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DESCRIPCION
Gen AXMI-150 de la delta-endotoxina y métodos para su uso.
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular. Se proporcionan nuevos genes que codifican proteinas
plaguicidas. Estas proteinas y las secuencias de acidos nucleicos que las codifican son Utiles en la preparacién de
formulaciones plaguicidas y en la produccion de plantas transgénicas resistentes a las plagas.

Antecedentes de lainvencién

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva formadora de esporas que habita en el suelo, caracterizada por
su capacidad para producir inclusiones cristalinas que son especificamente téxicas para ciertos 6rdenes y especies
de insectos, pero inocuas para plantas y otros organismos no considerados dianas. Por esta razon, las
composiciones que incluyen cepas de Bacillus thuringiensis o sus proteinas insecticidas se pueden usar como
insecticidas aceptables para el medio ambiente para controlar las plagas agricolas de insectos o los insectos
vectores para varias enfermedades humanas o animales.

Los cristales proteinicos (Cry) (delta-endotoxinas) de Bacillus thuringiensis tienen una potente actividad insecticida
contra las larvas predominantemente de lepidopteros, dipteros y coledpteros. Estas proteinas han mostrado también
actividad contra los 6rdenes de plagas de himendpteros, homépteros, ftirdpteros, maldfagos y acaros, asi como
otros 6rdenes de invertebrados, tales como nematelmintos, platelmintos y sarcomastigéforos (Feitelson (1993) The
Bacillus Thuringiensis Family Tree. In Advanced Engineered Pesticides, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.) Estas
proteinas se clasificaron originalmente como Cryl a CryV basandose principalmente en su actividad insecticida. Las
clases principales fueron la especifica de lepidopteros (l), la especifica de lepidopteros y dipteros (ll), la especifica
de coleopteros (lll), la especifica de dipteros (IV) y la especifica de nematodos (V) y (VI). Las proteinas se
clasificaron ademas en subfamilias; a las proteinas més estrechamente relacionadas con cada familia se le
asignaron letras consecutivas tales como CrylA, CrylB, CrylC, etc. A las proteinas todavia mas estrechamente
relacionadas dentro de cada grupo se les dieron nombres tales como Cry1C1, Gy1C2, etc.

Recientemente se ha descrito una nueva nomenclatura para los genes Cry basada en la homologia de las
secuencias de aminoacidos en lugar de en la especificidad del insecto diana (Crickmore et al., (1998) Microbiol. Mol.
Biol. Rev. 62:807 - 813). En la nueva clasificacion, a cada toxina se le asigna un Unico nombre que incorpora una
categoria principal (un nimero ardbigo), una categoria secundaria (una letra mayuscula), una categoria terciaria
(una letra mindscula) y una categoria cuaternaria (otro numero ardbigo). En la nueva clasificacion, en la categoria
principal los nimeros romanos han sido sustituidos por nimeros ardbigos. Las proteinas con una identidad de
secuencia inferior al 45 % tienen diferentes categorias principales y los criterios para las categorias secundaria y
terciaria son 78 % y 95 %, respectivamente.

La proteina cristal no presenta actividad insecticida hasta que ha sido ingerida y solubilizada en el intestino medio
del insecto. La protoxina ingerida es hidrolizada por proteasas en el tracto digestivo del insecto en una molécula
téxica activa. (Hofte y Whiteley (1989) Microbiol. Rev. 53:242 - 255). Esta toxina se une a receptores localizados en
el borde en cepillo apical en el intestino medio de las larvas diana y se inserta en la membrana apical creando
canales o poros iénicos que producen la muerte de la larva.

Las delta-endotoxinas generalmente tienen cinco dominios de secuencia conservados y tres dominios estructurales
conservados (véase, por ejemplo Maagd et al. (2001) Trends Genetics 17:193 - 199). El primer dominio estructural
conservado consta de siete hélices alfa y estd implicado en la insercion en la membrana y la formacién de poros. El
dominio Il consiste en tres laminas beta dispuestas en una configuracion de llave griega, y el dominio Il consiste en
dos laminas beta antiparalelas en formacién de “remolino” (de Maagd et al., 2001, citado anteriormente). Los
dominios Il y Il estan implicados en el reconocimiento y la union al receptor y, por tanto, se consideran
determinantes de la especificidad de la toxina.

El documento WO 2005/107383 se refiere a proteinas insecticidas secretadas y a composiciones génicas de Bacillus
thuringiensis y a usos de las mismas.

Debido a la devastacion que los insectos pueden conferir y la mejora en el rendimiento al controlar las plagas de
insectos, existe una necesidad continua de descubrir nuevas formas de toxinas plaguicidas.

Resumen de la invencion

Se proporcionan composiciones y métodos para conferir actividad plaguicida a las bacterias, plantas, células
vegetales, tejidos y semillas. También se hace referencia a composiciones que incluyen moléculas de acido nucleico
gue codifican secuencias para polipéptidos plaguicidas e insecticidas, vectores que comprenden dichas moléculas
de acido nucleico y células huésped que comprenden los vectores. Las composiciones incluyen las secuencias de
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polipéptidos plaguicidas. Las secuencias de nucleotidos se pueden utilizar en construcciones de ADN o casetes de
expresion para la transformacién y expresién en organismos, incluidos microorganismos y plantas. Las secuencias
de nuclettidos o aminoacidos pueden ser secuencias sintéticas que se han disefiado para su expresion en un
organismo, incluyendo, entre otros, un microorganismo o una planta. También se hace referencia a composiciones
gue comprenden bacterias transformadas, plantas, células vegetales, tejidos y semillas.

En particular, se proporcionan moléculas de &cido nucleico aisladas que codifican una proteina plaguicida.
Adicionalmente, estan incluidas las secuencias de aminoacidos correspondientes a la proteina plaguicida. En
particular, esta invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 2 o una secuencia de nucle6tidos
expuesta en las SEC ID N°: 1, 3, 4, 5, 6 o 7. También se hace referencia a las secuencias de nucleétidos que son
complementarias a una secuencia de nucleétidos de la invencion o que hibridan con una secuencia de la invencion.

Se proporcionan métodos para producir los polipéptidos de la invenciéon y para usar dichos polipéptidos para
controlar o destruir una plaga de lepidépteros, coledpteros, nematodos o dipteros. También se hace referencia a
métodos y kits para detectar los acidos nucleicos y polipéptidos de la invenciéon en una muestra.

Las composiciones y métodos de la invencién son (tiles para la produccion de organismos con mayor resistencia o
tolerancia a las plagas. Estos organismos y composiciones que comprenden los organismos son deseables para
fines agricolas. Las composiciones de la invencion también son Utiles para generar proteinas alteradas o mejoradas
que tienen actividad plaguicida, o para detectar la presencia de proteinas o acidos nucleicos plaguicidas en los
productos u organismos.

Por consiguiente, esta invencion proporciona una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una secuencia de acidos nucleicos que tiene actividad plaguicida, donde dicha secuencia
de nucledtidos se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SECID N°: 2;y

¢) una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2.

La invencion proporciona ademas:

e un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la invencién, preferentemente que comprende
adicionalmente una molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido heterélogo;
e una célula huésped que contiene el vector de la invencion, preferentemente que es:

(2) una célula huésped bacteriana; o
(b) una célula vegetal,

e una planta transgénica que comprende la célula huésped vegetal de la invencién, preferentemente donde dicha
planta se selecciona del grupo que consiste en maiz, sorgo, trigo, col, girasol, tomate, cruciferas, pimientos,
patata, algodoén, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada y colza de semilla
oleaginosa; y

e una semilla transgénica que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de la invencion.

La invencion proporciona adicionalmente un polipéptido con actividad plaguicida, seleccionado del grupo que
consiste en:

a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2;

b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2; y

¢) un polipéptido que esta codificado por la SEC ID N°: 1,

preferentemente que comprende ademas secuencias de aminoacidos heterélogas.
La invencion proporciona adicionalmente una composicién que comprende el polipéptido de la invencion, donde:

(a) dicha composicion se selecciona del grupo que consiste en un polvo, polvo fino, bolita, granulo, aerosol,
emulsién, coloide, y solucion;

(b) dicha composicion se puede obtener mediante desecacion, liofilizacion, homogeneizacién, extraccion,
filtracion, centrifugacion, sedimentacion, o concentracion de un cultivo de células bacterianas; o

(c) dicha composicién comprende de 1 % a 99 % en peso de dicho polipéptido.
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La invencion también proporciona:

e un método para controlar una poblaciéon de plagas de lepidopteros, coledpteros, nematodos o dipteros que
comprende poner en contacto dicha poblacién con una cantidad plaguicidamente eficaz de un polipéptido de la
invencion.

e un método para destruir una poblaciéon de plagas de lepidopteros, coledpteros, nematodos o dipteros que
comprende poner en contacto dicha plaga con, o alimentar a dicha plaga con, una cantidad plaguicidamente
eficaz de un polipéptido de la invencion; y

e un método para producir un polipéptido con actividad plaguicida, que comprende cultivar la célula huésped de la
invencion en las condiciones en las que se expresa la molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido.

La invencién proporciona adicionalmente una planta que tiene incorporado establemente en su genoma una
construccién de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que tiene actividad
plaguicida, donde dicha secuencia de nucleétidos se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SECID N°: 2;y

¢) una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2;

donde dicha secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a un promotor que dirige la expresion de una
secuencia codificante en una célula vegetal,
preferentemente donde dicha planta es una célula vegetal.

La invencion también proporciona adicionalmente un método para proteger una planta de una plaga, que comprende
introducir en dicha planta o célula de la misma al menos un vector de expresion que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido plaguicida, donde dicha secuencia de nucleétidos se selecciona del grupo
gue consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 1;

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SECID N°: 2;y

¢) una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°: 2,
preferentemente donde dicha planta produce un polipéptido plaguicida que tiene actividad plaguicida contra una
plaga de lepiddpteros, coledpteros, nematodos o dipteros.

Descripcion detallada

Esta invencion se refiere a composiciones y métodos para regular la resistencia o tolerancia a las plagas en los
organismos, particularmente plantas o células vegetales. Por “resistencia” se pretende decir que la plaga (por
ejemplo, insecto) muere tras la ingestion u otro contacto con los polipéptidos de la invencién. Por "tolerancia” se
pretende decir una alteracién o reduccion del movimiento, alimentacion, reproduccion u otras funciones de la plaga.
Los métodos implican transformar organismos con una secuencia de nucledtidos que codifican una proteina
plaguicida de la invencion. En particular, las secuencias de nucleétidos de la invencién son Utiles para la preparacion
de plantas y microorganismos que poseen actividad plaguicida. Por lo tanto, se proporcionan bacterias, plantas,
células vegetales, tejidos vegetales y semillas transformados. Las composiciones son acidos nucleicos y proteinas
plaguicidas de Bacillus. Las secuencias encuentran uso en la construccion de vectores de expresion para la
posterior transformacion en organismos de interés, como sondas para el aislamiento de otros genes homélogos (o
parcialmente homdlogos) y para la generacion de proteinas plaguicidas alteradas mediante métodos conocidos en la
técnica, tales como intercambio de dominios o barajado de ADN. Las proteinas encuentran uso en el control o
eliminacion de poblaciones de plagas de lepidépteros, coledpteros, dipteros y nematodos, y para la producciéon de
composiciones con actividad plaguicida.

Por “toxina plaguicida” o “proteina plaguicida" se pretende decir una toxina que tiene actividad téxica contra una o
mas plagas, incluyendo, entre otras, miembros de los érdenes de lepidépteros, dipteros y coledpteros, o del filo de
los nematodos, 0 una proteina que tiene homologia con dicha proteina. Las proteinas plaguicidas se han aislado de
organismos que incluyen, por ejemplo, Bacillus sp., Clostridium bifermentans y Paenibacillus popilliae. Las proteinas
plaguicidas incluyen secuencias de aminoacidos deducidas a partir de las secuencias de nucleétidos de longitud
completa divulgadas en el presente documento y secuencias de aminoacidos que son mas cortas que las
secuencias de longitud completa, ya sea por el uso de un sitio de inicio aguas abajo alternativo, o debido a un
procesamiento que produce una proteina mas corta que tiene actividad plaguicida. El procesamiento se puede
producir en el organismo donde se expresa la proteina, o en la plaga después de la ingestion de la proteina.
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Las proteinas plaguicidas abarcan delta-endotoxinas. Las delta-endotoxinas incluyen las proteinas identificadas
como cryl a cry43, cytl y cyt2, y la toxina de tipo Cyt. Actualmente hay mas de 250 especies conocidas de delta-
endotoxinas con una amplia gama de especificidades y toxicidades. Para ver una lista extensa véase Crickmore et
al. (1998), Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62:807 - 813, y para ver actualizaciones periodicas véase Crickmore et al.
(2003) "Bacillus thuringiensis toxin nomenclature," en www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/index.

Por tanto, en el presente documento se proporcionan nuevas secuencias de nucleétidos aisladas que confieren
actividad plaguicida. Estas secuencias de nucleétidos aislados codifican polipéptidos con homologia con delta-
endotoxinas o toxinas binarias conocidas. También se proporcionan las secuencias de aminoacidos de las proteinas
plaguicidas. La proteina resultante de la traduccién de este gen permite que las células controlen o eliminen las
plagas que la ingieren.

Moléculas de &cido nucleico aisladas y variantes y fragmentos de las mismas

Un aspecto de la invencion se refiere a moléculas de acido nucleico aisladas o recombinantes que comprenden
secuencias de nucledtidos que codifican proteinas y polipéptidos plaguicidas o porciones biol6gicamente activas de
los mismos, asi como moléculas de acido nucleico suficientes para usar como sondas de hibridacion para identificar
moléculas de acido nucleico que codifican proteinas con regiones de homologia de secuencia. Tal como se utiliza en
el presente documento, la expresion "molécula de acido nucleico” estad destinada a incluir moléculas de ADN (por
ejemplo, ADN recombinante, ADNc o ADN gendmico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y anélogos del ADN
0 ARN generados utilizando anélogos de nucleétidos. La molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o
de cadena doble, pero preferentemente es ADN de cadena doble.

Una secuencia de &cido nucleico (o ADN) "aislada" se usa en el presente documento para hacer referencia a una
secuencia de &cido nucleico (o0 ADN) que ya no estd en su ambiente natural, por ejemplo en una célula huésped
recombinante bacteriana o vegetal. En algunas realizaciones, un &cido nucleico “aislado” carece de secuencias
(preferentemente secuencias que codifican proteinas) que flanquean de forma natural al acido nucleico (es decir, las
secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del &cido nucleico) en el ADN gendmico del organismo del cual deriva
el acido nucleico. Para los fines de la invencién, "aislado" cuando se utiliza para referirse a moléculas de acido
nucleico excluye cromosomas aislados. Por ejemplo, en varias realizaciones, la delta-endotoxina aislada que
codifica la molécula de acido nucleico puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5
kb 0 0,1 kb de secuencias nucleotidicas que flanquean de forma natural la molécula de &cido nucleico en el ADN
gendmico de la célula de la que deriva el acido nucleico. En varias realizaciones, una proteina delta-endotoxina que
estd sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteina que tienen menos de
aproximadamente 30 %, 20 %, 10 %, o 5 % (en peso seco) de la proteina que no es delta-endotoxina (también
denominada en el documento "proteina contaminante").

Las secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas de esta invencidn incluyen la secuencia expuesta en las
SEC ID N°: 1, 3, 4, 5, 6 0 7, variantes y fragmentos que tienen una identidad de secuencia de al menos un 95 % con
la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 y que tienen actividad plaguicida, asi como complementos de los
mismos. Por “complemento” se quiere decir una secuencia de nucleétidos que es suficientemente complementaria
con una secuencia de nucleétidos dada de forma que puede hibridar con la secuencia de nucledtidos dada para
formar de este modo un duplex estable. La correspondiente secuencia de aminoacidos para la proteina plaguicida
codificada por esta secuencia de nucleétidos se expone en loa SEC ID N°: 2 o las secuencias de aminoacidos AXMI-
004 descritas en la patente de EE.UU. N° 7.355.099 y la solicitud de patente de EE.UU. n°® 12/209.354, presentada el
12 de septiembre de 2008 titulada “Genes sintéticos AXMI-004 de la delta-endotoxina y métodos para su uso”,
publicada como US 2009/0099081.

Las moléculas de &cido nucleico que son fragmentos de estas secuencias de nucleétidos que codifican proteinas
plaguicidas también se incluyen en esta invencién, donde son al menos un 95 % idénticas a la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N°: 2 y tienen actividad plaguicida. Por “fragmento” se quiere decir una porcién de la
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina plaguicida. Un fragmento de una secuencia de nucleétidos
codifica una porcion biolégicamente activa de una proteina plaguicida. Las moléculas de acido nucleico que son
fragmentos de una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina plaguicida comprenden al menos
aproximadamente 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.350, 1.400
nucleétidos contiguos o hasta el niumero de nucleétidos presente e una secuencia de nucleétidos de longitud
completa que codifica una proteina plaguicida divulgada en el presente documento en funcion del uso pretendido.
Por nucléotidos “contiguos” se pretende decir residuos de nucledtidos que son inmediatamente adyacentes entre si.
Los fragmentos de las secuencias de nucleétidos de esta invencion codificaran fragmentos de proteinas que
conservan la actividad biologica de la proteina plaguicida y, por lo tanto, conservan la actividad plaguicida. Por
"conserva la actividad" se pretende decir que el fragmento tendra al menos aproximadamente 30 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas de la actividad plaguicida de la
proteina plaguicida. En una realizacion, la actividad plaguicida es actividad coleopterocida. En otra realizacion, la
actividad plaguicida es actividad lepidopterocida. En otra realizacion, la actividad plaguicida es actividad nematocida.
En otra realizacion, la actividad plaguicida es actividad nematocida. Los métodos para medir la actividad plaguicida
son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ. Entomol. 83:2480 - 2485;
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Andrews et al. (1988) Biochem. J. 252:199 - 206; Marrone et al. (1985) J. of Economic Entomology 78:290 - 293; y la
patente de EE.UU. N° 5.743.477.

Un fragmento de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina plaguicida que codifica una porcion
biolbgicamente activa de una proteina de la invencion codificara al menos aproximadamente 15, 25, 30, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 aminoacidos contiguos o hasta el nimero total de aminoacidos
presentes en una proteina plaguicida de longitud completa de la invencién.

Proteinas plaguicidas preferidas de esta invencion estan codificados por una secuencia de nucleétidos
suficientemente idéntica a la secuencia de nucleétidos de las SEC ID N° 1, 3, 4, 5, 6 o 7. Por “suficientemente
idéntica" se quiere decir una secuencia de aminoacidos o de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mayor en comparacién con una secuencia de referencia usando uno de los
programas de alineamiento descritos en el presente documento utilizando parametros convencionales. Un experto
en la técnica reconocerd que estos valores se pueden ajustar apropiadamente para determinar la identidad
correspondiente de las proteinas codificadas por dos secuencias de nucledtidos teniendo en cuenta la degeneracion
de codones, la similitud de aminoacidos, el posicionamiento del marco de lectura, y similares.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos acidos nucleicos, las
secuencias se alinean para propositos de comparacion 6ptima. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias
es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, porcentaje de identidad
= nUmero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones (por ejemplo, posiciones solapantes) x 100). En una
realizacién, las dos secuencias tienen la misma longitud. En otra realizacién, el porcentaje de identidad se calcularon
la totalidad de la secuencia de referencia (es decir, la secuencia divulgada en el presente documento como
cualquiera de las SEC ID N°: 1, 3, 4, 5, 6 0 7). El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse
usando técnicas similares a las descritas a continuacion permitiendo o sin permitir huecos. Al calcular el porcentaje
de identidad, se cuentan tipicamente emparejamientos exactos.

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede realizarse utilizando un algoritmo
matematico. Un ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos secuencias
es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87:2264, modificado como en Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873 - 5877. Tal algoritmo se incorpora en los programas BLASTN y
BLASTX de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403. Las busquedas de nucleétidos BLAST se pueden realizar con
el programa BLASTN, puntuacion = 100, longitud del texto= 12, para obtener secuencias de nucleétidos homologas
a moléculas de acido nucleico de tipo plaguicida de la invencién. Las busquedas de nuclettidos BLAST se pueden
realizar con el programa BLASTX, puntuacién = 50, longitud del texto= 3, para obtener secuencias de nucleétidos
homologas a las moléculas de las proteinas plaguicidas de la invencion. Para obtener alineaciones con huecos con
fines comparativos se puede usar Gapped BLAST (en BLAST 2,0) tal como se describe en Altschul y col. (1997)
Nucleic Acids Res. 25:3389. Como alternativa, se puede usar PSI-BLAST para realizar una bldsqueda reiterada que
detecte relaciones distantes entre moléculas. Véase Altschul et al. (1997) citado anteriormente. Al usar los
programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-BLAST se pueden usar los parametros preseleccionados de los
respectivos programas (p. €j., BLASTX y BLASTN). La alineacion también se puede realizar manualmente mediante
inspeccion.

Otro ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo
ClustalW (Higgins et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22:4673 - 4680). ClustalW compara secuencias y alinea la
totalidad de la secuencia de aminoacidos o de ADN vy, por lo tanto, puede proporcionar datos acerca de la
conservacion de la secuencia de la secuencia de aminoacidos completa. El algoritmo ClustalW se utiliza en varios
paquetes de soporte logico de analisis de ADN/aminoacidos disponibles en el mercado, tales como el mdédulo
ALIGNX del Grupo de programas Vector NTI (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Después del alineamiento de
las secuencias de aminoacidos con ClustalW, se puede evaluar el porcentaje de identidad de aminoacidos. Un
ejemplo no limitante de un programa de software util para el analisis de alineamientos ClustalW es GENEDOC™.
GENEDOC™ (Karl Nicholas) permite la evaluacion de la similitud y la identidad de aminoacidos (o ADN) entre
multiples proteinas. Otro ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de
secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (1988) CABIOS 4:11-17. Dicho algoritmo esta incorporado en el
programa ALIGN (versién 2.0), que es parte del Paquete de software GCG Wisconsin Genetics, version 10
(disponible en Accelrys, Inc., 9685 Scranton Rd., San Diego, CA, EE.UU.). Al usar el programa ALIGN para
comparar secuencias de aminoéacidos, se puede usar una tabla de residuos de pesos PAM 120, una penalizacion
por la longitud del hueco de 12 y una penalizacién por hueco de 4.

A menos que se indique lo contrario, se podra utilizar GAP Version 10, que utiliza el algoritmo de Needleman y
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48(3):443 - 453, para determinar la identidad o similitud de secuencia utilizando los
siguientes parametros: % de identidad y % de similitud para una secuencia de nucleétidos usando un peso del
hueco de 50 y un peso de la longitud de 3, y la matriz de puntuacion nwsgapdna.cmp; % de identidad o % de
similitud para una secuencia de aminoacidos usando un peso por hueco de 8 y un peso por longitud de 2, y la matriz
de puntuacion BLOSUMG62. También se pueden utilizar programas equivalentes. Por “programa equivalente" se
quiere decir cualquier programa de comparaciéon de secuencias que, para dos secuencias cualesquiera en cuestion,
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genera un alineamiento que tiene emparejamientos de residuos de nucleétidos idénticos y un porcentaje de
identidad de secuencia idéntico cuando se compara con el alineamiento correspondiente generado por GAP, version
10. La invencién también abarca variantes de moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que tiene
una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2 y actividad
plaguicida. “Variantes" de las secuencias de nucleétidos que codifican proteina plaguicida incluyen aquellas
secuencias que codifican las proteinas plaguicidas divulgadas en el presente documento, pero que difieren de forma
conservadora debido a la degeneracion del cddigo genético, asi como las que son suficientemente idénticas como
se ha tratado anteriormente. Las variantes alélicas naturales se pueden identificar con el uso de técnicas de biologia
molecular bien conocidas como, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacion,
como se indica mas adelante. Las secuencias de nucléotidos variantes también incluyen secuencias de nucleétidos
derivados sintéticamente que se han generado, por ejemplo, usando mutagénesis dirigida a sitio pero que todavia
codifican las proteinas plaguicidas divulgadas en esta invencion como se trata mas adelante. Las proteinas variantes
abarcadas por esta invencién son biolégicamente activas, es decir siguen poseyendo la actividad biolégica deseada
de la proteina nativa, es decir, la actividad plaguicida. Por "conserva la actividad" se pretende decir que la variante
tendra al menos aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 80 % de la
actividad plaguicida de la proteina nativa. Los métodos para medir la actividad plaguicida son bien conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ. Entomol. 83: 2480 - 2485; Andrews et al. (1988)
Biochem. J. 252:199 - 206; Marrone et al. (1985) J. of Economic Entomology 78:290 - 293; y la patente de EE.UU. N°
5.743.477.

