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DESCRIPCION

Nuevas proteinas y cepas pesticidas.

La presente invencién se refiere a métodos y a composiciones para controlar plagas de plantas y plagas de otros
organismos. Particularmente, se describen nuevas proteinas pesticidas que se pueden aislar a partir de la fase de
crecimiento vegetativo de Bacillus. Se proporcionan cepas de Bacillus, proteinas y genes que codifican las proteinas.
Los métodos y composiciones de la invenciéon pueden usarse en una diversidad de sistemas para controlar plagas de
plantas y plagas de otros organismos.

Las plagas de insectos son un factor importante en la pérdida de cultivos agricolas importantes desde el punto de
vista comercial en todo el mundo. Se han usado ampliamente pesticidas quimicos de amplio espectro para controlar
o erradicar plagas de importancia agricola. Sin embargo, existe un interés substancial en el desarrollo de pesticidas
alternativos eficaces.

Los pesticidas microbianos han jugado un papel importante como alternativas al control quimico de las plagas.
El producto microbiano usado mds ampliamente se basa en la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt). Bt es un Bacillus
formador de esporas gram positivo que produce una proteina cristalina insecticida (ICP) durante la esporulacién.

Se conocen numerosas variedades de Bt que producen mds de 25 ICP diferentes pero relacionadas. La mayoria
de las ICP fabricadas por Bt son téxicas para las larvas de ciertos insectos de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera y
Coleoptera. En general, cuando una ICP se ingiere por un insecto susceptible, el cristal se solubiliza y se transforma
en un resto toxico por las proteasas intestinales del insecto. Ninguna de las ICP activas contra larvas de coledpteros
tales como el escarabajo de la patata de Colorado (Leptinotarsa decemlineata) o el gorgojo amarillo de la harina (7e-
nebrio molitor) ha mostrado efectos significativos sobre miembros del género Diabrotica, particularmente Diabrotica
virgifera virgifera, el gusano de las raices del maiz del oeste (WCRW) o Diabrotica longicornis barberi, el gusano de
las raices del maiz del norte.

Bacillus cereus (Bc) estd muy relacionado con Bt. Una caracteristica importante que los diferencia es la ausencia
de cristales de parasporas en Bc. Bc es un bacteria ampliamente distribuida que se encuentra comtinmente en el suelo
y se ha aislado a partir de una diversidad de alimentos y farmacos. El organismo se ha implicado en el deterioro de los
alimentos.

Aunque Bt ha sido muy 1til para controlar plagas de insectos, existe la necesidad de ampliar el nimero de agentes
que puedan ejercer un control biolégico.

Dentro de la presente invencién se proporcionan composiciones y métodos para controlar plagas de plantas. En
particular, se proporcionan nuevas proteinas pesticidas que se producen durante el crecimiento vegetativo de cepas de
Bacillus. Las proteinas son ttiles como agentes pesticidas.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a una cepa de Bacillus substancialmente purificada que
produce una proteina pesticida durante el crecimiento vegetativo, donde dicho Bacillus no es B. sphaericus SSII-1. Se
prefieren las cepas de Bacillus thuringiensis que tienen los nimeros de acceso NRRL B-21225 y NRRL B-21439.

La invencién también se refiere a una proteina especifica de insectos que se puede aislar durante la fase de creci-
miento vegetativo de Bacillus spp, pero preferiblemente una cepa de Bacillus thuringiensis y B. cereus, y a componen-
tes de la misma, donde dicha proteina no es la toxina mosquitocida de B. sphaericus SSII-1. La proteina especifica de
insectos de la invencion preferiblemente es toxica para insectos coledpteros o lepidépteros y tiene un peso molecular
de aproximadamente 30 kDa o mayor, preferiblemente de aproximadamente 60 a aproximadamente 100 kDa, y mds
preferiblemente de aproximadamente 80 kDa.

Mais particularmente, la proteina especifica de insectos de la invencién tiene un espectro de actividad insecticida
que incluye una actividad contra especies de Agrotis y/o Spodoptera, pero preferiblemente actividad contra el gusano
cortador negro [Agrotis ipsilon; BCW] y/o la palomilla del maiz [Spodoptera frugiperda] y/o el gusano soldado de la
remolacha [Spodoptera exigua] y/o el gusano de los brotes del tabaco y/o el gusano del fruto [Helicoverpa zea].

La proteina especifica de insectos de la invencién puede aislarse preferiblemente a partir de una cepa de Bacillus
spp seleccionada entre los nimeros de acceso NRRL B-21225 y NRRL B-21439.

Se prefiere una proteina especifica de insectos que tenga una secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por
la SEC ID N°: 2 y la SEC ID N°: 5, incluyendo cualquier proteina que sea estructural y/o funcionalmente homéloga a
la misma.

Otra realizacion preferida de la invencién comprende una proteina especifica de insectos de la invencién donde se
han retirado o inactivado las secuencias que representan la sefial de secrecion.

La presente invencién también se refiere a proteinas pesticidas multiméricas, que comprenden mas de una cadena
polipeptidica y donde al menos una de dichas cadenas polipeptidicas representa una proteina especifica de insectos
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de la invencién y al menos otra de dichas cadenas polipeptidicas representa una proteina auxiliar de la invencién, que
activa o potencia la actividad pesticida de dicha proteina especifica de insectos.

Las proteinas pesticidas multiméricas de acuerdo con la invencién preferiblemente tienen un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa a aproximadamente 200 kDa.

La presente invencién también se refiere a proteinas de fusion que comprenden varios dominios de proteina que
incluyen al menos una proteina especifica de insectos de la invencién que, cuando se traduce por los ribosomas,
produce una proteina de fusién con al menos los atributos combinados de la proteina especifica de insectos de la
invencién y, opcionalmente, de los otros componentes usados en la fusién.

Como se usa en la presente solicitud, una homologia de secuencias substancial significa una relacién estructural
estrecha entre secuencias de aminodcidos. Por ejemplo, las proteinas substancialmente homologas pueden tener una
homologia del 40%, preferiblemente del 50% y mads preferiblemente del 60% o del 80% o mayor. La homologia
también incluye una relacién en la que estdn ausentes una o varias subsecuencias de aminodcidos, o estdn intercaladas
subsecuencias con aminodcidos adicionales.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina especifica de insectos que se puede aislar durante la fase de crecimiento vegetativo de Bacillus
spp. y a componentes de la misma, donde dicha proteina no es la toxina mosquitocida de B. sphaericus SSII-1. En
particular, la presente invencion se refiere a una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina especifica de insectos, donde el espectro de actividad insecticida incluye una actividad contra
especies de Agrotis y/o Spodoptera, pero preferiblemente una actividad contra el gusano cortador negro [Agrotis
ipsilon; BCW] y/o la palomilla del maiz [Spodoptera frugiperda] ylo el gusano soldado de la remolacha [Spodoptera
exigua] y/o el gusano de los brotes del tabaco y/o el gusano del fruto [Helicoverpa zea].

Se prefiere una molécula de ADN, donde dicha molécula comprende una secuencia de nucleétidos como la pro-
porcionada en la SEC ID N°:1 o en la SEC ID N°:4, incluyendo cualquier molécula de ADN que sea estructural y/o
funcionalmente homéloga a la misma.

Otra realizacion de la invencién se refiere a una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos
que codifica una proteina especifica de insectos que se puede aislar durante la fase de crecimiento vegetativo de
Bacillus spp., y a componentes de la misma, donde dicha proteina no es la toxina mosquitocida de B. sphaericus SSII-
1, habiéndose optimizado dicha secuencia de nucleétidos para la expresidn en un microorganismo o una planta.

Se prefiere una molécula de ADN, donde dicha molécula comprende una secuencia de nucle6tidos como la propor-
cionada en la SEC ID N°:30, incluyendo cualquier molécula de ADN que sea estructural y/o funcionalmente homdloga
a la misma.

La invencién también se refiere a una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina pesticida multimérica, que comprende mds de una cadena polipeptidica y donde al menos una de dichas
cadenas polipeptidicas representa una proteina especifica de insectos de la invencién y al menos otra de dichas cadenas
polipeptidicas representa una proteina auxiliar de acuerdo con la invencién, que activa o potencia la actividad pesticida
de dicha proteina especifica de insectos.

Otra realizacion de la invencion se refiere a una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina de fusién que comprende varios dominios proteicos incluyendo al menos una proteina especifica
de insectos de la invencién producida por fusiones genéticas en fase que, cuando se traduce por los ribosomas, produce
una proteina de fusién con al menos los atributos combinados de la proteina especifica de insectos de la invencién vy,
opcionalmente, de los otros componentes usados en la fusion.

La invencién también se refiere a una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina de fusiéon que comprende una proteina especifica de insectos de la invencién fusionada con una secuencia
de senal, preferiblemente una secuencia en sefial de secrecién o una secuencia de direccioén que dirige el producto del
transgen a un orgdnulo o a un compartimento celular especifico, siendo dicha secuencia sefial de origen heter6logo
con respecto al ADN receptor.

La presente invencion también incluye una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que co-
difica una proteina de fusién de acuerdo con la invencién que se ha optimizado para la expresién en un microorganismo
o planta.

La invencion también se refiere a una molécula de ADN optimizada, donde las secuencias que codifican la sefial
de secrecion se han retirado de su extremo 5. Como se usa en la presente solicitud, una homologia de secuencia subs-
tancial significa una relacion estructural estrecha entre secuencias de nucleétidos. Por ejemplo, las moléculas de ADN
substancialmente homdlogas pueden tener una homologia del 60%, preferiblemente del 80% y mads preferiblemente
del 90 6 95%, o mayor. La homologia también incluye una relacién donde estdn ausentes una o varias subsecuencias
de nucledtidos o aminodacidos, o estan intercaladas subsecuencias con nucleétidos o aminoacidos adicionales.
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La presente invencién también comprende moléculas de ADN que hibridan con una molécula de ADN de acuerdo
con la invencién como se ha definido anteriormente en este documento, pero preferiblemente con una sonda oligo-
nucleotidica que se puede obtener a partir de dicha molécula de ADN que comprende una porcién contigua de la
secuencia codificante para dicha proteina especifica de insectos de al menos 10 nucleétidos de longitud, en condi-
ciones moderadamente rigurosas y teniendo dichas moléculas una actividad especifica de insectos y codificindose
también las proteinas especificas de insectos por dichas moléculas de ADN.

Se prefieren moléculas de ADN en las que la hibridacién se produce a 65°C en un tampén que comprende SDS al
7% y fosfato sédico 0,5 M.

Se prefiere especialmente una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una
proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencién que se puede obtener por un proceso que comprende:

(a) obtener una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina especifica
de insectos;

(b) hibridar dicha molécula de ADN con una sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 107 obtenida
a partir de una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos como la proporcionada en la
SECID N° 1, SECID N®: 3,0 SECID N*: 4; y

(c) aislar dicho ADN hibridado.

La invencién también se refiere a una proteina especifica de insectos, donde dicha proteina se codifica por una
molécula de ADN de acuerdo con la invencion.

La invencién también incluye un cassette de expresion que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la
invencién, unida operativamente a secuencias de expresién que incluyen las sefiales reguladoras de la transcripcién
y la traduccidn necesarias para la expresion de las construcciones de ADN asociadas en un organismo hospedador,
preferiblemente un microorganismo o una planta, y opcionalmente secuencias reguladoras adicionales.

La invencién también se refiere a una molécula de vector que comprende un cassette de expresién de acuerdo con
la invencion.

El cassette de expresion y/o la molécula de vector de acuerdo con la invencién preferiblemente forman parte del
genoma de la planta.

Otra realizacion de la invencién se refiere a un organismo hospedador, preferiblemente un organismo hospedador
seleccionado entre el grupo compuesto por células vegetales y de insectos, bacterias, levaduras, baculovirus, proto-
z00s, nematodos y algas, que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la invencién, un cassette de expresion
que comprende dicha molécula de ADN o una molécula de vector que comprende dicho cassette de expresion, prefe-
riblemente incorporados de forma estable en el genoma del organismo hospedador.

La invencién también se refiere a una planta transgénica, pero preferiblemente una planta de maiz, incluyendo
partes asi como la progenie y las semillas de la misma, que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la
invencidn, un cassette de expresion que comprende dicha molécula de ADN o una molécula de vector que comprende
dicho cassette de expresion, preferiblemente incorporado de forma estable en el genoma de la planta.

Se prefiere una planta transgénica, incluyendo partes asi como la progenie y las semillas de la misma, que se ha
transformado de forma estable con una molécula de ADN de acuerdo con la invencién, un cassette de expresion que
comprende dicha molécula de ADN o una molécula de vector que comprende dicho cassette de expresion.

También se prefiere una planta transgénica, incluyendo partes asi como la progenie y las semillas de la misma, que
expresa una proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencion.

La invencidén también se refiere a una planta transgénica, preferiblemente una planta de maiz, de acuerdo con la
invencion como se ha definido anteriormente en este documento, que expresa ademds un segundo principio de control
de insectos distinto, pero preferiblemente una §-endotoxina de Bt. Dicha planta preferiblemente es una planta hibrida.

Se entenderd que las partes de plantas transgénicas dentro del alcance de la invencién comprenden, por ejemplo,
células vegetales, protoplastos, tejidos, callos, embriones asi como flores, tallos, frutos, hojas, raices procedentes de
plantas transgénicas o su progenie, previamente transformadas con una molécula de ADN de acuerdo con la invencién
y que constan, por lo tanto, al menos en parte de células transgénicas.

La invencién también se refiere a un material de propagacion de plantas procedente de una planta de acuerdo con
la invencién, que se trata con un recubrimiento protector de semillas.

La invencién también incluye un microorganismo transformado con una molécula de ADN de acuerdo con la
invencidn, un cassette de expresion que comprende dicha molécula de ADN o una molécula de vector que comprende
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dicho cassette de expresion, donde dicho microorganismo preferiblemente es un microorganismo que se multiplica en
plantas y més preferiblemente una bacteria que coloniza las raices.

Otra realizacion de la invencion se refiere a una proteina especifica de insectos encapsulada que comprende un
microorganismo que comprende una proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencidn.

La invencién también se refiere a una composicion entomocida que comprende un organismo hospedador de la
invencién, pero preferiblemente una cepa de Bacillus purificada, en una cantidad insecticidamente eficaz junto con un
vehiculo adecuado.

La invencion también comprende una composiciéon entomocida que comprende una molécula de proteina aislada
de acuerdo con la invencién, sola o en combinacién con un organismo hospedador de la invencién y/o una proteina
especifica de insectos encapsulada de acuerdo con la invencién, en una cantidad insecticidamente eficaz, junto con un
vehiculo adecuado.

Otra realizacién de la invencidn se refiere a un método para obtener una proteina especifica de insectos purificada de
acuerdo con la invencion, comprendiendo dicho método aplicar una solucién que comprende dicha proteina especifica
de insectos en una columna de NAD y eluir la proteina unida.

También se incluye un método para identificar la actividad contra insectos de una proteina especifica de insectos
de acuerdo con la invencion, comprendiendo dicho método:

desarrollar una cepa de Bacillus en un cultivo;

obtener el sobrenadante a partir de dicho cultivo;

dejar que las larvas de insectos se alimenten de una dieta con dicho sobrenadante; y
determinar la mortalidad.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método para aislar una proteina especifica de insectos de acuerdo con
la invencién, comprendiendo dicho método:

desarrollar una cepa de Bacillus en un cultivo;
obtener sobrenadante a partir de dicho cultivo; y
aislar dicha proteina especifica de insectos a partir de dicho sobrenadante.

La invencién también incluye un método para aislar una molécula de ADN que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina especifica de insectos que presenta la actividad insecticida de las proteinas de
acuerdo con la invencién, comprendiendo dicho método:

obtener una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina especifica
de insectos;

hibridar dicha molécula de ADN con ADN obtenido a partir de una especie de Bacillus; y aislar dicho ADN
hibridado.

La invencién también se refiere a un método para aumentar la gama de insectos diana por medio del uso de
una proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencién en combinacién con al menos una segunda proteina
insecticida que es diferente de la proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencion, pero preferiblemente
con una proteina insecticida seleccionada entre el grupo compuesto por é-endotoxinas de Bt, inhibidores de proteasa,
lectinas, @-amilasas y peroxidasas.

Se prefiere un método para aumentar la gama de insectos diana dentro de una planta por medio de la expresion
dentro de dicha planta de una proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencién en combinacién con al menos
una segunda proteina insecticida que es diferente de la proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencion,
pero preferiblemente con una proteina insecticida seleccionada entre el grupo compuesto por d-endotoxinas de Bf,
inhibidores de proteasa, lectinas, @-amilasas y peroxidasas.

También se incluye un método para proteger a las plantas contra las lesiones producidas por una plaga de insec-
tos, pero preferiblemente por especies de Spodoptera yl/o Agrotis, y mas preferiblemente por una plaga de insectos
seleccionada entre el grupo compuesto por el gusano cortador negro [Agrotis ipsilon; BCW], la palomilla del maiz
[Spodoptera frugiperda], el gusano soldado de la remolacha [Spodoptera exigua], el gusano de los brotes del tabaco y
el gusano del fruto [Helicoverpa zea], que comprende aplicar a la planta o al 4rea de crecimiento de dicha planta una
composicién entomocida o una proteina de toxina de acuerdo con la invencidn.
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La invencién también se refiere a un método para proteger a las plantas contra las lesiones producidas por una
plaga de insectos, pero preferiblemente por especies de Spodoptera y/o Agrotis, y mas preferiblemente por una plaga
de insectos seleccionada entre el grupo compuesto por el gusano cortador negro [Agrotis ipsilon; BCW], la palomilla
del maiz [Spodoptera frugiperda], el gusano soldado de la remolacha [Spodoptera exigua], el gusano de los brotes
del tabaco y el gusano del fruto [Helicoverpa zea], que comprende plantar una planta transgénica que expresa una
proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencién dentro de un drea donde puede existir dicha plaga de
insectos.

La invencién también incluye un método para producir un organismo hospedador que comprende, integrada de
forma estable en su genoma, una molécula de ADN de acuerdo con la invencién que preferiblemente expresa una
proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencidn, que comprende transformar dicho organismo hospedador
con una molécula de ADN de acuerdo con la invencién, un cassette de expresiéon que comprende dicha molécula de
ADN o una molécula de vector que comprende dicho cassette de expresion.

Otra realizacién de la invencion se refiere a un método para producir una planta transgénica o una célula vegetal
que comprende, integrada de forma estable en el genoma de la planta, una molécula de ADN de acuerdo con la
invencioén que preferiblemente expresa una proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencidn, que comprende
transformar dicha planta y célula vegetal, respectivamente, con una molécula de ADN de acuerdo con la invencién, un
cassette de expresion que comprende dicha molécula de ADN o una molécula de vector que comprende dicho cassette
de expresion.

La invencion también se refiere a un método para producir una composicion entomocida que comprende mezclar
una cepa de Bacillus aislada y/o un organismo hospedador y/o una molécula de proteina aislada y/o una proteina
encapsulada de acuerdo con la invencién, en una cantidad insecticidamente eficaz con un vehiculo adecuado.

La invencién también incluye un método para producir la progenie transgénica de una planta parental transgénica
que comprende, incorporada de forma estable en el genoma de la planta, una molécula de ADN que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina especifica de insectos de acuerdo con la invencién, que comprende
transformar dicha planta parental con una molécula de ADN de acuerdo con la invencién, un cassette de expresion
que comprende dicha molécula de ADN o una molécula de vector que comprende dicho cassette de expresién y
transferir el rasgo pesticida a la progenie de dicha planta parental transgénica por medio de técnicas de cultivo de
plantas conocidas.

La invencién también incluye una sonda oligonucleotidica capaz de hibridar especificamente con una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina especifica de insectos que se puede aislar durante la fase de crecimiento
vegetativo de Bacillus spp. y componentes de la misma, donde dicha proteina no es la toxina mosquitocida de B.
sphaericus SSII-1, donde dicha sonda comprende una porcién contigua de la secuencia codificante para dicha proteina
especifica de insectos de al menos 10 nucleétidos de longitud y el uso de dicha sonda oligonucleotidica para seleccionar
cualquier cepa de Bacillus u otros organismos para determinar si la proteina especifica de insectos estd presente
naturalmente o si un organismo transformado particular incluye dicho gen.

La presente invencién reconoce que se producen proteinas pesticidas durante el crecimiento vegetativo de cepas de
Bacillus, denominadas mas adelante VIP.

Las presentes VIP no son abundantes después de la esporulacion y se expresan particularmente durante el cre-
cimiento en fase logaritmica antes de la fase estacionaria. Para los fines de la presente invencidn, el crecimiento
vegetativo se define como el periodo de tiempo transcurrido antes del inicio de la esporulacién. Los genes que co-
difican tales VIP pueden aislarse, clonarse y utilizarse para transformar diversos vehiculos de liberacién para uso en
programas de tratamiento de plagas.

Para los fines de la presente invencion, las plagas incluyen, pero sin limitacién, insectos, hongos, bacterias, nemato-
dos, acaros, garrapatas, protozoos patégenos, trematodos hepdticos que parasitan animales, y similares. Las plagas de
insectos incluyen insectos seleccionados entre los érdenes Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Mallop-
haga, Homoptera, Hemiptera, Orthroptera, Thysanoptera, Dermaptera, Isoptera, Anoplura, Siphonaptera, Trichoptera,
etc., particularmente Coleoptera y Lepidoptera.

Las tablas 1-10 proporcionan una lista de plagas asociadas con plantas de cultivo importantes y plagas de impor-
tancia en seres humanos y animales. Tales plagas se incluyen dentro del alcance la presente invencion.
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TABLA 1

Lepidopteros (mariposas y polillas)

Maiz

Ostrinia nubilalis, perforador europeo del maiz
Agrotis ipsilon, gusano cortador negro
Helicoverpa zea, gusano del fruto

Spodoptera frugiperda, palomilla del maiz

Diatraea grandiosella, barrenador del maiz del suroeste

Elasmopalpus lignosellus, gusano saltarin
Diatraea saccharalis, barrenador del tallo

Sorgo

Chilo partellus, barrenador manchado del tallo
Spodoptera frugiperda, palomilla del maiz
Helicoverpa zea, gusano del fruto
Elasmopalpus lignosellus, gusano saltarin
Feltia subterranea, cortador pequefio

Trigo

Pseudaletia unipunctata, gusano soldado
Spodoptera frugiperda, palomilla del maiz
Elasmopalpus lignosellus, gusano saltarin

Agrotis orthogonia, gusano cortador palido del oeste
Elasmopalpus lignosellus, gusano saltarin

Girasol
Suleima helianthana, polilla de los brotes del girasol
Homoesosoma electellum, polilla del girasol

Algodén

Heliothis virescens, bellotero

Helicoverpa zea, mazorquero

Spodoptera exigua, gusano soldado de la remolacha
Pectinophora gossypiella, gusano rosado de la india

Arroz

Diatraea saccharalis, barrenador del tallo
Spodoptera frugiperda, palomilla del maiz
Helicoverpa zea, mazorquero

Soja

Pseudoplusia includens, falso mediador
Anticarsia gemmatalis, oruga de las leguminosas
Plathypena scabra, gusano verde del trébol
Ostrinia nubilalis, perforador europeo del maiz
Agrotis ipsilon, gusano cortador negro
Lepidépteros (Gusano soldado de la remolacha)

Soja

Spodoptera exigua, gusano soldado de la remolacha
Heliothis virescens, bellotero

Helicoverpa zea, mazorquero

Cebada
Ostrinia nubilalis, perforador europeo del maiz
Agrotis ipsilon, gusano cortador negro

7
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TABLA 2

Coleopteros (escarabajos)

Maiz

Diabrotica virgifera virgifera, gusano de las raices del maiz del oeste
Diabrotica longicornis barberi, gusano de las raices del maiz del norte
Diabrotica undecimpunctata howardi, gusano de las raices del maiz del sur
Melanotus spp., gusano alambre

Cyclocephala borealis, cascarudo enmascarado del norte (gusano blanco)
Cyclocephala immaculata, cascarudo enmascarado del sur (gusano blanco)
Popillia japonica, escarabajo japonés

Chaetocnema pulicaria, escarabajo pulga del maiz

Sphenophorus maidis, picudo del maiz

Sorgo

Phyllophaga crinita, escarabajo de mayo (gallina ciega)
Eleodes, Conoderus, and Aeolus spp., gusanos alambre
Oulema melanopus, escarabajo de la hoja de cereales
Chaetocnema pulicaria, escarabajo pulga del maiz
Sphenophorus maidis, picudo del maiz

Trigo

Oulema melanopus, escarabajo de la hoja de cereales

Hypera punctata, picudo de la hoja del trébol

Diabrotica undecimpunctata howardi, gusano de las raices del maiz del sur

Girasol
Zygogramma exclamationis, escarabajo del girasol
Bothyrus gibbosus, escarabajo de la zanahoria

Algodén
Anthonomus grandis, picudo del algodonero

Arroz

Colaspis brunnea, colaspis de la uva

Lissorhoptrus oryzophilus, picudo acudtico del arroz
Sitophilus oryzae, picudo del arroz

Soja
Epilachna varivestis, conchuela del frijol

TABLA 3

Homdpteros (moscas blancas, dfidos, etc.)

