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DESCRIPCION
Secuencias de nucleétidos que codifican proteinas insecticidas

Antecedentes de la invencidon

La presente invencién proporciona nuevas secuencias codificantes para su uso en plantas. Las secuencias
codificantes codifican una proteina insecticida quimérica, toxica para una amplia diversidad de plagas de especies
de lepiddpteros, en cultivos.

Desde hace tiempo se han usado formulaciones comerciales de aislados de origen natural de B. thuringiensis para
el control biolégico de plagas de insectos en la agricultura. Las esporas y los cristales de Bt obtenidos de la
fermentacion de la especie Bacillus thuringiensis se concentran y se formulan para aplicacion foliar de acuerdo con
las practicas agricolas convencionales.

Se conocen miembros de la familia de las proteinas cristal Cry1 que presentan bioactividad contra larvas de insectos
lepidépteros y que son Utiles como agentes para el control de plagas de insectos lepidopteros. La forma precursora
de las é-endotoxinas de Cry1 consiste en dos segmentos aproximadamente del mismo tamano. La parte carboxi-
terminal de la proteina precursora, o segmento pro-toxina, estabiliza la formacién del cristal y no presenta actividad
insecticida. La mitad amino-terminal de la proteina precursora comprende el segmento toxina de la proteina Cry1 vy,
basandose en el alineamiento de secuencias conservadas o sustancialmente conservadas dentro de los miembros
de la familia Cry1, puede subdividirse adicionalmente en tres dominios estructurales. Estos tres subdominios se
basan en un modelo estructural cristalografico tridimensional de una &-endotoxina de Cry1A en la cual los tres
subdominios se denominan Dominio |, Dominio Il y Dominio Ill, respectivamente, segun se mide desde el extremo
amino del segmento toxina de la proteina. El Dominio | comprende aproximadamente el primer tercio del segmento
toxina activo y se ha observado que es esencial para la formaciéon de canales (Thompson y col., 1995). Los
Dominios Il y Dominio lll comprenden aproximadamente los segmentos central y carboxi-terminal, respectivamente,
de la parte de toxina activa. Ambos Dominios Il y Il se han implicado en la unién a receptores y en la especificidad
por especies de insecto, dependiendo del insecto y de la d-endotoxina que se esté examinando (Thompson y col.,
1995).

La probabilidad de crear arbitrariamente una proteina quimérica con propiedades mejoradas a partir de la
reagrupacion de las estructuras dominio de las numerosas proteinas de cristal insecticidas nativas conocidas en la
técnica es remota. Esto se debe a la naturaleza compleja de la estructura, al plegamiento, a la oligomerizaciony a la
activacion de la proteina, incluyendo el procesamiento proteolitico correcto del precursor quimérico, si se expresa en
dicha forma, para liberar un segmento toxina insecticida. Unicamente seleccionando cuidadosamente las regiones
diana especificas dentro de cada proteina parental para la inclusiéon en una estructura quimérica pueden construirse
toxinas insecticidas funcionales que presenten una actividad insecticida mejorada en comparacion con las proteinas
parentales a partir de las cuales derivan las quimeras. La experiencia ha demostrado que el reensamblaje de los
dominios toxina, es decir, el ensamblaje de una toxina quimérica que consiste en el dominio I, Il y Il de cualquiera
de dos 0 mas toxinas que son diferentes entre si, da como resultado la construccién de una proteina que presenta
una formacion cristalina defectuosa y/o la ausencia completa de cualquier actividad insecticida detectable dirigida a
una especie de insecto plaga diana preferida. En algunos casos, una toxina quimérica presentard buenas
propiedades para la formacién de cristales, aun presentando actividad insecticida no detectable. Solo se formulan
quimeras insecticidas eficaces por ensayo y error, e incluso después, no es seguro que el experto en la materia de
con una quimera que presente actividad insecticida que sea equivalente a, o en comparacién mejor que, cualquier
proteina de toxina parental individual a partir de la cual pueden haber derivado los constituyentes de la quimera.

La bibliografia describe ejemplos de la construccion o el ensamblaje de proteinas quiméricas a partir de dos o mas
precursores de proteinas de cristal insecticidas de Bt, aunque no todas presentaban propiedades insecticidas o de
formacion de cristales que fuesen equivalentes a, o en comparacion mejor que, las proteinas precursoras a partir de
las cuales derivaban las quimeras. (Bosch y col. (W095/06730); Thompson y col. (WO95/30753); Thompson y col.
(W095/30752); Malvar y col. (W0O98/22595); Gilroy y col. (Patente de Estados Unidos N° 5.128.130); Gilroy (Patente
de Estados Unidos N° 5.055.294); Lee y col. (1992) Gene 267: 3115-3121; Honee y col. (1991) Mol. Microbiol. 5 :
2799-2806; Schnepf y col. (1990) J. Biol. Chem. 265: 20923-20930; Perlak y col. (1990) Bio/rechnol. 8: 939-9943;
Perlak y col. (1993) Plant Mol. Biol. 22: 313-321).

Se ha demostrado que la expresién de &-endotoxinas de B. thuringiensis en plantas de maiz transgénicas es un
medio eficaz para controlar plagas de insectos importantes desde el punto de vista agricola (Perlak y col. 1990;
1993). Los cultivos transgénicos que expresan d-endotoxinas de B. thuringiensis permiten a los agricultores reducir
significativamente el tiempo y los costes asociados con las aplicaciones de insecticidas quimicos aplicados por via
topica. El uso de transgenes que codifiquen d-endotoxinas de B. thuringiensis es particularmente ventajoso. Las
plantas de cultivo que expresan &-endotoxinas de B. thuringiensis en areas con una fuerte presion de insectos
presentan rendimientos mejorados que son mejores que, o de otra manera, similares a los de variedades de plantas
comerciales no transgénicas similares. Sin embargo, se espera que los insectos puedan desarrollar resistencia a las
d-endotoxinas de B. thuringiensis expresadas en plantas transgénicas. Di dicha resistencia llegase a dispersarse,
limitaria claramente el valor comercial del germoplasma que contiene los genes que codifican dichas §-endotoxinas
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de B. thuringiensis. Un posible manera de aumentar la eficacia de los insecticidas transgénicos contra plagas diana y
reducir al mismo tiempo el desarrollo de plagas resistentes a insecticidas seria garantizar que los cultivos
transgénicos expresasen altos niveles de §-endotoxinas de B. thuringiensis. (McGaughey and Whalon 1993; Roush
1994). Ademas, teniendo un banco de genes insecticidas que fuesen eficaces contra grupos de plagas de insectos y
que manifestasen sus efectos a través de diferentes modos de accién se podria proteger contra cualquier desarrollo
de resistencia. La expresion en una planta de dos o0 mas composiciones insecticidas tdxicas contra la misma especie
de insecto, expresandose cada insecticida a niveles lo suficientemente altos como para retrasar eficazmente la
aparicion de la resistencia, seria otra manera de conseguir el control del desarrollo de la resistencia. Son ejemplos
de dichos insecticidas utiles en dichas combinaciones los que incluyen, pero sin limitacion, toxinas de Bt, proteinas
insecticidas de Xenorhabdus sp. de Photorhabdus sp., proteinas y/o permuteinas de patatina desalergenizadas y
desglucoxiladas, lectinas de plantas y similares. Ha sido dificil conseguir la co-expresién de mudltiples proteinas
activas desde el punto de vista insecticida en la misma planta, y/o altos niveles de expresion de estas proteinas
insecticidas sin producir efectos morfolégicos no deseables a las plantas.

De las mas de doscientas cincuenta proteinas insecticidas individuales que se han identificado procedentes de la
especie Bacillus thuringiensis, tan solo se han ensayado unas cuantas para la expresion en plantas. Diversas Cry1’s,
Cry3’s, Cry2Aa y Cry2Ab, toxinas binarias Cry33/34 y Cry23/37 y una Cry9 se han expresado con éxito en plantas.
Las proteinas Cry1 representan la clase de proteinas méas grande que se haya expresado en plantas, pero ninguna
se ha expresado a altos niveles. Ha sido necesario dirigir la Cry2Ab al cloroplasto para impedir efectos citotdxicos no
deseables. La mayoria de acres plantados con plantas recombinantes expresan las proteinas Cry1A. La probabilidad
de la aparicion de resistencia a proteinas Cry1A por especies de plagas de insectos diana es sustancialmente mayor
de la que seria si también se expresase un alelo con tratamiento de resistencia junto con el alelo cry1 o si el alelo
cryl se expresase a altos niveles. Por tanto es deseable desarrollar genes toxina alternativos para la expresion en
plantas como complementos y sustitutos de los que actualmente se estdn usando en la primera y segunda
generacién de plantas transgénicas resistentes a insectos.

Sumario de la invencion

La invencién proporciona un polinucleétido que codifica una proteina insecticida que comprende la secuencia de
aminoacidos como se expone en la SEC ID N% 2 desde la posicion 10 de aminoacido a la posicién 600 de
aminoacido. Dicho polinucleétido es adecuado para la expresion en plantas y codifica una proteina insecticida que
presenta propiedades inhibidoras de insectos lepidépteros. La SEC ID N 1 es un ejemplo de dichas secuencias de
nucleétidos que consiste en un gen cry1A. 105 y codifica una proteina Cry1A. 105 inhibidora de insectos. La SEC ID
N¢: 1 es similar a la SEC ID N2 3, codificando ambas una proteina Cry1A. 105. Se prefiere la SEC ID N°: 1 para su
uso en células de plantas dicotiledéneas, mientras que se prefiere la SEC ID N%: 3 para su uso en células de plantas
monocotiledéneas. La SEC ID N2: 3 codifica la SEC ID N°: 4 y es idéntica, en cuanto a la secuencia de aminoacidos,
ala SEC ID N¢: 2.

La invenciéon también proporciona una proteina insecticida que comprende la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEC ID N2 2 desde la posicion del aminoacido 10 a la posiciéon del aminoacido 600 que presenta
actividad inhibidora dirigida contra especies de insectos lepiddpteros. Las proteinas insecticidas anteriores, que
contienen al menos la proteina toxina Cry1A.105, también se denominan, en lo sucesivo en el presente documento,
proteinas Cry1A.105 insecticidas. La proteina precursora de longitud completa consiste en aproximadamente 1177
aminoacidos como se expone en la SEC ID N2 2. Se pretende incluir dentro del alcance de la invencién cualquier
composicién que consista en una cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida de la proteina Cry1A.105
insecticida.

La invencion también proporciona un casete de expresion para su uso en la expresion de una proteina insecticida
como se expone en la SEC ID N 2 en una célula huésped. El casete de expresiéon contiene preferentemente un
promotor funcional en la célula huésped deseada que esta unido a, y regula la expresidn de, una secuencia de
nucleétidos que codifica un segmento insecticida de una proteina Cry1A.105. En el presente documento se
proporcionan casetes de expresion ejemplares como se expone en la SEC ID N%: 5y SEC ID N2 7, destinados para
su uso en una célula de una planta dicotiledénea o en una célula de una planta monocotiledénea respectivamente.
El promotor y la secuencia codificante estan unidos operativamente y funcionan juntos en la célula huésped. El
casete de expresion puede destinarse para su uso en cualquier célula huésped, pero preferentemente para su uso
en una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de mamifero o una célula vegetal. Preferentemente, las
células bacterianas se seleccionan del grupo que consiste en una célula de especies de Bacillus, una célula de
especies de Enterobacteriacae, una célula de especies de Pseudomonas, una célula de especies de Clostridium,
una célula de especies de Rhizobiumy una célula de especies de Agrobacterium. Si la célula huésped es una célula
vegetal, es preferible que esta célula se seleccione de una célula de una especie de planta de cultivo,
preferentemente una célula de planta dicotiledébnea o una célula de planta monocotiledénea. Son ejemplos de
células de plantas dicotiledoneas la alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, judia, baya, mora, arandano, colza,
zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo, tilo, algodén, alubia, ardndano agrio, pepino, cucurbitacea, berenjena,
arbol frutal, uva, limén, lechuga, lino, meldén, mostaza, arbol de frutos secos, quimbombo, naranja, guisante,
melocotdn, cacahuete, pera, ciruela, patata, soja, calabaza, fresa, remolacha azucarera, girasol, batata, tabaco,
tomate, nabo y hortalizas. Son ejemplos de células de plantas monocotiledéneas el maiz, trigo, avena, arroz, sorgo,
mijo, trigo negro, centeno, grama (festuca, timothy, bromo, vergel, San Agustin, Bermuda, agréstide) y cebada. Los
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casetes de expresion destinados para su uso en una célula vegetal contienen tipicamente secuencias unidas
operativamente que regulan los niveles y la eficacia de la expresién de una sustancia deseada, tal como la proteina
insecticida Cry1A.105. Dichas secuencias pueden ser una secuencia potenciadora de la expresién, una secuencia
lider no traducida, una secuencia intronica, una secuencia que codifica un péptido que se dirige al cloroplasto y una
secuencia poliadenilacién y terminacion de la transcripcion.

El casete de expresién se incorpora preferentemente en un vector para su uso en la estabilizacién de la
conservacion de la secuencia codificante de Cry1A.105 dentro de la célula huésped. Un vector puede ser cualquier
cantidad de estructuras conocidas en la técnica, pero tipicamente es un plasmido o un replicén en el que el casete
de expresién se construye o se inserta antes de la incorporacion en la célula huésped. Un vector esta destinado a
incluirse, pero sin limitacion, en un plasmido, un csmido, un bacmido, un fagémido, un YAC (cromosoma artificial de
levadura), un BAC (cromosoma artificial bacteriano), un vector suicida, una secuencia de insercion, un transposén o
incluso en una secuencia de nucleétidos lineal a la que se une el casete de expresién o en la que se inserta el
casete de expresion.

Las plantas transgénicas resistentes a plagas de insectos lepidopteros constituyen una realizacién de la presente
invencion. Dichas plantas contienen una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina Cry1A.105 insecticida
como se expone en la SEC ID N2 2 desde al menos la posicién del aminoacido 10 a aproximadamente la posicion
del aminodcido 600. La planta transgénica es eficaz en el control de plagas de insectos lepiddpteros producidas por
insectos tales como enrolladores foliares, gusanos cortadores, gusanos cogolleros, barrenadores, orugas de bolson
y cualquier consumidor de forraje. Las plagas preferidas son el gusano cogollero, el barrenador europeo del maiz, el
gusano de la mazorca del maiz (gusano de la capsula del algoddn) y el barrenador sudoccidental del maiz.

La presente invencion pretende incluir la progenie y semillas o frutos o productos cosechados de las plantas
transgénicas de la presente invencién, siempre que la secuencia de nucleétidos de la presente invencién que
codifica un segmento insecticida de Cry1A.105 se conserve dentro del genoma heredable y/o plastidico de las
células de la planta, su progenie, semillas y similares.

La presente invencién también proporciona uno o mas procedimientos para el control de plagas de insectos
lepidépteros de una planta proporcionando en la dieta de un insecto plaga una composicién que contenga una
cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida de una proteina insecticida Cry1A.105. Una composicion de este
tipo serian las células vegetales que se han formado o que descienden de una célula vegetal transformada con una
secuencia de acido nucleico que codifica un segmento insecticida de una secuencia de aminoacidos de Cry1A.105
como se expone en la SEC ID N2 2. Una planta transgénica generada a partir de una célula vegetal transformada
para contener un casete de expresion, ilustrado como se expone en la SEC ID N%: 5 y SEC ID N 7, que contiene
una secuencia de codifica una secuencia de aminoacidos insecticida Cry1A. 105, seria un medio para proporcionar
una composicion insecticida en la dieta de un insecto. Otro medio seria producir una cantidad eficaz desde el punto
de vista insecticida de una proteina Cry1A. 105 en una célula bacteriana o fungica y proporcionar la célula
bacteriana o la célula fungica o una cantidad purificada de la proteina Cry1A.105 en la dieta de uno 0 mas insectos
plaga diana susceptibles a la proteina Cry1A. 105.

Siendo obvias las diversas ventajas y caracteristicas de la presente invencion, la naturaleza de la invencién puede
entenderse mas claramente por referencia a la siguiente descripcion detallada, a los ejemplos y a las
reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcidn de las secuencias

La SEC ID N% 1 es una secuencia sintética para la expresiébn de una proteina insecticida Cry1A.105,
preferentemente en una célula de una planta dicotiledénea.

La SEC ID N®: 2 es una proteina Cry1A.105 codificada a partir de la secuencia de nucledtidos como se expone en la
SEC ID N@: 1.

La SEC ID N2 3 es una secuencia sintética para la expresién de una proteina insecticida Cry1A.105,
preferentemente en una célula de una planta monocotiledénea.

La SEC ID N®: 4 es una proteina Cry1A.105 codificada a partir de la secuencia de nucleétidos como se expone en la
SEC ID N¢: 3.

La SEC ID N®: 5 representa una secuencia de nucleétidos que consiste en un casete de expresién que actda en una
célula vegetal, y preferentemente en una célula de una planta dicotiledénea, para expresar una proteina insecticida
Cry1A.105.

La SEC ID N®: 6 representa una proteina insecticida Cry1A.105 codificada por un segmento dentro del casete de
expresion como se expone en la SEC ID N¢: 5.

La SEC ID N2:7 representa una secuencia de nucleétidos que consiste en un casete de expresion que actia en una
célula vegetal, y preferentemente en una célula de una planta monocotiledénea, para expresar una proteina
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insecticida Cry1A.105.

La SEC ID N®: 8 representa una proteina insecticida Cry1A.105 codificada por un segmento dentro del casete de
expresion como se expone en la SEC ID N%: 7.

Descripcion detallada de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, los autores de la invencion han construido secuencias de nucleétidos que
codifican una nueva proteina insecticida, identificada en el presente documento como una proteina Cry1A.105. Se
ha identificado que la secuencia de aminoacidos de Cry1A. 105, expuesta en la SEC ID N°: 2, presenta propiedades
que proporcionan ventajas sobre las proteinas insecticidas de Bt de origen natural que son tdxicas a especies de
insectos lepidopteros. En particular, la proteina Cry1A.105 puede expresarse a altos niveles en plantas
monocotiledéneas y dicotileddneas sin que la mayoria de los sucesos transgénicos presenten efectos fitotdxicos
como resultado de los niveles aumentados de la expresion en comparacién con los efectos observados cuando las
proteinas Cry1 de origen natural se expresan en plantas. Ademas, la proteina Cry1A.105 forma cristales estables
cuando se expresa en Bacillus thuringiensis, probablemente debido al efecto estabilizante del segmento protoxina de
Cry1Ac unido al resto toxina de la proteina quimérica Cry1A. 105. Ademas, la proteina insecticida Cry1A.105
presenta un intervalo de bioactividad insecticida dirigido contra especies de lepiddpteros no observado con otras
proteinas Cry1 de origen natural hasta ahora identificadas. Por lo tanto, la expresion de la proteina Cry1A. 105 en
plantas transgénicas produce cantidades aumentadas de sucesos transgénicos morfolégicamente normales que
expresan niveles mas altos de un analogo de una toxina Cry1 que presenta un amplio espectro de control de
insectos plaga lepidopteros para cualquier suceso que se seleccione para el desarrollo comercial. Dichos sucesos
deben dar como resultado la ventaja de retrasar la aparicion de resistencia contra el analogo de la toxina Cry1A 'y
cuando se combinan con una segunda toxina que es téxica para una o0 mas de las especies de insectos plaga contra
la cual el analogo de Cry1A es también toxico y que ejerce su modo de accion de una manera que es diferente de la
del analogo de Cry1A, cualquier probabilidad de desarrollo de resistencia contra cualquier toxina se espera que sea
extremadamente remota.

Los inventores han construido al menos dos secuencias de nucledtidos diferentes para su uso en plantas,
codificando cada secuencia de nucleétidos la misma proteina insecticida Cry1A.105. Aproximadamente los dos
primeros tercios (0 extremo amino) de la parte insecticida de la proteina Cry1A.105 consisten en las secuencias de
aminoacidos derivadas de una secuencia de aminoacidos de Cry1Ab. Esta secuencia esta unida al extremo
carboxilo de la parte toxina y una parte del dominio protoxina de una secuencia de aminoacidos derivada de una
proteina insecticida Cry1 obtenida de una cepa de Bt aizawai Ecogen EG6346 (Chambers y col., 1991, J. Bacteriol.
173: 3966-3976). El segmento toxina de Cry1A.105 se une después a un segmento que es sustancialmente una
secuencia peptidica de la protoxina de Cry1Ac. Los autores de la invencion demuestran que esta construccion
proporciona una secuencia de aminoacidos Unica que presenta propiedades insecticidas sorprendentemente
mejoradas cuando se compara con las propiedades mostradas por la proteina a partir de la cual deriva la quimera.
Adicionalmente, la proteina precursora de Cry1A.105 presenta excelentes propiedades de formacion de cristal y se
disuelve y se procesa eficazmente a la forma toxina activa en el intestino de plagas de insectos lepidépteros diana
especificos.