El experto en la técnica apreciara adicionalmente que pueden introducirse cambios por mutacién de las secuencias
de nucleétidos de la invencion que conducen de ese modo a cambios en la secuencia de aminoacidos de las
proteinas plaguicidas codificadas, sin alterar la actividad bioldgica de las proteinas. Por lo tanto, las moléculas de
acido nucleico aisladas variantes se pueden crear introduciendo una 0 mas sustituciones, adiciones o deleciones de
nucleétidos en la correspondiente secuencia de nucledtidos divulgada en el presente documento, de tal manera que
se introducen una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de aminoéacidos en la proteina codificada. Se pueden
introducir mutaciones mediante técnicas convencionales, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis
mediada por PCR. Tales secuencias de nucledtidos variantes también estan abarcadas por esta invencion, en las
que tiene una identidad de al menos 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2 y actividad
plaguicida.

Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de aminoacidos conservadoras en uno o mas residuos de
aminoacidos no esenciales predichos. Un residuo de aminoacido "no esencial" es un residuo que puede alterarse
desde la secuencia de tipo salvaje de una proteina plaguicida sin alterar la actividad biologica, mientras que un
residuo de aminoacido "esencial" se requiere para la actividad bioldgica. Una "sustitucion de aminoacidos
conservadora" es una en la cual se reemplaza el residuo de amino&cido por un residuo de aminoéacido que tiene una
cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han
definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales béasicas (por ejemplo, lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, &cido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales
polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
laterales beta ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

Las delta-endotoxinas generalmente tienen cinco dominios de secuencia conservados y tres dominios estructurales
conservados (véase, por ejemplo Maagd et al. (2001) Trends Genetics 17:193 - 199). El primer dominio estructural
conservado consta de siete hélices alfa y estd implicado en la inserciéon en la membrana y la formacién de poros. El
dominio Il consiste en tres lAminas beta dispuestas en una configuracion de llave griega, y el dominio lll consiste en
dos laminas beta antiparalelas en formacion de “remolino” (de Maagd et al., 2001, citado anteriormente). Los
dominios Il y Il estan implicados en el reconocimiento y la union al receptor y, por tanto, se consideran
determinantes de la especificidad de la toxina.

Las sustituciones de aminoacidos pueden realizarse en regiones no conservadas que mantienen la funcion. En
general, dichas sustituciones no se harian para residuos de aminoéacidos conservados, o para residuos de
aminoacidos que residen dentro de un motivo conservado, en donde tales residuos son esenciales para la actividad
de la proteina. Ejemplos de residuos que se conservan y que pueden ser esenciales para la actividad de la proteina
incluyen, por ejemplo, residuos que son idénticos entre todas las proteinas contenidas en un alineamiento de toxinas
similares o relacionadas con las secuencias de la invencién (por ejemplo, los residuos que son idénticos en una
alineacion de proteinas homoélogas). Ejemplos de los residuos que se conservan, pero que pueden permitir
sustituciones conservadoras de aminoacidos y todavia mantener la actividad incluyen, por ejemplo, residuos que
tienen sdlo sustituciones conservadoras entre todas las proteinas contenidas en un alineamiento de toxinas similares
0 relacionadas con las secuencias de la invencién (por ejemplo, residuos que solo tienen sustituciones
conservadoras entre todas las proteinas contenidas en el alineamiento de proteinas homélogas). Sin embargo, un
experto en la técnica entendera que las variantes funcionales pueden tener alteraciones minimas conservadas o0 no
conservadas en los residuos conservados.
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Como alternativa, las secuencias de nucledtidos variantes se pueden realizar mediante la introducciéon de
mutaciones al azar a lo largo de toda o parte de la secuencia de codificacion, tal como mediante mutagénesis de
saturacion, y los mutantes resultantes pueden someterse a deteccién selectiva para determinar su capacidad para
conferir actividad de plaguicida para identificar mutantes que conservan la actividad. Después de la mutagénesis, la
proteina codificada puede expresarse de forma recombinante y la actividad de la proteina se puede determinar
utilizando técnicas de analisis convencionales.

Utilizando métodos tales como PCR, hibridacién, y similares se pueden identificar las correspondiente secuencias de
plaguicidas, teniendo dichas secuencias una identidad sustancial con las secuencias de la invencion. Véanse, por
ejemplo, Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY) e Innis, et al. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press,
NY).

En un método de hibridacién, toda o parte de la secuencia de nucleétidos de plaguicida se puede utilizar para la
deteccién selectiva genotecas de ADNc o gendmicas. Generalmente, en la técnica se conocen meétodos para la
construccion de tales genotecas de ADNc y gendmicas y se divulgan en Sambrook y Russell, 2001, citado
anteriormente. Las denominadas sondas de hibridacion pueden ser fragmentos de ADN gendmico, fragmentos de
ADNC, fragmentos de ARN, u otros oligonucledtidos, y pueden marcarse con un grupo detectable tal como *P, o
cualquier otro marcador detectable, tales como otros radiois6topos, un compuesto fluorescente, una enzima, o un
cofactor enzimético. Las sondas para hibridacién se pueden preparar mediante marcaje con oligonucleétidos
sintéticos basados en la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina plaguicida conocida divulgada en el
presente documento. Adicionalmente se pueden utilizar cebadores degenerados disefiados sobre la base de los
nucleétidos o residuos de aminoacidos conservados en la secuencia de nucledtidos o secuencia de aminoacidos
codificada. La sonda comprende tipicamente una regién de la secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones
rigurosas con al menos aproximadamente 12, al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente 50, 75,
100, 125, 150, 175 o 200 nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucledtidos que codifica una proteina
plaguicida de la invencion o un fragmento o variante de la misma. Generalmente, en la técnica se conocen métodos
para la preparacién de sondas para la hibridacion y se divulgan en Sambrook y Russell, 2001, citado anteriormente.

Por ejemplo, la totalidad de una secuencia de proteina plaguicida divulgada en el presente documento, o una 0 mas
porciones del mismo, se puede usar como sonda capaz de hibridar especificamente con las correspondientes
secuencias de tipo proteina plaguicida y ARN mensajeros. Para conseguir una hibridacion especifica en diversas
condiciones, dichas sondas incluyen secuencias que son unicas y tienen, preferentemente, una longitud de al menos
aproximadamente 10 nucleétidos o una longitud de al menos aproximadamente 20 nucledtidos. Dichas sondas se
pueden usar para amplificar las correspondientes secuencias plaguicidas de un organismo escogido mediante PCR.
Esta técnica se puede usar para aislar secuencias de codificacion adicionales a partir de un organismo deseado o
como ensayo diagndstico para determinar la presencia de secuencias de codificacion en un organismo. Las técnicas
de hibridacién incluyen deteccion selectiva de hibridacion de bibliotecas de ADN sembrado (bien placas o colonias;
véase, por ejemplo, Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York).

La hibridacién de dichas secuencias se puede llevar a cabo en condiciones rigurosas. Por “condiciones rigurosas” o
“condiciones de hibridacién rigurosas” se quiere decir condiciones en las que una sonda hibridara con su secuencia
diana en un grado detectablemente superior que con otras secuencias (p. €j., al menos 2 veces sobre el basal). Las
condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en circunstancias distintas. Controlando la
rigurosidad de las condiciones de hibridacion y/o lavado, las secuencias diana que son 100 % complementarias con
la sonda se pueden identificar (sondaje homdlogo). Como alternativa, las condiciones de rigurosidad se pueden
ajustar para permitir algunos apareamientos erréneos en las secuencias de modo que se detectan grados menores
de similitud (sondaje heterdlogo). En general, una sonda tiene una longitud de menos de aproximadamente 1000
nucleétidos, preferentemente menos de 500 nucleétidos de longitud.

Normalmente, las condiciones rigurosas seran aquéllas en las que la concentracion de sales es inferior a
aproximadamente 1,5M de ion Na, normalmente una concentracion del ion Na (u otras sales) de aproximadamente
0,01 a1,0MaunpHde 7,0 a 8,3y la temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C para las sondas cortas
(p. €j., de 10 a 50 nucledtidos) y de al menos aproximadamente 60 °C para las sondas largas (p. €j., de mas de 50
nucleétidos). Las condiciones rigurosas también se pueden conseguir con la adicién de agentes desestabilizantes,
tales como formamida. Condiciones de rigurosidad baja de ejemplo incluyen hibridacion con una solucion tampon de
30 a 35 % de formamida, NaCl 1M, 1 % de SDS (dodecilsulfato sédico) a 37 °C y un lavado en de 1X a 2X de SSC
(20 x SSC= NaCl 3,0,0M/citrato sddico 0,3M) a una temperatura de 50 a 55 °C. Condiciones de rigurosidad
moderada de ejemplo incluyen hibridacién en de 40 a 45 % de formamida, NaCl 1M, 1 % de SDS a 37 °C y un
lavado en de 0,5X a 1X de SSC a una temperatura de 55 a 60 °C. Condiciones de rigurosidad alta de ejemplo
incluyen hibridacion en 50 % de formamida, NaCl 1M, 1 % de SDS a 37 °C y un lavado en de 0 X SSC a una
temperatura de 60 a 65 °C. Opcionalmente, los tampones de lavado pueden comprender de aproximadamente 0,1 %
a aproximadamente 1 % de SDS. La duracién de la hibridacion es, en general, menor de aproximadamente 24
horas, normalmente de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 horas.
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Normalmente, la especificidad es funcion de los lavados posteriores a la hibridacion, siendo los factores criticos la
fuerza ibnica y la temperatura de la soluciéon de lavado final. Para los hibridos de ADN-ADN, la Ty puede
aproximarse a partir de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-284: T, = 81,5 °C + 16,6 (log
M) + 0,41 (% GC) 0,61 (% forma) 500/l; donde M es la molaridad de los cationes monovalentes, % GC es el
porcentaje de los nucleétidos guanosina y citosina en el ADN, % forma es el porcentaje de formamida en la solucién
de hibridacion y L es la longitud del hibrido en pares de bases. La T, es la temperatura (a la fuerza iénica y el pH
definidos) a la cual el 50 % de una secuencia diana complementaria hibrida con una sonda perfectamente apareada
La T se reduce en aproximadamente 1 °C por cada 1 % de apareamiento erréneo; por tanto, la T, de hibridacion
y/o las condiciones de lavado se pueden ajustar para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo,
si se buscan secuencias con una identidad = 90 %, la T, se puede reducir 10 °C. En general, las condiciones
rigurosas se seleccionan de modo que sea 5 °C menor que el punto de fusion térmica ™ para la secuencia
especifica y su complementaria a una fuerza ionica y pH definidos. Sin embargo, condiciones intensamente
rigurosas pueden usar una hibridacion y/o lavado a 1, 2, 3, 0 4 °C menos que el punto de fusion térmica (Tm) ; las
condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8, 9, o 10 °C menos que el
punto de fusién térmica (Trm) ; las condiciones poco rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 11, 12, 13,
14, 15, 0 20 °C menos que el punto de fusion térmica (Tm). Utilizando la ecuacion, las composiciones de hibridacion
y lavado, y la Tm deseada, los expertos entenderan que las variaciones en la rigurosidad de las soluciones de
hibridacion y/o lavado se describen inherentemente. Si el grado deseado de resultados de apareamientos
incorrectos en una Ty, inferior a 45 °C (solucién acosa) o 32 °C (solucion de formamida), se prefiere incrementar la
concentracion de SSC de modo que se pueda usar una temperatura superior. Se puede encontrar una extensa guia
para la hibridacion de &cidos nucleicos en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte I, Capitulo 2 (Elsevier, New York); y Ausubel et al., eds. (1995)
Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2 (Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York). Véase
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York).

Proteinas aisladas y variantes y fragmentos de las mismas

Las proteinas plaguicidas también estdn abarcadas por esta invencién. Mediante "proteina plaguicida" se quiere
decir una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID NO: 2. También se proporcionan
fragmentos, porciones biolégicamente activas, y variantes de los mismas que tienen una identidad de secuencia de
al menos un 95 % con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2 y actividad plaguicida y se pueden usar para
poner en practica los métodos de esta invencion. Una "proteina aislada” se usa hacer referencia a una proteina que
ya no esta en su entorno natural, por ejemplo in vitro 0 en una célula huésped vegetal o bacteriana recombinante.

"Fragmentos" o "porciones biolégicamente activas" incluyen fragmentos de polipéptidos que comprenden secuencias
de aminoacidos suficientemente idénticas a la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°: y que presentan
actividad plaguicida. Una porcion biolégicamente activa de una proteina plaguicida puede ser un polipéptido que
tiene, por ejemplo, 1010, 25, 50, 100, 150, 200, 250 o mas amino&cidos de longitud. Tales porciones biolégicamente
activas se pueden preparar mediante técnicas recombinantes y evaluar su actividad plaguicida. Los métodos para
medir la actividad plaguicida son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ.
Entomol. 83:2480 - 2485; Andrews et al. (1988) Biochem. J. 252:199 - 206; Marrone et al. (1985) J. of Economic
Entomology 78:290 - 293; y la patente de EE.UU. N° 5.743.477. Segun se utiliza en la presente memoria, un
fragmento comprende al menos 8 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2. La invencion abarca otros fragmentos,
no obstante, tal como cualquier fragmento en la proteina superior a aproximadamente 10, 20, 30, 50, 100, 150, 200,
250 0 300 aminoécidos.

Por "variantes" se quiere decir proteinas o polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2. Las
variantes también incluyen polipéptidos codificados por una molécula de acido nucleico que hibrida con la molécula
de acido nucleico de las SEC ID N°: 1, 3, 4, 5, 6 0 7, 0o una complementaria de la misma, en condiciones rigurosas.
Las variantes incluyen polipéptidos que difieren en la secuencia de aminoacidos debido a mutagénesis. Véanse, por
ejemplo, las variantes divulgadas en la seccion de Ejemplos Experimentales en el presente documento. Las
proteinas variantes abarcadas por esta invencién son biolégicamente activas, es decir siguen poseyendo la actividad
biolégica deseada de la proteina nativa, es decir, retienen la actividad plaguicida. En algunas realizaciones, las
variantes tienen una actividad mejorada con respecto a la proteina nativa. Los métodos para medir la actividad
plaguicida son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ. Entomol. 83:2480 -
2485; Andrews et al. (1988) Biochem. J. 252:199 - 206; Marrone et al. (1985) J. of Economic Entomology 78:290 -
293; y la patente de EE.UU. N° 5.743.477.

Los genes bacterianos, tales como los genes axmi de esta invencién, muy a menudo poseen miltiples codones de
iniciacién de metionina en la proximidad del inicio del marco de lectura abierto. A menudo, el inicio de la traduccién
en uno o mas de estos codones de iniciaciéon conducira a la generacién de una proteina funcional. Estos codones de
iniciacion pueden incluir codones ATG. Sin embargo, bacterias tales como Bacillus sp. también reconocen el codon
GTG como un coddn de iniciacion, y las proteinas que inician la traduccion en los codones GTG contienen una
metionina en el primer aminoacido. Rara vez, la traduccién en los sistemas bacterianos puede iniciarse en un codén
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TTG, aunque en este caso el TTG codifica una metionina. Ademas, no muy a menudo se determina a priori cual de
estos codones se utiliza de forma natural en la bacteria. Por lo tanto, se entiende que el uso de uno de los codones
de metionina alternativos también puede conducir a la generacion de proteinas plaguicidas. Estas proteinas
plaguicidas estan abarcadas por esta invencién y pueden usarse en los métodos de esta invencion. Se entendera
gue cuando se expresa en plantas, sera necesario alterar el codén de iniciacion alternativo a ATG para una
traduccién adecuada.

Los anticuerpos frente a los polipéptidos de esta invencion o frente a variantes o fragmentos de los mismos se
denominan: Los métodos para producir anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y
Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY; patente de
EE.UU. N° 4.196.265).

Variantes alteradas o mejoradas

Se reconoce que las secuencias de ADN de una proteina plaguicida pueden alterarse mediante diversos métodos, y
gue estas alteraciones pueden dar como resultado secuencias de ADN que codifican proteinas con secuencias de
aminoacidos diferentes que las codificadas por una proteina plaguicida de esta invencion. Esta proteina se puede
alterar de varias maneras, incluyendo sustituciones, deleciones, truncamientos e inserciones de aminoacidos de uno
0 mas aminoacidos de la SEC ID N° 2, incluyendo hasta aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50,
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75,
aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 100, aproximadamente 105,
aproximadamente 110, aproximadamente 115, aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente
130, aproximadamente 135, aproximadamente 140, aproximadamente 145, aproximadamente 150,
aproximadamente 155, o mas sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos, en las que la proteina
alterada tiene una identidad de al menos un 95 % con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2 y actividad
plaguicida. En general, en la técnica se conocen métodos para dichas manipulaciones. Por ejemplo, se pueden
preparar variantes de la secuencia de aminoacidos de una proteina plaguicida mediante mutaciones en el ADN. Esto
también se puede lograr por una de las varias formas de mutagénesis y/o de evolucion dirigida. En algunos
aspectos, los cambios codificados en la secuencia de aminoacidos no afectaran sustancialmente a la funcién de la
proteina. Tales variantes poseeran la actividad plaguicida deseada. Sin embargo, se entiende que la capacidad de
una proteina plaguicida para conferir actividad plaguicida puede mejorarse mediante el uso de tales técnicas sobre
las composiciones de esta invencién. Por ejemplo, se puede expresar una proteina plaguicida en células huésped
que exhiben altas tasas de incorporacion errobnea de bases durante la replicacién del ADN, tales como XL-1 Red
(Stratagene, La Jolla, CA). Después de la propagacion en tales cepas, se puede aislar el ADN (por ejemplo
mediante la preparacion de ADN plasmidico o mediante amplificacion mediante PCR y clonacion del fragmento de
PCR resultante en un vector), cultivar las mutaciones de la proteina plaguicida en una cepa no mutagénica e
identificar los genes mutados con actividad plaguicida, por ejemplo mediante la realizacién de un ensayo para
determinar la actividad plaguicida. Generalmente, la proteina se mezcla y se usa en ensayos de alimentacion.
Véase, por ejemplo, Marrone et al. (1985) J. of Economic Entomology 78:290 - 293. Dichos ensayos pueden incluir
poner en contacto las plantas con una o méas plagas y determinar la capacidad de la planta para sobrevivir y/o
causar la muerte de las plagas. Ejemplos de mutaciones que dan como resultado un aumento de la toxicidad se
encuentran en Schnepf et al. (1998) Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62:775 - 806.

Como alternativa se pueden llevar a cabo alteraciones en la secuencia proteica de muchas proteinas en el extremo
amino o carboxi, sin que ello afecte sustancialmente a la actividad. Esto puede incluir inserciones, deleciones o
alteraciones introducidas mediante métodos moleculares modernos, tales como PCR, incluyendo amplificaciones por
PCR que alteran o prolongan la secuencia de codificacién de la proteina en virtud de la inclusiéon de secuencias de
codificacion de aminoéacidos en los oligonucleétidos utilizados en la amplificacion por PCR. Como alternativa, las
secuencias proteicas afiadidas pueden incluir secuencias de codificacion de proteinas completas, tales como las
utilizadas habitualmente en la técnica para generar proteinas de fusion. Tales proteinas de fusion se utilizan a
menudo para (1) incrementar la expresion de una proteina de interés (2) introducir un dominio de unién, actividad
enzimética o epitopo para facilitar la purificacion de la proteina, la deteccién de la proteina u otros usos
experimentales conocidos en la técnica (3) dirigir la secreciéon o la traduccién de una proteina a un organulo
subcelular, tal como el espacio periplasmico de una bacteria Gram negativa, o el reticulo endoplasmatico de células
eucariotas, el Ultimo de los cuales a menudo tiene como resultado la glicosilacion de la proteina.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos variantes de esta invencién también incluyen secuencias derivadas de
métodos mutagénicos y recombinogénicos, tales como el barajado de ADN. Con dicho método, se pueden usar una
0 mas regiones de codificacién de proteina plaguicida diferentes para crear una nueva proteina plaguicida que
posea las propiedades deseadas. De este modo, las bibliotecas de polinucleétidos recombinantes se generan a
partir de una poblacion de polinucleétidos de secuencia relacionada que comprenden regiones de secuencia que
tiene una identidad de secuencia sustancial y pueden recombinarse de forma homéloga in vitro o in vivo. Por
ejemplo, usando este enfoque, los motivos de secuencia que codifican un dominio de interés pueden barajarse entre
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un gen plaguicida de la invencion y otros genes plaguicidas conocidos para obtener un nuevo gen que codifica una
proteina con una propiedad de interés mejorada, Tal como una actividad insecticida aumentada. En la técnica se
conocen estrategias para dicho barajado de ADN. Véase, por ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91:10747 - 10751; Stemmer (1994) Nature 370:389 - 391; Crameri et al. (1997) Nature Biotech. 15:436 - 438; Moore
et al. (1997) J. Mol. Biol. 272:336 - 347; Zhang et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504 - 4509; Crameri et al.
(1998) Nature 391:288 - 291; y las patentes de EE.UU. N°: 5.605.793 y 5.837.458.

El intercambio o barajado de dominios es otro mecanismo para generar proteinas plaguicidas alteradas. Los
dominios se pueden intercambiar entre las proteinas plaguicidas, dando como resultado toxinas hibridas o quimérica
con una actividad plaguicida o espectro diana mejorados. Los métodos para generar proteinas recombinantes y
someterlas a ensayo para determinar la actividad plaguicida son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Naimov et al., (2001) Appl. Environ. Microbiol. 67:5328 - 5330; de Maagd et al. (1996) Appl. Environ. Microbiol.
62:1537 - 1543; Ge et al. (1991) J. Biol. Chem. 266:17954 - 17958; Schnepf et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:20923 -
20930; Rang et al. 91999) Appl. Environ. Microbiol. 65:2918 - 2925).

Vectores

Se puede proporcionar una secuencia plaguicida de la invenciéon en un casete de expresion para su expresion en
una planta de interés. Por "casete de expresion vegetal" se quiere decir una construccion de ADN que es capaz de
dar como resultado la expresién de una proteina a partir de un marco de lectura abierto en una célula vegetal.
Normalmente, estas contienen un promotor y una secuencia de codificacion. A menudo, tales construcciones
también contendran una region no traducida en 3'. Tales construcciones pueden contener una "secuencia sefial" o
una "secuencia lider" para facilitar el transporte cotraduccional o postraduccional del péptido a ciertas estructuras
intracelulares, tales como el cloroplasto (u otro plastido), el reticulo endoplasmético o el aparato de Golgi.

Mediante "secuencia sefial" se quiere decir una secuencia que se sabe o se sospecha que da como resultado el
transporte cotraduccional o postraduccional de péptidos a través de la membrana celular. En eucariotas, esto implica
tipicamente la secrecién en el aparato de Golgi, con alguna glicosilacion resultante. Las toxinas insecticidas de las
bacterias a menudo se sintetizan como protoxinas, que se activan protoliticamente en el intestino de la plaga diana
(Chang (1987) Methods Enzymol. 153:507 - 516). En algunas realizaciones de esta invencion, la secuencia sefial se
localiza en la secuencia nativa o puede derivar de una secuencia de la invencién. Por "secuencia lider" se quiere
decir cualquier secuencia que, cuando se traduce, da como resultado una secuencia de aminoacidos suficiente para
desencadenar el transporte cotraduccional de la cadena peptidica a un organulo subcelular. Por lo tanto, esto
incluye secuencias lider que dirigen el transporte y/o la glicosilacion mediante el paso al reticulo endoplasmatico, el
paso a las vacuolas, los plastidos, incluyendo cloroplastos, las mitocondrias y similares.