Maiz
Rhopalosiphum maidis, pulgén del cogollo
Anuraphis maidiradicis, pulgén radicular del maiz

Sorgo
Rhopalosiphum maidis, pulgén del cogollo
Sipha flava, pulgén amarillo de la cafia de azicar

Trigo

Pulgén del trigo ruso

Schizaphis graminum, pulgén verde
Macrosiphum avenae, pulgén de la espiga
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Algodén

Aphis gossypii, pulgén del algodonero
Pseudatomoscelis seriatus, pulga saltona del algodonero
Trialeurodes abutilonea, mosca blanca bandeada

Arroz
Nephotettix nigropictus, pulga de la hoja del arroz

Soja
Mpyzus persicae, pulgén verde del durazdero
Empoasca fabae, cotorrita

Cebada
Schizaphis graminum, pulgoén verde de los cereales

Colza
Brevicoryne brassicae, pulgén de la col

TABLA 4

Hemipteros (chinches)

Maiz

Blissus leucopterus leucopterus, chinche de la raiz del arroz

Sorgo

Blissus leucopterus leucopterus, chinche de la raiz del sorgo

Algodén
Lygus lineolaris, chinche lygus

Arroz

Blissus leucopterus leucopterus, chinche de la raiz del arroz

Acrosternum hilare, chinche verde hedionda

Soja
Acrosternum hilare, chinche verde hedionda

Cebada

Blissus leucopterus leucopterus, chinche de la raiz de la cebada

Acrosternum hilare, chinche verde hedionda
Euschistus servus, chinche hedionda marrén

TABLA 5

Ortépteros (saltamontes, grillos y cucarachas)

Maiz
Melanoplus femurrubrum, saltamontes de patas rojas
Melanoplus sanguinipes, saltamontes migratorio

Trigo

Melanoplus femurrubrum, saltamontes de patas rojas
Melanoplus differentialis, saltamontes diferencial
Melanoplus sanguinipes, saltamontes migratorio

Algodén
Melanoplus femurrubrum, saltamontes de patas rojas
Melanoplus differentialis, saltamontes diferencial
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Soja
Melanoplus femurrubrum, saltamontes de patas rojas
Melanoplus differentialis, saltamontes diferencial

Estructural/Doméstico

Periplaneta americana , cucaracha americana
Blattella germanica, cucaracha alemana
Blatta orientalis, cucaracha oriental

TABLA 6

Dipteros (moscas y mosquitos)

Maiz
Hylemya platura, gusano de la semilla del maiz
Agromyza parvicornis, minadora del maiz

Sorgo
Contarinia sorghicola, mosca del sorgo

Trigo

Mayetiola destructor, mosca de Hess
Sitodiplosis mosellana, mosquito rojo del trigo
Meromyza americana, gusano del tallo del trigo
Hylemya coarctata, mosca del bulbo del trigo

Girasol
Neolasioptera murtfeldtiana, mosquito de la semilla del girasol

Soja
Hylemya platura, gusano de la semilla del maiz

Cebada
Hylemya platura, gusano de la semilla del maiz
Mayetiola destructor, mosca de Hess

Insectos que atacan a los seres humanos y a animales y que transmiten enfermedades
Aedes aegypti, mosquito de la fiebre amarilla

Aedes albopictus, mosquito diurno de la selva

Phlebotomus papatasii, mosca de arena

Musca domestica, mosca doméstica

Tabanus atratus, mosca doméstica negra

Cochliomyia hominivorax, gusano barrenador del ganado

TABLA 7

Tisanopteros (trips)

Maiz
Anaphothrips obscurus, trips del maiz

Trigo
Frankliniella fusca, trips del tabaco

Algodén

Thrips tabaci, trips de la cebolla
Frankliniella fusca, trips del tabaco

10
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Soja
Sericothrips variabilis, trips de la soja
Thrips tabaci, trips de la cebolla

TABLA 8

Himendpteros (moscas serrucho, hormigas y avispas)

Maiz
Solenopsis milesta, hormiga ladrona

Trigo
Cephus cinctus, mosca sierra del tallo del trigo

TABLA 9

Otros drdenes y especies representativas

Dermdpteros (tijeretas)
Forficula auricularia, tijereta europea

Isopteros (termitas)
Reticulitermes flavipes, termita subterranea oriental

Maléfagos (piojos mordedores)
Cuclotogaster heterographa, piojo de la cabeza
Bovicola bovis, piojo de la vaca

Anopluros (piojos chupadores)
Sinondfteros (Pulgas)

Pediculus humanus, piojos del cuerpo
Ctenocephalides felis, pulga del gato

TABLA 10

Acaros (dcaros y garrapatas)

Maiz
Tetranychus urticae, arafiita bimaculada

Sorgo
Tetranychus cinnabarinus, arafia roja
Tetranychus urticae, arafiita bimaculada

Trigo
Aceria tulipae, acaro eriéfido

Algodoén
Tetranychus cinnabarinus, arafia roja
Tetranychus urticae, arafiita bimaculada

Soja
Tetranychus turkestani, arana de la fresa

Tetranychus urticae, arafiita bimaculada

Cebada
Petrobia latens, acaro de los ajos

11
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Acaros importantes para humanos y animales

Demacentor variabilis, garrapata americana de perros
Argas persicus, garrapata de las aves
Dermatophagoides farinae, 4caros americanos del polvo

Dermatophagoides pteronyssinus, dcaros europeos del polvo

Ahora que se ha reconocido que pueden aislarse proteinas pesticidas a partir de la fase de crecimiento vegetativo
de Bacillus, pueden aislarse otras cepas por técnicas convencionales y ensayarse con respecto a la actividad contra
plagas particulares de plantas y de otros organismos. Generalmente, pueden aislarse cepas de Bacillus a partir de
cualquier muestra del entorno, incluyendo el substrato, planta, insecto, polvo del silo de cereales, y otro material de
muestra, etc., por métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Travers et al. (1987) Appl. Environ. Microbiol.
53:1263-1266; Saleh et al. (1969) Can J. Microbiol. 15:1101-1104; DeLucca et al. (1981) Can. J. Microbiol. 27:865-
870; y Norris, et al. (1981) “The genera Bacillus and Sporolactobacillus.” En Starr et al. (eds.), The Prokaryotes: A
Handbook on Habitats, Isolation, and Identification of Bacteria, Vol. II, Springer-Verlog Berlin Heidelberg. Después
del aislamiento, puede ensayarse la actividad pesticida de las cepas durante el crecimiento vegetativo. De esta manera,

pueden identificarse nuevas proteinas y cepas pesticidas.

Los microorganismos de Bacillus que encuentran uso en la invencién incluyen Bacillus cereus y Bacillus thurin-

giensis, asi como las especies de Bacillus indicadas en la tabla 11.

TABLA 11

Lista de especies de Bacillus

Grupo Morfolégico 1

Grupo Morfolégico 2

Grupo Morfolégico 3

Cepas no asignadas
Subgrupo A

Subgrupo B

12
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. megaterium

cereus®

. cereus var. mycoides
. thuringiensis*
. licheniformis

subtilis*
pumilus
firmus*

. coagulans

. polymyxa

macerans

. circulans
. stearothermophilus

alvei*

. laterosporus*

brevis

. pulvifaciens
. popilliae*

. lentimorbus*
. larvae*

. sphaericus*
. pasteurii

. apiarus™

. filicolonicus

. thiaminolyciticus
. alcalophilus

. cirroflagellosus
. chitinosporus
. lentus
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Subgrupo C

B. badius

B. aneurinolyticus
B. macroides

B. freundenreichii
Subgrupo D

. pantothenticus
. epiphytus

= =

Subgrupo E1

. aminovorans
. globisporus

. insolitus

. psychrophilus

™

Subgrupo E2

B. psychrosaccharolyticus

B. macquariensis
*=Las cepas de Bacillus que se han considerado previamente asociadas con el agrupamiento de insectos de
acuerdo con Parry, J.M. et al . (1983) Color Atlas of Bacillus species, Wolfe Medical Publications, Londres.

De acuerdo con la presente invencion, las proteinas pesticidas producidas durante el crecimiento vegetativo pue-
den aislarse de Bacillus. En una realizacién, pueden aislarse proteinas insecticidas producidas durante el crecimiento
vegetativo. En la técnica se conocen métodos para el aislamiento de proteinas. Generalmente, las proteinas pueden
purificarse por cromatografia convencional, incluyendo cromatografia de exclusiéon molecular, cromatografia de in-
tercambio i6nico y cromatografia de inmunoafinidad, por cromatografia liquida de alta resolucién, tal como croma-
tografia liquida de alta resolucién en fase inversa, cromatografia liquida de alta resolucion de intercambio i6nico,
cromatografia liquida de alta resolucién de exclusiéon molecular, cromatoenfoque de alta resolucién y cromatografia
de interaccion hidréfoba, etc., por separacion electroforética, tal como electroforesis en gel unidimensional, electro-
foresis en gel bidimensional, etc. Tales métodos son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Current Protocols
in Molecular Biology, Vols. 1 y 2, Ausubel et al. (eds.), John Wiley & Sons, NY (1988). Ademds, pueden prepararse
anticuerpos contra preparaciones substancialmente puras de la proteina. Véase, por ejemplo, Radka ez al. (1983) J.
Immunol. 128: 2804; y Radka et al. (1984) Immunogenetics 19:63. Puede utilizarse cualquier combinacién de méto-
dos para purificar proteinas que tengan propiedades pesticidas. Cuando se estd formulando el protocolo, la actividad
pesticida se determina después de cada etapa de purificacion.

Tales etapas de purificacion producirdn una fraccién proteica substancialmente purificada. Por “substancialmente
purificada” o “substancialmente pura” se entiende una proteina que carece substancialmente de cualquier compuesto
asociado normalmente con la proteina en su estado natural. Las preparaciones “substancialmente puras” de proteinas
pueden evaluarse por la ausencia de otras bandas proteicas detectables después de SDS-PAGE como se determina
visualmente o por una exploracion densitométrica. Como alternativa, la ausencia de otras secuencias amino-terminales
o restos N-terminales en una preparacion purificada puede indicar el nivel de pureza. La pureza puede verificarse
por una segunda cromatografia de preparaciones “puras” que muestra la ausencia de otros picos por intercambio
i6nico, fase inversa o electroforesis capilar. Las expresiones “substancialmente puro” o “substancialmente purificado”
no pretenden excluir mezclas artificiales o sintéticas de las proteinas con otros compuestos. Los términos tampoco
pretenden excluir la presencia de impurezas minoritarias que no interfieren con la actividad bioldgica de la proteina y
que pueden estar presentes, por ejemplo, debido a una purificacién incompleta.

Una vez aislada la proteina purificada, la proteina, o los polipéptidos de los que se compone, puede caracteri-
zarse y secuenciarse por métodos convencionales conocidos en la técnica. Por ejemplo, la proteina purificada, o los
polipéptidos que la componen, puede fragmentarse con bromuro de cianégeno o con proteasas tales como papaina,
quimotripsina, tripsina, lisil-C endopeptidasa, etc. (Oike et al. (1982) J. Biol. Chem. 257:9751-9758; Liu et al. (1983)
Int. J. Pept. Protein Res. 21:209-215). Los péptidos resultantes se separan, preferiblemente por HPLC o por reso-
lucién de geles y electrotransferencia en membranas de PVDE, y se someten a secuenciacién de aminodcidos. Para
realizar esta tarea, los péptidos preferiblemente se analizan por secuenciadores automaéticos. Se reconoce que pueden
determinarse los extremos N-terminal, C-terminal o secuencias de aminoécidos internas. A partir de la secuencia de
aminodcidos de la proteina purificada, puede sintetizarse una secuencia de nucledtidos que puede usarse como sonda
para ayudar al aislamiento del gen que codifica la proteina pesticida.

Se reconoce que las proteinas pesticidas pueden ser oligoméricas y variardn en peso molecular, nimero de pro-
tomeros, péptidos componentes, actividad contra plagas particulares y en otras caracteristicas. Sin embargo, por los
métodos indicados en este documento, pueden aislarse y caracterizarse proteinas activas contra una diversidad de
plagas.

Una vez que se ha aislado y caracterizado la proteina purificada, se reconoce que puede alterarse de diversas
formas incluyendo substituciones de aminodcidos, deleciones, truncaciones e inserciones. Los métodos para tales
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manipulaciones generalmente son conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse variantes de la secuencia
de aminodcidos de las proteinas pesticidas por mutaciones en el ADN. Tales variantes poseerdn la actividad pesticida
deseada. Evidentemente, las mutaciones que se realizan en el ADN que codifica la variante no deben poner la secuencia
fuera de la fase de lectura y preferiblemente no creardn regiones complementarias que produzcan una estructura de
ARNm secundaria. Véase la publicacion de la Solicitud de Patente EP N° 75.444.

De esta manera, la presente invencién incluye las proteinas pesticidas asi como componentes y fragmentos de
las mismas. Es decir, se reconoce que pueden producirse protémeros componentes, polipéptidos o fragmentos de las
proteinas que retienen la actividad pesticida. Estos fragmentos incluyen secuencias truncadas, asi como secuencias de
aminodcidos N-terminales, C-terminales, internas y delecionadas internamente de las proteinas.

La mayoria de las deleciones, inserciones y substituciones de la secuencia proteica no se espera que produzcan
cambios radicales en las caracteristicas de la proteina pesticida. Sin embargo, cuando es dificil predecir el efecto
exacto de la substitucién, delecién o insercion antes de hacerlo, un especialista en la técnica apreciard que el efecto se
evaluard por ensayos de seleccion rutinarios.

Las proteinas u otros polipéptidos componentes descritos en este documento pueden usarse solos o en combinacion.
Es decir, pueden usarse varias proteinas para controlar diferentes plagas de insectos.

Algunas proteinas son cadenas polipeptidicas individuales mientras que muchas proteinas constan de mas de una
cadena polipeptidica, es decir, son oligoméricas. Ademads, algunas VIP son pesticidamente activas como oligémeros.
En estos casos, se utilizan protoémeros adicionales para aumentar la actividad pesticida o activar proteinas pesticidas.
Los protémeros que potencian o activan se denominan proteinas auxiliares. Las proteinas auxiliares activan o potencian
una proteina pesticida por medio de la interaccidn con la proteina pesticida para formar una proteina oligomérica que
tiene una mayor actividad pesticida que la observada en la ausencia de la proteina auxiliar.

Entre las proteinas pesticidas de la invencién, sorprendentemente, puede identificarse una nueva clase de proteinas
especificas de insectos dentro del alcance de la presente invencidn. Dichas proteinas, que se denominan a lo largo
de esta solicitud VIP3, pueden obtenerse a partir de cepas de Bacillus spp, pero preferiblemente a partir de cepas de
Bacillus thuringiensis y ain mds preferiblemente de cepas de Bacillus thuringiensis AB88 y AB424. Dichas VIP estdn
presentes principalmente en los sobrenadantes de cultivos de Bacillus constituyendo al menos un 75% del total en la
cepa AB88. Las proteinas VIP3 se caracterizan adicionalmente por su espectro unico de actividad insecticida, que
incluye una actividad contra especies de Agrotis y/o Spodoptera, pero especialmente una actividad contra el gusano
cortador negro y/o la palomilla del maiz y/o el gusano soldado de la remolacha y/o el gusano de los brotes del tabaco
y/o el gusano del fruto.

El gusano cortador negro es un insecto importante desde el punto de vista agricola bastante resistente a las o-
endotoxinas. Maclntosh et al. (1990) J Invertebr Pathol 56, 258-266 indica que las §-endotoxinas CrylA(b) y CrylA(c)
poseen propiedades insecticidas contra BCW con una LC;O mayor de 80 ug y 18 ug/ml de dieta respectivamente. Las
proteinas insecticidas vip3A de acuerdo con la invencién proporcionan una mortalidad > 50% cuando se afiaden en
una cantidad de proteina de al menos 10 a 500, preferiblemente de 50 a 350 y mds preferiblemente de 200 a 300 veces
menor que la cantidad de proteina CrylA necesaria para conseguir una mortalidad del 50%. Dentro de la invencién se
prefieren especialmente proteinas insecticidas vip3A que proporcionan una mortalidad del 100% cuando se afiaden en
una cantidad de proteina al menos 260 veces menor que la cantidad de proteinas CrylA necesaria para conseguir una
mortalidad del 50%.

Las protefnas insecticidas vip3 de acuerdo con la invencién estdn presentes principalmente en los sobrenadantes de
los cultivos y, por lo tanto, se deben clasificar como proteinas secretadas. Preferiblemente contienen en la secuencia
N-terminal varios restos cargados positivamente seguidos de una regién de niicleo hidréfobo y no se procesan en el
extremo N-terminal durante su exportacion.

Al igual que las otras proteinas pesticidas indicadas hasta ahora dentro del alcance de la invencidn, las proteinas
VIP3 pueden detectarse en fases de crecimiento previas a la esporulacién estableciendo una distincién clara adicio-
nal de otras proteinas que pertenecen a la familia de las 6-endotoxinas. Preferiblemente, la expresion de la proteina
especifica de insectos empieza durante la mitad de la fase logaritmica y continda durante la esporulacién. Debido
al modelo de expresioén especifico en combinacién con la alta estabilidad de las proteinas VIP3, pueden encontrarse
grandes cantidades de las proteinas VIP3 en sobrenadantes de cultivos en esporulacién. Se prefieren especialmente
las proteinas VIP3 identificadas en la SEC ID N°: 2 y la SEC ID N°: 5 y las correspondientes moléculas de ADN que
comprenden secuencias de nucledtidos que codifican dichas proteinas, pero especialmente las moléculas de ADN que
comprenden las secuencias de nucledtidos proporcionadas en la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3 y SEC ID N°: 4.

Las proteinas pesticidas de la invencién pueden usarse en combinacién con endotoxinas de Bt o con otras pro-
tefnas insecticidas para aumentar la gama de insectos diana. Ademads, el uso de las VIP de la presente invencion en
combinacién con §-endotoxinas de Bt y otros principios insecticidas de naturaleza distinta tiene una utilidad particular
para la prevencién y/o tratamiento de la resistencia de insectos. Otros principios insecticidas incluyen inhibidores de
proteasa (tanto de tipo serina como de tipo cisteina), lectinas, a-amilasa y peroxidasa. En una realizacién preferida,
la expresion de VIP en una planta transgénica va acompafiada por la expresion de una o mds J-endotoxinas de Bt.
Esta co-expresién de mas de un principio insecticida en la misma planta transgénica puede conseguirse modificando
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por ingenieria genética una planta para que contenga y exprese todos los genes necesarios. Como alternativa, puede
modificarse por ingenieria genética una planta, parental 1, para la expresién de VIP. Una segunda planta, parental 2,
puede modificarse por ingenieria genética para la expresion de la 5-endotoxina de Bt. Por medio del cruce del parental
1 con el parental 2, se obtienen plantas descendientes que expresan todos los genes introducidos en los parentales 1 y
2. Son ¢-endotoxinas de Bt particularmente preferidas las descritas en el documento EP-A 0618976, incorporado en
este documento como referencia.

Un nimero substancial de proteinas citotéxicas, aunque no todas, son de accién binaria. Las toxinas binarias ti-
picamente constan de dos dominios proteicos, uno denominado dominio A y el otro denominado dominio B (véase
Sourcebook of Bacterial Protein Toxins, J.E. Alouf y J.H. Freer eds. (1991) Academic Press). El dominio A posee una
actividad citotéxica potente. El dominio B se une a un receptor de la superficie celular externa antes de internalizarse.
Tipicamente, el dominio citotéxico A debe ir acompafiado por un dominio de translocacién para llegar al citoplasma.
A menudo, los dominios A y B son polipéptidos separados o protdmeros, que estdn asociados por una interaccién
proteina-proteina o un enlace disulfuro. Sin embargo, la toxina puede ser un solo polipéptido que se procesa proteoliti-
camente dentro de la célula en dos dominios, como ocurre en el caso de la exotoxina A de Pseudomonas. En resumen,
las toxinas binarias tipicamente tienen tres dominios importantes, un dominio A citotéxico, un dominio B de unién al
receptor y un dominio de translocacién. Los dominios A y B a menudo estdn asociados por dominios de interaccién
proteina-proteina.

Los dominios de unién al receptor de la presente invencidn son utiles para suministrar cualquier proteina, toxina,
enzima, factor de transcripcion, acido nucleico, agente quimico o cualquier otro factor a los insectos diana que tienen
un receptor reconocido por el dominio de unién al receptor de las toxinas binarias descritas en esta patente. De
forma similar, como las toxinas binarias tienen dominios de translocacién que atraviesan las membranas de bicapa
de fosfolipidos y acompaiian a las citotoxinas a través de estas membranas, tales dominios de translocacién pueden
ser utiles para acompafiar a cualquier proteina, toxina, enzima, factor de transcripcion, dcido nucleico, agente quimico
o cualquier otro factor a través de una bicapa de fosfolipidos tal como la membrana plasmaética o la membrana de una
vesicula. El dominio de translocacién puede perforar membranas por si mismo, teniendo de esta manera propiedades
téxicas o insecticidas. Ademads, todas las toxinas binarias tienen dominios citotéxicos; tal dominio citotéxico puede
ser util como una proteina letal, solo o cuando se suministra a cualquier célula diana por cualquier medio.

Finalmente, como las toxinas binarias que constan de dos polipéptidos a menudo forman un complejo, es pro-
bable que existan regiones de interaccion proteina-proteina dentro de los componentes de las toxinas binarias de la
invencién. Estos dominios de interaccion proteina-proteina pueden ser ttiles para formar asociaciones entre cualquier
combinacidn de toxinas, enzimas, factores de transcripcion, 4cidos nucleicos, anticuerpos, restos de unién a células o
cualquier otro agente quimico, factor, proteina o dominio de proteinas.

Las toxinas, enzimas, factores de transcripcion, anticuerpos, restos de union a células u otros dominios de proteinas
pueden fusionarse con proteinas pesticidas o auxiliares produciendo fusiones genéticas en fase que, cuando se traducen
por los ribosomas, producen una proteina de fusién con los atributos combinados de la VIP y los otros componentes
usados en la fusién. Ademads, si el dominio proteico fusionado a la VIP tiene afinidad por otra proteina, dcido nucleico,
carbohidrato, lipido u otro agente quimico o factor, puede formarse un complejo de tres componentes. Este complejo
tendrd los atributos de todos sus componentes. Puede usarse una base 16gica similar para producir complejos de
cuatro o mds componentes. Estos complejos son utiles como toxinas insecticidas, agentes farmacéuticos, reactivos de
laboratorio y reactivos de diagndstico, etc. Son ejemplos en los que actualmente se usan tales complejos toxinas de
fusién para terapias potenciales contra el céncer, reactivos de ensayos ELISA y andlisis de inmunotransferencia.

Una estrategia para alterar las proteinas pesticidas o auxiliares es fusionar una “sefial S” de 15 aminodcidos a la
proteina sin destruir el dominio o dominios de unién a las células de insectos, dominios de translocacién o dominios
de interaccién proteina-proteina de las proteinas. La sefial S tiene una alta afinidad (Ky = 10~ M) por una proteina
S ribonucleasa que, cuando se une a la sefial S, forma una ribonucleasa activa (véase F.M. Richards y H.-W. Wyckoff
(1971) en “The Enzymes”, Vol. IV (Boyer, P.D. ed). pdginas 647-806. Academic Press, Nueva York). La fusién puede
realizarse de tal forma que destruya o elimine la actividad citotéxica de la proteina pesticida o auxiliar, reemplazando
de esta manera la actividad citotéxica de VIP por una nueva actividad ribonucleasa citotéxica. La toxina final estaria
compuesta por la proteina S, una proteina pesticida y una proteina auxiliar, donde la proteina pesticida o la proteina
auxiliar se produce como fusiones traduccionales con la sefial S. Pueden usarse estrategias similares para fusionar otras
citotoxinas potenciales a proteinas pesticidas o auxiliares incluyendo (pero sin limitacién) proteinas de inactivacién de
ribosomas, hormonas de insectos, receptores de hormonas, factores de transcripcion, proteasas, fosfatasas, exotoxina
A de Pseudomonas, o cualquier otra proteina o factor quimico que sea letal cuando se suministre a las células. De
forma similar, a las células se les pueden suministrar proteinas que no son letales, pero podrian afectar a la bioquimica
o fisiologia celular.

El espectro de toxicidad hacia diferentes especies puede alterarse por dominios de fusién a proteinas pesticidas o
auxiliares que reconocen receptores de la superficie celular de otras especies. Tales dominios podrian incluir (pero sin
limitacién) anticuerpos, transferrina, hormonas o secuencias peptidicas aisladas a partir de bibliotecas seleccionadas
por afinidad y presentadas por fagos. Ademads, podrian usarse secuencias peptidicas que se unen a nutrientes, vitaminas,
hormonas u otros agentes quimicos que se transportan al interior de las células para alterar el espectro de toxicidad.

Las proteinas pesticidas de la presente invencién son las proteinas que confieren una propiedad pesticida especifica.
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Tales proteinas pueden variar en peso molecular, teniendo los polipéptidos componentes al menos un peso molecular
de 30 kDa o mayor, preferiblemente de aproximadamente 50 kDa o mayor.

Es posible que la proteina pesticida pueda ser un componente de una proteina pesticida multimérica. Tal proteina
pesticida puede variar en peso molecular, teniendo al menos un peso molecular de 50 kDa hasta al menos 200 kDa,
preferiblemente de aproximadamente 100 kDa a 150 kDa.

Para los fines de la invencion, la expresion “proteina insecticida vegetativa” (VIP) incluye las proteinas producidas
durante el crecimiento vegetativo que, solas o en combinacidn, pueden usarse para conseguir una actividad pesticida.
Esto incluye proteinas pesticidas, proteinas auxiliares y las proteinas que demuestran actividad sélo en presencia de la
proteina auxiliar o los componentes polipeptidicos de estas proteinas.

Se reconoce que hay métodos alternativos disponibles para obtener las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos
de las presentes proteinas. Por ejemplo, para obtener la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina pesticida,
pueden aislarse clones cosmidicos que expresan la proteina pesticida a partir de una biblioteca genémica. A partir de
clones cosmidicos activos mayores, pueden obtenerse subclones mas pequefios y ensayarse con respecto a la actividad.
De esta manera, pueden secuenciarse clones que expresan una proteina pesticida activa para determinar la secuencia
de nucledtidos del gen. Entonces, puede deducirse una secuencia de aminodcidos para la proteina. Como métodos
moleculares generales, véase, por ejemplo, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition, Vols. 1-3,
Sambrook et al. (eds) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989), y las referencias citadas
en este documento.

La presente invencién también incluye secuencias de nucledtidos de organismos distintos de Bacillus, donde las se-
cuencias de nucledtidos se pueden aislar por hibridacién con las secuencias de nucleétidos de Bacillus de la invencion.
Las proteinas codificadas por tales secuencias de nucleétidos pueden ensayarse con respecto a la actividad pesticida.
La invencién también incluye las proteinas codificadas por las secuencias de nucleétidos. Ademds, la invencién in-
cluye proteinas obtenidas a partir de organismos distintos de Bacillus, donde la proteina presenta reaccién cruzada
con anticuerpos inducidos contra las proteinas de la invencion. De nuevo, las proteinas aisladas pueden ensayarse con
respecto a la actividad pesticida por los métodos descritos en este documento o por otros métodos bien conocidos en
la técnica.

Una vez aisladas las secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas pesticidas de la invencién, pueden mani-
pularse y usarse para expresar la proteina en una diversidad de hospedadores incluyendo otros organismos, incluyendo
microorganismos y plantas.