Las secuencias de nucleétidos representadas en el presente documento se han construido usando los
procedimientos expuestos en las Patentes de Estados Unidos N° 5,500,365 y 5,689.052, evitando en particular
determinadas secuencias inimicas en la secuencia codificante que se ha observado que son problematicas para la
expresion de secuencias de genes heter6logos en células vegetales. El segmento que codifica la parte toxina de la
proteina Cry1A. 105 consiste en los nucle6tidos como se expone en las SEC ID N%: 1 y SEC ID N% 3 desde
aproximadamente la posicion 1 hasta aproximadamente la posicién 1830, mas o menos. La secuencia como se
indica en la SEC ID N¢: 1 se construyd para su uso en especies de plantas dicotileddneas, y en particular, en plantas
de algodoén. La secuencia como se indica en la SEC ID N2 3 se construyé para la expresion en plantas
monocotiledéneas, y en particular, en especies de plantas de mazorca o maiz.

Las secuencias de nucledtidos de la presente invencion presentan entre si una identidad global de
aproximadamente 94,3% y son idénticas desde aproximadamente la posicion del nucleétido 1330 hasta
aproximadamente la posicion del nucleétido 3534. El segmento de cada una de estas secuencias de nucleétidos que
codifica la parte toxina de la proteina Cry1A.105 presenta, desde aproximadamente la posicion del nucleétido 1 a
aproximadamente la posicion del nucleétido 1830, una identidad entre si de aproximadamente 88,9%. El segmento
de estas secuencias de nucledtidos que codifica las dos primeras estructuras dominio de la proteina Cry1A.105 es
sustancialmente mas diverso y solo presenta una identidad entre si de aproximadamente 84,7%.

Los autores de la invencion han construido sucesos de plantas transgénicas usando estas secuencias.

La SEC ID N2 1 se introdujo en un vector plasmidico que contenia un casete de expresion que consistia en una
secuencia promotora potenciada del Virus del Mosaico de Escrofularia (eFMV, enhanced Figwort Mosaic Virus)
unida operativamente a una secuencia lider no traducida Hsp70 de Petunia hybrida (Ph.Hsp70, a.k.a., DnaK), una
secuencia codificante peptidica que se dirige al cloroplasto de la subunidad pequefia de la ribulosa bis fosfato
carboxilasa de Arabidopsis thaliana y una secuencia de poliadenilacién y terminacién de la transcripcion del gen de
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la subunidad pequefia de la ribulosa bis fosfato carboxilasa E9 de Pisum sativum. La secuencia codificante de
CrylA.105 como se expone en la SEC ID N2 1 se insert6 en este casete de expresion en fase con e inmediatamente
adyacente a la secuencia codificante del extremo 3' de la secuencia codificante del péptido diana y cadena arriba de
la secuencia de terminacion E9. La secuencia de nucleétidos del casete de expresion resultante se expone en la
SEC ID N2 5. Se escindi6 un segmento del vector que contenia el casete de expresion Cry1A.105 unido a un
segundo casete de expresion que contenia un marcador de GUS que podia expresarse en plantas y se usé para
generar sucesos de algoddn transgénicos usando procesos biolisticos. Los sucesos transgénicos se ensayaron en
un bioensayo para determinar la actividad insecticida contra varias especies diferentes de plagas de lepiddpteros y
se determin6 que presentaban propiedades de control de insectos significativamente mejores que las de las plantas
de algoddn resistentes a insectos previamente existentes que sélo contenian Cry1Ac o una combinacién de las
proteinas Cry1Ac y Cry2Ab. Ademas, algunos de los sucesos de algoddn transgénicos de Cry1A.105 presentaron
niveles de acumulacién de la proteina Cry1A.105 que superaban de 10 a 20 partes por millén durante el periodo de
cultivo, incluso en las capsulas del algodén, y sin presentar ningin efecto fitotéxico en la planta o en los tejidos
reproductores. Esto difiere de otras proteinas Cry1 que se han ensayado previamente, que generalmente solo fueron
capaces de presentar niveles de acumulacién inferiores a aproximadamente 10 partes por millon, dirigidas o no a
cloroplastos. Cuando otras proteinas de tipo Cry1l se ensayaron en algodon se observaron efectos fitotoxicos,
especialmente cuando los niveles de acumulacion de Cry1 alcanzaban o superaban aproximadamente 10 ppm.

La SEC ID N®: 3 se introdujo en un vector plasmidico que contenia un casete de expresion que consistia en una
secuencia promotora potenciada del Virus del Mosaico de la Coliflor (eCaMV) unida operativamente a una secuencia
lider no traducida del gen de la proteina de unién principal de la clorofila a/b de Triticum aestivum y una secuencia
intronica de actina de Oryza sativa, y una secuencia de poliadenilaciéon y terminacién de la transcripcion del gen
hsp17 de Triticum aestivum. La secuencia codificante de Cry1A.105 como se expone en la SEC ID N2 3 se insertd
en este casete de expresion inmediatamente adyacente a y en direccion 3' de la secuencia intrénica y cadena arriba
de la secuencia de terminacion. La secuencia de nucleotidos del casete expresion resultante se expone en la SEC
ID Ne: 7. El vector también contiene un marcador de seleccién del herbicida glifosato que se usé para seleccionar
sucesos transformados con el casete de expresién de CrylA.105. Los sucesos del maiz seleccionados después de la
transformacion con el casete de expresion de Cry1A.105 se ensayaron en bioensayos contra diversas especies de
plagas de lepidopteros y se determiné que presentaban un amplio intervalo de actividad insecticida que no era
frecuente con sucesos transformados con otras proteinas insecticidas de Bt tal como Cry1Ab. Las actividades del
gusano cogollero y del gusano cortador negro presentadas por sucesos que expresaban niveles insecticidas de
Cry1A.105 junto con la actividad insecticida de Cry1A.105 dirigida al gusano de la mazorca del maiz y al barrenador
del maiz equivalente o mayor que la de los sucesos que expresan Cry1Ab, proporcionan un espectro mas amplio de
actividad insecticida para sucesos de Cry1A.105.

Las secuencias de nucleétidos de la presente invencién son ejemplares. Otras secuencias de nucleétidos pueden
expresar un fragmento de la proteina insecticida Cry1A.105 en una célula vegetal, y ademas pueden disefiarse otras
secuencias de nucleétidos que se expresen bien en otros tipos de células huésped. Sin limitar el alcance de la
divulgacién, se pretende que una secuencia de nucleétidos, para su uso en la expresion de un fragmento insecticida
de CrylA.105, presente al menos aproximadamente una identidad de secuencia de nucleétidos del 85%, o al menos
aproximadamente del 90%, o al menos aproximadamente del 95%, o al menos del 99% o mas, con las secuencias
de nucleotidos ilustradas en el presente documento. Otras secuencias de nucleétidos destinadas para la expresion
de un fragmento insecticida de Cry1A.105 en una célula huésped que no sea una célula vegetal pueden tener
cualquier porcentaje de identidad o de similitud con las secuencias de nucledtidos ilustradas. Las secuencias de
nucleétidos pueden variar debido a la redundancia del cddigo genético, y por tanto es posible sintetizar cualquier
cantidad de secuencias de acido nucleico que codifiquen cualquier parte de la secuencia de aminoacidos indicada
en la SEC ID N¢: 2 y se pretende que todas estas secuencias estén dentro del alcance de la presente invencion.

La secuencia de acido nucleico ejemplificada en el presente documento y expresada en el maiz consiste Unicamente
en una secuencia codificante de la proteina precursora Cry1A.105, mientras que la secuencia expresada en el
algodoén consiste en una secuencia codificante de la proteina precursora Cry1A.105 dirigida al cloroplasto. Se ha
demostrado que la expresién de proteinas Cry1 en plantas es problematica. No se sabe si cualquier proteina Cry1
particular se expresara bien en cualquier planta particular, y por eso se requiere experimentacion por ensayo y error.
Algunas proteinas Cry1 expresadas en maiz produciran efectos fitotdxicos, y por eso a veces el direccionamiento de
la proteina al cloroplasto alivia dichos efectos. Se observan similares circunstancias con la expresion de las
proteinas Cry1 en las plantas de algodon. Los ejemplos del presente documento no pretenden demostrar que la
expresion de Cry1A.105 sélo es posible en maiz si se localizan en el espacio citoplasmico, y de manera similar, no
pretende demostrar que la expresién de Cry1A.105 sélo es posible en algodon si se localizada en el plastidio. Los
ejemplos pretenden demostrar que cualquier procedimiento de localizacién de la proteina funciona con esta proteina
para conseguir plantas morfolégicamente normales que presenten altos niveles de expresién y acumulaciéon de la
proteina Cry1A.105, y que presente niveles de resistencia comerciales frente a una amplia diversidad de plagas de
plantas de insectos lepidépteros en los géneros seleccionados de los grupos que consisten en Anticarsia,
Pseudoplusia, Rachiplusia, Helicoverpa, Heliothis, Spodoptera, Epinotia y Armigera. Se cree que cualquier
secuencia codificante peptidica que se dirija al plastidio funcionaria eficazmente para dirigir la proteina Cry1A.105
precursora al plastidio/cloroplasto.
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En la técnica se conocen secuencias lider no traducidas, secuencias intrénicas y de poliadenilacién y terminacién de
la transcripcién en direccion 3'y el experto en la técnica entenderd que en determinadas circunstancias, la expresion
puede potenciarse o estabilizarse incorporando estas secuencias en los casetes de expresion. En la técnica se
conocen diversas secuencias de este tipo y estan presenten incluirse dentro del alcance de la presente divulgacién.
De manera similar, los promotores que funcionan para conseguir la expresion regulada de una secuencia unida se
conocen en la técnica y también estan destinados a incluirse dentro del alcance de la presente divulgacién. Los
promotores pueden seleccionarse para su uso para dirigir la expresion de una secuencia unida en cualquier cantidad
de combinaciones de parametros, incluyendo pero sin limitacién, el control de expresion temporal, control de
expresion especifico espacial o tisular y control de la cantidad de un producto génico particular que se desea que se
acumule dentro de una célula o tejido de una planta en particular.

La proteina precursora de longitud completa, que consiste en el resto de aminoacido 1 hasta aproximadamente el
resto 3534, presenta excelentes propiedades de formacion de cristales y es bien tolerada por las especies de
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas. La proteina precursora también presenta excelente estabilidad cuando
se encuentra en forma cristalina y también presenta una excelente solubilidad a pH alcalino, en particular a un pH
alcalino dentro de un intervalo de aproximadamente 8,0 aproximadamente 12,0, o de aproximadamente 8,5 a
aproximadamente 11,5, o de aproximadamente pH 9,0 a aproximadamente pH 11,0.

La proteina de la presente invencién puede purificarse y usarse en solitario en una cantidad eficaz desde el punto de
vista insecticida en cualquier cantidad de composiciones destinadas para su uso como un agente para el control de
plagas de lepidopteros o puede combinarse en una cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida con
cualquiera de otros agentes pesticidas que son diferentes de la proteina Cry1A.105. Dichos otros agentes pesticidas
que se pretenden incluir, pero sin limitacion, con otro proteina Cry de Bt u otras composiciones insecticidas tanto
toxicas como no toxicas contra una especie de lepiddptero incluyen insecticidas quimicos, agentes fungicidas o
fungistaticos, antibidticos, agentes antibacterianos, agentes bacteriostaticos y agentes nematicidas o
nematostaticos. Dichas combinaciones pesticidas que incluyen una Cry1A.105 junto con cualquier cantidad de otros
agentes pesticidas pueden producirse por una célula transgénica o formularse usando agentes pesticidas purificados
o sustancialmente purificados en una composicion pesticida en una forma que consiste en un polvo, un material
granular, una suspensién oleaginosa, una suspensién acuosa, una mezcla de emulsién de aceite y agua o un polvo
humectable y después proporcionarse en un transportador aceptable desde el punto de vista agricola para
aplicaciones foliares. Las composiciones también pueden formularse en un tratamiento para semillas, junto con una
Cry1A.105 en la composiciéon destinada para la inclusion en el tratamiento de semillas, 0 como una composicién
aplicada a una semilla que deriva de una planta transgénica transformada para expresar cantidades eficaces desde
el punto de vista insecticida de una Cry1A.105, de tal manera que la composicion para el tratamiento de semillas que
contiene los agentes pesticidas se proporcione a un lepidéptero plaga diana junto con células de una planta
desarrollada a partir de la semilla que produce cantidades eficaces desde el punto de vista pesticida de una proteina
Cry1A.105. Una combinacién de propiedades insecticidas cada una téxica para la misma especie de insecto y que
aun manifestase sus efectos de toxicidad a través de diferentes modos de accion seria una combinacién
particularmente Util de agentes pesticidas para el control de especies de lepidopteros o para retrasar la aparicion de
resistencia contra cualquier agente pesticida individual de otra manera eficaz contra una especie de lepidéptero
particular. Una combinacién ejemplar de dichas proteinas seria una proteina Cry1A.105 de la presente invencion, es
decir, una primera proteina insecticida, acoplada al menos con una segunda proteina insecticida diferente de la
primera. Dichas proteinas insecticidas diferentes incluyen, pero sin limitacién, otras proteinas cristalinas de Bt contra
lepidépteros (otras Cry1’s, Cry2’s, Cry5’s, Cry9’s), proteinas VIP, proteinas insecticidas de lepiddpteros
denominadas proteinas TIC, y proteinas insecticidas producidas por especies de bacterias de Xenorhabdus y
Photorhabdus. Proporcionando en la dieta de un insecto plaga una combinacion de una o mas proteinas insecticidas
junto con un agente disefiado para conseguir la supresion de genes mediada por ARNbc de uno o mas genes
esenciales para la supervivencia del insecto es una combinacién particularmente Gtil de agentes pesticidas para el
control de especies de lepidopteros o para retrasar la aparicion de resistencia contra cualquier agente pesticida
individual de otra manera eficaz contra una especie de lepidéptero particular.

Las plantas transformadas con las secuencias de nucleétidos de la presente invencidén se proporcionan como otra
realizacién de la presente invencion. En la técnica se conocen procedimientos para introducir de manera estable
ADN en las células vegetales, y se incluye pero sin limitacion, infiltracién al vacio, transformacion mediada por
Agrobacterium o Rhizobium, electroporacion y diversos procedimientos balisticos. EI ADN introducido en las plantas
generalmente se dirige para la insercién en el cromosoma nuclear, aunque también puede conseguirse la insercién
en el ADN de cloroplastos o plastidios. EI ADN introducido en las plantas esta generalmente unido a, o asociado
con, una secuencia que proporciona un medio para identificar o seleccionar la célula o las células que se han
transformado de manera estable con el ADN de interés, incluyendo pero sin limitacion, marcadores de lectura tales
como genes que emiten fluorescencia o luz y genes que codifican pigmentos o enzimas que, en presencia del
sustrato apropiado, otorgan una caracteristica colorimétrica a la célula o células transformadas, o incluyendo
marcadores de seleccién que permitan una seleccion positiva de las células y tejidos transformados, proporcionando
una mayor ventaja a las células transformadas y esencialmente haciendo que las células o tejidos no transformados
no se vuelvan estaticos o se mueran. Dichos marcadores de seleccion incluyen, pero sin limitacion, genes que
codifican a las enzimas basta, bar, resistencia a metotrexato, neomicin fosfotransferasa, enzimas EPSPS
insensibles a glifosato, enzimas glifosato oxidorreductasa (GOX), phnO de E. coli o su equivalente y similares.
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Los vectores y otros tipos de secuencias disefiados para conservar, manipular y/o conducir las secuencias de
nucleétidos ilustradas cuando se estan manipulando en el laboratorio o para la introduccién en una célula huésped
también se incluyen dentro del alcance de la invencion y pretende incluir, pero sin limitacién, fagos, plasmidos,
bacmidos, yacmidos, cosmidos y similares.

Las plantas transformadas también se encuentran dentro del alcance de la presente invencién. Las plantas
transformadas que contienen una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un fragmento insecticida de una
proteina Cry1A.105 son especificamente adecuadas para la presente divulgacion. Tanto las plantas
monocotiledéneas como las dicotiledéneas se contemplan dentro del alcance de la presente invencion. Se pretende
incluir, pero sin limitacion, las siguientes monocotiledéneas maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo negro,
centeno, grama (festuca, timothy, bromo, vergel, San Agustin, Bermuda, agréstide) y cebada y las plantas
dicotiledéneas que se pretende incluir son al menos alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, judia, baya, mora,
arandano, colza, zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo, tilo, algodén, alubia, arandano agrio, pepino,
cucurbitacea, berenjena, arbol frutal, uva, limén, lechuga, lino, melén, mostaza, arbol de frutos secos, quimbombo,
naranja, guisante, melocotdn, cacahuete, pera, ciruela, patata, soja, calabaza, fresa, remolacha azucarera, girasol,
batata, tabaco, tomate, nabo y hortalizas. Los productos de estas plantas, asi como semillas y tejidos producidos a
partir de estas plantas, se incluyen especificamente dentro de la presente invencion, siempre que la semilla, el tejido
o el producto contenga un transgén que codifique un fragmento insecticida de una proteina Cry1A.105.

La proteina Cry1A.105 puede usarse para inmunizar animales para producir anticuerpos especificos para epitopes
de Cry1A.105. Pueden usarse anticuerpos especificos de Cry1A.105 para detectar la presencia de Cry1A.105 en
una muestra biologica. En la técnica se conocen procedimientos para detectar la unién de un anticuerpo a un
antigeno. La deteccion de la unién de un anticuerpo a un epitope de Cry1A.105 en una muestra bioldgica constituye
una prueba de diagnoéstico para detectar la presencia de la proteina en la muestra.

También pueden detectarse secuencias de nucleétidos que codifiquen un fragmento insecticida de Cry1A.105. Para
unirse a una secuencia diana pueden usarse sondas de nucleétidos sintéticas, es decir, una secuencia de
nucleétidos que codifiqgue un fragmento insecticida de CrylA.105. En la técnica se conocen procedimientos para
detectar la unién de una sonda a una secuencia diana. La deteccidon de la unién de una sonda a la secuencia
codificante Cry1A.105 diana constituye una prueba de diagnostico para detectar la presencia de la secuencia
codificante en la muestra.

También pueden usarse cebadores de nucleétidos sintéticos en reacciones de amplificacién térmica para producir
un amplicon a partir de una muestra biolégica que se sospecha que contiene una secuencia de nucleétidos que
codifica un fragmento insecticida de una proteina Cry1A.105. La presencia de un amplicén producido en dicha
reaccion de amplificacion térmica constituye una prueba de diagnéstico par detectar la presencia de la secuencia de
nucleétidos en la muestra. Son secuencias particularmente Utiles como sondas, que constituyen una prueba de
diagndstico para detectar la presencia de las secuencias codificantes de Cry1A.105 de la presente invencion en una
muestra biolégica, las que se corresponden con o las que son perfectamente complementarias con (1) la posicion de
nucleétidos 1401-1420 como se indica en la SEC ID N2: 1 o SEC ID N2: 3 o (2) la posicion de nucleétidos 1821-1840
como se indica en la SEC ID N°: 1 o SEC ID N¢: 3. Estas secuencias se corresponden con (1) los 20 nucleétidos que
abarcan la secuencia que codifica la unién entre el Dominio Il y Dominio de los segmentos de diferentes proteinas
insecticidas usadas para la construccién de la parte insecticida de las proteinas de la presente invencion y (2) los 20
nucleétidos que abarcan la secuencia que codifica la union entre el Dominio Il y el segmento que codifica la
protoxina de los diferentes segmentos codificantes de la proteina usados para la construcciéon de la secuencia
codificante de la proteina pre-pro-toxina Cry1Ab.105. Las secuencias de nucle6tidos que se corresponden con, o
son complementarias a, cualquiera de estos segmentos de ADN (1401-1420 o 1821-1840) pueden usarse como
sondas para detectar la presencia de estas secuencias codificantes en muestras biologicas. La deteccién de dicha
unién constituye una prueba de diagndstico para detectar la presencia de dichas secuencias codificantes en una
muestra biolégica. El experto en la materia reconocera otras secuencias que flanquean ambos lados de estos
segmentos de ADN que pueden usarse como cebadores para amplificar distintos segmentos de amplicén
dimensionados a partir de dichas muestras biologicas y dichos amplicones constituyen una prueba de diagnéstico
para detectar la presencia de dichas secuencias codificantes en la muestra. Por ejemplo, podria usarse una primera
secuencia codificante, que corresponderia a la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID N°% 1 desde la
posicion 1201 a la 1220, como un cebador directo en una reaccién de amplificacion térmica con una segunda
secuencia cebadora que corresponderia al complemento inverso de la secuencia de nucledtidos como se indica en
la SEC ID N®: 1 desde la posicion 1581 a la 1600. Cuando dichos cebadores se usan juntos en una reaccion de
amplificacion térmica con una muestra bioldgica que contiene la SEC ID N°: 1 producirian la sintesis de un amplicén
correspondiente a la SEC ID N2 1 desde la posicion del nucleétido 1201 a la 1600, es decir, un amplicon de 400
nucleétidos, que contendria el segmento de 20 nucleétidos desde la posicién del nucleétido 1401 al 1420 como se
indica en la SEC ID N 1 y por lo tanto constituiria una prueba de diagnéstico para detectar la presencia de la
secuencia codificante de Cry1A.105 en dicha muestra.
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Ejemplos
Ejemplo 1.
Este ejemplo ilustra secuencias de nucleétidos sintéticas que codifican una proteina Cry1A.105 insecticida.