Por "vector de transformacion vegetal" se quiere decir una molécula de ADN que es necesaria para la
transformacion eficiente de una célula vegetal. Dicha molécula puede consistir en uno 0 mas casetes de expresion
vegetales y se puede organizar en mas de una molécula de ADN "vector". Por ejemplo, los vectores binarios son
vectores de transformacion de vegetales que utilizan dos vectores de ADN no contiguos para codificar todas
funciones que actlan en cis y trans necesarias para la transformacion de células vegetales (Hellens y Mullineaux
(2000) Trends in Plant Science 5:446 - 451). "Vector" hace referencia a una construccién de acido nucleico disefiada
para la transferencia entre diferentes células huésped. "Vector de expresiéon" hace referencia a un vector que tiene la
capacidad para incorporar, integrar y expresar secuencias o fragmentos de ADN heterdlogos en una célula extrafia.
El casete incluira secuencias reguladoras en 5 y 3’ unidas operativamente a una secuencia de la invencion.
Mediante "unido operativamente" se quiere decir un enlace funcional entre un promotor y una segunda secuencia,
donde la secuencia promotor inicia y participa en la transcripcion de la secuencia de ADN correspondiente a la
segunda secuencia. Generalmente, unido operativamente significa que las secuencias de acido nucleico que estan
unidas son contiguas y, cuando es necesario unir dos regiones de codificacion de proteinas, contiguas y en el mismo
marco de lectura. Adicionalmente, el casete puede contener al menos un gen adicional para contransformarse en el
organismo. Como alternativa, el(los) gene(s) adicional(es) se pueden proporcionar sobre muchos casetes de
expresion.

"Promotor" hace referencia a una secuencia de &cido nucleico que funciona para dirigir la transcripcién de una
secuencia de codificacion aguas abajo. El promotor junto con otras secuencias de acido nucleico reguladoras de la
transcripcion y de la traduccion (también denominadas "secuencias de control") es necesario para la expresion de
una secuencia de ADN de interés.

Dicho casete de expresion se proporciona con una pluralidad de sitios de restriccién para que la insercion de la
secuencia plaguicida esté bajo la regulacion transcripcional de las regiones reguladoras.

El casete de expresion incluira en la direcciéon 5°-3’ de la transcripcion, una regiéon de inicio de la transcripcion y la
traduccion (es decir, un promotor), una secuencia de ADN de la invencion y una region de terminacion de la
transcripcion y de la traduccion (es decir, una regién de terminacién) funcional en plantas. El promotor puede ser
nativo o analogo, o extrafio o heterdlogo, con respecto al huésped vegetal y/o con respecto a la secuencia de ADN
de la invencion. Adicionalmente, el promotor puede ser la secuencia natural o, como alternativa, una secuencia
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sintética. Cuando el promotor es "nativo” u "homologo” con respecto al huésped vegetal, se entiende que el promotor
se encuentra en la planta nativa donde se introduce el promotor. Cuando el promotor es "extrafio" o "heterélogo” con
respeto a la secuencia de ADN de la invencién, se pretende que el promotor no sea el promotor nativo o de origen
natural de la secuencia de ADN unida operativamente de la invencion.

La region de terminacion puede ser nativa con la regién de inicio de la transcripcion, puede ser nativa con la
secuencia de ADN unida operativamente de interés, puede ser nativa con el huésped vegetal o puede derivar de
otra fuente (es decir, extrafia o heteréloga al promotor, la secuencia de ADN de interés, el huésped vegetal o
cualquier combinacion de los mismos). Existen regiones de terminacion convenientes procedentes del plasmido Ti
de A. tumefaciens, tal como las regiones de terminacion de octopina sintasa y nopalina sintasa. Véase, también
Guerineau y col. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141 - 144; Proudfoot (1991) Cell 64:671 - 674; Sanfacon et al. (1991)
Genes Dev. 5:141 - 149; Mogen et al. (1990) Plant Cell 2:1261 - 1272; Munroe et al. (1990) Gene 91:151 - 158;
Ballas et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:7891 - 7903; y Joshi et al. (1987) Nucleic Acid Res. 15:9627 - 9639.

Cuando sea adecuado, el o los genes se pueden optimizar para incrementar la expresion en la célula huésped
transformada. Es decir, los genes pueden sintetizarse utilizando los codones preferidos por la célula huésped para
mejorar la expresion, o pueden sintetizarse utilizando los codones a una frecuencia de uso de codones preferida por
el huésped. Generalmente, el contenido de GC del gen se incrementara. Véase, por ejemplo, Campbell y Gowri
(1990) Plant Physiol. 92:1-11, una discusion del uso de codones preferidos del huésped. Se dispone de métodos en
la técnica para sintetizar los genes preferidos de la planta. Véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 5.380.831
y 5.436.391, y Murray y col. (1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498.

En una realizacién, la proteina plaguicida es dirigida al cloroplasto para su expresion. De esta manera, cuando la
proteina plaguicida no se inserta directamente en el cloroplasto, el casete de expresion contendra adicionalmente un
acido nucleico que codifica un péptido de transito para dirigir la proteina plaguicida a los cloroplastos. Tales péptidos
de transito son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Von Heijne et al., (1991) Plant Mol. Biol. Rep. 9:104-
126; Clark et al. (1989) J. Biol. Chem. 264:17544-17550; Della-Cioppa et al. (1987) Plant Physiol. 84:965-968;
Romer et al. (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 196:1414-1421; y Shah et al. (1986) Science 233:478-481.

El gen plaguicida que se va a dirigir al cloroplasto puede optimizarse para la expresion en el cloroplasto para
representar las diferencias en el uso de codones entre el nlcleo de la planta y este organulo. De esta manera, los
acidos nucleicos de interés pueden sintetizarse utilizando los codones preferidos por los cloroplastos. Véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5.380.831.

Transformacién de plantas

Los métodos de la invencion implican la introduccién de una construccion de nucleétidos en una planta. Con
"introducir’ se pretende presentar a la planta la construccion de nucleétidos de un modo tal que la construccion
obtenga acceso al interior de una célula de la planta. Los métodos de la invencién no requieren el uso de un método
concreto para introducir una construccion nucleotidica en una planta, solo que la construccion nucleotidica obtenga
acceso al interior de al menos una célula de la planta. En la técnica se conocen métodos para introducir
construcciones nucleotidicas en las plantas, incluidos, entre otros, métodos de transformacion estable, métodos de
transformacion transitoria y métodos mediados por virus.

Por "planta" se quiere decir plantas enteras, érganos de plantas (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas,
células vegetales, propagulos, embriones y progenie de la misma. Las células vegetales pueden ser diferenciadas o
no diferenciadas (por ejemplo, callo, células de cultivo en suspension, protoplastos, células de hojas, células de raiz,
células de floema, polen).

Las "plantas transgénicas” o las "plantas transformadas"” o las plantas o células o tejidos "transformados de forma
estable" hacen referencia a plantas que han incorporado o han integrado secuencias de acido nucleico o fragmentos
de ADN exogenos en la célula vegetal. Estas secuencias de acidos nucleicos incluyen las que son exdgenas, 0 no
estan presentes en la célula vegetal no transformada, asi como aquellas que pueden ser enddgenas, o estan
presentes en la célula vegetal no transformada. "Heter6logo" generalmente hace referencia a las secuencias de
acido nucleico que no son enddgenas a la célula o parte del genoma nativo en el cual estan presentes y se han
afadido a la célula mediante infeccion, transfeccion, microinyeccion, electroporacién, microproyeccion o similares.

La transformacion de células vegetales se puede lograr mediante una de varios técnicas conocidas en la técnica. El
gen plaguicida de la invencién puede modificarse para obtener o mejorar la expresién en células vegetales.
Normalmente, una construccion que expresa dicha proteina contendria un promotor para dirigir la transcripcion del
gen, asi como una regién no traducida en 3' para permitir la terminacién de la transcripcién y la poliadenilacion. La
organizacion de tales construcciones es bien conocida en la técnica. En algunos casos, puede ser Util disefiar el gen
de modo que el péptido resultante sea secretado, o de otro modo dirigido, al interior de la célula vegetal. Por
ejemplo, el gen puede disefiarse para que contenga un péptido sefial para facilitar la transferencia del péptido al
reticulo endoplasmatico. También puede ser preferible disefiar el casete de expresion vegetal para que contenga un
intron, de manera que se requiera para la expresion el procesamiento del ARNm del intrén.
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Tipicamente este "casete de expresion vegetal" se insertara en un "vector de transformacion vegetal". Este vector de
transformacion vegetal puede estar compuesto por uno o mas vectores de ADN necesarios para lograr la
transformacion de la planta. Por ejemplo, es una practica comun en la técnica utilizar vectores de transformacion
vegetal que se componen de mas de un segmento de ADN contiguo. Estos vectores a menudo se denominan en la
técnica "vectores binarios". Los vectores binarios asi como los vectores con plasmidos colaboradores son los mas
utilizados para la transformacion mediada por Agrobacterium, donde el tamafio y la complejidad de los segmentos
de ADN necesarios para lograr una transformacion eficaz son bastante grandes, y son ventajosos para separar las
funciones en moléculas de ADN separadas. Los vectores binarios contienen tipicamente un vector plasmidico que
contiene las secuencias que actlan en cis requeridas para la transferencia de ADN-T (tal como el borde izquierdo y
el borde derecho), un marcador seleccionable que esta disefiado para que pueda expresarse en una célula vegetal,
y un gen "de interés" (un gen disefiado para que pueda expresarse en una célula vegetal para la cual se desea la
generacioén de plantas transgénicas). También estan presentes en este vector plasmidico las secuencias requeridas
para la replicacién bacteriana. Las secuencias que actlan en cis se disponen de manera que permitan la
transferencia eficiente en células vegetales y su expresion en ellas. Por ejemplo, el gen marcador seleccionable y el
gen plaguicida se encuentran entre los bordes izquierdo y derecho. A menudo un segundo vector plasmidico
contiene los factores que actian en trans que participan en la transferencia de ADN-T a partir de Agrobacterium a
las células vegetales. Este plasmido contiene a menudo las funciones de virulencia (genes Vir) que permiten la
infeccion de las células vegetales por Agrobacterium y la transferencia de ADN mediante escision en las secuencias
del borde y la transferencia de ADN mediada por vir, como se entiende en la técnica (Hellens y Mullineaux (2000)
Trends in Plant Science 5:446-451). Se pueden utilizar varios tipos de cepas de Agrobacterium (por ejemplo,
LBA4404, GV3101, EHA101, EHA105, etc.) para la transformacion vegetal. El segundo vector plasmidico no es
necesario para la transformacién de las plantas mediante otros métodos tales como microproyeccion,
microinyeccion, electroporacion, polietilenglicol, etc.

En general, los métodos de transformacion vegetal implican la transferencia de ADN heter6logo a células vegetales
diana (por ejemplo, embriones inmaduros o maduros, cultivos en suspension, callos no diferenciados, protoplastos,
etc.), seguido de la aplicaciéon de un nivel umbral maximo de seleccion apropiada (dependiendo del gen marcador
seleccionable) para recuperar las células vegetales transformadas a partir de un grupo de masa de células no
transformadas. Los explantes normalmente se transfieren a un suministro fresco del mismo medio y se cultivan de
forma rutinaria. Posteriormente, las células transformadas se diferencian en brotes después de colocar en medio de
regeneracion suplementado con un nivel umbral méximo del agente de seleccion. Después, los brotes se transfieren
a un medio selectivo de enraizamiento para recuperar los brotes o plantulas enraizados. La plantula transgénica
crece a continuacién en una planta madura y produce semillas fértiles (por ejemplo, Hiei et al., (1994) The Plant
Journal 6:271-282; Ishida et al. (1996) Nature Biotechnology 14:745-750). Los explantes normalmente se transfieren
a un suministro fresco del mismo medio y se cultivan de forma rutinaria. Una descripcion general de las técnicas y
métodos para generar plantas transgénicas se encuentra en Ayres y Park (1994) Critical Reviews in Plant Science
13:219-239 y Bommineni y Jauhar (1997) Maydica 42:107-120. Puesto que el material transformado contiene
muchas células; hay presentes células tanto transformadas como no transformadas en cualquier porcion de callo o
tejido o grupo de células diana sometidos. La capacidad para destruir células no transformadas y permitir que las
células transformadas proliferen da como resultado cultivos de plantas transformadas. A menudo, la capacidad de
eliminar las células no transformadas es una limitacion para la recuperacion rapida de las células vegetales
transformadas y la generacion satisfactoria de plantas transgénicas.

Los protocolos de transformacion, ademés de los protocolos para introducir secuencias de nucleétidos en plantas,
pueden variar en funcién del tipo de planta o célula vegetal, es decir monocotiledéneas o dicotiledéneas, dirigido
para la transformacion. La generacion de plantas transgénicas se puede realizar mediante uno de varios métodos,
incluyendo, pero sin limitarse a, microinyeccion, electroporacion, transferencia directa de genes, introduccion de
ADN heterdlogo mediante Agrobacterium en células vegetales (transformacion mediada por Agrobacterium),
bombardeo de células vegetales con ADN extrafio heter6logo adherido a particulas, aceleracién balistica de
particulas, transformacién por haces de aerosol (solicitud publicada de EE.UU. N° 20010026941; patente de EE.UU.
N° 4.945.050; publicaciéon internacional N° WO 91/00915; solicitud publicada de EE.UU. N° 2002015066),
transformacion con Lecl y otros diversos métodos para transferencia de ADN no mediados por particulas dirigidas.

Los métodos para la transformacion de cloroplastos son conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Svab et al.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8526-8530; Svab Y Maliga (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:913-917; Svab
Y Maliga (1993) EMBO J. 12:601-606. EI método se basa en la liberacion con pistola de particulas de ADN que
contiene un marcador seleccionable y redireccionamiento del ADN al genoma del plastido mediante recombinacion
homologa. Adicionalmente, la transformacion de plastidos se puede lograr mediante transactivacion de un transgén
silente transportado por plastidos mediante la expresion preferida en el tejido de una ARN polimerasa codificada en
el nucleo y dirigida al plastido. Tal sistema se ha notificado en McBride et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91:7301-7305.

Tras la integracion de ADN heterélogo extrafio en células vegetales, se aplica un nivel umbral maximo de seleccion
apropiada en el medio para destruir las células no transformadas y separar y hacer proliferar las células
supuestamente transformadas que sobreviven en este tratamiento de seleccién mediante transferencia periddica a
un medio fresco. Mediante el paso continuo y exposicion a la seleccién apropiada, se identifican y se hacen proliferar
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las células que son transformadas con el vector plasmidico. Se pueden usar métodos moleculares y bioguimicos
para confirmar la presencia del gen heterélogo integrado de interés en el genoma de la planta transgénica.

Las células que se han transformado pueden crecer en plantas de acuerdo con los modos convencionales. Véase,
por ejemplo, McCormick y col. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84. A continuacién, estas plantas pueden crecer y
polinizarse con la misma cepa transformada o con diferentes cepas y el hibrido resultante tendra la expresion
constitutiva de la caracteristica fenotipica deseada identificada. Se pueden cultivar dos 0 mas generaciones para
garantizar que la expresion de la caracteristica fenotipica deseada se mantiene de forma estable y se hereda, v,
después, se ha conseguido las semillas cosechadas para garantizar la expresion de la caracteristica fenotipica
deseada. De este modo, esta invencidn proporciona semillas transformadas (también denominadas “semillas
transgénicas”) que tienen una construccion nucleotidica de la invencion, por ejemplo un casete de expresion de la
invencion, incorporado de forma estable en su genoma.

Evaluacién de la transformacién en plantas

Después de la introduccion del ADN heterélogo extrafio en células vegetales, la transformacion o integracion del gen
heterdlogo en el genoma de la planta se confirma mediante varios métodos tales como el analisis de acidos
nucleicos, proteinas y metabolitos asociados con el gen integrado.

El andlisis de PCR es un método rapido para la deteccion selectiva de células, tejido o brotes transformados de la
presencia de un gen incorporado en la etapa temprana anterior al transplante en el suelo (Sambrook y Russell
(2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). La
PCR se lleva a cabo utilizando cebadores oligonucleétidos especificos del gen de interés o un fondo de vectores de
Agrobacterium, etc.

La transformacion vegetal se puede confirmar mediante analisis de transferencia de tipo Southern de ADN gendmico
(Sambrook y Russell, 2001, citado anteriormente). En general, el ADN total se extrae a partir del transformante, se
digiere con enzimas de restriccidn apropiadas, se fracciona en un gel de agarosa y se transfiere a una membrana de
nitrocelulosa o nailon. La membrana o "transferencia" se sondea, por ejemplo, con un fragmento de ADN diana
radiomarcado con ¥p para confirmar la integracién del gen introducido en el genoma de la planta de acuerdo con
técnicas convencionales (Sambrook y Russell, 2001, citado anteriormente).

En el analisis de transferencia de tipo Northern, el ARN se aisla de los tejidos especificos del transformante, se
fracciona en un gel de agarosa con formaldehido y se transfiere a un filtro de nailon de acuerdo con métodos
convencionales que se utilizan habitualmente en la técnica (Sambrook y Russell, 2001, citado anteriormente). La
expresion del ARN codificado por el gen plaguicida se analiza a continuacion mediante hibridacion del filtro con una
sonda radioactiva derivada de un gen plaguicida, mediante métodos conocidos en la técnica (Sambrook y Russell,
2001, citado anteriormente).

La transferencia de tipo Western, los analisis bioquimicos y similares se pueden llevar a cabo en las plantas
transgénicas para confirmar la presencia de la proteina codificada por el gen plaguicida mediante métodos
convencionales (Sambrook y Russell, 2001, citado anteriormente) utilizando anticuerpos que se unen a uno 0 mas
epitopos presentes en la proteina plaguicida.

Actividad plaguicida en las plantas

En otro aspecto de la invencion, se pueden generar plantas transgénicas que expresan una proteina plaguicida que
tiene actividad plaguicida. Se pueden utilizar los métodos descritos anteriormente a modo de ejemplo para generar
plantas transgénicas, pero la manera donde se generan las células vegetales transgénicas no es crucial para esta
invencion. Los métodos conocidos o descritos en la técnica, tales como la transformaciéon mediada por
Agrobacterium, la transformacion biolistica y los métodos no mediados por particulas se pueden usar a discrecion
del experimentador. Las plantas que expresan una proteina plaguicida se pueden aislar mediante métodos
habituales descritos en la técnica, por ejemplo mediante transformacién del callo, seleccién de callo transformado y
regeneracion de las plantas fértiles a partir de tal callo transgénico. En tal proceso se puede utilizar cualquier gen
como marcador seleccionable siempre que su expresion en células vegetales confiera capacidad para identificar o
seleccionar las células transformadas.

Se han desarrollado diversos marcadores para su uso con células vegetales, tales como resistencia a cloranfenicol,
al aminoglucoésido G418, a higromicina, o similares. También se pueden usar como marcadores seleccionables otros
genes que codifican un producto implicado en el metabolismo del cloroplasto. Por ejemplo, pueden encontrar un uso
particular los genes que proporcionan resistencia a herbicidas vegetales tales como glifosato, bromoxinilo o
imidazolinona. Tales genes se han notificado (Stalker et al. (1985) J. Biol. Chem. 263:6310-6314 (gen de nitrilasa
con resistencia a bromoxinilo); y Sathasivan et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18:2188 (gen de AHAS con resistencia a
imidazolinona). Adicionalmente, los genes divulgados en el presente documento son Utiles como marcadores para
evaluar la transformacion de células bacterianas o vegetales. Los métodos para detectar la presencia de un transgén
en una planta, 6rgano de la planta (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas, células vegetales, propagulos,

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 534 581 T3

embriones o progenie de la misma son bien conocidos en la técnica. En una realizacion, la presencia del transgén se
detecta analizando la actividad plaguicida.

Las plantas fértiles que expresan una proteina plaguicida se pueden analizar para determinar la actividad plaguicida,
y seleccionar las plantas que presentan una actividad 6ptima para la reproduccion ulterior. En la técnica se dispone
de métodos para analizar la actividad de las plagas. Generalmente, la proteina se mezcla y se usa en ensayos de
alimentacion. Véase, por ejemplo, Marrone et al. (1985) J. of Economic Entomology 78:290-293.

Esta invencién se puede usar para transformacion de cualquier especie de planta, incluidas, entre otras,
monocatiledéneas y dicotileddneas. Ejemplos de plantas de interés incluyen, entre otros, maiz, sorgo, trigo, girasol,
tomate, cruciferas, pimientos, patata, algoddn, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada y
colza de semilla oleaginosa, especies de Brassica, alfalfa, centeno, mijo, cartamo, cacahuetes, batata, yuca, café,
coco, pifia, citricos, cacao, té, platano, aguacate, higo, guayaba, mango, aceituna, papaya, anacardo, macadamia,
almendra, avena, hortalizas, plantas ornamentales y coniferas.

Las hortalizas incluyen, entre otras, tomates, lechuga, judias verdes, frijol lima, guisantes, y miembros del género
Curcumis tales como pepino, meldén cantalupo y melén. Las plantas ornamentales incluyen, entre otras, azalea,
hortensia, hibiscos, rosas, tulipanes, narcisos, petunias, claveles, flor de pascua, y crisantemo. Preferentemente, las
plantas de esta invencion son plantas de cultivo (por ejemplo, maiz, sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas,
pimientos, patata, algoddn, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada, colza de semilla
oleaginosa, etc.).

Uso en el control de plagas

Los métodos generales para emplear las cepas que comprenden una secuencia de nucleétidos de esta invencion, o
una variante de la misma, en el control de plagas o en el disefio de otros organismos como agentes plaguicidas son
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo la patente de EE.UU. N° 5.039.523 y el documento EP 0480762A2.

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

Como alternativa, el plaguicida se produce introduciendo un gen plaguicida en un huésped celular. La expresion del
gen plaguicida da como resultado, directa o indirectamente, la produccion intracelular y el mantenimiento del
plaguicida. En un aspecto de esta invencion, estas células se tratan después en condiciones que prolongan la
actividad de la toxina producida en la célula cuando la célula se aplica al entorno de la plaga o las plagas diana. El
producto resultante conserva la toxicidad de la toxina. Estos plaguicida encapsulados de forma natural se pueden
formular de acuerdo con técnicas convencionales para la aplicacion en el entorno que aloja una plaga diana, por
ejemplo, suelo, agua y follaje de las plantas. Véase, por ejemplo, el documento EPA 0192319, y las referencias
citadas en el mismo. Como alternativa, se pueden formular las células que expresan un gen de esta invencion de
manera que se permita la aplicacion del material resultante como un plaguicida.

Normalmente, los ingredientes activos de la presente invencion se aplican en forma de composiciones y se pueden
aplicar al area o planta de cultivo que se va a tratar, simultineamente o en sucesion, con otros compuestos. Estos
compuestos pueden ser fertilizantes, herbicidas, crioprotectores, agentes tensioactivos, detergentes, jabones
plaguicidas, aceites latentes, polimeros, y/o formulaciones portadoras de liberacion controlada o biodegradables que
permiten una dosificacién a largo plazo de una zona diana tras una Unica aplicacién de la formulacion. También
pueden ser herbicidas selectivos, insecticidas quimicas, virucidas, microbicidas, amebicidas, plaguicidas, fungicidas,
bactericidas, nematicidas, molusquicidas o mezclas de varias de estas preparaciones, si se desea, junto con
vehiculos adicionales agricolamente aceptables, tensioactivos, o aplicacion de adyuvantes estimulantes de uso
habitual en la técnica de la formulacién. Vehiculos y adyuvantes adecuados pueden ser sélidos o liquidos y
corresponder a las sustancias habitualmente empleadas en la tecnologia de la formulacién, por ejemplo sustancias
minerales naturales o regeneradas, disolventes, dispersantes, agentes de humectacion, agentes de adherencia,
espesantes, aglutinantes o fertilizantes. Asimismo, las formulaciones se pueden preparar como "cebos" comestibles
o en forma de "trampas" para plagas para permitir la alimentacion o la ingestion por una plaga diana de la
formulacion plaguicida.

