaria y que retienen, igual o similar, la estructura

tridimensional esencial general, la distribucion de cargas en la superficie, y otras. Véase
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por ejemplo la patente norteamericana US N° 7.058.515; Larson ef al. (2002); Crameri et
al. (1997); Stemmer, W. P .C. (1994a); Stemmer, W. P .C. (1994b), Stemmer, W. P. C.
(1995); Crameri et al., (1996a); y Crameri et al. (1996b).

Ciertas toxinas de la presente invencion han sido especificamente
ejemplificadas aqui. Debido a que estas toxinas son solamente ejemplos de las toxinas de
la presente invencion, deberia ser evidente que la presente invencién comprende toxinas
variantes o equivalentes (y secuencias de nucleotidos que codifican toxinas equivalentes)
que tienen una actividad plaguicida igual o similar que la toxina ejemplificada. Toxinas
equivalentes tendran homologia de amino &4cidos con una toxina ejemplificada. La
identidad de amino &cidos sera tipicamente mayor que 60%, de preferencia mayor que
75%, de mayor preferencia mayor que 80%, de mayor preferencia mayor que 90%, y puede
ser mayor que 95%. La homologia de amino 4cidos serd maxima en regiones criticas de la
toxina que dan cuenta de la actividad biologica o estan involucradas en la determinacion de
la configuracion tridimensional que finalmente es responsable de la actividad bioldgica.
Con respecto a esto, ciertas sustituciones de amino acidos son aceptables y pueden
esperarse si estas sustituciones estan en regiones que no son criticas para la actividad o son
sustituciones de amino acidos conservadoras que no afectan la configuracion tridimensional
de la molécula. Por ejemplo, los amino acidos pueden ubicarse en las siguientes clases: no
polares, polares no cargados, basicos y acidos. Las sustituciones conservadoras donde un
amino acido de una clase es reemplazado por otro amino 4cido del mismo tipo, caen dentro

del alcance de la presente invencion, siempre que la sustitucion no altere considerablemente
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la actividad biologica del compuesto. La Tabla 1 proporciona un listado de ejemplos de

amino acidos pertenecientes a cada clase.

Tabla 1

Clases de amino acidos y ejemplos

Clase de amino acido Ejemplos de amino acidos

Cadenas laterales no polares Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Met, Phe, Trp
Cadenas laterales polares no cargadas Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn
Cadenas laterales acidas Asp, Glu

Cadenas laterales basicas Lys, Arg, His

Cadenas laterales con ramificaciones beta Thr, Val, Ile

Cadenas laterales aromaticas Tyr, Phe, Trp, His

En algunos casos, también pueden efectuarse sustituciones no
conservadoras.  El factor critico es que estas sustituciones no deben disminuir
significativamente la actividad biologica de la toxina.

Las proteinas toxinas insecticidas preferidas de la presente invencidon son
codificadas por una secuencia de nucleétidos suficientemente idéntica a las secuencias de
nucledtidos de SEQ ID NOs:1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37 6 39. "Suficientemente idéntica" pretende significar una secuencia de amino 4cidos o de

nucleotidos que tiene al menos alrededor de 60% o 65% de identidad de secuencia, de
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preferencia alrededor de 70% o 75% de identidad de secuencia, de mayor preferencia
alrededor de 80% u 85% de identidad de secuencia, de méxima preferencia alrededor de
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia en
comparacion con una secuencia de referencia, segin se determina por uno de los programas
de alineamiento descritos aqui, empleando pardmetros estandar. Un experto en el arte
reconocera que estos valores pueden ajustarse apropiadamente para determinar la identidad
correspondiente de proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos, tomando en
cuenta la degeneracion de codones, similaridad de amino éacidos, ubicacion de los marcos
de lectura, y similares.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de amino
acidos o de dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias son alineadas para propdsitos
de una comparacion optima. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una
funciéon del ntimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (o sea,
porcentaje de identidad = numero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones (por
ejemplo, posiciones superpuestas) x100). En una modalidad, las dos secuencias tienen la
misma longitud. El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse
usando técnicas similares a las que se describen mas abajo, permitiendo o no permitiendo
huecos. Para calcular el porcentaje de identidad, tipicamente se cuentan las igualdades
exactas.

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede
efectuarse usando un algoritmo matematico. Un ejemplo no limitante de un algoritmo

matematico utilizado para la comparacion de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y
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Altschul (1990), modificado como en Karlin y Altschul (1993). Este algoritmo esta
incorporado en los programas BLASTN y BLASTX de Altschul et al. (1990). Busquedas
BLAST pueden usarse convenientemente para identificar secuencias homoélogas (similares)
a una secuencia problema ("query sequence") en bases de datos de acidos nucleicos o
proteinas. Pueden efectuarse busquedas de nucle6tidos BLAST con el programa BLASTN,
puntaje = 100, longitud de palabra = 12, para identificar secuencias de nucleotidos que
tienen homologia con las moléculas de acidos nucleicos reivindicadas de la invencion.
Pueden efectuarse busquedas de proteinas BLAST con el programa BLASTX, puntaje = 50,
longitud de palabra = 3, para identificar secuencias de amino acidos que tienen homologia
con las moléculas de proteinas insecticidas reivindicadas de la invencion.

Para obtener alineamientos con huecos para propositos de comparacion,
puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al (1997).
Alternativamente, puede usarse PSI-Blast para efectuar una busqueda repetida que detecta
relaciones distantes entre moléculas, Altschul et al. (1997). Cuando se utilizan los
programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-Blast, pueden usarse los parametros por defecto
de los respectivos programas (por ejemplo BLASTX y BLASTN). Véase
www.ncbi.nlm.nih.gov. El alineamiento también puede efectuarse manualmente por
inspeccion.

Un ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacion de secuencias es el algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994). ClustalW
compara secuencias y alinea la totalidad de la secuencia de amino acidos o ADN, y asi

puede proporcionar datos acerca de la conservacion de secuencia de la secuencia de amino
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acidos o secuencia de nucleotidos completa. El algoritmo ClustalW se usa en varios
paquetes de software de andlisis de ADN/amino acidos disponibles en el comercio, tal
como el moédulo ALIGNX del Vector NTI Program Suite (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA).
Cuando se alinean secuencias de amino &cidos con ALIGNX, pueden usarse
convenientemente las valores fijados por defecto con una penalizacién por abertura del
hueco de 10, una penalizacién por extension del hueco de 0,1 y la matriz de comparacion
blosum63mt2. Después de alinear dos secuencias de proteinas con ALIGNX, puede
evaluarse el porcentaje de similaridad (consenso) o identidad de amino 4cidos entre las dos
secuencias. Cuando se alinean dos secuencias de ADN con ALIGNX, pueden usarse
convenientemente las valores fijados por defecto con una penalizacién por abertura del
hueco de 15, una penalizacioén por extension del hueco de 6,6 y la matriz de comparacion
swgapdnamt.  Después de alinear dos secuencias de ADN con ALIGNX, puede
determinarse el porcentaje de identidad entre las dos secuencias.

Un segundo ejemplo no limitante de un programa de software util para el
analisis de alineamientos ClustalW es GeneDoc® (desarrollado por Karl Nicholas,
http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/ibmpc/genedoc-readme.html). GeneDoc® permite
evaluar la similaridad e identidad de amino acidos (o0 ADN) entre multiples proteinas.

Otro ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (1988). Este algoritmo esta
incorporado en el programa wSTRETCHER, que es parte del paquete de software de
alineamiento de secuencias WEMBOSS (disponible en http://emboss.sourceforge.net/).

STRETCHER calcula un alineamiento global 6ptimo de dos secuencias, usando una
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modificacion del algoritmo clasico de programacion dindmica que usa espacio lineal. El
resultado es un archivo de alineamiento estandar. La matriz de sustitucion, la penalizacion
por insercion de hueco y las penalizaciones por extension del hueco usadas para calcular el
alineamiento pueden ser especificadas. Cuando se utiliza el programa STRETCHER para
comparar secuencias de nucleotidos, puede usarse una penalizacion por abertura del hueco
de 16 y una penalizacion por extension del hueco de 4. El archivo de matriz de puntajes
para comparar secuencias de ADN es EDNAFULL. Cuando se usa para comparar
secuencias de amino acidos, puede usarse una penalizacion por abertura del hueco de 12 y
una penalizacion por extension del hueco de 2. El archivo de matriz de puntajes para
comparar secuencias de proteinas es EBLOSUMG62.

Otro ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacion de secuencias es el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), que esta
incorporado en los paquetes de software de alineamiento de secuencias GAP Version 10 y
WNEEDLE (http://emboss.sourceforge.net/). GAP version 10 puede usarse para determinar
identidad o similaridad de secuencias usando los siguientes pardmetros: para una secuencia
de nucledtidos, el porcentaje de identidad y el porcentaje de similaridad se encuentran
usando un peso del hueco de 50 y un peso de longitud ("lengthweight") de 3, y la matriz de
puntajes nwsgapdna.cmp. Para la comparacion de secuencias de amino 4acidos, el
porcentaje de identidad o el porcentaje de similaridad se determinan usando un peso del
hueco de 8 y un peso de longitud ("lengthweight") de 2, y el programa de puntajes
BLOSUM®62. wNEEDLE lee dos secuencias de entrada, encuentra el alineamiento 6ptimo

(incluyendo huecos) a lo largo de toda su longitud, y escribe su alineamiento de secuencias
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global optimo en un archivo. EI algoritmo usa un método de programacion dindmica para
asegurar que el alineamiento sea optimo, explorando todos los alincamientos posibles y
eligiendo el mejor. Se lee una matriz de puntajes que contiene valores para todas las
posibles igualdades de residuos o nucle6tidos. wNEEDLE encuentra el alineamiento con el
maximo puntaje posible, donde el puntaje de un alineamiento es igual a la suma de las
igualdades tomadas de la matriz de puntajes, menos las penalizaciones que surgen de la
abertura y extension de los huecos en las secuencias alineadas. La matriz de sustitucion y
las penalizaciones por abertura y extension de los huecos son especificadas por el usuario.
Cuando se comparan secuencias de amino acidos, se usa una penalizacion por abertura del
hueco por defecto de 10, una penalizacion por extension del hueco de 0,5, y la matriz de
comparacion EBLOSUMG6?2. Cuando se comparan secuencias de ADN usando wNEEDLE,
se usa una penalizacion por abertura del hueco de /0, una penalizacidon por extension del
hueco de 0,5, y la matriz de comparacion EDNAFULL.

También pueden usarse programas equivalentes. El término "programa
equivalente" significa cualquier programa de comparacion de secuencias que, para
cualesquier dos secuencias en cuestion, genera un alineamiento que tiene igualdades
idénticas de residuos de nucledtidos y un porcentaje de identidad de secuencia idéntico
cuando se compara con el alineamiento correspondiente generado por ALIGNX,
wNEEDLE o wSTRETCHER. EI porcentaje de identidad es el porcentaje de igualdades
idénticas entre las dos secuencias por toda la region alineada informada (incluyendo

cualesquier huecos en la longitud), y el porcentaje de similaridad es el porcentaje de
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igualdades entre las dos secuencias por toda la region alineada informada (incluyendo
cualesquier huecos en la longitud).

Fragmentos y equivalentes de las toxinas. Fragmentos y equivalentes que

retienen la actividad plaguicida de las toxinas ejemplificadas estaran dentro del alcance de
la presente invencion. También, debido a la redundancia del codigo genético, una variedad
de diferentes secuencias de ADN pueden codificar las secuencias de amino dacidos
divulgadas aqui. Estd dentro de la capacidad de una persona entrenada en el arte, crear
estas secuencias de ADN alternativas que codifican las mismas, o esencialmente las
mismas, toxinas. Estas secuencias de ADN variantes estan dentro del alcance de la
presente invencion. Como se usa aqui, la referencia a "esencialmente las mismas"
secuencias se refiere a secuencias que tienen sustituciones, deleciones, adiciones o
inserciones de amino acidos que no afectan sustancialmente la actividad plaguicida.
Fragmentos que retienen la actividad plaguicida también estan incluidos en esta definicion.
Pueden hacerse alteraciones en el terminal amino o carboxi de las proteinas
insecticidas y variantes de la invencion, que dan como resultado polipéptidos que retienen
la actividad biologica.  Fragmentos o porciones bioldgicamente activas incluyen
fragmentos de polipéptidos que comprenden secuencias de amino acidos suficientemente
idénticas a la secuencia de amino acidos presentada en SEQ ID NOs:2, 4, 6, §, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40. Una porcion bioldgicamente activa de
una proteina endotoxina delta puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50,
100 o mas amino 4cidos de longitud. Estas porciones bioldgicamente activas pueden

prepararse por técnicas de ingenieria genética de proteinas recombinantes bien conocidas
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en el arte, y pueden ser evaluadas en cuanto a su actividad insecticida. Los métodos para
medir la actividad plaguicida son bien conocidos en el arte. Como se usa aqui, un
fragmento abarca al menos 8 amino acidos contiguos de SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40. La invencién abarca otros fragmentos,
sin embargo, tal como cualquier fragmento en la proteina de mas de alrededor de 10, 20,
30, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900,
950, 1.000, 1.050, 1.100, 1.150 6 1.200 amino acidos, hasta la longitud completa de las
proteinas insecticidas o proteinas variantes de SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40.