Se construyé una secuencia de nucleodtidos como se indica en la SEC ID N2 1 que codificaba una proteina
insecticida Cry1A.105 para uso en plantas dicotiledéneas. La traduccion de la secuencia de amino&cidos se indica
en la SEC ID N2 2. El segmento que codifica la toxina consiste en los nucleétidos desde aproximadamente la
posicion 1 a aproximadamente la posicién 1830, mas o menos.

Se construyd una secuencia de nucledtidos como se indica en la SEC ID N2 3 que codificaba una secuencia de
aminoacidos Cry1A.105 para la expresion en plantas monocotiledéneas. La traduccion de la secuencia de
aminoacidos se indica en la SEC ID N® 4. El segmento que codifica la toxina consiste en los nucledtidos desde
aproximadamente la posicion 1 a aproximadamente la posicién 1830, mas o menos.

Las secuencias de nucle6tidos como se indica en la SEC ID N2 1 y SEC ID N% 3 son sustancialmente equivalentes
entre si. La SEC ID N2 1 y la SEC ID N¢: 3 presentan una identidad global de aproximadamente el 94.3%. Las dos
secuencias codificantes son idénticas desde aproximadamente la posicién del nucleétido 1330 hasta la posicion del
nucleétido 3534. La parte de cada secuencia que codifica la toxina consiste en desde aproximadamente el la
posicion del nucleétido 1 hasta la posicion del nucleétido 1830, y estos segmentos presentan entre si una identidad
de aproximadamente el 88,9%. Las diferencias sustanciales entre las dos secuencias se encuentran dentro de
aproximadamente la posicion de nucleétido 1 a aproximadamente posicién de nucleétido 1329, o aproximadamente
los dos primeros tercios del segmento que codifica la parte toxina de la proteina Cry1A.105. A lo largo de este
segmento, las dos secuencias presentan una identidad de aproximadamente el 84,7%.

Una cepa de E. coli (TOP10, Invitrogen, Inc.) transformada con un plasmido denominado pMON70522 que contenia
un marcador de seleccién de la beta-lactamasa y una secuencia como se indica en la SEC ID N2 3 que codificaba
una Cry1A.105 se depositd el 31 de agosto del 2005 en la Agriculture Research Culture Collection (NRRL)
internacional Depository Authority at 1815 North University Street, en Peoria, lllinois 61604 Estados Unidos, de
acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Internacional Recognition of the Deposito of Microorganisms para los
fines de los procedimientos de las Patentes y se denomind NRRL B-30873.

Ejemplo 2.
Este ejemplo ilustra plantas de algodén transgénicas que expresan una proteina Cry1A.105.

Semillas de algodén Delta y Pineland DP50 se esterilizaron en la superficie y germinaron durante una noche. Se
aislaron explantes del meristemo y se quitaron las hojas primarias mediante microdiseccion. Los explantes
diseccionados se colocaron en un medio de direccionamiento de tal manera que los meristemos se orientaron
perpendiculares a la direccion de la administracion de las particulas. El vector de transformacion, pMON47740,
comprendia un casete de expresion que tenia una secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID N2 9. Un
fragmento de Kpnl que contenia un gen marcador de GUS (beta-glucuronidasa) bajo el control de un promotor €35S
y una secuencia codificante de Cry1A.105 dirigida al cloroplasto bajo el control de un promotor eFMV se escindi6 de
este plasmido y se aisl6 mediante HPLC y se usé para la transformacién con proyectil de los explantes del
meristemo del algodén. EI ADN purificado, que contenia tanto el casete de expresién de Cry1A.105 como el
marcador de GUS, se precipitd sobre perlas de oro microscépicas y se revistid con una capa de estafio sobre una
lamina Mylar. EI ADN se aceler6 dentro del tejido meristematico por suministro de particulas con descarga eléctrica
al vacio parcial. Después del bombardeo, los explantes se des-direccionaron sobre un medio sin hormonas sin
agente selectivo. Los tejidos foliares de las plantulas regeneradas se muestrearon y se sometieron a ensayo para
detectar la expresién del marcador de GUS. Las plantas transgénicas que presentaban un alto nivel de expresion de
GUS se enviaron al invernadero para posteriores exploraciones. Estas plantas se sometieron de nuevo a ensayo
para detectar la expresion de GUS y las partes negativas de las plantas se podaron. Este ciclo de muestreo y de
poda de tejidos negativos a GUS se repitid6 hasta que todos los sectores de cada planta fueron positivos para el
marcador de GUS. Después, las plantas se conservaron en condiciones convencionales de invernadero hasta la
recogida de la semilla.

Los tejidos obtenidos de plantas de algodén transgénicas F1, positivas a GUS, se sometieron a ensayo en
bioensayos para detectar la actividad insecticida contra el gusano de las capsulas de algodéon (CBW, cotton
bollworm) y el gusano cogollero (FAW, fall armyworm). Previamente las plantas de algodon isogénicas generadas
que expresaban niveles insecticidas de Cry1Ac o una combinacion de Cry1Ac y Cry2Ab se usaron como controles
positivos y como control negativo se us6 una isolinea no transgénica.

Como un medio para determinar la actividad insecticida de las plantas de algodén transgénicas se usaron ensayos
con CBW en cuadrados. (Adamczyck y col., (2001) J. Econ. Entomol. 94: 284-290; Kranthi y col (2005) Current
Science 89: 291-298). Se recogieron cuadrados de tejido foliar (del tamafio de una cabeza de cerilla o mayor) y se
colocaron individualmente en pocillos de ensayo. Cada cuadrado se infesté con una sola larva de CBW del tercer
estadio. Cinco dias después de la infestacion se registré el nimero de insectos supervivientes.
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También se usaron ensayos con CBW en capsulas para determinar la actividad insecticida del tejido de la capsula
recogido de plantas transgénicas. Se recogieron 8 cépsulas verdes duras (post-floracion) de cada suceso y se
colocaron en cubetas individuales y se infestaron con larvas de CBW del tercer estadio. Cinco dias después de la
infestacién se registrd el niUmero de insectos supervivientes

Se realizaron ensayos foliares para determinar la actividad insecticida del tejido foliar transgénico contra FAW. Se
extrajeron hojas nuevas de los extremos de las plantas de algodén. Se recogieron 2 perforaciones foliares, cada una
con un diametro de aproximadamente 1,9 cm (3/4”) y se colocaron en cada uno de los 16 pocillos de ensayo
individuales. Cada pocillo se infesté con una sola larva de FAW del segundo o tercer estadio. Cinco dias después de
la infestacion se registrd el nimero de insectos supervivientes.

Los resultados de los bioensayos se muestran en la Tabla 1. Los resultados demuestran que los sucesos de algodon
transgénico que expresan Cty1A.105 presentan una mayor actividad insecticida en comparacion con los sucesos
transgénicos que expresan Cry1Ac o una combinacion de Cry1Ac y Cry2Ab contra FAW y CBW.

Tabla 1. Resultados de los bioensayos de FAW y CBW usando el tejido de la planta de algodon transgénica.

Planta FAW (% de supervivencia) | CBW (% de supervivencia) | CBW (% de supervivencia)
(tejido foliar) (Tejido en forma de cuadrado) (Tejido de capsula)

Cry1Ac/Cv2Ab 74,5 32,0 35,8

Cry1Ac 92,7 35,5 35,8

Isolina 99,6 96,8 54

17238 10,9 9,4 25

17567 0 12,5 12,5

17774 1,6 1,2 0

17875 3,1 4,2 0

18026 1,6 18,8 12,5

18122 7,8 22,9 0

En ensayos similares también se realizaron ensayos con el gusano del tabaco y el gusano de la mazorca del maiz.
En cada caso, las plantas que expresaban Cry1A.105 también presentaron actividad insecticida contra estas plagas.

Ejemplo 3.
Este ejemplo ilustra plantas de maiz transgénicas que expresan una proteina Cry1A.105.

Se regeneraron plantas de maiz transgénicas de células transformadas con el vector pMON40232. Este vector
contiene un casete de expresion que tiene una secuencia de nucleétidos como se indica en la SEC ID N°: 7 que
contiene, en union operativa, un promotor 35S del CAMV potenciado, una secuencia lider CAB de trigo, un intron de
la actina 1 del arroz, una secuencia codificante Cry1A.105 y una secuencia de poliadenilacion y terminacion de la
transcripcion en direccién 3’ del gen hsp17 del trigo. Se coloc6é una secuencia de nucleétidos que codificaba una
secuencia de direccionamiento al cloroplasto de la EPSPS de Arabidopsis thaliana (At.EPSES-CTP2) cadena abajo
de y en fase con la secuencia codificante Cry1A.105. Para su uso en la seleccion de sucesos transgénicos, el vector
pMON40232 contenia un gen recombinante que codificaba una EPSPS (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-sintasa)
que no es sensible al herbicida glifosato. A los sucesos transgénicos que surgieron de tejido transformado con
pMON40232 se les denomin6 LAJ 105. Los sucesos transgénicos se exploraron para detectar la ausencia de
cualquier estructura del vector, para detectar la presencia de una sola secuencia simple insertada y para detectar la
integridad del casete de expresién que contenia la secuencia de nucleétidos que codificaba la proteina Cry1A.105.

Se realizaron bioensayos con sucesos que cumplian las limitaciones de la exploracion del suceso. En el bioensayo,
las plantas de maiz transgénicas LAJ105 se compararon con un control negativo isogénico LH198 y con una
variedad MON810 como un control positivo que expresaba la parte insecticida de una proteina Cry1Ab. Se
obtuvieron cinco discos foliares, cada uno de un centimetro de didmetro, de cada uno de los diez sucesos
transgénicos de Cry1A.105 individuales y de los controles. Los discos foliares se colocaron en pocillos cargados con
agar para conservar turgente el material vegetal. Después, los discos se sometieron a alimentaciéon de larvas
neonatas de FAW, gusano cortador negro (BCW, black cutworm), barrenador europeo del maiz (ECB, European
corn borer), gusano de la mazorca del maiz (CEW, corn ear worm) y barrenador sudoccidental del maiz (SWCB,
Southwester corn borer). A cada pocillo se aplicd, una sola larva neonata de FAW, una sola larva de CEW, dos
larvas neonatas de BCW, dos larvas neonatas de SWCB y cuatro larvas neonatas de ECB. Después de cuatro dias
se evaluaron los dafos producidos por la alimentacién usando una escala clasificadora de dafo foliar (LDR, leaf
damage rating) de 0 - 11, indicando 0 que no se observaban darios debidos a la alimentacion, indicando 11 que los
insectos devoraron al menos el 50% del disco e indicando cada punto de la escala entre 0 y 11 un aumento del 5%
en el dafio observado debido a la alimentacion en el disco foliar sometido a observacion.
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Los resultados del bioensayo indicaron que los sucesos que expresaban la proteina Cry1A.105 presentaban una
mayor actividad insecticida contra FAW, ECB y CEW en comparacién con los valores LDR presentados por el control
Cry1Ab contra la misma larva plaguicida. Los valores LDR para estas tres plagas sobre los sucesos Cry1A.105
fueron menores que 1 mientras que el control Cry1Ab present6 valores LDR que variaban de aproximadamente 8 a
10. El valor LDR estaba regularmente entre 1 y 2 tanto para el suceso de CrylA.105 como para el control Cry1Ab
cuando se ensay0 para detectar la actividad contra SWCB, indicando que la proteina Cry1A.105 no era mas toxica
para SWCB de lo que lo era Cry1Ab. Los resultados de este bioensayo refuerzan los resultados previos que
indicaban que Cry1Ab era ineficaz en el control de BCW. Los sucesos Cry1A.105 no fueron mas eficaces contra
BCW de lo que lo fueron con el control Cry1Ab. Por tanto, a los niveles de expresion de la proteina Cry1A.105 en
plantas, estas plantas serian eficaces en el control de otras plagas de plantas de géneros de lepiddpteros
incluyendo, pero sin limitacién, las de los géneros Anticarsia, Pseudoplusia, Rachiplusia, Heliothis, Helicoverpa,
Spodoptera, Epinotiay Armigera.
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val

tec
Ser

age
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
73s

ctt
Leu

agg
Arg

cte
Leu

aac
Asn

tgc
815

att
Ile

cge

gaa
Glu

cct
Pro
560

aca
Thr

age
Ser

act
Thr

gty
val

gtt
val
640

age
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

ace
The
gte
720

cag
Gln

aga
Arg

tac
Tyr

tgg
TIp

aga
Arg
800

agg
Arg

1536
1584
1632
1660
1728
1776
1824
1872
1920
1968
5016
2064
2112
2160
2208
225¢
2304
2352
2400

2448



gat
Asp

gat
Asp

tte
Phe

e
Phe
pes

aga
Arg

act
Thr

gtg
val

atc
Ile

cct
Pro
945

ctt
Leu

gte
val

asa
Lys

gtt gt

Val

tgt
Cys

gga
Gly

ace
The

cce
Pro

gag
Glu

gct
Ala

tee
Ser

agc
Gly

gkg
val

aag
Lys
B850

cte
Ley

gca
Ala

aac

aac
Ran

cac
His
930

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile

ggt
Gly

gag
Glu

gqa
Gly
835

ate
Ile

gaa
Glu

gag
Glu

ate
Ile

tce
Ser
915
gce
Ala

ttg
Leu

gga
Gly

aag
Lya

cat

995

cct
val Pro

1010

cca
Pro

1025

tac

gac

Asp
1065

aac
Asn

yr
1040

ggt’
Gly

gyt
Gly

gag
Glu

aac
Asn

1070

tac
Tyr

gga
Gly

1085

cct
Pro

tcc
Ser

1100

tac
Tyr

aca
The

111%

aag
Lys
820

tgt
Cys

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

gtt
Val
900

caa
Gln

gca
Ala

tee
Sar

cgt
Arg

aac
Asn
290

gtg
Val

gag tgg
Glu Trp Glu

gag
Glu

aga
Arg

ctt
Leu

ace
Thr

ggt
Gly

gtt
val

gat
Asp

tgt
Cya

act
Thr

ace
Thx

asa
Lys

aag
Lys
aes

tac
Ty

tat
TYyEL

gac
Asp

gty
val

atc
Ila
965

ggt
Gly

gac
Asp

goc
Ala

cct
Pro

gg9c
Gly

gge
Gly

ggt
Gly

aag
Lys

gtt
val
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gec
Ala

gac
hap

caa
Gln

cca
Pro
a70

tag
TR

aag
Lys

gat
Asp

aaa
Lys

ate
Ile
950

ttt
Phe

gac
Asp

gtg
val

gaa

tge
Cys

act
Thr Cys

get
Ala

tac
TYT

tte
Phe

tac
TYr

aga
Arg

cac
His

ctg
Leu
gac
855

ttg
Leu

agg
Arg

gag
Glu

cag
Gln

cgt
Arg
938

cet
Pro

acc
Thr

ttc
Phe

gag
Glu

gct
Ala

cat
His

aat
Asn
840

gga
Gly

gtc
val

gac
Asp

gee
Ala

ttg
Leu
920

gtg
val

ggt
Gly

geca
Ala

aac
Asn

gaa cag aac aat cag ¢gt tec gtec ctg
Glu Gln Asn Asn Glp Arg Ser Val Lau

tet
Ser
825

gag
Glu

cac
His

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
205

caa
Gln

cac
His

gty
val

tte
Phe

aat
AsSn
985

1000

qaa
Glu

101§

att
Ile

cte
Leu

1030

atg
val

ace
Thr

1045

tec
Ser

aac
Asn

1060

tge

aac
Asn

1075

act
Thx

age
Ser

1080

gac
Asp

tat
Tyr

1105

cgt
Arg

gag
Glu

1120

15

cgt
Arg

ate’
Ile

tge
Cys

gac
Asp

cgt
Arg

geoe
Ala

aag
Asn

cat
His

gac
Asp

gca
Ala

gaa
Gluw
cgt
8%0

gag
Glu

gee
Ala

age
Ser

aac
Asn

tcc
Ser
970

gge
Gly

gtg tcc
val Ser

gtg
val

cae
His

gte
val

tac
Tyr

aac
Asn Arg

tee
Ser

cct
Pro Cys

cac
His

cke
Leu

aga

get
Ala
87s

gag
Glu

tcc
Sar

gac
Asp

att
Ile

gct
Ala
955

ttg
Lewg

cte
Len

acc
Thr

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr

aga

gtg
val

tge

tte
Phe

q9ga
Gly

ctt
Leu
860

cte
Leu

aaa
Lys

gtg
Val

ace
Thr

cgt
Arg
840

gee
Ala

tac
Tyr

agc
Ser

caa gag
Glan Glu

tee
Ser

gtc
Val
84S

gge
Gly

gct
Ala

cte
Leu

gat
Asp

aac
Asn
925

gag
Glu

atc
Ila

gat
Asp

tgc
Cys

ttg gac atc

Leu
830

t9g
Trp

aac
Asn

cgt

gaa
Glu

get
hla
910

ate
Ile

get
Ala

tte
Phe

gce
Ala

tgg
Trp
990

1005

1020

got
Ala

1035

ate
Ile

1050

gaa
Glu

1065

gtyg
val

1080

qgt
Gly

1095

tac
Tyr

1110

gag
Glu

11235

gag
Glu

aat
Asn

gag
Glu

ttc
Phe

tac
Tyr

gaa
Glu

tac
Tyr

Lys

aac
Asn

Asp

gte
val

ctt
Leu

gtg
Val

tgg
Txp
885

ttg
Leu

gee
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

aga
Arg
875

aat
Asn

aag

atc
Ile

cag
Gln

aac

Asn

gag
Glu

aac
Asn

Ile

ateg

Ile

gag
Glu

aag
Lys
gao

gaa
Glu

ttec
Phe

atg
Met

teg
Leu

gaa
Glu
960

aac
Asn

gtg
Val

gtt aga gtc
Val Arg Val

gag
Glu

aac
Asn

tat
Tyr

gaa
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

aga
hrg

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784

29832

2800

2924

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249
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ggt tac agg gac
Gly Tyr Arg Asp
1130

gag ¢tt gag tac
Glu Leu Glu Tyr
1145

ggt gaa acc gag
Gly Glu Thr Glu
1160

ttg atg gag gaa
Leu Met Glu Glu
1175

<210>2
<211> 1177
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400> 2
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tac aca
Tyr Thr

ttt cect
Phe Pro

gga acc
Gly Thr

taa

cca
Pro
1135

gag
Glu
1150

tte
Phe
1165

ctt cca
Lev Pro

ace gac
Thr Asp

atc gtg
Ile val

16

gtt
val

aaa
Lys

gac

ggc
Gly

gtg
val

age
Ser

tat gtt
Tyr Val
1140

tgqg atc
Trp Ile
1155

gty gag
val Glu
1170

ace
The

gayg
Glu

ctt
Leu

aag
Lys

atec
Ile

cte
Leu

3429

3474
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Met

Ser

TYL

Glu

Trp

65

Glu

Ila

Ser

Glu

Ile

145

Tyr

val

Tyr

Arg

Asp

Aan

Thr

FPhe

50

Gly

Gln

Ser

Phe

Met

130

Pro

val

Phe

Ran

Tzp

Asn

Pro

Pro

35

val

Ile

Leu

Arg
11§

Arg

Gln

Gly

Asp

195

Tyr

Asn

Glu

29

Ile

Pro

Phe

Ile

Leu

100

Glu

Ile

Phe

Ala

Gln

180

Leu

Asn
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Pro
Val
Asp
Gly
Gly
Asn
as