Métodos de aplicar un ingrediente activo de esta invencién o una composicion agroquimica de esta invencion que
contiene al menos una de las proteinas plaguicidas producidas por las cepas bacterianas de esta invencion incluyen
aplicacion foliar, recubrimiento de semillas y aplicacion en el terreno. El nUmero de aplicaciones y la frecuencia de
aplicacion dependen de la intensidad de la infestacién por la correspondiente plaga.

La composicion se puede formular como un polvo, DUST, bolita, granulo, aerosol, emulsion, coloide, solucién, o
similares, y se puede preparar por medios convencionales tales como desecacion, liofilizacion, homogeneizacién,
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extraccion, filtracion, centrifugaciéon, sedimentacion, o concentracion de un cultivo de células que comprenden el
polipéptido. En todas estas composiciones que contienen al menos uno de tales polipéptidos plaguicidas, el
polipéptido puede estar presente en una concentracion de aproximadamente 1 % a aproximadamente 99 % en peso.

Mediante los métodos de la invencién se pueden eliminar o reducir plagas de lepidépteros, dipteros o coledpteros,
en una zona determinada, o se pueden aplicar profilacticamente a una zona medioambiental para prevenir la
infestacién por una plaga susceptible. Preferentemente, la plaga ingiere o se pone en contacto con, una cantidad
eficaz como plaguicida del polipéptido. Mediante "cantidad eficaz como plaguicida" se quiere decir una cantidad del
plaguicida que es capaz de provocar la muerte de al menos una plaga, o de reducir notablemente el crecimiento, la
alimentacién o desarrollo fisiolégico normal de la plaga. Esta cantidad variara dependiendo de factores tales como,
por ejemplo, las plagas diana especificas a controlar, el entorno especifico, la localizacion, la planta, el cultivo, o la
localizacién agricola a tratar, las condiciones ambientales, y el método, la tasa, la concentracion, la estabilidad, y la
cantidad de aplicacién de la composicién de polipéptido eficaz como plaguicida. Las formulaciones también pueden
variar con respecto a las condiciones climéticas, las consideraciones ambientales, y/o la frecuencia de aplicacion y/o
la gravedad de la infestacion de la plaga.

Las composiciones plaguicidas descritas se pueden preparar formulando la célula bacteriana, el cristal y/o la
suspension de esporas, 0 el componente proteico aislado con el vehiculo agricolamente aceptable deseado. Las
composiciones se pueden formular antes de la administracién en un medio apropiado tal como liofilizar, secar por
congelacién, desecar, o en un vehiculo, medio o diluyente acuosos adecuado, tal como soluciéon salina u otro
tampdn. Las composiciones formuladas pueden estar en forma de un material espolvoreable o granular, o una
suspension en aceite (vegetal o mineral), 0 agua o emulsiones de aceite/agua, o en forma de un polvo humectable o
en combinacion con cualquier otro material vehiculo adecuado para la aplicacion agricola. Los vehiculos agricolas
adecuados pueden ser solidos o liquidos y son bien conocidos en la técnica. El término "vehiculo agricolamente
aceptable" cubre todos los adyuvantes, componentes inertes, dispersantes, tensioactivos, agentes taquificantes,
aglutinantes, etc., que se usan normalmente en la tecnologia de formulacion de plaguicidas, los cuales son bien
conocidos por los expertos en la formulaciéon de plaguicidas. Las formulaciones se pueden mezclar con uno o mas
adyuvantes sélidos o liquidos y prepararse por diversos medios, por ejemplo, mezclando, combinando y/o moliendo
homogéneamente la composicidon plaguicida con adyuvantes adecuados usando técnicas de formulacion
convencionales. Las formulaciones y métodos de aplicacion adecuados se describen en la patente de EE.UU. N°
6.468.523.

"Plaga” incluye, entre otros, insectos, hongos, bacterias, nematodos, acaros, garrapatas, y similares. Las plagas de
insectos incluyen insectos seleccionados de los ordenes coledpteros, dipteros, himendpteros, lepidopteros,
maléfagos, homépteros, hemipteros, ortépteros, tisandpteros, dermapteros, isopteros, anopluros, sifonapteros,
tricdpteros etc., particularmente coledpteros, lepidopteros y dipteros.

El orden Coleoptera incluye los subordenes Adephaga y Polyphaga. El suborden Adephaga incluye las superfamilias
Caraboidea y Gyrinoidea, mientras que el suborden Polyphaga incluye las superfamilias Hydrophiloidea,
Staphylinoidea, Cantharoidea, Cleroidea, Elateroidea, Dascilloidea, Dryopoidea, Byrrhoidea, Cucujoidea, Meloidea,
Mordelloidea, Tenebrionoidea, Bostrichoidea, Scarabaeoidea, Cerambycoidea, Chrysomeloidea y Curculionoidea. La
superfamilia Caraboidea incluye las familias Cicindelidae, Carabidae y Dytiscidae. La superfamilia Gyrinoidea incluye
la familia Gyrinidae. La superfamilia Hydrophiloidea incluye la familia Hydrophilidae. La superfamilia Staphylinoidea
incluye las familias Silphidae y Staphylinidae. La superfamilia Cantharoidea incluye las familias Cantharidae y
Lampyridae. La superfamilia Cleroidea incluye las familias Cleridae y Dermestidae. La superfamilia Elateroidea
incluye las familias Elateridae y Buprestidae. La superfamilia Cucujoidea incluye la familia Coccinellidae. La
superfamilia Meloidea incluye la familia Meloidae. La superfamilia Tenebrionoidea incluye la familia Tenebrionidae.
La superfamilia Scarabaeoidea incluye las familias Passalidae y Scarabaeidae. La superfamilia Cerambycoidea
incluye la familia Cerambycidae. La superfamilia Chrysomeloidea incluye la familia Chrysomelidae. La superfamilia
Curculionoidea incluye las familias Curculionidae y Scolytidae.

El orden Diptera incluye los subérdenes Nematocera, Brachycera y Cyclorrhapha. El suborden Nematocera incluye
las familias Tipulidae, Psychodidae, Culicidae, Ceratopogonidae, Chironomidae, Simuliidae, Bibionidae y
Cecidomyiidae. El suborden Brachycera incluye las familias Stratiomyidae, Tabanidae, Therevidae, Asilidae,
Mydidae, Bombyliidae, y Dolichopodidae. El suborden Cyclorrhapha incluye las divisiones Aschiza y Aschiza. La
division Aschiza incluye las familias Phoridae, Syrphidae, y Conopidae. La division Aschiza incluye las secciones
Acalyptratae y Calyptratae. La seccién Acalyptratae incluye las familias Otitidae, Tephritidae, Agromyzidae y
Drosophilidae. La seccion Calyptratae incluye las familias Hippoboscidae, Oestridae, Tachinidae, Anthomyiidae,
Muscidae, Calliphoridae y Sarcophagidae.

El orden Lepidoptera incluye las familias Papilionidae, Pieridae, Lycaenidae, Nymphalidae, Danaidae, Satyridae,
Hesperiidae, Sphingidae, Saturniidae, Geometridae, Arctiidae, Noctuidae, Lymantriidae, Sesiidae y Tineidae.

Las plagas de insectos de la invencion para los cultivos principales incluyen: Maiz: Ostrinia nubilalis, perforador del

maiz europeo; Agrotis ipsilon, gusano cortador grasiento; Helicoverpa zea, gusano elotero; Spodoptera frugiperda,
cogollero del maiz; Diatraea grandiosella, perforador del maiz del sudoeste; Elasmopalpus lignosellus, gusano

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 534 581 T3

picador; Diatraea saccharalis, barrenador del tallo; Diabrotica virgifera, gusano de la raiz del maiz occidental;
Diabrotica longicornis barberi, gusano de la raiz del maiz del norte; Diabrotica undecimpunctata howardi, gusano de
la raiz del maiz del sur; Melanotus spp., gusanos alambre; Cyclocephala borealis, escarabajo enmascarado del norte
(escarabajo blanco); Cyclocephala immaculata, escarabajo enmascarado del sur (escarabajo blanco); Popillia
japonica, escarabajo japonés; Chaetocnema pulicaria, pulguilla del maiz; Sphenophorus maidis, picudo del maiz;
Rhopalosiphum maidis, afido de la hoja del maiz; Anuraphis maidiradicis, afido de la raiz del maiz; Blissus
leucopterus leucopterus, chinches; Melanopus femurrubrum, saltamontes de pata roja; Meanopus sanguinipes,
saltamontes migratorio; Hylemya platura, gusano de la semilla del maiz; Agromyza parvicornis, minadora mancha
del maiz; Anaphothrips obscrurus, trips de hierba; Solenopsis milesta, hormiga ladrona; Tetranychus urticae, acaros
arafia con dos manchas; Sorgo: Chilo partellus, taladrador del sorgo; Spodoptera frugiperda, cogollero del maiz;
Helicoverpa zea, gusano elotero; Elasmopalpus lignoselus, taladrador del cuello del maiz; Feltia subterranea,
cortador pequefio; Phyllophaga crinita, escarabajo blanco; Eleodes, Conoderus y Aeolus spp., lombrices; Oulema
melanopus, escarabajo de la hoja del cereal; Chaetocnema pulicaria, pulguilla del maiz; Sphenophorus maidis,
picudo del maiz; Rhopalosiphum maidis; afido de la hoja del maiz; Sipha flava, afido amarillo de la cafia de azucar,
Blissus leucopterus leucopterus, chinche; Contarinia sorghicola, mosquito del sorgo; Tetranychus cinnabarinus,
acaro arafia carmin; Tetranychus urticae, acaro arafia con dos manchas; Trigo: Pseudaletia unipunctata, gusano
soldado; Spodoptera frugiperda, gusano cogollero; Elasmopalpus lignosellus, taladrador del cuello del maiz; Agrotis
orthogonia, gusano cortador occidental; Elasmopalpus lignosellus, taladrador del cuello del maiz; Oulema
melanopus, escarabajo de la hoja del cereal; Hypera punctata, gorgojo de la hoja de trébol; Diabrotica
undecimpunctata howardi, gusano de la raiz del maiz del sur; &fido del trigo de Rusia; Schizaphis graminum,
escarabajo verde; Macrosiphum avenae, afido del grano inglés; Melanoplus femurrubrum, saltamontes de pata roja;
Melanoplus differentialis, saltamontes; Melanoplus sanguinipes, saltamontes migratorio; Mayetiola destructor, mosca
de Hess; Sitodiplosis mosellana, mosquito del trigo; Meromyza americana, gusano del tallo del trigo; Hylemya
coarctata, mosca del bulbo del trigo; Frankliniella fusca, trips del tabaco; Cephus cinctus, mosca de sierra del tallo
del trigo; Aceria tulipae, acaro enrollador de la hoja del trigo; Girasol: Suleima helianthana, polilla de los brotes del
girasol; Homoeosoma electellum, polilla del girasol; zygogramma exclamationis, escarabajo del girasol; Bothyrus
gibbosus, escarabajo de la zanahoria; Neolasioptera murtfeldtiana, mosquito de la semilla de girasol; Algodén:
Heliothis virescens, gusano bellotero; Helicoverpa zea, gusano del algodon; Spodoptera exigua, gusano soldado de
la remolacha; Pectinophora gossypiella, lagarta rosada; Anthonomus grandis, picudo; Aphis gossypii, afido del
algoddn; Pseudatomoscelis seriatus, pulga saltona del algodon; Trialeurodes abutilonea, mosca blanca con bandas
de color en las alas; Lygus lineolaris, chinche opaca; Melanoplus femurrubrum, saltamontes de pata roja; Melanoplus
differentialis, saltamontes; Thrips tabaci, trip de la cebolla; Franklinkiella fusca, trip del tabaco; Tetranychus
cinnabarinus, acaro arafia carmin; Tetranychus urticae, acaro arafia con dos manchas; Arroz: Diatraea saccharalis,
taladrador de la cafia de azucar; Spodoptera frugiperda, gusano cogollero; Helicoverpa zea, gusano elotero;
Colaspis brunnea, colaseis de la uva; Lissorhoptrus oryzophilus, rice gorgojo acuético del arroz; Sitophilus oryzae,
gorgojo del arroz; Nephotettix nigropictus, saltahoja del arroz; Blissus leucopterus leucopterus, chinche; Acrosternum
hilare, chinche verde; Soja: Pseudoplusia includens, gusano de la soja; Anticarsia gemmatalis, oruga del frijol
terciopelo; Plathypena scabra, gusano verde del trébol; Ostrinia nubilalis, taladrador del maiz europeo; Agrotis
ipsilon, gusano cortador negro; Spodoptera exigua, gusano soldado de la remolacha; Heliothis virescens, gusano
cogollero del algodén; Helicoverpa zea, gusano bellotero del algodén; Epilachna varivestis, escarabajo mejicano de
la judia; Myzus persicae, &fido del verde del melocotonero; Empoasca fabae, saltahojas de la patata; Acrosternum
hilare, chinche verde; Melanoplus femurrubrum, langosta de pata roja; Melanoplus differentialis, langosta diferencial;
Hylemya platura, gusano de la semilla del maiz; Sericothrips variabilis, trip de la soja; Thrips tabaci, trip de la cebolla;
Tetranychus turkestani, arafia amarilla de la fresa; Tetranychus urticae, arafiuela roja; Cebada: Ostrinia nubilalis,
barrenador del maiz europeo; Agrotis ipsilon, gusano cortador negro; Schizaphis graminum, afido verde; Blissus
leucopterus leucopterus, chinche pequefa de los cereales; Acrosternum hilare, chinche hedionda verde; Euschistus
servus, chinche hedionda parda; Delia platura, gusano de la semilla del maiz; Mayetiola destructor, mosquito del
trigo; Petrobia latens, acaro pardo del trigo; Colza de semilla oleaginosa: Brevicoryne brassicae, afido de la col;
Phylotreta cruciferae, pulguilla; Mamestra configurata, gusano soldado; Plutella xylostella, polilla dorso de diamante;
Delia ssp., larvas de la raiz.

Nematodos incluyen nematodos parasitos tales como nematodos de la raiz-nudo, quistes y lesiones, incluidos
Heterodera spp., Meloidogyne spp, y Globodera spp.; particularmente miembros de los nematodos de quistes,
incluidos, entre otros, Heterodera glycines (nematodos de los quistes de soja); Heterodera schachtii (nematodos de
los quistes de la remolacha); Heterodera avenae (nematodos de los quistes de cereales); y Globodera rostochiensis
y Globodera pailida (nematodos de los quistes de la patata). Los nematodos de las lesiones incluyen Pratylenchus

spp.

Métodos para aumentar el rendimiento de la planta

Se proporcionan métodos para aumentar el rendimiento de la planta. Los métodos comprenden introducir en una
planta o célula vegetal un polinucleétido que comprende una secuencia plaguicida divulgada en el presente
documento. Como se define en el presente documento, el "rendimiento” de la planta hace referencia a la calidad y/o
cantidad de biomasa producida por la planta. Por "biomasa" se quiere decir cualquier producto vegetal medido. Un
aumento en la produccién de biomasa es cualquier mejora en el rendimiento del producto vegetal medido. El
aumento de rendimiento de la planta tiene varias aplicaciones comerciales. Por ejemplo, el aumento de la biomasa
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de hoja de la planta puede aumentar el rendimiento de las hortalizas de hoja para el consumo humano o animal.
Adicionalmente, se puede utilizar el aumento de la biomasa de hoja para aumentar la produccién de productos
farmacéuticos o industriales derivados de plantas. Un aumento del rendimiento puede comprender cualquier
aumento estadisticamente significativo, incluyendo, entre otros, al menos, un aumento de 1 %, al menos un aumento
del 3 %, al menos un aumento del 5 %, al menos un aumento del 10 %, al menos un aumento del 20 %, al menos un
aumento del 30 %, al menos un aumento del 50 %, al menos un aumento del 70 %, al menos un aumento del 100 %
0 mayor en el rendimiento en comparacion con una planta que no expresa la secuencia de plaguicida.

Las plantas también se pueden tratar con una 0 mas composiciones quimicas, incluidos uno o mas de herbicidas,
insecticidas o fungicidas. Composiciones quimicas de ejemplo incluyen: Herbicidas de frutas/hortalizas: atrazina,
bromacil, diuron, glifosato, linuron, metribuzina, simazina, trifluralina, fluazifop, glufosinato, halosulfur6n gowan,
paraquat, propizamida, setoxidima, butafenacilo, halosulfurén, indaziflam; Insecticidas de frutas/hortalizas: aldicarb,
Bacillus thuriengiensis, carbarilo, carbofurano, clorpirifos, cipermetrina, deltametrina, diazinon, malatién, abamectina,
ciflutrina/beta-ciflutrina, esfenvalerato, Lambda-cihalotrina, acequinocil, bifenazato, metoxifenozida, novalurén,
cromafenozida, tiacloprid, dinotefurano, fluacripirim, tolfenpirad, clotianidina, espirodiclofeno, gamma-cihalotrina,
espiromesifeno, espinosad, rinaxipir, ciazipir, espinoteram, triflumuron,espirotetramat, imidacloprid, flubendiamida,
tiodicarb, metaflumizona, sulfoxaflor, ciflumetofeno, cianopirafeno, imidacloprid, clotianidina, tiametoxam,
espinotoram, tiodicarb, flonicamid, metiocarb, emamectina-benzoato, indoxacarb, foztiazato, fenamifos, cadusafos,
piriproxifeno, fenbutatina-oxid, hextiazox, metomilo, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5H)-ona;
Fungicidas de frutas/hortalizas:

carbendazim, clortalonil, EBDC, azufre, tiofanato-metilo, azoxistrobina, cimoxanilo, fluazinam, fosetilo, iprodiona,
kresoxim-metilo, metalaxil/mefenoxam, trifloxistrobina, etaboxam, oprovalicarb, trifloxistrobia, fenhexamid,
oxpoconazol fumarato, ciazofamid, fenamidona, zoxamida, picoxistrobina, piraclostrobina, ciflufenamid, boscalid;
Herbicidas de cereales: isoproturon, bromoxinilo, ioxonilo, fenoxis, clorsulfurdn, clodinafop, diclofop, diflufenican,
fenoxaprop, florasulam, fluroxipir, metsulfurén, triasulfurén, flucarbazona, yodosulfurén, propoxicarbazona,
picolinafen, mesosulfurén, beflubutamid, pinoxaden, amidosulfurdn, tifensulfurén, tribenuron, flupirsulfurén,
sulfosulfurdn, pirasulfotol, piroxsulam, flufenacet, tralcoxidim, piroxasulfon; Fungicidas de cereales: carbendazim,
clorotalonil, azoxistrobina, ciproconazol, ciprodinil, fenpropimorph, epoxiconazol, Kresoxim-metilo, quinoxifen,
tebuconazol, trifloxistrobina, simeconazol, picoxistrobina, piraclostrobina, dimoxistrobina, protioconazol,
fluoxastrobina; Insecticidas de cereales: dimetoato, Lambda-cihalotrina, deltametrina, alfa-cipermetrina, R-ciflutrina,
bifentrina, imidacloprid, clotianidina, tiametoxam, tiacloprid, acetamiprid, dinetofuran, clorpirifos, metamidofos,
oxidemeton-metilo, pirimicarb, metiocarb; Herbicidas del maiz: atrazina, alaclor, bromoxinil, acetoclor, dicamba,
clopiralid, (S-)Dimetenamid, glufosinato, glifosato, isoxaflutol, (S-)metolaclor, mesotriona, nicosulfurén, primisulfurén,
rimsulfurén, sulcotriona, foramsulfurén, topramezona, tembotriona, saflufenacilo, tiencarbazona, flufenacet,
piroxasulfon; Insecticidas del maiz: carbofuran, clorpirifos, bifentrina, fipronil, imidacloprid, lambda-cihalotrina,
teflutrina, terbufos, tiametoxam, clotianidina, espiromesifen, flubendiamida, triflumurén, rinaxipir, deltametrina,
tiodicarb, 3-ciflutrina, cipermetrina, bifentrina, lufenurdn, triflumorén, teflutrina ,tebupirimfos, etiprol, ciazipir, tiacloprid,
acetamiprid, dinaetofuran, avermectina, metiocarb, espirodiclofeno, espirotetramat; Fungicidas del maiz: fenitropan,
tiram, protioconazol, tebuconazol, trifloxistrobina; Herbicidas del arroz: butaclor, propanil, azimsulfurén, bensulfurén,
cihalofop, daimurén, fentrazamida, imazosulfuron, mefenacet, oxaziclomefona, pirazosulfurén, piributicarb,
quinclorac, tiobencarb, indanofan, flufenacet, fentrazamida, halosulfurén, oxaziclomefona, benzobiciclon, piriftalid,
penoxsulam, bispiribac, oxadiargil, etoxisulfurén, pretilaclor, mesotriona, tefuriltriona, oxadiazona, fenoxaprop,
pirimisulfan; Insecticidas del arroz: diazinon, fenitrotion, fenobucarb, monocrotofos, benfuracarb, buprofezin,
dinaotefuran, fipronil, imidacloprid, isoprocarb, tiacloprid, cromafenozida, tiacloprid, dinaotefuran, clotianidina, etiprol,
flubendiamida, rinaxipir, deltametrina, acetamiprid, tiametoxam, ciazipir, espinosad, espinotoram, emamectina-
benzoato, cipermetrina, clorpirifos, cartap, metamidofos, etofenprox, triazofos, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-
difluoretil)amino]furan-2(5h)-ona, carbofurano, benfuracarb; Fungicidas del arroz: tiofanato-metilo, azoxistrobina,
carpropamid, edifenfos, ferimzona, iprobenfos, isoprotiolano, pencicuron, probenazol, piroquilon, triciclazol,
trifloxistrobina, diclocimet, fenoxanil, simeconazol, tiadinil; Herbicidas del algodén: diuron, fluometuron, MSMA,
oxifluorfen, prometrina, trifluralin, carfentrazona, cletodim, fluazifop-butilo, glifosato, norflurazon, pendimetalina, piritio
bac-sodio, trifloxisulfurén, tepraloxidim, glufosinato, flumioxazina, tidiazurén; Insecticidas del algoddn: acefato,
aldicarb, clorpirifos, cipermetrina, deltametrina, malation, monocrotofos, abamectina, acetamiprid, emamectina
benzoato, imidacloprid, indoxacarb, lambda-cihalotrina, espinosad, tiodicarb, gamma-cihalotrina, espiromesifen,
piridalil, flonicamid, flubendiamida, triflumuron, rinaxipir, beta-ciflutrina, espirotetramat, clotianidina, tiametoxam,
tiacloprid, dinetofuran, flubendiamida, ciazipir, espinosad, espinotoram, gamma cihalotrina, 4-[[(6-clorpiridin-3-
il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5h)-on, tiodicarb, avermectina, flonicamid, piridalil, espiromesifen, sulfoxaflor,
profenofos, triazofos, endosulfano; Fungicidas del algodén: etridiazol, metalaxil, quintozeno; Herbicidas de la soja:
alaclor, bentazona, trifluralin, clorimuron-etil, cloransulam-metil, fenoxaprop, fomesafen, fluazifop, glifosato,
imazamox, imazaquin, imazetapir, (s-)metolaclor, metribuzina, pendimetalina, tepraloxidim, glufosinato; Insecticidas
de la soja: lambda-cihalotrina, metomil, paration, tiocarb, imidacloprid, clotianidina, tiametoxam, tiacloprid,
acetamiprid, dinaetofuran, flubendiamida, rinaxipir, ciazipir, espinosad, espinotoram, emamectina-benzoato, fipronil,
etiprol, deltametrina, B-ciflutrina, gamma y lambda cihalotrina, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-
2(5H)-ona, espirotetramat, espinodiclofeno, triflumuron, flonicamid, tiodicarb, beta-ciflutrina; Fungicidas de la soja:
azoxistrobina, ciproconazol, epoxiconazol, flutriafol, piraclostrobina, tebuconazol, trifloxistrobina, protioconazol,
tetraconazol; Herbicidas de la cafia de azucar: cloridazon, desmedifam, etofumesato, fenmedifam, trialato, clopiralid,
fluazifop, lenacil, metamitron, quinmerac, cicloxidim, triflusulfurén, tepraloxidim, quizalofop; Insecticidas de la cafia de
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azucar: imidacloprid, clotianidina, tiametoxam, tiacloprid, acetamiprid, dinetofuran, deltametrina, B-ciflutrina,
gamma/lambda cihalotrina, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5H)-ona, teflutrina, rinaxipir,
ciaxipir, fipronil, carbofuran; Herbicidas de la canola: clopiralid, diclofop, fluazifop, glufosinato, glifosato, metazaclor,
trifluralin etametsulfurén, quinmerac, quizalofop, cletodim, tepraloxidim; Fungicidas de la canola: azoxistrobina,
carbendazim, fludioxonil, iprodiona, procloraz, vinclozolina; Insecticidas de la canola: carbofuran, organofosfatos,
piretroides, tiacloprid, deltametrina, imidacloprid, clotianidina, tiametoxam, acetamiprid, dinetofuran, R-ciflutrina,
gamma y lambda cihalotrina, tau-fluvaleriato, etiprol, espinosad, espinotoram, flubendiamida, rinaxipir, ciazipir, 4-[[(6-
clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5H)-ona.