Fragmentos con actividad biologica o espectro de plagas mejorados, o la
capacidad para controlar poblaciones de insectos resistentes, también se proporcionan en la
presente invencion. Pueden hacerse modificaciones a las proteinas Cry para producir
fragmentos con formacion de poros, y por lo tanto actividad plaguicida, mejoradas. En el
caso de proteinas Cry de tres dominios, el dominio 1 esta constituido por siete hélices o
involucradas en la formacion de poros en el intestino medio de insectos susceptibles.
Pueden disefiarse proteinas DIG modificadas con actividad mejorada que tengan deleciones
N-terminales en regiones con homologia de estructura secundaria putativa con la hélice a 1
y la hélice a 2 del dominio 1.

Pueden usarse proteasas para obtener directamente fragmentos activos de
estas toxinas. Un fragmento de una toxina insecticida reivindicada comprendera al menos
alrededor de 15, 25, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,

600, 650, 700, 800, 900, 1.000, 1.100 6 1.200 amino acidos contiguos, o hasta el nimero
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total de amino 4cidos presentes en una toxina insecticida de longitud completa de la
invencion (por ejemplo, 625 amino acidos para SEQ ID NO:2, o 625 amino acidos para
SEQ ID NO:4).

Toxina nucleo y quimeras de protoxina. Una mayoria de las moléculas de

proteinas cristalinas endotoxinas delta de Bacillus thuringiensis estan compuestas de dos
segmentos funcionales. La toxina nucleo resistente a proteasas es el primer segmento y
corresponde aproximadamente a la primera mitad de la molécula de proteina.
Aproximadamente la mitad C terminal de la molécula es el segundo segmento. Para los
propositos de esta solicitud, este segundo segmento serd denominado aqui "segmento de
protoxina". Se cree que el segmento de protoxina participa en la formacion de los cristales
de toxina (Arvidson et al. (1989)). La molécula de toxina completa de 130 kDa es
procesada rapidamente al segmento de nticleo resistente por una proteasa en el intestino del
insecto. Asi, el segmento de protoxina puede transmitir una especificidad de insecto parcial
a la toxina porque limita la accesibilidad del nucleo al insecto por reduccidén del
procesamiento por proteasas de la molécula de toxina (Haider ef al. (1986)) o por reduccion
de la solubilidad de la toxina (Aronson et al. (1991)).

Se ha informado de proteinas quiméricas unidas ventajosamente dentro de
los dominios de toxina de CrylFa y CrylAb (patente norteamericana US N° 5.527.883).
Otro éxito en el area ha sido informado en la literatura. Por ejemplo, la construccion de
endotoxinas delta hibridas se informa en el siguiente documento del arte relacionado. La
publicacion de la solicitud de patente internacional N° WO 95/30753 divulga la

construcciéon de endotoxinas delta de B. thuringiensis hibridas para produccion en
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Pseudomonas fluorescens, en las cuales el fragmento de protoxina no téxico de CrylF ha
sido reemplazado por el fragmento de protoxina no toxico de la CrylAc/CrylAb que se
divulga en la patente norteamericana US N° 5.128.130. Esa patente también divulga la
construccion de endotoxinas delta de B. thuringiensis hibridas para produccion en P.
fluorescens en las cuales una porcion del segmento de protoxina no toéxico de CrylAc esta
reemplazado con el fragmento de protoxina no toxico correspondiente de CrylAb. La
patente norteamericana US N° 5.055.294 divulga la construccion de una endotoxina delta
hibrida especifica entre CrylAc (residuos de amino acidos 1-466) y CrylAb (residuos de
amino acidos 466-1155) para produccion en P. fluorescens. A pesar de que la patente antes
mencionada divulga la construccion de una toxina hibrida dentro del segmento de toxina
activo, no se presentan detalles especificos con respecto a la actividad insecticida de la
toxina hibrida. La publicacion de la solicitud de patente internacional N°© WO 95/30752
divulga la construccién de endotoxinas delta de B. thuringiensis hibridas para produccion
en P. fluorescens en las cuales el segmento de protoxina no toxico de CrylC estd
reemplazado por el segmento de protoxina no toéxico de CrylAb. La solicitud mencionada
mas arriba divulga ademas que la actividad contra Spodoptera exigua de la endotoxina
delta hibrida es mejorada con respecto a la de la toxina activa madre, CrylC. La
publicacion de la solicitud de patente internacional N° WO 95/06730 divulga la
construccion de una endotoxina delta de B. thuringiensis hibrida constituida por los
dominios 1 y 2 de CrylE acoplados al dominio 3 y el segmento de protoxina no tdxico de
CrylC. Bioensayos en insectos efectuados contra Manduca sexta (sensible a CrylC y

CrylE), Spodoptera exigua (sensible a CrylC) y Mamestra brassicae (sensible a CrylC)
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indican que la toxina hibrida CrylE/CrylC es activa contra M. sexta, S. exigua y M.
brassicae. Los resultados del bioensayo fueron expresados como valores de ECs,
(concentracion de toxina que da un 50% de reduccion del crecimiento) en lugar de valores
de LCsy (concentracion de toxina que da un 50% de mortalidad). A pesar de que las
endotoxinas delta usadas para el bioensayo fueron producidas en B. thuringiensis, s6lo se
usaron segmentos activos generados artificialmente de las endotoxinas delta, y no los
cristales producidos naturalmente tipicamente producidos por B. thuringiensis que estan
presentes en formulaciones de B. thuringiensis comerciales. Los resultados del bioensayo
indicaron que los valores de LCsy para el cristal de CrylE/CrylC hibrida contra S.
frugiperda fueron de 1,5 a 1,7 veces mas bajos (o sea, eran mas activas) que para CrylC
nativa. Este documento también divulga la construccion de una endotoxina delta de B.
thuringiensis hibrida entre CrylAb (dominios 1 y 2) y CrylC (dominio 3 y el segmento de
protoxina no toxico), a pesar de que no se dan datos con respecto a la actividad o utilidad
de la toxina hibrida.

Lee et al. (1995) informan de la construccion de endotoxinas delta de B.
thuringiensis hibridas entre CrylAc y CrylAa dentro del segmento de toxina activo.
Segmentos activos generados artificialmente de las toxinas hibridas fueron usados para
examinar las interacciones de proteinas en vesiculas de las microvellosidades epiteliales del
intestino ("brush border membrane vesicles") (BBMV) de insectos susceptibles. No se
inform6 de la bioactividad de las toxinas hibridas. Honee et al. (1991) informan de la
construccion de endotoxinas delta hibridas entre CrylC (dominio 1) y CrylAb (dominios 2 y

3) y el hibrido reciproco entre CrylAb (dominio 1) y CrylC (dominios 2 y 3). Estos
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hibridos no mostraron ningin aumento significativo en actividad contra insectos
susceptibles. Maés atin, se encontré que la toxina hibrida CrylC (dominio 1)/CrylAb
(dominios 2 y 3) era hipersensible a la degradacion por proteasas. Un informe de Schnepf
et al. (1990) divulga la construccion de una toxina hibrida CrylAc en la cual una pequefia
porcion del dominio 2 fue reemplazada por la region correspondiente de CrylAa, a pesar de
que no se observd un aumento significativo en la actividad contra larvas de insectos
susceptibles.

Las toxinas quiméricas de la presente invencién comprenden una porcion de
toxina nicleo N-terminal completa de una toxina de B.t. y, en algin punto mas alla del
extremo de la porcion de toxina, la proteina tiene una transicibn a una secuencia de
protoxina heter6loga. La transicion al segmento de protoxina heteréloga puede estar
aproximadamente en la union de toxina nativa/protoxina, o una porcion de la protoxina
nativa (que se extiende mas alla de la porcidon de toxina) puede ser retenida y la transicion a
la protoxina heter6loga ocurre aguas abajo. Por ejemplo, una toxina quimérica de la
presente invenciéon puede tener la porcion de toxina completa de una toxina CrylCa
modificada, tal como los amino acidos 1-628 de DIG-473 o DIG-465, y un segmento de
protoxina heterdloga (amino acidos 629 hasta el terminal C). En una modalidad preferida,
la porcidon de segmento de protoxina heterdloga se toma de CrylAb.

Una persona experta en el arte podra apreciar que las toxinas de B.t., incluso
dentro de una cierta clase, variaran en alguna medida en longitud y en la ubicacion precisa
de la transicion desde la porcion de toxina nucleo a la porcion de protoxina. La transicion

desde la porcion de toxina nticleo a la porcion de protoxina tipicamente se encontrard a
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entre alrededor del 50% y alrededor del 60% de la toxina de longitud completa. La toxina
quimérica de la presente invencion incluye toda la extension de esta porcion de toxina
nicleo N-terminal, o sea la longitud completa de 628 amino acidos de la proteina toxina
insecticida IRDIG544.12. SEQ ID NO:15 divulga la secuencia de 1.887 nucleotidos del
ADN que codifica DIG-465, cuyos 1.887 nucledtidos 5'-terminales comprenden la region
codificadora para el segmento de toxina nucleo de CrylCa con una mutacion L57A
(leucina en la posicion de amino 4cido 57 sustituido por alanina), una modalidad de la
presente invencion. SEQ ID NO:16 divulga la secuencia de 628 amino &cidos del
polipéptido DIG-465 de longitud completa, donde la porcidon de nucleo N-terminal
de CrylCa tiene las sustituciones de amino acidos mencionadas mas arriba. SEQ ID
NO:23 divulga la secuencia de 1.887 nucledtidos del ADN que codifica DIG-473, que
comprende la region codificadora para el segmento de toxina nicleo de CrylCa con una
mutacion F596M (fenilalanina en la posicion de amino &cido 596, sustituido por
metionina), otra materia de la invencién. SEQ ID NO:24 divulga la secuencia de 628
amino acidos del polipéptido DIG-473 de longitud completa, que comprende la porcion de
Cryl1Ca con las sustituciones de amino adcidos mencionadas mas arriba.

Con respecto a la porcion de protoxina, la extension completa de la porcion
de protoxina de CrylAb nativa se extiende desde el extremo de la porcion de toxina de la
proteina CrylAb de longitud completa hasta el terminal C de la molécula. Debe ponerse
atencion a aproximadamente los tltimos 100 a 150 amino 4cidos de esta protoxina, que son

los mas criticos para incluir en la toxina quimérica de la presente invencion.

59



Debido a que las proteinas Cry tienen actividad insecticida selectiva, la
mayoria son activas sobre una gama limitada de plagas blanco. Por lo tanto, existe una
necesidad de mejorar ain mas los atributos de actividad biologica de las proteinas Cry.
Proteinas Cry con caracteristicas de unién y modos de accioén singulares son ftiles en
estrategias para expandir la gama de plagas de insectos controladas o contrarrestar el
desarrollo de resistencia a B.z.

Modificaciones en el dominio III. Como se ha descrito aqui, las toxinas

insecticidas de B.tz. de la presente invencion son toxinas del tipo de 3 dominios, que
comprenden dominio I, dominio II y dominio III. EI dominio III se une a ciertas clases de
proteinas receptoras y tal vez participa en la insercion de un pre-poro oligomérico de
toxina. Se demostré que toxinas hibridas especificas que comprendian sustituciones en el
dominio IIT tenian una toxicidad superior contra Spodoptera exigua (de Maagd et al., 1996)
y existen pautas para el disefio de los intercambios de dominios en las toxinas Cry (Knight
et al.,2004).

Modificaciones en el dominio 1. Numerosos estudios usando métodos

bioquimicos y moleculares han proporcionado informacion sobre los determinantes de la
union de las proteinas Cry y su insercion en las membranas del intestino medio de los
insectos (revisado en Piggot y Ellar, 2007). El dominio I de las proteinas CrylA y Cry3A
ha sido estudiado en cuanto a la capacidad para insertarse y formar poros en las
membranas. Las hélices a 4 y 5 del dominio I tienen roles clave en la insercion y

formacion de poros en las membranas (Walters et al., 1993; Gazit et al, 1998; Nunez-
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Valdez et al., 2001), y se propone que las otras hélices contactan a la superficie de las
membranas como las varillas de un paraguas (Gazit et al., 1998).

En algunos casos, la hélice alfa 3 parece ser requerida para la formacion de
pre-poros oligoméricos y la toxicidad. Algunos mutantes de la hélice alfa 3 son capaces de
unirse a receptores, pero no forman oligobmeros y no son toxicos para Manduca sexta
(revisado en Jimenez-Juarez et al., 2008). Sin embargo, formas activadas proteoliticamente
de Cry3Aal carecen de hélices a 1, 2 y 3 (Carroll et al., 1997).

La hélice o 1 es removida después de la union al receptor. Gomez et al.
(2002) encontraron que oligémeros de Cryl Ab formados después de la unidon a receptores
de BBMV carecian de la porcion de hélice a 1 del dominio I. También, Soberon et al.
(2007) han demostrado que mutantes por delecion N-terminal de CrylAb y CrylAc, que
carecen de aproximadamente 60 amino acidos que comprenden la hélice o 1 en la
estructura tridimensional de Cry, son capaces de ensamblar monomeros de un peso
molecular de alrededor de 60 kDa en pre-poros en ausencia de union a cadherina. Se
inform6 que estos mutantes por delecion N-terminal eran activos en larvas de insectos
resistentes a Cry. Mas aun, Diaz-Mendoza et al. (2007) describieron fragmentos de
CrylAb de 43 kDa y 46 kDa que retenian la actividad sobre el barrenador del maiz del
Mediterraneo (Sesamia nonagrioides). Se demostrd que estos fragmentos incluian los
residuos de amino acidos 116 a 423; sin embargo, las secuencias de amino acidos precisas
no fueron dilucidadas y el mecanismo de actividad de estos fragmentos proteoliticos es
desconocido. Los resultados de Gomez et al. (2002), Soberon et al. (2007) y Diaz-

Mendoza et al. (2007) contrastan con los de Hofte et al. (1986), que informaron que la
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delecion de 36 amino acidos desde el terminal N de CrylAb dio como resultado una
pérdida de actividad insecticida.