Glu
i

Gln

Ala

Asn

Glu

Ile

Ala

Pro

10

Gln

Gly

Glu

Phe

Val
150

Ile

‘Val

Ser
Gly

58

Ser

Arg

Leu

Ala

asn

135

Gln

Ala Asn Leu

185

Arg

Thr

Thr

Trp

Arg

Gly

Gly

Leu

Ley

Leu

Leu
40

Phe-

Gln

Ile

Ser

Asp

120

Rap

Asn

His

Phe

Ile

200

Glu

17

Glu

Gly

25

Serx

Val

Trp

Glu

Asn

105

Pro

Met

Tyr

Leu

Asp

185

Gly

hrg

Cya
10

Gly
Leu
Leu
Asp
Glu
90

Leu
Thr
Asn
Gln
Ser
170
Ala

asn

val

Ile

Gln

Thr

Gly

Ala

75

Fhe

Tyr

1.\811

Ser

val

155

val

Txp

Pro

Arg

Gln

Len

60

Phe

Ria

Gln

Pro

Ala

140

Pro

Leu

Thr

The

Gly

TYL

Ile

Phe

45

val

Leu

Arg

Ils

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Ile

Asp

205

Pro

Asn
Glu
30

Leu
Asp
val
Asn
Tyr
il0
Leu
Tht
Leu
Asp
Asn
190

His

Asp

Cys

15

Thr

Leu

Ile

Gln

Gln

935

Ala

Arg

Thr

Ser

val

175

Ser

Ala

Ser

Leu
Gly
Ser
Ile
Ile
80

Ala
Glu
Glu
Ala
val
160
Ser
Arg

Val

Arg



Asp

225

Ils

Leu

Gly

Ile

305

Ile

Leu

Gln

Arg

Gly

385

Tyr

Asn

Val

Ile

46%

Thr

Gly

val

210

Trp

Asp

Arg

Glu

Ser

290

Tyr

Met

Tyr

Leu

Pro

370

Thr

Arg

Asn

Ser

Ala

450

Ile

Leu

Asp

Asn

Ala

Ile

Ile

Thr

AsSn

27§

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

as5s

Phe

Glu

Lys

Asn

Met

43§

Pro

Ala

Gln

Ile

Ile

515

Ser

Arg

val

val

260

Phe

Arg

Asp

S5er

The

340

Gln

Asn

Pha

Ser

val

420

Phe

et

Ser

Ser

Leu

500

Asn

Thr
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Tyr-

Ser
245

Ser

Asp

Ser

Ala

Pro

325

Met

Gly

Ile

Ala

Gly

405

Pro

Arg

Fhe

Asp

Gly

485

Arg

Gly

Thx

Asn

230

Leu

Gln

Gly

Pro

His

Jio0

val

Gly

val

Gly

Tyr

390

Thr

t_-‘ro

Ser

Ser

Sar

470

Thr

Arg

Gln

AgD

215

Gln

Phe

Leu

Ser

His

295

Arg

Gly

Asn

Ty®

Ile

375

Gly

val

Gly

TIp

455

Ile

The

Thy

Leu

Leu

Phe Arg Arg

Pro

Phe

280

Leu

Gly

Phe

Ala

Arg

360

Asn

Thr

Asp

Gln

Phe

440

Ile

The

val

Sex

Ero
520

Arg

18

Asn

Arg

265

Arg

Met

Glu

Ser

Ala

345

Thr

Asn

Ser

Ser

Gly

42%

Ser

His

Gln

val

Gly

505

Gln

Ila

Tyr

250

Glu

Gly

Asp

Tyr

Gly

a3o

Pro

Leu

Gln

Sar

Leu

410

Phe

Asn

Arg

Ile

Arg

490

Gly

Arg

Tyr

Glua

235

Asp

Ile

Ser

Ile

Tyr

315

Pro

Gln

Ser

Gln

asn

395

Asp

Ser

Ser

Ser

'Pro

475

Gly

Pro

TYyE

val

220

Lev

Ser

Tyr

Ala

Leu
300

Trp

Glu

Gln

Ser

Leu

380

Len

Glu

His

Serx

Ala

160

Leu

Pro

Phe

Arg

Arg
Thx
Gln
285
ASn
Ser
Phe
Arg
Thr
365
Ser
Pro
Ile
ATQ
val
445
Glu
val
Gly

Ala

Ala
525

Leu

Thr

Asn

270

Gly

Ser

Gly

Thz

Ile

350

Lean

val

Ser

Pro

Leu

430

Ser

Phe

Lys

Phe

Tyx

510

Arg

Thr val Ala

Thr

Tyr

255

Pro

Ile

ile

His

Phe

335

val

k32 4

Lay

Ala

Pro

415

Ser

Ile

Asn

Ala

Thr

498

Thy

Ile

Gly

val

240

Pro

val

Glu

Thr

Gln

320

Pro

Ala

Azg

ASp

val,

4090

Gln

His

Ile

Asn

His

480

Gly

Ila

Glu



Arg

545

Leu

Fhe

Sar

Asn

625

Thr

hap

His

Phe

Gly

705

Thr

Lys

Gly

Asn

Pro

765

Cys

Asp

Fhe

530

Ile

Thr

Pro

Gly

Thr

610

ala

Asp

Glu

Ala

Lys

€90

1le

Ley

Ile

Tyr

Ala

770

Leu

Ala

Gly

val

Lys

Phe

Phe

Asn
585
Len
Le_u
Tyxr
Phe
Lys
675
Asp
Thr
Ser
Asp
Ile
755
bLys
Ser
Pro
Glu
Gly

831s

Ila

Ala

Gln

Ser

580

Glu

Glu

Phe

His

cys

660

Arg

Ila

Ile

Gly

Glu

740

Glu

His

Ala

His

Lys

820

Cys

Lys
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Gly

Ser

565

Gln

Val

Ala

Thr

Ile

645

Leu

Leu

Asn

Gln

Thr

725

Ser

Asp

Glu

Gln

Leu

805

Cys

Thx

Thr

Gln

530

Phe

Ser

Tyr

Glu

Ser

630

Asp

Asp

Sar

Gly

710

Phe

Lys

Ser

Thr

Ser

790

Glu

Ala

ASp

Gln

535

Phe

Ser

Ser

Ile

Ty

615

Thx

Gla

Glu

Asp

Gln

695

Gly

Asp

Leu

Gln

val

775

Fro

Trp

His

Leu

Asp

Asn

Ty:

Phe

Aap

600

Asn

Aan

val

Lys

Glu

680

Pro

Asp

Glu

bys

Agp

160

Asn

Ila

Asn

Hisa

Asn

840

Gly

19

Lys

™hr
585
Arg
Leau
Gln
Ser
Arg
665
Arg
Glu
Asp
Cyns
Ala
745
Leu
val
Gly
Pro
Ser
82s

Glu

His

Thr

Thr

570

Val

Phe

Glu

Leu

AsSn

650

Glu

Asn

Arg

val

Tyr

730

Phe

Glu

Fro

Lys

Asp

810

His

REp

Ala

540

Met Asp Thr

55%

Ile hsn Thr

Gly Ala

Glu

Gly

635

Leu

Leu

Leu

Gly

Phe

718

Pro

Thr

Ile

Gly

Cys

795

Leu

His

Len

Arg

Lau

Ala

620

Len

val

Sex

Leu

Trp

00

Lys

Thr

Arg

Tyr

Thr

80

Gly

Asp

Phe

Gly

Asp

Ile

605

Gln

Lys

Thr

Glu

Gln

685

Gly

Glu

Tyr

Tyr

Ser

765

Gly

Giu

Cys

Ser

val
845

Gly Asp Pro

Ala

Thr

590

?ro

Lys

Thr

Tyr

Lys

670

hsp

Gly

Asn

Leu

Gln

750

Ile

Ser

Pro

Ser

Leu
8130

Trp

Leu Gly Ran

Fha

575

Phe

Val

Ala

Asn

Leu

653

val

Ser

Ser

Tyr

Tyr

735

Leun

Arg

Asn

Cys

g1s

Asp

val

Leu

$60

Thx

Sexr

Thr

val

val

640

Ser

Lys

Asn

Thr

val

720

Gln

Arg

Tyr

Trp

Ara

800

Arg

Ile

Ile

Glu



ES 2400 809 T3

850 855 ae0

Phe Leu Glu Glu Lys Pro Leu val Gly Glu Ala Leu Ala Arg Val Lys
865 970 875 880

Arg Ala Glu Lys Lys Trp Arg Asp Lys Arg Glu Lys Leu Glu Trp Glu
8es 890 995

Thr Asn Ile Val Tyr Lys Glu Ala Lys Glu Ser Val Asp Ala Leu Phe
S00 905 210

val Asn Ser Gln Tyr Asp Gln Leu Gln Ala Asp Thr Asn Ile Ala Met
215 820 925

Ile His Ala Ala Asp lys Arg val His Ser Ile Arg Glu Ala Tyr Leu
930 83s 9540

Pre Glu Leu Ser Val Ile Pro Gly Val Asn Ala Ala Ile Phe Glu Gla
945 950 955 960

Leu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Lem Tyr Asp Ala Arg Asn
. 96s 970 975

Val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Len Ser Cya Trp Asn Val
880 985 290

Lys Gly His Val Asp Val Glu Glu Gln Asn Amm Gln ARrg Ser Val Leu
995 1000 1005 .

Val val Fro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser #ln Glu Val Arg Val
1010 1015 1020

Cys Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leun Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu
1025 1030 1035

Gly Tyr Gly Glu Gly Cys val Thr Ile His ¢lu Ile Glu Asn Rsn
1640 1045 1650

Thr Asp Glu Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyr
108§ 1060 1065

Pro Asn Asn Thr Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val BAsn Gln Glu
1070 1075 1080

Glu Tyr Gly Gly Ala Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu
1085 1080 1095

Ala Pro Ser Val Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys
1100 1105 1110

Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg Glu Asn Pro Cy2 Glu Phe Asn Arg
1115 1120 1125

Gly Tyr Arg Asp Tyr Thr Pro Leu Pro Val Gly Tyr Val Thyr Lys
1130 . 1135 1140

Glu Len Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp Lys Val Trp 1Ile Gl Ile
1145 1150 1155

Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe 1lle Val Asp Ser Val Glu Leu Leu

20



10

15

ES 2400 809 T3

1160 1165 1170

Leu Met Glu Glu
1175

<210> 3
<211> 3534
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos sintética que codifica la secuencia de aminoacidos de Cry1A.105

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(3534)

<400> 3
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atg
Met

agc
Ser

tac
Tyr

gag
Glu
tyg
65

gag
, Gla

atc
Ile

age
Ser

gag
Glu

ate
Ile
145

tac
YL

gtg
val

tae
Tyr

ege
Arg

gac

gac
Asp

aac
Asn

ace
Thr

tte
Phe
50

qgc
Gly

cag
Gln

agc
Ser

tte
Phe

atg
Met
130

cea
Pro

ate
val

ttt
Fhe

aac
Azn

tgg
210

tgg
Trp

aac
Asn

cet
Pro

cco
Pro
as

gty
Val

atc
Ile

cte
Leu

cge
Axg

cge
Arg
115

cqge
Arg

cte
Lew

cag
Gln

age
Gly
gac
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tac

Tyr:

att
Ile

aac

cca
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aac
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gag
Glu
20

ate
Ile
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fro

tet
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ate
Ile

ctg
Leu
100

gag
Glu

atec
Ile

tte
Phe

gee
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cag
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cte
Leu

aac
Asn

cge

gtc
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gac
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ggc
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aac
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gag
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tgg
Trp
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agg
Arg
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Tyr

qag
Glu
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cag
Gln

ggc
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gag
Glu
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agg
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aac
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Ile

gty
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tee

Ser,

gge
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tee
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agg
Axrg

cte
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gce
Ala

aac
Asn
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cag
Gln

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
215

cayg
Gln

aac
Asn

cte
Ley

cte
Leu
40

tte
Phe

cag
Gln

ate
Ile

age
Ser

gac
Asp
120

gac
Asp

aac
Asn

cac
His

tte
Phe

ate
Ile
200

gag
Glu

ttec
Phe

gag
Glu

g9c
25

tece
Ser

gte
Val

tgg
Trp

gag
Glu

aac
Asn
105

ece
Pro

atyg
Mat

tac
Tyr

cte
Leu

gac
AsSp
185

ggc
Gly

cge
Arg

agyg
Aryg
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tge
Cya
10

ggt
Gly

cte
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

gag
Glu
90

cte
Leu

act
Thr

aac
Asn

Caa
Gin

agce
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170

gee
Ala

&ac
Asn

gtc
val

cge
Arg

ate
Ile

gag
Glu

acg
Thr

ggc
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gcc
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tte
Phe

tac
Tyr

|aac
Asn

age
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gtc
val
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gtg
Val

gee
Ala

tac
TYC

tgy
Trp

gag
Glu

ccg
Pro

cge
Axg

cag
Gln

cte
Len
60

ttc
Phe

gee
aAla

caa
Gln

cca
Pro

gec
Ala

“140

ccg
Pro

ctg
Leu

ace
Thr

ace
Thr

ggc
Gly
220

ctyg
Leu

tac
Tyx

ate
Ile

ttec
Phe
45

gtg
Val

ctg
Len

agg
Arg

ate
Ile

gct
Ala
125

ctg
Leu

cte
Leu

agy
Arg

atc
Ile

gac
Asp
205

cct
Pro

ace
Thre

aac
Asn

gag
Glu
30

ctg
Leu

gac

gtg
val

aac
Asn

tac
Tyr
110

cte
Leu

ace
Thr

ctg
Lieu

gac

aac
Asn
190

cac
His

gat

cte
Leu

tge
Cys
15

ace
Thr

cte
Leu

ate
Ila

caa
Gln

cag
Gln
95

get
Ala

cgc

ace
Thr

tec
Ser

gte
val
175

age
Ser

get
Ala

tct
Ser

ace
Thr

cte
Leun

ggt
Gly

age
Ser

ate
Ile

ate
1le
80

gee
hAla

gag
Gla

gag
Glu

gee
Ala

gty
Val
160

age
Ser

cge

gte
val

aga
Azg

gte
Val

48

96

144

192

240

298

336

304

432

480

528

576

624

672

720



225

ctg
Leu

ate
Ils

ctg
Leu

gg¢
Gly

ate
Ile
305

atc
Ile

cte
Leu

cag
Gln

agg
Arg

ggc
Gly
385

tac
Tyr

aac
Asn

gty
val

aga
Arg

atec
Ile
465

aca
™

gga
Gly

gtt
. val

tat
TYE

agg
Arg

gac
Asp

cge

gag
Glu

tec
Ser
290
tac
TYr

atg
Met

tac
Tyr

ctg
Leu

cee
Pro
370
act
Thr

cge

aac
hsn

tee
Ser
gct
450
att
Ile

ctt
Leu

gac

aac
Asn

gce
Ala
530

ate
Ile

ate
Ile

ace
Thr

aac
ASn
275

atec
Ile

ace
Thr

gec
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
355

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn

atg
MeL
435

cet
Pro

gca
Ala

cag’

Gln

att
Ile

atc
Ile
515

tct
Ser

ttt
Fhe

atg
val

gtg
val
260

tte
Phe

agg
arg

gat

tee
Ser

acg
340

cag
Gln

daac
Aan

tte
Bhe

agc
Ser

gty
val
420

tte
Phe

akg
Met

tce
Ser

tca
Ser

ctt
Leu
500

aat
Asn

act
The

gek
Ala

tee
Ser
248

tec
Ser

gac
Agp

age
Ser

gee
Ala

ccg
Pro
328

atg
Mat

ggc
Gly

ate
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly
405

coe
Pro

cge
Arg

ttec
Phe

gac
Asp

ggt
Gly
485

cgt
Arg

gge
Gly

aca
Thr

ggt
Gly

ES 2400 809 T3

230

cte
Leu

caa
Gln

gqgt
Gly

cca
Pro

cag
Hisg
310

gtc
val

ggec
Gly

gtc
val

gagt
Gly
tac
350

acg
Thr

ccc
Pro

tee
Ser

tct
Ser

age
Ser
470

act
Thr

cgc

caa
Gln

aat
hAsn

caq
Gln

tte
Phe

ctg
Leu

age
Ser

cac
His
295

cgc

gge
Gly

aac
Asn

tac
TYr

ate
Ile
315

ggc
Gly

atg
val

agg
Arg

ggc
Gly

tgg
455

att

Ile

act
Thr

aca
The

ttg
Leu

cte
Leu
535

tee
Phea

ccg
Pro

acc
Thr

tte
Phe
200

ctg
Leu

ggc
Gly

ttec
Phe

gee
Ala

cgc
Arg
360

aac
Asn

acc
Thr

gat

cag
Gln

ttc
Phe
440

ata
Ile

act
Thr

gtt
val

agt
Ser

cce
Pro
520

agg
Arg

aag
Asn

aac
Asn

cgc
Arg
265

g9
Arg

atg
Met

gag
Glu

agg
Ser

get
Rla
345

ace
Thr

aac
Asn

tee
Sar

tce
Ser

ggt
Gly
425

age
Ser

cac
His

caa
Gln

gte
val

gga
Gly
505

caa
Gln

ate
Ile

aag
Lya

23

tac
Tyr
250

qaa
Glu

ggc
Gly

gac
Rap

tac
Tyr

ggc
Gly
330

cca
Pro

ctg-

Leu

cag
Gln

tee
Ser

ctg
Leu
4110

tte
Phe

aac
Aan

cgt
Arg

ata
Ila

aga
Atg
450

gga
Gly

agg
Arg

tac
Tyr

act
Thr

235

gac
Asp

ate
Ile

age
Ser

atc
Ile

tac
Tyr
315

cce
Pro

caa
Gln

age
Ser

cag
Gln

aac
Asn
ass

gac
Asp

tece
Ser

tcg
Ser

agt
Ser

cce
Pro
475

agt
Gly

cece
Pro

tat
Tyr

gty
Val

atg
Mot

tce
Ser

tac
Tyr

gece
Ala

cte
Leu
300

tag
Trp

qag
Glu

caa
Gln

tee
Ser

ctyg
Lau
380

ctg
Leu

gag
Glu

cac
His

tce
Ser
gct
400
ttg
Leu

cca
Pro

ket
Phe

cgt
hArg

act
Thr
540

gat
Asp

cge
Arg

ace
The

cag
Gln
285

aac
Asn

tec
Ser

tte
Phe

cge

ace
Thr
363

tece
Sar

cce
Pro

ate
Ile

agg
Arg

gtg
Val

445

gayg
Glu

gtg
Val

999
Gly

get
Ala

gca
Ala
525

gtt
val

ace
Thr

ace
The

aac
Asn
270

99c
Gly

age
Ser

ggc
Gly

acc
Thr

ate
Ile
350
ctyg
Leu

gtc
val

tee
Ser

<ca
Pro

cte
430

age
Ser

ttc
Phe

aaa
Lys

(144
Phe

tac
310

aga

gca
Ala

ggt
Gly

tac
Tyr
258

cce
Pro

ate
Ile

ate
Ile

cac
His

trt
Phe
335

gte
Val

tac
Tyr

ctg
Leuw

get
Ala

cca
Pro
415

age
Sar

atc
Ile

aac
Asn

gca
Ala

aca
Thre
495

act
Thr

ate
Ile

agt
Gly

gac
hsp

240
cecg
Pro

gte
Val

gag
Glu

act
Thr

cag
Gln
3z2o

cet
Pro

gt

Ala.