Los ejemplos siguientes se ofrecen a modo de ilustraciéon y no como limitacion.
Ejemplos experimentales

Ejemplo 1. Extraccién de ADN plasmidico

La secuencia génica completa se identifico a partir de la cepa seleccionada a través del abordaje gendmico MiDAS
del siguiente modo:

Preparacion de ADN extracromosOmicos a partir de la cepa. El ADN extracromosOmico contiene una mezcla de
algunos o tofos los siguientes: plasmidos de varios tamafos; cromosomas de fagos; fragmentos de ADN
gendmico no separados mediante el protocolo de purificacion; otras moléculas extracromosémicas sin
caracterizar.
Cizallamiento mecéanico o enzimético del ADN extracromosOmico para generar fragmentos distribuidos por tamarfio.
Secuenciacion del ADN fragmentado mediante métodos de pirosecuenciacion de alto rendimiento.

Identificacion de supuestos genes de toxinas mediante analisis de homologia y/u otros andlisis informéticos.

Cuando sea necesario, finalizacion de la secuencia del gen de interés mediante una de varias estrategias de PCR o
clonacion (por ejemplo, TAIL-PCR).

Ejemplo 2. Expresion heteréloga de AXMI-150

El ORF complete de axmi-150 (~2 kb que codifican una proteina de ~77,5 kD) se clon6 en un vector de expresion de
E. coli basado en pRSF1b (para dar pAX5482). La secuencia génica de axmi-150 comenzando con una metionina
interna (19 aminoé&cidos cadena debajo de la metionina original en pAX5482) también se clono en el vector basado
en pRSF1b para dar pAX5484.

La secuencia que codifica axmi-150 también se clond en un vector de expresién de Bacillus basado en pAX916
(para dar pAX5483). Todos los clones resultantes se confirmaron mediante andlisis de restriccion y, por ultimo,
mediante secuenciacion completa del gen clonado.

Para la expresion en E. coli, BL21 *DE3 se transformé con pAX5482 o pAX5484. Se inoculd una Unica colonia en
medio LB suplementado con kanamicina y se cultivd durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente se inoculé medio
fresco por duplicado con 1 % del cultivo durante la noche y se cultivé a 37 °C hasta la fase logaritmica. Después, se
indujeron cultivos con IPTG 1mM durante 3 horas a 37 °C o durante la noche a 20 °C. Cada sedimento celular se
suspendié en tampon de carbonato sédico 50mM, a pH 10,5 suplementado con DTT 1mM y se sometid a
ultrasonidos. El andlisis mediante SDS-PAGE detectd la expresion de una proteina de ~78kDa correspondiente a
AXMI-150.

Para la expresion en Bacillus, Bt51 se transformd con pAX5483 y una Unica colonia se cultivd en medio CYS-glu
durante 3 dias hasta la esporulacién. Después, el sedimento celular se extrajo con tampo6n Tris Cl 50mM, a pH 8,0, o
con tampon de carbonato sddico 50mM, a pH 10,5, suplementado cada uno con DTT 1mM. La fraccion soluble
mostré presencia de una proteina de 78 kDa Axmil50. La tripsinizaciéon de AXMI-150 dio una ligera banda proteica
de aproximadamente 55 kDa.

La secuencia del marco de lectura abierto de axmi-150 se proporciona en el presente documento como la SEC ID
N°: 1 y codifica la proteina AXMI-150 (SEC ID N°: 2).

La bisqueda de la secuencia de aminoacidos de AXMI-150 frente a las bases de datos de secuencias publicas
muestra que AXMI-150 es homdloga a la proteina AXMI-004 (patente de EE.UU. 7.355.099). AXMI-150 también
exhibe homologia de aminoacidos con crylCa4, y con un grupo de proteinas de tipo AXMI-004 descritas en la
publicacion de la solicitud internacional n® W02005/107383.

Homdlogos conocidos y porcentaje de identidad aproximado:

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 534 581 T3

AXMI-004 - 85,5 %
CrylCa4 (dominio de la toxina) - 51,8 %

Ejemplo 3. Actividad plaguicida de AXMI-150

Los extractos solubles que contienen AXMI-150 se analizaron en ensayos de insectos con controles adecuados. Una
lectura de 5 dias de las placas mostré que AXMI-150 tenia actividad plaguicida sobre el taladrador europeo del maiz
(ECB), la oruga del frijol terciopelo (VBC), y una elevada mortalidad (> 50 %) sobre la polilla dorso de diamante
(DBM) y el taladrador del suroeste del maiz (SWCB). La Tabla 1 muestra una descripcion de las asignaciones de
puntuacién usadas en el presente documento.

Tabla 1. Descripcion del sistema de puntuacion

Puntuacion Descripcion
0 No se observa ningun efecto
1 Aturdimiento leve no uniforme
2 Aturdimiento moderado no uniforme
3 Aturdimiento uniforme moderado a intenso
4 mortalidad (< 100 %) con aturdimiento uniforme
5 Mortalidad completa
Tabla 2. Actividad plaguicida de AXMI-150.
Plaga Actividad de AXMI-150
Taladrador europeo del maiz +++
Oruga del frijol terciopelo +
Polilla de dorso de diamante +t+++
Taladrador del suroeste del maiz ++++

Ejemplo 4. Ensayos adicionales para la actividad plaguicida

Las secuencias de nucléotidos de la invencion se pueden analizar para determinar su capacidad para producir
proteinas plaguicidas. La capacidad de una proteina plaguicida para actuar como plaguicida sobre una plaga a
menudo se evalla de varias formas. Una forma bien conocida en la técnica es realizar un ensayo de alimentacion.
En dicho ensayo de alimentacién, se expone la plaga a una muestra que contiene los compuestos a analizar o
muestras control. A menudo esto se realiza colocando el material a analizar, o una dilucién adecuada de dicho
material, sobre un material que ingerird la plaga, tal como una dieta artificial. El material a analizar puede estar
compuesto por un liquido, solido o suspension espesa. El material a analizar se puede colocar sobre la superficie y
después dejar secar. Como alternativa, el material a analizar se puede mezclar con una dieta artificial fundida,
después dispensar en la camara de ensayo. La camara de ensayo puede ser, por ejemplo, una taza, un plato o un
pocillo de una placa de microtitulacién.

Los ensayos para plagas de succionadores (por ejemplo &fidos) pueden implicar separar el material a analizar del
insecto mediante particiéon, idealmente una porcién que puede perforar las partes succionadoras de la boca del
insecto succionador, para permitir la ingestion del material a analizar. A menudo, el material a analizar se mezcla
con un estimulante de la alimentacion, tal como sacarosa, para estimular la ingestién del compuesto de ensayo.

Otros tipos de ensayos pueden incluir microinyeccién del material a analizar en la noca o intestino de la plaga, asi
como el desarrollo de plantas transgénicas, seguido del analisis de la capacidad de la plaga a la que se va a
administrar la planta transgénica. El andlisis de la planta puede implicar el aislamiento de las partes de la planta que
normalmente se consumen, por ejemplo pequefias jaulas fijadas a una hoja, o el aislamiento de plantas completas
en jaulas que contienen insectos.

Otros métodos y abordajes para analizar plagas son bien conocidos en la técnica y se pueden encontrar en, por
ejemplo, Robertson y Preisler, eds. (1992) Pesticide bioassays with arthropods, CRC, Boca Raton, FL. Como
alternativa, los ensayos normalmente se describen en las revistas Arthropod Management Tests y Journal of
Economic Entomology o mediante debates con miembros de la Sociedad Entomol6gica de América (ESA).

Ejemplo de referencia 1. Evolucién directa de AXMI-004

La evolucion directa se realizé con AXMI-004 (SEC ID N°: 14). La mutagénesis estaba dirigida a tres bucles en la
region de union al receptor. Como primera etapa se generaron deleciones de los bucles 1 (correspondientes a los
residuos 311 - 316 de la SEC ID N°: 14), 2 (correspondientes a los residuos 368 - 378 de la SEC ID N°: 14) y 3
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(correspondientes a los residuos 434 - 438 de la SEC ID N°: 14), se expresaron en Bt51 y se analiz6 la bioactividad.
Las deleciones de los bucles 2 y 3 disminuyeron intensamente la solubilidad de las proteinas, mientras que la
delecion del bucle 1 no afect6 a la solubilidad de las proteinas. La delecién variante del bucle 1 mostré una toxicidad
reducida contra el taladrador europeo del maiz (ECB), pero conservé su actividad contra la polilla dorso de diamante

(DBM).

Después, dentro de estos 3 bucles se mutageneiz6 un total de 23 posiciones. Se generd un conjunto de mutantes

puntuales.

El plasmido pAX5485 (His6-axmi004-m2 en pRSF1b) se uso para la expresién de axmi-004 salvaje y también fue la
base para la mutagénesis y la expresion variante. La mutagénesis se realizé usando el kit de mutagénesis dirigida a
sitio optica QUIKCHANGE® (Stratagene), se secuenciaron los mutantes y se identificaron variantes Unicas. Se
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genero6 la siguiente diversidad de mutantes puntuales:

Tabla 3: Bucle 1:

Posicion | 311 | 312 | 313 | 314 | 315 | 316
Salvaje Y S \% G R N
Diversidad| G R G P G G
C G R R A R
R P T C C A
S C A S S S
T A | A T P
A E H T w T
P Q D w P w
\Y H Q H N K
E \Y, L L E |
L N E Y, L E
K L M D Vv F
Q D M K \Y,
D K E Y Q
I K D
Q
|
TOTAL 14 13 11 14 16 13
Tabla 4: Bucle 2:
Posicion | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375 | 376 | 377 | 378
Salvaje P L Q Q P A P A P P F
A A P R D G R G S C A
G w S P K R G w G S C
T G G S \ S A C T T T
S T R G L C S S w A w
C R w T N P T R C w G
R M A L E T W D A R S
L F T \% F V V L R G R
Q K Y, H H N H Y, I I \%
Y, E E K Q E F K \Y, L Y
N \% L F M D L | L H K
D H Y N A M D E D \Y, Q
E | I D G I Y H E K E
H Y R F Q Q Q Q I
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Posicion | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375 | 376 | 377 | 378
I M T K E M M D L
E S E M N E I
W L N H Y D
Y
H
TOTAL 14 12 12 15 16 18 14 14 16 16 16
Tabla 5: Bucle 3:
Posicion 434 435 436 437 438
Salvaje K S G T P
MUTANTES T R P A G
G T R G R
A G T P T
R A A T S
S P S S w
w w \% R A
P L K I F
E E E M L
Q \Y, L E \Y,
\Y, M D H Q
L D H Y K
N H Q \Y F
F N K I
M D P
I F N
K L
H N
TOTAL 17 12 13 17 15
Las variantes para el bucle 1, el bucle 2 y el bucle 3 se
combinaron por separado.

Expresién y deteccién selectiva en bibliotecas

Deteccion selectiva primaria:

Las variantes de la biblioteca combinada, asi como pAX5485, se transformaron en células BL21*DE3 y se
sembraron en LB+ Kanamicina (100 pg/ml). Las colonias frescas se introdujeron en 16 ml de medio liquido LB+
Kanamicina (100 pg/ml) y se cultivaron en bloques de 24 pocillos profundos a 37 °C y 300 rpm hasta alcanzar una
DO600 nm de 0,3 - 0,4. Se afiadio IPTG hasta una concentracion final de 0,5 mM y los cultivos se incubaron durante
18 horas adicionales a 20 °C. La DO600 nm se determind y las células se recogieron mediante centrifugacién (10
minutos a 4.500 rpm, 4 °C). Los sedimentos celulares se resuspendieron en carbonato sédico 50 mM a pH 10,5,
DTT 1 mM a una densidad de OD600/ml 10. Las células se rompieron mediante batido con esferas y los extractos
solubles se obtuvieron tras centrifugar a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Los extractos se analizaron para determinar la actividad contra el ECB, el taladrador del suroeste del maiz (SWCB),
Heliothis virescens (Hz), la oruga del frijol terciopelo (VBC) y el DBM a 4 duplicados por cada variante. Tras 5 dias
se determinaron las puntuaciones de la toxicidad mediante el promedio de las puntuaciones de 4 duplicados. Se
analizaron 122 variantes del conjunto del bucle 1, 240 variantes del conjunto del bucle 2 y 121 variantes del conjunto
del bucle 3, respectivamente, en esta deteccidén selectiva primaria, proporcionando una cobertura de 1,5x de la
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biblioteca.
Repeticion de los ensayos y escalado:

Las variantes que mostraban puntuaciones mejoradas sobre el ECB o el SWCB se secuenciaron y se volvieron a
analizar a 4 duplicados por variante. Las variantes que mostraban de nuevo una mejor actividad contra el ECB o el
SWCB se seleccionaron para el escalado.

Para los escalados, se escogieron 3 colonias recién transformadas en 70 ml de LB+Kanamicina (100 pug/ml) y se
cultivaron en matraces de agitacion de 0,5 litros a 37 °C y 150 rpm hasta alcanzar una DO600 nm de 0,3 - 0,4. Se
afadi6é IPTG hasta una concentracién final de 0,5 mM y los cultivos se incubaron durante 18 horas adicionales a 20
°C. La DO600 nm se determiné y las células se recogieron mediante centrifugacion (10 minutos a 5000 rpm, 4 °C).
Los sedimentos celulares se resuspendieron en carbonato sédico 50 mM a pH 10,5, DTT 1 mM a una densidad de
0OD600/ml 10. Las células se rompieron mediante batido con esferas y los extractos solubles se obtuvieron tras
centrifugar a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Las variantes de Axmi-004 en dichos extractos se cuantificaron
en SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie comparando diluciones en serie del extracto con un patron de BSA de
concentracion conocida. Todas las proteinas variantes analizados se expresan a niveles muy similares.

Las preparaciones de escalado se analizaron contra ECB, SWCB, VBC, Hz y DBM a 16 duplicados por variante y
plaga. Se realizé el promedio de las puntuaciones.

Las siguientes variantes del bucle 2 mostraron una toxicidad mejorada en la deteccion selectiva primaria, la
repeticion del ensayo y los escalados.

Tabla 6
ECB SWCB
Aturdimiento| Porcentaje de |Aturdimiento| Porcentaje de
mortalidad mortalidad

axmi-004 +++ 13% - 6 %
L21B11 + 9% + 16 %
L21F2 ++ 6 % + 14 %
L23G5 + 9% + 16 %
L21A5 ++ - -
L22H7 ++
L22E7 +
L22F7 ++
pRSF1b - -

La diversidad de la secuencia en las posiciones 370, 373, 376 y 377 se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7
370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375 | 376 | 377 | 378
AXMI004 Q Q P A P A P P F
L21A5 Q Q P A P A P Q F
L21F2 R Q P A P A P P F
L21B11 Q Q P A P A T P F
L22F7 Q Q P A P A G P F
L23G5 Q Q P M P A P P F

Tres variantes de la biblioteca del bucle 1 mostraron una toxicidad mejorada en el ensayo principal y en la repeticion
del ensayo (Tabla 8).

Tabla 8.
Hz | ECB | VBC DBM SWCB
axmioo4 | - + ++ +++++ +
L11H11 - ++ + +++++ +
L11E8 ' ++ ++ +++++ | Sin datos
L11F9 + ++ + +++++ | Sin datos
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Las tres variantes mejoradas estan mutadas en la posicion 316 de la SEC ID N°: 14, donde el residuo de asparagina
se mutod a valina, prolina o fenilalanina en los mutantes L11E8, L11F9 y L11H11, respectivamente, lo que sugiere
gue se ha identificado una posicién importante relacionada con la actividad mejorada.

Las siguientes variantes del bucle 3 mostraron una toxicidad mejorada en la detecciéon selectiva primaria, la
repeticion del ensayo de la actividad del ECB y los escalados.

Tabla 9:
Puntuacién de aturdimiento Mortalidad (porcentaje)
AXMI004 ++ 28 %
L31B10 ++ Sin datos
L31Al11 ++ 20 %
L31H11 ++ 33%

Las variantes mejoradas estan mutadas desde lisina en la posicion 434 de AXMIO04 a treonina y valina en los
mutantes L31B10 y L31A11, respectivamente, y de prolina en la posicion 438 de AXMI004 a serina en el mutante
L31H11. En una estructura de cristal simulada de estos AXMI004, las cadenas laterales de las posiciones mutadas
en los bucles 1, 2 y 3 miran todas en la misma direccién general. Este hallazgo sugiere que los aminoacidos en
varios bucles pueden contribuir a una interfaz de unién comudn. Por tanto, las permutaciones adicionales que
incorporan una diversidad funcionalmente mejorada en varios bucles pueden proporcionar todavia mas mejoras en
la actividad.

Ejemplo 5. Evolucién dirigida de AXMI-150

Este ejemplo describe la evolucidn dirigida de AXMI-150 (SEC ID N°: 2). La mutagénesis se ha dirigido a un bucle en
la supuesta region de procesamiento.

El plasmido pAX5482 (His6-axmil50 en pRSF1b) se us6 para la expresion de axmi-150 salvaje y también fue la
base para la mutagénesis y la expresion variante. La mutagénesis se realizé usando el kit Lightning QUIKCHANGE®
(Stratagene), se secuenciaron los mutantes y se identificaron variantes Gnicas. Se generd la siguiente diversidad de
mutantes puntuales:

Tabla 10
116 117 118 119 120 121 122

AXMI150 N N T G S S K
P T S A P A G

R G P S T G C

T S A E R T P

G C R M C P S

Y A G \% A R T

Q P N L G Q R

K R D Q L E H

A K M D E L |

W E L H Q H E

S M \ K H D N

F H \Y V D

E F L

Y Y

K M

Q
TOTAL 10 11 14 10 11 12 15

Expresion y deteccién selectiva en bibliotecas

Deteccion selectiva primaria:
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Las variantes de la biblioteca combinada, asi como pAX5482, se transformaron en células BL21*DE3 y se
sembraron en LB+ Kanamicina (100 pg/ml). Se seleccionaron las colonias frescas en 16 ml de medio liquido LB+
Kanamicina (100 pg/ml) y se cultivaron en bloques de 24 pocillos profundos a 37 °C y 300 rpm hasta alcanzar una
DO600 nm de 0,3 - 0,4. Se afiadié IPTG hasta una concentracién final de 0,5 mM vy los cultivos se incubaron durante
18 horas adicionales a 20 °C. La DO600 nm se determiné y las células se recogieron mediante centrifugaciéon (10
minutos a 4.500 rpm, 4 °C). Los sedimentos celulares se resuspendieron en carbonato sédico 50 mM a pH 10,5,
DTT 1 mM a una densidad de OD600/ml 10. Las células se rompieron mediante batido con esferas y los extractos
solubles se obtuvieron tras centrifugar a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Los extractos se analizaron para determinar la actividad contra ECB, SWCB, Hz, VBC y DBM a 4 duplicados por
cada variante. Tras 5 dias se determinaron las puntuaciones de la toxicidad mediante el promedio de las
puntuaciones de 4 duplicados. Se cribaron 119 variantes, dando una cobertura 1,5x de la biblioteca.

Repeticion de los ensayos y escalado:

Las variantes que mostraban puntuaciones mejoradas sobre el ECB o el SWCB se secuenciaron y se volvieron a
analizar a 4 duplicados por variante. Las variantes que mostraban de nuevo una mejor actividad contra el ECB o el
SWCB se seleccionaron para el escalado.

Para los escalados, se escogieron 3 colonias recién transformadas en 70 ml de LB+Kanamicina (100 pg/ml) y se
cultivaron en matraces de agitacion de 0,5 litros a 37 °C y 150 rpm hasta alcanzar una DO600 nm de 0,3 - 0,4. Se
afiadio IPTG hasta una concentracion final de 0,5 mM y los cultivos se incubaron durante 18 horas adicionales a 20
°C. La DO600 nm se determiné y las células se recogieron mediante centrifugacion (10 minutos a 5000 rpm, 4 °C).
Los sedimentos celulares se resuspendieron en carbonato sédico 50 mM a pH 10,5, DTT 1 mM a una densidad de
OD600/ml 10. Las células se rompieron mediante batido con esferas y los extractos solubles se obtuvieron tras
centrifugar a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Las variantes de Axmi-150 en dichos extractos se cuantificaron
en SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie comparando diluciones en serie del extracto con un patron de BSA de
concentracién conocida. Todas las proteinas variantes analizados se expresan a niveles muy similares.

Las preparaciones de escalado se analizaron contra ECB, SWCB, VBC, Hz y DBM a 16 duplicados por variante y
plaga. Se realizé el promedio de las puntuaciones y se determinaron las desviaciones estandar.

Las actividades de las variantes que mostraban mejoras en los escalados se muestran en las Tablas 11-13 a
continuacion:

Tabla 11:
n=16 Actividad contra ECB Actividad contra SWCB
Puntuacion de | Mortalidad | Puntuacion de | Mortalidad
aturdimiento aturdimiento
AXMI150 |+ - +++ 25 %
L11D3 + - +++ 38 %
L11D6 - - +++ 25 %
L11B6 + - +++ 16 %
L11E5 - - +++ 19 %
pRSF1b |- - - -
Tabla 12
n=16 Actividad contra ECB Actividad contra SWCB
Puntuacion de Mortalidad Puntuacion de Mortalidad
aturdimiento aturdimiento
AXMI150 + 8 % +++ (n=12) 58 %
L11C10 + 13% ++++ 97 %
L11D10 ++ 8% +++ 75 %
L11F10 + - +++ 72 %
L11E12 + - +(n=12) 31 %
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Tabla 13
n=16 Actividad contra ECB Actividad contra SWCB
Puntuacion de Mortalidad Puntuacion de Mortalidad
aturdimiento aturdimiento

AXMI150 + - +++ 41 %
L11G5 - - - 6 %
L11D1 - 2% +++ 64 %
L11A6 - 3% ++ 41 %
L11B5 - 5% + 19 %
L12C1 - - ++ 37 %

La diversidad de la secuencia en dichas variantes mejoradas se describe a continuacion:

Tabla 14
116 117 118 119 120 121 122
AXMI150 N N T G S S K
L11A6 N N S G S S K
L11B5 N N N G S A K
L11B6 N N T G S S K
L11C10 K N T G S S K
L11D1 N N T G G S K
L11D10 N N T G Q S K
L11D3 N N T K S S K
L11F10 N N T G S P K

Ejemplo 6. Vectorizacién de los genes para la expresién en plantas

Las regiones de codificacion de la invencion estdn unidas con las secuencias adecuadas del promotor y el
terminador para la expresién en plantas. Dichas secuencias son bien conocidas en la técnica y pueden incluir el
promotor de la actina del arroz o el promotor de la ubiquitina del maiz para la expresion en monocotiledéneas, el
promotor de UBQ3 de Arabidopsis o el promotor 35 S del CaMV para la expresion en dicotiledoneas y los
terminadores nos o Pinll. Las técnicas para producir y confirmar construcciones promotor-gen-terminador también
son bien conocidas en la técnica.