Los genes pesticidas de la invencion pueden optimizarse para aumentar la expresion en plantas. Véanse, por ejem-
plo, los documentos EP-A 0618976; EP-A 0359472; EP-A 0385962; WO 91/16432; Perlak et al. (1991) Proc. Natl.
Acad. Sci USA 88:3324-3328; y Murray et al. (1989) Nucleic Acids Research 17: 477-498. De esta manera, los genes
pueden sintetizarse utilizando codones preferidos en plantas. Es decir, el codon preferido para un hospedador particu-
lar es el codén individual que codifica con més frecuencia ese aminodcido en ese hospedador. El codén preferido de
maiz, por ejemplo, para un aminodcido particular puede obtenerse a partir de secuencias génicas conocidas de maiz.
En Murray et al. (1989) Nucleic Acids Research 17:477-498, cuya descripcidn se incorpora en este documento como
referencia, puede encontrarse el uso de codones de maiz para 28 genes de plantas de maiz. También pueden obtenerse
genes sintéticos basdndose en la distribucién de codones de uso de hospedadores particulares para una aminodcido
particular.

De esta manera, las secuencias de nucleétidos pueden optimizarse para la expresion en cualquier planta. Se reco-
noce que todas o cualquier parte de la secuencia génica puede optimizarse o ser sintética. Es decir, también pueden
usarse secuencias sintéticas o parcialmente optimizadas.

De una manera similar, las secuencias de nucleétidos pueden optimizarse para la expresion en cualquier micro-
organismo. Si se desean mds detalles de un uso de codones preferidos de Bacillus véase, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 5.024.837 y Johansen et al. (1988) Gene 65:293-304.

En la técnica se describen metodologias para la construccién de cassettes de expresion de plantas asi como la
introducciéon de ADN extrafio en plantas. Tales cassettes de expresion pueden incluir promotores, terminadores, po-
tenciadores, secuencias lider, intrones y otras secuencias reguladoras unidas operativamente a la secuencia codificante
de la proteina pesticida. Ademds se reconoce que en los cassettes de expresion pueden usarse promotores o termina-
dores de los genes VIP.

Generalmente, para la introduccién de ADN extrafio en plantas, se han utilizado vectores de pldsmidos Ti para
el suministro de ADN extrafio asi como la captacion directa de ADN, liposomas, electroporacién, microinyeccién y
el uso de microproyectiles. Tales métodos se han publicado en la técnica. Véase, por ejemplo, Guerche et al. (1987)
Plant Science 52:111-116; Neuhause et al., (1987) Theor. Appl. Genet. 75:30-36; Klein et al., (1987) Nature 327: 70-
73; Howell et al., (1980) Science 208:1265; Horsch et al., (1985) Science 227: 1229-1231; DeBlock et al., (1989)
Plant Physiology 91:694-701; Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds.) Academic Press,
Inc. (1988); y Methods in Plant Molecular Biology (Schuler y Zielinski, eds.) Academic Press, Inc (1989). Véase
también la solicitud de patente de Estados Unidos con el n° de serie 08/008.374 incorporada en este documento
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como referencia. Véanse también los documentos EP-A 0193259 y EP-A-0451878. Se entenderd que el método de
transformacién dependerd de la célula vegetal a transformar.

Ademéds se reconoce que los componentes del cassette de expresion pueden modificarse para aumentar la expresion.
Por ejemplo, pueden emplearse secuencias truncadas, substituciones de nucleétidos u otras modificaciones. Véase, por
ejemplo, Perlak et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3324-3328; Murray et al., (1898) Nucleic Acids Research
17:477-498; y documento WO 91/16432.

La construccion también puede incluir cualquier otro regulador necesario, tal como terminadores (Guerineau et
al., (1991), Mol. Gen. Genet., 226:141-144; Proudfoot, (1991) Cell, 64:671-674; Sanfacon et al., (1991), Genes Dev.,
5:141-149; Mogen et al., (1990), Plant Cell, 2:1261-1272; Munroe et al., (1990), Gene, 91:151-158; Ballas et al.,
(1989), Nucleic Acids Res., 17:7891-7903; Joshi et al., (1987), Nucleic Acid Res., 15:9627-9639); secuencias consenso
traduccionales de plantas (Joshi, C.P., (1987), Nucleic Acids Research, 15:6643-6653), intrones (Luehrsen y Walbot,
(1991), Mol. Gen. Genet., 225:81-93) y similares, unidos operativamente a la secuencia de nucledtidos. Puede ser
beneficioso incluir secuencias lider 5’ en la construccién del cassette de expresion. Tales secuencias lider pueden
actuar para mejorar la traduccién. En la técnica se conocen lideres de traduccién e incluyen:

lideres de picornavirus, por ejemplo, el lider de EMCV (regién no codificante 5° del organismo que produce la
encefalomiocarditis) (Elroy-Stein, O., Fuerst, T.R. y Moss, B. (1989) PNAS USA 86:6126-6130);

lideres de potyvirus, por ejemplo, lider de TEV (Virus del jaspeado del tabaco) (Allison ef al., (1986); lider de
MDMV (virus del mosaico enanizante del maiz); Virology, 154:9-20), y proteina de union a la cadena pesada
de la inmunoglobulina humana (BiP), (Macejak, D.G., y Sarnow, P., (1991), Nature, 353: 90-94;

lider no traducido del ARNm de la proteina de la cubierta del virus del mosaico de la alfalfa (AMV RNA 4),
(Jobling, S.A., y Gehrke L., (1987); Nature, 325:622-625;

lider del virus del mosaico del tabaco (TMV), (Gallie, D.R. et al., (1989), Molecular Biology of RNA, paginas
237-256;y

lider del virus del moteado clorético del maiz (MCMYV) (Lommel, S.A., et al., (1991), Virology, 81:382-385.
Véase también, Della-Cioppa et al., (1987), Plant Physiology, 84:965-968.

En el cassette de expresion puede utilizarse un terminador vegetal. Véase Rosenberg et al., (1987), Gene, 56:125;
Guerineau et al., (1991), Mol. Gen. Genet., 226;141-144; Proudfoot, (1991), Cell, 64:671-674; Sanfacon et al., (1991),
Genes Dev. 5:141-149; Mogen et al., (1990) Plant Cell 2:1261-1272; Munroe et al., (1990), Gene, 91:151-158; Ballas
et al., (1989), Nucleic Acids Res., 17:7891-7903; Joshi et al., (1987), Nucleic Acid Res., 15: 9627-9639.

Para una expresion con especificidad de tejido, las secuencias de nucleétidos de la invencién pueden unirse opera-
tivamente a promotores con especificidad de tejido. Véase, por ejemplo, el documento EP-A 0618976, incorporado en
este documento como referencia.

Dentro del alcance de la presente invencién también se incluyen plantas transgénicas, en particular plantas trans-
génicas fértiles transformadas por medio de los procesos descritos anteriormente y su progenie asexual y/o sexual,
que comprende y preferiblemente también expresa la proteina pesticida de acuerdo con la invencién. Se prefieren
especialmente plantas hibridas.

La planta transgénica de acuerdo con la invencién puede ser una planta dicotiledénea o monocotiledénea. Se pre-
fieren las plantas monocotiledéneas de la familia Graminaceae que incluyen plantas Lolium, Zea, Triticum, Triticale,
Sorghum, Saccharum, Bromus, Oryzae, Avena, Hordeum, Secale y Setaria.

Se prefieren especialmente el maiz transgénico, el trigo, la cebada, el sorgo, el centeno, la avena, el césped y el
arroz.

Entre las plantas dicotiledéneas se prefieren especialmente en este invencién la soja, el algodén, el tabaco, la
remolacha azucarera, la colza y el girasol.

Se entiende que la expresiéon “progenie” incluye la progenie generada tanto “asexual” como ‘“‘sexualmente” de
plantas transgénicas. Esta definicién también pretende incluir todos los mutantes y variantes que se pueden obtener
por medio de procesos conocidos, tales como por ejemplo fusion celular o seleccién de mutantes, y que presentan las
propiedades caracteristicas de la planta parental transformada inicialmente, junto con todos los productos de cruce y
de fusion del material vegetal transformado.

Otro objeto de la invencion se refiere al material de proliferacion de plantas transgénicas.
El material de proliferacion de plantas transgénicas se define, en relacién con la invencién, como cualquier material
vegetal que puede propagarse sexual o asexualmente in vivo o in vitro. Dentro del alcance de la presente invencién

se prefieren particularmente protoplastos, células, callos, tejidos, érganos, semillas, embriones, polen, células huevo,
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cigotos, junto con cualquier otro material de propagacion obtenido a partir de plantas transgénicas.

También son objeto de la presente invencion partes de plantas, tales como por ejemplo flores, tallos, frutos, hojas,
raices procedentes de plantas transgénicas o su progenie previamente transformadas por medio del proceso de la
invencion y, por lo tanto, que constan al menos en parte de células transgénicas.

Antes de que el material de propagacion vegetal [frutos, tubérculos, granos, semillas], pero especialmente las se-
millas, se venda como un producto comercial, habitualmente se trata con un recubrimiento protector que comprende
herbicidas, insecticidas, fungicidas, bactericidas, nematicidas, molusquicidas o mezclas de varias de estas preparacio-
nes, si se desea junto con vehiculos, tensioactivos o adyuvantes promotores de la aplicacién adicionales empleados
habitualmente en la técnica de la formulacion para proporcionar proteccidn contra los dafios producidos por bacterias
hongos o plagas animales.

Para tratar las semillas, el recubrimiento protector puede aplicarse a las semillas impregnando los tubérculos o
granos con una formulacién liquida o recubriéndolos con una formulacién hiimeda o seca combinada. Ademads, en
casos especiales, se pueden utilizar otros métodos de aplicacién a las plantas, por ejemplo el tratamiento dirigido a los
brotes o a los frutos.

La semilla vegetal de acuerdo con la invencidén que contiene una molécula de ADN que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina pesticida de acuerdo con la invencién, puede tratarse con un recubrimien-
to protector de semillas que comprende un compuesto de tratamiento de semillas tal como, por ejemplo, captano,
carboxina, tiram (TMTD®), metalaxil (Apron®) y pirimifos-metil (Actellic®) y otros que se usan comiinmente en el
tratamiento de semillas. Dentro del alcance de la invencion se prefieren recubrimientos protectores de semillas que
comprenden una composicién entomocida de acuerdo con la invencién sola o en combinacién con un recubrimiento
protector de semillas usado habitualmente en el tratamiento de las semillas.

De esta manera, es otro objeto de la presente invencién proporcionar un material de propagacién de plantas para
plantas cultivadas, pero especialmente semillas de plantas, que se trata con un recubrimiento protector de semillas
como se ha definido anteriormente en este documento.

Se reconoce que los genes que codifican las proteinas pesticidas pueden usarse para transformar organismos paté-
genos de insectos. Tales organismos incluyen baculovirus, hongos, protozoos, bacterias y nematodos.

Las cepas de Bacillus de la invencién pueden usarse para proteger cultivos agricolas y productos de plagas. Co-
mo alternativa, puede introducirse un gen que codifica el pesticida a través de un vector adecuado en un hospedador
microbiano, y dicho hospedador puede aplicarse al medio, a plantas o a animales. Pueden seleccionarse microorga-
nismos hospedadores que se sepa que ocupan la “fitosfera” (filoplano, filosfera, rizosfera y/o rizoplano) de uno o mas
cultivos de interés. Estos microorganismos se seleccionan de forma que sean capaces de competir satisfactoriamente
en el entorno particular con los microorganismos de tipo silvestre, proporcionar un mantenimiento estable y expresion
del gen que expresa el pesticida polipeptidico y, deseablemente, proporcionar una protecciéon mejorada del pesticida
frente a la degradacién e inactivacién ambiental.

Tales microorganismos incluyen bacterias, algas y hongos. Son de un interés particular microorganismos tales
como bacterias, por ejemplo, Pseudomonas, Erwinia, Serratia, Klebsiella, Xanthomonas, Streptomyces, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Methylius, Agrobacterium, Acetobacter, Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter, Leuconostoc,
y Alcaligenes; hongos, particularmente levaduras, por ejemplo, Saccharomyces, Crytopcoccus, Kluyveromyces, Sporo-
bolomyces, Rhodotorula y Aureobasidium. Son de un interés particular especies de bacterias de la fitosfera tales como
Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Acetobacter xylinum, Agrobacteria, Rho-
dopseudomonas spheroides, Xanthomonas campestris, Rhizobium melioti, Alcaligenes entrophus, Clavibacter xyli y
Azotobacter vinlandir, 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 rosues, S. odorus, Kluyveromyces veronae y Aureobasidium pollulans. Son de particular interés los
microorganismos pigmentados.

Se dispone de varias vias para introducir un gen que expresa la proteina pesticida en el microorganismo hospedador
en condiciones que permitan el mantenimiento y la expresion estables del gen. Por ejemplo, pueden construirse casset-
tes de expresion que incluyan las construcciones de ADN de interés unidas operativamente con las sefiales reguladoras
de la transcripcion y la traduccidn para la expresion de las construcciones de ADN, y una secuencia de ADN homdloga
a una secuencia del organismo hospedador, con lo que se producird la integracién, y/o un sistema de replicacién que
sea funcional en el hospedador, con lo que se producird una integracién o mantenimiento estable.

La sefiales reguladoras de la transcripcion y la traduccién incluyen, pero sin limitacién, promotores, sitios de
inicio de la transcripcion, operadores, activadores, potenciadores, otros elementos reguladores, sitios de unién a ribo-
somas, un codén de iniciacion, sefiales de terminacion, y similares. Véanse, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
5.039.523; la Patente de Estados Unidos N° 4.853.331; el documento EPO0480762A2; Sambrook et al., supra; Mo-
lecular Cloning, a Laboratory Manual, Maniatis et al. (eds) Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1982), Advanced Bacterial Genetics, Davis et al. (eds.) Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1980); y las referencias citadas en este documento.
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Las células hospedadoras adecuadas, donde las células que contienen el pesticida se tratardn para prolongar la
actividad de la toxina en la célula cuando la célula tratada se aplique al medio de la plaga o plagas diana, pueden
incluir procariotas o eucariotas, normalmente limitdndose a las células que no producen substancias téxicas para orga-
nismos superiores tales como mamiferos. Sin embargo, podrian usarse organismos que producen substancias toxicas
para organismos superiores, donde la toxina es inestable o el nivel de aplicacién es suficientemente bajo para evitar
cualquier posibilidad de toxicidad contra un hospedador mamifero. Como hospedadores, serdn de un interés particular
los procariotas y los eucariotas inferiores, tales como hongos. Los procariotas ilustrativos, tanto gram-negativos como
gram-positivos, incluyen Enterobacteriaceae, tales como Escherichia, Erwinia, Shigella, Salmonella, y Proteus; Baci-
llaceae; Rhizobiaceae, tales como Rhizobium, Spirillaceae, tales como fotobacterias, Zymomonas, Serratia, Aeromo-
nas, Vibrio, Desulfovibrio, Spirillum,; Lactobacillaceae; Pseudomonadaceae, tales como Pseudomonas y Acetobacter;
Azotobacteraceae y Nitrobacteraceae. Entre los eucariotas se encuentran los hongos, tales como Phycomycetes y As-
comycetes, que incluyen levaduras, tales como Saccharomyces 'y Schizosaccharomyces; y levaduras Basidiomycetes,
tales como Rhodotorula, Aureobasidium, Sporobolomyces, y similares.

Las caracteristicas de interés particular en la seleccién de una célula hospedadora para fines de produccién inclu-
yen la facilidad de introduccién del gen de la proteina en el hospedador, la disponibilidad de sistemas de expresion, la
eficacia de expresion, la estabilidad de la proteina en el hospedador y la presencia de capacidades genéticas auxiliares.
Las caracteristicas de interés para uso como microcapsula pesticida incluyen cualidades protectoras para el pesticida,
tales como paredes celulares espesas, pigmentacién y empaquetamiento intracelular o formacion de cuerpos de inclu-
sidn; afinidad por las hojas; ausencia de toxicidad para mamiferos; atractivo para ser ingerido por las plagas; facilidad
de destruccion y fijacion sin dafiar a la toxina; y similares. Otras consideraciones incluyen la facilidad de formulacién
y manipulacién, aspectos econdmicos, estabilidad durante el almacenamiento y similares.

Los organismos hospedadores de un interés particular incluyen levaduras tales como Rhodotorula sp., Aureobasi-
dium sp., Saccharomyces sp., y Sporobolomyces sp.; organismos del filoplano tales como Pseudomonas sp., Erwinia
sp. y Flavobacterium sp.; u otros organismos tales como Escherichia, Lactobacillus sp., Bacillus sp., y similares.
Los organismos especificos incluyen Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Saccharomyces cerevisiae,
Bacillus thuringiensis, Escherichia coli, Bacillus subtilis y similares.

Pueden introducirse genes VIP en microorganismos que se multiplican en las plantas (epifitos) para liberar protei-
nas VIP en plagas diana potenciales. Los epifitos pueden ser, por ejemplo, bacterias gram-positivas o gram-negativas.

Por ejemplo, pueden aislarse bacterias colonizadoras de raices a partir de la planta de interés por métodos conocidos
en la técnica. Especificamente, podria aislarse una cepa de Bacillus cereus que coloniza las raices a partir de las raices
de una planta (por ejemplo, véase J. Handelsman, S. Raffel, E. Mester, L. Wunderlich y C. Grau, Appl. Environ.
Microbiol. 56:713-718, (1990)). Podrian introducirse VIP1 y/o VIP2 y/o VIP3 en un Bacillus cereus colonizador de
raices por métodos convencionales conocidos en la técnica.

Ademds, puede introducirse VIP3 u otros VIP de la invencidn en el Bacillus colonizador de las raices por medio de
electro-transformacién. Especificamente, los VIP pueden clonarse en un vector lanzadera, por ejemplo, pHT3101 (D.
Lereclus et al., FEMS Microbiol. Letts., 60:211-218 (1989)) como se describe en el ejemplo 10. El vector lanzadera
pHT3101 que contiene la secuencia codificante para el VIP particular después puede utilizarse para transformar el
Bacillus colonizador de raices por medio de electroporacion (D. Lereclus et al. 1989, FEMS Microbiol. Letts. 60:211-
218).

Pueden disefiarse sistemas de expresién de forma que las proteinas VIP se secreten fuera del citoplasma de bacterias
gram-negativas, por ejemplo, E. coli. Las ventajas de secretar proteinas VIP son (1) se evitan los efectos téxicos
potenciales de las proteinas VIP expresadas dentro del citoplasma, (2) se puede aumentar el nivel de proteina VIP
expresada y (3) se puede ayudar a la purificacion eficaz de la proteina VIP.

Pueden obtenerse proteinas VIP que se secreten en E. coli, por ejemplo, por medio de la fusién de un péptido sefial
de E. coli apropiado con el extremo amino-terminal del péptido sefial de VIP o por medio del reemplazo del péptido
sefial de VIP por el péptido sefial de E. coli. Pueden encontrarse péptidos sefial reconocidos por E. coli en proteinas que
ya se sabe que se secretan en E. coli, por ejemplo, la proteina OmpA (J. Ghrayeb, H. Kimura, M. Takahara, Y. Masui
y M. Inouye, EMBO J., 3:2437-2442 (1984)). OmpA es una proteina principal de la membrana externa de E. coli y,
de esta manera, se considera que su péptido sefial es eficaz en el proceso de translocacién. Ademads, el péptido sefial
de OmpA no necesita modificarse antes del procesamiento, como seria el caso de otros péptidos sefial, por ejemplo el
péptido sefial de lipoproteinas (G. Duffaud, P. March y M. Inouye, Methods in Enzymology, 153:492 (1987)).

Especificamente, pueden introducirse sitios de restriccion tnicos BamHI en los extremos amino-terminal y car-
boxi-terminal de las secuencias codificantes de VIP usando métodos convencionales conocidos en la técnica. Estos
fragmentos BamHI pueden clonarse en fase en el vector pIN-III-ompA1l, A2 o A3 (J. Ghrayeb, H. Kimura, M. Ta-
kahara, H. Hsiung, Y. Masui y M. Inouye, EMBO J., 3:2437-2442 (1984)) creando de esta manera un gen de fusién
ompA:VIP que se secreta en el espacio peripldsmico. Los otros sitios de restriccion en el poliengarce de pIN-III-
ompA pueden eliminarse por métodos convencionales conocidos en la técnica de forma que la secuencia codificante
de amino4cidos amino-terminal de VIP esté directamente después del sitio de escision del péptido sefial de ompA. De
esta manera, la secuencia de VIP secretada en E. coli seria idéntica a la secuencia de VIP nativa.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2213162 T3

Cuando el péptido sefial nativo de VIP no se necesita para un replegamiento apropiado de la proteina madura,
tales secuencias senal pueden retirarse y reemplazarse por la secuencia sefial de ompA. Pueden introducirse sitios de
restriccion BamHI unicos en el extremo amino de las secuencias codificantes de proproteina directamente después de
las secuencias codificantes del péptido sefnal de VIP y el extremo carboxi de la secuencia codificante de VIP. Estos
fragmentos BamHI después pueden clonarse en los vectores pIN-III-ompA como se ha descrito anteriormente.

En la técnica se conocen métodos generales para emplear las cepas de la invencién en el control pesticida o en la
modificacién por ingenieria genética de otros organismos como agentes pesticidas. Véanse, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 5.039.523 y el documento EP 0480762A2.

Las VIP pueden fermentarse en un hospedador bacteriano y las bacterias resultantes procesarse y usarse como pul-
verizaciones microbianas de la misma manera que se han usado cepas de Bacillus thuringiensis como pulverizaciones
insecticidas. En el caso de una VIP que se secreta a partir de Bacillus, la sefial de secrecidn se retira o se muta usando
procedimientos conocidos en la técnica. Tales mutaciones y/o deleciones previenen la secrecién de la proteina VIP
en el medio de crecimiento durante el proceso de fermentacion. Las VIP quedan retenidas dentro de la célula y las
células después se procesan para producir las VIP encapsuladas. Para este fin puede usarse cualquier microorganismo
adecuado. Se ha usado pseudomonas para expresar endotoxinas de Bacillus thuringiensis como proteinas encapsula-
das y las células resultantes se han procesado y pulverizado como un insecticida (H. Gaertner et al. 1993, In Advanced
Engineered Pesticides, L. Kim ed.)

De esta manera se usan diversas cepas de Bacillus thuringiensis. Tales cepas de Bt producen las proteinas en-
dotoxinas asi como VIP. Como alternativa, tales cepas pueden producir sélo VIP. Se ha demostrado que una cepa
con esporulacién deficiente de Bacillus subtilis produce altos niveles de endotoxina CrylIIA procedente de Bacillus
thuringiensis (Agaisse, H. y Lereclus, D., “Expression in Bacillus subtilis of the Bacillus thuringiensis CryllIA to-
xin gene is not dependent on a sporulation-specific sigma factor and is increased in a spoOA mutant”, J. Bacteriol.,
176:4734-4741 (1994)). Puede prepararse un mutante spoOA similar en Bacillus thuringiensis y usarse para producir
VIP encapsuladas que no se secretan en el medio sino que quedan retenidas dentro de las células.

Para mantener las VIP dentro de la células de Bacillus, el péptido sefial puede desarmarse de forma que ya no
funcione como una sefial de secrecion.

Como alternativa, los péptidos sefial de VIP de la invencién pueden eliminarse de la secuencia, haciendo que sean
irreconocibles como proteinas de secrecién en Bacillus. Especificamente, puede modificarse por ingenieria genética
un sitio de inicio de metionina delante de la secuencia de la proproteina usando métodos conocidos en la técnica.

Pueden introducirse genes VIP en microorganismos que se multiplican en plantas (epifitos) para suministrar pro-
tefnas VIP a plagas diana potenciales. Los epifitos pueden ser, por ejemplo, bacterias gram-positivas o gram-negativas.

Las cepas de Bacillus de la invencion o los microorganismos que se han alterado genéticamente para contener el
gen pesticida y la proteina pueden usarse para proteger cultivos agricolas y productos frente a plagas. En un aspecto
de la invencion, se tratan células enteras, es decir no lisadas, de un organismo productor de una toxina (pesticida) con
reactivos que prolongan la actividad de la toxina producida en la célula cuando la célula se aplica al medio de la plaga
o plagas diana.

Como alternativa, los pesticidas se producen introduciendo un gen heterélogo en un hospedador celular. La expre-
sion del gen heterdlogo ocasiona, directa o indirectamente, la produccién intracelular y el mantenimiento del pesticida.
Estas células después se tratan en condiciones que prolongan la actividad de la toxina producida en la célula cuando la
célula se aplica al medio de la plaga o las plagas diana. El producto resultante retiene la toxicidad de la toxina. Estos
pesticidas encapsulados de forma natural después pueden formularse de acuerdo con técnicas convencionales para la
aplicacién en el medio que alberga una plaga diana, por ejemplo, un substrato, agua y el follaje de las plantas. Véase,
por ejemplo, el documento EPA 0192319, y las referencias citadas en el mismo.

Los ingredientes activos de la presente invenciéon normalmente se aplican en forma de composiciones y pueden
aplicarse al drea de cultivo o a la plata a tratar simultdneamente o en sucesion con otros compuestos. Estos compuestos
pueden ser fertilizantes o donadores de micronutrientes u otras preparaciones que influyen sobre el crecimiento de las
plantas. También pueden ser herbicidas selectivos, insecticidas, fungicidas, bactericidas, nematicidas, molusquicidas
o mezclas de varias de estas preparaciones, si se desea, junto con vehiculos aceptables desde el punto de vista agricola,
tensioactivos o adyuvantes promotores de la aplicacion empleados habitualmente en la técnica de la formulacién. Los
vehiculos y adyuvantes adecuados pueden ser sélidos o liquidos y corresponden a las substancias empleadas habitual-
mente en la tecnologia de la formulacién, por ejemplo, substancias minerales naturales o regeneradas, disolventes,
dispersantes, agentes humectantes, espesantes, aglutinantes o fertilizantes.

Los métodos preferidos de aplicacién de un ingrediente activo de la presente invencién o una composicién agro-
quimica de la presente invencion que contiene al menos una de las proteinas especificas de insectos producidas por
las cepas bacterianas de la presente invencidn son aplicacién en las hojas, recubrimiento de semillas y aplicacion en
el substrato. El nimero de aplicaciones y la velocidad de aplicacién dependen de la intensidad de infestacion por la
plaga correspondiente.
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De esta manera, la presente invencién proporciona una composicién entomocida que comprende como ingrediente
activo al menos una de las nuevas proteinas especificas de insectos de acuerdo con la invencién y/o un microorga-
nismo recombinante que contiene al menos una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica las nuevas proteinas especificas de insectos en forma recombinante, pero especialmente una cepa de Bacillus
spp recombinante, tal como Bacillus cereus o Bacillus thuringiensis, que contiene al menos una molécula de ADN
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica las nuevas proteinas especificas de insectos en forma re-
combinante, o un derivado o mutante de la misma, junto con un adyuvante agricola tal como un vehiculo, diluyente,
tensioactivo o adyuvante promotor de la aplicacién. La composicién también puede contener otro compuesto biol6gi-
camente activo. Dicho compuesto puede ser tanto un fertilizante o donador de micronutrientes como otra preparacién
que influya sobre el crecimiento de la planta. También puede ser un herbicida selectivo, insecticida, fungicida, bacteri-
cida, nematicida, molusquicida o mezclas de varias de estas preparaciones, si se desea, junto con vehiculos aceptables
desde el punto de vista agricola, tensioactivos o adyuvantes promotores de la aplicaciéon empleados habitualmente en
la técnica de la formulacion. Los vehiculos y adyuvantes adecuados pueden ser sélidos o liquidos y corresponden a las
substancias empleadas habitualmente en la tecnologia de la formulacién, por ejemplo, substancias minerales naturales
o regeneradas, disolventes, dispersantes, agentes humectantes, espesantes, aglutinantes o fertilizantes.

La composicién puede comprender de un 0,1 a un 99% en peso del ingrediente activo, de un 1 a un 99,9% en
peso de un adyuvante sélido o liquido, y de un 0 a un 25% en peso de un tensioactivo. El ingrediente activo que
comprende al menos una de las nuevas proteinas especificas de insecto de acuerdo con la invencién o un microorga-
nismo recombinante que contiene al menos una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica las nuevas proteinas especificas de insectos en forma recombinante, pero especialmente una cepa de Bacillus
spp recombinante, tal como una cepa de Bacillus cereus o Bacillus thuringiensis que contiene al menos una molé-
cula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica las nuevas proteinas especificas de insectos
en forma recombinante, un derivado o mutante de la misma, o la composicién que contiene dicho ingrediente acti-
vo, puede administrarse a las plantas o cultivos a proteger junto con ciertos insecticidas o agentes quimicos distintos
(1993 Crop Protection Chemicals Reference, Chemical and Pharmaceutical Press, Canadd) sin perder potencia. Esto
es compatiblecon la mayoria de los materiales de pulverizacion agricolas usados cominmente, pero no debe usar-
se en soluciones de pulverizacion extremadamente alcalinas. Puede administrarse como un polvo, suspension, polvo
humectable o cualquier otra forma de material adecuada para la aplicacién agricola.

La invencién también proporciona métodos para controlar o inhibir plagas de insectos por medio de la aplicacién
de un ingrediente activo que comprende al menos una de las nuevas proteinas especificas de insectos de acuerdo
con la invencién o un microorganismo recombinante que contiene al menos una molécula de ADN que comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica las nuevas proteinas especificas de insectos en forma recombinante o una
composicién que comprende dicho ingrediente activo en (a) un medio en el que puede existir la plaga de insectos, (b)
una planta o parte de una planta para proteger dicha planta o parte de la planta de los dafios producidos por una plaga
de insectos o (c) semillas para proteger una planta que se desarrolla a partir de dichas semillas de los dafios producidos
por una plaga de insectos.

Un método de aplicacién preferido en el drea de la proteccion de plantas es la aplicacion en el follaje de las plantas
(aplicacion foliar), dependiendo el nimero de aplicaciones y la velocidad de aplicacion de la planta a proteger y del
riesgo de infestacidn por la plaga en cuestién. Sin embargo, el ingrediente activo también puede penetrar en las plantas
a través de las raices (accion sistémica) si el locus de las plantas se impregna con una formulacién liquida o si el
ingrediente activo se incorpora en forma sélida en el locus de las plantas, por ejemplo en el substrato, por ejemplo en
forma granulada (aplicacién en el substrato). En arrozales, tales granulos pueden aplicarse en cantidades medidas en
el campo de arroz inundado.

Las composiciones de acuerdo con la invencidén también son adecuadas para proteger un material de propagacion
de plantas, por ejemplo semillas, tales como frutos, tubérculos o granos, o esquejes de plantas, frente a las plagas
de insectos. El material de propagacién puede tratarse con la formulacién antes de la plantacion: las semillas, por
ejemplo, pueden recubrirse antes de sembrarse. El ingrediente activo de la invencién también puede aplicarse a granos
(recubrimiento) impregnando los granos con una formulacién liquida o recubriéndolos con una formulacién sélida.
La formulacién también puede aplicarse en el sitio de plantacién cuando el material de propagacién se esta plantando,
por ejemplo, en los surcos de siembra durante la siembra. La invencién también se refiere a los métodos de tratamiento
de un material de propagacién de plantas y al material de propagacién de plantas tratados de esta manera.

Las composiciones de acuerdo con la invencién que comprenden como ingrediente activo un microorganismo
recombinante que contiene al menos uno de los nuevos genes de toxina en forma recombinante, pero especialmente una
cepa de Bacillus spp recombinante tal como una cepa de Bacillus cereus o Bacillus thuringiensis que contiene al menos
una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica las nuevas proteinas especificas de
insectos en forma recombinante, o un derivado mutante de la misma, pueden aplicarse en cualquier método conocido
para el tratamiento de semillas o de substratos con cepas bacterianas. Por ejemplo, véase la Patente de Estados Unidos
N° 4.863.866. Las cepas son eficaces para el biocontrol aunque el microorganismo no esté vivo. Sin embargo, se
prefiere la aplicacion del microorganismo vivo.

Los cultivos diana a proteger dentro del alcance de la presente invencién comprenden, por ejemplo, las siguientes
especies de plantas:
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cereales (trigo, cebada, centeno, avena, arroz, sorgo y cultivos relacionados), remolacha (remolacha azucarera
y remolacha forrajera), hierba para forraje (dactilo apelotonado, cafiuela y similares), frutos de hueso, frutos
pomdceos y frutos blandos (manzanas, peras, ciruelas, melocotones, almendras, cerezas, fresas, frambuesas y
moras), plantas leguminosas (judias, lentejas, guisantes, soja), plantas para la obtencidn de aceite (colza, mosta-
za, adormidera, aceitunas, girasol, coco, ricino, cacao, cacahuetes), cucurbitdceas (calabazas, pepinos, melones),
plantas para la obtencién de fibras (algodén, lino, cafiamo, yute), frutos citricos (naranjas, limones, pomelos,
mandarinas), hortalizas (espinacas, lechugas, esparragos, coles y otras brasiciceas, cebollas, tomates, patatas,
pimientos), plantas laurdceas (aguacate, zanahoria, canela, alcanforero), arboles de hoja caduca y coniferas (por
ejemplo, tilos, tejos, robles, alisos, chopos, abedules, abetos, alerce, pinos), o plantas tales como maiz, tabaco,
nueces, café, cafa de azicar, té, vides, lipulo, platanos y plantas de caucho natural, asi como plantas ornamen-
tales (incluyendo las compuestas).

Una cepa de Bacillus spp recombinante, tal como una cepa Bacillus cereus o Bacillus thuringiensis, que contiene
al menos una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica las nuevas proteinas espe-
cificas de insectos en forma recombinante, normalmente se aplica en forma de composiciones entomocidas y puede
aplicarse en el drea de cultivo o la planta a tratar, simultdneamente o en sucesién, con compuestos bioldgicamente
activos adicionales. Estos compuestos pueden ser tanto fertilizantes como donadores de micronutrientes u otras pre-
paraciones que influyen sobre el crecimiento de las plantas. También pueden ser herbicidas selectivos, insecticidas,
fungicidas, bactericidas, nematicidas, molusquicidas o mezclas de varias de estas preparaciones, si se desea junto con
otros vehiculos, tensioactivos o adyuvantes promotores de la aplicacién empleados habitualmente en la técnica de la
formulacién.

El ingrediente activo de acuerdo con la invencién puede usarse en forma no modificada o junto con cualquier
vehiculo aceptable desde el punto de vista agricola que sea adecuado. Tales vehiculos son adyuvantes empleados con-
vencionalmente en la técnica de la formulacion agricola y, por lo tanto, se formulan de una manera conocida en con-
centrados emulsionables, pastas recubribles, soluciones pulverizables directamente o diluibles, emulsiones diluidas,
polvos humectables, polvos solubles, polvo fino, granulados y también encapsulaciones, por ejemplo, en substancias
poliméricas. Al igual que la naturaleza de las composiciones, los métodos de aplicacién, tales como pulverizacion,
atomizacion, espolvoreo, dispersién o vertido, se eligen de acuerdo con el objetivo deseado y las circunstancias pre-
valentes. Las proporciones de aplicacion ventajosas normalmente son de aproximadamente 50 g a aproximadamente
5 kg de ingrediente activo (a.i.) por hectdrea (“ha”, aproximadamente 2.471 acres), preferiblemente de aproximada-
mente 100 g a aproximadamente 2 kg a.i./ha. Son proporciones de aplicacién importantes de aproximadamente 200 g
a aproximadamente 1 kg a.i./ha y de 200 g a 500 g a.i./ha.

En el caso de semillas recubiertas, son proporciones de aplicacién ventajosas de 0,5 g a 1000 g a.i. por 100 kg de
semillas, preferiblemente de 3 g a 100 g a.i. por 100 kg de semillas o de 10 g a 50 g a.i. por 100 kg de semilla.

Los vehiculos y adyuvantes adecuados pueden ser sdlidos o liquidos y corresponden a las substancias emplea-
das habitualmente en la tecnologia de la formulacion, por ejemplo, substancias minerales naturales o regeneradas,
disolventes, dispersantes, agentes humectantes, espesantes, aglutinantes o fertilizantes. Las formulaciones, es decir,
las composiciones entomocidas, preparaciones o mezclas que contienen la cepa de Bacillus spp recombinante, tales
como cepas de Bacillus cereus o Bacillus thuringiensis que contienen al menos una molécula de ADN que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica las nuevas proteinas especificas de insectos en forma recombinante como
ingrediente activo o combinaciones de las mismas con otros ingredientes activos y, cuando sea apropiado, un adyu-
vante s6lido liquido, se preparan de una manera conocida, por ejemplo, mezclando homogéneamente y/o triturando
los ingredientes activos con diluyentes, por ejemplo, disolventes, vehiculos sélidos y, en algunos casos, compuestos
con actividad superficial (tensioactivos).

Son disolventes adecuados: hidrocarburos arométicos, preferiblemente las fracciones que contienen de 8 a 12 ato-
mos de carbono, por ejemplos, mezclas de xileno o naftalenos substituidos, ftalatos tales como ftalato de dibutilo o
ftalato de dioctilo, hidrocarburos alifaticos tales como ciclohexano o parafinas, alcoholes y glicoles y sus éteres y
ésteres, tales como etanol, etilenglicol monometil o monoetil éter, cetonas tales como ciclohexanona, disolventes fuer-
temente polares tales como N-metil-2-pirrolidona, dimetilsulféxido o dimetilformamida, asi como aceites vegetales o
aceites vegetales epoxidados tales como aceite de coco epoxidado o aceite de soja; o agua.

Los vehiculos sélidos usados, por ejemplo, para polvos finos y polvos dispersables, normalmente son cargas mi-
nerales naturales tales como calcita, talco, caolin, montmorillonita o attapulgita. Para mejorar las propiedades fisicas
también puede afiadirse 4cido silicico muy disperso o polimeros absorbentes muy dispersos. Los vehiculos granulares
adsorbentes son de tipo poroso, por ejemplo piedra pémez, ladrillo triturado, sepiolita o bentonita; y los vehiculos
no adsorbentes adecuados son materiales tales como calcita o arena. También puede usarse un gran nimero de ma-
teriales pregranulados de naturaleza orgénica o inorganica, por ejemplo, especialmente dolomita o residuos vegetales
triturados.

Los compuestos tensioactivos adecuados son, dependiendo de la naturaleza de los ingredientes activos a formular,
tensioactivos no iénicos, catiénicos y/o aniénicos con buenas propiedades de emulsion, dispersion y humectacion.
También se entendera que el término “tensioactivos” comprende mezclas de tensioactivos. Los tensioactivos aniénicos
adecuados pueden ser jabones solubles en agua y compuestos tensioactivos sintéticos solubles en agua. Son jabones
adecuados las sales de metales alcalinos, sales de metales alcalinotérreos o sales de amonio substituido o no substituido
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de 4dcidos grasos superiores (con 10 a 22 dtomos de carbono), por ejemplo, las sales de sodio o potasio del 4cido oleico
o estedrico, o de mezclas de dcidos grasos naturales que pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de aceite de coco o
de sebo. Otros tensioactivos adecuados también son las sales de metiltaurina de dcidos grasos asi como fosfolipidos
modificados y no modificados.

Sin embargo, con mas frecuencia se usan los tensioactivos denominados sintéticos, especialmente sulfonatos gra-
sos, sulfatos grasos, derivados de bencimidazol sulfonado o alquilarilsulfonatos. Los sulfonatos o sulfatos grasos
normalmente estan en forma de sales de metales alcalinos, sales de metales alcalinotérreos o sales de amonio substi-
tuido o no substituido, y generalmente contienen un radical alquilo de 8 a 22 4tomos de carbono que también incluye
el resto alquilo de radicales acilo, por ejemplo, la sal de sodio o calcio del acido lignosulfénico, de dodecilsulfato, o
de una mezcla de sulfatos de alcohol graso obtenido a partir de dcidos grasos naturales. Estos compuestos también
comprenden las sales de ésteres de dcido sulfirico y 4cidos sulfénicos de aductos de alcohol graso/6xido de etileno.
Los derivados de bencimidazol sulfonados preferiblemente contienen dos grupos de dcido sulfénico y un radical de
dcido graso que contiene de aproximadamente 8§ a 22 dtomos de carbono. Son ejemplos de alquilarilsulfonatos las
sales de sodio, calcio o trietanolamina del acido dodecilbenceno sulfénico, el dcido dibutilnaftaleno sulfénico, o de
un producto de condensacién de dcido naftalenosulfénico/formaldehido. También son adecuados los correspondientes
fosfatos, por ejemplo sales del éster del dcido fosférico de un aducto de p-nonilfenol con 4 a 14 moles de 6xido de
etileno.

Son tensioactivos no idnicos, preferiblemente, derivados de poliglicol éter de alcoholes alifaticos o cicloaliféticos,
o dcidos grasos saturados o insaturados y alquilfenoles, conteniendo dichos derivados de 3 a 30 grupos de glicol éter
y de 8 a 20 dtomos de carbono en el resto de hidrocarburo (alifatico) y de 6 a 18 dtomos de carbono en el resto alquilo
de los alquilfenoles.

Son otros tensioactivos no i6nicos adecuados, los aductos solubles en agua de 6xido de polietileno con polipropi-
lenglicol, etilendiaminopolipropilenglicol y alquilpolipropilenglicol que contiene de 1 a 10 4&tomos de carbono en la
cadena alquilo, conteniendo dicho aductos de 20 a 250 grupos de etilenglicol éter y de 10 a 100 grupos de propilengli-
col éter. Estos compuestos normalmente contienen de 1 a 5 unidades de etilenglicol por unidad de propilenglicol. Son
ejemplos representativos de tensioactivos no iénicos nonilfenolpolietoxietanoles, poliglicol éteres de aceite de ricino,
aductos de 6xido de polipropileno/polietileno, tributilfenoxipolietoxietanol, polietilenglicol y octilfenoxipolietoxieta-
nol. También son tensioactivos no iénicos adecuados ésteres de dcidos grasos de polioxietileno sorbitdn, tales como
trioleato de polioxietileno sorbitdn.

Los tensioactivos catiénicos son preferiblemente sales de amonio cuaternario que contienen, como substituyente
en N, al menos un radical alquilo que tiene de 8 a 22 dtomos de carbono y, como substituyentes adicionales, radicales
alquilo, bencilo o hidroxialquilo inferior no substituidos o halogenados. Las sales preferiblemente estan en forma de
haluros, metilsulfatos o etilsulfatos, por ejemplo, cloruro de esteariltrimetilamonio o bromuro de bencildi-(2-cloroetil)
etilamonio.

Los tensioactivos empleados habitualmente en la técnica de la formulacién se describen, por ejemplo, en “Mc-
Cutcheon’s Detergents and Emulsifiers Annual”, MC Publishing Corp. Ridgewood, N.J., 1979; Dr. Helmut Stache,
“Tensid Taschenbuch” (Handbook of Surfactants), Carl Hanser Verlag, MunichNienna.

Otra caracteristica particularmente preferida de una composicién entomocida de la presente invencién es la persis-
tencia del ingrediente activo cuando se aplica a las plantas y al substrato. Las posibles causas de pérdida de actividad
incluyen inactivacién por luz ultravioleta, calor, exudados de hoja y pH. Por ejemplo, a alto pH, particularmente en
presencia de un reductor, se solubilizan los cristales de §-endotoxina y, de esta forma, se vuelven mds accesibles a la
inactivacién proteolitica. El alto pH de las hojas también podria ser importante, particularmente cuando la superficie
de la hoja puede estar en el intervalo de pH 8-10. La formulacién de una composicién entomocida de la presente
invencion puede solucionar estos problemas por medio de la inclusion de aditivos para ayudar a prevenir la pérdida
del ingrediente activo o la encapsulacién del material de tal manera que el ingrediente activo quede protegido de la
inactivacion. La encapsulacién puede realizarse quimicamente (McGuire y Shasha, J Econ Entomol 85: 1425-1433,
1992) o biol6gicamente (Barnes y Cummings, 1986; documento EP-A 0 192 319). La encapsulacién quimica implica
un proceso en el que el ingrediente activo se recubre con un polimero mientras que la encapsulacion bioldgica im-
plica la expresién de los genes de d-endotoxina en un microbio. Para la encapsulacion biolégica, el microbio intacto
que contiene al menos una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica las nuevas
proteinas especificas de insectos en forma recombinante se usa como ingrediente activo en la formulacién. Ademads,
los protectores UV podrian reducir eficazmente las lesiones por irradiacion. La inactivacion debida al calor también
podria controlarse incluyendo un aditivo apropiado.

Dentro de la presente solicitud se prefieren formulaciones que comprenden microorganismos vivos como ingre-
diente activo, en forma de la célula vegetativa o, mds preferiblemente, en forma de esporas, si estdn disponibles. Las
formulaciones adecuadas pueden constar, por ejemplo, de geles de polimero que estan reticulados con cationes poliva-
lentes y comprenden estos microorganismos. Esto se describe, por ejemplo, por D.R. Fravel et al., en Phytopathology,
Vol. 75, N° 7.774-777, 1985 para el alginato como material polimérico. Por esta publicacién también se sabe que
pueden usarse conjuntamente materiales de vehiculo. Por regla general, estas formulaciones se preparan mezclando
soluciones de polimeros formadores de gel sintéticos o naturales, por ejemplo, alginatos, y soluciones acuosas de sales
de iones metalicos polivalentes, por ejemplo en forma de gotitas individuales, siendo posible que el microorganismo
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esté suspendido en una o en las dos soluciones de reaccién. La formacién del gel empieza con la mezcla en forma
de gotas. Estas particulas de gel pueden secarse posteriormente. Esto proceso se denomina gelificacién ionotrépica.
Dependiendo del grado de secado, se forman particulas compactas y duras de polimeros que estdn estructuralmente
reticulados a través de cationes polivalentes y comprenden los microorganismos y un vehiculo presente distribuido de
forma predominantemente uniforme. El tamafio de las particulas puede ser de hasta 5 mm.

En el documento EP-A 1-0 097 517 se describen composiciones basadas en polisacdridos parcialmente reticulados
que, ademads de un microorganismos, por ejemplo, también pueden comprende 4cido silicico finamente dividido como
material de vehiculo, teniendo lugar la reticulacion, por ejemplo, a través de iones de Ca**. Las composiciones tienen
una actividad acuosa no mayor que 0,3. W.J. Cornick er al. describen en un articulo de revisién [New Directions in
Biological Control: Alternatives for Suppressing Agricultural Pests and Diseases, paginas 345-372, Alan R. Liss, Inc.
(1990)] diversos sistemas de formulacién, granulos con vermiculita como vehiculo y perlas de alginato compactas
preparadas por el proceso de gelificacion ionotrépico mencionado. Tales composiciones también se describen por
D.R. Fravel en Pesticide Formulations and Application Systems: 11th Volume, ASTM STP 1112 American Society
for Testing and Materials, Philadelphia, 1992, paginas de 173 a 179 y pueden usarse para formular los microorganismos
recombinantes de acuerdo con la invencion.

Las composiciones entomocidas de la invencién normalmente contienen de aproximadamente un 0,1 a aproxima-
damente un 99%, preferiblemente de aproximadamente un 0,1 a aproximadamente un 95%, y atin més preferiblemente
de aproximadamente un 3 a aproximadamente un 90% del ingrediente activo, de aproximadamente un 1 a aproxima-
damente un 99,9%, preferiblemente de aproximadamente un 1 a aproximadamente un 99%, y ain mds preferiblemente
de aproximadamente un 5 a aproximadamente un 95% de un adyuvante sélido o liquido, y de aproximadamente un
0 a aproximadamente un 25%, preferiblemente, de aproximadamente un 0,1 a aproximadamente un 25%, y ain mas
preferiblemente de aproximadamente un 0,1 a aproximadamente un 20% de un tensioactivo.

En una realizacién preferida de la invencion, las composiciones entomocidas normalmente contienen de un 0,1
a un 99%, preferiblemente de un 0,1 a un 95% de una cepa de Bacillus spp recombinante, tal como una cepa de
Bacillus cereus o Bacillus thuringiensis que contiene al menos una molécula de ADN que comprende una secuencia
de nucleédtidos que codifica las nuevas proteinas especificas de insectos en forma recombinante, o una combinacién
de la misma con otros ingredientes activos, de 1 a un 99,9% de una adyuvante sélido o liquido, y de un 0 a un 25%,
preferiblemente de un 0,1 a un 20% de un tensioactivo.

Aunque los productos comerciales preferiblemente se formulan como concentrados, el usuario final normalmen-
te empleard formulaciones diluidas de una concentracidn substancialmente menor. Las composiciones entomocidas
también pueden contener otros ingredientes tales como estabilizantes, antiespumantes, reguladores de la viscosidad,
aglutinantes, espesantes asi como fertilizantes u otros ingredientes activos, para obtener efectos especiales.

Habiéndose descrito de forma general la invencion, la misma se entendera por referencia a los siguientes ejemplos
detallados que se proporcionan con fines ilustrativos y no deben considerarse limitantes de la invencién a menos que
se especifique.

Se ha creado una nomenclatura convencional basandose en la identidad de la secuencia de las proteinas incluidas
en la presente invencidn. A continuacién se muestran los nombres de los genes y proteinas para los ejemplos detallados
que se presentan a continuacién y su relacién con los nombres usados en la solicitud parental [solicitud de patente de
Estados Unidos con el n° de serie 314594/08].

Nombre del Gen/Proteina Nombre del Gen/Proteina en la Descripcion de Proteina
segun la Nomenclatura Solicitud Parental
Convencional
VIP3A(a) -- VIP de la cepa AB88 como se

descnibe en SEC ID N°: 1 de Ja
presente solicitud
VIP3A(b) - VIP de cepa AB424 como se
describe en SEC ID N°: 4 de la
presente solicitud
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Seccion experimental
Ejemplos de formulaciéon

El ingrediente activo usado en los siguientes ejemplos de formulacién son Bacillus cereus cepa AB78 que tiene
el N° de Acceso NRRL B-21058; las cepas de Bacillus thuringiensis que tiene los N° de Acceso NRRL B-21060,
NRRL B-21224, NRRL B-21225, NRRL B-21226, NRRL B-21227 y NRRL B-21439; y las cepas de Bacillus spp
que tienen los N° de Acceso NRRL B-21228, NRRL B-21229 y NRRL B-21230. Todas las cepas mencionadas son
aislados naturales que comprenden las proteinas especificas de insectos de acuerdo con la invencién.

Como alternativa, se usan las proteinas especificas de insectos aisladas como ingrediente activo solo o en combi-
nacién con las cepas de Bacillus mencionadas anteriormente.

Al. Polvos humectables
a) |b) |¢)

esporas de Bacillus thuringiensis 25% | 50% | 75%
lignosufonato sédico 5% | 5% | --
laurilsulfato sédico 3% | - | 5%
diisobutilnaftalenosulfonato sédico - 1 6% | 10%
octilfenol polietilenglicol éter (7-8 moles de 6xido de etileno) | -- | 2% | --
acido silicico muy disperso 5% | 10% | 10%
caolin 62% | 27% | --

Las esporas se mezclan minuciosamente con los adyuvantes y la mezcla se tritura minuciosamente en un moli-
no adecuado, produciendo polvos humectables que pueden diluirse con agua para proporcionar suspensiones de las
concentraciones deseadas.

A2. Concentrado emulsionable

esporas de Bacillus thuringiensis 10%
octilfenol polietilenglicol éter (4-5 moles de dxido de etileno) 3%
dodecilbencenosulfonato célcico 3%

poliglicol éter de aceite de ricino (36 moles de 6xido de etileno) | 4%
ciclohexanona 30%
mezcla de xileno 50%

Pueden obtenerse emulsiones de cualquier concentracion requerida a partir de este concentrado por dilucién con
agua.

A3. Polvo

a) |b)
esporas de Bacillus thuringiensis | 5% | 8%
talco 95% 1 --
caolin -~ 192%

Se obtienen polvos listos para el uso mezclando el ingrediente activo con los vehiculos y triturando la mezcla en
un molino adecuado.
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A4. Granulado de Extrusor

Esporas de Bacillus thuringiensis | 10%
lignosulfonato sédico 2%
carboximetilcelulosa 1%
caolin 87%

El ingrediente activo o la combinacién se mezcla y se tritura con los adyuvantes y la mezcla posteriormente se
humedece con agua. La mezcla se extruye, se granula y se seca en una corriente de aire.

AS. Grénulo Recubierto

esporas de Bacillus thuringiensis | 3%
polietilenglicol (peso mol. 200) | 3%
caolin 94%

El ingrediente activo o la combinacién se aplica uniformemente en un mezclador al caolin humedecido con polie-
tilenglicol. De esta manera, se obtienen granulados recubiertos que no desprenden polvo.

A6. Concentrado de Suspensién

esporas de Bacillus thuringiensis 40%
etilenglicol 10%
nonilfenol polietilenglicol éter (15 moles de dxido de etileno) | 6%

lignosulfonato sédico 10%
carboximetilcelulosa 1%

solucidn acuosa de formaldehido al 37% 0,2%
aceite de silicona en forma de una solucidn acuosa al 75% 0,8%
agua 32%

El ingrediente activo o la combinacion se mezclan intimamente con los adyuvantes proporcionando un concentrado
de suspension a partir del cual pueden obtenerse suspensiones de cualquier concentracion deseada por dilucién con
agua.

Ejemplo 1

Cultivo bacteriano

Se us6 un subcultivo de la cepa AB78 de Bc para inocular el siguiente medio, conocido como caldo TB:

Triptona 12 g/l
Extracto de lavadura | 24 g/l
Glicerol 4 ml/l
KH,PO, 2,1 g
K,HPO, 14,7 g/l
pH 7,4

El fosfato potésico se afiadi6 al caldo esterilizado en autoclave después de la refrigeracién. Los matraces se incu-
baron a 30°C en un agitador rotatorio a 250 rpm durante 24 h-36 h, lo que representa desde las primeras etapas hasta
las etapas intermedias de la fase de crecimiento logaritmica.

El procedimiento anterior puede aumentarse ficilmente a escala a fermentadores mayores por procedimientos bien
conocidos en la técnica.
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Durante el crecimiento vegetativo, normalmente 24-36 horas después de iniciar el cultivo, que representa desde las
primeras etapas hasta las etapas intermedias de la fase de crecimiento logaritmica, se centrifugaron bacterias AB78
del sobrenadante de cultivo. El sobrenadante de cultivo que contenia la proteina activa se usé en bioensayos.

Ejemplo 2
Bioensayos en insectos
Se ensayo6 la cepa AB78 de B. cereus contra diversos insectos como se describe mds adelante.

Gusano de la raices del maiz del oeste, del norte y del sur, Diabrotica virgifera virgifera, D. longcornis barberiy D.
undecimpunctata howardi, respectivamente: se realizaron diluciones del sobrenadante de cultivo de AB78 cultivado
durante 24-36 horas, se mezclaron con dieta artificial fundida (Marrone et al. (1985), J. of Economic Entomology
78:290-293) y se dejaron solidificar. La dieta solidificada se cortd y se puso en placas. Se pusieron larvas recién
nacidas en la dieta y se mantuvieron a 30°C. Después de 6 dias se registr6 la mortalidad.

Bioensayo en clones de E. coli: se cultivaron células E. coli durante una noche en caldo que contenifa 100 ug/ml de
ampicilina a 37°C. Se sonicaron diez ml de cultivo tres veces durante 20 segundos cada vez. Se afiadieron 500 ul de
cultivo sonicado a dieta fundida de gusano de las raices del maiz del oeste.

Escarabajo de la patata de Colorado, Leptinotarsa decemlineata: se realizaron diluciones en Triton X-100 (para
proporcionar una concentracién final de TX-100 del 0,1%) del sobrenadante de cultivo de AB78 cultivado durante 24-
36 horas. Se sumergieron piezas de hojas de patata de cinco cm? en estas diluciones, se secaron al aire y se pusieron
en un papel de filtro humedecido en placas de plastico. Se pusieron larvas recién nacidas en las piezas de hoja y se
mantuvieron a 30°C. Se registr6 la mortalidad después de 3-5 dias.

Gorgojo amarillo de la harina, Tenebrio molitor. Se realizaron diluciones de sobrenadante de cultivo de AB78
cultivado durante 24-36 horas, se mezclaron con dieta artificial fundida (Bioserv n® F9240) y se dejaron solidificar.
La dieta solidificada se cort6 y se puso en placas de plastico. Se pusieron larvas recién nacidas sobre la dieta y se
mantuvieron a 30°C. Se registr6 la mortalidad después de 6-8 difas.

Perforador europeo del maiz, gusano cortador negro, gusano de los brotes del tabaco, gusano cornudo del tabaco y
gusano soldado de la remolacha; Ostrinia nubilalis, Agrotis ipsilon, Heliothis virescens, Manduca sexta 'y Spodoptera
exigua, respectivamente: se realizaron diluciones en TX-100 (para proporcionar una concentracién final de TX-100
del 0,1%) del sobrenadante de cultivo de AB78 cultivado durante 24-36 horas. Se pusieron 100 ul con una pipeta en
la superficie de 18 cm? de una dieta artificial solidificada (Bioserv n° F9240) y ésta se dej6 secar al aire. Después se
pusieron larvas recién nacidas sobre la superficie de la dieta y se mantuvieron a 30°C. Se registré la mortalidad después
de 3-6 dias.

Mosquito doméstico del norte: Culex pipiens: se realizaron diluciones del sobrenadante de cultivo de AB78 culti-
vado durante 24-36 horas. Se pusieron 100 ul con una pipeta en 10 ml de agua en un recipiente de plastico de 30 ml. Se

afiadieron larvas en la tercera fase larvaria al agua y se mantuvieron a temperatura ambiente. Se registr6 la mortalidad
después de 24-48 horas. En la tabla 14 se proporciona el espectro de actividad entomocida de AB78.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 14

Actividad de sobrenadantcs de cultivo de AB78 contra diversas especies de insectos

Especies de insectos ensayadas hasta la fecha Orden Actividad

Gusano de las raices del maiz del oeste Col +++
(Diabrotica virgifera virgifera)

Gusano de las raices del maiz del norte Col +++
(Diabrotica longicornis barberi)

Gusano de las raices del maiz del sur Col -
(Diabrotica undecimpunctata howardi)

Escarabajo de la patata de Colorado Col -
(Leptinotarsa decemlineata)

Gorgojo amarillo de la harina Col -
(Tenebrio molitor)

Perforador europeo del maiz Lep -
(Ostrinia nubilalis)

Gusano de los brotes del tabaco Lep -
(Heliothis virescens)

Gusano cornudo del tabaco Lep -
(Manduca sexta)

gusano soldado de la remolacha Lep -
(Spodoptera exigua)

gusano cortador negro Lep -
(Agrotis ipsilon)

Mosquito doméstico del norte Dip -
(Culex pipiens)

La cepa AB78 de B. cereus recién descubierta mostré un espectro significativamente diferente de actividad insec-
ticida en comparacién con d-endotoxinas activas de coledpteros conocidas procedentes de Bt. En particular, AB78
mostré una actividad més selectiva contra escarabajos que las cepas Bt activas contra coledpteros conocidas, ya que
fue especificamente activa contra Diabrotica spp. Mas especificamente, fue la mas activa contra D. virgifera virgifera
y D. longicornis barberi pero no contra D. undecimpunctata howardi.

Se bioensayaron varias cepas de Bacillus para comprobar la actividad durante el crecimiento vegetativo (tabla 15)

contra el gusano de las raices del maiz del oeste. Los resultados demuestran que AB78 es tnica, ya que la actividad
contra el gusano de las raices del maiz del oeste no es un fenémeno general.
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TABLA 15
Actividad de sobrenadantes de cultivo de diversas especies de Bacillus contra el gusano de las
raices del maiz del oeste
Cepa de Bacillus Porcentaje de mortalidad WCRW
B. cereus (Bat. 1) 100
B. cereus (Bat. 2) 100
B. cereus (Carolina Bio.) 12
B. cereus ATCC 11950 12
B. cereus ATCC 14579 8
B. mycoides (Carolina Bio.) 30
B. popilliae 28
B. thuringiensis HD135 41
B. thuringiensis HD191 9
B. thuringiensis GC91 4
B. thuringiensis isrealensis 24
Control de Agua 4

En la tabla 16 se proporciona la actividad especifica de AB78 contra el gusano de las raices del maiz del oeste.

TABLA 16
Actividad del sobrenadante de cultivo de AB78 contra el gusano de las raices del maiz del
oeste recién nacido
Concentracién de sobrenadante de cultivo Porcentaje de mortalidad WCRW
(W/ml)
100 100
25 87
10 80
5 40
2,5 20
1 6
0 0

Se calcul6 una LCs, de 6,2 ul de sobrenadante de cultivo por ml de dieta de gusano de las raices del maiz del oeste.

El sedimento celular también se bioensayd y no tuvo actividad contra WCRW. De esta manera, la presencia de
actividad sélo en el sobrenadante indica que esta VIP es una exotoxina.

Ejemplo 3
Clonacion de cosmidos de ADN total procedente de la cepa AB78 de B. Cereus

Se cloné el gen VIP1(a) procedente de ADN total preparado a partir de la cepa AB78 como se indica a continua-
cidén:

El aislamiento del ADN de AB78 se realizo como se indica a continuacion:

1. Se cultivaron las bacterias en 10 ml de caldo L durante una noche. (Se usé un tubo de centrifuga estéril de 50
ml).
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2. Se afnadieron 25 ml de caldo L nuevo y ampicilina (30 ug/ml).
3. Se cultivaron las células durante 2-6 horas a 30°C con agitacion.

4. Se centrifugaron las células en un tubo de polipropileno de 50 ml con tapa naranja en una centrifuga clinica de
sobremesa IEC a una velocidad de 3/4.

5. El sedimento celular se resuspendié en 10 ml de TES (TES = TRIS 50 mM pH 8,0, EDTA 100 mM, NaCl 15
mM).

6. Se afiadieron 30 mg de lisozima y la mezcla se incubé durante 2 horas a 37°C.
7. Se anadieron 200 ul de SDS al 20% y 400 ul de solucién madre de proteinasa K (20 mg/ml). Se incubé a 37°C.

8. Se afiadieron 200 ul de proteinasa K nueva. Se incub6 durante 1 hora a 55°C. Se anadieron 5 ml de TES para
obtener un volumen final de 15 ml.

9. Se extrajo con fenol dos veces (100 ml de fenol, centrifugacién a temperatura ambiente a una velocidad 3/4 en
una centrifuga clinica de sobremesa IEC). El sobrenadante (fase superior) se transfirié a un tubo limpio usando una
pipeta de calibre ancho.

10. Se extrajo una vez con 1:1 vol. de fenol:cloroformo/alcohol isoamilico (relacion 24:1).

11. Se precipité el ADN con un volumen igual de isopropanol frio; se centrifugé para sedimentar el ADN.

12. El sedimento se resuspendié en 5 ml de TE.

13. El ADN se precipité con 0,5 ml de NaOAc 3 M pH 5,2 y 11 ml de etanol al 95%. Se puso a -20°C durante 2
horas.

14. Se recogié el ADN de “gancho” del tubo con un asa de plastico, se transfirié a un tubo de microcentrifuga, se
centrifugo, se retird el exceso de etanol con una pipeta, y se sec6 al vacio.

15. Se resuspendi6 en 0,5 ml de TE. Se incub6 durante 90 minutos a 65°C para ayudar a mantener el ADN en
solucién.

16. Se determind la concentracién usando procedimientos convencionales.
Clonacion de cosmidos de AB78

Todos los procedimientos, a menos que se indique otra cosa, se realizaron de acuerdo con el protocolo de Strata-
gene, Superoos 1 Instruction Manual, N° de cat. 251301.

En general, las etapas fueron las siguientes:

A. Digestién parcial con Sau 3A del ADN de AB7S.
B. Preparacion del ADN del vector.

C. Unién y empaquetamiento del ADN

D. Titulacién de la biblioteca de c6smidos

1. Iniciar un cultivo de células HB101 poniendo 50 ml de un cultivo de una noche en 5 ml de TB con maltosa
al 0,2%. Incubar durante 3,5 horas a 37°C.

2. Centrifugar las células y resuspenderlas en 0,5 ml de MgSO, 10 mM.
3. Afadir conjuntamente:

100 | células

100 | mezcla de empaquetamiento diluida

100 |10 mm MgSO,

30 ITB
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4. Adsorber a temperatura ambiente durante 30 minutos sin agitacion.
5. Aifadir 1 ml de TB y mezclar suavemente. Incubar durante 30 minutos a 37°C.
6. Cultivar 200 | en placas de L-amp. Incubar a 37°C durante una noche.

Se seleccionaron aleatoriamente al menos 400 clones de césmidos y se analiz6 su actividad contra el gusano de
las raices del maiz del oeste como se describe en el ejemplo 2. En hibridaciones de Southern se usé el ADN de
5 clones activos y de 5 clones no activos. Los resultados demostraron que la hibridacién obtenida usando la sonda
oligonucleotidica descrita anteriormente se correlacionaba con la actividad del gusano de las raices del maiz del oeste
(tabla 18).

Los clones cosmidicos P3-12 y P5-4 se han depositado en el Agricultural Research Service Patent Culture Collec-
tion (NRRL) y se les ha concedido los nimeros de acceso NRRL B-21061 y NRRL B-21059 respectivamente.

TABLA 18
Actividad de clones cosmidicos de AB78 contra el gusano de las raices del mafz del oeste
Clon Porcentaje medio de mortalidad (N=4)
Clones que hibridan con la sonda
P1-73 47
P1-83 64
P2-2 69
P3-12 85
P54 97
Clones que no hibridan con la sonda
P1-2 5
P3-8
P3-9 12
P3-18 0
P4-6 9
Ejemplo 4

Purificacion de VIP a partir de la cepa AB88

Se realizaron cultivos liquidos bacterianos durante una noche [durante 12 horas] a 30°C en medio TB. Las células
se centrifugaron a 5000 x g durante 20 minutos y se retuvo el sobrenadante. Las proteinas presentes en el sobrenadante
se precipitaron con sulfato amonico (saturacién del 70%), se centrifugaron [a 500 x g durante 15 minutos] y se retuvo
el sedimento. El sedimento se resuspendié en el volumen original de Tris 20 mM pH 7,5 y se dializ6 durante una
noche frente al mismo tamp6n a 4°C. El dializado de AB88 era mas turbio que el material comparable procedente de
AB78. El dializado se valoré a pH 4,5 usando citrato s6dico 20 mM (pH 2,5) y, después de 30 minutos de incubacién a
temperatura ambiente, la solucién se centrifugd a 3000 x g durante 10 minutos. El sedimento de proteinas se redisolvid
en Bis-Tris-Propano 20 mM pH 9,0.

Las proteinas de AB88 se han separado por varios métodos diferentes después de la clarificacién incluyendo
enfoque isoeléctrico (Rotofor, BioRad, Hercules, CA), precipitacién a pH 4,5, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de exclusién molecular y ultrafiltracion.

Las protefnas se separaron en una columna de intercambio aniénico Poros HQ/N (PerSeptive Biosystems, Cam-
bridge, MA) usando un gradiente lineal de NaCl de 0 a 500 mM en Bis-Tris-Propano 20 mM pH 9,0 a un caudal de 4
ml/min. La proteina insecticida se eluyé a NaCl 250 mM.

La proteina activa contra el perforador europeo del maiz (ECB) permanecia en el sedimento obtenido por precipi-
tacion del dializado a pH 4,5. Cuando se realiz6 un IEF preparativo sobre el dializado usando anfélitos de pH 3-10, se
encontrd actividad insecticida contra ECB en todas las fracciones con un pH de 7 o mayor. El andlisis de SDS-PAGE
de estas fracciones mostré bandas proteicas de peso molecular ~60 kDa y ~80 kDa. Las bandas de 60 kDa y 80 kDa
se separaron por HPLC de intercambio aniénico en una columna Poros-Q (PerSeptive Biosystems, Cambridge, MA).
Se obtuvo la secuencia N-terminal a partir de dos fracciones que contenfan proteinas de peso molecular ligeramente
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diferente, pero ambas de un tamafio de aproximadamente 60 kDa. Las secuencias obtenidas eran similares entre si y a
algunas §-endotoxinas.

Cuando el sedimento activo contra ECB a pH 4,5 se separé adicionalmente por intercambio aniénico en una
columna Poros-Q, se encontr6 actividad sélo en las fracciones que contenfan una banda principal de ~60 kDa.

La proteina activa para el gusano cortador negro también permanecia en el sedimento cuando el dializado de AB88
se llevé a pH 4,5. En el IEF preparativo usando anfélitos de pH 3-10, no se encontré actividad en las fracciones de IEF
activas para ECB; en cambio, la actividad fue la maxima en una fraccién de pH 4,5-5,0. Sus componentes principales
tienen pesos moleculares de ~75 y ~80 kDa.

El sedimento de pH 4,5 se separ6 por HPLC de intercambio aniénico para producir fracciones que contenian sélo
el material de 35 kDa y fracciones que contenian tanto la banda de 35 kDa como la banda de 80 kDa.

Ejemplo 5
Caracterizacion de VIP de AB8S

Se generaron fracciones que contenian las diversas proteinas vegetativas activas contra lepidépteros como se descri-
be en el ejemplo 4. Se separaron fracciones con actividad insecticida en geles de SDS-poliacrilamida del 8 al 16% y se
transfirieron a membranas de PVDF [LeGendre ef al, (1989) en: A Practical Guide to Protein and Peptide Purification
for Microsequencing, ed Matsudaria PT (Academic Press Inc, Nueva York]. Los andlisis biolégicos de las fracciones
demostraron que diferentes VIP eran responsables de las diferentes actividades contra especies de lepiddpteros.

La actividad contra Agrotis ipsilon se debe a una proteina de 80 kDa y/o una proteina de 35 kDa, suministradas
individualmente o en combinacién. Estas proteinas no estan relacionadas con ninguna §-endotoxina de Bt como se
demuestra por la falta de homologia de secuencias de secuencias de -endotoxina de Bt conocidas. La proteina insecti-
cida vip3A(a) de la cepa AB88 estd presente principalmente (al menos un 75% del total) en sobrenadantes de cultivos
de ABSS.

Ademds, estas proteinas no se encuentran en el cristal de 6-endotoxina de AB88. Se compararon secuencias N-
terminales de las proteinas 6-endotoxinas principales con las secuencias N-terminales de las VIP de 80 kDay 35 kDa y
no revelaron homologia de secuencias. La secuencia N-terminal de la proteina insecticida vip3A(a) posee varios restos
cargados positivamente (de Asn2 a Asn7) seguidos de una regién de niicleo hidréfoba (de Thr8 a Ile34). A diferencia
de la mayoria de las proteinas de secrecidn conocidas, la proteina insecticida vip3A(a) de la cepa AB88 no se procesa
N-terminalmente durante la exportacion.

La actividad contra Ostrinia nubilalis se debe a una VIP de 60 kDa y la actividad contra Spodoptera frugiperda se
debe a una VIP de tamaiio desconocido.

La cepa ABS88 de Bacillus thuringiensis se ha depositado en el Agricultural Research Service, Patent Culture
Collection (NRRL), Northern Regional Research Center, 1815 North University Street, Peoria, Illinois 61604, USA y
se le ha concedido en nimero de acceso NRRL B-21225.

Ejemplo 6
Aislamiento y actividad biolégica de B. Thuringiensis AB424

Se aisl6 una cepa de B. thuringiensis, denominada AB424, a partir de una muestra de pifia de pino cubierta con

musgo por métodos convencionales conocidos en la técnica. Se realizé un subcultivo de AB424 y se preparé para el

bioensayo como se describe en el ejemplo 1.

La actividad bioldgica se evalué como se describe en el ejemplo 2. Los resultados son los siguientes:

Especie de insecto ensayada Porcentaje de mortalidad
Ostrinia nubilalis 100

Agrotis ipsilon 100
Diabrotica virgifera virgifera 0

La cepa AB424 se ha depositado en Agricultural Research Service, Patent Culture Collection (NRRL), Northern
Regional Research Center, 1815 North University Street, Peoria, Illinois 61604, USA, y se le ha concedido el n° de
acceso NRRL B-21439.
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Ejemplo 7
Clonacion de los genes VIP3A(a) y VIP3A(b) que codifican proteinas activas contra el gusano cortador negro

Se aislé ADN total a partir de aislados AB88 y AB424 [Ausubel et al (1988), en: Current Protocols in Molecular
Biology (John Wiley & Sons, NY)] y se digiri6 con las enzimas de restricciéon Xbal [biblioteca de fragmentos Xbal
fraccionada por tamafos de 4,0 a 5,0 kb del ADN de AB88 de B. thuringiensis] y EcoRI [biblioteca de fragmentos
EcoRI fraccionados por tamaifios de 4,5 a 6,0 kb de ADN de AB424 de B. thuringiensis] respectivamente, se unié
al vector pBluescript previamente linealizado con las mismas enzimas y desfosforilado, y se utilizé para transformar
la cepa DH5a de E. coli. Los clones recombinantes se transfirieron a filtros de nitrocelulosa que posteriormente se
sondearon con un oligonucleétido de 33 bases de longitud marcado con **P que correspondia a los 11 aminodcidos N-
terminales de la proteina de 80 kDa activa contra Agrotis ipsilon (gusano cortador negro). La hibridacién se realizé
a42°C en 2 x SSC/SDS al 0,1% (1 x SSC = NaCl 0,15 M/citrato sédico 0,015 M, pH 7,4) durante 5 minutos y dos
veces a 50°C en 1 x SSC/SDS al 0,1% durante 10 minutos. Cuatro de 400 clones recombinantes fueron positivos.
Los bioensayos de insectos de los recombinantes positivos mostraron una toxicidad contra larvas del gusano cortador
negro comparable a la de los sobrenadantes de AB88 o AB424.

El plasmido pCIB7104 contiene un fragmento Xbal de 4,5 kb de ADN de AB88. Se construyeron subclones para
definir la region codificante de la proteina insecticida.

Se construy6 E. coli pCIB7105 por clonacién del fragmento Xbal-Accl de 3,5 kb de pCIB7104 en pBluescript.

El plasmido pCIB7106 contenia un fragmento EcoRI de 5,0 kb de ADN de AB424. Este fragmento se digiri6 adi-
cionalmente con Hincll para obtener un inserto EcoRI-Hincll de 2,8 kb (pCIB7107), que atn codificaba una proteina
insecticida funcional.

La secuencia de nucleétidos de pCIB7104, un clon recombinante positivo de AB88, y de pCIB7107, un clon
recombinante positivo de AB424, se determiné por el método de terminacion didesoxi de Sanger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 74:5463-5467 (1977), usando kits de secuenciacion PRISM Ready Reaction Dye Deoxi Terminator
Cycle y kits de secuenciacién PRISM Sequenase® Terminator Double-Stranded ADN y se analiz6 en un secuenciador
automdtico ABI 373.

El clon pCIB7104 contiene el gen VIP3A(a) cuya regidn codificante se describe en la SEC ID N°: 1 y la secuencia
de la proteina codificada se describe en la SEC ID N°: 2. En la SEC ID N°: 3 se proporciona una version sintética de
la regién codificante disefiada para conseguir una alta expresion en maiz. En la SEC ID N°: 6 se describe una fusién
entre una secuencia sintética y una secuencia nativa. Puede disefiarse cualquier nimero de genes sintéticos basandose
en la secuencia de aminodcidos proporcionada en la SEC ID N°: 2.

El clon pCIB7107 contiene el gen VIP3A(b) cuya regién codificante se describe en la SEC ID N°: 4 y la proteina
codificada se describe en la SEC ID N° 5. Tanto pCIB7104 como pCIB7107 se han depositado en el Agricultural
Research Service Patent Culture Collection (NRRL) y se les ha concedido los nimeros de acceso NRRL B-21422 y
NRRL B-21423, respectivamente.

El gen de VIP3A(a) contiene una fase de lectura abierta (ORF) que se extiende desde el nucle6tido 732 al 3105.
Esta ORF codifica un péptido de 791 aminodcidos que corresponde a una masa molecular de 88.500 daltons. Una
secuencia de Shine-Dalgarno (SD) se localiza 6 bases antes de la primera metionina y su secuencia identifica una SD
fuerte para Bacillus.

El gen VIP3A(b) tiene una identidad del 98% con VIP3A(a).

Cuando se sond6 la mancha de transferencia del ADN total aislado a partir de células B. thuringiensis AB88 con un
fragmento de 33 bases que abarca la region N-terminal de la proteina insecticida VIP3A, pudieron observarse bandas
individuales en diferentes productos de digestion de restriccion. Este resultado se confirmé usando sondas mayores que
incluian la regién codificante del gen. Una bisqueda de la base de datos del GenBank no reveld ninguna homologia
con proteinas conocidas.

Ejemplo 8
Expresion de las proteinas insecticidas VIP3A

El transcurso de tiempo para la expresion de la proteina insecticida VIP3A(a) se analizé por transferencia de
western. Se tomaron muestras de cultivos de Bacillus thuringiensis AB88 a lo largo de su curva de crecimiento y
esporulacién. La proteina insecticida VIP3A(a) puede detectarse en los sobrenadantes de cultivos AB88 durante la
fase logaritmica, tan pronto como quince horas después de iniciar el cultivo. Alcanzé su nivel mdximo durante las
primeras etapas de la fase estacionaria y se mantuvo a altos niveles durante y después de la esporulacién. Se obtuvieron
resultados similares cuando se usaron sobrenadantes de cultivos de Bacillus cereus AB424. Los niveles de proteina
insecticida VIP3A(a) reflejaron la expresion del gen VIP3A(a) como se determina por transferencia de Northern. El
inicio de la esporulacién se determiné por observaciones microscépicas directas y por andlisis de la presencia de
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o-endotoxinas en los sedimentos celulares. Pudieron detectarse proteinas de tipo Cry-I en las dltimas etapas de la fase
estacionaria, durante y después de la esporulacion.

Ejemplo 9
Identificacion de nuevos genes de tipo VIP3 por hibridacion

Para identificar Bacillus que contenian genes relacionados con la VIP3A(a) del aislado AB8S, se seleccioné por
hibridacién una coleccidon de aislados de Bacillus. Se realizaron cultivos de 463 cepas de Bacillus en pocillos de
microtitulacién hasta la esporulacion. Se us6 un estampador de colonias de 96 puas para transferir los cultivos a placas
de 150 mm que contenian L-agar. Las placas inoculadas se mantuvieron a 30°C durante 10 horas y después a 4°C
durante una noche. Las colonias se transfirieron a filtros de nylon y se sondearon con un fragmento HindlIlII de 1,2 kb
procedente de VIP3A(a). La hibridacion se realizé durante una noche a 62°C usando las condiciones de hibridacién
de Maniatis et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982). Los filtros se lavaron con 2xSSC/SDS al 0,1% a
62°C y se expusieron a una pelicula de rayos X.

De las 463 cepas de Bacillus seleccionadas, 60 contienen genes de tipo VIP3 que podrian detectarse por hibrida-
cion. La caracterizacion adicional de algunas de ellas (AB6 y AB426) demostr6 que sus sobrenadantes contenian una
proteina insecticida de BCW similar a la proteina Vip3, que son activas contra el gusano cortador negro.

Ejemplo 10
Caracterizacion de una cepa M2194 de B. thuringiensis que contiene un gen de tipo VIP3 criptico

Se demostré que una cepa de B. thuringiensis, denominada M2194, contenia genes parecidos a VIP3 por hibrida-
cién de colonias como se describe en el ejemplo 8. El gen de tipo VIP3 de M2194 se considera criptico, ya que no
puede detectarse ninguna expresién a lo largo de las fases de crecimiento bacteriano por andlisis de inmunotransferen-
cia usando anticuerpos policlonales inducidos contra la proteina VIP3A(a) aislada a partir de AB88 o por bioensayo
como se describe en el ejemplo 2.

Se produjo antisuero contra la proteina insecticida VIP3A(a) purificada en conejos. La proteina unida a nitroce-
lulosa (50 pg) se disolvié en DMSO y se emulsioné con adyuvante completo de Freund (Difco). A dos conejos se
les administraron inyecciones subcutdneas una vez al mes durante 3 meses. Se extrajo sangre de los conejos 10 dias
después de la segunda y tercera inyecciones y se recuperd el suero a partir de las muestras de sangre [Harlow et al
(1988) en: Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Lab Press, Plainview, NY)].

El gen de tipo VIP3 de M2194 se cloné en pKS siguiendo el protocolo descrito en el ejemplo 3, que cre6 pCIB7108.
Las células E. coli que contenian pCIB7108 que comprende el gen VIP3 de M2194 eran activas contra el gusano cor-
tador negro, demostrando que el gen codifica una proteina funcional con actividad insecticida. El plasmido pCIB7108
se ha depositado en el Agricultural Research Service Patent Culture Collection (NRRL) y se le ha concedido el N° de
Acceso NRRL B-21438.

Ejemplo 11
Actividad insecticida de proteinas VIP3A

El espectro de actividad de proteinas insecticidas VIP3A se determiné cualitativamente en bioensayos de insectos
en los que se suministraron a larvas células E. coli recombinantes que llevaban los genes VIP*A. En estos ensayos, las
células que llevaban los genes VIP3A(a) y VIP3A(b) fueron insecticidas contra Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda,

Spodoptera exigua, Heliothis virescens y Helicoverpa zea. En las mismas condiciones experimentales, los extractos
bacterianos que contenian proteinas VIP3A no mostraron ninguna actividad contra Ostrinia nubilalis.
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Efecto de proteinas insecticidas VIP*A sobre larvas de Agrotis ipsilon
Tratamiento Mortalidad (%)
medio TB 5
Sobrenadante de AB88 100
Sobrenadante de Ab424 100
Tampén 7
E coli pKS 10
E coli pCIB7104 (AB88) 100
E coli pCIB7105 (AB88) 100
E coli pCIB7106 (AB424) 100
E coli pCIB7107 (AB424) 100
Efecto de proteinas insecticidas VIP3A sobre larvas de insectos lepidopteros
Tratamiento Insecto | (%) Mortalidad
E coli pKS BCW 10
FAW 5
BAW 10
TBW 8
CEW 10
ECB 5
E coli pCIB7105
E coli pCIB7107 BCW 100
FAW 100
BAW 100
TBW 100
CEW 50
ECB 10
BCW = gusano cortador negro; FAW = palomilla del maiz; BAW = gusano soldado de la remolacha;
TBW = gusano de los brotes del tabaco; CEW = gusano del fruto; ECB = perforador europeo del
mafz
Ejemplo 12

Aislamiento y actividad biolégica de otras especies de Bacillus sp.

Se han aislado otras especies de Bacillus que producen proteinas con actividad insecticida durante el crecimiento
vegetativo. Estas cepas se aislaron a partir de muestras de medio por metodologias convencionales. Se prepararon
aislados para bioensayos y se ensayaron como se describe en los ejemplos 1 y 2 respectivamente. A continuacidén
se representan en una tabla los aislados que produjeron proteinas insecticidas durante el crecimiento vegetativo con
actividad contra Agrotis ipsilon en el bioensayo. No se observd ninguna correlacion entre la presencia de un cristal de
¢-endotoxina y la produccién de proteinas insecticidas vegetativas.
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Aislado de Bacillus Presencia de cristal de &- Porcentaje de mortalidad
endotoxina

ABé6 + 100
ABS3 - 80
AB88 + 100
AB195 - 60
AB211 - 70
AB217 - 83
AB272 - 80
AB279 - 70
AB289 100
AB292 80
AB294 - 100
AB300 - 80
AB359 - 100

Los aislados AB289, AB294 y AB359 se han depositado en el Agricultural Research Service, Patent Culture
Collection (NRRL), Northern Regional Research Center, 1815 North University Street, Peoria II 61604, USA y se les

ha concedido los niimeros de acceso NRRL B-21227, NRRL B-21229, y NRRL B-21226, respectivamente.

A continuacién se representan en una tabla los aislados de Bacillus que producen proteinas insecticidas durante el

crecimiento vegetativo con actividad contra Diabrotica virgifera virgifera.

Aislado de Bacillus Presencia de cristal de 6-endotoxina Porcentaje de mortalidad
AB52 - 50
AB59 - 71
AB68 + 60
AB78 - 100
AB122 - 57
AB218 - 64
AB256 - 64

Los aislados AB59 y AB256 se han depositado en el Agricultural Research Service, Patent Culture Collection
(NRRL), Northern Regional Research Center, 1815 North University Street, Peoria Illinois 61604, USA, y se les han

concedido los nimeros de acceso NRRL B-21228 y NRRL B-2130, respectivamente.

Se han realizado los siguientes depdsitos en Agricultural Research Service, Patent Culture Collection (NRRL),

Northern Regional Research Center, 1815 North University Street, Peoria Illinois 61604, USA:
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Denominacion de la cepa

Nimero de depdsito

Fecha de deposicién

1. E. coli PL2

2. E. coli PL2

3. E. coli pCIB6022

4. E. coli pCIB6023

5. E. coli pCIB6023

6. Bacillus thuringiensis HD73-78VIP
7. Bacillus thuringiensis AB88
8. Bacillus thuringiensis AB359
9. Bacillus thuringiensis AB289
10. Bacillus sp. AB59

11. Bacillus sp. AB294

12. Bacillus sp. AB256

13. E. coli P54

14. E. coli P3-12

15. Bacillus cereus AB7T8

16. Bacillus thuringiensis AB6
17. E. coli pC1B6202

18. E. coli pCIB7100

19. E. coli pCIB7101

20. E. coli pC1B7102

21. E. coli pCIB7103

22. E. coli pCIB7104

23, E. coli pCIB7107

24_E. coli pCIB7108

25. Bacillus thuringiensis AB424

NRRL B-21221
NRRL B-2122IN
NRRL B-21222
NRRL B-21223
NRRL B-21223N
NRRL B-21224
NRRL B-21225
NRRL B-21226
NRRL B-21227
NRRL B-21228
NRRL B-21229
NRRL B-21230
NRRL B-21059
NRRL B-21061
NRRL B-21058
NRRL B-21060
NRRL B-21321]
NRRI B-21322
NRRL B-21323
NRRL B-21324
NRRL B-21325
NRRL B-21422
NRRL B-21423
NRRL B-21438
NRRL B-21439

9 de marzo de 1994

2 de septiembre de 1994
9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

2 de septiembre de 1994
9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

9 de marzo de 1994

18 de marzo de 1993

18 de marzo de 1993

18 de marzo de 1993

18 de marzo de 1993

2 de septiembre de 1994
2 de septiembre de 1994
2 de septiembre de 1994
2 de septiembre de 1994

2 de septiembre de 1994 |
24 de marzo de 1995

24 de marzo de 1995
5 de Mayo de 1995
5 de Mayo de 1995
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN que codifica una proteina pesticida que se puede aislar durante la fase de crecimiento
vegetativo de Bacillus spp. o variantes y fragmentos de la proteina que retienen actividad pesticida, donde dicha
proteina se puede aislar a partir de un medio de cultivo liquido, y donde dicha proteina se codifica por una secuencia
de nucleédtidos que hibrida con una secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 1, 3 6 4 a 65°C en un tampo6n que
comprende SDS al 7% y fosfato sédico 0,5 M, o donde dicha proteina presenta reaccién cruzada con anticuerpos
inducidos contra las proteinas de la SEC ID N°: 2 6 5.

2. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1, que codifica una proteina como se define por la SEC
ID N°: 1, SECID N°: 2, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6 y SEC ID N°: 7.

3. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 2, que tiene la secuencia de nucleétidos proporcionada
en la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4 o SEC ID N°: 6.

4. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de nucleétidos que se
ha optimizado total o parcialmente para la expresion en una planta utilizando codones preferidos para plantas.

5. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 4, que tiene la secuencia de nucleétidos proporcionada
en la SEC ID N°: 3 o SEC ID N°: 6.

6. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de nucleétidos que
se ha optimizado total o parcialmente para la expresion en un microorganismo utilizando codones preferidos para el
hospedador.

7. Una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1, que se puede obtener por un proceso que comprende

(a) obtener una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina
pesticida;

(b) hibridar dicha molécula de ADN con una sonda oligonucleotidica que se puede obtener a partir de una
molécula de ADN definida en la SEC ID N°: 1, SECID N°: 3, SECID N>: 4 0 SECID N*: 6y

(c) aislar dicho ADN hibridado.

8. Un cassette de expresion que comprende una molécula de ADN de acuerdo con una cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-7 unida operativamente a secuencias de expresion vegetales que incluyen las sefiales reguladoras de la
transcripcion y la traduccion necesarias para la expresion de las construcciones de ADN asociadas en un organismo
hospedador y, opcionalmente, secuencias reguladoras adicionales.

9. Un cassette de expresion de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el organismo hospedador es
una planta.

10. Una molécula de vector que comprende un cassette de expresion de acuerdo con la reivindicacion 8.
11. Una proteina pesticida codificada por una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1.

12. La proteina pesticida de la reivindicacion 11 caracterizada porque dicha proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 60 a aproximadamente 100 kDa.

13. La proteina pesticida de acuerdo con la reivindicacion 12, que tiene la secuencia de aminodcidos proporcionada
en la SEC ID N°: 29 o la SEC ID N°: 32.

14. La proteina pesticida de acuerdo con la reivindicacién 11, que se puede aislar durante la fase de crecimiento ve-
getativa de Bacillus thuringiensis AB88 depositado con el nimero de acceso NRRL B-21225, o Bacillus thuringiensis
AB424 depositado con el nimero de acceso NRRL 8-21439.

15. Un organismo hospedador que comprende una molécula de ADN de acuerdo con una cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 7, un cassette de expresion que comprende dicha molécula de ADN, o una molécula de vector que
comprende dicho cassette de expresion, preferiblemente incorporado de forma estable en el genoma del organismo
hospedador.

16. El organismo hospedador de acuerdo con la reivindicacién 15, seleccionado entre el grupo compuesto por
plantas y células de insectos, bacterias, levaduras, baculovirus, protozoos, nematodos y algas.

17. El organismo hospedador de acuerdo con la reivindicacién 15, que es un microorganismo transformado con un
cassette de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9 o una molécula de vector de acuerdo
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con la reivindicacién 10, caracterizado porque dicho microorganismo es preferiblemente un microorganismo que se
multiplica en plantas.

18. El organismo hospedador de acuerdo con la reivindicacion 17, caracterizado porque el microorganismo es
una bacteria colonizadora de raices o una cepa de Pseudomonas.

19. El organismo hospedador de acuerdo con la reivindicacion 17, caracterizado porque el microorganismo es
Bacillus thuringiensis AB88 depositado con el nimero de acceso NRRL B-21225 o Bacillus thuringiensis AB424
depositado con el nimero de acceso NRRL B-21439.

20. Una planta transgénica que incluye partes asi como la progenie y las semillas de la misma, transformada de
forma estable con una molécula de ADN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o un cassette de
expresion de acuerdo con la reivindicacién 9.

21. La planta de acuerdo con la reivindicacién 20 que expresa una proteina pesticida de acuerdo con la reivindica-
cion 11.

22. La planta de acuerdo con la reivindicacién 21 que expresa ademds un segundo principio de control de insectos
distinto, tal como la 6-endotoxina de Bt.

23. La planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20-22 a 23 que se selecciona entre el grupo
compuesto por maiz, sorgo, trigo, girasol, algodoén, arroz, soja, cebada y colza.

24. La planta de acuerdo con la reivindicacién 23 que es una planta de maiz.
25. La planta de acuerdo con la reivindicacidon 23 que es una planta de algodoén.
26. La planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 25 que es una planta hibrida.

27. Semilla de una planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 25 tratada con un recubri-
miento protector de semillas.

28. Un método para aislar una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1, comprendiendo dicho método

(a) obtener una molécula de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina
pesticida; y

(b) hibridar dicha molécula de ADN con una sonda oligonucleotidica que se puede obtener a partir de una
molécula de ADN definida en la SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 31 o SECID N°: 51y

(c) aislar dicho ADN hibridado.

29. Un método para aumentar la gama de insectos diana, caracterizado porque un cassette de expresion de acuerdo
con la reivindicacion 8 se expresa en una planta junto con al menos una segunda proteina insecticida que es diferente
de la proteina pesticida codificada por dicho cassette de expresion.

30. El método de acuerdo con la reivindicacion 29, caracterizado porque la segunda proteina insecticida se selec-
ciona entre el grupo compuesto por d-endotoxinas de Bt, inhibidores de proteasa, lectinas, @-amilasas y peroxidasas.

31. Un método para proteger las plantas contra las lesiones producidas por una plaga de insectos que comprende
plantar una planta transgénica para una molécula de ADN que codifica una proteina pesticida que hibrida en condicio-
nes moderadamente rigurosas con una sonda oligonucleotidica que se puede obtener a partir de una molécula de ADN
definida por la SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 35 o SEC ID N°: 51 de acuerdo con la reivindicacién 1 y
que expresa la proteina pesticida.

32. Un método para producir una planta o una célula vegetal que expresa una proteina pesticida que comprende
transformar dicha planta o célula vegetal con un cassette de expresion de acuerdo con la reivindicacién 9 o una
molécula de vector de acuerdo con la reivindicacién 10.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) y a la
Disposicion Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacion del
Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a Espafia y solicitadas
antes del 7-10-1992, no producirdn ningtn efecto en Espafia en la medida en que confieran
proteccion a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada reserva.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(A) NOMBRE: SYNGENTA PARTICIPATIONS AG
(B) CALLE:
(C) CIUDAD: Basilea
(E) PAIS: Suiza
(F) CODIGO POSTAL: 4002
(G) TELEFONO:
(H) TELEFAX: +41 61 323 50 44
() TELEX:

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Nuevas proteinas y cepas pesticidas
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 7

(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible
(B) ORDENADOR: PC IBM compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patenln Release N° 1.0, Versiéon N° 1.30B

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2378 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 9..2375
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “secuencia de ADN nativo que codifica la proteina VIP3A(a) de
AB88 contenida en pCIB7104”
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 1:

AGATGAAC ATG AAC AAG ART AAT ACT ARA TTA AGC ACA AGA GOC TTA CCA S0
Met Asn Lys Asn Asn Thr Lys leu Ser Thxr Arg Ala Leu Pxo
1 5 10

AGT TTT ATT GAT TAT TIT AAT GGC ATT TAT GGA TIT GCC ACT GGT ATC 98
Ser Phe Ile Asp Tyr Phe Asn Gly Ile Tyr Gly Phe Ala Thr Gly Ile
15 20 25 30
AAR GAC ATT ATG AAC ATG ATT TTT AAA ACG GAT ACA GGT GGT GAT CTA 146
Lys Asp Ile Met Asn Met Ile Phe Lys Thr Asp Thr Gly Gly Asp Leu
35 40 45
ACC CTA GAC GAR ATT TTA AAG AAT CAG CAG TTA CTA AAT GAT ATT TCT 194
Thr Leu Asp Glu Ile Leu Lys Asa Gln Gln Leu leu Asn Asp Ile Ser
50 55 60
GGT AAA TTG GAT GGG GTG AAT GGA AGC TTA AART GAT CTT ATC GCA CAG 242
Gly Lys Leu Asp Gly val Asn Gly Sex leu Asn Asp leu Ile Ala Gln
65 70 15
GGA ARC TTA AAT ACA GAA TTA TCT AAG GAA ATA TTA AAA ATT GCA AAT 290

Gly Asn Leu Asn Thr Glu Leu Ser Lys Glu Ile leu Lys Ile Ala Asn
a0 85 Y
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GAA CAR AAT CAR GIT TTA AAT GAT GTT AART AAC AAA CTC GAT GOG ATA
Glu Gln 2sn Gln Val Leu Asn Asp Val Asn Asn lys leu Asp Ala Ile
95 100 108 110

AAT ACG ATG CTT OGG GIA TAT CTA CCT AAA ATT ACC TCT ATG TTG AGT
Asn Thr Met leu Arg Val Tyr leu Pro Lys Ile Thr Sexr Met leu Ser
115 120 125

GAT GTA ATG ARA CAA AAT TAT GCG CTA AGT CTG CAA ATA GAA TAC TTA
Asp Val Met Lys Gln Asn Tyxr Ala leu Ser leu Gln Ile Glu Tyz leu
130 135 140
AGT AAA CAA TTG CAA GAG ATT TCT GAT AAG TIG GAT ATT ATT RAT GTA
Ser Lys Gln leu Gln Glu Ile Ser Asp Lys Leu Asp Ile Ile Asn Val
145 150 155
AAT GTA CTT ATT AAC TCT ACA CTT ACT GAA ATT ACA CCT GCG TAT CAA
Asn Val Leu Ile Asn Ser Thr leu Thr Glu Ile Thr Pro Ala Tyr Gla
160 165 170
AGG AT? AAR TAT GIG AAC GAA ARA TTT GAG GAA TTA ACT TIT GCT ACA
Arg Ile lys Tyx val Asn Glu Lys Phe Glu Glu leu Thr Fhe Ala Thr
175 180 185 190
GAR ACT AGT TCA AAA GTA AAA AAG GAT GGC TCT CCT GCA GAT ATY CIT
Glu Thr Ser Ser Lys Val Lys Lys Asp Gly Sexr Pro Ala Asp Ile leu
195 200 205
GAT GAG TTA ACT GAG TTA ACT GAR CTA GCG AAR AGT GTA ACA ARA AAT
Asp Glu leu Thr Glu Leu Thr Glu Leu Ala Lys Ser val Thr lys Asn
210 215 220
GAT CTG GAT GGT TIT GAA TTT TAC CIT AAT ACA TIC CAC GAT GTA AIG
Asp Val Asp Gly Phe Glu Phe Tyr Leu Asn Thr Fhe His Asp Val Met
225 230 235
GTA GGA ART AAT TIA TIC GGG CGT TCA GCT TTA AAA ACT GCA TOG GAA
Vel Gly Asn Asn Leu Phe Gly RArg Ser Ala leu Lys Thr Ala Ser Glu
240 245 250
TTA ATT ACT ARA GAA RAT GIG AAA ACA AGT GGC AGT GAG GIC GGA AAT
Leu Ile Thr Lys Glu Asn Val lys Thr Sex Gly Ser Glu Val Gly Asn
258 260 265 270
GTT TAT KAC TIC TTA ATT GTA TTA ACA GCT CTG CAA GCC CAA GCT TIT
Val Tyr Asn Phe Leu Ile Val leu Thr Ala leu Gln Ala Gln Ala Phe
275 280 285
CTT ACT TTA ACA ACA TGC OGA AAA TTA TTA GGC TTA GCA GAT ATT GAT
Iev Thr leu Thr Thr Cys Arg Lys Leu leu Gly leu Ala Asp Ile Asp
250 295 300
TAT ACT TCT ATT ATG AAT GAA CAT TTA AAT AAG GAA AAA GAG GAR TTT
Tyr Thr Ser Ile Met Asn Glu His Leu Asn Lys Glu lys Glu Glu Phe

3

o
o

305 )

338

386

434

482

530

578

626

614

722

770

818

866

914
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AGA GTA AAC ATC CTC CCT ACA CTT TCT AAT ACT TIT TCT AAT CCT AAT
Arg Val Asn Ile Leu Pro Thr Leu Ser Asn Thr Phe Ser Asn Pxo Asn
320 325 330

TAT GCA AAR GTT AAR GGA AGT GAT GAA GAT GCA ARG ATG ATT GIG GAA
Tyr Ala lys Val lys Gly Ser Asp Glu Asp Ala Lys Met Ile Val Glu
335 340 345 380

GCT ARR OCR GGA CAT GCA TIG ATT GGG TTIT GAR ATT AGT AAT GAT TCA
Ala lys Pro Gly His Ala leu Ile Gly Phe Glu Ile Ser Asn Asp Ser
355 360 365

ATT ACA GTA TTA AAR GTA TAT GAG GCT AAG CTA AAA CAR AAT TAT CAA
Ile Thr Vel Leu lys Val Tyr Glu Ala Lys Leu lys Gln Asn Tyr Gln
370 375 380

GIC GAT AAG GAT TCC TTA TCG GAR GIT ATT TAT GGT GAT ATG
val Asp Lys Asp fer leu
385

-4
)
§
&

23
¥
§E

s EE 53
by

TTA TIG TGC CCA GAT CAA TCT GAA CAA RTC TAT TAT ACA AAT
Leu Leu Cys Pro Asp Gln Ser Glu Gln Idle Tyx Tyxr Thr Asn
400 405 410

GTA TTT CCA AAT GAA TAT GTA ATT ACT ARA ATT GAT TTC ACT BAA

val Phe Pro Asn Glu Tyzr Val Ile Thr lys Ile Asp Phe Thr Lys

415 420 425 430

ATG AAA ACT TTA RGA TAT GAG GTA ACA GCG AAT TTT TAT GAT TCT TCT

Met Lys Thxr Leu Arg Tyx Glu Val Thr Ala Asn Phe Tyr Asp Ser Ser

435 440 445

ACA GGA GAA ATT GAC TTA AAT AAG AAA AAA GTA GAA TCA AGT GRA GOG

Thr Gly Glu Ile Asp leu Asn Lys Lys Lys Val Glu Ser Ser Glu Ala
450 455 460

GAG TAT AGA ROG TTA AGT GCT AAT GAT GAT GGG GTG TAT ATG CCG TTA

Glu Tyr Arg Thr Leu Ser Ala Asn Asp Asp Gly Val Tyr Met Pro leu

465 470 475
GGT GTC ATC AGT GAA ACA TTT TIG ACT COG ATT AAT GGG TTT GGC CTIC
Gly val Ile Ser Glu Thr Phe leu Thr Pro Ile Asn Gly Phe Gly leu
480 485 490

CAA GCT GAT GAR AAT TCA AGA TTA ATT ACT TTA ACA TGT AAA TCA TAT

Gln Ala Asp Glu Asn Ser Arg leu Ile Thr Len Thr Cys Lys Sex Tyr

495 500 505 510

TTA AGA GAA CTA CIG CTA GCA ACA GRC TTA AGC AAT ARA GAA ACT ARA

Leu Arg Glu leu Leu Ieu Ala Thr Asp Leu Ser Asn Lys Glu Thr lys

515 520 525
TIG ATC GCTC CCG CCA AGT GGT TIT ATT AGC AAT ATT GTA GAG ML GGG

1010

1058

1106

1154

1202

1250

1296

134€

1394

1442

1490

1538

1586

1634
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l=u Ile Val Pro Pro Sex Gly Phe Ile Sexr Asn Ile Val Glu Asn Gly
530 535 540

TCC ATA GAA GAG GAC AAT TTA GAG CCG TGG AAR GCA AAT AAT AAG AAT
Ser Tle Glu Glu Asp Asn Leu Glu Pro Trp lys Ala Asn Asn Lys Asn
545 550 555

GCG TAT GTA GAT CAT ACA GGC GGA GIG AAT GGA ACT ARA GCT TTA TAT
Ala Tyr Val Rsp His Thr Gly Gly Val Asn Gly Thr Lys Ala leu Tyr
560 565 570

GTT CAT AAG GAC GGA GGA ATT TCA CAA TTT ATT GGA GAT AAG TTA AMA

Val Ris Lys Asp Gly Gly Ile Ser Gln Phe Ile Gly Asp Lys leu lys
575 580 585 590
OCG AAA ACT GAG TAT GTA ATC CAA TAT ACT GTT ARA GGA AAA CCT TCY
Pro Lys Thr Glu Tyr Val Ile Gln Tyr Thr Val lys Gly Lys Pro Ser
598 600 605
ATT CAT TTA AAA GAT GAA ARAT ACT GGA TAT ATT CAT TAT GAA GAT ACA
Ile His Leu Lys Asp Glu Asn Thr Gly Tyr Ile His Tyr Glu Asp Thr
610 615 620
ART AART AAT TTA GAA GAT TAT CAA ACT ATT AAT AAA CGT TTT ACT ACA
Asn Asn Asn Leu Glu Asp Tyx Gln Thr Ile Asn Lys Arg Phe Thr Thr
625 630 635
GGA ACT GAT TTA AAG GGA GTG TAT TTA ATT TTA AAA AGT CAA AAT GGA
Gly Thr Asp leu Lys Gly Val Tyxr lLeu Xle leu Lys Ser Gln Asn Gly
640 645 650
GAT GAA GCT TGG GGA GAT AARC TTT ATT ATT TIG GAA ATT AGT OCT ICT
Rsp Glu Ala Txp Gly Asp Asn Phe lle Ile Ieu Glu Ile Ser Pro Sex
658 660 665 670
GAA MAG TTA TTA AGT CCA GAA TTA ATT AAT ACA AAT AAT TGG AOG AGT
Glu Lys Leu leu Ser Pro Glu leu Ile Asn Thr Asn Asn Trp Thr Ser
675 680 €85
ACG GGA TCA ACT MAT RIT AGC GGT AAT ACA CIC ACT CIT TAT CAG GGA
Thr Gly Ser Thr Asn Ile Ser Gly Asn Thr Leu Thr Leu Tyr Gln Gly
690 695 700
GGA CGA GGG ATT CTR AAA CAA AAC CIT CAA TTA GAT AGT TIT TCA ACT
Gly Axg Gly Ile leu Lys Gln Asn leu Gln leu Asp Ser Phe Ser Thr
705 710 5
TAT AGA GTG TAT TTT TCT GIG TCC GGA GAT GCT AAT GTA AGG ATT AGA
Tyr Axg Val Tyr Phe Ser Val Ser Gly Asp Ala Asn Vel Arg Ile Arg
720 728 730
ART TCT AGG GAA GTG TTA TIT GAA AAA AGA TAT ATG AGC GGT GCT AAA
Rsn Ser Arg Glu Val Leu Phe Glu lys Arg Tyr Met Ser Gly Ala Llys
735 740 45 750

leg82

1730

1778

1826

1874

1922

1970

2018
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2114

2162

2210
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GAT GTT TCT GAA ATG TTC ACT ACA AAMA TTT GAG AAA GAT AXC TIT TAT 2306
2sp Val Ser Glu Met Phe Thx Thr Lys Phe Glu Lys Asp Asn Phe Tyr
755 760 765

ATA GAG CTT TCT CAA GGG AAT AAT TTA TAT GGT GGT CCT ATT GTA CAY 2354
Ile Glu leu Ser Gln Gly Asn Asn Leu Tyr Gly Gly Pro Ile Val His
770 775 780

TTT TAC GAT GTC TCT ATT AAG TAA 2378
Phe Tyr Asp Val Ser Ile Lys
785

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 789 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 2:

Met Asn Lys Asn Asn Thr Lys Leu Sex Thx Arg Ala leu Pro Ser FPhe
1 5 10 15

Ile Asp Tyr Phe Asn Gly Ile Tyr Gly Phe Ala Thr Gly Ile lys Asp
20 25 30

Ile Met Asn Met Ile Phe Lys Thr Asp Thr Gly Gly Asp Leu Thr Leu
35 40 45

Asp Glu Ile Leu Lys Asn Gln Gln Leu Leu Asn Asp Ile Ser Gly Lys
50 55 60

Leu Asp Gly Val Asn Gly Ser Leu Asn Asp Leu Ile Ala Gln Gly Asn
65 70 75 80

lev Asn Thr Glu Leu Ser lLys Glu Ile Leu lLys Ile Ala Asn Glu Gln
85 90 95

Asn Gln Val Leu Asn Asp Val Asn Asn Lys Leu Asp Ala Xle Asn Thr
100 105 110

Met Leu Arg Val Tyr Leu Pro Lys Ile Thr Sex Met leu Sexr Asp Val
115 220 125

Met Lys Gln Asn Tyr Ala leu Ser Leu Gln Ile Glu Tyr Leu Ser Lys
130 135 140

Gln leu Gln Gluv Ile Ser Asp Lys leu 2sp Ile Ile Asn Val Asn val
145 150 155 160

Leu Ile Asn Ser Thr Leu Thr Glu Ile Thr Pro Ala Tyr Gln Arg Ile
165 170 178
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Lys Tyr val Asn Glu lys Phe Glu Glu Leu Thr Phe Ala Thr Glu Thr
180 185 190

Ser Ser Lys Val Lys lys Asp Gly Ser Pro Ala Asp Ile Leu Asp Glu
195 200 208

Leu Thr Glu leu Thr Glu Lcu Ala lys Ser Val Thx Lys Asn Asp Val
210 215 220

Asp Gly Phe Glu Phe Tyr leu Asn Thr Phe Eis Asp Val Met Val Gly
225 230 235 240

Asn Asn leu Phe Gly Arg Ser Ala Leu Lys Thr Ala Ser Glu leu Ila
245 250 255

Thr Lys Glu Asn Val lys Thr Ser Gly Ser Glu Val Gly Asn Val Tyr
260 265 270

Asn Phe leu Ile Val Leu Thr Ala leu Gln Ala Gln Ala Phe lLeu Thr
278 280 28%

Leu Thr Thr Cys Arg lys leu Leu Gly Leu Ala Asp Ile Asp Tyr Thrx
250 295 300

Ser Ile Met Asn Glu Bis leu Asn Lys Glu Lys Glu Glu Phe Arg Val
305 310 315 320

Asn Ile leu Pro Thr Leu Ser Asn Thr Phe Ser Asn Pro Asn Tyxr Ala
328 330 335

Lys Val lys Gly Ser Asp Glu Asp Ala lys Met Ile Val Glu Ala Lys
340 348 350

Pro Gly fis Ala leu Ile Gly Phe Glu Ile Ser Asn Asp Ser Ile Thr
355 360 365

Val leu Lys Val Tyx Glu Ala Lys leu Lys Gin Asn Tyzr Gln Val Asp
370 375 380

lys Asp Ser Leu Ser Glu Val Ile Tyr Gly Asp Met Asp Lys leu leu
385 390 385 400

Cys Pro Asp Gln Ser Glu Gin Ile Tyr Tyr Thr Asn Asn Ile Val Phe
405 410 415

Pro Asn Glu Tyr Val Ile Thr Lys Ile Asp Phe Thr Lys Lys Met Lys
420 425 430

Thr leu Arg Tyr Glu Val Thr Ala Asn Phe Tyr Asp Sexr Ser Thr Gly
435 440 445

Glu Ile Asp lLeu Asn lys Lys Lys Val Glu Ser Ser Glu Ala Glu Tyr
450 455 460
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Arg Thr Leu Ser Ala Asn Asp Asp Gly Val Tyr Met Pro leu Gly Val
465 470 478 480

Ile Ser Glu Thr Phe leu Thr Pro Ile Asn Gly Phe Gly Leu Gln Ala
985 490 495

Rsp Glu Asn Ser Arg leu Ile Thr leu Thr Cys Lys Ser Tyr leu Arg
500 505 510

Glu Leu leu Leu Ala Thx Asp leu Ser Asn Lys Glu Thr Lys leu Ile
515 520 525

Val Pro Prxo Ser Gly Phe Ile Sexr Asn Ile Val Glu Asn Gly Ser Ile
530 535 540

Glu Glu Asp Asn leu Glu Pro Trp Lys Ala Asn Asn lys Asp Ala Tyr
545 550 555 560

Val Asp His Thr Gly Gly Val Asn Gly Thr Lys Ala Leu Tyr Val His
565 570 575

Lys Asp Gly Gly Ile Ser Gln Phe Ile Gly Asp Lys leu Lys Pro lys
580 585 590

Thr Glu Tyr Val Ile Gln Tyr Thr Val Lys Gly Lys Pro Ser Ile His
595 600 605

Leu Lys Asp Glu Asn Thr Gly Tyr Ile His Tyr Glu Asp Thr Asn Asn
610 615 620

Asn Leu Glu Asp Tyr Gln Thr Ile Asn lys Arg Phe Thr Thr Gly Thr
625 630 635 640

Asp leu Lys Gly Val Tyxr leu Ile Leu Lys Ser Gln Asn Gly Asp Glu
645 650 655

Ala Trp Gly Asp Asn Phe Ile Yle leu Glu Ile Ser Pro Ser Glu Lys
660 665 670

leu Leu Ser Pro Glu leu Ile Asn Thr Asn Asn Trp Thr Sexr Thr Gly
675 680 685

Ser Thr Asn Ile Ser Gly Asn Thr leu Thr leu Tyr Gln Gly Gly Arg
690 695 700

Gly Ile leu Lys Gln Asn leu Gln leu Asp Ser Phe Ser Thr Tyr Arg
708 720 715 720

Val Tyr Phe Ser Val Ser Gly 2sp Ala Asn Val Arg Ile Arg Asn Ser
725 230 735

Arg Glu Val leu Phe Glu Lys Arg Tyr Met Sexr Gly Ala Lys Asp val
740 745 750

Ser Glu Met Phe Thx Thr Lys Phe Glu Lys Asp Asn Phe Tyr Ile Glu

755 760 765

Lleu Ser Gln Gly Asn Asn lcu Tyr Gly Gly Pro Ile Val His Phe Tyx

770 775 780

Asp Val Ser Ile Lys
785
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 3:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 2403 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico

(A) DESCRIPCION: /desc = “ADN sintético”

(iii) HIPOTETICO: NO
(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACION: 11..2389

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “secuencia de ADN optimizada para maiz que codifica VIP3A(A)”
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 3:

GGATCCACCA ATGAACATGA ACAAGARCAA CACCAAGCTG AGCACCOGOG COCTGOCGAG 60
CTTCATCGAC TACTTCAACG GCATCTAOGG CTTOGCOCACC GGCATCAAGG ACATCATGAA 120
CATGATCTTC AAGACCGACA COGGCGGOGA CCTGAOCCTG GAOGAGATOC TGAAGAACCA 180
GCAGCTGCTG AACGACATCA GOGGCAAGCT GGAOGGOGTG AACGGCAGOC TGAROGALCT 240
GATCGCCCAG GGCAACCTGR ACACCGAGCT GAGCAAGGAG ATCCTTAAGA TCGCCAACGA 300
GCAGARCCAG GTGCTGAACG ACGTGAACAR CRAGCTGGAC GOCATCAACA CCATGCTGOG 360
CGTGTACCTG CCGARGATCA CCAGCATGCT GAGCGACGTG ATGAAGCAGA ACTACGCOCT 420
GAGCCTGCAG ATCGAGTACC TGAGCARGCA GCTGCAGGAG ATCAGCOGACA AGCTGGACAT 480
CATCAACGTG AACGTCCTGA TCAACAGCAC CCTGACCGAG ATCACCCOGG CCTACCAGOG 540
CATCRAGTAC GTGAACGAGA AGTTCGAAGA GCTGACCTIC GOCACCGAGR OCAGCAGCAA 600
GGTGAAGAAG GACGGCAGCC CGGCCGACAT CCTGGACGAG CTGACCGAGC TGACCGAGCT 660
GGCCARGAGC GTGACCAAGA ACGACGTGGA CGGCTTCGAG TTCTACCTGA ACACCTTCCA 720
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CGACGTGATG GTGGGCHRACA ACCTGTIOGE CCGCAGOGCC CTGAAGACOG CCAGCGAGCT
GATCACCAAG GAGRACGTGA AGARCCAGCGG CAGOGAGGTG GGCAACGTGT ACARACTTCCT
GATOGTGCTG ACCGCCCTGC AGGOCCAGGC CTTCCTGACC CTGACCACCT GTCGCAAGCT
GCTGGGCCTG GCOGACATCG ACTACACCAG CATCATGRAC GAGCACTTGA ACARGGAGAA
GGAGGAGTTC CGCGTGARCA TCCTGCCGAC CCTGRGCAAC ACCTTCAGCA AQOCGAACTA
CGOCAAGGTG ARGGGCAGCG ACGAGGACGC CAAGATGATC GTGGAGGCTA AGCOGGGCCA
CGCGTTGATC GGCTTCOGAGA TCAGCAACGA CAGCATCAOC GTGCTGRAGG TGTACGAGGC
CAAGCTGAAG CAGAACTACC AGGTGGACAR GGACAGCTTG AGCGAGGTGA TCTACGGOGA
CATGGACARG CTGCTGTGTC CGGACCAGAG OGAGCAMRATC TACTACACCA ACAACATCST
GTTCCCGARL GAGTACGTGA TCACCAAGAT OGACITCACC ARAGAAGATGA AGACCCTGLG
CTACGAGGTG ACCGCCAACT TCTACGACAG CAGCACCGGC GAGATCGACC TGARCAAGAA
GAAGGTGGAG AGCAGOGAGE CCGAGTACOG CACCCTGAGC GCGAACGRCG ACGGCGTCTA
CATGCCACTG GGOGTGATCA GCGRGROCTT CCTGROOCCG ATCAACGGCT TTGGCCTGCA
GGCOGACGAG AACAGOOGCE TGATCACCCT GACCTGTAAG AGCTACCTGC GCGAGCTGCT
GCTAGCOCACC GACCTGAGCA ACAAGGAGAC CAAGCTGATC GTGCCACCGA GOGGCTTCAT
CAGCARCATC GTGGAGAACG GCAGCATCGA GGAGGACAAL CTGGAGCCGT GGAAGGCCAA
CAACAAGAAC GOCTAOGTGE ACCACAOCESE CGGOGTGAAL GGCACCAAGS CCCTGTACGT
GCACARGGAC GGOGGCATCA GCCAGTTCAT OGGCGACARG CTGARGCCGA AGRCCGAGTA
CSTGATOCAG TACACCGTGA AGGGCARAGCC ATOGATTCAC CTGARGGACG AGRACACCGG
CTACATCCAC TACGAGGACA CCAACAACAR CCTGGAGGAC TACCAGACCA TCAACAAGCG
CTTCACCACC GGCACCGACC TGAAGGGCGT GTACCTGATC CTGAAGAGCC AGAAOGGOGA
CGAGGOCTGG GGOGACAACT TCATCATCCT GGAGATCAGC CCGAGOGAGA AGCTGCTGAG
COCGGAGCTG ATCAACACCA ACARCTGGAC CAGCACOGGC AGCACCAACA TCAGCGGCAA
CACCCTGACC CTGTACCAGG GCGGOOGCGG CATCCTGAAG CAGAACCTGC AGCTGGACAG
CTTCAGCACC TACCGCGTGT ACTTCAGCGT GRGCGGOGAC GOCARCGTGC GCATCOGCAA
CAGCOGCGAG GTGCTGTTCG AGARAGAGGTA CATGAGOGGC GCCAAGGAOG TGAGCGAGAT

GTTCACCACC AAGTTOGAGR AGGACARCTT CIACATCGAG CTGAGCCAGG GCAACAACCT

GTACGGOGGL CCGATCGTGC ACTTCTACGA CGTGAGCATC ARGTTAACGT AGRGCTCAGA

TCT

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
2403
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2612 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 118..2484

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Secuencia de ADN nativa que codifica VIP3A(b) de AB424”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 4:

ATTGRARTTG ATAARAAGTT ATGAGIGTITT AATAATCAGT AATTACCAAT AAAGRAATTAA
GAATACANGT TTACAAGAAA TAAGTGTTAC AAAARATAGC TGAAAAGGAA GATGAAC

ATG AAC ARG AAT ART ACT AAA TTA AGC ACA AGA GOC TTA CCA AGT TI?
Met Asn Lys Asn Asn Thr Lys leu Ser Thr Arg Ala leu Pro Sexr Phe
790 795 800 805

ATT GAT TAT TTC AAT GGC ATT TAT GGA TIT GCC ACT GGT ATC AAA GAC
Ile Asp Tyxr Phe Asn Gly Ile Tyr Gly Phe Ala Thr Gly Ile Lys Asp
810 815 820

ATT ATG AAC ATG ATT TTT AAA ACG GAT ACA GGT GGT GAT CTA ACC CTA
Jle Met Asn Met lle Phe Lys Thr Asp Thr Gly Gly Asp Leu Thr Leu
825 830 835

GAC GAA ATT TTA AAG AAT CAG CAG CTA CTA RAT GAT ATT TCT GGT ARA
Asp Glu Yle Leu Lys Asn Gln Gln Leu Leu Asn Asp Ile Ser Gly Lys
840 845 850

TTG GAT GGG GTG AAT GGA AGC TTA AAT GAT CIT ATC GCA CAG GGA AAC
Leu Asp Gly Val Asn Gly Ser leu Asn Asp Leu Ile Ala Gln Gly Asn
855 860 865

TTA AAT ACA GAA TTA TCT ARG GAA ATA TTA AAA ATT GCA AAT GAA CAA
Leu Asn Thr Glu leu Ser Lys Glu Ile leu Lys Xle Ala Asn Glu Gln
870 875 880 885

AAT CAR GTT TTA AAT GAT GTT AAT AAC AAA CTC GAT GOG ATA AAT ACG

Asn Gln Val Leu Asn Asp Val Asn Asn lys leu Asp Ala lle Asn Thr
890 895 900

10

117
165

213

261

309

357

405

453
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ATG CTT CGG GTA
Met Leu Arg val
905

ATG AAA CAA BAT
Met Lys Gln Asn
920

CAA TTG CAA GAG
Gln leu Gln Glu
835

CTT ATT AAC TCT
leu lle Asn Ser
950

AAA TAT GIG AARC
Lys Tyr Val Asn

AGT TCA AAA GTA
Ser Ser lys val
985

TTA ACT GAG TTA
leu Thr Glu leu
1000

GAT GGT TTT GAA
Asp Gly Phe Glu
1015

AAT AAT TTA TTC
Asn Asn Leu Phe
1030

ACT AAR GAA AAT
Thr Lys Glu Asn

ARC TTC CTA ATT
Asn Phe Leu Ile

ES 2213162 T3

TAT CTA CCT AAA ATT ACC TCT ATG TTG AGT GAT GTA
Tyr Leuv Pro Lys Ile Thr Ser Met leu Ser Asp val
910 915

TAT GCG CTA RGT CTG CAA ATA GAA TAC TTA AGT AAA
Tyr Ala Leu Ser Leu Gln Ile Glu Tyr Leu Ser Lys
925 930

ATT TCT GAT AAG TTG GAT ATT ATT AAT GTA AAT GTA
Ile Ser Asp Lys Leu Asp Ile Ile Asn val Asn val
540 945

ACA CTT ACT GAA ATT ACA CCT GCG TAT CAA AGG AIT
Thr Leu Thr Glu lle Thr Pro Ala Tyr Gln Arg Ile
955 960 965

GAA AMA TTT GAG GAR TTA ACT TTT GCT ACA GAA ACT
Glu lys Phe Glu Glu Leu Thr Phe Ala Thr Glu Thr
970 975 980

RAA RAG GAT GGC TCT CCT GCA GAT ATT CGT GAT GAG
Lys lys Asp Gly Ser Pro Ala Asp Ile Arg Asp Glu
9s0 998

ACT GAA CTA GOG AAA AGT GTA ACA AAA AAT GAT GTIG
Thr Glu leu Ale Lys Ser Val Thr Lys Asn Asp Val
1008 1010

TTT TAC CTT AAT ACA TTC CAC GAT GTA ATG GTA GGA
Phe Tyr Leu Asn Thr Phe Ris Asp Val Met Val Gly
1020 1023

GGG CGT TCA GCT TTA AAA ACT GCA TCG GAA TTA ATT
Gly Arg Ser Ala leu lys Thr Ala Ser Glu Leu Ile
1035 1040 1045

GTG AAA ACA AGT GGC AGT GAG GTC GGA AAT GIT TAT
val Lys Thr Ser Gly Ser Glu Val Gly Asn Val Tyx
1050 1055 1060

GTA TTA ACA GCT CTG CAA GCA AAA GCT TTT CTT ACT
val Leu Thr Ala leu Gln Ala Lys Ala Phe Leu Thr

1065 1070 1075

TTA ACA CCA TGC
Leu Thr Pro Cys
1080

TCT ATT ATG AAT
Ser Ile Met Asn
1095

CGA ARA TTA TTA GGC TTA GCA GAT ATT GAT TAT ACT
Arg Lys Leu Leu Gly Leu Ala Asp Ile Asp Tyr Thr
1085 1080

CAA CAT TTA AAT AAG GAA AAA GAG GAA TTT AGA GTA

Glu His Leu Asn Lys Glu Lys Glu Glu Phe Arg Val
1100 1105

11

501

549

597

645

693

741

789

837

885

933

981

1029

1077
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AAC ATC CTC CCT ACA CTT TCT AAT ACT TTT TCT AAT CCT AAT TAT GCA
Asn Ile Lleu Pro Thr Leu Ser Asn Thr Phe Ser Asn Pro Asn Tyr Ala
1110 1115 1120 1125

ARA GTT AAA GGA AGT GAT GAA GAT GCA AAG ATG ATT GIG GAA GCT AAA
Lys Val Lys Gly Ser Asp Glu Asp Ala lys Met Ile Val Glu Ala Lys
1130 1135 1140

CCA GGAR CAT GCA TIG ATT GGG TTT GAA ATT AGT AAT GAT TCA ATT ACA
Pro Gly His Ala leu Ile Cly Phe Glu Ile Ser Asn Asp Ser Ile Thr
1145 1150 1155

GTA TTA RAA GTA TAT GAG GCT AAG CTA AAA CAR XAT TAT CAA GTC GAT
val leu Llys Val Tyr Glu Ala lys Leu Lys Gln Asn Tyx Gln Val Asp
1160 1165 1170

AAG GAT TCC TTA TCG GAA GTT ATT TAT GGC GAT ATG GAT AAA TTA TTIG
Lys Azp Ser Jeu Ser Glu Val Jle Tyx Gly Asp Met Asp Lys leu Len
1175 1180 1185

TGC CCA GAT CAA TCT GGA CAA ATC TAT TAT ACA AAT AAC ATA GTR TIT
Cys Pro Asp Gln Ser Cly Gln Ile Tyr Tyr Thr Asn Asp Ile Val Phe
1190 1195 1200 1205

CCA AAT GAA TAT GTA ATT ACT AAA ATT GAT TTC ACT AAA AAA ATG AAA
Pxo Asn Glu Tyr Val Ile Thr Lys Ile Asp Phe Thr Lys Lys Met Lys
1210 1215 1220

ACT TTA AGA TAT GAG GTA ACA GOG ART TTT TAT GAT TCT TCT ACA GGA

Thr Leu Arg Tyr Glu Val Thr Ala Asn Phe Tyr Asp Ser Ser Thr Gly
1225 1230 1235

TCA AGT

GAA ATT GAC TTA AAT AAG AAA AAA GTA GAA
Glu Ile Asp leu Asn Lys Lys Lys Val Glu Ser Ser Gl
1240 1245 1250

GAR GCG GAG TAT
u Ala Glv Tyr

AGA ACG TTA AGT GCT AAT GAT GAT GGG GTG TAT ATG OOG TTA GGT GIC
Arg Thr Leu Sex Ala Asn Asp Asp Gly Val Tyr Met Pro leu Gly val
1255 1260 1265

ATC KGT GAA ACA TTT TTG ACT CCG ATT AAT GGG TIT GGC CTC CAA GCT
Ile Ser Glu Thr Phe leu Thr Pro Ile Asn Gly Phe Gly Leu Gln Ala
1270 2275 1280 1285

GAT GAA AAT TCA AGA TTA ATT ACT TTA ACA TGT AAA TCA TAT TTA AGA
2sp Glu Asn Sex Arg Leu Ile Thr leu Thr Cys lys Ser Tyr Leu Axg
1290 1295 1300

GAA CTA CTG CTA GCA ACA GAC TTA AGC MART AAR GAA ACT AAA TTG ATC
Glu Lev leu Lev Ala Thr Asp Leu Sex Asn Lys Giu Thr Lys leu Ile
1305 1310 1315

GTC CCG CCA AGT GGT TTT ATT AGC AAT ATT GTA GAG AAC GGG TCC ATA

vVal Pro Pro Ser Gly Phe lle Ser Asn Ile Val Glu Asn Gly Ser Ile
1320 1325 1330

12

1125

1173

1221

1268

1317

1365

1413

1461

1509

1557

1605

1653

1701

1749
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GAA GAG GAC AAT TTA GAG CCG TGG ARA GCA AAT AAT AAG AAT GOG TAT
Glu Gluv Asp Asn Leu Glu Prc Trp Lys Ala Asn Asn Lya Asn Ala Tyr
1335 1340 1345

GTA GAT CAT ACA GGC GGA GTG AAT GGA ACT AAA GCT TIA TAT GIT CAT
Val Rsp His Thr Gly Gly Val Asn Gly Thr Lys Ala leu Tyr val His
1350 1355 1360 1365

AAG GAC GGA GGA ATT TCA CAA TTT ATT GGA GAT AAG TTA AAA CCG AAA
Lys Rsp Gly Gly Ile Ser Gln Phe Ile Gly Asp Lys leu lys Pro Lys
1370 1375 1380

ACT GAG TAT GTA ATC CAA TAT ACT GTT AARA GGA AAA OCT TCT ATT CAT
Thr Glu Tyr Val Ile Gln Tyr Thr Val Lys Gly Lys Pro Ser Ile His
1385 1390 139%

TTA ARA GAT GAA BAAT ACT GGA TAT ATT CAT TAT GAA GAT ACA AAT AAY
Leu Lys Asp Glu Asn Thr Gly Tyr Ile His Tyr Glu asp Thr Asn Asn
1400 1408 1410

AAT TTA GAA GAT TAT CAA ACT ATT AAT AAA OGT TTT ACT ACA GGA ACT
Asn leu Glu Asp Tyr Gln Thx Ile Asn lys Axg Phe Thr Thr Gly Thr
1415 1420 1425

GAT TTA AAG GGA GTG TAT TTA ATT TTA AAN AGT CAA ART
Asp Leu Lys Gly Val Tyr Leu Ile Leu Lys Ser Gln Asn Gly Asp Glu
1430 1435 1440

cCr GAA

GCT TGG GGA GAT AAC TTT ATT ATT TTG GAMA ATT AGT
Ala Trp Gly Asp Asn Phe Ile Ile Leu Glu Ile Ser Pro Ser Glu
1450 1455 1460

TTA TTA AGT CCA GAA TTA ATT AAT ACA AAT AAT TGG ACG AGT ACG GGA
Leu leu Ser Pro Glu Leu Ile Asn Thr Asn Asn Trp Thr Ser Thr Gly
1465 1470 1475

TCA ACT AAT ATT AGC GGT AAT ACA CTC ACT CTT

Ser Thr Asn Ile Ser Gly Asn Thr leu Thr leu
1480 1485

GAT AGT

GGG ATT CTA AAA CAA RAC CTIT CAA TTA
Gly Ile leu Lys Gln Asn Leu Gln leu Asp Ser
1485 1500 1505
GG

GIG TAT TTC TCT GTG TCC GGA GAT GCT AAT GTA N
val Tyr Phe Ser Val Sex Gly Asp Ala Asn Val Arg Ile
1510 1515 1520

AGG GAA GTG TTA TIT CAR AAA AGA TAT ATG AGC GGT GCT GAT
Arg Glu Val leu Phe Glu Lys Arg Tyr Met Ser Gly Ala lLys Asp Val
1530 1538 1540

TCT GAA ATG TTC ACT ACA AAA TTT GAG AAA GAT AAC TIC TAT ATA GAG
Sexr Glu Met Phe Thr Thr Lys Phe Glu Lys Asp Asn Phe Tyr Ile Glu

1545 1550 1555

13

1197

1845

1893

1941

1989

2037

2085

2133

2181

2229

2m

2325

2313

2421
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CTT TCT CAA GGG AAT AAT TTA TAT GGT GGT CCT ATT GTA CAT TTT TAC

ES 2213162 T3

Leu Ser Gln Gly Asn Asn leu Tyr Gly Gly Pro Ile Val His Phe Tyr
1565

1560

GAT GTC TCT ATT ARG TAAGATCGGG ATCTAATATT AACAGTTTIT AGARGCTAAT

Asp Val Ser Ile Lys

1575

TCTTGTATAA TGTCCTTGAT TATGGAAAAA CACAATTTTG TTTGCTAAGA TGTATATATA

GCTCACTCAT TARARGGCAA TCAAGCTT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 789 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 5:

1

Ile
Ile
Asp
Leu

65

Leu

Asn

Met

Gln
145

Asp Tyr Phe

20

Met Asn Met
35

Glu Ile leu
S0

Asp Gly Val
Asn Thr Glu
Gln Val leu

100

Leu Arg Val
115

Lys Gln Asn
130

Leu Gln Glu

Asn

Ile

lys

Asn

leu

8s

Asn

Tyr

Tyr

Ile

Gly
Phe
Asn
Gly

70
Ser
Asp
Lev

Ala

Ser
150

10

1570

2612

Met Asn Lys Asn Asn Thr Lys lLeu Ser Thr Arg Ala leu Pro Ser Phe
s

15

Ile Tyxr Gly Phe Ala Thr Gly Ile Lys Asp
30

Lys

Gln
1)

Ser

Lys

val

Pro

Leu
135

Asp

25

Thr Asp Thr Gly Gly Asp leu Thr Leu

40

Gln leu leu

Leu Asn Asp

45

Asn Asp Ile
60

Ieu Ile Ala
7%

Ser Gly Lys

Gln Gly asn
80

Glu Jle leu Lys Ile Ala Asn Glu Gln

90

Asn Asn Lys
105

Lys Ile Thr
120
Ser Leu Gln

Lys Leu Asp

14

leu Asp Ala
Ser Met Leu
125

Ile Glu Tyr
140

Jle Ile Asn
155

95

Ile Asn Thr
110

Ser Asp Val

leu Ser Lys

Val Asn Val
160

2469

2524

2584
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Leu

Ile

ES 2213162 T3

Asn Ser Thr leu Thr

165

Lys Tyr Val Asn Glu lys Phe

Ser

Ser

305

lys

Pro

val

Lys

385

Cys

Pro

Thr

Ser
Thr
210
Gly
Asn

Lys

Phe

Lys

185

Glu

Phe

Leu

Glu

Leu
27%

180

Val

Leu

Glu

Phe

Asn

260

Ile

Thr Pro Cys

290

lys Lys Asp
Thr Gluv leu
215

Phe Tyr leu
230

Gly Arg Sex
245

Val Lys Thr

val Leuv Thr

Arg lys leu
295

Ile Met Asn Glu His leu

Ile

val

310

Leu Pro Thr Leu Serxr

325

Lys Cly Ser Asp Glu

340

Gly His Ala

leu
370

Asp

Pro

355

Lys

Ser

val

leu

Leu Ile Gly
Tyr Glu Ala
375

Ser Glu val
390

Asp Gln Ser Gly Gln

Asn Glu Tyr

420

Leu Arg Tyr

435

405

Val Ile Thr

Glu val Thr

Glu Ile Thr Pro Ala Tyr Gln Arg Ile

Glu
Gly
200
Ala
Asn
Ala
Ser
Ala
280
Leu
Asn
Asn
Asp
Phe
360
Lys
Ile

Ile

Lys

Glu
185
Ser
Lys
Thr
leu
Gly
265
Leu
Gly
Lys
Thr
Ala
345
Glu
Leu
Tyr
Tyr

Ile
425

170 175

Leu Thr Phe Ala Thr Glu Thr
190

Pro Ala Asp T'e Arg Asp Glu
Pt

Ser Val Thr Lys Asn Asp Val
220

Phe Ris Asp Val Met val Gly
235 240

Lys Thr Ala Ser Glu Leu Ile
250 255

Ser Glu Val Gly Asn Val Tyr
270

Gln Ala Lys Ala Phe leu Thr
285

leu Ala Asp Ile Asp Tyr Thr
300

Glu Lys Glu Glu Phe Arg val
a1s 320

Phe Ser Asn Pro Asn Tyr Ala
330 335

Lys Met Ile Val Glu Ala Lys
350

Ile Ser Asn Asp Ser lle Thr
365

Lys Gln Asn Tyr Gln Val Asp
380

Gly Asp Met Asp Lys Leu Leu
385 400

Tyr Thr Asn Asn Ile Val Phe
410 415

Asp Phe Thr Lys Lys Met Lys
430

Ala Asn Phe Tyr Asp Ser Ser Thr Gly

440

15

445
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Glv

Axg

465

Ile

Asp

Glu

val

Glu

val

Lys

Thr

Asn
625

Asp

Ser

Gly
705

Val

Ile Asp Leu
450

Thr leu Ser
Ser Glu Thr
Glu Asn Ser

500

Leu Leu Leu
515

Pro Pro Ser
530

Glu Asp Asn
Asp His Thr
Asp Gly Gly

580

Glu Tyr Val
595

Lys Asp Glu
610

Leu Glu Asp
leu Lys Gly
Trp Gly Asp

660

Lev Ser Pro
675

Thr Asn lle
690

Ile Leu Lys

Tyr Phe Ser

ES 2213162 T3

Asn Lys Lys Lys
455

Ala Asn Asp Asp
470

Phe leu Thr Pro

485

Arg leu Ile Thr

Ala Thr Asp leu

Gly Phe Ile Ser
535

Leu Glu Pro Trp
550

Gly Gly val Asn
565

Ile Ser Gln Phe
Ile Gln Tyr Thr
Asn Thr Gly Tyr

615

Tyr Gln Thr Ile
630

val Tyr leu Ile
645

Asn Pre lle Ile
Glu Leu Ile Asn
680

Ser Gly Asn Thr
695

Gln Asn leu Gln
710

val Ser Gly Asp
725

Arg Glu Val Leu Phe Glu lys Arg

740

val Glu Ser Ser
460

Gly Val Tyr Met
475

Ile Asn Gly Phe
490

Leu Thx Cys lys
505

Ser Asn Lys Glu
Asn Ile Val Glu
540

lys Ala Asn Asn
555

Gly Thr Lys Ala
570

Ile Gly Asp Lys
585

Val Lys Gly Lys
Ile His Tyr Glu
620

Asn lys Arg Phe
635

Leu lys Ser Gln
650

Leu Glu Ile Ser
665

Glu Ala Glu Tyr
Pro leu Gly Val
480

Gly Leu Gln Ala
485

Ser Tyr leu Arg
510

Thr Lys leu Ile
525

Asn Gly Ser Ille
Lys Asn Ala Tyr
560

Leu Tyr Val His
575

Leu Lys Pro Lys
590

Pro Ser lle His
605

Asp Thr Asn Asn
Thr Thr Gly Thr
640

Asn Gly Asp Glu
655

Pro Ser Glu lys
670

Thr Asn Asn Trp Thr Ser Thr Gly

Leu Thr Leu Tyr
700

leu Asp Ser Phe
715

Ala Asn Val Arg
730

Tyr Met Ser Gly

745

16

685

Gln Gly Gly Ary

Ser Thr Tyr Arg
720

Ile Arg Asn Ser
735

Ala Lys Asp Val
750
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Ser Glu Met Phe Thr Thr Lys Phe Glu Lys Asp Asn Phe Tyr lle Glu
755 760 765

leu Sexr Gln Gly Asn Asn leu Tyr Gly Gly Pro Ile Val His Phe Tyr
770 775 780

Asp val Ser Ile Lys
785

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 6

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2444 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 17..2444
(D) OTRA INFORMACION: /producto= “fusién 3A(a) sintética: nativa”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 6:

17
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GGATCCACCA ATGRAC ATG ARC ARG AAC ARC ACC AAG CIG AGC ACC CGC
Met Asn Lys Asn Asn Thr Lys leu Ser Thr Arg
1 S 10

GCC CTG CCG AGC TTC ATC GAC TAC TTC AAC GGC ATC TAC GGC TTC GCC
Ala Leu Pro Ser Phe Ile Asp Tyr Phe Asn Gly Ile Tyr Gly Phe Ala
15 20 28

ACC GGC ATC AAG GAC ATC ATG AAC ATG ATC TIC ARG ACC GAC ACC GGC
Thr Gly Ile Lys Asp Ile Met Asn Met Ile Phe Lys Thr Asp Thx Gly
30 35 40

GGC GAC CIG ACC CTG GAC GAG ATC CTG AAG ARC CAG CAG CIG CIG AMC
Gly Asp leu Thr leu Asp Glu Ile Leu Lys Asn Gln Gln lLeu Leu Asn
45 50 55

GAC ATC AGC GGC AAG CIG GAC GEC GTG AAC GGC AGC CTG AAC GAC CIG

Asp Ile Sex Gly lys Leu Asp Gly Val Asn Gly Sexr Leu Asn Asp Leu
60 65 70 75
ATC GCC CAG GGC AAC CTG AAC ACC GAG CTG AGC ARG GAG ATC CTIT AMG
Ile Ala Gln Gly Asn Leu Asn Thr Glu leu Ser Lys Glu Ile Leu Lys
80 8% 90
ATC GOC ARC GAG CAG AAC CAG GTG CTG AAC GAC GTG ARC ARC AAG CIG
Jle Ala Asn Glu Gln Asn Gln Val leu Asn Asp Val Asn Asn lys Leu
95 100 105
GAC GCC ATC AAC ACC ATG CTG CGC CTG TAC CIG CCG AAG ATC ACC AGC
Asp Ala Yle Asn Thx Met Leu Arg Val Tyr leu Pro lLys Ile Thr Sex
110 115 120
ATG CIG AGC GAC GTG ATG AAG CAG AAC TAC GCC CTG AGC CIG CAG ATC
Met Leu Ser Asp Val Met Lys Gln Asn Tyr Ala leu Ser lLeu Gln Ile

125 130 135

GAG TAC CTG AGC AAG CAG CTG CAG GAG ATC AGC GAC AAG CIG GAC ATC
Glu Tyr leu Ser Lys Gln leu Gln Glu Ile Ser Asp Lys Leu Asp Ile
140 145 150 155

ATC AAC GTG AAC GIC CTG ATC AAC AGC ACC CIG ACC GAG ATC ACC COG
Ile Asn Val Asn Val leu 1le Asn Ser Thr Leu Thr Glu Ile Thr Pro
160 165 170

GOC TAC CAG OGC ATC AAG TAC GTG AAC GAG AAG TTC GAA GAG CTG AQC
2la Tyr Gln Arg Ile Lys Tyxr Val Asn Glu Lys Phe Glu Glu Leu Thr
175 180 185
TTC GCC ACC GAG ACC AGC AGC RAG GIG ARG AAG GAC GGEC AGC COG GCC
Phe Ala Thr Glu Thr Ser Sexr Lys Val Lys Lys Asp Gly Ser Pro Ala
180 195 200

GAC ATC CTG GAC GAG CTG ACC GAG CTG ACC GAG CTG GCC AAG AGC GTG

18

49

97
145
193
241
289
337
38.5
433
481
529
5§77
625
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ES 2213162 T3

Asp Ile Leu Asp Glu Leu Thr Glu leu Thr Glu leu Ala Lys Ser val
205 210 215

ACC ARG ARC GRC GIG GAC GGC TIC GAG TIC TAC CIG AAC ACC TIC CAC
Thr Lys Asn Asp Val Psp Gly Phe Glu Phe Tyr Leu Asn Thr Phe His
220 230 235

GAC GTG ATG GIG GGC AAC ARC CTG TTC GGC OGC AGC GCC CTG AAG ACC
RAsp Val Met Val Gly Asn Asn leu Phe Cly Arg Ser Ala leu lys Thx
240 245 250

GCC AGC GAG CTG ATC ACC ARG GAG AAC GIG ARG ACC AGC GGC AGC GAG

Ala Ser Glu Leu Ile Thr lys Glu Asn Val Lys Thr Ser Gly Ser Glu
255 260 265

CIG

GGC ARC GIG TAC AAC TTC CTG ATC GIG CTG ACC GOC CIG CAG GCC
Asn

val Gly Val Tyr Asn Phe Leu Ile Val lLeu Thr Ala leu Gln Ala
275 280

CAG GOC TTC CTG ACC CIG ACC ACC 7GT CGC AAG CTG CIG GGC €16 GOC

Gln Ala Phe Leu Thr leu Thr Thr Cys Arg Lys leu leu Gly leu Ala

285 290 295

GAC ATC GAC TAC ACC AGC ATC ATG AAC GAG CAC TTG AAC AAG GAG AAG

Asp Ile Asp Tyr Thr Ser Ile Met Asn Glu His Leu Asn Lys Glu lys

300 30% 310 315

GAG GAG TTC CGC GIG AAC ATC CTG CCG AOC CTG AGC AAC ACC TIC AGC

Glu Glu Phe Arg Val Asn Ile Leu Pro Thr Leu Ser Asn Thr Phe Ser

320 325 330
AAC COG AAC TAC GCC AAG GTG AAG GGC AGC GAC GAG GAC GCC AAG ATG
Asn Pro Asn Tyr Ala lys Val Lys Gly Sexr Asp Glu Asp Ala Lys Met
335 340 345

ATC GTG GAG GCT AAG CCG GAC CAC GOG TTG ATC GGC TTC GAG ATC AGC

Tle Val Glu Ala Lys Pro Gly His Ala leu Ile Gly Phe Glu Ile Ser
355 360

ARC GAC AGC ATC ACC GTG CIG AAG GTG TAC GAG GCC AAG CIG AAG CAG

Rsn Asp Ser Ile Thx Val Leu lys Val Tyr Glu Ala Lys Leu Lys Gln

365 370 375

RAC TAC CAG GIG GAC AAG GAC AGC TTG AGC GAG GIG ATC TAC G&C GAC
Asn'ryzGanalAspLysAspSerIxuSexGluValIle'lyrGlyMp
380 390 395

ATG GAC AAG CIG CTG TGT COG GAC CAG AGC GAG CAA ATC TAC TAC XX
Met Asp lys leu Leu Cys Pro Asp Gln Ser Glu Gln Ile Tyr Tyr Thr
400 405 410

AAC XAC ATC GIG TIC COG AAC GAG TAC GTG ATC ACC AAG ATC GAC TIC
Asn Asn Ile Val Phe Pro Asn Glu Tyr Val Ile Thr lLys lle Asp Phe
415 420 425

19

721

769

817

865

913

96

1009

1057

1105

1153

1201

1249

12,
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ES 2213162 T3

ADC ARG AAG ATG AAG ACC CTG CGC TAC GAG GTG ACC GCC AAC TIC TAC
'I‘thysLysMetLys'rhrleuArgiyzGluVal'm:MaAsnPhe!ly:
430 435 440
GAC AGC AGC ALC GGC GAG ATC GAC CTG RAC ARG AAG AAG GTG GAG AGC
Asp Ser Ser Thr Gly Glu Ile Asp Leu Asn Lys Lys Lys Val Glu Ser

445 450 455
AGC GAG GCC GAG TAC OGC ACC CTG AGC GCG AAC GAC GAC GOC GIC TAC
Ser Glu Ala Glu Tyr Arg Thx Leu Ser Ala Asn Asp Asp Gly Val Tyz
460 465 470 475
ATG CCA CTG GGC GTG ATC AGC GAG ACC TTC CIG ACC COG ATC AAC GGC
Met Pro Leu Gly Val Ile Ser Glu Thr Phe Leu Thr Pro Ile Asn Gly
480 485 490
TTT GGC CTG CAG GOC GAC GAG AAC AGC OGC CIG ATC ACC CIG ACC TGT
Phe Gly Leu Gln Ala Asp Glu Asn Ser Arg Leu Ile Thr Leu Thr Cys
495 500 505
ARG AGC TAC CTG CGC GAG CTG CTG CTA GOC ACC GAC CTG AGC AAC AAG
lys Ser Tyr Leu Arg Glu Leu Leu Leu Ala Thx Asp Leu Sexr Asn Lys

510 51% 520

GAG ACC AAG CTG ATC GTG CCA CCG AGC GGC TIC ATC AGC AAC ATC GTG
Glu Thr Lys leu Ile Val Pro Pro Ser Gly Phe Ile Ser Rsn Ile Val
528 530 535

GAG ARC GGC AGC ATC GAG GAG GAC AAC CIG GAG COG TGG AAG GCC AAC
Glu Asn Gly Ser Ile Glu Glu Asp Asn Leu Glu Pro Trp Lys Ala Asn
540 545 550 S55

AAC AAG AAC GCC TAC GTG GAC CAC ACC GGC GGC GTG AAC GGC ACC AMNG
AsnLyaAsnAlaTyxValAspHismelyGlyanAsnGly'mzLya
565

570

GCC CTG TAC GIG CAC AAG GAC GGC GGC ATC AGC CAG TIC ATC GGC

Ala leu Tyr Val His Lys Asp Gly Gly Ile Ser Gly
575 580

Gln
ARG CTG AAG CCG AAG ACC GAG TAC GIG ATC CAG TAC ACC
lys Leu lys Pro Lys Thr Glu Tyr Val Ile Gln Tyr Thr Val lLys Gly
590 595 60
GGC
Gly

AAG CCA TCG ATT CAC CTG AAG GAC GAG AAC ACC
Lys Pro Ser 1le Eis leu Lys Asp Glu Asn Thr
605 610

615
GAG GAC ACC ARC AAC AAC CTG GAG GAC TAC CAG ACC AAC
Glu Asp Thr Asn Asn Asn Leu Glu Asp Tyr Gln Thr Ile Asn
620 625 630

CTG CTG

TIC ACC ACC GGC ACC GAC CTG AAG GGC GTIG

TAC
Phe Thx Thr Gly Thr Asp Leu Lys Gly Val Tyr leu Ile leu Lys
640 645 650

20

1345

1393

1441

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1825

1873

1921

1969
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ES 2213162 T3

CAG ARAC GGC GAC GAG GCC TGG GGC GAC AAC TTC ATC ATC CTG GAG ATC
Gln Asn Gly Asp Glu Ala Trp Gly Asp Asn Phe Ile Ile Leu Glu Ile
655 660 665

AGC COG AGC GAG AAG CTG CTG AGC CCG GAG CTG ATC AAC ACC ARC AAC
Ser Pro Ser Glu Lys Leu Leu Ser Pro Glu leu Ile Asn Thx Asn Asn
670 675 680

TGG ACC AGC ACC GGC AGC ACC ARMC ATC AGC GGC AAC ACC CTG ACC CIG
Trp Thr Sexr Thr Gly Ser Thr Asn Ile Ser Gly Asn Thr leu Thr Leu
685 690 695

TAC CAG GGC GGC 0OGG GGG ATT CTA ARA CAA AAC CIT CAA TTA GAT AGT
Tyr Gln Gly Gly Arg Gly Ile leu lys Gln Asn Leu Gln Leu Asp Ser
700 705 no 1S

TIT TCA ACT TAT AGA GTG TAT TTT TCT GIG TOC GGA GAT GCT RAT GTA
Phe Sex Thxr Tyr Arg Val Tyr Phe Ser Val Ser Gly Asp Ala Asn Val
720 725 730

AGG ATT AGA AAT TCT AGG GAA GTG TTA TIT GAA AAA AGA TAT ATG AGC
Arg I.1 Arg Asn Ser Axg Glu Vval Leu Phe Glu Lys Arg Tyr Met Ser
735 740 745

GGI'GC'I‘ GAT GIT TCT GAR ATG TTC ACT ACA AAA TIT GAG AAA GAT
Gly Ala Lys Asp val Sex Glu Met Phe Thr Thr Lys Phe Glu Lys Asp
750 755 760

ARC TTT TAT ATA GAG CTT TCT CAA GGG AAT AAT TTA TAT GGT GGT CCT
Asn Phe Tyr Ile Glu Leu Sex Gln Gly Asn Asn leu Tyr Gly Gly Pro
768 170 775

ATT GTA CAT TIT TAC GAT GTC TCT ATT AAG NAA GAT CGG GAT CTA ATA
Ile val His Phe Tyr Asp Val Ser Ile Lys Xaa Asp Axg Asp Leu Ile

780 785 790 795

TTA ACA GTT TTT AAR AGC NAA TIC TIG TAT AAT GIC CTT GAT T
leu Thr Val Phe Lys Ser Xaa Phe Leu Tyxr Asn Val leu Asp
800 805

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 809 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 7:

21
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2065

2113

2161

2209

2257

2305

2353

2401

2444
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ES 2213162 T3

Met Asn Lys Asn 2sn Thr Lys Leu Sex Thr Arg Ala leu Pro Ser Phe
1 5 10 1S

Ile Asp Tyr Phe Asn Gly Ile Tyr Gly Fhe Ala Thr Gly Ile Lys Asp
20 25 30

Ile Met Asn Met Ile Phe lys Thr Asp Thr Gly Gly Asp leu Thr Leu
35 40 45

Asp Glu lle Leu Iys Asn Gln Gln leu Leu Asn Asp Ile Ser Gly Lys
S0 58 60

Leu Asp Gly Val Asn Gly Ser Leu Asn Asp Leu Ile Ala Gln Gly Asn
65 70 75 80

Leu Asn Thr Glu Leu Ser lys Glu Ile Leu Lys Ile Ala Asn Glu Gln
85 20 95

BAsn Gln Val Leu Asn Asp Val Asn Asn Lys Leu Asp Ala Ile Asn Thr
100 105 110

Met Leu Arg Val Tyxr leu Pro Lys Ile Thr Ser Met leu Ser Asp Val
115 120 125

Met Lys Gln Asn Tyx Alas leu Sex Leu Gln Ile Glu Tyr leu Sexr Lys
130 138 140

Gln Ieu Gln Glu Ile Ser Asp lLys Leu Asp Ile Tle Asn Val Asn Val
145 150 155 160

Leu Ile Asn Ser Thr leu Thr Glu Ile Thr Pro Ala Tyr Gln Arg Ile
165 170 178

Lys Tyr Val Asn Glu lys Phe Glu Glu leu Thr Phe Ala Thr Glu Thr
180 185 180

Ser Sex Lys Val Lys Lys Asp Gly Ser Pro Ala Asp Ile lLen Asp Glu
195 200 205

Leu Thr Glu leu Thr Glu Leu Ala Lys Ser Val Thr Lys Asn Asp Val
210 215 220

Asp Gly Fhe Glu Phe Tyr Leu Asn Thr Phe Ris Asp Val Met Val Gly
225 230 235 240

Asn Asn Leu Phe Gly Arg Sex Ala Ieu lys Thr Ala Ser Glu Leu Ile
245 250 255

Thr Lys Glu Asn Val Lys Thr Ser Gly Ser Glu Val Gly Asn Val Tyx
260 265 270

2sn FPhe leu Yle Val leu Thr Ala leu Gln Ala Gln Ala Phe leu Thr
275 280 285

Leu Thr Thr Cys Arg Lys leu leu Gly leu Ala Asp Ile Asp Tyr Thr
290 295 300
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Sexr Ile Met Asn Glu His Leu Asn Lys Glu Lys Glu Glu Phe Arg Val
305 310 315 320

Asn Ile leu Pxo Thr leu Sexr Asn Thr Phe Ser Asn Pro Asn Tyr Ala
325 330 335

Lys Val lys Gly Ser Asp Glu Asp Ala Lys Met Ile Val Glu Ala Lys
340 345 350

Pxo Gly His Ala Leu Ile Gly Phe Glu Ile Ser Asn Asp Ser Ile Thr
355 360 365

Val lLeu Lys Val Tyr Glu Ala Lys lLeu Lys Gln Asn Tyr Gln Val Asp
370 375 380

lys Asp Ser Leu Ser Glu Val Ile Tyr Gly Asp Met Asp Lys leu Leu
385 390 395 400

Cys Pro Asp Gln Ser Glu Gln Ile Tyr Tyr Thr Asn Asn Ile Val Phe
405 410 415

Pro Asn Glu Tyr Val Ile Thr lys Ile Asp Phe Thr Lys Lys Met Lys
420 425 430

Thr leu Arg Tyx Glv Val Thr Ala Asn Phe Tyr Asp Ser Ser Thr Gly
435 440 445

Glu Ile Asp Leu Asn Lys Lys Lys Val Glu Ser Ser Glu Ala Glu Tyr
450 455 460

Arg Thr Leu Ser Ala Asn Asp Asp Gly Val Tyr Met Pro Leu Gly Val
465 470 475 480

Jle Ser Glu Thr Phe leu Thr Pro Ile Asn Gly Phe Gly leu Gln Ala
485 490 495

Asp Glu Asn Ser Arg Leu Ile Thr lLeu Thr Cys Lys Ser Tyr leu Arg
500 505 510

Glu Leu Leu Leu Ala Thr Asp leu Ser Asn lys Glu Thr Lys leu Ile
515 520 525

Val Pro Pro Ser Gly Phe Ile Ser Asn Ile Val Glu Asn Gly Sex Ile
530 535 540

Glu Glu Asp Asn leu Glu Pro Trp Lys Ala Asn Asn Lys Asn Ala Tyr
545 550 555 560

val Asp His Thr Gly Gly Val Asn Gly Thr Lys Ala Leu Tyr Val His
565 570 575

lys Asp Gly Gly Ile Ser Gln Phe Ile Gly Asp Lys leu Lys Pro Lys
580 585 590

Thr Glu Tyr val Yle Gln Tyr Thr Val Lys Gly Lys Pro Ser lle His
595 600 605
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ES 2213162 T3

Leu Lys Asp Glu Asn Thx Gly Tyx Ile His Tyr Glu Asp Thr Asn Asn
610 615 620

Asn leu Glu Asp Tyr Gln Thr Ile Asn lys Arg Phe Thr Thr Gly Thr
625 630 635 640

Asp leu lys Cly Val Tyr Leu Ile leu Lys Sexr Gln Asn Gly Asp Glu
645 650 655

Ala Trp Gly Asp Asn Phe Ile Ile Leu Glu Tle Ser Pro Sex Glu Lys
665 670

Leu Leu Ser Pro Glu leu Ile Asn Thr Asn Asn Trp Thr Ser Thr Gly
675 680 685

Sex Thr Asn Ile Ser Gly Asn Thr Leu Thr leu Tyr Gln Gly Gly Arg
€90 695 700

Gly Ile Lev Lys Gln Asn Leu Gln leu Asp Ser Phe Ser Thr Tyr Arg
705 710 715 720

val Tyr Phe SerVaJ. Sex Gly Asp Ala Asn Val Arg Ile Arg Asn Ser
728 730 735

Arg Glu Val Leu Phe Glu Lys Arg Tyr Met Ser Gly Ala Lys Asp Val
7¢0 745 750

Sexr Glu Met Phe Thr Thr lys Phe Glu Yys Asp Asn Phe Tyr Ile Glu
758 760 765

Leu Ser Gln Gly Asn Asn Leu Tyx Gly Gly Pro Ile Val His Phe Tyxr
770 775 780

Asp Val Ser Ile lys Xaa Asp Arg A<p Leu Ile lLeu Thr Val Phe lys
78S 790 79% 800

Sexr Xaa Phe leu Tyr Asn Val leu Asp
BOS

24
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