cgc
Arg

gat
Asp

gtc
Val
400

cag
Gln

cac
Ris

ate
Ile

aac
Asn

cat
His
480

gga
Gly

att
Ile

cgc
Arg

gaa
Glu

ect
Ero

768

Bl16

864

912

960
1009
105¢
1104
1152
1290
1248
1296
1344
1392
1440
1468
1536
1584
1632

1680



111

ttg
Len

tte
Phe

tca
Ser

aac
Asn
625

act
Thr

gat
Asp

cac
His

tte
Pha

999

705
ace
Thr

aag
Lys

ggc
Gly

aat
Asn

coa
Pro
745

tge
Cys

gat
Asp

gat

tte
Phe

44 4
Phe

aca
Thr

cca
Pro

999
Gly

ace
™C
614

gee
Ala

gac

gag
Glu

gec
Ala

aaa
Lys
690

atc
Ile

cte
Leu

atc
Ile

tac
Ty

gee
Ala
70

ctt
Leu

get
Ala

ggc
Gly

gtg
Val

aag
Lys
850

[=1..]
Lau

ttc
Phe

atg
Met

aat
Asn
595

cte
Len

¢cte
Leu

tat
Tyr

tte
Phe

aag
Lys
875

gac
Asp

ace
Thr

tce
ser

gat
Asp

ate
Ile
755

aag
Lys

tet
ser

cca
Pro

gag
Glu

gga
Gly
835

ate
Ile

gaa
Glu

caa
Gln

age
Ser
580

gaa
Glu

gag
Glu

tet
Phe

cac
His

tgc
Cya
660

cgt
Arg

ate
Ile

ate
Ila

g9a
Gly

gag
Glu
740

gaa
Glu

cac
His

gee
Ala

cac
His

3ag
Lys
820

tgt
Cys

aag
Lys

gag
Glu

tce
Ser
565

cag
Gln

gtt
val

get
Ala

acc
Thx

att
Ile
645

cte
Leu

cte
Leu

aac
Rsn

caa
Gln

act
Thr
725

tece
Ser

gac

gag
Glu

caa
Gln

ctt
Leu
a0s

tgt
Cys

act
Thz

ace
Thx

aaa
Lys

ES 2400 809 T3

550

34 3
Phe

agt
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

tee
Ser
630

gac
Asp

gac
Aap

age
Ser

agy
Arg
9ga
710

tte
Phe

aaa
Lys

age
Ser

ace
Thr

tct
Sar
790

q9ag
Glu

gee
Ala

gac
Asp

caa
Gln

Pro

agc
Ser

age
Ser

ate
Ile

tac
Tyr
615

ace
Thr

caa
Gln

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln
695

ggc
Gly

gac

cte
Leu

caa
Gln

gtg
val
775

cece
Pro

tgg
Trp

cac
His

ctyg
Leu
gac
855

ttg
Leu

tac
Tyr

tte
Phe

gac
Rap
600

aac
AsSn

aat
Asn

gtg
Val

aag

-Lys

gag
Glu
680

cca
Pro

gac

gag
Glua

aaa
Lys

gac
Asp
760

aat
Aan

ate
Ile

aat
Asn

cat
His

aat
Asn
840

g9a
Gly

gtc
Val

gea
Ala
aca

56s

299
Arg

ctt
Lau

cag
Gln

tee
Ser

cgt
Arg
665

agq
Arg

gaa
Glu

gat

tge
cys

gee
Ala
745

ctt
Lew

gte
val

999
Gly

cct
Pro

Let
Ser
825

gag
Glu

cac
His

ggt
Gly

24

act
Thx
570

gta
val

Tttt
Phe

gayg
Glu

ctt
Leu

aac
Asn
§50
gaa
Glu

aat
Asn

eyt

gtg
val

tac
TYyL
730
tte
Phe

gaa
Glu

cCa
Pro

aag
Lys
gac
810
cat

His

gac

gca
Ala

gaa
Glu

555

atec
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

aga
Arg

gge
Gly
€35

ttg
Leu

cto
Leu

cte
Leu

ggt
Gly

tte
Phe
718

cct
Pro

acc
Thr

ate
Ile

ggt
Gly

tgt
Cys
795
ttg
Lau

cac
His

cte
Leu

aga
Arg

gect
Ala

aac
Agn

gct
Ala

ttg
Ley

gee
Ala
620

ttg
Leu

gte
val

tce
Ser

teg
Leu

tgg
700

aag
Lys

ace
™

agy
Arg

tac
Tyr

act
Thr
780

gg92
Gly

gac

ttc
Phe

g99a
Gly

ctt
Leu
860

cte
Ley

aca
Thr

gac
Rsp

att
Ile
605

cag
Gln

aza
Lys

ace

gag
Glu

caa
Gln
665

ggt
Gly

gag
Glu

tac
TYyr

tat
Tyr

teg
Ser
765

ggt
Gly

gag
Glu

tge
Cys

tcc
Ser

gte
val
845

gge
Gly

got
Ala

gct
ala

act
Thre
590

cca
Pro

aag
Lys

act
T™hr

tac
Tyr

aaa
Lys
670

gac
Asp

gga
Gly

aac
Asn

ttg
Leu

caa
Gln
750

atc
Ile

kcc
Ser

cct
Pro

tee
Ser

ttyg
Leu
830

tgg
Trp

aac
Asn

cgt
Axg

Lttt
Phe
575

- tte
Phe

gtt
Val

gct
Ala

aac
Asn

ctt
Leu
€55
gtt
val

tee
Ser

age
Ser

tac
Tyr
tac
738
ctt

Lau

agg
Arg

cte
Leu

aac
Asn

tgc
Cys
a15

gac

gte
val

ctt
Leu

gtg
Val

560

aca
The

age
Ser

act
Thr

gtg
Val

gtt
val
640

age
Ser

aaa
Lys

aae
Asn

ace
Thr

gtc
val
720

cag
Gln

aga
Arg

tac
Tyr

tgg
Trp
aga
800
agg
hzg

ate
Ile

ate
Ile

gag
Glu

aag
Lys

1729

1776

1824

1872

1520

1968

201€

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640



865

aga

act
Thr

gtg
val

ate
1le

cct
Pro
945

ctt
Leu

gtc
val

Lys

gtt
val

tgt
Cys

gga
Gly

acc
Thx

ctC
Pro

gag
Glu

gct
Ala

tee
Ser

ggt
Gly

gag
Glu

ggt
Gly

ttg
Leu

gca
Ala

aac
Asn

aac
Asn

cac
His
930

gag
Glu

gag
Glu

ate

Ile Lys

agt
Gly

gtg
val
1010

<ca
Pro
1025

tac
TVYE
1040

gac
Asp
1055

aac
Asn
1070

tace
Tyr
1085

cet
Pro
1100

tac
Tyz
1115

taec
Tyr
1130

ctt
Leu
1145

gaa
Glu
1160

atg
Met

cat
His
995

gag
Glu

ate
Ile

tce
Ser
915

gce
Ala

ttg
Leu

gga
Gly

aag

Asn

aag
Lys

gtt
val
900

caa
Gln

gca
Ala

tce
Ser

cgt
Arg

aac

980

cct

ggt
Gly

g9t
Gly

gag
Glu

aac
Asn

gga
Gly

tee
Ser

aca
Thr

agqqg
Arg

gag
Glu

ace
Thx

gag
Glu

gtg
val

gag

aga
Arg

gag
Glu

ctt
Lau

ace
Thr

ggt
Gly

gtt
val

gat
Asp

gacg

tac
Tyr

gag
Glu

gaa
Glu

aag
Lys
B8s

tac
Tyr

tat
Tyx

gac
Asp

gtg
val

atc
1le
965

ggt

ES 2400 809 T3

870
tgg
Trp

aag
Lys

gat
Asp

aaa
Lys

ate
Ile
950

ttt
Phe

gac

agg
Arg

gag
Glu

cag
Gln

cgt
Arg
935

cct
Pro

ace
Thr

tte

gac
Asp

gce
Ala

ttg
Leu
920

gtg
val

ggt
Gly

gca
Ala

aac

aaa
Lys

aza
Lys
905

caa
Gln

cac
His

gty
val

tte
fhe

aat
Asn

cgt
Arg
aso

geg
Glu

gee
Ala

age
ser

aac
Asn

tee
Ser
9710

g9c

875
gag
Glu

teo
Ser

gac
Asp

att
Ile

gct
Ala
855

ttg
Leu

cte

aaa
Lys

gtg
val

acc
Thr

cgt
Arg
940

gee
Ala

tac
TYE

age
8ar

cte
Leun

gat
Asp

aac
Asn
925

gag
Glu

ate
Ile

gat
Asp

tge

gaa
Glu

gct
Ala
910

atc
Ile

get
Ala

tte
Phe

gee
Ala

tag

tgy
89s
ttg
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

880
gaa
Glu

tte
Phe

atg
Met

ttg
Len

gaa
Glua

- 960

aga
Arg
975

aat
Aan

aac
Asn

gty
val

Gly Asp

gac gtg
Asp val

Phe Asn

gag gaa cag iac aat cag cgt teec gte ctyg
Glu Glu Gln Asn Asn Gln Arg Ser vVal Len

995

1000

tgg gaa gct
Pro Glu Trp Glu Ala

1015

ggc tac att
Gly Tyr Ile

1030

ggt tygc gtg

Gly Cys

val
1045

aag ttec tee
Lys Phe Ser

gtt act

1060

tge

val Thr Cys

1075

gec tac act

Ala Tyrxr

cet get
Pro Ala

The
1090

gac
Asp
1105

gge aga cgt
Gly Arg Arg

tac aca

1120

cca

Tyr Thr Pr¢

ttt cct
Phe Pro

gga ace
Gly Thr

taa

113§

gag
Glu
1150

tee
Phe
1165

Gly Leu

gaa gtg tee
Glu Val Ser

cte
Leu

acc
Thr

aag
Asn

aac
Asn

agce
Ser

tat
Tyr

gag
Glu

ctt
leu

acce
Thr

atec
Ile

gt
Arg

atc
Ile

tge
Cys

gac
Asp

cgt
Arg

gco
Ala

aac
Asn

CCa
Pro

gac
Asp

gtg
Val

25

gty
Val

cac
His

gte
val

tac
Tyx

aac
Asn

tce
Ser

cct
Pro

gtk
val

aad
Lys

gac
Agp

Cys

Trp
980

1005

caa gag gtt aga gtc
Val Arg val

Gln

ace
Thr

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr

aga
Arg

gty
val

tge
Cys

ggc
Gly

gty
val

age
Ser

Glu
1020

get
Ala
1035

ate
Ile
1050

gaa
Glu
1065

gtg
val

1080

ggt
Gly
1085

tac
Tyr
1110

gag
Glu
1125

tat

TYI
1140

tgg
Trp
1155
gtg

val
1170

tac aag gag
Tyr Lys Glu

gag aac aac
Glu Asn Asn

gaa

atc tat

Glu Ile Tyr

aat cag gaa
Asn Gla Glu

tac

aa¢ gaa

Tyr Asn Glu

gag gag aaa
Glu Glu Lys

ttc aac aga
Phe Asn Arg

gtt acc aag
Val Thr Lys

ate gag ate
Ila Glu Ila

gag <ttt cto
Glu Leu Len

2698
2736
2764
2832
2&;0
2928
2976
3024
3069
3114
3159
3204
3249
3294
3339
3384
3429
3474
3519

3534
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<210> 4
<211> 1177
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400> 4

ES 2400 809 T3

1175

26



Met

Sar

Tyr

Glu

Trp

65

Glu

Ile

Serxr

Glu

Ile

145

Tyr

val

Tyr

Asp
228

Leu

Ile

AsSp

Asn

Thr

Phe

50

Gly

Gln

Ser

Phe

Met.

130

Pro

val

Phe

Asn

Trp

210

Trp

Asp

Arg

Asn
PXo
Pro
35

val
Ile
Lau
Arg
Arg
115
Arg
Leu
Gln
Gly
Asp
185
Tyr
Ile

Ile

Thr

Asn
Glu
20

Ile
Pro
Phe
Ile
Leu
100
Glu
Ile
Fhe
Ala
Gln
180
Leu
Rsn
Arg

val

val
260

ES 2400 809 T3

fro

Val

Gly

Gly

Asn

85

Glu

Trp

Gln

ala

Ala

165

Arg

Thr

Thr

Tyr

Ser

245

Ser

asn

Glu

Ile

Ala

Pro

70

Gln

Gly

Glu

Phe

val

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Leu

Gln

Ile

val

Ser

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Ala

Asn

135

Gln

Leu

Gly

Lau

Leua

218

Gln

Phe

Leu

Asn

Leu

Leu

40

Pha

Gln

Ile

Ser

Asp

120

Rsp

Asn

His

Phe

Ile

200

Glu

Phe

Pro

Thr

27

Glu

Gly

25

Sar

val

Trp

Glu

Asn

105

Pro

Mot

TYY

Leu

Asp

185

Gly

hxg

Arg

Asn

Arg
265

Cys Ile Pro Tyr Asn Cys

190

Gly Glu Arg
Leu Thr Gln

Leu Gly Leu
60

Asp Ala Phe
75 '

Glu Phe Ala
90

Leu Tyx Gln
Thr Ase Pro

Asn Ser Ala
140

Gln vat Pro
155

Ser Val Leu
170

Ala hta Thr
Asn Tyr Thr

Val Tep Gly
220

Arg Giu Leu
235

Pyr Asp Ser
250

Glu JIle Tyr

Ile Glu Phr’

Phe

45

Val

Leu

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Ile

Asp

205

Pro

Thr

Arg

Thr

30

Leu

Asp

val

Asn

Tyx

110

Leu

Thr

Leu

Asp

Asn

190

His

hsp

Leu

Thr

Asn
270

15

Leu

Ila

Gln

Gln

a5

Ala

Arg

Thr

Ser

Val

175

Ser

Ala

Ser

‘Thr

Tyr
255

Pro

Leu

Gly

Ser

Ile

Ile

go

Ala

Glu

Glu

Ala

val

160

Ser

Arg

val

Aty

val

240

Pro

val



Gly
Ile
305
Ile

beu

Gln

Gly

Glu

Sax
290

rye
Met
Tyr
Leu
Pro

o

Thr

385

Tyr

Aan

val

Ile

465

Thr

Gly

val

TYEL

Arg

§45

Leun

Phe

Arg

RAsn

Ser

Ala

450

Ile

Leu

hAsp

Asn

ARla

5330

Ile

Thr

4 <-]

Asn

275

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

355

Phe

Glu

Lys

Asn

Met

435

Pro

Ala

Gla

Ile

Ile

515

Ser

Phe

FPhe

Mat

Phe

Arg

Asp

Ser

Thr

340

Gln

Asn

Phe

Ser

val

420

Phe

Met

Ser

Ser

Leu

506G

Ran

Thr

Ala

Glan

Ser
S80
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aAsp

5er

Pxo

325

Het

Gly

Ile

Ala

Gly

405

Pro

Phe

Asp

Gly

485

Arg

Gly

Thr

Gly

Ser

565

Gln

Gly

Pro

His

310

val

Gly

val

Gly

Tyr

3%0

Thxr

Pro

Ser

Ser

Ser

470

Thr

Arg

Gln

Aan

Gln

550

Phe

Ser

Ser

Hi9

295

Arg

Gly

Asn

TYX

Ile

375

Gly

val

Arg

Gly

Trp

455

Ile

Thr

Thr

Leu

Leu

335

Phe

Ser

Ser

Phe
200
Leu
Gly
Phe
Ala
Arg
360
Asn
Thr
Asp
Gln
Phe
440
Ile
Thr
val
Ser
Pro
520
Arg
Asn

Tyr

Phe

28

Arg

Met

Glu

Ser

Ala

345

Thr

Asn

Ser

Ser

Gly

425

Ser

His

Gln

val

Gly

505

Gln

Ile

Lys

Ala

Thr
585

Gly

Asp

Tyr

Gly

330

Pro

Leu

Gln

Ser

Leu

410

Fhe

Asn

Arg

Ile

Arg

490

Gly

Arg

Tyr

Thr

Thr

570

Vval

Ser

Ile

Tyz

315

Pro

Gln

Ser

Gln

Asn

395

Asp

Ser

Ser

Ser

Pro

475

Gly

Pro

TYyr

val

Met

555

Ile

Gly

Ala

Leu
300

Trp

Glu

Gln

Ser

Leu

380

Leu

Glu

His

Ser

Ala

4160

Leu

Pro

Phe

Axg

Thr

540

Asp

Asn

Ala

Gin

285

Asn

Ser

pPhe

hrg

Thr

365

Ser

Pro

Ile

Arg

val

445

Glu

val

Gly

Ala

Ala

525

val

Thr

Thr

Asp

Gly
Ser
Gly
Thr
Ilae
350
Leu
val
Ser
Pro
Leu
430
Ser
Phe
Lys
Phe
Tyx
510
Arg
Ala
Gly

Ala

Thr
590

Ile
Ile
His
Phe
335
val
Tyr
Leu
Ala
Pro
415
Ser
Ile
ABRn
Ala
Thr
495
Thx
Ile
Gly
Asp
Phe

575

Phe

Glu
Thx
Gin
320

Pro

Ala

hsp
val
400
Gln
His
Ile

Asn
His
480
Gly
Ile
Arg
Glu
Pro
560

Thr

Ser



Ser

Asn

625

Thr

Asp

His

Phe

Gly

705

Thr

Lys

Gly

Asn

Pro

785

Cys

Rsp

Asp

Phe

Phe
865

Arg

Thr

Gly

Thr
610

Ala

Asp’

Glu
Ala
Lys
690
Ile
Leu
Ile
Tyr
Rla
770
Leu
Ala
Gly
val
Lys
850
Ley
Ala

Asn

Asn

595

Leun

Leu

Tyr

Phe

Lys

675

Asp
Thr
Ser
Asp
Ile
755
Lys
Ser
Pro
Glu
Gly
835
Ile
Glu

Glu

ile

ES 2400 809 T3

Glu val

Glu Ala

Phe Thr

His*Ile
645

Cys Leu
660

Axrg Ley

Ile Asn

Ile Gln

Gly Thr
725

Glu 3er
740

Glu Asp

His Glua

Ala Gln

His Leu
8as

Lys Cys
820

Cys Thr

Lys Thr

Glu Lys

Lys Lys

895

Val Tyr
900

Tyr
Glu
Ser
630
hsp
Asp
Ser
Arg
Gly
710
Phe
Lys
Ser

Thr

Ser

790

Glu

Ala

Asp

Gln

Pro

870

TIp

Ly3

Ile

Tyr

615

Thr

Gln

Glu

Asp

Gln

695

Gly

Rap

Leu

Gln

val

775

Pro

Trp

His

Leu

Rsp

855

Leu

Arg

Glu

Asp
600
AsSn
Asn
val
Lya
Glu
680
Pro
hap
Glu
Lys
ASp
760

Asn

Iie

His
Asn
840
Gly
val

Asp

Ala

29

Arg

Leu

Gln

Ser

Arg

665

Arg

Glu

Asp

Cys

Ala

745

Leu

Val

Phe

Gla

Leu

asn

£50

Glu

Asn

Arg

val

Tyr

730

Fhe

Glu

Pro

Gly Lys

Pro

Ser

825

Glu

His

Gly

Lys

Lys
905

hsp
810
His
Asp
Ala
Glu
Arg
830

Giu

Glu

Azg

GLy

635

Leu

Leu

Leu

Gly

Phe

715

Pro

Thr

Ile

Gly

Cys

795

Leu

His

Arg

875

Glu

Ser

Leu

Ala

620

Leu

val

Ser

Leu

Trp

700

Ly=a

Thr

Arg

Tyr

Thx

780

Gly

Asp

Phe

Gly

Leu

860

Leu

Lys

val

Ile

€05

Gln

Lys

Thr

Glu

Gln

685

Gly

Glu

Ty

TYT

Sar

765

Gly

Glu

Cys

Ser

val

845

Gly

Ala

Leu

Asp

Pro

Lys

Thr

Tyr

Lys

670

Asp

Gly

Asn

Leu

Gln

750

Ile

Ser

Pro

Ser

Leu
830

Trp

Asnh

Arg

Glu

Ala
910

val
Ala
Asn
Leu
€55
val
Ser
Ser
Tyr
Tyr
738
Leu
Arg
Leu
Aan
Cys
a1s
Asp
val

Leu

val

Thr

Val

Val

640

Ser

Lys

Asn

Thr

val

120

Gln

Arg

TyL

T*p

hrg

200

Arg

Ile

Ila

Glu

Lys

. 880

Trp
895

Leu

Glu

Phe
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val Asn Ser Gln Tyr Asp Gln Leu Gln Ala Asp Thx Asn Ile Ala Met
21s 920 925

Ile His Ala Ala Asp Lys Arg val His Ser lle Arg Glu Ala Tyr Leu
930 935 940

Pro Glu Leu Ser Val Ile Pro Gly val Asn Ala Ala Ile Phe Glu Glu
945 950 955 9260

Leéu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Leu Tyr Asp Ala Azg Asn
965 970 97s

val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser Cys Trp Asn Val
960 985 290

Lys Gly Hia val Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn Gin Arg Ser Val Leu
895 1000 1005

val val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val
1010 1015 1020

Cys Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg val Thr Ala Tyr Lys Glu

1025 1030 1035
Gly Tyr Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn
1040 1045 1050

Thr Asp Glu Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyr
1055 1060 1065

Pro Asn Asn Thr Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val Asn Gln Glu
1070 1075 1080

Glu Tyr Gly Gly Ala Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu
1085 : 1090 1085

Ala Pro Sar Vel Pro ARla Asp Tyr Rla Ser val Tyr Glu Glu Lys
1100 1105 1110

Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg Glu Asn Pro Cys Glu Phe Asn Arg
1115 ~1120 1125

Gly Tyr Arg Asp Tyr Thr Pro Ley Pro Val Gly Tyr Val Thr Lys
1130 1135 1140

Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp Lys Val Trp Ile Glu Ile
1145 1150 1155

Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp Ser Val Glu Leu Lsu
1160 1165 1170

Leu Met Glu Glu
1175

<210>5
<211> 5480
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> casete de expresion que codifica la secuencia de aminoacidos de Cry1A.105

30
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15

20

25
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<220>

<221> promotor

<222> (1)..(981)

<223> promotor e35S del FMV

<220>
<221> Regién no traducida 5' (5'UTR)
<222> (985)..(1080)

<220>

<221> transit_péptido

<222> (1090)..(1263)

<223> secuencia peptidica dirigida al cloroplasto

<220>

<221> CDS

<222> (1267)..(4797)

<223> secuencia codificante de Cry1A.105

<220>
<221> terminador
<222> (4833)..(5480)

<223> Secuencia de poliadenilacion y terminacion de la transcripcién de rbcS E9 de Ps (Pisum sativum)

<400>5

31



aattcteagt
agctacagga
tcatggtcag

ttgaaagtaa’

ggtgcagaat
cagattecte
cactcactaa
gatttagcag
aaattqgfat
tetecagteca
tacaggagat
tggtcagtaa
aaagtaatct
gcagaattgt
attcctctag
tcactaatge
gecattcatte
tattattcat
tttaaaacaa
gecactatgyg
aaggctaaca
gccatg gac