En un aspecto de la invencion, las secuencias de ADN sintético se disefian y generan. Estas secuencias sintéticas
tienen una secuencia de nucleétidos alterada respecto a la secuencia parental, pero codifican proteinas que son
esencialmente idénticas a la proteina AXMI-150 parental (por ejemplo, las SEC ID N°: 3, 4,5,6, 0 7).

En otro aspecto de la invencion, se incluyen las secuencias de ADN sintético que codifican proteinas que son
esencialmente idénticas a la proteina AXMI-004 (por ejemplo, las SEC ID N° 8 - 12). La proteina AXMI-004 se
describe en la patente de EE.UU. N° 7.355.099 y la solicitud de la patente de EE.UU. N° 12/209.354, presentada el
12 de septiembre de 2008, titulada “Synthetic AXMI-004 Delta-endotoxin Genes and Methods for Their Use," y
publicada como documento US 2010/0099081.

En otro aspecto de la invencién se disefian versiones modificadas de los genes sintéticos de forma que el péptido
resultante estd dirigido a un organulo de la planta, tal como el reticulo endoplasmético o el apoplasto. Las
secuencias peptidicas que se sabe que dirigen las proteinas de fusion a los organulos de plantas se conocen en la
técnica. Por ejemplo, la regién en N-terminal del gen de la fosfatasa acida del altramuz blanco Lupinus albus (ID en
GENBANK® GI1:14276838, Miller et al. (2001) Plant Physiology 127: 594 - 606) que dan como resultado un reticulo
endoplasmatico diana de las proteinas heterdlogas. Si la proteina de fusién resultante también contiene una
secuencia de retencion del reticulo endoplasmatico que comprende el extremo N-lisina-acido aspartico-acido
glutamico-leucina (es decir, el motivo "KDEL", SEC ID N°: 13) en el extremo C, la proteina de fusién estara dirigida al
reticulo endoplasmatico. Si la proteina de fusién carece de una secuencia de direccion del reticulo endoplasmatico
en el extremo C, la proteina estara dirigida al reticulo endoplasmatico pero en Ultima instancia serd secuestrada en
el apoplasto.

Por tanto, este gen codifica una proteina de fusién que contiene los treinta y un aminoacidos en N-terminal del gen

de la fosfatasa acida del altramuz blanco Lupinus albus (ID en GENBANK® GI:14276838, Miller et al., 2001, citado
anteriormente) fusionados con el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la invencién, asi como la secuencia

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 534 581 T3

KDEL en el extremo C. Por tanto, se ha predicho que la proteina resultante esta dirigida al reticulo endoplasmatico
de la planta tras la expresién en una célula vegetal.

Los casetes de expresion vegetal descritos anteriormente se combinan con un marcador seleccionable vegetal
adecuado para ayudar en la seleccion de células y tejidos transformados, y se unen en los vectores de
transformacion vegetales. Estos pueden incluir vectores binarios de la transformaciéon mediada por Agrobacterium o
simples vectores plasmidicos para transformacién por aerosol o biolistica.

Ejemplo 7. Vectorizacion de los genes para la expresién en plantas

Los ADN de la region de codificacion de los genes de la invencion estan conectados operativamente con las
secuencias adecuadas del promotor y el terminador para la expresién en plantas. Dichas secuencias son bien
conocidas en la técnica y pueden incluir el promotor de la actina del arroz o el promotor de la ubiquitina del maiz
para la expresion en monocotiledéneas, el promotor de UBQ3 de Arabidopsis o el promotor 35 S del CaMV para la
expresion en dicotileddneas y los terminadores nos o Pinll. Las técnicas para producir y confirmar construcciones
promotor-gen-terminador también son bien conocidas en la técnica.

Los casetes de expresion vegetal descritos anteriormente se combinan con un marcador seleccionable vegetal
adecuado para ayudar en la seleccion de células y tejidos transformados, y se unen en los vectores de
transformacion vegetales. Estos pueden incluir vectores binarios de la transformacion mediada por Agrobacterium o
simples vectores plasmidicos para transformacion por aerosol o biolistica.

Ejemplo 8. Transformacién de células de maiz con los genes de proteinas plaguicidas descritos en el presente
documento

Las mazorcas de maiz se recogen mejor 8-12 dias después de la polinizacion. Los embriones se aislan de las
mazorcas y se prefieren los embriones 0, 8-1, 5 mm de tamafio para su uso en la transformacién. Los embriones se
siembran en placas con el escutelo hacia arriba en un medio de incubacion adecuado, tal como medio DN62A5S
(Sales N6 3, 98 g/I; 1 ml/l (de reservas 1.000x) de vitaminas N6; 800 mg/l de L-asparagina; 100 mg/l de mio-inositol;
1, 4 g/l de L-Prolina; 100 mg/l de casaminoacidos; 50 g/l de sacarosa; 1 mL/l (del reservas de 1 mg/ml) de 2, 4-D).
No obstante, son adecuados medios y sales distintos a DN62A5S y son conocidos en la técnica. Los embriones se
incuban durante la noche a 25 °C en oscuridad. No obstante, no es necesario per se incubar los embriones durante
la noche.

Los explantes resultantes se transfieren a cuadrados de malla (30-40 por placa), se transfieren a medios osmaticos
durante aproximadamente 30-45 minutos, después se transfieren a una placa radiante (ver, por ejemplo, la
publicacion PCT Num. WO/0138514 y la patente de EE.UU. N° 5.240.842).

Las construcciones de ADN disefiadas para los genes de la invencién en células vegetales se aceleran en el tejido
vegetal usando un acelerador de haz de aerosol, usando las condiciones esencialmente como se describe en la
publicacion PCT N° W0/0138514. Después de la irradiacion, los embriones se incuban durante aproximadamente 30
minutos en medios osmoticos, a continuacién se colocan en medios de incubaciéon durante la noche a 25 °C en
oscuridad. Para evitar dafiar de forma indebida a los explantes irradiados, se incuban durante al menos 24 horas
antes de la transferencia al medio de recuperacién. Después, los embriones se esparcen sobre el medio para el
periodo de recuperacion, durante aproximadamente 5 dias, a 25 °C en la oscuridad, a continuacion se transfieren a
un medio de seleccién. Los explantes se incuban en medio de seleccidn durante hasta ocho semanas, dependiendo
de la naturaleza y las caracteristicas de la seleccién particular utilizada. Después del periodo de seleccion, el callo
resultante se transfiere al medio de maduracién de embriones, hasta que se observa la formacién de embriones
somaticos maduros. Los embriones somaticos maduros resultantes se colocan a continuaciéon con poca luz y el
proceso de regeneracion se inicia mediante métodos conocidos en la técnica. Se permite que los brotes resultantes
enraicen en medio de enraizamiento, y las plantas resultantes se transfieren a macetas y se propagan como plantas
transgénicas.

Materiales

Medio DN62A5S

Componentes Por litro Fuente
Mezcla de sales basales Chu N6 (NUm. de Prod. C 416)(3,98 g/l Phytotechnology Labs
Solucion de vitamina Chu N6 (Num. de Prod. C 149) 1 ml/l (de reservas 1.000x) Phytotechnology Labs
L-Asparagina 800 mg/I Phytotechnology Labs
Mio-inositol 100 mgl/l Sigma
L-Prolina 1,4 g/l Phytotechnology Labs
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Componentes Por litro Fuente
Casaminoacidos 100 mgl/l Fisher Scientific
Sacarosa 50 g/l Phytotechnology Labs
2, 4-D (NUm. de Prod. D-7299) 1 ml/l (de reservas 11 mg/ml) |Sigma

El pH de la solucion se ajusta a un pH de 5, 8 con KOH 1N/KCI 1N, se afiade Gelrita (Sigma) a una concentracion de
hasta 3 g/l y el medio se introduce en autoclave. Después de enfriar hasta 50 °C, se afiaden 2 ml/l de una solucién
de reserva de 5 mg/ml de nitrato de plata (Phytotechnology Labs).

Ejemplo 9. Transformacién de los genes de la invencion en células vegetales mediante transformacion mediada por
Agrobacterium

Las mazorcas se recogen mejor 8-12 dias después de la polinizacion. Los embriones se aislan de las mazorcas y se
prefieren los embriones 0, 8-1, 5 mm de tamafio para su uso en la transformacién. Los embriones se siembran en
placa con el escutelo hacia arriba en un medio de incubacién adecuado y se incuban durante la noche a 25 °C en
oscuridad. No obstante, no es necesario per se incubar los embriones durante la noche. Los embriones se ponen en
contacto con una cepa de Agrobacterium que contiene los vectores apropiados para la transferencia mediada por el
plasmido Ti durante aproximadamente 5-10 min y a continuacion se siembran en medio de cocultivo durante
aproximadamente 3 dias (25 °C en oscuridad). Después del cocultivo, los explantes se transfieren a medios para el
periodo de recuperacion durante aproximadamente cinco dias (a 25 °C en oscuridad). Los explantes se incuban en
medio de seleccion durante hasta ocho semanas, dependiendo de la naturaleza y las caracteristicas de la seleccion
particular utilizada. Después del periodo de seleccion, el callo resultante se transfiere al medio de maduracion de
embriones, hasta que se observa la formacion de embriones sométicos maduros. Los embriones somaticos maduros
resultantes se introducen a continuacion con poca luz y se inicia el proceso de regeneracién como se conoce en la
técnica.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con algun detalle a modo de ilustracion y ejemplo a efectos de claridad
de comprension, resultara evidente que se pueden poner en practica ciertos cambios y modificaciones dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Kimberly S. Sampson Daniel J. Tomso Volker Heinrichs

<120> GEN AXMI-150 DE LA DELTA-ENDOTOXINA Y METODOS PARA SU USO

<130> 45600/382950

<150> 61/140.427
<151> 23-12-2008

<160> 14

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

<211> 2028

<212> ADN

<213> Bacillus thuringiensis

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(2028)

<400> 1
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aat tat ttt gaa agt ctt gag <cag gceg gltt gaa aga ggt atg cct caa 432
Esn Tyr Phe Glu Ser Leu Glu Gla Ala Val Glu Arg Gly Met Pro Gln
130 135 140

ttc gea gttt ggt aat ttc gaa ata ccc ctt tta act gtt tat gta caa 480
Phe Ala Val Gly Asn Phe Glu Ile Pro Leu Leu Thr Val Tyr Val Gln
145 150 15% 160

get get aac ctt cat tta ttg tta tta aga gat gtt tca gtt tat gga 528
Ala Ala Asn Leu His Leu Leu Leu Leu Arg Asp Val Sex Val Tyxr Gly
165 170 175

aaa cgc tgg gga tgg tca gat cag aaa att aag att tat tat gag zaa 576
Lys Arg Trp Gly Trp Ser Asp Gln Lys Ile Lys Ile Tyr Tyr Glu Lys
180 185 190

caa gtt aag tat act cat gaa tac acc aat cat tgt tcg act tgg tat 624
Gln val Lys Tyr Thr His Glu Tyr Thr Asn His Cys Ser Thr Trp Tyr
195 200 205

aat aga gga cta gat aaa ttg aaa aat aag ggt tct tet tac caa gat 672
Asn Arg Gly Leu Asp Lys Leu Lys Asn Lys Gly Ser Ser Tyr Gln Asp
210 215 220

tgg tac aac tat aat cgt tte cgt aga gaa att act ctt act gtt cta 720
Trp Tyr ARsn Tyr Asn Arg Phe Arg Arg Glu Ile Thr Leu Thr Val Leu
225 230 235 240

gat atc gte get gta tte cca cac tat gat gtg aaa got tat cca att 768
Asp Ile Val Ala Val Phe Pro His Tyr Asp Val Lys Ala Tyr Pro Ile -
245 250 235

caa aca gtt ggc caa tta aca agg gaa gtt tat aca gac cct tta att 816
Gln Thr Val Gly Gln Leu Thr Arg Glu Val Tyr Thr Asp Pro Leu Ile
260 265 270

aat ttt aat ccg caza cta gat tct gta tct caa tta cct act ttt agt 864
Asn Phe Asn Pro Gln Leu Asp Ser Val Ser Gln Leu Pro Thr FPhe Ser
275 280 2B5

gat atg gaa aat gca aca att aga acc cca cat ctg atg gag tit tta 212
Asp Met Glu Asn Rla Thr Ile Arg Thr Pro His Leu Met Glu Phe Leu
290 295 300

aga atg cta aca ate tat aca gat tgy tat agt gtg gga aga aac tat 960
Arg Met Leu Thr Ile Tyr Thr Asp Trp Tyr Ser Val Gly Arg Asn Tyr
305 310 3i5 320

tat tgg gga gga cat cga gtg act Lot tac gt gta gga gga gaa aat 1008
Tyr Trp Gly Gly His Arg Val Thr Ser Tyr Arg Val Gly Gly Glu Asn
325 330 335

ata acc tcc ¢ct tta tat gga agt gag gca aat caa gag ctg cct aga 1056
Ile Thr Ser Pro Leu Tyr Gly Ser Glu Ala Asn Gln Glu Leu Pro Arg
340 345 350
caa ctg tat ttt tat ggg ccg gtt ttt aga aca tta tca aat cct act 1104
Gln Leu Tyr Phe Tyr Gly Pro Val Phe Arg Thr Leu Ser Asn Pre Thr
355 360 365

tta aga tac tta cag caa cct gcg cca get ccg cocg ttt geot tta cgt 1152
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Leu Arg Tyr Leu Gln Gln Pro Ala Pro Ala Pro Pro Phe Ala Leu Arg
370 375 380

cge tta gaa gga gta gaa Lttt cac acc act aca ggt act gat atg tat 1200
Arg Leu Glu Gly Val Glu FPhe His Thr Thr Thr Gly Thr Asp Met Tyr
385 390 395 400

cgt gaa aga gga tcg gta gat tet ttt aat gag cta ceg cet ttt aat 1248
Arg Glu Arg Gly Ser Val Asp Ser Phe 2Zsn Glu Leu Pro Pro Phe Asn
405 410 415%

cca gttt gga cta cct cgt aat gca tat agt cac cgt tta tgt cat gca 1296
Pro Val Gly Leu Pro Arg Asn Ala Tyr Ser His Arg Leu Cys His Ala
420 425 430

acg ttt gte cgt aaa tct ggg acc cct tat cta ata ace ggt act gtce 1344
Thr Phe Val Arg Lys Ser Gly Thr Pro Tyr Leu Ile Thr Gly Thr Val
435 440 445

ttt tct tgg aca cat cgt aght gct gaa gaa acc aat aca att gat tea 1392
Phe Ser Trp Thr His Arg Serxr Ala Glu Glu Thr Asn Thr Ile Asp Ser
450 455 460

aat aga atc acg caa att cca ttg ¢tCg aaa gca tat caa att age teg 1440
Asn Arg Ile Thr Gln Ile Pro Leu Val Lys Ala Tyr Gln Ile Ser Ser
465 470 475 480

gge act act gtg agg aga ggt cca gga ttc aca gga gge gat ata ctt 1488
Gly Thr Thr Val Arg Arg Gly Pro Gly Phe Thr Gly Giy Asp Ile Leu
485 430 455

cga aga act ggt ccc ggt aca tit ggg gat ata aaa cta aat atc aat 1536
Arg Arg Thr Gly Proc Gly Thr FPhe Gly Asp Ile Lys Leu Asn Ile Ash
500 505 510

tca cca tta tct caa aga tat cgoc gta agg att cgt tat get tct act 1584
Ser Pro Leu Ser Gln Arg Tyr Arg Val Arg Ile Arg Tyr Ala Ser Thr
515 520 525

act gat tta caa ttt tftc acg aat att aat gga act acc att aat atg 1632
Thr &sp Leu Gln Phe Phe Thr Asn Ile Asn Gly Thr Thr Ile Asn Met :
530 533 540

ggt aat ttc cca aaa acc gtg aat aat tcg aght tct gaa ggc tat aga 1680
Gly Asn Phe Pro Lys Thr Val Asn Rsn Ser Ser Ser Glu Gly Tyr Arg
545 550 555 560

act gta tca ttt agt act cca ttt agc tit tca aat gca caa agt ata 1728
Thr Val Ser Phe Ser Thr Pro Phe Ser Phe Ser Asn Ala Gln Ser Ile
563 570 575

ttt aga tta'ggt ata caa gct ttt tet gga gtc cac gag att cac"gtt 1776
Phe Arg Leu Gly Ile Gln Ala Phe Ser Gly Val His Glu Ile His Val
580 585 590

gat aga att gaa ttt gtc ccg geca gag gta aca ttt gag gca gag tat 1824
Asp Arg Ile Glu Phe Val Pro Ala Glu Val Thr Phe Glu Ala Glu Tyr
595 600 805

gat tta gaa agg gcg caa aag gcg gté aat geca cta ttt aca tet aca 1872
aspy Leu Glu Arg ala Gln Lys Ala Val Asn Ala Leu Phe Thr Ser Thr

31



10

€10

aat cca
Asn Pro

625

gtg ttc
Val Phe

aag aga
Lys Arg

gag cgt
Glu Arg

<210>2
<211> 676
<212> PRT

daa
Lys

aat
Asn

gaa
Glu

aac
Asn

gat
Asp

cta
Leu

tta
Leu

atg
Met

gta
Val

aaa
Lys

ES 2 534 581 T3

615

630

645

660

6875

atg
Met

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 2

Met
Cys
Ala
Pro
Leu
65

Ile
Leu
Glu
Asn
Phe
145
Ala
Lys
Gln
Asn
Trp
225
Asp
Gln

Asn

Glu
Asp
Leu
Gly
Gly
Asp
Ala
Trp
Tyr
130
Ala
Ala
Arg
Val
Arg
210
Tyr
Ile

Thr

Phe

Glu
Asp
Glu
35

Gly
Asp
Thr
Gly
Glu
115
Phe
Val
Asn
Trp
Lys
_135
Gly
Asn
Val

Val

Asn
275

Arg
Leu
20

Ile
Ala
Ser
Lys
Met
100
Asn
Glu
Gly

Leu

Gly
1890

Tyr’

Leu
Tyr
Rla
Gly

260
Pro

ttc
Phe

Ser
Ser
Gly
Ala
Gly
Ile
85

Bis
Asn
Ser
Asn
His
165
Trp
Thr
Asp
Asn
Val
245
Gln

Gla

gag
Glu

aag
Lys

Met
Glu
Met
Leu
Trp
70

Glu
Arg
Thr
Leu
Phe
150
Leu
Ser
His
Lys
Arg
230
Phe

Leu

Leu

aca tat
Thr Tyr

tge tta
Cys Leu

aaa gta
Lys Val

Asn
Thr
Ser
Gln
55

Ser
Gly
Asn
Gly
Glu
135
Glu
Leu
Asp
Glu
Leu
215
Phe
Pro

Thr

Asp

gtyg
Val

tcg
Ser

aaa
Lys
665

Serx
Asn
Ile
10

Phe
Ala
Tyr
Leu
Ser
120
Gln
Ile
Leu
Gln
Tyr
200
Lys
Arg
His
Arg

Ser
280

32

aca
Thr

gac
Asp
650

tac
TYE

Asn
Met
25

Val
Val
Phe
Ala
Glu
105
Ser
Ala
Pro
Leu
Lys
185
Thr
Asn
Arg
Tyr
Glu

265
Val

gaa
Glu
635
gag
Glu

gcg
Ala

Glu
10

Glu
Ser
Fhe
Met
Lys
90

Thr
Lys
Val

Leu

Arg

170

Ile
Asn
Lys
Glu
Asp
250
Val

Ser

620

tect
Ser

gtc
Val

aaqg
Lys

His
Arg
Glu
Asn
Glu
75

Asn
Tyr
Ala
Glu
Leu
155
Asp
Lys

His

Gly

Ile
235
Val
Tyr

Gln

cag
Gln

tgt
Cys

caa
Gln

Asp
Phe
Leu
Gln
60

His
Lys
Ile
Gln
Arg
140
Thr
Val
Ile
Cys
Ser
220
Thr
Lys
Thr

Leu

att
Iie

ctc
Leu

cte
Leu
670

Tyr
Asp
Leu
45

Leu
Val
Ala
Lys
Gly
125
Gly
Val
Ser
Tyr
Ser
205
Ser
Leu
Ala
Asp

Pro
285

gac
Asp

gat
Asp
655

aat
Asn

Leu
Lys
30

Gly
Trp
Glu
Leu
Leu
110
Arg
Met
Tyr
Val
Tyx

130
Thr

Tyf

Thr
Tyr
Pro

270
Thr

caa
Gln
640

gag
Glu

att
Ile

Lys
15

Asn
Met
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
Pro
Val
Tyr
175
Glu
Trp
Gln
Val
Pro
255

Leu

Phe

1920

1968

201le

2028

Val
Asp
Ile
Arg
Leu
80

Glu
Asn
Ala
Gln
Gln
160
Gly
Lys
Tyr
Asp
Leu
240
Ile
Ile

Ser
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Asp Met Glu Asn Ala Thr Ile Arg Thr Pro His Leu Met Glu Phe Leu
290 295 300
Arg Met Leu Thr Ile Tyr Thr Asp Trp Tyr Ser Val Gly Arg Asn Tyr
305 310 315 320
Tyr Trp Gly Gly His Arg Val Thr Ser Tyr Arg Val Gly Gly Glu Asn
325 330 335
Ile Thr Ser Pro Leu Tyr Gly Ser Glu Ala Asn Gln Glu Leu Pro Arg
340 345 350
Gln Leu Tyr Phe Tyr Gly Pro Val Phe Arg Thr Leu Ser Asn Pro Thr
355 360 365
Leu Arg Tyr Leu Gln Gln Pro Ala Pro Ala Pro Pro Phe Ala Leu Arg
370 375 380
Arg Leu Glu Gly Val Glu Phe His Thr Thr Thr Gly Thr Asp Met Tyr
385 390 395 400
Arg Glu Arg Gly Ser Val Asp Ser Phe Asn Glu Leu Pro Pro Phe Asn
405 " 410 415
Pro Val Gly Leu Pro Arg Asn Ala Tyr Ser His Arg Leu Cys His Ala
420 425 430
Thr Phe Val Arg Lys Ser Gly Thr Pro Tyr Leu Ile Thr Gly Thr Val
435 440 445
Phe Ser Trp Thr His Arg Ser Ala Glu Glu Thr Asn Thr Ile Asp Ser
450 455 460
Asnh Arg Ile Thr Gln Ile Proe Leu Val Lys Ala Tyr Gln Ile Ser Ser
465 470 475 480
Gly Thr Thr Val Arg Arg Gly Pro Gly Phe Thr Gly Gly Asp Ile Leu
485 490 495
Arg Arg Thr Gly Pro Gly Thr Phe Gly Asp Ile Lys Leu Asn Ile Asn
500 505 510
Ser Pro Leu Ser Gln Arg Tyr Arg Val Arg Ile Arg Tyr Ala Ser Thr
515 520 525
Thr Asp Leu Gln Phe Phe Thr Asn Ile Asn Gly Thr Thr Ile Asn Met
530 535 540
Gly Asn Phe Pro Lys Thr Val Asn Asn Ser Ser Ser Glu Gly Tyr Arg
545 550 555 560
Thr Val Ser Phe Ser Thr Pro Phe Ser Phe Ser Asn Ala Gln Ser Ile
565 570 575
Phe Arg Leu Gly Ile Gln Ala Phe Ser Gly Val His Glu Ile His Val
380 585 590
Asp Arg Ile Glu Phe Val Pro Ala Glu Val Thr Phe Glu Ala Glu Tyr
595 600 605
Asp Leu Glu Arg Bla Gln Lys Ala Val Asn Ala Leu Phe Thr Ser Thr
610 615 620
Asn Pro Lys Asp Met Lys Thr Tyr Val Thr Glu Ser Gln Ile Asp Gln
625 630 €35 640
Val Phe Asn Leu Val Glu Cys Leu Ser Asp Glu Val Cys Leu Asp Glu
645 €50 655
Lys Arg Glu Leu Phe Lys Lys Val Lys Tyr Ala Lys Gln Leu Asn Ile
660 665 670
Glu Arg Asn Met
675