Anticuerpos antitoxinas. Toxinas equivalentes y/o genes que codifican estas

toxinas equivalentes pueden ser derivados de aislados de Bacillus thuringiensis y/o
bibliotecas de ADN usando las ensefianzas proporcionadas aqui. Existe un niimero de
métodos para obtener las toxinas plaguicidas de la presente invencion. Por ejemplo,
anticuerpos inmunorreactivos a las toxinas plaguicidas divulgadas y reivindicadas aqui
pueden usarse para identificar y aislar otras toxinas desde una mezcla de proteinas.
Especificamente, pueden prepararse anticuerpos contra las porciones de las toxinas que son
mas constantes y mas distintas de otras toxinas de B.t. Después, estos anticuerpos pueden
usarse para identificar especificamente toxinas equivalentes con la actividad caracteristica,
por ejemplo, mediante inmunoprecipitacion, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) o inmunotransferencia ("Western blotting"). Anticuerpos contra las toxinas
divulgadas aqui, o contra toxinas equivalentes, o fragmentos de estas toxinas, pueden
prepararse facilmente usando procedimientos estandar en este arte. Después, los genes que
codifican estas toxinas pueden obtenerse de los microorganismos que producen las toxinas.

Una vez que la toxina insecticida de B.t. ha sido aislada, pueden fabricarse
anticuerpos especificos para la toxina por métodos convencionales que son bien conocidos
en el arte. Inyecciones repetidas en un huésped de eleccion durante un periodo de semanas
o meses, producirdn una respuesta inmune y dardn como resultado titulos séricos
significativos de anti-toxina de B.z. Los huéspedes preferidos son especies de mamiferos y

las especies mds altamente preferidas son conejos, cabras, ovejas y ratones. La sangre
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extraida de estos animales inmunizados puede ser procesada por métodos establecidos para
obtener un antisuero (anticuerpos policlonales) reactivo con la toxina insecticida de B.t.
Enseguida, el antisuero puede ser purificado por afinidad mediante adsorcion en la toxina
de acuerdo con técnicas conocidas en el arte. El antisuero purificado por afinidad puede ser
purificado adicionalmente aislando la fraccion de inmunoglobulina en el antisuero, usando
procedimientos conocidos en el arte. El material resultante serd una poblacién heterogénea
de inmunoglobulinas reactivas con la toxina insecticida de B.z.

También pueden generarse anticuerpos anti-toxinas de B.t. preparando un
inmundgeno semisintético consistente en un fragmento de péptido sintético de la toxina
insecticida de B.t. conjugado con un portador inmunogénico. Numerosos esquemas e
instrumentos utiles para fabricar fragmentos de péptidos son bien conocidos en el arte.
Muchos portadores inmunogénicos adecuados tales como albumina de suero de bovino
(BSA) o hemocianina de lapa californiana también son bien conocidos en el arte, lo mismo
que las técnicas para acoplar el inmundgeno con las proteinas portadoras. Una vez que el
inmundgeno semisintético ha sido construido, el procedimiento para fabricar anticuerpos
especificos para el fragmento de toxina insecticida de B.t. es idéntico a los usados para
fabricar anticuerpos reactivos con la toxina de B.¢. natural.

Anticuerpos monoclonales (MAbs) anti-toxinas de B.t. se preparan
facilmente usando toxina insecticida de B.t. purificada. Los métodos para producir MAbs
han sido practicados por més de 15 afios y son bien conocidos para los técnicos de nivel
medio en el arte. Inyecciones intraperitoneales o subcutdneas repetidas de toxina

insecticida de B.t. purificada en un adyuvante, producirdn una respuesta inmune en la
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mayoria de los animales. Linfocitos B hiperinmunizados son removidos del animal y
fusionados con una linea celular compaiera de fusion adecuada, capaz de ser cultivada
indefinidamente. Los animales preferidos cuyos linfocitos B pueden ser hiperinmunizados
y usados en la produccion de MAbs son los mamiferos. Los animales mas preferidos son
ratas y ratones, y la cepa de ratones BALB/c es la mas preferida.

Numerosas lineas celulares de mamiferos son compafieras de fusion
adecuadas para la produccion de hibridomas. Muchas de estas lineas estan disponibles de
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) y proveedores comerciales.
Las lineas celulares companeras de fusion preferidas son derivadas de mielomas de raton, y
la linea celular de mieloma HL-1® Friendly 653 (Ventrex, Portland, ME) es la mas
preferida. Una vez fusionados, los hibridomas resultantes se cultivan en un medio de
cultivo selectivo durante una a dos semanas. Hay disponibles dos sistemas de seleccion
bien conocidos para eliminar las células de mieloma no fusionadas, o las fusiones entre
células de mieloma, desde el cultivo mixto de hibridomas. La eleccion del sistema de
seleccion depende de la cepa de ratén inmunizada y de la compafiera de fusion de mieloma
usada. Puede usarse el sistema de seleccion AAT, descrito por Taggart y Samloff (1983);
sin embargo, el sistema de seleccion HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina) descrito
por Littlefield (1964) es preferido, debido a su compatibilidad con la cepa de raton y la
compafiera de fusion preferidas mencionadas mds arriba. Después, el medio de cultivo
agotado es sondeado para determinar la secrecion de MAbs inmunoespecificos. Los
procedimientos del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) son los mas

adecuados para este propdsito; no obstante, los radioinmunoensayos adaptados para sondeo
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en grandes volumenes también son aceptables. Pueden efectuarse multiples sondeos
disefiados para disminuir consecutivamente el nimero considerable de cultivos irrelevantes
o menos deseados. Los cultivos que secretan MAbs reactivos con la toxina insecticida de
B.t. pueden ser sondeados para determinar reactividad cruzada con toxinas insecticidas de
B.t. conocidas. Los MADbs que se unen preferencialmente a la toxina insecticida de B.t.
preferida pueden someterse a determinacion del isotipo usando ensayos disponibles en el
comercio. Los MADbs preferidos son de la clase IgG, y los MAbs mas preferidos son de los
subisotipos IgG1 e IgG2a.

Los cultivos de hibridomas que secretan los MAbs preferidos pueden ser
subclonados varias veces para establecer monoclonalidad y estabilidad. Métodos bien
conocidos para subclonar cultivos de células eucaridticas no adherentes incluyen técnicas
de clasificacion de células por dilucion limitante, en agarosa blanda y activadas por
fluorescencia. Después de cada subclonacion, los cultivos resultantes preferentemente son
analizados nuevamente en cuanto a secrecion de anticuerpos e isotipo, para asegurar que se
haya establecido un cultivo estable que secreta los MAbs preferidos.

Los anticuerpos anti-toxinas de B.z. son utiles en diversos métodos para
detectar la toxina insecticida de B.t. reivindicada de la presente invencion, y variantes o
fragmentos de la misma. Es bien sabido que anticuerpos marcados con un grupo reportero
pueden usarse para identificar la presencia de antigenos en una variedad de medios.
Anticuerpos marcados con radioisotopos han sido wusados por décadas en
radioinmunoensayos para identificar, con gran precision y sensibilidad, la presencia de

antigenos en una variedad de fluidos biologicos. Mads recientemente, anticuerpos marcados
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con enzimas han sido usados como sustituto de los anticuerpos radiomarcados en el ensayo
ELISA. Ademas, anticuerpos inmunorreactivos a la toxina insecticida de B.z. de la presente
invencion pueden ser unidos a una sustancia inmovilizante, tal como una particula o un
pocillo de poliestireno, y usados en inmunoensayos para determinar si la toxina de B.z.esta
presente en una muestra de prueba.

En una modalidad preferida, una proteina insecticida o una variante se
entrega por via oral mediante una planta transgénica que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que expresa una toxina de la presente invencién. La presente invencion
proporciona un método para producir una planta transgénica resistente a insectos, que
comprende introducir una molécula de acido nucleico de la invencion en la planta, donde la
toxina es expresable en la planta transgénica en una cantidad eficaz para controlar a un
insecto. En un ejemplo no limitante, una estrategia de clonacion bésica puede ser subclonar
secuencias de codificacion (CDS) de Cry de longitud completa o modificadas 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 regién codificadora de Cry apropiada
bajo el control de elementos de expresion en plantas (por ejemplo, promotores expresables
en plantas, determinantes de adicion de poliadenilato y de terminacion de la transcripcion
en el terminal 3', y similares), son subclonados en un plasmido vector binario, utilizando
por ejemplo tecnologia Gateway® o procedimientos estandar de clonacion de fragmentos
con enzimas de restriccion. Por ejemplo, LR Clonase® (Invitrogen) puede usarse para
recombinar los casetes de expresion en plantas de genes de longitud completa y

modificados en un plasmido de transformacion de plantas binario, si se utiliza la tecnologia
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Gateway®. Es conveniente emplear un vector de transformacion de plantas binario que
alberga un gen bacteriano que confiere resistencia al antibidtico espectinomicina, cuando el
plasmido esta presente en células de E. coli y Agrobacterium. También es conveniente
emplear un plasmido vector binario que contiene un gen marcador seleccionable expresable
en plantas que es funcional en las plantas huéspedes deseadas. Los ejemplos de genes
marcadores seleccionables expresables en plantas incluyen pero no estan limitados al gen
de aminoglicésido fosfotransferasa del transposén Tn5 (Aph II) que codifica resistencia a
los antibidticos kanamicina, neomicina y G418, y también aquellos genes que codifican
tolerancia a los herbicidas glifosato; higromicina; metotrexato; fosfinotricina (bialafos),
imidazolinonas, sulfonilureas y triazolopirimidinas, tales como clorosulfurona, bromoxinil,
dalapon y similares.

Alternativamente, la estructura del plasmido del vector de transformacion de
plantas binario que contiene el inserto del gen DIG-465, DIG-473, DIG-468, DIG-483,
DIG-462, DIG-463, DIG-464, DIG-466, DIG-467, DIG-469, DIG-474, DIG-482, DIG-485,
DIG-487, IRDIG544.8, IRDIG544.9, IRDIG544.11 6 IRDIG544.12 se determina por
mapeo de huella dactilar del digerido de restriccion del ADN plasmidial preparado a partir
de aislados de Agrobacterium candidatos, por métodos estandar de biologia molecular bien
conocidos para los expertos en el arte de la manipulacién de Agrobacterium.

Los expertos en el arte de obtener plantas transformadas por métodos de
transformacion mediados por Agrobacterium entenderan que pueden usarse otras cepas de
Agrobacterium ademas de Z707S, y la eleccion de la cepa puede depender de la identidad

de la especie de planta huésped que sera transformada.
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A continuacién hay ejemplos que ilustran procedimientos para practicar la
invencioén. Estos ejemplos no deben considerarse como limitantes. Todos los porcentajes
son en peso y todas las proporciones de las mezclas de solventes son en volumen, a menos
que se indique otra cosa. Todas las patentes, solicitudes de patentes, solicitudes
provisionales y publicaciones mencionadas o citadas aqui se incorporan por referencia en
su totalidad, en la medida que no sean inconsistentes con las ensefianzas explicitas de esta
memoria. A menos que esté especificamente indicado o implicado, los términos "un",

"una", "el" y "la" significan "al menos uno", como se usa aqui.

EJEMPLO 1

Disefio de una version optimizada para plantas de la secuencia de codificacidén para

proteinas insecticidas de B.t.

Una secuencia de ADN con preferencia coddnica para plantas fue disefiada y
sintetizada para producir las proteinas insecticidas en plantas transgénicas
monocotiledoneas y dicotiledoneas. Una tabla de uso de codones para maiz (Zea mays L.)
fue calculada a partir de 706 secuencias de codificacion (CDS) de proteinas obtenidas de
secuencias depositadas en GenBank. Tablas de uso de codones para tabaco (Nicotiana
tabacum, 1.268 CDS), canola (Brassica napus, 530 CDS), algodon (Gossypium hirsutum,
197 CDS) y soya (Glycine max,; aproximadamente 1.000 CDS) fueron descargadas de datos

en el sitio web http://www.kazusa.or.jp/codon/. Un conjunto de codones preferidos que

68



comprende codones muy usados comunes a conjuntos de datos de maiz y de dicotiledoneas,
en cantidades relativas promedio ponderadas apropiadas, fue calculado después de omitir
cualquier codéon redundante usado menos de alrededor del 10% de los usos totales de
codones para ese amino acido en ambos tipos de plantas. Para derivar una secuencia
optimizada para plantas que codifica la proteina insecticida, se efectuaron sustituciones de
codones en las secuencias de ADN de la proteina insecticida, de tal manera que la
secuencia de ADN resultante tenia la composicion de codones general de la tabla de
preferencia codonica optimizada para plantas. Se efectuaron refinamientos adicionales a la
secuencia para eliminar sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion no deseados,
sitios de empalme de intrones de plantas potenciales, largas corridas de residuos A/T o C/G,
y otros motivos que pudieran interferir con la estabilidad del ARN, la transcripcion, o la
traduccion de la region codificadora en células de plantas. Se efectuaron otros cambios
para introducir sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion deseados, y para
eliminar marcos de lectura abiertos internos largos (marcos distintos de +1). Todos estos
cambios se hicieron dentro de las restricciones de retener la composicion de codones
preferida para plantas. Para completar el disefio, una secuencia que codificaba codones de
Detencion ("Stop") de la traduccidon en los 6 marcos de lectura abiertos fue afiadida al
extremo 3' de las regiones codificadoras, y sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccion apropiados fueron afiadidos a los extremos 5'y 3' de las secuencias. La sintesis
de la secuencia disefiada fue efectuada por un proveedor comercial (DNA2.0, Menlo Park,

CA). Pautas adicionales con respecto a la producciéon de genes sintéticos pueden
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encontrarse, por ejemplo, en la patente WO 97/13402 y la patente norteamericana US N°
5.380.831.