Asp
1

ccaaagecte
gatcaatgaa
taagtttcag
tettgtcaac
tottaggege
tagtacaagt
tgegtatgac
catteccagat
cgccaaaacc
aagcctcaac
caatgaagaa
gtttcagaaa
tgtcaacatce
taggcegeace
tacaagtggy
gtatgacgaa
ccatttgaag
ttatttgteca
tggettoocte
togetcotet

acgacattac

ES 2400 809 T3

aacaaggtca
gaatcttcaa
azaaagacat
atcgagecage
acctaccaaa
ggggaacaaa
gaacgcagtg
tgggttcaat
aagaaggaac
aaggtcaggg
tctteaateca
aagacatcca
gageagctag
taccaaaage
gaacaaaata
cgcagtgacyg
gacacagaaa
gocttteaaac
tatgetctet
caacggactt

tteccatcaca

gggtacagag
tecazagtaaa
ccaccgaaga
tggcttgtyg
agcatectttg
ataacgtgga
acgaccacaa
caacaaggta
teccatecte
tacagagtct
aagtaaacta
cocgaagactt
cttgtgggga
atetttgcct
acgtggaaaa
accacaaaag
aatktgctac
tettigttte
tcegetacta
aagteeteeg

agcaacyggeg

tetocaaace
ctactgttce
cttaaagtta
ggaccagaca
cectttattge
aaagagcetgt
aagaattage
cgagccatat
aaaggtttgt
ccaaaccatt
ctgttecage
aaagttagtg
ccagacaaaa
ttattgcaaa
gagctgtect
gattccctet
attgtttcac
ttgtttgttg
tggttgcete
ctgeettece

gaagagttaa

aac aac cca aac atc aac gaa tge att cca tac
Asn Asn Pxo Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr
S - 10

attagccaaa
agcacatgea
gtyggeatet
aasaaaggaat
aaagataaag
cctgacagee
ttgagctcag
cactttatte
aaggaagaat
agccaaaagc
acatgcatca
ggcatctttyg
aaggaatggt
gataaagcag
gacageccac
atataagaag
azacttcaaa
attgagaata
tcegygcteag
agccacoege
ctgcatgeag

aac tgc
Asn Cys

ttg agt aac cca gaa gtt gaa gta ctt ggt gga gaa cgc att gaa ace

15

20

Leu Sex Asn Pro Glu val Glu Val Leu Gly Gly Glu Arg Ile Glu Thr
25

30

ggt tac act cce ate gac ate tee ttg tec ttg aca cag ttt ctg cte
Gly Tyr Thr Pro Ilas Asp Ile Ser Leu Ser Leu Thr Gln Phe Leu Leu

a5

40

32

45

60
120
180
240
3Joo
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1308

1356

1404



age
ser

atce
Ile

att
Iie

gee
Ala
95

gag
Glu

gag
Glu

get
Ala

gtg
val

age
Ser
175

cgt
Arg

gtt
val

aga
Arg

gt
val

cet
Pro
255

gtt
val

gaa
Glu

act
Thr

cag
Gln

ect
Pro
335

gect
Ala

gag
Glu

tgg
Trp

gag
Glu
11}

atc
Ile

agce
Ser

gaa
Glu

atc
Ile

tac

Tyx
160

atg
val

tac
Tyr

ttg
Leu
240

ate
Ile

ctt
Leu

gg9¢c
Gly

atec
Ile

atc
Ile
32¢

¢te
Leu

caa
Gln

tte
Phe

ggt
Gly
65

cag
Gln

tet
Ser

tte
Phe

atg
Met

Pro
145

gtt
Val

(143
Phe

aac
Asn

tgg
Trp

tgg
225
gac

Asp

cgt
Arg

gag
Glu

tee
Ser

tac
Tyr
305

atg
Met

tat
Tyr

cta
Leu

gtg
Val
50

ate
Ile

ttg
Leu

agg
Arg

aga
Arg

cgt
130
ttg

Leu

caa
Gln

999
Gly

gac
Asp

tac
Tyr
210

att
Ile

att
Ile

aca
Thr

aac
Asn

ate
Ile
290

acc
Thr

gec
Ala

gga
Gly

ggt
Gly

cca
Pro

ttt
Phe

ate
Ile

ttg
Leu

gag
Glu
115

att
Ile

tte
Phe

gca
Ala

caa
Gln

ctt
Leu
195

aac
Asn

aga

gtg
val

gtg
val

tte
Phe
275

agg
Axg

gat
Asp

tct
Ser

act
Thr

cag
Gln
355

ggt
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

gaa
Glu
100

tgg
TIp

caa
Gln

aca
Ala

get
Ala

agg
Arg
1890

act
Thr

act
Thr

tac
Tyr

et
Ser

tce
Ser
260

gac

age
Ser

get
Ala

cca
Pro

atg
Het
3490

ggt
Gly

ES 2400 809 T3

act
Ala

cca
Pro

cag
Gln
85

gga
Gly

gaa
Glu

ttec
Phe

gtc
val

aat
Asn
165

tgg
Trp

agg

ggc
Gly

aac
Asn

cte
Leu
245

caa
Gln

got
Gly

cca

cae
His

gt
val
325

gga
Gly

atec
val

999
Gly

tet
Ser
70

agg
Arg

ttg
Leu

gcc
Ala

aac
Asn

cag
Gln
150

ctt
Leu

gg9a
Gly

ctg
Leu

ttg
Leu

cag
Gln

230

tte
Phe

ctt
Leu

age
Ser

cac
Hia
aga
310

gga
Gly

aac
Asn

tac
Tyr

tte
Phe
55

caa
Gln

ate
Ile

age
Ser

gat
hsp

gac
133
aac

Asn

cac
His

tte
Phe

att
Ile

gag
Glu
215

tte
Phe

ccyg
Pro

acc
Thr

ttec
Phe

tty
Leu
295

gga
Gly

tte
Phe

gee
Ala

aga
Arg

gtt
val

tgg
Trp

gaa
Glu

aat
Asn

cct
Pro
120
atg
Met

tac
Tyr

cte
Leu

gat

gga
200

egt

Arg

agg
Arg

aac
Asn

aga
arg

cgt
hrg
280

atg
Met

gag
Glu

age
Ser

gct
Ala

ace
Thre
360

33

cte
Leu

gat
Asp

gag
Glu

cte
Leu
108

act

aac
Asn

cAaa
Gln

age
Ser

gct
Ala
185

aac
Asn

gtc
val

aga
Arg

tat
Tyr

gaa
Glu
265

ggt
Gly

gac

tat
Tyr

99g
Gly

cca
Pro
345

ttg
Leu

gga
Gly

gca
Ala

ttc
Phe
90

tac
Tyx

aac
aAsn

age
Ser

gtt
Val

gtg
val
170

gca
Ala

tac
Ty:r

tgg
Trp

gaa
Glu

gac
Asp
250

ate
Ile

tet
Ser

ate
Ile

tac
Tyx

cee
Pro
330

caa
Gln

tct
Ser

cta
Leu

tte
Phe
75

gee
Ala

caa
Gln

cca
Pro

gcc
Ala

cct
Pro
155

ctt
Leu

acec
Thx

ace
Thr

ggt
Gly

ttg
Leu
235

tce
Ser

tat
k%

gee
Ala

tty
Leu

tog
315

gag
Glu

caa
Gln

tee
Ser

gtt
val
60

ctg
Leu

agg
hxg

atec
Ile

gct
Ala

tty
Leu
140

ctc
Leu

cga
Arg

atc
ile

gac
Asp

cct
Pro
220

acc
Thr

aga

act
Thr

caa
Gln

aac
Asn
300

tct
Sex

ttt
Phe

egt

ace
Thr

gac
Asp

gtg
val

aac
AsSn

tat
Tyr

cte
Leu
125

ace
Thr

ttg
Leu

gac
Asp

aat
Asn

cac
His
205

gat

cte
Leu

ace
Thr

aac
Asn

ggt
Gly
285

age
Ser

gga
Gly

acc
Thr

atc
Ile

ttg
Leu
365

ate
Ile

caa
Gln

cag
Gln

gca
110

cge
Axg

aca
Thx

tee
Sar

gtt
val

age
Ser
180

gct
Ala

tet
Ser

aca
Thr

tac
Tyr

cca
Pro
270

ate
Ile

ata
Ile

cac

His~

ttt
Fhe

gtt
val
3as0

tac
Tyz

1452

1500

1548

1546

1644

1692

1740 .

17€e8

1836

1804

1932

1980

2028

2076

2124

2172

2220

2268

2316

2364



aga
Arg

gac
Asp

gtt
Val

cag
Gin
415

cac
His

atc
Ile

aag

cat
His

gga
Gly
485

att
Ile

cge

gaa
Glu

cect
Pro

aca
Thr
575

age
Ser

act
Thr

gtg
val

gtt
Val

age
Ser
655

aaa
Lys

aga
Axg

gga
Gly

tac
Tyr
400

aac
Asn

gty
val

aga

ate
Ile

aca
Thr
480

gga
Gly

gtt
val

tat
Tyr

agg
Arg
ttg
560
tte
Phe

teca
Ser

gca
Rla

aac
Asn

actk
The
640

gat
Rsp

cag
His

cce
Pzo

aca
Thr
g5

aga

aac
Asn

tce
Ser

get
Ala

att
Ile
465

ctt
Leu

gac
asp

aac
Asn

gec
Als

ate
Ila
545
aca
Thr

cca
Fro

999
Gly

acc
Thr
gee
625
gac

Asp

gag
Glu

gec
Ala

tte
Phe
370

gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn

atg
Met

cct
Pro
450

gca
Ala

cag
Gln

att
Ile

atc
Ile

ket
Ser
530

ttt
Phe

ttc
Phe

atg
Mat

aat
Asn

cte
Leu
610

cte
Leu

tat
Tyr

tte
Phe

aag
Lys

aat
Asn

ttec
Phe

agec
Ser

ttc
Phe
4358

atg
Met

tec
Ser

tea
Ser

ctt
beu

aat

515

act
Thr

gct
Ala

caa
Gln

age
Ser

gaa
Glu
595

gag
Glu

{233
Phe

cac
His

tge
Cys

cgt
Arg
675

ate
Ile

gee
Ala

gga
Gly

cca
Pro
420

cgt
Arg

tte

gae
ASP

ggt
Gly

cgt

500

ggc
Gly

a¢a
Thx

ggt
Gly

tect
Ser

cag
Gln
580

gtt
val

get
Rla

acc
Thr

ate
Ile

ctc
Leu
660

cke
Leu

ES 2400 809 T3

gat
Gly

tat
Tyr

ace
Thr
405

=l ed
Pro

tee
Ser

tet
Ser

age
Ser

act
Thr
485

cgc

caa
Gln

aat
Asn

cag
Gln

ttt
Phe
565

agt
8er

tac
Pyr

gag
Glu

tec
Ser

gac
Asp
645

gag

age
Serx

ate
Ile

gga

390
gtt
val

agg
Arg

gga
Gly

tgg
Trp

aac
Asn
378

ace
Thr

gat
Asp

caa
Gln

ttc
Phe

ata
Ile

455

att
Ile
470

act
Thx

aca
Thr

ttg
Leaua

ctc
Leu

tte
Pha
550

agc
Ser

age
Ser

ate
Ile

tac
Tyr

acec
Thr
630

caa
Gln

g9ag
Glu

gac

act

gtt
val

agt
Saxr

cec
Pro

agg
535

aac
&an

tac
Tyr

tte
Phe

gac
Asp

aac
Ran
615

aat
Ran

gtg
val

aag
Lys

gag
Glu

aac
hsn

tct
Sar

tec
Ser

gga
Gly

age
Ser
440

cac
His

caa
Gln

gte
val

gga
Gly

caa
Gln
520

ate
Ile

aag
Lys

gca
Ala

aca
Thr

agy
arg
€00

ctt
Leu

cag
Gln

tee
Ser

cgt
Arg

agyg
6§90

34

cag
Gln

tct
Ser

ttg
Leu

tte
Phe
425

aac
Aan

cgt
Arg

ata
Ile

aga
Rrg

gga
Gly
505

agyg
Arg

tac
Tyr

act
Thr

act
Thr

gta
val
585

et
Phe

qag
Glu

ctt
Leu

aac
Asn

gaa
Glu
665

aat
Asn

caa
Gln

aac
Aan

gac
410

tece
Ser

agt
Ser

agt

Sar

cce
Pro

agt
Gly
450

cce
Pro

tat
Tyr

gtg
val

atg
Met

atec
Ile
570

ggt
Gly

gea
Glu

aga

ggc
Gly

ttg
Leu
650

ctc
Leu

cte
Leu

ctt
Leu

ttg
Leu

©39%

gaa
Glu

cac
His

tce
Ser

gct
ala
ttg
475
cca

PFro

ttt
Phe

cgt
Arg

act
Thr

gat
Asp

558

aac
Asn

got
Rla

ttg
Leu

gee
Ala

ttyg
Leu
635

gt
Val

2= -1
Ser

ttg
Leu

tee
Ser
a0

cca
Pro

are
Ile

agg
Arg

gtg
val

gag
Glu
460

gty
val

999
Gly

get
Ala

gca
Ala

gtt
val
340

acg
Thr

aca
Thr

gag
Asp

attc
Ile

cag
Gin
620

aaa
Lys

ace
Thr

g9ayg
Glu

caa
Gln

gt
val

tee
Ser

Pro

ttg
Leu

age
Ser
445

ttec
Phe

aaa
Lys

tet
Phe

tac
Tyr
aga
525

gca
Ala

agt.

Gly

gct
Ala

act
Thr

cca
Pro
605

aag
Lys

act
Thr

tac
Tyr

aaa
Lys

gac
hap
685

ctt
Leu

gct
Ala

cca
Pro

agc
Ser
430

atec
Ile

aac
Asn

goa
Ala

aca
Thy

act
Thr
510

atc
Ile

ggt
Gly

gac

tEt
Fhe

tte
Fhe
590

gtt

Val .

get
Ala

aac
Asn

ctt
Leu

gtt
val
670

tce
Ser

2412

2460

2508

2556

2604

2652

2700

2746

2796

2644

2892

2810

2908

3036

3084

3132

3180

3228

azre

3324



aac
Asn

acc
Thr

gte
val

cag
GIn
738

aga
Arg

taec
Tyr

tgg
Trp

aga
Arg

agg
Arg
815

ate
Ile

ate
Ile

gag
Glu

aag
Lys

gaa
Glu
88s

tte
Phe

atg
Met

ttg
Leu

gaa
Glu

aac
Asn
975

atg
Val

tte
Phe

q99
Gly

ace
Thr
720

aayg
Lys

ggc
Gly

aat
Asn

cca
Pro

tgc
Cys
800

gat
Asp

gat
Asp

tte
Phe

ttt
Phe

aga

880

act
Thr

gtg
val

atc
Ile

cct
Pro

ckt
Leu
960

gte
val

aaa
Lys

aaa
Lys

ate
Ile
705

cte
Leu

atc
Ile

tac
Tyr

gce
Ala

ctt
Leu
785

gct
Ala

ggc
Gly

otg
val

aag
Lys

cte
Leu
865

gca
Ala

aac
Asn

aac
Asn

cac
His

qag
Glu
945

gag
Glu

ate
Ile

ggt
Gly

gac
690

acc
Thr

tce
Ser

gat
Asp

ate
Ila

aag
Lys
170

tct
Ser

cca
Pro

gag
Glu

gga
Gly

atec
Ile
850

gaa
Glu

gag
Glu

atc
Ile

tee
Ser
gee
930
tty

Leu

gga
Gly

aag
Lys

cat
HBis

ate
Ile

ate
Ile

gga
Gly

gag
Glu

gaa
Glu
755

cac
His

gee
Ala

cag
His

aag
Lys

tgt
835

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lya

gtt
val

caa
Gln
81§

geca
Ala

tee
Ser

cgt
Arg

aac
Asn

atg
val
995
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aac
Asn

caa
Gln

act
Thr

tee
Ser
740

gac

gag
Glu

caa
Gln

ctt
Leu

tgt
Cys
820

act
Thr

ace
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

tac
Tyr
900

tat
Tyr

gag

gty
val

atec
Ile

ggt
Gly
980

gac
Asp

agg
Arg

gg9a
Gly

tte
Phe
725

aaa
Lys

agc
Ser

acc

tet
Ser

gag
Glu
BOS

gee
Ala

gac
Agp

caa
Gln

€ca
Pro

tgg
88s

aag
Lys

gat
Asp

aaa
Lys

ate
Ile

ttt
Phe
965

gac
Asp

atg
val

cag
Gln

gg¢c
Gly
710

gag

cte
Leay

caa
Gln

gtg
Val

cee
Pro
790

tgg
Trp

cac
His

ctg
Leu

gac

ttg
Leu
870

agg
Arg

gag
Glu

caqg
Gln

cqt
Arg

cct
Pro
950

ace
Thr

tte
Phe

gag
Glu

cca
Pro
695

gac
Asp

gag
Glu

aasa
Lys

gac
Asp

aat
AsSn
775

att
Ile

aat
Asn

cat
His

aat
ASn

gga
Gly
855

gte
Val

gac
Asp

gce
Ala

tto
Leu

gtg
val
935

ggt
Gly

gca
Ala

Aac
Asn

gaa
Glu

35

gaa
Glu

gat

tge
Cys

gee
Ala

ctt
Leu
760

gtec
val

999
Gly

cct
Pro

tect
Ser

gag
Glu
640

ca¢
His

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys

caa
Gln
920

cac
His

gtg
Val

tte
‘Phe

aat
Aan

cag

cgt
Arg

gty
val

tac
Tyr

tte
Fhe
745

gaa
Bla

cCca
Pro

aag
Lys

gac
Asp

cat
His
B82$

gac
Asp

gca
Ala

gaa
Glu

cgt
Arg

gag
Glu
205

gec
Ala

age
Ser

aac
Asn

tee
Ser

ggc
Gly
985

aa¢ aat cag cgt tes gte
Gln Asn Asn Gln Arg Ser Val

1000

agt
Gly

tte
Phe

cct
Pro
730

ace
Thr

ate
Ile

ggt

Gly

tgt
Cys

ttg
Leu
810

cac
His

cte
Leu

aga
Arg

get
Ala

qag
Glu
880

tco
Ser

gac

Asp

att
Ile

get
aAla

ttg
Leu
970

cte
Leu

tgg

ggt

gga

Trp Gly Gly

aag
Lys
715

ace
The

agg
Arg

tac
Tyx

act
Thr

gga
Gly
T95

gac

tte
Phe

gga
Gly

ctt
Leu

cte
Leu
87%

aaa
Lys

gtq
val

ace
Thr

cgt
Arg

gee
Ala
955

tac
TYT

age
Ser

100

gag
Glu

tac
Tyr

tat
Tyr

teg
Ser

agt
Gly
80

gag
Glu

tge
Cys

tee
Ser

gte
val

ggqc
Gly
860

get
Ala

cte
Leu

gat
Asp

aac
Asn

gag
Glu
240

ate
Ile

gat
Asp

tge
Cys

dag
Asn

ttg
Lau

caa
Gln

ate
Ile
765

tee
Ser

cct
Pro

tcc
Ser

ttg
Leu

tag
845
aac

Asn

cgt

gaa
Glu

gct
Ala

ate
I1le
925

gct
Ala

tte
Phe

gce
Ala

tog
Trp

age
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

ctt
Leu
750

agg
Arg

cte
Leu

aac
Asn

tge
Cys

gae

830

gtc
val

ctt
Leu

gtg
val

tgg
Trp

ttyg
Leu
910

gec
Ala

tac
Tyr

gayg
Glu

aga
Arg

aat
Asn
990

1005

3372

3420

3468

3516

3564

3el2

3660

3708

3756

3904

3esz

3500

3949

3996

4044

4092

4140

4188

1236

4204



10

<210> 6
<211> 1176
<212> PRT

ctg
Len

gtc
val

gag
Glu

aac
Asn

tat
Tyr

gaa
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

aga
Arg

aag
Lys

ace
Ile

cte
Leu

gtt
val

kgt
Cys

gga
Gly

acc
Thr

cce
Pro

gag
Glu

gct
kla

tec
Ser

agt
Gly

gag
Glu

ggt
Gly

trg
Lau

gty
Val

cca
Pro

tac
Tyr

gac

&ag
Asn

tac
Ty:

cct
Pro

tac
Tyr

tac
Tyr

ctt
Leu

gaa
Glu

aty
Met

cct
Pre
1010

ggt
Gly
1025

got
Gly
1040

gag
Glu
1055

aac
aAsn
1070

gya
Gly
1085

tee
Ser
1100

aca
Thr
1115

aqg
Arg
1130

gayg
Glu
1145

acc
Thr
1160

gag
Glu
1175

gag
Glu

aga

gag
Glu

ctt
Leu

ace
Thr

ggt
Gly

gtt
Val

gat
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

gag
Glu

gaa
Glu

cggecagett
tteattgege
tttecttgta
cgaactgtga
ttctcaaatt
aagagatatg
cgaagttaat
acaaatatat
tgtgttttag
taatecattge
ttttaatgea