<210> 3

<211> 2031

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética que codifica AXMI-150

<400> 3

33
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<210>4
<211>2

atggaggaga
tcagaaacaa
gtcagcgage
ctctggagca
atcgacacca
cacaggaacc
tcaaaagctc
gggatgccge
gctgccaacc
tggagcgace
accaaccact
agctaccaag
gacatcgteg
cagctgacaa
gtcagccagc
atggagttct
tactggggag
ctctatggat
ttcagaacce
tttgctctee
agagaaagag
ccaagaaatyg
ccctacctea
accatcgaca
ggcaccaccyg
cectggecaccet
gtgaggatca
accatcaaca
acgdtgaget
atccaggecct
gaagtcacct
ttcacctcaa
gttttcaace
ttcaagaagyg

031

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ggagcatgaa
acatggagag
tgctggggat
dggctgggaga
agattgaagg
tggagacata
aaggaagggt
agttcgeegt
tccacctget
agaagatcaa
gctccacctyg
attggtacaa
cegtetttee
gggaggtgta
tgccaacctt
tgaggatgct
gccaccgegt
cagaagcaaa
tctctaatec
gccgectgga
gaagcgtgga
cctacagcca
tcaccggcac
gcaacaggat
tcecgecgegg
tcqggegacat
gatatgcttce
tgggcaactt
tctccaccece
tctecggegt
ttgaagcaga
caaaccecaa
tggtggagtyg
tgaaatatgc

ES 2 534 581 T3

cagcaatgaa
atttgacaag
gatccecegge
ttectggatgyg
atatgccaag
catcaagctyg
ggccaactac
cggcaactte
gctgctgaga
gatctactat
gtacaacaga
ctacaacagg
tcattatgat
cacagatcct
ctcagacatyg
caccatctac
caccagectac
ccaggagetg
aaccttgaga
aggagtggag
ttcattcaat
ccgecctetge
cgtgttcagce
cacccagatce
ccctggette
caagctcaac
aacaactgat
cccaaaaact
cttctcctte
ccatgagatc
atatgatctg
ggacatgaaa
cectetetgat
caagcagctc

<223> Secuencia sintética que codifica AXMI-150

<400> 4

catgactacc
aatgatgctc
ggcgccgoec
agcgecttca
aacaaggcgc
ctgaatgaat
tttgagaget
gagatcecge
gatgtttcag
gagaagcagyg
gggctggaca
ttcagaaggg
gtcaaggcct
ctcatcaact
gagaatgcca
actgattggt
agggttggag
cecgeggeage
tatctcecage
ttccacacea
gagctgecge
catgccacct
tggacccacc
ccegetggtga
actggaggag
atcaactcge
cttcagttct
gtcaacaaca
agcaatgctc
catgtggaca
gagagggcgce
acatatgtca
gaagtttget
aacatcgaga

34

tcaaggtttyg
tggagattgy
tccagtttgt
tggagcatgt
tctcagagct
gggagaacaa
tggagcaage
tgctcacegt
tttatggaaa
tgaagtacac
agctgaagaa
agatcacctt
accccatcca
tcaaccccca
ccatcaggac
actectgttgg
Jagaaaacat
tctacttcta
agccggcegeo
ccacceggeac
ccttcaacce
tcgtgaggaa
gctectgetga
aggcctacca
acatcttgag
cgctectecca
tcaccaacat
gcagctcaga
aaagcatctt
ggattgaatt
agaaggcegt
cagaaagcca
tggatgagaa
ggaacatgtyg

tgatgatctt
gatgagcatc
tttcaatcag
ggaggagctyg
ggctgggatg
cactggaage
tgtggagaga
ctatgttcaa
aagatgggge
ccatgagtac
caaaggatca
gacggtgctg
aactgttgge
gctggacagc
gecgeaccety
aaggaactac
cacctegecy
tyggccygty
ggcgeocgeca
cgacatgtac
tgttgggctg
gagcggcace
agaaacaaac
gatctcctca
aagaactgga
aagatacagg
caatggcacc
aggctacagg
ccgcctegge
tgttecctget
caatgctcte
gattgatcaa
gagggagctg
a

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
19380
2031
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<210>5
<211>2

atggaggaga
tcagaaacaa
gtcagcgagce
ctctggagca
atcgacacca
cacaggaacc
tcaaaagcto
gggatgcege
gctgccaace
tggagcgacc
accaaccact
agctaccaag
gacatcgteg
cagctgacaa
gtcagccagc
atggagttct
tactggggag

ctctatggat
ttcagaaccc
tttgctetec
agagaaagag
ccaagaaatyg
cectacctca
accatcgaca
ggcaccaccyg
cetggeaccet
gtygaggatca
accatcaaca
acggtgagct
atccaggcct
gaagtcacct
tttacctcaa
gttttcaacc
ttcaagaagy

028

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

dgagcatgaa
acatggagag
tgctggggat
ggctgggaga
agattgaagg
tggagacata
aaggaagggt
agttecgecgt
tccacctyget
agaagatcaa
gctecaccty
attggtacaa
cegtetttee
gggaggtgta
tgccaacctt
fgaggatgct
gccaccygogt

cagaagcaaa
tctctaatee
geegectgga
gaagcgtgga
cctacagceca
tcaccggcac
gcaacaggat
toccgeegegy
teggegacat
gatatgctte
tgggcaactt
tctccacecce
tctecocggegt
ttgaagcaga
caaaccccaa
tggtggagty
tgaaatatgc

ES 2 534 581 T3

cagcaatgaa
atttgacaay
gatccecegyge
ttctggatgg
atatgccaag
catcaagctyg
ggccaactac
cggcaacttc
getgetgaga
gatctactat
gtacaacaga
ctacaacagg
tcattatgat
cacagatcct
ctcagacatyg
caccatctac
caccagctac

ccaggagctg
aaccttgaga
aggagtggag
ttcattcaat
cegectetge
cgtgttcage
cacccagatce
ccectggette
caagctcaac
aacaactgat
¢cecaaaaact
cttctecttc
ccatgagatc
atatgatcty
ggacatgaaa
cetetetgat
caagcagctc

<223> Secuencia sintética que codifica AXMI-150

<400>5

35

catgactacce
aatgatgcte
ggcgecegece
agcgectica
aacaaggcgce
ctgaatgaat
tttgagagct
gagatceccge
gatgtttcag
gagaagcagg
gggctggaca
ttcagaaggyg
gtcaaggcect
ctcatcaact
gagaatgcca
actgattggt
agggttggag

ccgeggcage
tatctcecagce
ttccacacca
gagctgeege
catgeccacct
tggacccace
cegetggtga
actggaggag
atcaactcgce
cttcagttet
gtcaacaaca
agcaatgctce
catgtggaca
gagagdgcygce
acatatgtca
gaagtttgct
aacatcgaga

tcaaggtttyg
tggagattgg
teccagttigt
tggagcatgt
tctcagaget
ggdagaacaa
tggagcaage
tgctcaceqgt
tttatggaaa
tgaagtacac
agctgaagaa
agatcacctt
accccatcca
tcaacceccea
ccatcaggac
actetgttgg
gagaaaacat

tctacttcta
agccggecgec
ccaccggcac
cctteaacce
tcgtgaggaa
gctcotgetga
aggcctacca
acatcttgag
cgctctceca
tcaccaacat
gcagctcaga
aaagcatctt
ggattgaatt
agaaggccgt
cagaaagcca
tggatgagaa
ggaacatgtyg

tgatgatctt
gatgagcatc
tttcaatcag
ggaggagcty
ggctgggatg
cactggaagc
tgtggagaga
ctatgttcaa
aagatggggc
ccatgagtac
caaaggatca
gacggtgetyg
aactgttggce
gctggacagc
gcogcaccty
aaggaactac
cacctegeed

tgggccggtyg
ggcgecgeca
cgacatgtac
tgttgggctyg
gagcggcace
agaaacaaac
gatctcctca
aagaactgga
aagatacagg
caatggcacc
aggctacagy
cogectegge
tgttoctget
caatgctcta
gattgatcaa
gagggagctyg
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19520
1980
2031
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<210>
<211>
<212>

atggaggaga
tcagaaacaa
gtcagcgagce
ctctggagea
atcgacacca
cacaggaacc
tcaaaagctce
gggatgcege
gctgccaacce
tggagegace
accaaccact
agctaccaag
gacatcgtey
cagctgacaa
gtcagccagc
atggagttct
tactggggag
ctctatggat
ttcagaacce
tttgctctee
agagaaagaqg
ccaagaaatyg
ccctacctca
accatcgaca
ggcaccaccy
cctggcacct
gtgaggatca
accatcaaca
acggtgagct
atccaggcect
gaagtcacct
ttcacctcaa
gttttcaacc
ttcaagaaqqg

6
2028
ADN

ggagcatgaa
acatggagag
tgctggggat
ggctgggaga
agattgaagg
tggagacata
aaggaagggt
agttcgcegt
toccacctget
agaagatcaa
gctccacctg
attggtacaa
cegrtetttee
gggaggtgta
tgccaacctt
tgaggatgct
gecacegegt
cagaagcaaa
tctectaatce
gccgeetgga
gaagcgtoga
cctacagcca
tcaccggcac
gcaacaggat
tecgeeygeygy
teggegacat
gatatgcttc
tgggcaactt
tctcecacccee
tctecggegt
ttgaagcaga
caaaccccaa
tggtggagtyg
tgaaatatgc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 534 581 T3

cagcaatgaa
atttgacaag
gatcccecgge
ttctggatygy
atatgccaag
catcaagctg
ggccaactac
cggcaacttc
gectgetgaga
gatctactat
gtacaacaga
ctacaacagg
tcattatgat
cacagatcct
ctcagacatg
caccatctac
caccagctac
ccaggagety
aaccttgaga
aggagtggag
ttcattcaat
ccgectctge
cgtgttcage
cacccagatc
cectggette
caagctcaac
aacaactgat
cccaaaaact
cttotectte
ccatgagatc
atatgatctg
ggacatgaaa
cctctctgat
caagcagctc

<223> Secuencia sintética que codifica AXMI-150

<400>

6

catgactacc
aatgatgetce
ggcgceogcocco
agegecettea
aacaaggogce
ctgaatgaat
tttgagagct
gagatcccgce
gatgtttcag
dJagaagcadd
gggctggaca
ttcagaayggyg
gtcaaggect
ctcatcaact
gagaatgcca
actgattggt
agggttggag
cegeggcage
tatctccagce
tteccacacca
gagctgcecgce
catgccacct
tggacccacc
ccgetggtga
actggaggag
atcaactcgc
cttecagttet
gtcaacaaca
agcaatgctc
catgtggaca
gagagggcgco
acatatgtca
gaagtttgct
aacatcgaga

36

tcaaggtttg
tggagattgg
tccagttigt
tggagcatgt
tctcagagct
gggagaacaa
tggagcaagc
tgctcaccgt
tttatggaaa
tgaagtacac
agctgaagaa
agatcacctt
accccatceca
tcaaccccca
ccatcaggac
actectgttgg
gagaaaacat
tctacttcta
agceggeges
ccaccggeac
ccttcaaccc
tegtgaggaa
gctctgetga
aggcctacca
acatcttgag
cgctctccca
tcaccaacat
gcagctcaga
aaagcatctt
ggattgaatt
agaaggccgt
cagaaagceca
tggatgagaa
ggaacatg

tgatgatctt
gatgagcatc
tttcaatcag
ggaggagctg
ggctgggatg
cactggaagce
tgtggagaga
ctatgttcaa
aagatggggc
ccatgagtac
caaaggatca
gacggtgctg
aactgttggc
gctggacagc
gecgeacctyg
aaggaactac
cacctcgecyg
tgggccggty
ggcgecgeca
cgacatgtac
tgttgggctyg
gagcggeace
agaaacaaac
gatctcctca
aagaactgga
aagatacagg
caatggcacc
aggctacagg
ccgectcogge
tgttectget
caatgctetc
gattgatcaa
gagggagctyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2028
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atggaggaga
tcagaaacaa
glcagcgagc
ctctggagea
atcgacacca
cacaggaacc
tcaaaagctc
gggatgccgce
gectgccaace
tggagcgacc
accaaccact
agctaccaag
gacatcgteg
cagctgacaa
gtcagccagc
atggagttct
tactggggag
ctctatggat
ttcagaacce
tttgctctce
agagaaagag
ccaagaaatg
ccctacctea
accatcgaca
ggcacecaceyg
cctggeacct
gtgaggatca
accatcaaca
acggtgagct
atccaggect
gaagtcacct
ttcacctcaa
gttttcaacc
ttcaagaagyg

ggagecatgaa
acatggagag
Ltgctggggat
ggctgggaga
agattgaagg
tggagacata
aaggaagggt
agttcgcegt
Lccacctgcet
agaagatcaa
gctecacctg
attggtacaa
ccgtctttee
gggaggtgta
tgccaacctt
tgaggatget
gccaccgegt
cagaagcaaa
tetetaatee
gceegectgga
gaagcgtgga
cctacageca
tcaccggcac
gcaacaggat
tecgeecgeygy
tcggcgacat
gatatgcttc
tgggcaactt
tcteccaccee
tcteceggegt
ttgaagcaga
caaaccccaa
tggtggagty
tgaaatatgc

ES 2 534 581 T3

cagcaatgaa
atttgacaag
gatececcegyge
ttetggatgg
atatgccaag
catcaagety
ggccaactac
cggcaacttc
gctgctgaga
gatttattat
gtacaacaga
ctacaacagg
tcattatgat
cacagatcct
ctcagacatg
caccatctac
caccagctac
ccaggagctg
aaccttgaga
aggagtggag
ttcattcaat
cegectetge
cgtgttcage
cacccagatc
cectyggette
caagctcaac
aacaactgat
cccaaaaact
cttctectte
ccatgagatc
atatgatctg
ggacatgaaa
cctctetgat
caagcagctc

<210>7

<211> 2028

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética que codifica AXMI-150

<400> 7

atggaggaga
tcagaaacaa
gtcagcgagce
ctctggagca
atcgacacca
cacaggaacc
tcaaaagctc

ggagcatgaa
acatggagag
tgctggggat
ggctgggaga
agattgaagy
tggagacata
aaggaagggt

cagcaatgaa
atttgacaag
gatcceccgge
ttctggatgg
atatgccaag
catcaagctyg
ggccaactac

catgactacc
aatgatgctc
ggcgccgeee
agcgecttea
aacaaggcgc
ctgaatgaat
tttgagagct
gagatcccgc
gatgtttcag
gaaaagcagg

gggctggaca
ttcagaaggg

gtcaaggect
ctcatcaact
gagaatgcca
actgattggt
agggttggag
ccgocggcage
tatctcecage
ttccacacca
gagctgecge
catgecacct
tggacecace
ccgetggtga
actggaggay
atcaactcge
cttecagttet
gtcaacaaca
agcaatgctc
catgtggaca
gagagggcgco
acatatgtca
gaagtttget
aacatcgaga

catgactacc
aatgatgctc
ggcgocgececo
agcgccttca
aacaaggcgc
ctgaatgaat
tttgagagct

37

tcaaggtttg
tggagattgg
tccagttigt
tggagcatgt
tctcagagct
gggagaacaa
tggagcaagc
tgctcaccgt
tttatggaaa
tgaagtacac
agctgaagaa
agatcacctt
accccatcca
tcaaccccca
ccatcaggac
actctgttygg
gagazaacat
tctacttcta
agceggeges
ccaccggcac
ccttcaaccce
tcgtgaggaa
gctetgetga
aggcctacca
acatcttgag
cgctctcceca
tcaccaacat
gcagctcaga
aaagcatctt
ggattgaatt
agaaggcegt
cagaaagcca
tggatgagaa
ggaacatg

tcaaggtttg
tggagattgy
tccagtttgt
tggagcatgt
tetcagagct
gggagaacaa
tggagcaagc

tgatgatett
gatgagcatc
tttcaatcag
ggaggagcty
ggctgggatyg
cactggaagce
tgtggagaga
ctatgttcaa
aagatggggc
ccatgagtac
caaaggatca
gacggtgctg
aactgttgge
gctggacage
gcecgecacctg
aaggaactac
cacctegecy
tgggccggty
ggcgecgeca
cgacatgtac
tgttgggcty
gagcggcacc
agaaacaaac
gatctcctca
aagaactgga
aagatacagy
caatggcacc
aggctacagyg
ccgcctegge
tgttecctgct
caatgctctc
gattgatcaa

gagggagcetyg

tgatgatctt
gatgagcatc
tttcaatcag
dggaggagctyg
ggctgggatg
cactggaagc
tgtggagaga

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
10860
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2028

60

120
180
240
300
360
420



10

gggatgccge
gctygcecaacc
tggagcgacc
accaaccact
agctaccaag
gacatcgtcg
cagctgacaa
gtcagccage
atggagttct
tactggggag
ctctatggat
ttcagaaccc
tttgctetee
agagaaagag
ccaagaaatg
ccctacctea
accatcgaca
ggcaccaccy
cectggcacet
gtgaggatca
accatcaaca
acggtgagct
atccaggcct
gaagtcacct
tttacctcaa
gttttcaacc
ttcaagaagg

<210>8

<211> 1806
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

agttcgecegt
tccacctget
agaagatcaa
gctccacctyg
attggtacaa
ccgtctttcc
gggaggtgta
tgccaacctt
tgaggatgct
gecaccygegt
cagaagcaaa
tctctaatee
gecegectgga
gaagcgtgga
cctacagcca
tcaccggcac
gcaacaggat
tccgeecgcgy
tcggegacat
gatatgcttc
tgggcaactt
tctecaccee
tctcoggegt
ttgaagcaga
caaaccccaa
tggtggagtyg
tgaaatatgc

ES 2 534 581 T3

cagcaacttc
gctgctgaga
gatctactat
gtacaacaga
ctacaacagyg
tcattatgat
cacagatcct
ctcagacatg
caccatctac
caccagctac
ccaggagctg
aaccttgaga
aggagtggag
ttcattcaat
cegoctetge
cgtgttcagc
cacccagatc
cocctggette
caagctcaac
aacaactgat
cccaaaaact
cttcteette
ccatgagatc
atatgatctg
ggacatgaaa
cctetcetgat
caagcagcete

<223> Secuencia sintética que codifica axmi-004

<400> 8

gagateceoge
gatgtttcag
gagaagcagqg
gggctggaca
ttcagaaggyg
gtcaaggecct
ctcatcaact
gagaatgceca
actgattggt
agggttggag
ccgcggcage
tatcteccage
ttccacacca
gagctgccge
catgccacct
tggacccace
ccgectggtga
actggaggag
atcaactcge
cttcagttct
gtcaacaaca
agcaatgcte
catgtggaca
Jagagggcegce
acatatgtca
gaagtttgct
aacatcgaga

38

tgctcaccgt
tttatggaaa
tgaagtacac
agctgaagaa
agatcacctt
acccceatcca
tcaacccecca
ccatcaggac
actctgttgyg
gagaaaacat
tctacttcta
agccggcegec
ccaccggcac
ccttcaaccce
tegtgaggaa
gctetgetga
aggcctacca
acatcttgag
cgctetecca
tcaccaacat
gcagctcaga
aaagcatctt
ggattgaatt
agaaggcegt
cagaaagcca
tggatgagaa
ggaacatg

ctatgttcaa
aagatggggc
ccatgagtac
caaaggatca
gacggtgctyg
aactgttggc
gctggacagc
gccgcacctyg
aaggaactac
cacctegocey
tgggccggtg
ggcgccgeca
cgacatgtac
tgttgggety
gagcggcace
agaaacaaac
gatctccteca
aagaactgga
aagatacagg
caatggcacc
aggctacagg
ccgeetegge
tgttcctgct
caatgctcta
gattgatcaa
gagggagctyg

4180
540
€00
660
720
180
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2028



10

<210>9

atgaacagca
aacatggaga
ctgattggga
aggctgggag
aagattgaag
ctggagacat
caaggaaagg
cagttecgecg
ctcecatctge
cagaagatca
tgcgtcaact
gattggtaca
gctctettee
agagaagtct
cttecettect
ttgaggatge
ggacaccygcyg
agagaagcaa
ttgagcaagc
agatcattgg
dggatctgtty
gtttacagcc
accaccggacyg
agcaacatca

gtcagaaaag
tttggagaca
agatatgctt
attggaaact
acagtgagcet
atccaagect
gaataa

<211> 1806
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

aggagcatga
gatttgacaa
tgatccctgg
actcaggaty
gatatgccaa
acatccagct
tggecaacta
Lggagaactt
tgctgectgag
agatttatta
ggtacaacaa
actacaacag
ctcattatga
acacagatcc
tctetgacat
tcaccateta
tcacaagcta
atcaagaagt
caacattgag
aaggagtgga
acagcttcaa
accgectetg
ccatcttcag
tcacececagat

gacctggett
tgaggatcaa
caacaactga
tcccaaaaac
tctecacceee
tctecgygegt

ES 2 534 581 T3

ctacctcaag
gaatgatgct
aggcacygcy
gaatgecttc
gaacaaggcyg
gagaaatgaa
ctatgagagc
cgaggtgcecg
agatgtttct
tgataagcag
gogggctagag
gttcagaagg
tgttcaaaca
tctteteaac
ggaaaatgca
cacagattygg
Lcatgttgga
tccaagagat
geetettecag
gttccacaca
tgagcttect
ccatgcaaca
ctggacccac
tecetetyggty

cactggagga
catcaatgct
tcttcaattt
catcaacaac
cttctectte
ccaagaagtt

<223> Secuencia sintética que codifica axmi-004

<400>9

gtctgcaatg
ctggagattyg
ctgcaatttg
atggagcatyg
ctctecgage
tgggagaatyg
ttggagcaag
ctgctcaccg
gtttatggaa
atcaagtaca
aggctgaaga
gagatgaccc
tatcccatca
ttcaatccaa
accatcagga
tattcagttyg
ggtgaaaaca
ttctacttet
cagecggege
ccaactggca
cccttcaate
tttgtgagga
cgctcageaqg
aaggcctacce

gatatcttga
cctctetete
gtcacctcca
ctcaacaccce
agcaatgctc
tatgttgaca

39

atctttctga
ggatgagcat
ttttcaatca
tggaggagcet
tggctggeat
acatcgagaa
ctgtggagag
Lctatgttca
aatgctgggg
cccatgagta
acaaaggaag
tcaccgtget
cecactgttge
agctacattce
cgecteattt
gaagaaacta
tcagatctece
atggacctgt
cggcgectec
gcttcatgta
ctgttggect
agagceggeac
aagaaacaaa
aaattggaag

gaagaactgg
aaagatacag
tcaatggcac
ttggatcaga
aaagcatctt
agattgagtt

tgccaacatce
cgtcagegag
gctctggage
catcgacacce
ccagaggaac
cagcaaggct
atcaatgceg
agctgccaac
ctggagcgag
caccaaccac
cagctaccaa
ggacattgtt
tcagctgaca
tgtttctcag
gatggagtte
ctactgggga
tctttatgga
gttcaaaaca
tttcaacttg
cagagaaaga
tcctcacaag
gcocatatcte
caccattgaa
cggcaccace

acctggaaca
dgtgaggate
caccatcaac
aggatacagq
cagattgggce
catccctgtyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1240

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1806



10

atgaactcca
aacatggagc
ctcatcggca
cgectoggeg
aagatcgagg
ctcgagacct
cagggcaagyg
cagttcgcecy
ctececacctec
cagaagataa
tgcgtgaact
gactggtaca
gcectettee
cgegaggtgt
cteccgtect
cttaggatge
ggccaccgog
cgcgaggeca
ctcteccaagce
cgctecttag
ggctecegtag
gtgtactctce
accaccggcy
tcaaacatca
gtgcgcaagqg
tteggcgaca
cgctacgeta
atcggcaact
accgtgagcet
atccaggect
gagtga

<210> 10

<211> 1743
<212> ADN
<213> Secuencia atrtificial

<220>

aggagcacga
gcttcgacaa
tgateccagy
actccggeotg
getacgectaa
acatccaget
ftggccaacta
tggagaactt
tectecctecg
agatctacta
ggtacaacaa
actacaaccg
cgcactacga
acaccgaccc
tctecgacat
tcaccatcta
tgacctcata
accaggaggt
cgaccctecy
agggcgtgga
actccttcaa
accgecctcectg
ccatcttctc
tcacccagat
gcccgggcett
tgcgcatcaa
gcaccaccga
tcccgaagac
tctcecaccce
tectecggegt

ES 2 534 581 T3

ctacctcaag
gaacgacgcc
cggcacegec
gaacgcctte
gaacaaggcc
ccgcaacgag
ctacgagtcc
cgaggtgccg
cgacgtgtcc
cgacaagcag
gggcctcgag
cttcegtagyg
cgtgcagacc
gctcctecaac
ggagaacgcce
caccgactgg
ccacgtggygce
gccgegegac
ceegetecag
gttcecacacc
tgagctcccg
ccacgccace
ctggacccac
ccegetegtyg
caccdgaegygce
catcaacgece
cctcecagtte
catcaacaac
gttcteocttc
dgcaagaggtyg

<223> Secuencia sintética que codifica axmi-004

<400> 10

gtgtgcaacg
ctcgagateg
cttcagticg
atggagcacyg
ctctcagage
tgggagaacg
ctegagcecagg
ttactcaccg
gtgtacggca
atcaagtaca
cgcctcaaga
gagatgaccce
tacccgatca
ttecaacccga
accatccgca
tactccgtgg
ggtgagaaca
ttctacttct
cagccggoce
ccgaccggct
ccglttcaace
ttcgtgegea
cgctecgetyg
aaggcctace
gacatcctee
cegetetece
gtgacctcaa
ctcaacaccce
tccaacgcec
tacgtggaca

acctctctga
gcatgtcaat
tgttcaacca
tggaggagct
tegeccggeat
acatagagaa
ccgtggageg
tgtacgtgca
agtgctgggg
cccacgagta
acaagggctc
tcaccgtyget
ccaccgtgge
agctcecactce
cccecgcacct
gccgcaacta
teegetecee
acggcceggt
cggeceegece
cattcatgta
caggtgggect
agtccggcac
aggagaccaa
agatcggctc
geecgcaccegyg
agcgctacecy
tcaacggcac
tcggcteega
agtccatctt
agattgagtt

cgccaacatc
cgtgtecegag
gctetggteo
catcgacacc
ccagcgcaac
ctccaaggcc
ctccatgceyg
agccgctaac
ctggtcecgag
caccaaccac
atcctaccag
cgacatcgtg
ccagttaacc
cgtgtoccag
catggagttc
ctactggggc
getetacgge
gttcaagace
gtttaacctc
cegegagege
cecegeacaag
coccgtaccec
caccatcgag
cggcaccacc
cecegggeace
cgtgcgeate
caccatcaac
gggctaccgc
ccgectegyce
catcccggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1806

atggagcgct tcgacaagaa cgacgecctc gagatcggca tgtcaateght ghtccgagete 60
atcggcatga toccgggcgg caccgecectit cagtitegtgt tcaaccaget ctggteccge 120
ctocggcgact ccggcetyggaa cgecttcaty gageacgtgg aggagctcat cgacaccaag 180

40



10

atcgagggct
gagacctaca
ggcaaggtgg
ttecgeccgtgg
cacctectee
aagataaaga
gtgaactggt
tggtacaact
ctetteeege
gaggtgtaca
ccgtecttet
aggatgctca
caccgegtga
gaggccaacc
fccaagecga
tccttagagg
tcegtagact
tactctcace
accggcgcca
aacatcatca
cgcaagggec
ggcgacatge
tacgctagea
ggcaacttcc
gtgagettct
caggccttet
tga

<210> 11

<211> 1890
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

acgctaagaa
tccagctcecg
ccaactacta
agaacttcga
teccteegega
tctactacga
acaacaaggyg
acaaccgcett
actacgacgt
ccgacceget
ccgacatgga
ccatctacac
cctcatacca
aggaggtgec
ccctecgece
gegtggagtt
ccttcaatga
gcctetgeca
tcttectecty
cccagatcce
cgggettcac
gcatcaacat
ccacegacct
cgaagaccat
ccaccccgth
ccggegtgca

ES 2 534 581 T3

caaggccctc
caacgagtgg
cgagtccctce
ggtgcegtta
cgtgtcegtg
caagcagatc
cctegagege
cegtagggag
gcagacctac
ccteaactte
gaacgccacc
cgactggtac
cgtgggeggt
gcgegactte
gcteccagcag
ccacaccccyg
gctecececgecg
cgeccacctte
gacccaccgce
gctcgtgaag
cggcggegac
caacgccccyg
ccagttecgtg
caacaacctc
ctecttctee
agaggtgtac

<223> Secuencia sintética que codifica axmi-004

<400> 11

tcagagctcyg
gagaacgaca
gagcaggccyg
ctcaccgtgt
tacggcaagt
aagtacaccc
ctcaagaaca
atgaccctca
ccgatcacea
aacccgaagce
atccgcaccc
tcegtgggee
gagaacatcc
tacttctacg
ceggocecygyg
accggctcat
ttcaaccegg
gtgcgcaagt
tcecgetgagyg
gcctaccaga
atcctecygcec
ctctececcage
acctcaatca
aacaccctcyg
aacgcccagt
gtggacaaga

41

ccggcatccea
tagagaactc
tggagcgcte
acgtgcaagce
gctggggctg
acgagtacac
agggctcatc
cegtgctega
ccgtggecca
teccacteegt
cgcacctcat
gcaactacta
gctcecceget
gceccggtgtt
cececegeegtt
tcatgtaccg
tgggectece
cecggeacece
agaccaacac
tcggetecygy
gcaccggece
gctaccgegt
acdggcaccac
gctecgagyyg
ccatetteeyg
ttgagttcat

gcgcaacctc
caaggeccaq
catgccocgeag
cgctaacctc
gtccgagcag
caaccactgce
ctaccaggac
catcgtggee
gttaacccge
gtcccagctc
ggagttectt
ctggggegge
ctacggecge
caagaccctc
taacctecge
cgagcgoygge
gcacaaggtg
gtacctcace
catcgagtca
caccaccgty
gggcacctte
gcgeatceege
catcaacatc
ctaccgcacc
ceteggeate
cccggtggag

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1146
1200
1260
1320
1380
144¢
1500
1560
1620
1680
1740
1743



10

atgagcgagc
atcatcaaca
aacgacctct
attgggatga
tttgtcttca
catgtggagg
gagetggecyg
aatgacatcqg
caagctgttyg
accgtctatg
ggaaaatgct
tacacccatyg
aagaacaagq
acattgacgy
atcaccacceg
cecaagcetyge
aggacgccge
gttggaagga
aacatccgct
ttctatggac
gcgeeggege
ggcagcttca
aaccctgttyg
aggaagagecyg

gctgaagaaa
taccagattg
ttgaggagga
agccaaagat
agcatcaatg
accttggget
gctcaaagca
gacaagattyg

<210> 12

<211> 1890
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tgaagggcaa
ttggaggaayg
cagatgccaa
gcatcgtcte
atcagctgtyg
agctcatcga
gcatccagay
agaacagcaa
aaagatcaat
ttcaagctge
ggggctggag
agtacaccaa
gctcaagcta
tgctggacat
tggcgeaget
attctgtgag
acctgatgga
actactactyg
cgccgctceta
ctgtcttcaa
cgcccttcaa
tgtacagaga
ggctgcocgca
gcacgcegta

ccaacaccat
gatcaggcac
ctggacctgg
acagggtgag
gcaccaccat
cagaaggcta
tcttocgect
agttcatcce

ES 2 534 581 T3

gttcaagaag
agggatgaac
catcaacatyg
cgagctgatt
gtcaaggcty
caccaagatt
gaacctggag
ggctcaaggce
gcectcaatte
caacctcecac
cgagcagaaqg
ccactgcgte
ccaagattgg
cgtggegete
gacaagagaa
ccagctgeeg
gttcttgagg
gggcggceac
tggaagagaa
gaccttgtca
cctgaggage
aagaggatca
caaggtctac
cctcaccacc

cgagagcaac
caccygtgagyg
aacattigga
gatcagatat
caacatcggc
caggacggtg
cggcatccaa
ggtggagtaa

<223> Secuencia sintética que codifica axmi-004

<400> 12

agcaccaaca
agcaaggagc
gagagatttyg
gggatgattc
ggagattctyg
gaaggatatg
acctacatec
aaggtggceca
gctgtggaga
ctgctgctge
atcaagatct
aactggtaca
tacaactaca
tteccteatt
gtctacaceyg
agcttctccg
atgctcacca
cgcgtcacct
gcaaatcazagy
aagccaacat
ttggaaggag
gtggacaget
agccaceygcee
ggcgccatcet

atcatcaccc
aaaggaccty
gacatgagga
gcttcaacaa
aacttcccca
agcttcteca
gccttcictyg

42

ggacctgcty
atgactacct
acaagaatga
ctggagggac
gatggaatgce
ccaagaacaa
agctgaggaa
actactacga
acttcgaggt
tgagagatgt
actacgacaa
acaaggggcet
acaggttcag
atgatgttca
acecegetget
acatggagaa
tctacactga
catatcatgt
aagttccazag
tgaggeeget
ttgagttcca
tcaacgagct
tetgcecatge
tctecatggac

agatcccgcet
gcttecactygy
tcaacatcaa
ctgatcttca
agaccatcaa
cgcccttcag
gagttcaaga

cttgctgaag
caaggtgtgce
tgctetggag
ggcgcetgcasz
cttcatggag
ggcgetctca
tgaatgggag
gagcttggag
geegetgete
ttcagtttat
gcagatcaag
ggagaggcty
aagggagatg
aacctacecc
aaacttcaac
tgccaccate
ttggtattct
tggtggtgag
agatttctac
ccageagecy
cacgccaact
goccgoecctte
caccttegty
ccaccgetct

gatgaaggcec
aggagacatc
cgcgecegetyg
atttgtgaca
caacctcaac
cttcagcaat
agtttatgty

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
ip0z0
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1890



10

15

20

atgagcgage
atcatcaaca
aatgaktcttt
attgggatga
tttgtcttca
catgtggagy
gagctggety
aatgacattyg
caagctgttyg
accgtctatg
ggaaaatgct
tacactcatg
aagaacaaag
acattgacag
atcaccaccy
cccaagcetge
aggacgecys
gttggaagaa
aacatcagat
ttctatggac
gcegecggego
ggcagcecttca
aaccctgtty
aggaagaged
gctgaagaaa
taccaaattg
ttgagaagaa
agccaaagat
agcatcaatg
accktgggct
gctcaaagea
gacaagattg

tgaagggcaa
ttggaggaag
cagatgccaa
gcatcgtctc
atcagctgtg
agctcatcga
gcatccaaag
agaacagcaa
aaagatcaat
ttcaagctge
ggggatggag
agtacaccaa
gatcaagcta
tgctyggacat
tggcgcagcet
attctgtgag
acctgatgga
actactactg
cgccgctcota
ctgtcttcaa
cgccattcaa
tgtacagaga
ggcttectea
gcacgccgta
caaacaccat
gatcaggaac
ctggacctgg
acagggtgag
gcaccaccat
cagaaggcta
tctteegect
agttcatcce

<210>13

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Péptido dirigido al RE

<400> 13

<210> 14

<211> 601

<212> PRT

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 14
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gttcaagaag
aggaatgaac
catcaacatg
cgagctgatt
gtcaaggcett
caccaagatt
aaatttggag
ggctcaagga
gcctcaattt
caacctceac
cgagcagaaqg
cecattgtgte
ccaagattgg
tgtggcgcte
gacaagagaa
ccagctgeca
gttcttgagy
gggcggecac
tggaagagaa
gacattgtca
cttgaggagc
aagaggatca
caaggtctac
cctcaccacc
cgagagcaac
aacagtgagg
aacatttgga
gatcagatat
caacatcggce
caggacyggty
cggcatccaa
ggtggaataa

Lys Asp Glu Leu

agcaccaaca
agcaaggagdc
gaaagatttg
gggatgatte
ggagattctyg
gaaggatatg
acctacatee
aaggtggcca
gctgtggaga
cktgctgectge
atcaagatct
aactggtaca
tacaactaca
tttcctecatt
gtctacaccyg
tcettetecy
atgctcacca
cgegtgacat
gcaaatcaag
aagccaacat
ttggaaggag
gtggacagct
agccaccgec
ggcgecatet
atcatcacce
aaaggacctg
gacatgagga
gcttcaacaa
aacttecccea
agcttctcca
gccttetetyg
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ggacatgctyg
atgactacct
acaagaatga
ctggaggaac
gatggaatge
ccaagaacaa
agctgagaaa
actactatga
acttcegaggt
tgagagatgt
actacgacaa
acaaaggact
acagattcag
atgatgttca
acccgctget
acatggaaaa
tctacactga
catatcatgt
aagttccaag
tgaggccget
ttgagttcca
tcaatgaget
tctgcecatge
tctecatggac
agatccoget
gcttcactgg
tcaacatcaa
ctgatcttca
agaccatcaa
cgccattcag
gagttcaaga

cttgctgaag
caaggtttgc
tgctetyggay
gacgctgcaa
cttcatggag
ggcgctetea
tgaatgggaa
gagcttggag
gccgctgcte
ttcagtttat
gcagatcaag
ggagaggcty
aagagagatg
aacctacccece
aaacttcaac
tgccaccate
ttggtatict
tggtggtgaa
agatttctac
ccagcageeyg
cacaccaact
gcegecatte
aaccttegtyg
ccaccgetcet
ggtgaaggcc
aggagacatce
cgegecgctyg
atttgtgaca
caacctcaac
cttctcaaat
agtttatgty

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
2960
1029
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
18040
1860
1890



Met
Asp
Ile
Thr
Ser
65

Lys
Ile
Aszn
Glu
Glu
145
Leu
Gly
Tyr
Leu
Tyr
225
Ala
Ala
Pro
Asn
Thr
305
Gly
Pro
Phe
Leu
Gly

385
Gly

Aszn
Ala
Gly
Ala
50

Gly
Ile
Gln
Asp
Ser
130
Asn
His
Trp
Thr
Glu
210
Asn
Leu
Gln
Lys
Ala
290
Ile
His
Leu
Tyr
Gln
370
Val

Ser

Ser
Asn
Met
35

Leu
Trp
Glu
Arg
Ile
115
Leu
Phe
Leu
Ser
His
195
Arg
Arg
Phe
Leu
Leu
275
Thr

Tyr

Arg

Tyr
Gly
355
Gln
Glu

Val

Lys
Ile
20

Ser
Gln
Asn
Gly
Asn
100
Glu
Glu
Glu
Leq
Glu
180
Giu
Leu
Phe
Pro
Thr
260
His
Ile
Thr
Val
Gly
340
Pro
Pre

Phe

Asp
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Glu
Asn
Ile
Phe
Ala
Tyr
85

Leu
Asn
Gln
Val
Leu
165
Gln
Tyr
Lys
Arg
His
245
Arg
Ser
Arg
Asp
Thr
325
Arg
Val
Ala
His

Ser
405

His
Met
Val
Val
Phe
70

Ala
Glu
Ser
Ala
Pro
150
Leu
Lys
Thr
Lsn
Arg
230
Tyr
Glu
Val
Thr
Trp
310
Ser
Glu
Phe
Pro
Thr

390
Phe

Asp
Glu
Ser
Phe
55

Met
Lys
Thr
Lys
Val
135
Leu
Aryg
Ile
Asn
Lys
215
Glu
Asp
Val
Ser
Fro
295
Tyr
Tyr
Ala
Lys
Ala
375

Pro

Asn

Tyr
Arg
Glu
40

Asn
Glu
Asn
Tyxr
Ala
120
Glu
Leu
Asp
Lys
His
200
Gly
Met
Val
Tyr
Gln
280
His
Ser
His
Asn
Thr
360
Pro

Thr

Glu

44

Leu
Phe
25

Leu
Gln
His
Lys
Ile
105
Gln
Arg
Thr
Val
Ile
185
Cys
Ser
Thr
Gln
Thr
265
Leu
Leu
Val
Val
Gln
345
Leu
Pro

Gly

Leu

Lys
10

Asp
Ile
Leu
Val
Ala
90

Gln
Gly
Ser
Val
Ser
170
Tyr
Val
Ser
Leu
Thr
250
Asp
Pro
Met
Gly
Gly
330
Glu
Ser
Phe

Ser

Pro
410

Val
Lys
Gly
Trp
Glu
75

Leu
Leu
Lys
Met
Tyr
155
Val
Tyr
Asn
Tyr

Thr

235

Tyr
Pro
Ser
Glu
Arg
315
Gly
Val
Lys
Asn
Phe

395
Pro

Cys
Asn
Met
Ser
60

Glu
Serx
Arg
val
Pro
140
Val
Tyr
Asp
Trp
Gln
220
Val
Pro
Leu
Phe
Phe
300
Asn
Glu
Pro
Pro
Leu
380

Met

Phe

Asn
Asp
Ile
45

Arg
Leu
Glu
Asn
Ala
125
Gln
Gln
Gly
Lys
Tyr
205
Asp
Leu
Ile
Leu
Ser
285
Leu
Tyr
Asn
Arg
Thr
365
Arg
Tyr

Asn

Asp
Ala
30

Pro
Leu
Ile
Leu
Glu
110
Asn
Phe
Ala
Lys
Gln
120
Asn
Trp
Asp
Thr
Asn
270
Asp
Arg

Tyr

Ile

Asp
350
Leu
Ser

Arg

Pro

Leu
15

Leu
Gly
Gly
Asp
Rla
95

Trp
Tyr
Ala
Ala
Cys
175
Ile
Lys
Tyr
Ile
Thr
255
Phe
Mef
Met
Trp
Arg
335
Phe
Arg

Leu

Glu '

Val
415

Ser
Glu
Gly
Asp
Thr
80

Gly
Glu
Tyr
Val
Asn
160
Trp
Lys
Gly
Asn
Val
240
Val
Asn
Glu
Leu
Gly
320
Ser
Tyr
Pro
Glu
Arg

400
Gly



Leu
Arg
Thr
Thr
465
Val
Gly
Ser
Gln
Pro
545
Thr
Phe

Asp

Pro
Lys
His
450
Gln
Arg
Pro
Gln
Phe
530
Lys
val
Arg

Lys

His
Ser
435
Arg
Ile
Lys
Gly
Arg
515
Val
Thx

Ser

Leu

Ile

595

Lys
420
Gly
Ser
Pro

Gly

Thr
500

‘Tyr

Thr
Ile
Phe
Gly

5840
Glu

Val
Thr
Ala
Leu
Pro
485
Phe
Arg
Ser
Asn
Ser
565
Ile

Phe
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Tyr
Pro
Glu
Val
470
Gly
Gly
Val
Ile
Asn
550
Thr
Gln

Ile

Ser
Tyr
Glu
455
Lys
Phe
Asp
Arg
Asn
535
Leu
Pro

Ala

Pro

His
Leu
440
Thr
Ala
Thr
Met
Ile
520
Gly
Asn
Phe
Phe

Val
600

45

Arg
425
Thr
Asn
Tyr
Gly
Arg
505
Arg
Thr
Thr
Ser
Ser

585
Glu

Leu
Thr
Thr
Gln
Gly
490
Ile
Tyr
Thr
Leu
Phe

370
Gly

Cys
Gly
Ile
Ile
475
Asp
Asn
Ala
Ile
Gly
55_5
Ser

Val

His
Ala
Giu
460
Gly
Ile
Ile
Ser
Asn
54Q
Ser

Asn

Gln

Ala
Ile
445
Ser
Ser
Leu
Asn
Thr
525
Ile
Glu
Ala

Glu

Thr
430
Phe
Asn
Gly
Arg
Ala
510
Thr
Gly
Gly
Gln

Val
590

Phe
Ser
Ile
Thr
Arg
495
Pro
Asp
Ash
Tyr
Ser

575
Tyr

Val
Trp
ile
Thr
480
Thr
Leu
Leu
Phe
Arg
560
Ile

Val
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos que tiene actividad plaguicida, donde dicha secuencia de nucledtidos se selecciona del grupo que
consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SECID N° 2;y

¢) una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2.

2. La molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 1, donde dicha molécula de éacido nucleico esta unida
operativamente a un promotor que dirige la expresion de dicha molécula de acido nucleico en una célula vegetal.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1 o 2, donde dicha secuencia de nucleétidos es una secuencia
sintética que se ha disefiado para su expresién en una planta.

4. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, 2 o 3, preferentemente que
comprende adicionalmente una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido heterdlogo.

5. Una célula huésped que contiene el vector de la reivindicacion 4, que es preferentemente:

(2) una célula huésped bacteriana; o
(b) una célula vegetal.

6. Una planta transgénica que comprende la célula huésped vegetal de la reivindicacion 5, donde preferentemente
dicha planta se selecciona del grupo que consiste en maiz, sorgo, trigo, col, girasol, tomate, cruciferas, pimientos,
patata, algodén, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada y colza de semilla oleaginosa.

7. Una semilla transgénica que comprende la molécula de &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0
3.

8. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, donde la secuencia de nucleétidos se selecciona del grupo
que consiste en las SEC ID Nos: 3,4,5,6y 7.

9. Un polipéptido con actividad plaguicida, seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2;

b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2; y

¢) un polipéptido que esté codificado por la SEC ID N°: 1,

preferentemente que comprende ademas secuencias de amino&cidos heterélogas.
10. Una composicion que comprende el polipéptido de la reivindicacién 9, donde:

(a) dicha composicion se selecciona del grupo que consiste en un polvo, un polvo fino, una bolita, un granulo, un
aerosol, una emulsion, un coloide y una solucién;

(b) dicha composicién se puede obtener mediante desecacion, liofilizacion, homogeneizacion, extraccion,
filtracion, centrifugacion, sedimentacion, o concentracion de un cultivo de células bacterianas; o

(c) dicha composicién comprende del 1 % al 99 % en peso de dicho polipéptido.

11. Un método para controlar una poblacion de plagas de lepiddpteros, coledpteros, nematodos o dipteros que
comprende poner en contacto dicha poblacion con una cantidad plaguicidamente eficaz de un polipéptido de la
reivindicacion 9.

12. Un método para destruir una poblacion de plagas de lepiddpteros, coledpteros, nematodos o dipteros que
comprende poner en contacto dicha plaga con, o alimentar a dicha plaga con, una cantidad plaguicidamente eficaz
de un polipéptido de la reivindicacion 9.

13. Un método para producir un polipéptido con actividad plaguicida, que comprende cultivar la célula huésped de la
reivindicacion 4 en condiciones en las que se expresa la molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido.

14. Una planta que tiene incorporado establemente en su genoma una construccion de ADN que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que tiene actividad plaguicida, donde dicha secuencia de
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nucleétidos se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEC ID N°: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SECID N°: 2;y

¢) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2;

donde dicha secuencia de nuclettidos estda unida operativamente a un promotor que dirige la expresion de una
secuencia codificante en una célula vegetal.

15. Un método para proteger a una planta de una plaga, que comprende introducir en dicha planta o célula de la
misma al menos un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
plaguicida, donde dicha secuencia de nucleétidos se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEC ID N°: 1;

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoéacidos de la
SECID N°: 2;y

¢) una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 % con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2,
donde preferentemente dicha planta produce un polipéptido plaguicida que tiene actividad plaguicida contra una
plaga de lepiddpteros, coledpteros, nematodos o dipteros.
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