Secuencias de ADN optimizadas para plantas que codifican proteinas DIG
de la presente invencion (SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38 y 40) se divulgan como SEQ ID NOs:1, 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25,27,29, 31, 33, 35,37 y 39. Moléculas de ADN que comprenden secuencias divulgadas
en SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37 y 39

fueron ensambladas sintéticamente por una entidad comercial (DNA2.0).

EJEMPLO 2

Construccion de plasmidos de expresion que codifican toxinas insecticidas y expresion en

huéspedes bacterianos

Meétodos de clonacion estandar fueron usados en la construccion de
plasmidos de expresion de Pseudomonas fluorescens (Pf), modificados por ingenieria
genética para producir las proteinas DIG-465 (SEQ ID NO:16), DIG-473 (SEQ ID NO:24),
DIG-468 (SEQ ID NO:2), DIG-483 (SEQ ID NO:4), DIG-462 (SEQ ID NO:10), DIG-463
(SEQ ID NO:12), DIG-464 (SEQ ID NO:14), DIG-466 (SEQ ID NO:18), DIG-467 (SEQ
ID NO:20), DIG-469 (SEQ ID NO:22), DIG-474 (SEQ ID NO:26), DIG-482 (SEQ ID
NO:28), DIG-485 (SEQ ID NO:6) y DIG-487 (SEQ ID NO:8) codificadas por regiones
codificadoras optimizadas para plantas. Las endonucleasas de restriccion fueron obtenidas
de New England BioLabs (NEB; Ipswich, MA) y ADN ligasa T4 (Invitrogen Corporation,

Carlsbad, CA) fue usada para la ligazon del ADN.
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La estrategia basica de clonacion implicaba subclonar la secuencia de
codificacion (CDS) de la toxina DIG-465, DIG-473, DIG-468, DIG-483, DIG-462, DIG-
463, DIG-464, DIG-466, DIG-467, DIG-469, DIG-474, DIG-482, DIG-485 o DIG-487
dentro de pPDOW1169 en sitios de restriccion tales como Spel y Xhol, donde fue colocada
bajo el control de expresion del promotor Ptac y el terminador rrnBT1T2 del plasmido
pKK?223-3 (PL Pharmacia, Milwaukee, WI). pDOW1169 es un pldsmido con bajo numero
de copias con el origen de replicacion RSF1010, un gen pyrF y un sitio de unién al
ribosoma precediendo a los sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion donde
pueden introducirse fragmentos de ADN que contienen regiones codificadoras de proteinas
(solicitud de patente norteamericana US N° 2008/0193974). El plasmido de expresion fue
transformado por electroporacion dentro de DC454 (una cepa de P. fluorescens casi de tipo
silvestre que tiene las mutaciones ApyrF y lsc::laclQI) o sus derivados, recuperado en
medio SOC con hidrolizado de soya, y sembrado en placas en medio selectivo (agar con
glucosa M9 que carece de uracilo, Sambrook et al., supra). Detalles de las manipulaciones
microbioldgicas estan disponibles en Squires, C.H. et al. (2004), la solicitud de patente
norteamericana US 2006/0008877, la solicitud de patente norteamericana US
2008/0193974 y la solicitud de patente norteamericana US 2008/0058262, incorporadas
aqui por referencia. Las cepas fueron validadas por digestion con enzimas de restriccion
del ADN plasmidial "miniprep".

Cultivo v anélisis de expresién en matraces agitados. La produccion de

toxina DIG-465, DIG-473, DIG-468, DIG-483, DIG-462, DIG-463, DIG-464, DIG-466,

DIG-467, DIG-469, DIG-474, DIG-482, DIG-485 o DIG-487 para caracterizacion y
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bioensayos en insectos se efectué mediante cepas de P. fluorescens cultivadas en matraces
agitados, que albergaban construcciones de expresion. Cultivos de semillas en medio M9
suplementado con 1% de glucosa y elementos traza fueron usados para inocular 50 ml de
medio minimo definido con 5% de glicerol (Teknova Cat. # 3D7426, Hollister, CA). La
expresion del gen de la proteina toxina insecticida mediante el promotor Ptac fue inducida
por la adicion de isopropil-f-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) después de una incubacion
inicial de 24 horas a 30°C con agitacion. Los cultivos fueron muestreados al momento de
la induccién y a diversos tiempos post-induccion. La densidad celular fue medida por la
densidad optica a 600 nm (DOgp). También pueden utilizarse otros medios de cultivo
adecuados para el crecimiento de Pseudomonas fluorescens, por ejemplo como se describe
en Huang et al., 2007 y la solicitud de patente norteamericana US 2006/0008877.

Analisis de fraccionamiento de células v SDS-PAGE de muestras en

matraces agitados. A cada tiempo de muestreo, alicuotas de 0,5 ml fueron centrifugadas a

14.000 x g por cinco minutos. Los pélets de células fueron congelados a -80°C. Fracciones
solubles e insolubles de muestras de pélets de células de matraces agitados congelados,
fueron generadas usando la mezcla maestra BugBuster Master Mix (EMDMillipore®
Darmstadt, Alemania). Cada pélet fue resuspendido en 0,5 ml de solucion de BugBuster
Master Mix® e incubado con agitacion a temperatura ambiente por 30 minutos. Las
muestras fueron lisadas usando una batidora de perlas con perlas de vidrio de 0,1 mm por 3
minutos. El lisado fue centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos y el sobrenadante fue

recuperado como la fraccion soluble. Enseguida, el pélet (fraccion insoluble) fue
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resuspendido en un volumen igual de tampon de extraccion (8 M de urea, 0,5 M de NaCl,
25 mM de NaPO4, pH 10,4).

Las muestras fueron mezcladas 1:1 con tampén de muestras NuPAGE 2x
Tris Glicina SDS (Invitrogen, Carlsbad, CA) que contenia ditiotreitol (DTT) y hervidas por
5 minutos antes de cargarlas en gel de poliacrilamida Novex 4-20% Tris-Glicina SDS
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La electroforesis se efectud en el tampon de Tris-Glicina
recomendado. Los geles fueron tefiidos con tincion Bio-Safe Coomassie de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Bio-Rad Inc., Hercules, CA) y se obtuvieron imagenes usando el
sistema de generacion de imagenes serie GE Typhoon (Pittsburgh, PA).

Preparacion de cuerpos de inclusién. Preparaciones de cuerpos de inclusion

(CI) de proteinas Cry se efectuaron en células provenientes de fermentaciones de P.
fluorescens que producian proteina insecticida de B.t. insoluble, como se demostro por
SDS-PAGE y MALDI-MS (espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz). Pélets de fermentacion de P. fluorescens fueron descongelados en un bafio de
agua a 37°C. Las células fueron resuspendidas a 25% p/v en tampdn de lisis (Tris 50 mM,
pH 7,5 200 mM de NaCl, 20 mM de sal disodica de EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), 1% de Triton X-100 y 5 mM de ditiotreitol (DTT); 5 ml/l1 de
coctel inhibidor de proteasas bacterianas (P8465 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) fueron
afadidos justo antes del uso. Las células fueron suspendidas usando un homogenizador
portatil ajustado al nivel minimo (Tissue Tearor, BioSpec Products, Inc Bartlesville, OK).
Lisozima (25 mg de L7651 de Sigma-Aldrich, proveniente de clara de huevo de gallina) fue

afiadida a la suspension de células mezclando con una espatula metélica, y la suspension
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fue incubada a temperatura ambiente por una hora. La suspension fue enfriada en hielo por
15 minutos, después sonicada usando un sonicador Branson 250 (dos sesiones de 1 minuto,
con un ciclo de trabajo de 50%, y control de salida de 30%). La lisis celular fue controlada
por microscopia. En caso necesario, se anadieron 25 mg adicionales de lisozima y se
repitio la incubacién y sonicacién. Cuando la lisis celular fue confirmada por microscopia,
el lisado fue centrifugado a 11.500 x g por 25 minutos (a 4°C) para formar el pélet de CI, y
el sobrenadante fue desechado. El pélet de CI fue suspendido con 100 ml de tampdn de
lisis, homogenizado con la mezcladora portatil y centrifugado como se sefiald mas arriba.
El pélet de CI fue lavado repetidas veces por suspension (en 50 ml de tampon de lisis),
homogenizacidn, sonicacion y centrifugacion, hasta que el sobrenadante quedé incoloro y
el pélet de CI quedd firme y de color blanquecino. Para el lavado final, el pélet de CI fue
suspendido en agua destilada filtrada en forma estéril (0,22 um) que contenia 2 mM de
EDTA, y centrifugado. EI pélet final fue suspendido en agua destilada filtrada en forma
estéril que contenia 2 mM de EDTA, y almacenado en alicuotas de 1 ml a -80°C.

El andlisis por SDS-PAGE y la cuantificacion de la proteina en
preparaciones de CI se efectué descongelando una alicuota de 1 ml de pélet de CI y
diluyendo 1:20 con agua destilada filtrada en forma estéril. Después, la muestra diluida fue
hervida con tampo6n de muestra reductor 4x [Tris 250 mM, pH 6,8, 40% de glicerol (v/v),
0,4% de azul bromofenol (p/v), 8% de SDS (p/v) y 8% de B-mercaptoetanol (v/v)] y
cargada en un gel para 12+2 pocillos Novex® 4-20% Tris-Glicina (Invitrogen) corrido con
tampon Tris/Glicina/SDS 1x (BioRad). El gel fue corrido por 60 min a 200 volts y después

tefiiddo con azul Coomassie (50% de G-250/50% de R-250 en 45% de metanol, 10% de
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acido acético), y decolorado con 7% de acido acético, 5% de metanol en agua destilada. La
cuantificacion de las bandas blanco se efectué comparando los valores densitométricos para
las bandas contra muestras de albumina de suero de bovino (BSA) corridas en el mismo gel
para generar una curva estandar.

Solubilizacién de cuerpos de inclusidén. Seis ml de la suspension de cuerpos

de inclusion provenientes del clon Pf que contenia proteina DIG-465, DIG-473, DIG-468,
DIG-483, DIG-462, DIG-463, DIG-464, DIG-466, DIG-467, DIG-469, DIG-474, DIG-482,
DIG-485 o DIG-487 fueron centrifugados en una microcentrifuga Eppendorf modelo
5415C ajustada al nivel maximo (aproximadamente 14.000 x g) para peletizar las
inclusiones. El sobrenadante de tampdn de almacenamiento fue removido y reemplazado
con 25 ml de tampon de carbonato de sodio 100 mM, pH 11, en un tubo coénico de 50 ml.
Las inclusiones fueron resuspendidas usando una pipeta y sometidas a vortice para mezclar
acabadamente. El tubo fue colocado en una plataforma con balanceo suave a 4°C durante
la noche para extraer la proteina blanco. El extracto fue centrifugado a 30.000 x g por 30
min a 4°C, y el sobrenadante resultante fue concentrado 5 veces usando un dispositivo de
filtro centrifugo de celulosa regenerada Amicon Ultra-15 (corte a peso molecular 30.000;
Millipore).  Después, el tampon de muestra fue cambiado a CAPS [4cido 3-
(ciclohexamino)-1-propanosulfonico] 10 mM, pH 10, usando columnas PD-10 desechables
(GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Electroforesis en gel. El extracto concentrado se prepard para la

electroforesis diluyéndolo 1:50 en tampdén de muestra NuPAGE® LDS (Invitrogen) que

contenia 5 mM de ditiotreitol como agente reductor, y se calent6 a 95°C por 4 minutos. La
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muestra fue cargada en carriles duplicados de un gel NuPAGE® 4-12%, al lado de cinco
estandares de BSA en el rango de 0,2 a 2 pg/carril (para la generacion de una curva
estandar). Se aplic6 voltaje a 200 V usando el tampén de corrida MOPS SDS (Invitrogen)
hasta que el colorante trazador lleg6 al fondo del gel. El gel fue tefiido con azul Coomassie
G-250 al 0,2% en 45% de metanol, 10% de acido acético, y fue decolorado, primero
brevemente con 45% de metanol, 10% de acido acético, y después por mas tiempo con 7%
de 4cido acético y 5% de metanol hasta que el fondo se aclard. Después de la decoloracion,
el gel fue escaneado con un generador de imagenes BioRad Fluor-S Multilmager. El
software Quantity One v.4.5.2 del instrumento fue usado para obtener volumenes con el
valor de referencia restado de las bandas de proteinas tefiidas, y para generar la curva
estandar de BSA que fue usada para calcular la concentracion de proteina DIG-465, DIG-
473, DIG-468, DIG-483, DIG-462, DIG-463, DIG-464, DIG-466, DIG-467, DIG-469,
DIG-474, DIG-482, DIG-485 o DIG-487 en la solucion stock.

El nivel de expresion de DIG-465, DIG-473, DIG-468, DIG-483, DIG-463,
DIG-464, DIG-466, DIG-467, DIG-469, DIG-474, DIG-482, DIG-485 y DIG-487 fue
comparado con el nivel de expresion de CrylCa truncada (DIG-462) cuando se expresa en
células bacterianas de Pseudomonas fluorescens. CrylCa truncada (DIG-462) se expreso a
aproximadamente 1 g/1, en tanto que DIG-473 se expres6 a aproximadamente 0,5 g/l. DIG-
465 se expresd aproximadamente 5 veces mdas que CrylCa truncada, a 4,9 g/l. Estos
resultados in vitro indican que la mutacion L57A da como resultado una mayor expresion

de la proteina Cry1Ca truncada.
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EJEMPLO 3

Actividad insecticida de proteinas DIG producidas en Pseudomonas fluorescens

Se demostr6 que las toxinas insecticidas de B.t. DIG-462, DIG-463, DIG-
464, DIG-465, DIG-466, DIG-467, DIG-468, DIG-469, DIG-470, DIG-473 y DIG-474
eran activas en especies de lepidopteros incluyendo polilla de la col (DBM; Plutella
xylostella (Linnaeus)) y gusano cogollero del maiz (FAW, Spodoptera frugiperda (Smith)).

Preparacion de muestras y bioensayos.  Preparaciones de cuerpos de

inclusion en CAPS 10 mM de pH 10 fueron diluidas apropiadamente en CAPS 10 mM de
pH 10, y todos los bioensayos contenian un tratamiento de control consistente en este
tampoOn, que sirvio como referencia para mortalidad o inhibicion del crecimiento.

Las concentraciones de proteina en el tampon del bioensayo fueron
estimadas por electroforesis en gel, usando BSA para crear una curva estandar para la
densitometria en gel, que se midi6 usando un sistema de generacion de imagenes BioRad
(Fluor-S Multilmager con software Quantity One version 4.5.2). Las proteinas en la matriz
de gel fueron tefiidas con tincion a base de azul Coomassie, y decoloradas antes de leer.

Las proteinas purificadas fueron analizadas para determinar actividad
insecticida en bioensayos efectuados con larvas neonatas de lepidopteros alimentadas con
dieta para insectos artificial. Las larvas de DBM y FAW nacieron de huevos obtenidos de
una colonia mantenida por un insectario comercial (Benzon Research Inc., Carlisle, PA).
Las larvas de FAWr nacieron de huevos cosechados de una colonia de propiedad de la

empresa (Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN).
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Estos bioensayos se efectuaron en bandejas de plastico de 128 pocillos
especificamente disefiadas para bioensayos en insectos (C-D International, Pitman, NJ).
Cada pocillo contenia 1,0 ml de alimento para multi-especies de lepidopteros (Southland
Products, Lake Village, AR). Una alicuota de 40 pl de muestra de proteina fue aplicada
mediante pipeta sobre la superficie del alimento de 1,5 cm? de cada pocillo (26,7 pl/cm?).
Las concentraciones de proteina Cry se calcularon como la cantidad (ng) de proteina DIG
por centimetro cuadrado (cm?) de area superficial en el pocillo. Las bandejas tratadas se
mantuvieron en una campana extractora de humos hasta que el liquido en la superficie del
alimento se evapor6 o fue absorbido en el alimento.

Unas pocas horas después de la eclosion, larvas individuales fueron
recogidas con un pincel de pelo de camello humedecido y depositadas sobre el alimento
tratado, una larva por pocillo. Enseguida, los pocillos infestados fueron sellados con
laminas adhesivas de plastico transparente, agujereado para permitir el intercambio de
gases (C-D International, Pitman, NJ). Las bandejas del bioensayo se mantuvieron bajo
condiciones ambientales controladas (28°C, ~60% de humedad relativa, 16:8
[luz:oscuridad]) por 5 dias, después de lo cual se registr6 el nimero total de insectos
expuestos a cada muestra de proteina, el numero de insectos muertos y el peso de los
insectos sobrevivientes. Para cada tratamiento, se calcul6 el porcentaje de mortalidad y el
porcentaje de inhibicion del crecimiento. La inhibicion del crecimiento (GI) se calculd
como sigue:

GI = [1 — (TWIT/TNIT)/(TWIBC/TNIBC)]

donde TWIT es el peso total de los insectos en el tratamiento,
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TNIT es el niimero total de insectos en el tratamiento,
TWIBC es el peso total de los insectos en la referencia (control con tamp6n), y

TNIBC es el numero total de insectos en la referencia (control con tampon).

En el bioensayo para DBM, 10 y 300 ng/cm? de DIG-462, DIG-463, DIG-
464, DIG-465, DIG-466, DIG-467, DIG-468, DIG-469, DIG-470, DIG-471, DIG-472,
DIG-473 y DIG-474 fueron analizados contra los insectos. Los FAW fueron analizados
con una preparacion de cuerpos de inclusion de DIG-462, DIG-465, DIG-473 a una tasa de
dilucion de 1X y 5X. Se compararon los resultados de porcentaje de mortalidad e
inhibicion del crecimiento.

La mortalidad fue de 100% a 300 ng/cm? para los tratamientos con DIG-462,
DIG-463, DIG-464, DIG-465, DIG-466, DIG-468, DIG-469, DIG-473 y DIG-474 (Tabla 2
y Tabla 3). La inhibicion del crecimiento fue de 70-90% de inhibicion del crecimiento a 10
ng/cm? y 100% de inhibicion a 300 ng/cm? para los tratamientos con DIG-465 y DIG-473

(Tabla 2).

Tabla 2
Resultados de las pruebas de bioensayos de las proteinas DIG-462, DIG-465 y DIG-473 en

DBM, midiendo tanto mortalidad como inhibicion del crecimiento

Proteina Mortalidad Inhibicion del crecimiento

DIG-462 +++ -+
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DIG-465 ++ -+

DIG-473 F++ ++++

Para Mortalidad ++ = 0-20% a 10 ng/cm? y 100% a 300 ng/cm?, +++= 30-60% a 10
ng/cm? y 100% a 300 ng/cm?.  Para Inhibicion del crecimiento ++++ = 70-90% de

inhibicion del crecimiento a 10 ng/cm? y 100% de inhibicién a 300 ng/cm?.

Tabla 3
Resultados de los bioensayos de mutantes de proteinas probados contra DBM a

concentraciones de 10 ng/cm? y 300 ng/cm?.

Proteina % de Mortalidad a 10 ng/cm? | % de Mortalidad a 300 ng/cm?
DIG-462 38 100
DIG-463 63 100
DIG-464 38 100
DIG-465 0 100
DIG-466 38 100
DIG-467 38 88
DIG-468 13 100
DIG-469 0 100
DIG-470 0 50
DIG-471 0 0
DIG-472 0 0
DIG-473 38 100
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DIG-474 0 100

BSA 0 0

Se determino que la inhibicion del crecimiento de las proteinas toxina nucleo
de CrylCa (DIG-462), DIG-465 y DIG-473 en las larvas de FAW era >40% para todos los
tratamientos (Tabla 4). Las proteinas fueron analizadas a la concentracion méaxima y

diluidas 5 veces con tampon (CAPS 10 mM, pH 10).

Tabla 4

Porcentaje de inhibicion del crecimiento de DIG-462, DIG-465 y DIG-473 en FAW

Proteina Dilucion % de Inhibicion del crecimiento
DIG-462 1X 43
DIG-462 5X 47
DIG-465 1X 81
DIG-465 5X 58
DIG-473 1X 56
DIG-473 5X 48
Tampon 1X 0

Se evaluo la actividad en DBM vy la susceptibilidad de la proteina purificada
a ser digerida por quimotripsina. Un hallazgo inesperado y sorprendente fue que DIG-473

era resistente a la escision por quimotripsina, y a la vez tenia la misma potencia contra
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DBM que DIG-462. Esto contrasta con las proteinas nicleo de CrylCa (DIG-462) y DIG-

465, que fueron susceptibles a la escision por quimotripsina in vitro (Tabla 5).

Tabla 5

Proteinas con actividad contra DBM (DIG-462 es el estandar) y resistencia de las proteinas

a la escision por quimotripsina

DIG # Tipo de mutacion Actividad sobre DBM Resistente a
quimotripsina
462 Truncada -+ No
463 G54A -+ No
464 L57M ++++ No
465 L57A -+ No
466 V68F -+ No
467 V68l ++++ No
468 AGPS +++ No
469 WT73A +++ Parcial
473 F596M -+ Si
474 F596A -+ No
482 G54A/W73M +++ Si
483 G54A/AGPS +++ Si
485 L57A/AGPS +++ No
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487 L57M/AGPS -+ No

EJEMPLO 4

Bioensayos en taladro del maiz europeo (ECB), taladro del maiz del sudoeste (SWCB)

y gusano cogollero del sur (SAW)

Los bioensayos se efectuaron en bandejas de prueba de 32 pocillos.
Aproximadamente 5 ml de una solucion al 2% de agar en agua fueron aplicados a cada
pocillo y el agar se dej6 solidificar completamente.

Las plantas tenian aproximadamente 3 semanas y fueron analizadas en la
generacion T;. Se completaron tres réplicas de material de hoja T,. Una hoja fue cortada
(rectangular de 1" x 0,5" [2,54 x 1,27 cm]) y colocada en un pocillo tnico de la bandeja.
Cada pocillo fue infestado con 10 larvas de insectos individuales (habitualmente de menos
de 24 horas de edad) de ECB, ECB resistente a CrylFa o SWCB. Para SAW, cada pocillo
fue infestado con 5 larvas de insectos individuales. Plantas a base de semillas originadas de
lineas endogédmicas B104 y plantas transformadas con proteina fluorescente amarilla (YFP)
sirvieron como controles negativos.

Después, los pocillos infestados fueron sellados con laminas adhesivas de
pléstico transparente, agujereado para permitir el intercambio de gases (C-D International,
Pitman, NJ). Las bandejas se colocaron en una incubadora Conviron y se mantuvieron a

28°C (16:8 h de luz:oscuridad, 60% de HR) por 3 dias, después de lo cual se registro la
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cantidad total de dafio a cada trozo de hoja (0, 5, 10, 15, 25, 50, 75% de dafio, etc., hasta
100%).

Hubo dafio por alimentacion reducido causado por ECB y ECB resistente a
CrylFa (ECBr) cuando las larvas de insectos fueron expuestas a plantas que contenian
proteina modificada Cryl1Ca truncada. Cuando se prueba en un bioensayo con alimento,
donde CrylCa de longitud completa purificada se coloca encima de un alimento para
insectos artificial y se permite que insectos individuales ingieran el alimento que contiene
la toxina, se encuentra que CrylCa modificada es inactiva contra ECB y ECBr. Sin
embargo, cuando es expresada en maiz, a concentraciones de >120 ng/cm?, la expresion de
CrylCa en la planta proporciona una proteccion inesperada contra el dafio por alimentacion

causado por ECB y especialmente ECBr.

Tabla 6
Resultados del bioensayo en maiz T, con IRDIG544.12 cuando fue dado como alimento a

taladro del maiz europeo (ECB) y ECB resistente a Cry1Fa (ECBr)

Descripcion | Dafio promedio | Dafio promedio | Toxina
Nombre de la planta por ECB por ECBr ng/cm?
Control negativo con YFP control 100 88,3 0
Control negativo con YFP control 100 93,3 0
Control negativo con YFP control 97,7 98,3 0
Control negativo con YFP control 99,3 98 0
Control negativo con YFP control 100 92,7 0
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IRDIG544.12

114269[1]-021.001AJ.025 ¢/ TraP12 96 85 41
IRDIG544.12
114269[1]-021.001AJ.018 ¢/ TraP12 94,3 90 42
IRDIG544.12
114269[1]-021.001AJ.017 ¢/ TraP12 99,3 95 34
IRDIG544.12
114269[1]-021.001AJ.023 ¢/ TraP12 99,3 50 36
IRDIG544.12
114269[1]-021.001AJ.016 ¢/ TraP12 99,3 80 33
114260[1]-021.AJ001.023 IRDIG544.12 66,7 11,7 210
114260[1]-021.AJ001.029 IRDIG544.12 69,7 13,3 230
114260[1]-021.AJ001.021 IRDIG544.12 66,7 16,7 210
114260[1]-021.AJ001.016 IRDIG544.12 50 18,3 230
114260[1]-021.AJ001.019 IRDIG544.12 50 18,3 210
114259[1]-009.AJ001.018 IRDIG544.12 95 85 100
114259[1]-009.AJ001.022 IRDIG544.12 86 61,7 130
114259[1]-009.AJ001.021 IRDIG544.12 93,3 75 140
114259[1]-009.AJ001.026 IRDIG544.12 80 95 67
114259[1]-009.AJ001.027 IRDIG544.12 100 61,7 92
114260[1]-010.001AJ.054 IRDIG544.12 68,3 25 180
114260[1]-010.001AJ.048 IRDIG544.12 71,7 18,3 180
114260[1]-010.001AJ.047 IRDIG544.12 66,7 50 140
114260[1]-010.001AJ.052 IRDIG544.12 71,7 20 220
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114260[1]-010.001AJ.046 IRDIG544.12 86,7 16,7 200
IRDIG544.12

114269[1]-029.001AJ.027 ¢/ TraP12 91 66,7 39
IRDIG544.12

114269[1]-029.001AJ.028 ¢/ TraP12 88,3 66,7 30
IRDIG544.12

114269[1]-029.001AJ.023 ¢/ TraP12 96,7 88,3 41
IRDIG544.12

114269[1]-029.001AJ.026 ¢/ TraP12 96 76,7 37
IRDIG544.12

114269[1]-029.001AJ.019 ¢/ TraP12 96,7 95 41
IRDIG544.12

114267[1]-009.001AJ.044 ¢/ TraP12 95 70 36
IRDIG544.12

114267[1]-009.001AJ.034 ¢/ TraP12 88,3 56,7 44
IRDIG544.12

114267[1]-009.001AJ.032 ¢/ TraP12 96,7 86,7 41
IRDIG544.12

114267[1]-009.001AJ.037 ¢/ TraP12 96,7 88,3 43
IRDIG544.12

114267[1]-009.001AJ.030 ¢/ TraP12 91,7 80 43

114259[1]-006.001AJ.015 IRDIG544.12 91,7 90 38

114259[1]-006.001AJ.014 IRDIG544.12 98,3 &5 41

114259[1]-006.001AJ.005 IRDIG544.12 95 80 40

114259[1]-006.001AJ.010 IRDIG544.12 81,7 86 39

114259[1]-006.001AJ.013 IRDIG544.12 85 88,3 47
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IRDIG544.12