<213> artificial

<220>

tegttegtat
acacaccaga
ccatttgttg
aatggaaatg
aatattattt
caaacatttt
atgaggagta
tttecagacet
acatttatgg
tttataatta

ttttatgact

<223> Construccién sintética

ES 2400 809 T3

tgg
Trp

gaa
Glu

act
Ala

att
Ile

tac
Tyr

99c
Gly

gyt
Gly

tge
Cys

gtg
Val

tte
FPhe

tee
Ser

aag
Lys

gtt act

Val

tge
Cys

tac
Tyr

act

Ala Thr

ootk
Pxo

get
Ala

gge
Gly

aga

Arg

tac
Tyr

cca
Pro

aca
Thr

Lttt
Fhe

cct
Pro

gag
Glu

tte
Phe

acc
Thr

gga
Gly

taa

catcggttte
atcctactga
tgcttgtaat
gatggagaag
gttttttcte
gttttgagta
aaacactigt
agaaaagetyg
actttecttt
tagttatact
tgccaatéga

gty
val

gaa
Glu
1015

cte
Leu
1030

cgt
Arg

ate
Ile

acc
Thr
1045

aac
aAsn
1060

tgc
Cys

aac
Asn
1075

gac
Asp

age
Ser
1090

Arg

tat
TYL
110S

gce
Ala

aac
Asn

gag
Glu
1120

ctt
Leu
1135

cca
Ero

ace
Thr
1150

gac
Asp

ate
Ile
1165

gtg
val

gacaacgttc
gtttgagtat
ttactgtgtt
agttaatgaa
ttatttgttrg
aaaatgtgtc
agttgtacca
caaatgttac
atgtaatttit
catggatttg

ttgacaacat

36

tece
Sar

gty
val

cac
His

gte
Val

tac
L

aac
Asn

teo
Ser

cct
Pro

gtt
val

aaa
Lys

gac
Asp

caa

Gln Glu

gag gtt
val

aga
Arg

1020

ace
Thr

gct
Ala

ate
Ile

gag
Glu

gaa
Glu

gag
Glu

act
The

gty
Val

taec
Tyr
1035

gag
Glu
1050

gaa
Glu
1065

aat
Aan

aag
Lys

aac
Ash

ate
Ile

cag
Gln

1080

ggt
Gly

aga
Arg

tac
Tyr

aac
Asn

1085

tac
Tyr

gtg
val

tgc
Cys

gag
Glu

tat
Tyr

age
Gly

tgg
Trp

gtg
Val

gag
Glu
1110

tte
Phe
1125

gtt
val
1140

ate
Ile

gag
Glu

aac
asn

acc
Thr

gag
Glu

1155

age
Ser

gtg
val

gag
Glu

ctt
Leu

1170

gtcaagttca
tatggcattyg
ttttattegy
tgatatggtc
tgtgttgaat
aaatcgtgge
ttatgettat
tgaatacaag
ccagaatccet
tagttgagta

gcatcaatcy

tgagatccac gatatcctge aggaattgge

atgcatcagt
ggaaaactgt
ttticgctat
ctttigttea
ttgaaattat
ctctaatgac
tcactaggca
tatgtcctot
tgtcagatte
tgaaaatatt

acc

4329
4374
$419
£464
4509
4554
4599
1644
4689
4134
5779

4827
4887
4947
5007
5067
5127
5187
5247
5307
5367

5427
5480



<400> 6

?he
Gly
€5

Gin
Sexr
Fhe
Met
Fro
145

val

Fhe

Trp

Trp

225

Arg

Glu

Ser

Tyr
305

Asn
Pro
Pro
val
S0

Ile
Leu
arg
Arg
Arg
130
Leu
Gln
Gly
Asp
Tyr
210
Ile
Ile
The
Aan
Ile

290

Thr

Asn
Glu
Ile
35

Pro
Phe
Ile
Leu
Gla
115
Ile
Phe
Ala
Gln
Leu
195
Asn
Arg
Val
val
Phe
275

Arg

Rsp

Pro

val

20

Asp

Gly

Gly

Asn

Gluo

100

Tep

Gln

Ala

Ala

Arg

180

Thr

Thr

TYI

Sex

Ser

260

Asp

Ser

Ala

ES 2400 809 T3

Glu

Ile

Ala

Pro

Gln

85

Gly

Glu

Phe

val

Asn
165

Tzp

Aryg

Gly

Asn

Leu

245

Gln

Gly

Pro

His

Ile

Val

Ser

Gly

Ser

70

Arg

Leu

Ala

Asn

Gln

‘150

Leu

Gly

Leu

Leu

Gln

230

Phe

Leu

Sex

His

Axg
310

Asn

Lau

Lau

Phe

55

Gln

Ile

Ser

Asp

Asp

135

His

Phe

Ile

Glu

215

Phe

Bro

Thr

Phe

Leu

295

Gly

Glu
Gly
Ser
40

val
Trp
Glu
Asn
Pro
120
Met
Tvyr
Leu
Asp
Gly
200
Arg
Arg
hsan
Arg
Arg
280
Met

Glu

37

Cys

Gly

25

Leu

Leu

Asp

Glu

Leu

105

Thr

Asn

Gln

Ser

Ala

165

Azn

Val

Arg

Tyr

Glu

265

Gly

hsp

Tyr

Ile
10

Glu
Thr
Gly
Ala
Phe
20

Tyr
Asn
Sar
val
val
170
Ala
Tyr
Trp
Glu
Asp
250
Ile
Ser

Ile

Tyx

Proc Tyr Asn Cys

Arg
Gln
Leu
Phe
5

Ala
Gla
Pre
Ala
Pro
155
Lau
Thr
The
Gly
Lau

23%

Ser
TYT
Ala
Leu

Trp
315

Ile

Phe

Val

&0

Leu

Arg

Ile

Ala

Leu

140

Leu

Arg

Ile

Asp

Pro

220

Thr

Arg

Thr

Gln

Asn

300

Sax

Glu
Ley
45

Asp
Val
Asn
TYr
Leu
125
Thr
Leu
Asp
Asn
His
205
Aap

Leu

Thr

Gly
288

Ser

Gly

Thr

30

Leu

Ile

Gln

Gln

Ala

110

Arg

Thr

Ser

val

Ser

190

Ala

Sezr

Thr

Tyr

Pro

270

Ile

Ile

His

Leu Ser
15

Gly Tyr

Ser Glu

Ile Trp

Ile Glu
8o

Ala Ile
95

Glu Ser

Glu Glu

Ala Ile

val Tyr
160

Ser Val
175

Arg Tyr

val arg

'

Arg RAsp

val Leu
240

Pro 1le
255

Val Leu
Glu Gly

Thr Ile

Gln Ile
320



Met

Tyr

Leu

Pro

Thr

385

Asn

Ser

hla

Ile

46%

Leu

Asp

Asn

Ile

545

Thr

Fro

Gly

Thr

Ala
§25

Ala
Gly
Gly
Phe
370
Glu
Lys
Aan
Met
Pro
450
Ala
Gin
Ile
Ile
Ser
530
Phe
Phe
Met
Asn
Leu

€10

Leu

Sey

Thr

Gln

5%

Asn

Phe

Ser

Val

Phe

435

Met

Ser

Ser

Leu

Asn

515

Thr

Rla

Gin

Ser

Glu

595

Glu

Phe

Pro

Met

340

Gly

Ile

Ala

Gly

Pro

420

Arg

Phe

Asp

Gly

Arg

S00

Gly

Thr

Gly

Ser

Gln

580

Val

Ala

Thr

ES 2400 809 T3

val

2%

Gly

val

Gly

Ty:

Thr

405

Pro

Ser

Ser

Ser

Thr

485

hArg

Gln

Asn

Gln

Phe

565

Ser

Glu

Ser

Gly
Asn
Tyr
Ile
Gly
390
val
B'rg
Gly
Trp
ile
470
Thr
Thr
Leu
Leu
Phe
550
S5er
Sar
lle

Tyr

Thr
630

Phe

Ala

Arg

Asn

375

Thr

Asp

Gln

Pha

Ile

455

Thr

val

Sar

Pro

Arg

535

Asn

Tyr

Phe

Asp

Asn

615

Asn

Ser
Ala
Thr
360
Asn
Ser
Ser
Gly
Sar
440
His
Gln
val
Gly
Gln
520
Ile
Lys
Ala
Thr
Arg
600

Leu

Gln

38

Gly
Pro
345
Leu
Gln
Ser
Leu
Fhe
425
Asn
Arg
ile
Arg
Gly
505
Arg
TYr
Thr
The
val
58S
Phe

Giu

Leu

Pro

330

Gln

Ser

Gln

Asan

Asp

410

Ser

Ser

Ser

Pro

Gly

490

Pro

Tyz

val

Met

Ile

570

Gly

Glu

Arg

Gly

Gla
Gln
Serxr
Leu
Lau
398
Glu
His
Ser
Ala
Ley
475
Pro
Phe
Arg
Thx
Asp
555
Asn
Ala
Leu

Ala

Leu
639

FPhe

Arg

Ser

380

Pro

ile

Arg

val

Glu

480

Val

Gly

Ala

Ala

Val

540

Thr

Thr

Asp

Ile

Gln
620

Lys

Thr

Ile
Len
368
val
Ser
Pro
Leu
Ser
445
Phe
Lys
Phe
Tyr
Arg
525
Rla
Gly
Ala

™

Pro
608

Lys

Thr

Phe

val

350

Tyr

Leu

Ala

Pro

Ser

430

Ila

Aan

Ala

Thr

Thr

510

Ile

Gly

Asp

Phe

Phe

590

val

Ala

Asn

Pro

335

Ala

Arg

Asp

Val

Gln

415

His

Ile

Asn

His

Gly

495

Ile

Arg

Glu

Pro

Thr

5375

Ser

Thr

val

val

Leu
Gin
Arg
Gly
Tyr
400
Asn
val
Arg
Ile
Thr
480
Gly
val
Tyr
Arg
Leu
560
Pha
Ser
Ala

Asn

Thr
640



Glu

Ala

Lys

Ile

705

Ile

TYT

Ala

Leu

785

Gly

val

Lys

Leu

865

Ala

His

Glu
945

Tyr

Phe

Lys

Agp

690

Thr

ser

Rap

Ila

Lys

770

Ser

Pro

Glu

Gly

Ile

B850

Glu

Glu

Ile

Ser

Ala’

930

Leu

His
Cys
Arg
675
Ile
Ile
Gly
Glu
Glu
755
His
Ala
His
Lys
Cys
835
Lys
Glu
Lys
val
Gln
915

Ala

Ser

Ile
Leu
660
Asn
Gln
Thr
Ser
740
Asp
Glu
Gln
Leu
Cys
820
The
Thr
Lys
Lys
Tyr
900
Tyr

Asp

val
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Asp
645
Asp
Ser
Arg
Gly
Fhe
125
Lys
Ser
Thr
Ser
Glu
805
Ala
Asp

Gln

Pro

Lys
Asp
Lys

Ile

Gln

Glu

Aap

Gln

Gly

710

RAsp

Leu

Gin

val

Pro
790

Trp

His

Leu

Asp

Leu

810

Arg

Glu

Gln

Arg

Pro
950

val

Lys

Glu

Pro

€95

Asp

Glu

Lys

Asp

Asn

775

Ile

Asn

His

Asn

Gly

val

Asp

Ala

Len

Val

935

Gly

Ser

Arg

Arg

Asn

Glu
665

Asn

680

Glu

Asp
Cys
Ala
Leu
760
val
Gly
Pro
Ser
Gly
840
His
Gly
Lys
Lys
Gln
920

His

va)

39

hArg

val

Tyr

Phe

7435

Glu

Pro

Lya

Asp

His

825

Asp

Ala

Glu

Arg

Glu

905

Ala

Ser

Asn

Leu
650
Leu
Leu
Gly
Phe
Pro
730
Thr
Ila
Gly
Cys
Leu
810
His
Leu
Arg
Ala
Glu
890
Ser
Asp

Ile

Ala

Val

Ser

Lau

Tep

Lys

715

Thr

Thr

Gly

795

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu

875

Lys

Vval.

Thr
Arg

Ala
95%

Glu

Gln

Gly

700

Glu

Tyr

Tyz

Ser

Gly

780

Gla

cys

Ser

val

Gly

850

Ala

Leu

Agp

Asn

Glu

940

Ile

Tyr

Lys

Asp

€85

Gly

Asn

Leu

Gln

Ile

765

Seax

Pro

Ser

Leu

TR

845

Aan

Arg

Glu

Ala

Ile

925

Ala

Phe

Leu

Val

670

Ser

Ser

Tyr

Tyr

Len

750

Arg

Leu

Asn

Cys

Asp

gao

Val

Leu

val

Trp

Leu

810

Ala

Tyr

Glu

Sar
655

Lys
hAsn
Thr
Val
Gln
735
Arg
Tyr
Trp
Arg
Arg
815
Ile
Ile
Glu
Lys
Glu
895
Phe
Mat
Leu

Glu

Asp

His

Phe

Gly

Thr

720

Lys

Gly

Asn

Pro

Cys

800

Asp

AsSp

Phe

Phe

Arg

880

Thr

Val

Ile

Pro

Leu
960
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Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Leu Tyr Asp Ala Arg Asn Val
985 870 975

Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser Cys Trp Asn Val Lys
980 9BS 990

Gly His Val psp val Glu Glu Gln Asn Asn Gla Arg Ser Val Leu val
9935 1000 1005

val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys
1010 1015 1020

Pro Gly Arng Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly
1025 1030 1035

Tyr Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr
1040 1045 1050

Asp Glu Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyr Pro
1055 1060 1065

Asn Asn Thr val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr val Ash Gln Glu Glu
1070 1075 1080

Tyr Gly Gly Ala Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu Ala
1095 1090 1095

Pro Ser Val Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser
1100 1105 1110

Tyr Thr Asp Gly Axrg Arg Glu Aan Pro Cys Glu Phe Asn Arg Gly
1115 1120 . 1125

Tyr Arg Asp Tyr Thr Pro Leu Pro Val Gly Tyr Val Thr Lys Glu
1130 1135 1140

Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr hAsp Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly
1145 1150 1185

Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp Ser Val Glu Leu Leu Leu
1160 1165 1170

Met Glu Glu
1175

<210>7
<211> 4990
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Casete de expresion que codifica la secuencia de aminoacidos de Cry1A.105

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(614)

<223> promotor e35s del CAMV
<220>

<221> Regién no traducida 5' (5’'UTR)
<222> (650)..(710)
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10

15
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<220>

<221> Intrén

<222> (727)..(1206)

<223> intrén de actina del arroz RACT1

<220>

<221> CDS

<222> (1216)..(4752)

<223> secuencia codificante de Cry1A.105

<220>

<221> terminador

<222> (4781)..(4990)

<223> Secuencia poliadenlacién y terminacién de la transcripcion de Hsp17 de Ta (Triticum aestivum)

<400>7
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ggtecgatgt
cccagetate
ccatcattge
agatggacec
‘aaagcaagtg
gaaacctect
aggaaggtgy
cctetgecga
aagacgtice
gggatgacgce
ttcatttgga
acacactcaa
aggcctoege
tteegteteg
cgcgoeccaga
gateccggece
gttgggggag
ggaaaaggge
tgctagatet
ggtagtettt

tagaagtgat

gagactttte
tgtecacttta
gataaaggaa
ceacccacga
gattgatgtg
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtece
aaccacgtot
acaatcccac
gaggacacge
gccacactat
cgecgeegyt
gtctegatet
teggtgegeg
ggatctegeyg
atgatggggg
actatggtte
ttctttctte

cttttcatga
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aacaaagyggt
ttgtgaagat
aggecategt
ggagcatcgt
atggtcegat
tgeccageta
tgccatcatt
aaaq;tqgac
tcaaagcaag
tatcettege
tgacaagctg
tggagaacac
aaccacceeg
ttggecttgy
99aggegcyy
gggaatgggg
gtttaaaatt
atatttttat
tttttgtggg
tttgtgacaa

caacce atg gac aac aac

aatatcegga
agtggaaaag
tgaagatgce
gjaaaaaqaa
gtgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacceac
tggattgatg
aagaccctte
actetageaqg
acagggacaa
ccoctotoct
tagtttgggt
gatctegegg
ctctcggaty
tcegeegtge
atatttetge
tagaatttga

atgecagecte

aacctecteg
gaaggtgget
tetgecgaca
gacgttecaa
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggecate
gaggagcatc
tgatatctee
ctotatataa
atcctetaga
cacaccataa
ctttctttct
gggcygagagg
ctggggetct
tagatetgceg
taaacaagat
tgettegtea
atccctcage

gtgcggaget

gattecattyg
cctacaaaty
gtggtcecaa
ccacgtette
gtaatatecy
atagtggaaa
gttgaagatg

gtggaaazag

actgacgtaa
ggaagttecat
accatcttec
gatccaaggg
cegttttttt
cggcttegtg
cgeccggeaty
atcogecgtt
caggaagagy
ggcttagatg
attgttcate
tttttgtago

‘cca aac atc aac gag tge atec ceg

Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro

tac
Tyr

ate
Ile

tte
Phe
45

gtg
val

ctg
Leu

aae
Asn

gag
Glu
30

ctg
Lay

Qac

gtg
Val

tge
Cys
15

ace
Thr

cte
Leu

ate
Ile

caa
Gln

ctc
Leu

ggt
Gly

age
Ser

ate
Ile

atec
Ile
80

Met Rsp Asn Asn
1

age
Ser

tac
TYL

gag
Glu

tag
Trp
65

gag
Glu

aac
Asn

acc
Thr

tte
Phe
50

gg9c
Gly

cag
Gln

cct gag
Pro Glu
20

ate
ile

cee
PYO
35

cca
Pro

gty
Val

ttt
Phe

ate
Ile

ate
Ile

ctc
Leu

$

gte
val

gac
Asp

gge
Gly

ggc
Gly

aac
han
8s

gag gty cte
Glu val Leu

cte
Leu
40

tce
Ser

ate
Ile

tte
Phe

gct
Ala

ggc
Gly
55

tecc
Sexr

cce
Pro
10

cag
Gln

ate
Ile

cag agg

Gln

42

ggc
Gly
25

tee
Serx

gte
val

tyg
Trp

gag
Glu

10

ggt
Gly

cte
Leu

cty
Leu

gac
Asp

gag
Glu
90

gag cgc
Glu Arg

acy
The

cag
Gln

cte
Leu
60

ggc
Gly

tte
fhe

gee
Ala
75

tte
fhe

geo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
T20
780
840
200
980

1020
1080
1140

" 1200

1251

1299

1347

1395

1443

1491



agg
Arg

atc
Ile

gct
Ala
125

ctg
Leu

cte
Leu

agg
Arg

atc
Ile

gac
Aap
205

cect
Pro

ace
Thr

cge

ace
Thr

cag
Gln
2085

aac
Asn
tce
Ser

444
Phe

cgc

ace
Thr
365

tce
Ser

cCe
Pro

aac
Asn

tac
Tyr
110

cte
Leu

acec
Thr

ctg
Lau

gac
hsp

aac
Asn
1380

cac
His

gat
hAsp

cte
Leu

ace
Thr

aac
Asn
270

qgc
Gly

age
Ser

agc
Gly

ace
Thx

at¢
Ile
350

ctg
Len

gte
Val

tce
Ser

cag
Gln
95

get
Ala

cge
Arg

ace
Thr

teg
Ser

gte
Val
175

age
Ser

gct
Ala

tct
Ser

acc
Thr

tac
Tyr
255

ccc
Pro

atec
Ile

atc
Ile

cac
His

1444
Phe
33s

gtc
val

tac
TYL

ety
Leu

gct
Ala

gec
Ala

qag
Glu

gag
Glu

gee
Ala

gtg
val
160
agc
Ser

cgc

gte
Val

aga

gte
val
240

ceg
Pro

gte
val

gag
Glu

act
Thr

cag
Gln
320

cct
Pro

gct
Ala

cge
Arg

gat
Asp

gtc
val
400

ate
Ile

age
Ser

gag
Glu

atc
1le
145

tac
Tyr

gty
val

tac
Tyr

cge
Arg

gac
225
ctyg

Leu

ate
Ile

ctg
Leu

g9c
Gly

ate
Ile
308

ate
Ile

cte
Leu

cag
Gln

agqg
Arg

g9¢
Gly
385

tac
Tyr
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age
Ser

tte
Phe

atg
Met:
130

cca
Pro

gte
Val

Tttt
Phe

aac
Asn

tgg
210

tgg
Trp

gag
Glu

tecc
Ser
250

tac
Tyr

atg
Met

tac
Tyr

ctyg
Leu

cce
Pra
370

act
™hr

cgc
Azg

cge
hrg

cge
Arg
115

cge

ctc
Leu

cag
Gln

99¢c
Gly

gac
195
tac

Tyr

att
Ile

act
Ile

ace
™mr

aac
Asn
275,

atc
Ile

ace
Thr

gce
Ala

ggc
Gly

gg¢c
Gly
ki3]