114270[1]-027.AJ001.029 o TraP12 98,7 96,7 170
IRDIG544.12

114270[1]-027.AJ001.030 o TraP 1o 91,7 99,3 150
IRDIG544.12

114270[1]-027.AJ001.023 o TeaP12 93,3 95 170
IRDIG544.12

114270[1]-027.AJ001.028 o TeaP 12 96,7 85 160
IRDIG544.12

114270[1]-027.AJ001.027 o TraP 12 98,3 86,7 150

114257[1]-016.AJ001.030 | IRDIG544.12 100 86,7 100

114257[1]-016.AJ001.024 | IRDIG544.12 68,3 97 140

114257[1]-016.AJ001.021 | IRDIG544.12 100 993 130

114257[1]-016.AJ001.027 | IRDIG544.12 100 71,7 130

114257[1]-016.AJ001.022 | IRDIG544.12 100 81,7 120
IRDIG544.12

114267[1]-021.AJ001.039 o TraP 12 oL7 617 230
IRDIG544.12

114267[1]-021.AJ001.034 o TeaP 12 o5 %0 10
IRDIG544.12

114267[1]-021.AJ001.044 o TraP 12 §3.3 2 210
IRDIG544.12

114268[1]-023.AJ001.036 o TeaP 12 . 9 320
IRDIG544.12

114268[1]-023.AJ001.041 o TraP 12 100 §3.3 410
IRDIG544.12

114268[1]-023.AJ001.034 o TraP12 93,3 5 520
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114268[1]-023.AJ001.039

IRDIG544.12

¢/ TraP12 91,7 80 620
IRDIG544.12
114268[1]-023.AJ001.026 o/ TraP12 983 96 440
IRDIG544.12
114268[1]-026.AJ001.053 o/ TraP12 90 73,3 390
IRDIG544.12
114268[1]-026.AJ001.046 o/ TraP12 90 84.3 500
IRDIG544.12
114268[1]-026.AJ001.037 o/ TraP12 99,3 71,7 320
IRDIG544.12
114268[1]-026.AJ001.038 o/ TraP12 917 65 320
IRDIG544.12
114268[1]-026.AJ001.052 o/ TraP12 97.7 66,7 360
IRDIG544.12
114271[1]-011.001AJ.031 o/ TraP12 100 95 4
IRDIG544.12
114271[1]-011.001AJ.042 o/ TraP12 100 95 4
IRDIG544.12
114271[1]-011.001AJ.043 o/ TraP12 96 91,7 4
IRDIG544.12
114271[1]-011.001AJ.047 o/ TraP12 100 97,7 3
IRDIG544.12
114271[1]-011.001AJ.046 o/ TraP12 100 98 3
IRDIG544.12
114270[1]-023.001AJ.050 o/ TraP12 90 80 210
IRDIG544.12
114270[1]-023.001AJ.055 o/ TraP12 99,3 733 260
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IRDIG544.12
114270[1]-023.001AJ.044 o/ TraP12 100 9 250
IRDIG544.12
114270[1]-023.001AJ.054 o/ TraP12 100 $8.3 210
IRDIG544.12
114270[1]-023.001AJ.058 o/ TraP12 100 82.7 140
B104 control 100 100 0
B104 control 100 100 0
B104 control 100 100 0
B104 control 100 99.3 0
B104 control 100 86 0

Se observd dafo por alimentacion reducido causado por taladro del maiz del

sudoeste (SWCB) y gusano cogollero del sur (SAW) cuando las larvas de insectos fueron

expuestas a plantas que contenian proteina modificada CrylCa truncada, en un rango de

expresion de la proteina de 140-340 ng/cm? (Tabla 7). La expresion promedio fue de 210

ng/cm? con una desviacion estandar de 35.

Tabla 7

Bioensayo de plantas de maiz T; con IRDIG544.12 cuando fueron dadas como alimento a

taladro del maiz del sudoeste (SWCB) y gusano cogollero del sur (SAW)

Nombre de la planta

Daiio promedio por SWCB

Daiio promedio por SAW
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112726[1]-015.AJ001.047 2 3,0

112726[1]-015.AJ001.030 4 3,0

112726[1]-015.AJ001.019 1 1,3

112726[1]-015.AJ001.034 2 2,0

Control negativo con YFP 98.3 94,3
Control negativo con YFP 933 62,5
Control negativo con YFP 100 27,5
Control negativo con YFP 92,7 67,5
Control negativo con YFP 97,7 30,0
Control negativo con YFP 100 45,0
B104 98,3 94,3
B104 100 91,7
B104 100 97,0
B104 65 70,0
B104 100 86,7

Pruebas de campo en taladros del maiz se efectuaron en dos lugares: uno en
Indiana (IN), Estados Unidos y el otro en Mississippi (MS), Estados Unidos. Multiples
construcciones y eventos fueron ensayados para cada tratamiento. CrylAb y CrylF
sirvieron como controles positivos en los ensayos en ECB. El nulo sirvio como control

negativo.
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Para evaluar la eficacia en ECB, cada planta recibio diez larvas de ECB de
segundo estadio en el verticilo de plantas de etapa V6-V7. En MS, larvas de segundo
estadio de taladro del maiz del sudoeste (SWCB) también fueron introducidas como
infestacion artificial en los verticilos de maiz V9 (22 larvas por planta). Los ECB y SWCB
usados se obtuvieron de Benzon Laboratory. En ambos ensayos en ECB, las plantas fueron
evaluadas 2 semanas después de la infestacion en cuanto al dafio foliar (escala de 1-9 de
Guthrie) (Guthrie et al., 1960) donde 1 significa sin dafio visible y 9 significa la mayoria de
las hojas con lesiones largas (Tabla 8). En los ensayos de SWCB en MS, las plantas fueron
examinadas 4-5 dias después de la calificacion de los verticilos en cuanto a dafio en los
tallos e insectos vivos. Los datos recolectados incluyeron niimero de tuneles por tallo,

longitud de los tineles y larvas/pupas vivas por tallo.

Tabla 8

Criterio de puntajes de dafio por taladradores del maiz (dafio en los verticilos).

Puntaje Criterio

1 No hay dafo visible en las hojas o hay una pequena cantidad de lesiones de tipo

agujero de bala en unas pocas hojas.

2 Pequefia cantidad de lesiones de tipo agujero de bala en unas pocas hojas.

3 Lesiones de tipo agujero de bala comunes en varias hojas.

4 Varias hojas con agujeros de bala y lesiones alargadas.

5 Varias hojas con lesiones alargadas.

6 Varias hojas con lesiones alargadas (de aproximadamente 1 pulgada [2,54 cm]).
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7 Lesiones largas comunes en la mitad de las hojas.

8 Lesiones largas comunes en alrededor de 2/3 de las hojas.

9 La mayoria de las hojas con lesiones largas.

Pruebas de campo en ECB. El dafio a los verticilos por ECB fue medido
para actividad de CrylCa, que mostrd una proteccion a los verticilos significativamente
mejor en comparacion con el nulo. Las actividades de los eventos de CrylCa no fueron
estadisticamente equivalentes a la proteccion a los verticilos proporcionada por CrylAb y
CrylF.

Los datos generados en MS reforzaron ain mas el inesperado alto nivel de
proteccion a las plantas para CrylCa. Se establecid una alta presion de alimentacion en
este estudio. Un control significativo fue determinado para Cryl1Ca en comparacion con el
dafio foliar y a los tallos en el nulo. Se encontraron muy pocos insectos vivos que
sobrevivieron en los tallos con CrylCa. Una proteccion significativa para los verticilos y

tallos fue determinada para eventos de Cryl Ab y CrylF en comparacion con el nulo.

Tabla 9

Datos de verticilos foliares para ECB, IN (promedio en multiples eventos)

Gen Eventos | Puntaje de dafio promedio a los | Rango de medias

verticilos (Puntaje 1-9)
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CrylCa 4 2,31 B 2,00-2,65

CrylAb 8 1,00 A 1,00
CrylF 12 1,03 A 1,00-1,20
Nulo 1 4,65 C

Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes (P<

0,05).

Tabla 10

Datos de verticilos foliares y tallos para ECB, MS (promedio en multiples eventos)

Numero Puntaje de dafio Longitud # Promedio de

Gen de la de promedio a los verticilos | # Promedio de | promedio delos | larvas+ pupas
toxina eventos (1-9) tuneles por tallo taneles (cm) por tallo
CrylCa 3 2,74 B 0,53 B 1,43 B 0,25 B
CrylAb 8 1,66 D 0,00 C 0,00 C 0,00 C
CrylF 8 1,85 C 0,00 C 0,00 C 0,00 C
Nulo 1 6,77 A 1,93 A 9,15 A 1,89 A

Para todas las columnas de datos, todos los eventos génicos fueron significativamente
diferentes de los valores del nulo (P < 0,05). Dentro de cada columna, las medias seguidas

por diferentes letras son significativamente diferentes (P< 0,05).
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En el ensayo en SWCB, se evaluaron solo 2 eventos por B.t.. Se establecio

una alta presion de alimentacion en este estudio. Una proteccion a los tallos y un numero

de larvas y pupas por tallo estadisticamente equivalentes fueron determinados para los

eventos de CrylAb, CrylF y CrylCa.

Tabla 11

Datos de verticilos foliares y tallos para SWCB, MS

Numero Puntaje de dafio Longitud # Promedio de

Gen de la de promedio a los verticilos | # Promedio de | promedio de los | larvas + pupas
toxina eventos (1-9) taneles por tallo tuneles (cm) por tallo
CrylCa 2 1,90 C 0,07 B 0,20 B 0,02 B
CrylAb 2 1,91 C 0,00 B 0,00 B 0,00 B
CrylF 2 2,18 B 0,07 B 0,54 B 0,03 B
Nulo 1 7,17 A 3,53 A 28,62 A 3,06 A

Dentro de cada columna, las medias seguidas por diferentes letras son significativamente

diferentes

(P< 0,05).

La forma activa de CrylCa estd compuesta de los amino acidos 29-628. Las

formas de longitud completa (1-1164) o escindidas (1-628 y 29-628) son activas cuando

son presentadas a los insectos, ya que son procesadas a la forma de 29-628.

94




EJEMPLO §

Pruebas de campo en gusano de la mazorca del maiz

Se efectuaron pruebas de campo en gusano de la mazorca del maiz en

Fowler, IN con multiples construcciones y eventos (SEQ ID NO:31). EI nulo sirvié como

control negativo. Cada planta recibid cinco larvas del primer estadio en los pelos verdes de

las mazorcas de maiz. Los CEW se obtuvieron de Benzon Laboratory. Diez mazorcas de

maiz por parcela y por evento fueron evaluadas para determinar el nivel de dafo a los

granos de choclo en las mazorcas de maiz infestadas con CEW. Todos los eventos

transgénicos proporcionaron niveles significativamente mas bajos de dafio a los granos en

comparacion con el nulo. Hubo una supresion significativa de alimentacion de las larvas en

las plantas con CrylCa (Tabla 12).

Tabla 12

Datos de consumo de granos de choclo en CEW, IN

Gen Entradas | Area promedio (cm?) de % de reduccion en area de
granos consumidos® granos consumidos
(comparado con el nulo)
CrylCa 4 1,72 B 63,2
CrylF 12 1,86 B 60,3
Nulo 1 4,68 A
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EJEMPLO 6

Transformacidn por Agrobacterium

Métodos estandar de clonacidon se usaron en la construccion de plasmidos
binarios de transformacion y expresion en plantas. Plasmidos binarios de Agrobacterium
que contenian los casetes de expresion de cryl/Ca fueron modificados por ingenieria
genética usando tecnologia Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, CA) y usados en la
transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Las endonucleasas de restriccion
fueron obtenidas de New England BioLabs (NEB; Ipswich, MA) y ADN ligasa T4
(Invitrogen) fue usada para la ligazoén del ADN. Las reacciones de Gateway se efectuaron
usando la mezcla de enzimas Gateway® LR Clonase® (Invitrogen). Las preparaciones de
plasmidos se efectuaron usando el kit de preparacion de plasmidos NucleoSpin® o el kit
NucleoBond® AX Xtra Midi (ambos de Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones de
los fabricantes. Los fragmentos de ADN fueron purificados usando el kit de purificacion
por PCR QIAquick o el kit de extraccion desde gel QIAEX II (ambos de Qiagen) después
del aislamiento del gel.

Fragmentos de ADN que comprendian las secuencias de nucleotidos que
codifican las proteinas insecticidas, o fragmentos de las mismas, fueron sintetizados por un
proveedor comercial (por ejemplo DNA2.0, Menlo Park, CA) y suministrados como
fragmentos clonados en vectores plasmidos estandar, o fueron obtenidos por manipulacion
de biologia molecular estdndar de otras construcciones que contenian secuencias de
nucledtidos apropiadas. Se identificaron sitios de restriccion singulares internos para cada

gen y se sintetizo un fragmento de cada gen, cada uno conteniendo una delecion o insercion
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especifica. Los fragmentos de Cry modificada fueron subclonados en otros fragmentos de
Cry, en un sitio de restriccién apropiado para obtener una region que codificara la proteina

de longitud completa, proteinas fusionadas o proteinas variantes por delecion deseadas.

Células electrocompetentes de la cepa Z707S de Agrobacterium tumefaciens
(un derivado resistente a estreptomicina de Z707; Hepburn et al., 1985) fueron preparadas y
transformadas usando electroporacion (Weigel y Glazebrook, 2002). Después de la
electroporacion, se anadio a la cubeta 1 ml de caldo YEP (g/l: extracto de levadura, 10;
peptona, 10; NaCl, 5), y la suspension de células en YEP fue transferida a un tubo de
cultivo de 15 ml para su incubacion a 28°C en un bafio de agua con agitacion constante por
4 horas. Las células se sembraron en placas de YEP mas agar (25 g/l) con espectinomicina
(200 pg/ml) y estreptomicina (250 pg/ml), y las placas se incubaron por 2-4 dias a 28°C.
Colonias individuales bien separadas fueron seleccionadas y aplicadas en rayas sobre
placas frescas de YEP + agar con espectinomicina y estreptomicina como antes, €
incubadas a 28°C por 1-3 dias.

La presencia del inserto del gen de la proteina insecticida en el vector de
transformacion de plantas binario se determind por analisis PCR, usando partidores con
especificidad de vector con ADN plasmidial molde preparado a partir de colonias de
Agrobacterium seleccionadas. El pélet de células de una alicuota de 4 ml de un cultivo
nocturno de 15 ml en YEP con espectinomicina y estreptomicina como antes, fue extraido
usando el kit Qiagen Spin Mini Prep segin las instrucciones del fabricante. ADN

plasmidial del vector binario usado en la transformacion por electroporaciéon con
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Agrobacterium fue incluido como control. La reaccion de PCR se completé usando ADN
polimerasa Taq de Invitrogen segun las instrucciones del fabricante, a concentraciones de
0,5x. Las reacciones de PCR se efectuaron en un ciclador térmico MJ Research Peltier
programado con las siguientes condiciones: Paso 1) 94°C por 3 minutos; Paso 2) 94°C por
45 segundos; Paso 3) 55°C por 30 segundos; Paso 4) 72°C por 1 minuto por kb de la
longitud esperada del producto; Paso 5) 29 veces al Paso 2; Paso 6) 72°C por 10 minutos.
La reaccion se mantuvo a 4°C después de la ciclacion. Los productos de la amplificacion
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa (por ejemplo 0,7% a 1% de agarosa,
p/v) y visualizados por tincién con bromuro de etidio. Se seleccion6 una colonia cuyo

producto de PCR era idéntico al plasmido de control.

Tabla 13

Descripcidn de plasmidos que expresan DIG-465 y DIG-473 en maiz.

Plasmido Descripcion

pDAB115752 | ZmUbil/DIG-465/ZmPer5::SCBV(MAM)v2/AAD-1v3/ZmLip

pDABI115753 | ZmUbi1/DIG-473/ZmPer5::SCBV(MAM)v2/AAD-1v3/ZmLip

pDAB112725 | ZmUbil/CrylCa (Zm)/ZmPer5::SCBV(MAM)/AAD-1v3/ZmLip

pDAB112726 | ZmUbil/Cryl1Ca (HGC)/ZmPer5::SCBV(MAM)/AAD-1v3/ZmLip

EJEMPLO 7
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Produccion de proteinas insecticidas de B.t. DIG-465 y DIG-473 vy variantes en plantas

monocotiledéneas.

Transformacion de maiz mediada por Agrobacterium. Semillas

provenientes de una cruza High II F; (Armstrong et al., 1991) se plantaron en macetas de 5
galones [18,9 litros] que contenian una mezcla de 95% de medio de cultivo sin tierra
Metro-Mix 360 (Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA) y 5% de suelo franco arcilloso. Las
plantas se cultivaron en un invernadero usando una combinacion de ldmparas de haluro de
metal y sodio a alta presion, con un fotoperiodo de 16:8 horas de luz:oscuridad. Para
obtener embriones F, inmaduros para transformacion, se efectuaron polinizaciones
controladas entre plantas del mismo hibrido ("sib-pollinations"). Los embriones inmaduros
fueron aislados a los 8-10 dias post-polinizacién cuando los embriones tenian un tamafio de
aproximadamente 1,0 a 2,0 mm.

Infeccion v cocultivo. Mazorcas de maiz fueron esterilizadas en su

superficie restregando con jabdén liquido, sumergiendo en etanol al 70% por 2 minutos, y
después sumergiendo en blanqueador comercial al 20% (0,1% de hipoclorito de sodio) por
30 minutos antes de enjuagar con agua estéril. Una suspension de células de
Agrobacterium conteniendo un vector superbinario se prepar6 transfiriendo 1-2 asas de
bacterias cultivadas en medio s6lido YEP que contenia 100 mg/l de espectinomicina, 10
mg/l de tetraciclina y 250 mg/l de estreptomicina a 28°C por 2-3 dias, a 5 ml de medio de
infeccion liquido (Medio basal LS (Linsmaier y Skoog, 1965), vitaminas de N6 (Chu et al.,
1975), 1,5 mg/1 de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 68,5 g/l de sacarosa, 36,0 g/l de

glucosa, 6 mM de L-prolina, pH 5,2) que contenia 100 uM de acetosiringona. La solucion
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se sometid a vortice hasta que se obtuvo una suspension uniforme, y la concentracion se
ajusto a una densidad final de 200 unidades Klett usando un colorimetro Klett-Summerson
con un filtro de color morado. Los embriones inmaduros fueron aislados directamente en
un tubo de microcentrifuga que contenia 2 ml del medio de infeccion. El medio fue
removido y reemplazado por 1 ml de la solucion de Agrobacterium con una densidad de
200 unidades Klett, y la solucion de Agrobacterium y embriones fue incubada por 5
minutos a temperatura ambiente y después transferida a un medio de cocultivo (Medio
basal LS, vitaminas de N6, 1,5 mg/l de 2,4-D, 30,0 g/l de sacarosa, 6 mM de L-prolina,
0,85 mg/l de AgNOs, 100 uM de acetosiringona, 3,0 g/l de goma Gellan (PhytoTechnology
Laboratories., Lenexa, KS), pH 5,8) por 5 dias a 25°C bajo condiciones de oscuridad.
Después del cocultivo, los embriones se transfirieron a medio selectivo,
después de lo cual se obtuvieron aislados transformados en el curso de aproximadamente 8
semanas. Para la seleccion de tejidos de maiz transformados con un plasmido superbinario
que contenia un gen marcador seleccionable expresable en plantas pat o bar, se usé un
medio basado en LS (Medio basal LS, vitaminas de N6, 1,5 mg/l de 2,4-D, 0,5 g/l de MES
(4cido 2-(N-morfolino)etanosulfonico monohidrato; PhytoTechnologies Labr.), 30,0 g/l de
sacarosa, 6 mM de L-prolina, 1,0 mg/l de AgNO;, 250 mg/I de cefotaxima, 2,5 g/l de goma
Gellan, pH 5,7) con bialafos (Gold BioTechnology). Los embriones se transfirieron a un
medio de selecciéon que contenia 3 mg/l de bialafos hasta que se obtuvieron aislados
embriogénicos. Se aumentd el volumen de los aislados recuperados transfiriéndolos a

medio de seleccion fresco a intervalos de 2 semanas para regeneracion y analisis adicional.
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Regeneracion y produccién de semillas. Para la regeneracion, los cultivos

fueron transferidos a medio de induccion "28" (sales y vitaminas de MS, 30 g/l de sacarosa,
5 mg/l de bencilaminopurina, 0,25 mg/l de 2,4-D, 3 mg/l de bialafos, 250 mg/l de
cefotaxima, 2,5 g/l de goma Gellan, pH 5,7) por 1 semana bajo condiciones de poca luz (14
uEm=2s1), y después 1 semana bajo condiciones de mucha luz (aproximadamente 89 pEm-
2s1). Posteriormente, los tejidos fueron transferidos a medio de regeneracion "36" (igual al
medio de induccidn, excepto que carece de reguladores del crecimiento de las plantas).
Cuando las plantulas crecieron hasta 3-5 cm de longitud, fueron transferidas a tubos de
cultivo de vidrio que contenian medio SHGA (sales y vitaminas de Schenk y Hildebrandt
(1972; PhytoTechnologies Labr.), 1,0 g/l de mio-inositol, 10 g/l de sacarosa y 2,0 g/l de
goma Gellan, pH 5,8) para permitir un crecimiento adicional y el desarrollo de los brotes y
raices. Las plantas fueron trasplantadas a la misma mezcla de suelo descrita anteriormente
aqui y cultivadas hasta la floracion en el invernadero. Se efectuaron polinizaciones
controladas para la produccion de semillas.

El nivel de expresion de DIG-465 por la construccion 115752 y el nivel de
expresion de DIG-473 por la construccion 115753 se presentan en la Figura 1. Ambas
expresaron niveles similares de sus respectivas proteinas, a aproximadamente a 70-80
ng/cm? medido en hojas usando un punzon para hojas para obtener la muestra de tejido.

El SDS-PAGE del extracto fue tomado de maiz que expresaba el gen que
codifica la proteina CrylCa de longitud completa (MR-1206) (pm 130 kDa). Al menos
cinco productos de proteina fueron detectados por inmunotransferencia usando un

anticuerpo policlonal dirigido contra CrylCa. Se detectd la proteina de longitud completa
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(130 kDa), codificada por el gen insertado en el maiz. Las otras bandas representan
productos proteoliticos de esta proteina. Se determind que un fragmento de proteina
compuesto de las secuencias de amino acidos 1-628, que representaba la toxina nucleo,
tenia un peso molecular de 70 kDa. Una banda de 68 kDa representaba una proteina
compuesta de los amino acidos 29-628, donde los primeros 28 amino acidos desde el
terminal N estaban delecionados. Las primeras tres bandas fueron funcionalmente activas
contra S. frugiperda y otros insectos lepidopteros. Una cuarta banda representaba una
proteina escindida compuesta de los amino acidos 74-628 (pm 62 kDa), y una quinta banda
representaba la proteina CrylCa que fue procesada adicionalmente a los amino acidos 74-
596 (pm 59 kDa). Las bandas de 62 kDa y 59 kDa no fueron funcionalmente activas contra
S. frugiperda y otros insectos lepidopteros, sin embargo representan productos de proteinas

mayoritarios.

EJEMPLO 8

Bioensayo de maiz transgénico

La bioactividad de las proteinas DIG-465 y DIG-473 y variantes producidas
en c¢lulas de plantas, fue demostrada por métodos conocidos para los expertos en el arte
(véase por ejemplo Huang et al., 2006). La eficacia puede demostrarse dando de comer
diversos tejidos o trozos de tejidos de plantas derivados de una planta que produce la
proteina DIG-465 o DIG-473 o variantes, a insectos blanco en un ambiente de alimentacion
controlada. Alternativamente, pueden prepararse extractos de proteinas a partir de diversos

tejidos de plantas derivados de una planta que produce la proteina DIG-465 o DIG-473 o
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variantes, y ser incorporados en un bioensayo con dieta artificial como se ha descrito
anteriormente aqui. Debe entenderse que los resultados de estos ensayos de alimentacion
deben ser comparados con bioensayos efectuados en forma similar que emplean tejidos de
control apropiados de plantas huéspedes que no producen la proteina DIG-465 o DIG-473 o
variantes, o con otras muestras de control.

La actividad bioldgica de diversos eventos producidos en maiz a partir de la
construccion 115752 (DIG-465) fue analizada en cuanto a la prevencion del dafio a las
hojas causado por la actividad de alimentacion ya sea de FAW o FAW resistente a CrylFa
(FAWr). Los resultados indican que los eventos que expresaban la proteina DIG-465
exhibieron menos dafio por alimentacion que las plantas que no expresaban la proteina, y
que el efecto era dependiente de la dosis, donde una expresion mas alta de DIG-465 daba
como resultado menos dafio por alimentacion causado ya sea por FAW o FAWT, siendo el
efecto aparentemente mayor contra FAWTr (Tabla 14 y Figura 2).

De manera similar, la actividad bioldgica de diversos eventos producidos en
maiz a partir de la construccion 115753 (DIG-473) fue analizada en cuanto a la prevencion
del dafio a las hojas causado por la actividad de alimentacion ya sea de FAW o FAW
resistente a CrylFa (FAWr). Los resultados indican que los eventos que expresaban la
proteina DIG-473 exhibieron menos dafio por alimentacion que las plantas que no
expresaban la proteina, y que el efecto era dependiente de la dosis, donde una expresion
mas alta de DIG-473 daba como resultado menos dafio por alimentacidén causado ya sea por

FAW o FAWTr, siendo el efecto aparentemente mayor contra FAWr (Tabla 14 y Figura 3).
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Tabla 14

Datos del bioensayo en FAW cuando fueron expuestos a DIG-465, DIG-473 o controles
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Nombre de la

Daiio promedio

Daiio promedio

Toxina

planta PIG# por FAW por FAWr acumulada
(ng/cm?)

115752[1]-001.001 DIG-465 65 20 24
115752[1]-002.001 DIG-465 20 4,375 46
115752[1]-003.001 DIG-465 32,5 3,75 75
115752[1]-004.001 DIG-465 100 98,75 0,7
115752[1]-005.001 DIG-465 30 8,75 110
115752[1]-006.001 DIG-465 40 11,25 44
115752[1]-007.001 DIG-465 22,5 5 110
115752[1]-009.001 DIG-465 3,125 3,125 56
115752[1]-010.001 DIG-465 17,5 11,25 53
115752[1]-011.001 DIG-465 3,125 1,75 170
115752[1]-012.001 DIG-465 27,5 5 16
115752[1]-013.001 DIG-465 20 1 61
115752[1]-014.001 DIG-465 25 3,75 97
115752[1]-016.001 DIG-465 15 3,75 110
115752[1]-017.001 DIG-465 75 45 2
115752[1]-018.001 DIG-465 25 4,375 72
115752[1]-019.001 DIG-465 10 2,125 37
115752[1]-020.001 DIG-465 25 1 120
115752[1]-021.001 DIG-465 20 1,75 65
115752[1]-022.001 DIG-465 12,5 7,5 110 =
115752[1]-023.001 DIG-465 35 11,25 84




Ejemplo 9

Produccion de proteinas insecticidas de Bt v variantes en plantas dicotiledoneas

Transformacién de Arabidopsis.  Arabidopsis thaliana Col-01 fue

transformada usando el método de inmersion floral (Weigel y Glazebrook, 2002). La
colonia de Agrobacterium seleccionada fue usada para inocular 1 ml en cultivos de 15 ml
de caldo YEP que contenia antibidticos apropiados para la seleccion. El cultivo fue
incubado durante la noche a 28°C con agitacion constante a 220 rpm. Cada cultivo fue
usado para inocular dos cultivos de 500 ml de caldo YEP que contenia antibidticos
apropiados para la seleccion, y los nuevos cultivos fueron incubados durante la noche a
28°C con agitacion constante. Las células fueron centrifugadas a aproximadamente 8.700 x
g por 10 minutos a temperatura ambiente, y el sobrenadante resultante fue descartado. El
pélet de células fue resuspendido suavemente en 500 ml de medio de infiltracion que
contenia: 1/2x de sales de Murashige y Skoog (Sigma-Aldrich)/vitaminas de B5 de
Gamborg (Gold BioTechnology, St. Louis, MO), 10% (p/v) de sacarosa, 0,044 uM de
bencilaminopurina (10 pl/litro de solucion stock de 1 mg/ml en DMSO) y 300 pl/litro de
Silwet L-77. Plantas de aproximadamente 1 mes de edad fueron sumergidas en el medio
por 15 segundos, cuidando de asegurarse de sumergir la inflorescencia mas nueva.
Enseguida, las plantas se depositaron de lado y se cubrieron (con un material transparente u
opaco) por 24 horas, se lavaron con agua y se colocaron en posicion vertical. Las plantas
se cultivaron a 22°C, con un fotoperiodo de 16:8 de luz:oscuridad. Aproximadamente 4

semanas después de la inmersion, se cosecharon las semillas.
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Cultivo v seleccion de Arabidopsis. Semillas T, recién cosechadas se

dejaron secar por al menos 7 dias a temperatura ambiente en presencia de un desecador.
Las semillas fueron suspendidas en una solucion de agar al 0,1%/agua (Sigma-Aldrich) y
después estratificadas a 4°C por 2 dias. Para preparar la plantacion, mezcla de suelo
Sunshine Mix LP5 (Sun Gro Horticulture Inc., Bellevue, WA) en bandejas de germinacioén
de 10,5 pulgadas x 21 pulgadas [26,7 cm por 53,3 cm] (T.O. Plastics Inc., Clearwater, MN)
fue cubierta con vermiculita fina, subirrigada con solucion de Hoagland (Hoagland y
Arnon, 1950) hasta que estuvo mojada, y después se dejo drenar por 24 horas. Las semillas
estratificadas se sembraron en la vermiculita y se cubrieron con ctpulas de humedad
(KORD Products, Bramalea, Ontario, Canadd) por 7 dias. Las semillas germinaron y las
plantas se dejaron crecer en un equipo Conviron (Modelos CMP4030 o CMP3244;
Controlled Environments Limited, Winnipeg, Manitoba, Canadd) bajo condiciones de dia
largo (fotoperiodo de 16:8 de luz:oscuridad), con una intensidad de la luz de 120-150
umol/m’seg bajo temperatura (22°C) y humedad (40-50%) constantes. Las plantas se
regaron inicialmente con solucion de Hoagland y posteriormente con agua desionizada para
mantener el suelo himedo pero no mojado.

Las cupulas se retiraron 5-6 dias después de la siembra y las plantas se
rociaron con un agente quimico de seleccion para matar las plantas germinadas de semillas
no transformadas. Por ejemplo, si el gen marcador seleccionable expresable en plantas
proporcionado por el vector de transformacion de plantas binario era un gen pat o bar
(Wehrmann et al., 1996), las plantas transformadas pudieron seleccionarse rociando con

una solucién 1000X de Finale (glufosinato de amonio al 5,78%, Farnam Companies Inc.,

107



Phoenix, AZ). Dos rociados subsiguientes se efectuaron a intervalos de 5-7 dias. Las
sobrevivientes (plantas que crecian activamente) fueron identificadas 7-10 dias después del
rociado final y trasplantadas a macetas preparadas con mezcla de suelo Sunshine Mix LP5.
Las plantas trasplantadas se cubrieron con una cupula de humedad por 3-4 dias y se
colocaron en una incubadora Conviron bajo las condiciones de cultivo mencionadas mas
arriba.

Los expertos en el arte de la transformacion de plantas dicotiledoneas
entenderdn que otros métodos de seleccion de plantas transformadas estan disponibles
cuando se usan otros genes marcadores seleccionables expresables en plantas (por ejemplo,

genes de tolerancia a herbicidas).

EJEMPLO 10

Glycine max transgénica que comprende proteina DIG

Diez a 20 plantas de Glycine max transgénica T, que albergaban vectores de
expresion para acidos nucleicos que comprendian proteina CrylCa fueron generadas como
es conocido en el arte, incluyendo por ejemplo por transformacion mediada por
Agrobacterium. Semillas de soya (Glycine max) maduras fueron esterilizadas durante la
noche con cloro gaseoso por dieciséis horas. Después de la esterilizaciéon con cloro
gaseoso, las semillas se colocaron en un contenedor abierto en una campana de flujo
LAMINAR® para disipar el cloro gaseoso. Enseguida, las semillas esterilizadas fueron
empapadas con H,O estéril por dieciséis horas en la oscuridad, usando una caja negra a

24°C.
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Preparacion de semilla dividida de soya. El protocolo para la semilla
dividida de soya que comprende una porcion de un eje embridnico requeria la preparacion
de material de semilla de soya, que se cortd longitudinalmente usando una hoja #10 fijada a
un bisturi, a lo largo del hilo de la semilla para separar y remover el tegumento, y para
dividir la semilla en dos secciones del cotiledon. Se tuvo especial cuidado de remover
parcialmente el eje embriodnico, donde alrededor de 1/2 — 1/3 del eje embridnico quedo
unido al extremo nodal del cotiledon.

Inoculacion. Enseguida, las semillas de soya divididas que comprendian una
porcién parcial del eje embrionico fueron sumergidas por alrededor de 30 minutos en una
solucion de Agrobacterium tumefaciens (por ejemplo, cepa EHA 101 o EHA 105) que
contenia plasmido binario que comprendia proteina DIG. La solucion de Agrobacterium
tumefaciens fue diluida hasta una concentracion final de A=0,6 DOgs, antes de sumergir los
cotiledones que comprendian el eje embridnico.

Cocultivo. Después de la inoculacion, se permitio que las semillas de soya
divididas fueran cocultivadas con la cepa de Agrobacterium tumefaciens por 5 dias en
medio de cocultivo (Wang, Kan. Agrobacterium Protocols. 2. 1. New Jersey: Humana
Press, 2006. Print.) en una placa de Petri cubierta con un trozo de papel filtro.

Induccion de brotes. Después de 5 dias de cocultivo, las semillas de soya
divididas se lavaron en medio liquido de induccién de brotes (SI) consistente en sales de
B5, vitaminas de BS5, 28 mg/1 de ferroso, 38 mg/l de Na,EDTA, 30 g/l de sacarosa, 0,6 g/l
de MES, 1,11 mg/l de BAP, 100 mg/l de TIMENTIN®, 200 mg/l de cefotaxima y 50 mg/1

de vancomicina (pH 5,7). Enseguida, las semillas de soya divididas fueron cultivadas en
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medio de induccion de brotes I (SI 1) consistente en sales de BS, vitaminas de B5, 7 g/l de
agar Noble, 28 mg/l de ferroso, 38 mg/l de Na,EDTA, 30 g/l de sacarosa, 0,6 g/l de MES,
1,11 mg/l de BAP, 50 mg/l de TIMENTIN®, 200 mg/l de cefotaxima, 50 mg/l de
vancomicina (pH 5,7), con el lado plano del cotiledon mirando hacia arriba y el extremo
nodal del cotiledon insertado en el medio. Después de 2 semanas de cultivo, los explantes
de las semillas de soya divididas transformadas fueron transferidos al medio de induccion
de brotes II (SI II) que contenia medio SI I suplementado con 6 mg/l de glufosinato
(LIBERTY®).

Alargamiento de los brotes. Después de 2 semanas de cultivo en medio SI
I1, los cotiledones fueron removidos de los explantes y un cojinete con brotes al ras que
contenia el eje embridnico fue extirpado haciendo un corte en la base del cotiledon. El
cojinete con brotes aislado del cotiledon fue transferido a medio de alargamiento de brotes
(SE). El medio SE estaba constituido por sales de MS, 28 mg/l de ferroso, 38 mg/l de
Na,EDTA, 30 g/l de sacarosa y 0,6 g/l de MES, 50 mg/l de asparagina, 100 mg/l de acido
L-piroglutamico, 0,1 mg/l de TAA, 0,5 mg/l de GA3, 1 mg/l de zeatina ribdsido, 50 mg/1 de
TIMENTIN®, 200 mg/l de cefotaxima, 50 mg/l de vancomicina, 6 mg/l de glufosinato, 7
g/l de agar Noble (pH 5,7). Los cultivos fueron transferidos a medio SE fresco cada 2
semanas. Los cultivos se dejaron crecer en una camara de crecimiento CONVIRON® a
24°C con un fotoperiodo de 18 h a una intensidad de la luz de 80-90 umol/m?seg.

Enraizamiento. Brotes alargados que se desarrollaron desde el cojinete con
brotes del cotiledon fueron aislados cortando el brote alargado en la base del cojinete con

brotes del cotiledon, y sumergiendo el brote alargado en 1 mg/l de IBA (acido indol 3-
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butirico) por 1-3 minutos para promover enraizamiento. Enseguida, los brotes alargados
fueron transferidos a medio de enraizamiento (sales de MS, vitaminas de B5, 28 mg/l de
ferroso, 38 mg/l de Na,EDTA, 20 g/l de sacarosa y 0,59 g/l de MES, 50 mg/l de asparagina,
100 mg/1 de acido L-piroglutamico, 7 g/l de agar Noble, pH 5,6) en bandejas Phytatray.

Cultivo. Después del cultivo en una camara de crecimiento CONVIRON®
a 24°C, fotoperiodo de 18 h, por 1-2 semanas, los brotes que habian desarrollado raices
fueron transferidos a una mezcla de suelo en un vaso para helado tapado, y colocados en
una camara de crecimiento CONVIRON® (modelos CMP4030 y CMP3244, Controlled
Environments Limited, Winnipeg, Manitoba, Canadd) bajo condiciones de dia largo (16
horas de luz/8 horas de oscuridad) a una intensidad de la luz de 120-150 pmol/m?seg, a
temperatura (22°C) y humedad (40-50%) constantes para la aclimatacion de las plantulas.
Las plantulas enraizadas fueron aclimatadas en vasos para helados por varias semanas antes
de ser transferidas al invernadero para aclimatacion adicional y establecimiento de plantas
de soya transgénicas robustas.

El desarrollo y las caracteristicas morfoldgicas de las lineas transgénicas
fueron comparadas con plantas no transformadas. Se compararon las caracteristicas de
raices, brotes, follaje y reproduccion de las plantas. No habia diferencias observables en
longitud de las raices y patrones de crecimiento entre las plantas transgénicas y no
transformadas. Caracteristicas de los brotes de las plantas tal como altura, numero y
tamafio de las hojas, tiempo de floracion, tamafio de las flores y apariencia fueron similares.

En general, no hubo diferencias morfologicas observables entre lineas transgénicas y
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aquellas sin expresion de proteinas DIG, cuando fueron cultivadas in vitro y en suelo en el

invernadero.

EJEMPLO 11

Transformacion de especies de cultivos adicionales

El algodén es transformado con proteinas de B.z. (con o sin un péptido de
transito al cloroplasto) para proporcionar control de insectos lepidopteros, utilizando un
método conocido para los expertos en el arte, por ejemplo, sustancialmente las mismas
técnicas descritas anteriormente en el EJEMPLO 9 de la patente norteamericana US
7.838.733, o el Ejemplo 12 de la publicacion de patente internacional PCT N° WO

2007/053482.

Debe entenderse que los ejemplos y modalidades que se describen aqui son
solamente para propositos ilustrativos, y que diversas modificaciones o cambios a la luz de
los mismos serdn sugeridos a personas expertas en el arte, y deben ser incluidos dentro del
espiritu y ambito de esta solicitud y el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Con las
ensefianzas proporcionadas aqui, un experto en el arte podria facilmente producir y usar las

diversas toxinas y secuencias de polinucleotidos descritas aqui.
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