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys

ctg
Leu
100

gag
Glu

ate
Ile

tte
Phe

gee
Ala

cag
Gln
180

cte
Leu

aac
Asn

cge
Arg

gtg
Val

gtg
val
260

tic
FPhe

agg
Arg

gat

tcc
Ser

acg
Thx
340

cag
Gln

aac
Asn

tte
Phe

age
Ser

gag
Glu

tag
Top

cag
Gln

gcc
Rla

gcc
Ala
165

agg
Arg

acc
The

act
Thr

tac
Tyr

tee
Ser
245

tee
Ser

gac
Asp

age
Ser

goe
Ala

ccg
Pro
325

atg
Met

ggc
Gly

ate
Ile

gce
Ala

ggc
Gly
405

43

ggc
Gly

gag
Glu

ttc
Phe

gte
val
150

aac
AsSn

tog
Trp

agg
Arg

ggc
Gly

aac
Asn
230

cte
Leu

caa
Gln

ggt
Gly

cca
Pro

cac
310
gtc

Val

ggc
Gly

gtc
val

ggt
Gly

tac
Tyr
390

acy
Thr

cte
Leu

gcc

Ala:

aac
Asn
135

cag
Gln

cty
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu
ctg
218
cag
Gln

tte
Phe

ctg
Leu

agc
Ser

cac
Ris
295

cgc

ggc
Gly

aac
Asn

tac
YL

ate
Ile
375

ggc
Gly

atg
val

age
sSer

gac
Asp
120

gac

aac
Rsn

cac
His

tte
Phe

ate
Ile
200

9ag
Glu

tte
Phe

ccg
Pro

acec
Thr

tic
Phe
280

ctg
Leu

gac
Gly

tte
Fhe

gce
Ala
cgec
360
aac

Aan

ace
Thr

gat
Asp

aac
Asn
105

cce
Pro

atg
Met

tac
YL

cte
Leu

gac
Asp
185

gg¢c

cge
Arg

agg
Arg

aac
Aan

cge
Arg
265

agg
Arg

acg
Met

gag
Glu

agc
Ser

get
Ala
345

ace
Thr

aac
Ran

tce
Ser

tecc
Ser

cte
Leu

act
The

aac
Asn

caa
Gln

agce
Ser
170

gce
Ala

anc
Asn

gtc
val

cge

tac
Tyr
250

gaa
Glu

ggc
Gly

gac
Asp

tac
Tyr

ggc
330

cca
Pro

ctg
Leu

caq
Gln

tece
Ser

cty
Leu
410

tac
Tyr

aac
Asn

age
ser

gte
val
155

gty
val

gcc
Aa

tac
Tyr

tgg
Trp

qag
Glu
235

gac
Asp

ate
Ile

age
Ser

ate
Ile

tac
TYL
318

cce
Pro

caa
Gln

age
Sexr

cag
Gin

aac
hAsn
385

gac
Asp

caa
Gin

cca
Pro

gee
140
ccg

Pro

ctg
Leu

acc
Tht

ace
Thr

ggc
Gly
220

ctg
Len

tece
Ser

tac
Tyr

gece
Ala

cte
Leu
300

tgg
Trp

gag
Glu

caa
Gln

tce
Sex
ctg
380
ctg

Leu

gag
Glu

1539

1587

1635

1683

1721

1779

1827

1875

1923

1971

2018

2067

2115

2163

2211

2259

2307

2355

2403

2451



ate
Ile

agg
Arg

gtag
val
445

gag
Glu

gtg
val

g99
Gly

get
Ala

gca

5235

gLt
val

acc
Thr

aca
Thx

gac
Asp

att
Ile
605

cag
Gln

aaa
Lys

acc
Thr

gag
Glu

caa
Gln
685

ggt
Gly

gag
Glu

cca
Pro

cte
Leu
430

age
Sear

tte
Phe

aaa
Lys

ttt
Phe

tac
Tyr

510

aga

gca
Ala

ggt
Gly

gct
Ala

act
Thr
590

cca
Pro

aag
Lys

act
Thr

tac
Tyr

ada
Lys
610

gac
hsp

gg9a
Gly

aac
Asn

cca
Pro
415

agce
Ser

akc
Ile

aac
Asn

geca
Ala

aca
Thr
495

act
™he

ate
Ile

ggt
Gly

gac

ttt
Phe
578

tte
Phe

gtt
val

gct
Ala

aac
Asn

ctt
Leu
655

gtt
val

tee
Ser

age
Ser

tac
TYT

cag
Gln

cac
His

ate
1le

aac
Asn

cat
His
480

gga
Gly

att
Ile

cge
Arg

gaa
Glu

cct
Pro
560

aca
Thr

agc
Ser

act
Thr

gtg
val

gtt
val
640

agc
Ser

aaa
Lya

aac
AsSn

ace
Thr

gtec
val
720

aac
Asn

gtg
Val

aga

atec
Ile
465

aca
Thr

gga
Gly

gtt
val

tat
Tyr

agg
545

ttg
Leu

tte
Phe

tca
Ser

gca
Ala

aac
Asn
625

act
Thr

gat
Asp

cac
His

tte
Phe

999
Gly
705

ace
Thr
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aac
Asn

tee
Ser
get

450

att
Ile

ctt’

Leu

gac
Asp

aac
Asn

gcc
Rla
S30

atc
Ile

aca
Thr

ccda
Pro

999
Gly

ace
Thr
610

gce
Ala

gac
Asp

gag
Glu

gce
Ala

aaa
Lysa
690

ate
Ile

cte
Leu

aat gtg
Asn Val
420

atg ttc
Met Phe
435

cet atg
Pro Met

gca tee
Ala Ser

cag tca
Gln Ser

att ctt
Ile Lew
500

atc aat
Ile Asn
515

tet act
Sar Thr

ttt get
Phe Ala

tte caa
Fhe Gln

atg agc
Met Ser
580

aat gaa
Agn Glu
595

ctc gag
Leu Glu

cte ttt
L&y Phe

tat cac
Tyxr His

tte tge
Fhe Cys
660

aag cgt
Lys Arg
675

gac ate
hap Ile

ace ate
Thr Ile

kce gga
Ser Gly

cce
Fro

cgc

tte
Fhe

gac
Asp

ggt
Gly
485

cgt
Arg

gge
Gly

aca
Thr

Gly

tct
Ser
565

cag
Gln

gtt
val

get
Ala

ace
Thr

att
Ile
645

cte
Leu

ctec
Leu

aac
Asn

caa
Gln

act
Thr
725

44

ccc
Pro

tce
Serx

tct
Ser

age
sSer
470

act
Thr

cgc
Arg

caa
Gln

aat
Asn

cag
Gln
550

Lttt
Phe

agt
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

tec
Ser
630

gac

gac
Rap

agec
Ser

agg
Arg

gga
Gly
710

ttc
Phe

agg
Arg

gg9c
Gly
tgg
455

act
Ile

act
Thr

aca
Thr

ttyg
Leu

cte
Lau
535

tte
Phe

age
Ser

age
Ser

atc
Ile

tac

Tyr
615

acc
Thr

cCaa
Gln

gag
Glu

gac

cag
Gin
695

gge
Gly

gac

cag
Gin

tte
Phe
440

ata
Ile

act
Thr

gtt
val

agt
Ser

cce
fro
520

agg
Arg

aac
Asn

tac
Tyr

tte
Phe
gac
600

aac
Asn

aat
hAsn

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu
680

cca
Pro

gac
Asp

gag
Glu

ggt
Gly
425

age
Ser

cac
His

caa
Gln

gte
val

gga
Gly
505

caa
Gln

ate
Ile

aag
Lys

gca
Ala

aca
Thr
58%

agg
Arg

ctt
Leu

cag
Gln

tee
Ser
cgt
665

agg
Arg

gaa
Glu

gat
Asp

tgc
Cys

ttt
Phe

aac
Asn

cgt
arg

ata
Ile

aga
ATQ
490

gga
Gly

agg
Arg

tac
Tyr

act
Thr

act
Thr
$70

gta
val

ttt
Phe

gag
Glu

ctt
Leu

aac
Asn
650

gaa
Glu

aat
Asn

cgt

atg
val

tac
TYr
730

tce
Ser

tcg
Ser

agt
Ser

cce
Pro
475

gyt
Gly

cCce
Pro

tat
Tyr

gty
Val

atg
Met
555

atc
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

aga
Arg

ggc
Gly
635

ttg
Leu

cte
Lau

cte
Leu

ggt

tte
Phe
715

cct
Pro

cac
His

tece
Ser

gct
Ala
460
ttg
Lau

cca
Pro

ttt
Phe

cgt

act
540
gat
Asp

aac
Asn

gek
Ala

ttg
Leu

gee
Ala
620

ttg
Lew

gte
val

tee
Ser

ttg
Leu
tgg
700
aag

Lys

ace
Thr

24399

2547

2595

2643

2691

2739

2187

2835

2883

283

2979

3027

s

3123

iz

3219

s?

3318

3363

3l



tac
TYyr

tat
TYX

teg
Ser
765

ggt
Gly

gag
Glu

tgc
Cys

tec
Sex

gte
val
845

gge
Gly

gct
Ala

ctc
Leu

gat
Asp

aac
hsn
925

gag
Glu

ate
Ile

gat
Asp

tge
Cys

cgt

ttg

caa
Gln
750

atc
Ile

teo
Ser

cct
Pro

tece
Ser

ttg
Leu
830

tgg
Trp

aac

cgt
Ary

gaa
Glu

gct
Ala
910

ate
Ile

gck
Ala

tte
Phe

gee
Ala

tyg
Trp
890

tce gte
Arg Ser Val

1005

gag gtt aga
Glu Val Ahrg

1020

gct  tac aag
Ala Tyr Lys

1035

tag
Tyr
135

ctt
Lay

agg
Arg

ctc
Leu

aae
Asn

tygc
Cys
815

gac

gte
val

ctt
Leu

gtg
val

tgg
Trp
895

tty
Leu

gce
Ala

tac
TYE

gag
Glu

aga
Aryg
975

aat
Asn

cag
Gln

aga
Arg

tac
Tyr

tgg
Trp

aga
Arg
800

agg
Arg

ate
Ile

ate
Ile

9ag
Glu

aag
Lys
ago

gaa
Glu

the
Phe

atg
Met

ttg
Leu

gaa
Glu
960
aac
Asn

gty
val

ctg gtt

gtc tgt
val Cys

gag gga
Glu Gly

aag
Lys

gge
Gly

aat
Asn

cca
Pro
785

toc
Cys

gat

gat
Asp

tte
Phe

Lttt
Phe
965

aga
Arg

act
Thrx

atg
val

atc
Ile

cct
Pro
945

ctt
Leu

gtc
val

ate
Ile

tac

Tyr

gec
Rla
770

ctt
Len

gct
Ala

g9¢c

gtg
Vval

aag
Lys
850

ctc
Leu

gca
Ala

a4a8c¢c
Asn

aac
Asn

cac
His
930

gag
Glu

gag
Glu

ate
Ile

aaa ggt

Lys

Gly
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gat
Asp

atec
Ila
755

aag
Lys

tct
Ser

cea
Pro

gag
Glu

gga
Gly
835

ate
1lea

gaa
Glu

gag
Glu

ate
Ila

tec,

Ser
215

gce
Ala

ttg
Leu

gga
Gly

aag
Lys

cat
His
995

gag
Glu
740

gaa
Glu

cac
Ais

gcc
Ala

cac
His

aag
Lys
820

tgt
cys

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

gtt
val
800

caa
Gln

gca
Ala

teo
Sar

cgt
a9

aac
Asn
980

gtg
val

tee
Ser

gac

aaa

Lys

age

Asp Ser

gag
Glu

cas
Gln

ctt
Leu
2035

tgt
Cys

act
Thr

acc
Thr

aaa
Lys

aag
Lys
885

tac
Tyr

tat
Tyx

gac
Asp

gtg
val

atc
Ile
965

ggt

ace
Thr

ket
Ser
790

gag
Glu

gce
Ala

gac
hap

caa
Gln

cca
Pro

870

tgg
TIp

aaqg
Lys

gat
Asp

aaa
bys

atc
Ile
950

Lt
Phe

gac

Gly Rsp

gac
hAsp

gtg
val

cte
Leu

caa
Gln

gtg
val
775

cco
Pro

tgy
TFp

cac
His

ctg
Leu
gac
855
tty
Leu

agg
Arg

gag
Glu

cag
Gln
cat
835
cct

Pro

ace
Thr

tte
Phe

gag
Glu

aaa
Lys

gac
Asp
760

aat
Asno

att
Ile

aat
Aan

cat
His

aat
Aan
840

gga
Gly

gtc
val

gac
Asp

gce
Ala

ttg
Leu
920

gtg
val

agL

gcc
745

ctt
Len

gte
val

933
Gly

cct
Pro

tet
Ser
825

gag
Glu

cac
His

9ot
Gly

aaa
Lya

aaa
Lys
905

caa
Gln

cac
His

qtg

Gly val

geca
Ala

aac
han

gaa cag aac aat cag
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que codifica una proteina insecticida que comprende la secuencia de aminoacidos como se
presenta en la SEC ID N: 2 desde la posicion del aminoacido 10 a la posicién del aminoacido 600.

2. El polinucleétido de la reivindicacion 1, seleccionado de la SEC ID N%: 1 y SEC ID N 3, preferentemente el
polinucleétido esta destinado para su uso en la expresion de dicha proteina insecticida en una planta de cultivo.

3. El polinucleétido de la reivindicacion 2, en el que dicha planta de cultivo esta seleccionada de una planta de
cultivo monocotiledénea y una planta de cultivo dicotiledonea, preferentemente

(i) dicha planta monocotiledénea esta seleccionada de maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo negro,
centeno, grama (festuca, timothy, bromo, vergel, San Agustin, Bermuda, agréstide) y cebada, o

(i) dicha planta dicotileddnea esta seleccionada de alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, judia, baya, mora,
arandano, colza, zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo, tilo, algodén, alubia, arandano agrio, pepino,
cucurbitacea, berenjena, arbol frutal, uva, limén, lechuga, lino, melén, mostaza, arbol de frutos secos,
quimbombo, naranja, guisante, melocotén, cacahuete, pera, ciruela, patata, soja, calabaza, fresa, remolacha
azucarera, girasol, batata, tabaco, tomate, nabo y hortalizas.

4. El polinucleétido de la reivindicacion 1, que codifica una proteina insecticida que presenta una secuencia de
aminoacidos como se presenta en la SEC ID N2: 2 desde aminoacido 1 al aminoacido 612.

5. El polinucleoétido de la reivindicacion 1, que codifica la proteina insecticida como se presenta en la SEC ID N2: 2
desde el aminoacido 1 al aminoéacido 610.

6. Una proteina insecticida que comprende la secuencia de aminoacidos como se presenta en la SEC ID N: 2 desde
la posicion del aminoacido 10 a la posiciéon del amino&cido 600.

7. La proteina insecticida de la reivindicacion 6, que es una proteina insecticida hibrida que comprende un segmento
de aminoacidos que comprende al menos 500 aminoacidos contiguos seleccionados del segmento de aminoacidos
como se presenta en la SEC ID N°: 2 desde la posicion del aminoacido 10 a la posicién del aminoacido 600.

8. Una composicion que comprende una cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida de la proteina de la
reivindicacion 6.

9. La composicion de la reivindicacion 8, que comprende una cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida de
dicha proteina insecticida, en la que dicha composicion esta seleccionada de una célula vegetal, una célula
bacteriana, una célula fungica, un coloide, una emulsion, un revestimiento para semillas, un cebo y un polvo.

10. La composicion de la reivindicacion 9, en la que dicha proteina insecticida esta presente en una cantidad de
5-10°a 0,02 % en moles (de 0,5 a 200 partes por millén (ppm)), preferentemente

(i) dicha proteina insecticida esta presente en una cantidad de 5:10°- 2:10° % en moles (de 0,5 a 20 ppm), o
(ii) dicha composicién es una célula vegetal o un grupo de células vegetales, mas preferentemente el
polinucledtido que codifica la cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida de dicha proteina insecticida
esté presente en una cantidad que puede detectarse usando una sonda que es o es complementaria a una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N2 1 desde la posicion del nucleétido 1401 a la
1420 y la SEC ID N2 1 desde la posicion del nucleétido 1821 a la 1840, o

dicha cantidad eficaz desde el punto de vista insecticida de dicha proteina es suficiente para controlar una plaga de
plantas de géneros de lepidopteros cuando se proporciona en la dieta de dicha plaga, seleccionandose dicha plaga
de Anticarsia, Pseudoplusia, Rachiplusia, Heliothis, Helicoverpa, Spodoptera, Epinotia'y Armigera.

11. Un casete de expresion para su uso en la expresién de una proteina insecticida que tiene la secuencia de
aminoacidos como se presenta en la SEC ID N2 2 en una célula huésped, en el que dicho casete de expresion
comprende, en unién operativa, una secuencia promotora funcional en dicha célula huésped y un polinucleétido que
codifica dicha proteina.

12. El casete de expresiéon de la reivindicacion 11 en el que dicha célula huésped esta seleccionada de una célula
bacteriana, una célula fungica, una célula de mamifero y una célula vegetal, preferentemente

(a) dicha célula bacteriana esta seleccionada de una célula de especies de Bacillus, una célula de especies de
Enterobacteriacae, una célula de especies de Pseudomonas, una célula de especies de Clostridium, una célula
de especies de Rhizobiumy una célula de especies de Agrobacterium;y

(b) dicha célula vegetal esta seleccionada de una planta dicotiledénea y una planta monocotiledénea,
seleccionandose adicionalmente dicha planta dicotiledonea de alfalfa, manzana, albaricoque, espéarrago, judia,
baya, mora, arandano, colza, zanahoria, coliflor, apio, cereza, garbanzo, tilo, algodén, alubia, arandano agrio,
pepino, cucurbitacea, berenjena, arbol frutal, uva, limén, lechuga, lino, meldén, mostaza, arbol de frutos secos,
quimbombo, naranja, guisante, melocotén, cacahuete, pera, ciruela, patata, soja, calabaza, fresa, remolacha
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azucarera, girasol, batata, tabaco, tomate, nabo y hortalizas, y seleccionandose dicha planta monocotiledénea
adicionalmente de maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo, trigo negro, centeno, grama (festuca, timothy, bromo,
vergel, San Agustin, Bermuda, agréstide) y cebada

13. El casete de expresién de la reivindicacion 11, en el que dicha célula huésped es una célula vegetal y dicho
casete de expresion comprende adicionalmente, en unién operativa, un polinucleétido seleccionado de una
secuencia potenciadora de expresion, una secuencia lider no traducida, una secuencia intrénica, una secuencia que
codifica un péptido que se dirige al cloroplasto y una secuencia de poliadenilaciéon y terminacién de la transcripcion,
comprendiendo preferentemente dicho casete de expresion un polinucledtido que codifica una proteina insecticida.

14. Un vector que comprende el casete de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

15. Una planta transgénica o una célula vegetal resistente a una infestacién por insectos lepiddpteros que
comprende un polinucleétido que codifica una proteina que presenta la secuencia aminoacidos como se presenta en
la SEC ID N®: 2 desde la posicién del aminoacido 10 a la posicion del aminoacido 600, en el que dicha proteina
presenta actividad insecticida cuando se expresa en dicha planta o en célula vegetal.

16. La planta transgénica o célula vegetal de la reivindicacion 15, en la que dicha planta transgénica esta
seleccionada de una planta dicotiledénea y una planta monocotiledénea, seleccionandose adicionalmente dicha
planta dicotiledénea entre alfalfa, manzana, albaricoque, esparrago, judia, baya, mora, arandano, colza, zanahoria,
coliflor, apio, cereza, garbanzo, tilo, algodén, alubia, arandano agrio, pepino, cucurbitacea, berenjena, arbol frutal,
uva, limén, lechuga, lino, melon, mostaza, arbol de frutos secos, quimbombo, naranja, guisante, melocotén,
cacahuete, pera, ciruela, patata, soja, calabaza, fresa, remolacha azucarera, girasol, batata, tabaco, tomate, nabo y
hortalizas, y seleccionandose dicha planta monocotiledénea adicionalmente de maiz, trigo, avena, arroz, sorgo, mijo,
trigo negro, centeno, grama (festuca, timothy, bromo, vergel, San Agustin, Bermuda, agroéstide) y cebada

17. La planta transgénica o célula vegetal de la reivindicacion 16 resistente a una infestacion por insectos
lepidopteros, en la que dicho insecto lepiddptero esta seleccionada de un enrollador foliar, un gusano cortador, un
gusano cogollero, un barrenador, una oruga de bolsén y un consumidor de forraje, preferentemente dicho insecto
lepidoptero se selecciona adicionalmente de un gusano cogollero, un barrenador europeo del maiz, un gusano de la
mazorca del maiz o un gusano de la capsula del algodén, y un barrenador sudoccidental del maiz.

18. La descendencia o la semilla de la planta transgénica o célula vegetal de la reivindicacion 17, en la que dicha
descendencia o semilla comprende dicho polinucleétido.

19. Un procedimiento para controlar una infestacion por insectos lepidopteros de una planta proporcionado en la
dieta del insecto una o mas células vegetales transformadas con un acido nucleico que comprende, en unién
operativa, un promotor funcional de planta y un polinucleétido que codifica una proteina que presente la secuencia
de aminoacidos como se presenta en la SEC ID N2 2 desde la posicion del aminoacido 10 a la posicién del
aminoacido 600 que presente actividad insecticida contra lepidépteros.

20. Un procedimiento para proteger un cultivo en un campo contra una infestacion por insectos lepidépteros que
comprende cultivar una planta de cultivo transgénica que comprende una cantidad eficaz desde el punto de vista
insecticida de un agente insecticida de la proteina Cry1A.105 en la dieta del insecto lepidoptero para inhibir la
supervivencia del insecto en dicha planta de cultivo transgénica, en el que dicho agente insecticida comprende una
secuencia de aminoacidos desde la posicién del aminoacido 10 a la posicion del aminoacido 600 como se presenta
enla SEC ID N¢: 2.

21. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que

(i) dicha planta de cultivo transgénica comprende adicionalmente un agente insecticida adicional téxico para la
misma especie de insecto que la Cry1A.105 y esta seleccionado de una toxina de Bacillus, una toxina de
Xenorhabdus, una toxina de Photorhabdus y un ARNbc especifico para la supresién de uno o mas genes
esenciales en dichas especies de insectos; y/o
(i) el rendimiento de dicho cultivo se mejora en comparacion con el rendimiento de un cultivo isogénico que
carece de dicho agente o agentes insecticidas.

22. Un procedimiento para retrasar la aparicién de la resistencia de una especie de lepidéptero que comprende
proporcionar una primera proteina insecticida Cry1A.105 al menos con una segunda proteina insecticida diferente de
la primera, en la que dicha segunda proteina insecticida esta seleccionada del grupo de proteinas que consiste en
una toxina Cry1, una Cry2, una Cry5, una Cry9 y una proteina VIP.

23. El procedimiento de la reivindicacién 21, en el que dicho agente insecticida adicional, que es una toxina de
Bacillus, esta seleccionado del grupo de proteinas que consisten en una toxina Cry1, una Cry2, una Cry5, una Cry9
y una VIP.

53



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones

