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DESCRIPCION
Uso combinado de proteinas cry1ca y crylab para la gestion de la resistencia a insectos
Antecedentes de la invencion

Los seres humanos cultivan maiz para aplicaciones alimentarias y energéticas. Los seres humanos cultivan también
muchas otras cosechas, incluyendo judias de soja y algodén. Los insectos se comen y dafian las plantas y socavan
asi estos esfuerzos humanos. Se gastan miles de millones de dolares cada afio en controlar las plagas de insectos y
se pierden miles de millones adicionales por los dafios que ocasionan. Los insecticidas quimicos organicos sintéticos
han sido las herramientas principales usadas para controlar las plagas de insectos, pero los insecticidas biolégicos,
tales como las proteinas insecticidas derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt), han desempefiado un papel importante
en algunas zonas. La capacidad de producir plantas resistentes a insectos mediante transformacion con genes de la
proteina insecticida de Bt ha revolucionado la agricultura moderna y ha elevado la importancia y valor de las
proteinas insecticidas y sus genes.

Se han usado varias proteinas de Bt para crear las plantas transgénicas resistentes a insectos que se han registrado
y comercializado exitosamente hasta la fecha. Estas incluyen Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Fa y Cry3Bb en maiz, Cry1Acy
Cry2Ab en algoddn y Cry3A en patata.

Los productos comerciales que expresan estas proteinas expresan una sola proteina excepto en casos en que se
desee un espectro insecticida combinado de 2 proteinas (p.ej., Cry1Ab y Cry3Bb en maiz combinadas para
proporcionar resistencia a plagas de lepidopteros y gusano de las raices, respectivamente) o cuando la accion
independiente de las proteinas las hace utiles como herramienta para retardar el desarrollo de resistencia en
poblaciones de insectos sensibles (p.ej., Cry1Ac y Cry2Ab en algodén combinadas para proporcionar gestion de la
resistencia para gusano cogollero del tabaco).

Es decir, algunas de las cualidades de las plantas transgénicas resistentes a insectos que han conducido a una
rapida y amplia adopcion de esta tecnologia dan lugar también a la preocupacion de que las poblaciones de plagas
desarrollen resistencia a las proteinas insecticidas producidas por estas plantas. Se han sugerido varias estrategias
para conservar la utilidad de los rasgos de resistencia a insectos basados en Bt que incluyen utilizar proteinas a
dosis alta en combinacion con un refugio y en alternancia con, o coutilizaciéon de, diferentes toxinas (McGaughey et
al. (1998), "B.t. Resistance Management," Nature Biotechnol. 16: 144-146).

Las proteinas seleccionadas para uso en un apilamiento de gestion de resistencia a insectos (IRM) tienen que
ejercer su efecto insecticida independientemente, de modo que la resistencia desarrollada a una proteina no confiera
resistencia a la segunda proteina (concretamente, no haya resistencia cruzada a las proteinas). Por ejemplo, si una
poblacion de plagas seleccionadas por resistencia a la “proteina A” es insensible a la “proteina B”, se concluiria que
no hay sensibilidad cruzada y que una combinacion de proteina A y proteina B seria eficaz en el retardo de la
resistencia a proteina A sola.

En ausencia de poblaciones de insectos resistentes, pueden hacerse valoraciones basandose en otras
caracteristicas que se suponen relacionadas con el mecanismo de accion y el potencial de resistencia cruzada. Se
ha sugerido la utilidad de la unién mediada por receptor en la identificacion de proteinas insecticidas que es probable
que no exhiban resistencia cruzada (van Mellaert et al. 1999). El predictor clave de la falta de resistencia cruzada
inherente en este enfoque es que las proteinas insecticidas no compitan por los receptores en una especie de
insecto sensible.

En el caso de que dos toxinas Cry de B. compitan por el mismo receptor, entonces si ese receptor muta en ese
insecto de modo que una de las toxinas no se una ya al receptor, y por tanto no sea ya insecticida contra el insecto,
podria ser también el caso de que el insecto fuera resistente a la segunda toxina (que se une competitivamente al
mismo receptor). Sin embargo, si dos toxinas se unen a receptores diferentes, esto podria ser una indicacion de que
el insecto no seria simultaneamente resistente a estas dos toxinas.

Cry1Ab es una proteina insecticida actualmente usada en maiz transgénico para proteger plantas de una variedad
de plagas de insectos. Es una plaga clave del maiz para la que Cry1Ab proporciona proteccion el barrenador
europeo del maiz.

Se enumeran toxinas Cry adicionales en el sitio web del comité de nomenclatura oficial de B.t. (Crickmore ef al.;
lifesci.Sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). Véase el Apéndice A adjunto. Hay actualmente casi 60 grupos
principales de toxinas "Cry" (Cry1-Cry59), con toxinas Cyt y toxinas VIP adicionales y similares. Muchos de cada
grupo numeérico tienen subgrupos en mayuscula, y los subgrupos en mayuscula tienen subsubgrupos en minuscula.
(Cry1 tiene A-L, y Cry1A tiene a-i, por ejemplo).

Breve compendio de la invencion

La invencioén en cuestion se refiere en parte al sorprendente descubrimiento de que Cry1Ca es muy activa contra el
barrenador de cafia de azucar, incluyendo una poblacién de barrenador de cafa de azlcar que es resistente a
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Cry1Ab. Como un especialista en la técnica reconocera con el beneficio de esta divulgacion, las plantas productoras
de Cry1Cay Cry1Ab (incluyendo las porciones insecticidas de las mismas) seran utiles en el retardo o la prevencion
del desarrollo de resistencia a cualquiera de estas proteinas insecticidas solas. Un gen cry1Fa, por ejemplo, podria
también apilarse con estos dos genes/proteinas de par de bases.

La invencion en cuestion se refiere también al descubrimiento de que Cry1Ca y Cry1Ab no compiten entre si por la
unioén a receptores intestinales del cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda; FAW).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 — Competicién por la union a BBMV de Spodoptera frugiperda por el nucleo de toxina Cry1Ab, el nucleo de
toxina Cry1Ca y la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca marcada con 125I.

Figura 2 — Competicion por la unién a BBMV de Spodoptera frugiperda por el nicleo de toxina Cry1Ca, el nucleo de
toxina Cry1Ab y la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab marcada con 125I.

Breve descripcion de la secuencia

SEQ ID NO:1 - proteina quimérica de nucleo de Cry1Cal/protoxina de Cry1Ab de 1164 aa (DIG-152)
SEQ ID NO:2 — un nucleo de toxina Cry1Ca

SEQ ID NO:3 — un nucleo de toxina Cry1Ab

Descripcion detallada de la invencién

La invencion en cuestion se refiere en parte al sorprendente descubrimiento de que Cry1Ca es muy activa contra
una poblacion de barrenador de cafia de azucar (SCB; Diatraea saccharalis) que es resistente a Cry1Ab. Por
consiguiente, la invencion en cuestion se refiere en parte al sorprendente descubrimiento de que puede usarse
Cry1Ca en combinacion o “apilada” con Cry1Ab para combatir el desarrollo de resistencia a cualquiera de estas
proteinas insecticidas solas. Dicho de otra manera, la invencién en cuestién se relaciona en parte con el
sorprendente descubrimiento de que una poblacién de barrenador de cafia de azlcar seleccionada por resistencia a
Cry1Ab no es resistente a Cry1Ca; los barrenadores de la cafia de azicar que son resistentes a la toxina Cry1Ab
son sensibles (concretamente, no son resistentes cruzados) a Cry1Ca. Por tanto, la invencion en cuestion incluye el
uso de la toxina Cry1Ca para controlar poblaciones de barrenador de cafia de azlcar que sean resistentes a
Cry1Ab.

Como un especialista en la materia reconocera con el beneficio de esta divulgacién, las plantas que expresen
Cry1Ca y Cry1Ab (incluyendo las porciones insecticidas de las mismas) seran utiles en el retardo o prevencion del
desarrollo de resistencia a cualquiera de estas proteinas insecticidas solas.

La invencion en cuestion incluye el uso de Cry1Ca para proteger cafia de azucar y otras especies de plantas
econémicamente importantes del dafio y pérdida de rendimiento causados por el barrenador de cafia de azulcar o
poblaciones de barrenador de la cafia de azicar que hayan desarrollado resistencia a Cry1Ab. El barrenador de
cafia de azUcar puede ser también una plaga del maiz. Esto es particularmente cierto en algunos paises de América
central y del sur tales como Brasil y Argentina. Por tanto, el maiz, por ejemplo, puede protegerse también segun la
invencion en cuestion.

La invencion en cuestion ensefia por tanto un apilamiento de gestion de resistencia a insectos (IRM) para prevenir o
mitigar el desarrollo de resistencia a Cry1Ab y/o Cry1Ca por el barrenador de cafia de azucar.

Ademas, los estudios de unién a receptor que usan Cry1Ca radiomarcada y tejidos del insecto Spodoptera
frugiperda, cogollero del maiz (FAW), muestran que Cry1Ab no compite por el sitio de unién de alta afinidad al que
se une Cry1Ca. Estos resultados indican que la combinacion de Cry1Ab y Cry1Ca puede usarse como un medio
eficaz para mitigar el desarrollo de resistencia a Cry1Ab y/o Cry1Ca en poblaciones de insectos (tales como FAW y
SCB) para plantas (tales como maiz y cafa de azucar) productoras de ambas proteinas. Aunque los estudios de
superposicion de toxinas demostraron que la proteina Cry1Ca se unia a dos proteinas en BBMV de S. frugiperda,
una de 40 kDa y otra de 44 kDa, mientras que la proteina Cry1Ab se unia a una sola proteina de 150 kDa (Aranda et
al., 1996), eso no se relacionaba con estudios de unién no competitiva.

Por tanto, la invenciéon en cuestion incluye también la combinacién de Cry1Ca y Cry1Ab como apilamiento de IRM
para mitigar el desarrollo de resistencia a cualquier proteina por cogollero del maiz y/o barrenador de cafa de
azucar, o poblaciones de barrenador de cafia de azucar que han desarrollado resistencia a Cry1Ab.

La presente invencion proporciona composiciones para controlar plagas de lepidépteros que comprenden células
que expresan una proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1Ca y una proteina que contiene un nucleo de
toxina Cry1Ab;

un hospedador transformado para expresar tanto una proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1Ab como una
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proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1C, en el que dicho hospedador es un microorganismo o célula
vegetal (el o los polinucledtidos en cuestion estan generalmente en un constructo genético bajo el control de (o
ligado operativamente a/que comprende) un promotor no de Bacillus thuringiensis; los polinucledtidos en cuestion
pueden comprender el uso de coddn para una expresion potenciada en una planta);

un método de control de plagas de lepidopteros que comprende poner en contacto dichas plagas o el ambiente de
dichas plagas con una cantidad eficaz de una composiciéon que produce una proteina que contiene un nucleo de
toxina Cry1Ab y una célula que expresa una proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1C;

una planta (tal como una planta de maiz, o judias de soja o algoddn o cafia de azucar, por ejemplo) que comprende
ADN que codifica una proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1Ca y ADN que codifica una proteina que
contiene un nucleo de toxina Cry1Ab, y semillas de dicha planta;

una planta, tal como una planta de maiz, o judias de soja, o algodén o cafia de azucar, por ejemplo), en la que se ha
introducido ADN que codifica una proteina que contiene u nucleo de toxina Cry1Ca y ADN que codifica una proteina
que contiene un nucleo de toxina Cry1Ab en dicha planta de maiz, y semillas de dicha planta.

Se ha demostrado, por ejemplo, que Cry1Ca (proteina de Pseudomonas fluorescens recombinante cepa
MR1206/DC639; plasmido pMYC2547) es muy eficaz en el control de poblaciones de barrenador de cafia de azucar
(SCB; Diatraea saccharalis) en bioensayos de dieta artificial, que se han seleccionado por resistencia a Cry1Ab.
Esto indica que Cry1Ca es util en el control de poblaciones de SCB que han desarrollado resistencia a Cry1Ab o en
la mitigacién del desarrollo de resistencia a Cry1Ab en poblaciones de SCB.

Basandose en parte en los datos descritos en la presente memoria, la coexpresion de Cry1Ca y Cry1Ab puede
producir una alta dosis de apilamientos de IRM para controlar SCB. Pueden afadirse otras proteinas a esta
combinacion para ampliar espectro. Por ejemplo, en maiz, la adicion de Cry1Fa crearia un apilamiento de IRM para
el barrenador europeo del maiz (ECB), Ostrinia nubilalis (Hiibner), mientras que afiade aun otro MOA para el control
de SCB.

Para una revision de Cry1C como bioinsecticida potencial de plantas véase (Avisar ef al. 2009). Avisar D, Eilenberg
H, Keller M, Reznik N, Segal M, Sneh B, Zilberstein A (2009) “The Bacillus thuringiensis delta-endotoxin Cry1C as a
potential bioinsecticide in plants”. Plant Science 176: 315-324.

Receptores de insecto. Como se describe en los Ejemplos, estudios de unién competitiva de receptor que usan
proteina de nucleo de toxina Cry1Ca radiomarcada muestran que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab no compite
por el sitio de alta afinidad presente en tejidos del insecto FAW al que se une Cry1Ca. Estos resultados indican que
la combinacion de proteinas Cry1Ab y Cry1Ca seria un medio eficaz para mitigar el desarrollo de resistencia a
Cry1Ab en poblaciones de FAW (e igualmente, el desarrollo de resistencia a Cry1Ca), y aumentarian probablemente
el nivel de resistencia a esta plaga en plantas de maiz que expresen ambas proteinas.

Estos datos sugieren también que Cry1Ca seria eficaz en el control de poblaciones de SCB que hayan desarrollado
resistencia a Cry1Ab. Una opcion de utilizacion seria usar estas proteinas Cry en geografias donde Cry1Ab se haya
vuelto ineficaz en el control de SCB debido al desarrollo de resistencia. Otra opcién de utilizacion seria usar Cry1Ca
en combinacién con Cry1Ab para mitigar el desarrollo de resistencia a Cry1Ab de SCB.

Las combinaciones de las toxinas descritas en la invencion pueden usarse para controlar plagas de lepidopteros.
Los lepiddpteros adultos, concretamente mariposas y polillas, se alimentan principalmente de néctar de flores. Las
larvas, concretamente orugas, se alimentan casi todas de plantas, y muchas son plagas graves. Las orugas se
alimentan de o dentro del follaje o en las raices o tallos de una planta, privando a la planta de nutrientes y
destruyendo a menudo la estructura de soporte fisico de la planta. Adicionalmente, las orugas se alimentan de fruta,
tejido y granos y harinas almacenados, estropeando estos productos para la venta o disminuyendo su valor en gran
medida. Como se usa en la presente memoria, la referencia a plagas de lepidoptero hace referencia a diversas
etapas vitales de la plaga, incluyendo etapas larvales.

Las toxinas quiméricas de la invencién en cuestion comprenden una porcién de nucleo de toxina N-terminal
completo de una toxina de B.t. y, en algun punto después del final de la porcién de toxina, la proteina tiene una
transicion a una secuencia de protoxina heteréloga. Se hace referencia a la porcion de toxina N-terminal de una
toxina de B.t. en la presente memoria como el “ndcleo” de toxina. La transicion al segmento de protoxina heteréloga
puede aparecer aproximadamente en la unién toxina/protoxina o, como alternativa, puede retenerse una porcién de
la protoxina nativa (que se extiende después de la porcidon de toxina), con la transicion a la protoxina heterdloga
apareciendo mas adelante.

Como ejemplo, una toxina quimérica de la invencion en cuestion tiene la porcion de nucleo de toxina completo de
Cry1Ab (aminoacidos 1 a 601) y una protoxina heteréloga (aminoacidos 602 al extremo C). En una realizacion
preferida, la porcién de una toxina quimérica que comprende la protoxina deriva de una toxina proteina Cry1Ab.
Como segundo ejemplo, una segunda toxina quimérica de la invencién en cuestiéon, como se divulga en la SEQ ID
NO:1 (DIG-152), tiene la porcidon de nucleo de toxina completo de Cry1Ca (aminoacidos 1 a 619) y una protoxina
heteréloga (aminoacidos 620 al extremo C). En una realizacion preferida, la porcion de toxina quimérica que
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comprende la protoxina deriva de una toxina proteina Cry1Ab.

Un especialista en esta materia apreciara que las toxinas de B.t., incluso dentro de una cierta clase tal como
Cry1Ca, variaran en cierta medida en longitud y la localizacién precisa de la transicion de porcion de toxina a porcion
de protoxina. Tipicamente, las toxinas cry1Ca son de aproximadamente 1150 a aproximadamente 1200 aminoacidos
de longitud. La transicion de porcion de toxina a porcién de protoxina aparecera tipicamente a entre
aproximadamente 50 % y aproximadamente 60 % de la toxina completa. La toxina quimérica de la invencion en
cuestion incluira la expansion completa de esta porcion de nucleo de toxina N-terminal. Por tanto, la toxina quimérica
comprendera al menos aproximadamente un 50 % de la toxina de B.t. cry1Ca o Cry1Ab completa. Esta sera
tipicamente de al menos aproximadamente 590 aminoacidos. Con respecto a la porcién de protoxina, la expansion
completa de la porcion de protoxina de Cry1A(b) se extiende desde el final de la porcion de toxina al extremo C de la
molécula. Son los ultimos aproximadamente 100 a 150 aminoacidos de esta porcién los que son mas criticos para
incluir en la toxina quimérica de la invencién en cuestion.

Genes y toxinas. Los genes y toxinas utiles segun la invencion en cuestiéon incluyen no solo las secuencias
completas divulgadas, sino también fragmentos de estas secuencias, variantes, mutantes y proteinas de fusion que
retienen la actividad plaguicida caracteristica de las toxinas especificamente ejemplificadas en la presente memoria.
Como se usa en la presente memoria, los términos “variantes” o “variaciones” de genes hacen referencia a
secuencias nucleotidicas que codifican las mismas toxinas o que codifican toxinas equivalentes que tienen actividad
plaguicida. Como se usa en la presente memoria, el término “toxinas equivalentes” hace referencia a toxinas que
tienen la misma o esencialmente la misma actividad bioldgica contra las plagas diana que las toxinas reivindicadas.

Como se usa en la presente memoria, los limites representan aproximadamente un 95 % (Cry1Ab y 1Ca), un 78 %
(Cry1Ay Cry1C) y un 45 % (Cry1) de identidad de secuencia segun la "Revision of the Nomenclature for the Bacillus
thuringiensis Pesticidal Crystal Proteins," N. Crickmore, D.R. Zeigler, J. Feitelson, E. Schnepf, J. Van Rie, D.
Lereclus, J. Baum y D.H. Dean. Microbiology and Molecular Biology Reviews (1998) Vol 62: 807-813. Estos cortes
pueden aplicarse también a los nucleos de toxina solos (para toxinas Cry1Ab y Cry1C). Los nimeros de GENBANK
enumerados en el Apéndice A adjunto pueden usarse también para obtener secuencias de cualquiera de los genes y
proteinas divulgados o mencionados en la presente memoria.

Deberia ser evidente para un especialista en esta materia que los genes que codifican toxinas activas pueden
identificarse y obtenerse mediante varios medios. Los genes especificos o porciones génicas ejemplificados en la
presente memoria pueden obtenerse a partir de los aislamientos depositados en un depésito de cultivos como se
describe anteriormente. Estos genes, o porciones o variantes de los mismos, pueden construirse también
sintéticamente, por ejemplo, mediante el uso de un sintetizador génico. Pueden construirse facilmente variaciones
de genes usando técnicas estandares para elaborar mutaciones puntuales. También pueden elaborarse fragmentos
de estos genes usando exonucleasas o endonucleasas comercialmente disponibles segun procedimientos
estandares. Por ejemplo, pueden usarse enzimas tales como Bal31 o mutagénesis dirigida a sitio para cortar
sistematicamente nucledtidos de los extremos de estos genes. También pueden obtenerse genes que codifican
fragmentos activos usando una variedad de enzimas de restriccion. Las proteasas pueden usarse para obtener
directamente fragmentos activos de estas toxinas.

Los fragmentos y equivalentes que retienen la actividad plaguicida de las toxinas ejemplificadas estarian dentro del
alcance de la invencion en cuestidon. También, debido a la redundancia del cédigo genético, una variedad de
secuencias de ADN diferentes puede codificar las secuencias aminoacidicas divulgadas en la presente memoria.
Esta dentro de las habilidades de un persona entrenada en la materia crear estas secuencias de ADN alternativas
que codifican las mismas, o esencialmente las mismas, toxinas. Estas secuencias de ADN variantes estan dentro del
alcance de la invencién en cuestién. Como se usa en la presente memoria, la referencia a “esencialmente la misma”
secuencia hace referencia a secuencias que tienen sustituciones, deleciones, adiciones o inserciones aminoacidicas
que no afectan materialmente a la actividad plaguicida. Los fragmentos que retienen actividad plaguicida estan
también incluidos en esta definicion.

Es un método adicional para identificar las toxinas codificadas por genes y porciones de genes utiles segun la
invencion en cuestion mediante el uso de sondas oligonucleotidicas. Estas sondas son secuencias nucleotidicas
detectables. Estas secuencias pueden ser detectables en virtud de un marcador apropiado o pueden hacerse
inherentemente fluorescentes como se describe en la solicitud internacional n°® WO93/16094. Como es bien conocido
en la materia, si la molécula de sonda y la muestra de acido nucleico hibridan formando un enlace fuerte entre las
dos moléculas, puede suponerse razonablemente que sonda y muestra tienen una homologia sustancial.
Preferiblemente, la hibridacion se realiza en condiciones rigurosas mediante técnicas bien conocidas en la materia,
como se describen por ejemplo en Keller, G. H., M. M. Manak (1987) “DNA Probes”, Stockton Press, Nueva York,
N.Y., pag. 169-170. Algunos ejemplos de combinaciones de concentraciones salinas y temperatura son como sigue:
(en orden de rigor creciente): 2X SSPE o SSC a temperatura ambiente; 1X SSPE o SSC a 42 °C; 0,1X SSPE o SSC
a 42 °C; 0,1X SSPE o SSC a 65 °C. La deteccion de la sonda proporciona un medio para determinar de manera
conocida si ha aparecido hibridacion. Dicho analisis de sonda proporciona un método rapido para identificar genes
que codifican toxinas de la invencion en cuestion. Los segmentos nucleotidicos que se usan como sondas segun la
invencion pueden sintetizarse usando un sintetizador de ADN y procedimientos estandares. Estas secuencias
nucleotidicas pueden usarse también como cebadores de PCR para amplificar genes de la invencion en cuestion.
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Ciertas toxinas de la invencién en cuestion se han ejemplificado especificamente en la presente memoria. Puesto
que estas toxinas son meramente ejemplares de las toxinas de la invencion en cuestion, deberia ser faciimente
evidente que la invencion en cuestion comprende toxinas variantes o equivalentes (y secuencias nucleotidicas que
codifican toxinas equivalentes) que tienen la misma o similar actividad plaguicida que la toxina ejemplificada. Las
toxinas equivalentes tendran homologia aminoacidica con una toxina ejemplificada. Esta homologia aminoacidica
sera tipicamente mayor del 75 %, preferiblemente mayor del 90 %, y lo mas preferiblemente mayor del 95 %. La
homologia aminoacidica sera maxima en regiones criticas de la toxina que dan cuenta de la actividad biolégica o
estan implicadas en la determinacion de la configuracioén tridimensional que es responsable en ultima instancia de la
actividad bioldgica. A este respecto, ciertas sustituciones aminoacidicas son aceptables y pueden esperarse si estas
sustituciones estan en regiones que no son criticas para la actividad o son sustituciones aminoacidicas
conservativas que no afectan la configuracién tridimensional de la molécula. Por ejemplo, los aminoacidos pueden
disponerse en las siguientes clases: no polares, polares no cargados, basicos y acidos. Las sustituciones
aminoacidicas conservativas mediante las que se reemplaza un aminoacido de una clase por otro aminoacido del
mismo tipo entran dentro del alcance de la invencion en cuestion, a condicién de que la sustitucion no altere
materialmente la actividad bioldgica del compuesto. La Tabla 1 proporciona un listado de ejemplos de aminoacidos
pertenecientes a cada clase.

Tabla 1

Clase de aminoacido Ejemplos de aminoacidos

No polares Ala, Val, Leu, lle, Pro, Met, Phe, Trp
Polares no cargados Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn
Acidos Asp, Glu

Basicos Lys, Arg, His

En algunos casos, pueden hacerse también sustituciones no conservativas. El factor critico es que estas
sustituciones no deben restar significativamente actividad bioldgica de la toxina.

Hospedadores recombinantes. Los genes que codifican las toxinas de la invencién en cuestion pueden introducirse
en una amplia variedad de hospedadores microbianos o vegetales. La expresién del gen de toxina da como
resultado, directa o indirectamente, la produccion intracelular y el mantenimiento del plaguicida. Pueden usarse la
transferencia conjugada y la transferencia recombinante para crear una cepa de B.t. que exprese ambas toxinas de
la invencion en cuestion. Pueden transformarse también otros organismos hospedadores con uno o ambos de los
genes de toxina y usarse entonces para lograr un efecto sinérgico. Con hospedadores microbianos adecuados, p.ej.
Pseudomonas, los microbios pueden aplicarse al sitio de la plaga, donde proliferaran y se ingeriran. El resultado es
el control de la plaga. Como alternativa, el microbio que alberga el gen de toxina puede tratarse en condiciones que
prolonguen la actividad de la toxina y estabilicen la célula. La célula tratada, que retiene la actividad toxica, puede
aplicarse entonces al ambiente de la plaga diana.

Cuando se introduce el gen de la toxina de B.t. a través de un vector adecuado en un hospedador microbiano, y se
aplica dicho hospedador al ambiente en estado vivo, es esencial usar ciertos microbios hospedadores. Se
seleccionan microorganismos hospedadores que son conocidos por ocupar la “fitosfera” (filoplano, filosfera, rizosfera
y/o rizoplano) de una o mas cosechas de interés. Estos microorganismos se seleccionan para ser capaces de
competir exitosamente en el ambiente particular (cosecha y otros habitat de insectos) con los microorganismos de
tipo silvestre, proporcionar un mantenimiento estable y expresion del gen que expresa el plaguicida polipeptidico vy,
deseablemente, proporcionar una proteccion mejorada al plaguicida ante la degradacion e inactivaciéon ambientales.

Son conocidos un gran nimero de microorganismos que habitan el filoplano (la superficie de las hojas de plantas)
y/o la rizosfera (el suelo que rodea las raices de plantas) de una amplia variedad de cosechas importantes. Estos
microorganismos incluyen bacterias, algas y hongos. Son de particular interés microorganismos tales como
bacterias, p.€j., los géneros Pseudomonas, Erwinia, Serratia, Klebsiella, Xanthomonas, Streptomyces, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Methylophilius, Agrobactenum, Acetobacter, Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter,
Leuconostoc y Alcaligenes; hongos, particularmente levadura, p.ej. los géneros Saccharomyces, Cryptococcus,
Kluyveromyces, Sporobolomyces, Rhodotorula y Aureobasidium. Son de particular interés especies bacterianas de
fitosfera como Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Acetobacter xylinum,
Agrobactenium tumefaciens, Rhodopseudomonas spheroides, Xanthomonas campestris, Rhizobium melioti,
Alcaligenes entrophus y Azotobacter vinlandii; y especies de levadura de fitosfera tales como Rhodotorula rubra, R.
glutinis, R. marina, R. aurantiaca, Cryptococcus albidus, C. diffluens, C. laurentii, Saccharomyces rosei, S.
pretoriensis, S. cerevisiae, Sporobolomyces roseus, S. odorus, Kluyveromyces veronae y Aureobasidium pollulans.
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Son de particular interés los microorganismos pigmentados.

Estan disponibles una amplia variedad de modos para introducir un gen de B.t. que codifica una toxina en un
microorganismo hospedador en condiciones que permitan el mantenimiento estable y la expresion del gen. Estos
métodos son bien conocidos por los especialistas en la materia y se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU.
n° 5.135.867, que se incorpora a la presente memoria como referencia.

Tratamiento de células. Los Bacillus thuringiensis o células recombinantes que expresan las toxinas de B.t. pueden
tratarse para prolongar la actividad de la toxina y estabilizar la célula. La microcapsula de plaguicida que se forma
comprende la toxina o toxinas de B.t. en una estructura celular que se ha estabilizado y protegera la toxina cuando
se aplique la microcapsula al ambiente de la plaga diana. Las células hospedadoras adecuadas pueden incluir
procariotas o eucariotas, estando limitadas normalmente a aquellas células que no producen sustancias téxicas para
organismos superiores, tales como mamiferos. Sin embargo, podrian usarse organismos que producen sustancias
toxicas para organismos superiores cuando las sustancias toxicas sean inestables o el nivel de aplicacion sea
suficientemente bajo como para evitar la posibilidad de toxicidad para un hospedador mamifero. Como
hospedadores, seran de particular interés los procariotas y los eucariotas inferiores, tales como hongos.

La célula estara habitualmente intacta y estara sustancialmente en forma proliferativa cuando se trate, en lugar de
en forma de espora, aunque pueden emplearse esporas en algunos casos.

El tratamiento de las células microbianas, p.ej. un microbio que contiene el gen o genes de la toxina de B.t., puede
ser por medios quimicos o fisicos o por una combinacion de medios quimicos y/o fisicos, a condicion de que la
técnica no afecte negativamente las propiedades de la toxina, ni disminuya la capacidad celular de proteccion de la
toxina. Los ejemplos de reactivos quimicos son agentes halogenantes, particularmente halégenos de n° atémico 17-
80. Mas particularmente, puede usarse yodo en condiciones suaves y durante suficiente tiempo para conseguir los
resultados deseados. Otras técnicas adecuadas incluyen el tratamiento con aldehidos tales como glutaraldehido,
antiinfecciosos tales como cloruro de zefiran y cloruro de cetilpiridinio; alcoholes tales como isopropilico y etanol:
diversos fijadores histolégicos tales como yodo de Lugol, fijador de Bouin, diversos acidos y fijador de Helly (véase:
Humason, Gretchen L., “Animal Tissue Techniques”, W. H. Freeman and Company, 1967); o una combinacion de
agentes fisicos (calor) y quimicos que conserve y prolongue la actividad de la toxina producida en la célula cuando
se administra la célula al ambiente del hospedador. Los ejemplos de medios fisicos son radiacion de longitud de
onda corta tal como radiacion gamma y radiacion X, congelacion, irradiacion UV, liofilizacién y similares. Se divulgan
métodos para el tratamiento de células microbianas en las patentes de EE.UU. n° 4.695.455 y 4.695.462, que se
incorporan a la presente memoria como referencia.

Las células tendran generalmente una estabilidad estructural potenciada que potenciara la resistencia a las
condiciones ambientales. Cuando el plaguicida esta en una proforma, el método de tratamiento celular deberia
seleccionarse para no inhibir el procesamiento de la proforma hasta la forma madura del plaguicida por el patégeno
plaga diana. Por ejemplo, el formaldehido reticulara proteinas y podria inhibir el procesamiento de la proforma de un
plaguicida polipeptidico. EI método de tratamiento deberia retener al menos una porcidon sustancial de la
biodisponibilidad o bioactividad de la toxina.

Las caracteristicas de interés particular en la seleccidon de una célula hospedadora con fines de produccion incluyen
facilidad de introduccion del gen o genes de B.t. en el hospedador, disponibilidad de sistemas de expresion, eficacia
de expresion, estabilidad del plaguicida en el hospedador y la presencia de capacidades genéticas auxiliares. Las
caracteristicas de interés para uso como microcapsula plaguicida incluyen cualidades protectoras para el plaguicida,
tales como paredes celulares gruesas, pigmentacion y empaquetamiento intracelular o formacion de cuerpos de
inclusion; supervivencia en ambientes acuosos; falta de toxicidad para mamiferos; atractivo para ingestion por las
plagas; facilidad de destruccion y fijacion sin dafio para la toxina y similares. Otras consideraciones incluyen facilidad
de formulaciéon y manejo, economia, estabilidad al almacenamiento y similares.

Crecimiento de células. El hospedador celular que contiene el gen o genes insecticidas de B.t. puede cultivarse en
cualquier medio nutriente conveniente donde el constructo de ADN proporcione una ventaja selectiva,
proporcionando un medio selectivo de modo que sustancialmente todas o todas las células retengan el gen de B.i.
Estas células pueden recolectarse entonces de acuerdo con modos convencionales. Como alternativa, las células
pueden tratarse antes de recolectar.

Las células de B.t. productoras de toxinas de la invenciéon pueden cultivarse usando medios y técnicas de
fermentacion estandares en la materia. Tras la terminacion del ciclo de fermentacién, pueden recolectarse las
bacterias separando en primer lugar las esporas y cristales de B.t. del caldo de fermentacién por medios bien
conocidos en la materia. Las esporas y cristales de B.t. recuperados pueden formularse en un polvo humectable,
concentrado liquido, granulos u otras formulaciones mediante la adicion de tensioactivos, dispersantes, portadores
inertes y otros componentes para facilitar el manejo y aplicacion para plagas diana particulares. Estas formulaciones
y procedimientos de aplicacion son todos bien conocidos en la materia.

Formulaciones. Los granulos de cebo formulados que contienen un atractor y esporas, cristales y toxinas de los
aislamientos de B.t., o microbios recombinantes que comprenden los genes obtenibles a partir de los aislamientos
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de B.t. divulgados en la presente memoria, pueden aplicarse al suelo. El producto formulado puede aplicarse
también como recubrimiento de semilla o tratamiento de raiz o tratamiento de planta total en etapas posteriores del
ciclo de la cosecha. Los tratamientos de planta y suelo de células de B.t. pueden emplearse como polvos
humectables, granulos o polvos finos, mezclando con diversos materiales inertes tales como minerales inorganicos
(filosilicatos, carbonatos, sulfatos, fosfatos y similares) o materiales botanicos (mazorcas de maiz en polvo, cascaras
de arroz, cascaras de nuez y similares). Las formulaciones pueden incluir coadyuvantes de extensién-adhesion,
agentes estabilizantes, otros aditivos plaguicidas o tensioactivos. Las formulaciones liquidas pueden ser de base
acuosa o no acuosa y emplearse como espumas, geles, suspensiones, concentrados emulsionables o similares. Los
ingredientes pueden incluir agentes reoldgicos, tensioactivos, emulsionantes, dispersantes o polimeros.

Como se apreciaria por un especialista en la materia, la concentracién de plaguicida variara dependiendo de la
naturaleza de la formulacion particular, particularmente si es un concentrado o para usar directamente. El plaguicida
estara presente en al menos un 1 % en peso y puede ser de 100 % en peso. Las formulaciones secas tendran
aproximadamente 1-95 % en peso del plaguicida, mientras que las formulaciones liquidas seran de
aproximadamente 1-60 % en peso de los sélidos en la fase liquida. Las formulaciones tendran generalmente de
aproximadamente 10® a aproximadamente 10* células/mg. Estas formulaciones se administraran de
aproximadamente 50 mg (liquido o seco) a 1 kg o mas por hectarea.

Las formulaciones pueden aplicarse al ambiente de la plaga de lepidoptero, p.ej. follaje o suelo, por pulverizacion,
espolvoreado, rociado o similar.

Transformacién de plantas. Es un hospedador recombinante preferido para la produccién de las proteinas
insecticidas de la invencion en cuestion una planta transformada. Los genes que codifican proteinas toxinas de Bt,
como se divulgan en la presente memoria, pueden insertarse en células vegetales usando una variedad de técnicas
que son bien conocidas en la materia. Por ejemplo, estan disponibles un gran nimero de vectores de clonacién que
comprenden un sistema de replicacion en Escherichia coli y un marcador que permite la seleccion de las células
transformadas para preparacion para la insercion de genes extrafios en plantas superiores. Los vectores
comprenden por ejemplo, pBR322, la serie pUC, la serie M13mp y pACYC184, entre otros. Por consiguiente, el
fragmento de ADN que tiene la secuencia que codifica la proteina toxina de Bt puede insertarse en el vector en un
sitio de restriccion adecuado. El plasmido resultante se usa para transformacién en E. coli. Las células de E. coli se
cultivan en un medio nutriente adecuado, se recolectan entonces y se lisan. Se recupera el plasmido. Se llevan
generalmente a cabo analisis de secuencia, analisis de restriccion, electroforesis y otros métodos bioquimicos o de
biologia molecular como métodos de analisis. Después de cada manipulacion, la secuencia de ADN usada puede
escindirse y unirse a la siguiente secuencia de ADN. Puede clonarse cada secuencia de plasmido en el mismo u
otros plasmidos. Dependiendo del método de insercion de genes deseados en la planta, pueden ser necesarias
otras secuencias de ADN. Si se usa, por ejemplo, el plasmido Ti o Ri para la transformacién de la célula vegetal,
entonces tiene que unirse al menos el borde derecho, pero a menudo el borde derecho e izquierdo, del ADN-T de
plasmido Ti o Ri como region flanqueante de los genes para insertar. El uso de ADN-T para la transformacion de
células vegetales se ha investigado extensamente y se ha descrito suficientemente en el documento EP 120.516,
Lee y Gelvin (2008), Hoekema (1985), Fraley et al., (1986) y An et al., (1985), y esta bien establecido en la materia.

Una vez se ha integrado el ADN insertado en el genoma vegetal, es relativamente estable. El vector de
transformacion contiene normalmente un marcador selectivo que confiere a las células vegetales transformadas
resistencia a un biocida o un antibiético, tales como bialafés, kanamicina, G418, bleomicina o higromicina, entre
otros. El marcador empleado individualmente deberia permitir por consiguiente la seleccion de células transformadas
en lugar de células que no contienen el ADN insertado.

Esta disponible un gran ndmero de técnicas para insertar ADN en una célula hospedadora vegetal. Esas técnicas
incluyen transformacion con ADN-T usando Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes como agente
de transformacion, fusion, inyeccion, biolistica (bombardeo de microparticulas) o electroporacion, asi como otros
métodos posibles, Si se usan Agrobacterium para la transformacion, el ADN para insertar tiene que clonarse en
plasmidos especiales, a saber, cualquiera de un vector intermedio o un vector binario. Los vectores intermedios
pueden integrarse en el plasmido Ti o Ri mediante recombinacion homéloga debido a secuencias que son
homodlogas con secuencias del ADN-T. El plasmido Ti o Ri comprende también la region vir necesaria para la
transferencia de ADN-T. Los vectores intermedios no pueden replicarse por si mismos en Agrobacterium. El vector
intermedio puede transferirse a Agrobacterium tumefaciens mediante un plasmido auxiliar (conjugacioén). Los
vectores binarios pueden replicarse por si mismos tanto en E. coli como en Agrobacterium. Comprenden un gen
marcador de seleccion y un ligador o poliligador que estan en fase con las regiones de borde derecho e izquierdo de
ADN-T. Pueden transformarse directamente en Agrobacterium (Holsters et al., 1978). La Agrobacterium usada como
célula hospedadora ha de comprender un plasmido portador de una regién vir. La region vir es necesaria para la
transferencia del ADN-T a la célula vegetal. Puede contener ADN-T adicional. La bacteria asi transformada se usa
para la transformacion de células vegetales. Pueden cultivarse ventajosamente explantes vegetales con
Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes para la transferencia del ADN a la célula vegetal. Pueden
regenerarse plantas enteras a partir del material vegetal infectado (por ejemplo, trozos de hoja, segmentos de tallo,
raices, pero también protoplastos o células cultivadas en suspension) en un medio adecuado, que puede contener
antibioticos o biocidas para seleccion. En las plantas asi obtenidas puede ensayarse entonces la presencia del ADN
insertado. No plantean demandas especiales los plasmidos en el caso de inyeccion y electroporacion. Es posible
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usar plasmidos ordinarios tales como, por ejemplo, derivados de pUC.

Las células transformadas crecen dentro de las plantas de la manera habitual. Pueden formar células germinales y
transmitir el rasgo o rasgos transformados a plantas de progenie. Dichas plantas pueden crecer de manera normal y
cruzarse con plantas que tengan los mismos factores hereditarios transformados u otros factores hereditarios. Los
individuos hibridos resultantes tienen las correspondientes propiedades fenotipicas.

En una realizacion preferida de la invencion en cuestion, se transformaran las plantas con genes en los que el uso
de codon se ha optimizado para plantas. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n® 5380831, que se incorpora por
la presente como referencia. Aunque se ejemplifican en la presente memoria algunas toxinas truncadas, es bien
conocido en las técnicas de Bt que las toxinas de tipo 130 kDa (completas) tienen una mitad N-terminal que es el
nucleo de toxina y una mitad C-terminal que es la “cola” de protoxina. Por tanto, pueden usarse “colas” apropiadas
con toxinas truncadas/nucleos de toxina de la invencién en cuestion. Véanse, p.€j., la patente de EE.UU. n° 6218188
y la patente de EE.UU. n° 6673990. Ademas, son conocidos en la materia métodos para crear genes de Bt sintéticos
para uso en plantas (Stewart y Burgin, 2007). Es un ejemplo no limitante de una planta transformada preferida una
planta de maiz fértii que comprende un gen expresable en planta que codifica una proteina Cry1Fa, y que
comprende ademas un segundo gen expresable en planta que codifica una proteina Cry1Ca.

La transferencia (o introduccion) del rasgo o rasgos de Cry1Ab y Cry1C en estirpes de maiz endogamicas puede
conseguirse mediante crianza de seleccion recurrente, por ejemplo por retrocruzamiento. En este caso, se cruza
primero un progenitor recurrente deseado con un donante endogamico (el progenitor no recurrente) que porta el gen
0 genes apropiados para los rasgos Cry1Ab y Cry1C. Se vuelve a cruzar la progenie de este cruzamiento con el
progenitor recurrente seguido de seleccion en la progenie resultante del rasgo o rasgos deseados para transferir
desde el progenitor no recurrente. Después de tres, preferiblemente cuatro, mas preferiblemente cinco o mas
generaciones o retrocruzamientos con el progenitor recurrente con seleccién del rasgo o rasgos deseados, la
progenie sera heterocigética de los loci que controlan el rasgo o rasgos que se transfieren, pero sera como el
progenitor recurrente para la mayoria o casi todos los demas genes (véanse, por ejemplo, Poehiman & Sleper
(1995) “Breeding Field Crops”, 42 Ed., 172-175; Fehr (1987) “Principles of Cultivar Development”, Vol. 1: “Theory and
Technique”, 360-376).

Estrategias de gestion de resistencia a insectos (IRM). Roush et al., por ejemplo, resume las estrategias de dos
toxinas, también denominadas de “piramidacion” o “apilamiento” para la gestion de cosechas transgénicas
insecticidas. (The Royal Society. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B. (1998) 353, 1777-1786). En su sitio web, la Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (epa.gov/oppbppd1/biopesticides/pips/bt_corn_refuge 2006.htm)
publica los siguientes requisitos para proporcionar refugios no transgénicos (concretamente, no de B.t.) (un bloque
de cosechas sin B.t./maiz) para uso con cosechas transgénicas productoras de una sola proteina de Bt activa contra
plagas diana.

Los requisitos estructurados especificos para productos de maiz protegidos del barrenador del maiz con Bt (Cry1Ab
o Cry1F) son como siguen:

Refugios estructurados:

20 % de refugio de maiz sin Bt de lepiddpteros en el cinturén del maiz
50 % de refugio sin Bt de lepidopteros en el cinturdn del algodon
Bloques

1. Interno (concretamente, en el campo de Bt)

2. Externo (concretamente, campos separados por 0,8 km (0,4 km si es posible) del campo de Bt para maximizar el
cruce aleatorio)

Franjas en el campo

Las franjas deben ser de al menos 4 filas de ancho (preferiblemente 6 filas) para reducir los efectos del movimiento
larval

La Asociacion Nacional de Productores de Maiz, en su sitio web (ncga.com/insect-resistance-management-fact-
sheet-bt-corn), proporciona también una guia similar respecto a los requisitos. Por ejemplo:

Requisitos de IRM de barrenador del maiz:

o Plantar al menos un 20 % de los acres de maiz con hibridos de refugio
. En regiones productoras de algodon, el refugio debe ser de un 50 %
) Debe plantarse a 0,8 km de los hibridos de refugio
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o El refugio puede plantarse como franjas en el campo de Bt; las franjas de refugio deben ser de al menos 4
filas de ancho

° El refugio puede tratarse con plaguicidas convencionales solo si se alcanzan los umbrales econémicos para
el insecto diana

° No pueden usarse insecticidas pulverizables basados en Bt en el maiz de refugio

. Debe plantarse el refugio apropiado en cada granja con maiz de Bt

Como se afirma por Roush et al. (en las paginas 1780 y 1784 columna derecha, por ejemplo), el apilamiento o
piramidacion de dos proteinas diferentes cada una eficaz contra las plagas diana y con poca o ninguna resistencia
cruzada puede permitir el uso de un refugio menor. Roush sugiere que, para un apilamiento exitoso, un tamafio de
refugio de menos de un 10% de refugio puede proporcionar una gestion de la resistencia comparable con
aproximadamente un 50 % de refugio para un solo rasgo (no piramidado). Para productos de maiz de Bt
piramidados actualmente disponibles, la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU. requiere plantar
significativamente menos (generalmente un 5 %) de refugio estructurado de maiz sin Bt que para productos de un
solo rasgo (generalmente un 20 %).

Puede usarse cualquiera de los porcentajes anteriores (tales como aquellos de 1F/1Ab), o relaciones de refugio
similares, para los apilamientos o piramides dobles o triples en cuestion. La invencion en cuestion incluye una
extension comercial, de mas de 4 hectareas por ejemplo, plantada con (o sin) dicho refugio y con plantas segun la
invencion en cuestion.

Existen diversos modos de proporcionar el refugio, incluyendo diversos patrones de plantacion geométrica en los
campos (como se menciona anteriormente), a mezcla de semilla en bolsa, como se discute adicionalmente por
Roush y, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 6.551.962.

Todas las patentes, solicitudes de patente, solicitudes provisionales y publicaciones a las que se hace referencia o
se cita en la presente memoria se incorporan como referencia en su totalidad en la medida en que no sean
inconsistentes con las ensefianzas explicitas de esta memoria descriptiva. A menos que se indique o implique

especificamente, los términos "un", "una" y "el/la" significan “al menos uno” como se usa en la presente memoria.
Los siguientes ejemplos ilustran la invencion. Los ejemplos no deberian considerarse como limitantes.
Ejemplo 1

Diseino de toxinas quiméricas que comprenden nucleos de toxina Cry1 y protoxinas heterélogas, y actividad
insecticida de la proteina DIG-152 producida en Pseudomonas fluorescens

Toxinas quiméricas. Se han resefiado anteriormente proteinas quiméricas que utilizan el dominio de nucleo de toxina
de una toxina Cry fusionado con el segmento de protoxina de otra toxina Cry, por ejemplo, en la patente de EE.UU.
n°® 5593881 y la patente de EE.UU. n° 5932209.

Las variantes de proteina quimérica Cry1Ca de esta invencién incluyen toxinas quiméricas que comprenden un
segmento de nucleo de toxina N-terminal derivado de una toxina insecticida Cry1Ca3 fusionado con un segmento de
protoxina de delta-endotoxina heterdéloga en algun punto después del final del segmento de nucleo de toxina. La
transicion del nucleo de toxina al segmento de protoxina heterdloga puede aparecer aproximadamente en la unién
de nucleo de toxina/protoxina nativa o puede retenerse una porcion de la protoxina nativa (que se extiende después
del segmento de nucleo de toxina), apareciendo la transicion a la protoxina heteréloga mas adelante. En forma
variante, los segmentos de nucleo de toxina y protoxina pueden comprender exactamente la secuencia aminoacidica
de las toxinas nativas de las que derivan, o pueden incluir adiciones, deleciones o sustituciones aminoacidicas que
no disminuyan, y puedan potenciar, la funcion bioldgica de los segmentos cuando se fusionan entre si.

Por ejemplo, una toxina quimérica de la invencién en cuestion comprende un segmento de nucleo de toxina derivado
de Cry1Ca3 y una protoxina heteréloga. En una realizacion preferida de la invencioén, se fusiona el segmento de
nucleo de toxina derivado de Cry1Ca3 (619 aminoacidos) con un segmento heterélogo que comprende un segmento
de protoxina derivado de una delta-endotoxina Cry1Ab (545 aminoacidos). La secuencia de 1164 aminoacidos de la
proteina quimérica, a la que se hace referencia en la presente memoria como DIG-152, se divulga como la SEQ ID
NO:1. Ha de entenderse que otras fusiones quiméricas que comprenden variantes de nucleo de toxina Cry1Ca3 y
protoxinas derivadas de Cry1Ab estan dentro del alcance de esta invencion.

Se demostrd la actividad insecticida de lepidépteros de la proteina DIG-152 en larvas neonatas del barrenador de
cafia de azucar (SCB; Diatraea saccharalis) y SCB resistentes a Cry1Ab (rSCB) en experimentos de dosisy
respuesta que utilizan procedimientos de incorporacién a dieta. Se solubilizaron cuerpos de inclusion de DIG-152
oscilando suavemente a 4 °C durante 4 h en 7,5 ml de CAPS 100 mM pH 11, EDTA 1 mM, al que se habian afiadido
200 pl de inhibidor de proteasa bacteriana (Sigma P4865; preparado segun las instrucciones del proveedor).
Después de la centrifugacion para sedimentar el material insoluble, se ajusto la concentracion de proteina madre a
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4,0 mg/ml en CAPS 100 mM, pH 11. Para biosensayo de insectos, se prepararon concentraciones de proteina DIG-
152 en el intervalo de 0,030 ug a 102 ug/g de dieta mezclando voliumenes apropiados con una dieta meridica (Bio-
Serv, Frenchtown, NJ), justo antes de dispensar aproximadamente 0,7 ml de la dieta en células individuales de
bandejas de 128 células (Bio-Ba-128, C-D International).

Se ensay6 proteina Cry1Ab activada con tripsina (usada como control positivo para actividad insecticida) en el
intervalo de 0,03125 ug a 32 ug/g de dieta (preparada mezclando polvo liofilizado con cantidades apropiadas de
agua destilada antes de la preparacion de la dieta).

Se usaron como tratamientos de control dietas preparadas con agua destilada (control de blanco para las pruebas
de Cry1Ab) o solo tampoén (CAPS 100 mM, pH 11, para las pruebas de DIG-152). Se liberé una larva neonata de D.
saccharalis (<24 h después de la eclosion) en la superficie de dieta de cada célula. Después de la inoculacion larval,
se cubrieron las células con tapas ventiladas (C-D International) y se dispusieron las bandejas de bioensayo en una
camara ambiental mantenida a 28 °C, 50 % de HR y un fotoperiodo de 16 h:8 h (luz:oscuridad). Se registraron la
mortalidad larval, peso larval y numero de larvas supervivientes que no demostraron ganancias de peso (< 0,1 mg
por larva) el séptimo dia después de la inoculacion. Se repitié cada combinacién de estirpe de insecto/concentracion
de proteina Cry cuatro veces, con 16 a 32 larvas en cada repeticion.

Se midieron los criterios de mortalidad larval como mortalidad “practica”, que consideraba tanto las larvas muertas
(moérbidas) como supervivientes (atrofiadas, sin alimentacién) que no mostraban una ganancia significativa de peso
corporal (concretamente, < 0,1 mg por larva). Se calcul6 la mortalidad practica de las larvas en un tratamiento
usando la ecuacion:

Mortalidad practica (%)= [TDS/TNIT] x 100
en la que TDS es el numero total de larvas muertas mas el nimero de larvas atrofiadas,
y TNIT es el numero total de insectos en el tratamiento

La mortalidad “practica” (simplificado de aqui en adelante como mortalidad) de cada cepa de D. saccharalis se
corrigié para la mortalidad larval observada con dieta de control de blanco de agua para analizar los resultados
después de tratamiento con Cry1Ab, o la dieta de tratamiento con solo tampén para el tratamiento de DIG-152.

Se analizaron adicionalmente los resultados de los experimentos de respuesta a la dosis para establecer el valor de
Glso, [concretamente, la concentracion de proteina de Bt. en la dieta a la que la inhibicién del crecimiento larval
(% Gl) era de 50]. Se calculd el valor de % Gl de las larvas en la dieta que contenia proteina Cry1Ab usando la
férmula:

%Gl = [TWC -TWT])TWC x 100
en la que TWC es el peso corporal total de larvas que se alimentan con dieta de control de agua, y
TWT es el peso corporal total de larvas que se alimentan con dieta tratada con Cry1Ab

mientras que, para analizar el % Gl larval como resultado de la ingestion de proteina DIG-152, se calculé usando la
férmula:

%Gl = [TWB -TWT]/TWB x 100
en la que TWB es el peso corporal total de larvas que se alimentan con dieta tratada con control de solo tampoén y
TWT es el peso corporal total de larvas que se alimentan con dieta tratada con DIG-152.

Se asignd una inhibicién del crecimiento larval del 100 % a una repeticiéon si no habia larvas que tuvieran una
ganancia de peso significativa (<0,1 mg por larva). Se analizaron los datos de inhibicién del crecimiento usando un
ANOVA de dos factores con cepa de insecto y concentracion de proteina Cry como los dos factores principales. Se
usaron pruebas de LSMEANS para determinar las diferencias de tratamiento a nivel de a= 0,05.

Se dan en la Tabla 2 los resultados de los bioensayos de incorporacion a dieta en larvas de Diatraea saccharalis.
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eem) de Diatraea

saccharalis sensible a Cry1Ab (SCB) y resistente a Cry1Ab (rSCB) que se alimentan con dieta que contiene Cry1Ab
o proteina DIG-152°

Proteina Cry1Ab DIG-152
[+] [+]
Insecto |CONC:  deIN® delpy ilidad® |% g |Conc. | deIN° dely i idad® |% GI°
proteina larvas proteina larvas
sSCB Blanco 126 32+13a - Blanco 124 10,4+32b [59+48a
rSCB Blanco 128 47+20 - Blanco 125 41+25a 3,1+55a
SCB Tampon NT' Tampon 121 10,9+3,9b |-
rSCB Tampodn NT Tampodn 127 1,6+0,9a -
907 +
SCB  |0,03125 124 386:48c |75 *l003 126 531+23c |69,586,5¢C
159 +
rSCB  |0,03125 123 8332ab |27 *[0,03 127 32+00a |80+51a
scB 0,125 128 343+79¢ 275*46 10,1 127 88,2+3,5d 2100 + 0,0
rSCB |0.125 126 8.6+23ab ;_oéob 0.1 127 118+08b ?)9*0 +35
scB |05 119 756+29e ?463:‘9 o4 130 96,2+19e 2100 + 0,0
ISCB |05 128 55+15a 561*70 10,4 125 912+20d 2100 + 00
scB |2 125 93,6422 f 2)0009 tl16 122 100 +0,0 f ;00 + 00
ISCB |2 128 14,8+27b ?75'5d 116 127 100 £0,0 f ;00 + 00
scB |8 122 95,9+ 1,6 fg 2)0009 *l6.4 125 100001 100 * 00
ISCB |8 120 406+51 ¢ ?%26 t6.4 128 100 £0,0 f ;00 + 0,0
sCB |32 126 99,2+0,8g 2)0009 1256 78 100 +0,0 f 2100 + 0,0
ISCB |32 128 609:+58d 203 %256 119 100+0,0f |100 0.0
22 ef d
scB 102 60 100 £0,0 f ;00 + 00
rSCB 102 126 100 +0,0 f ;00 + 00
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Proteina Cry1Ab DIG-152
o o
Insecto |CONC: , de|N°  dely i ialidaac %@ [Conc:  de|N°  dely ialidad |% GI°
proteina larvas proteina larvas

@ Los valores medios en una columna con todos los tratamientos seguidos por la misma letra no son

significativamente diferentes (P < 0,05; prueba de LSMEANS). eem = error estandar de la media.
® ug de proteina/g de dieta.

¢ La medida de la mortalidad larval era como se define en el texto.

9 Estos valores porcentuales se calcularon usando la férmula descrita en el texto.

¢ Estos valores porcentuales se calcularon usando la formula descrita en el texto.

"NT =No ensayado

Andlisis de datos. Se sometieron los datos de dosis/mortalidad corregidos a analisis de probit para determinar las
concentraciones de proteina de tratamiento que causaban un valor de 50 % de mortalidad (CLsg) y los
correspondientes intervalos de confianza del 95 % (IC). Los tratamientos usados en el analisis de probit incluian la
maxima concentracion que producia cero mortalidad, la minima concentracion que daba como resultado un 100 %
de mortalidad y todos los resultados entre estos extremos. Se calcularon las relaciones de resistencia dividiendo el
valor de CLso de la cepa de rSCB entre el de insectos SCB. Se us6 una prueba de relacién de dosis letal para
determinar si las relaciones de resistencia eran significativas al nivel de a= 0,05. Se usé también un ANOVA de dos
factores para analizar los datos de mortalidad, seguido de una prueba de LSMEANS al nivel de a= 0,05 para
determinar las diferencias de tratamiento. Se presentan en la Tabla 3 los resultados de los analisis.

Tabla 3. Compendio de pruebas de bioensayo sobre larvas de SCB y rSCB usando dieta de insecto en la que se ha
incorporado proteina DIG-152 o proteina Cry1Ab.

Insecto N° de larvas ensayadas CLso (IC del 95 %) (ng/g)? RR®
SCB 505 0,03 (0,02-0,03)

DIG-152 6,0 NS
rSCB 506 0,18 (0,15-0,24)
SCB 744 0,13 (0,08-0,20

Cry1Ab 1428
rSCB 440 18,46 (13,93-26,29

@ La medida de la mortalidad larval se definié como se describe en el texto.

® Las relaciones de resistencia con una letra “S” son significativas, mientras que aquellas con las letras “NS” son no
significativas al nivel del 5 % basado en las pruebas de dosis letal.

Es un rasgo de la proteina DIG-152 de la invencion en cuestion que inhibe el crecimiento de larvas de barrenador de
cafia de azucar neonatas (Diatraea saccharalis), o las larvas mueren, después de la ingestion de proteina DIG-152 a
niveles similares a los de proteina Cry1Ab activada, que da la misma respuesta bioldgica. Es un rasgo adicional de
la proteina DIG-152 que las larvas de Diatraea saccharalis que son resistentes a los efectos toxicos de la proteina
Cry1Ab son no obstante sensibles a la accion toxica de la proteina DIG-152.

Ejemplo 2
Construccion de plasmidos de expresion que codifican proteinas quiméricas y expresion en Pseudomonas

Se usaron métodos de clonacion estandares [como se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., (1989) y Ausubel
et al., (1995), y actualizaciones de los mismos] en la construccion del constructo de expresion pMYC2547 de
Pseudomonas fluorescens (Pf) genomanipulado para producir una proteina quimérica DIG-152 completa. Se efectud
la produccion de proteina en Pseudomonas fluorescens cepa MB214 (un derivado de la cepa MB 101; P.
fluorescens biovar 1), que tiene una insercién de un operén /lac modificado como se divulga en la patente de EE.UU.
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n® 5169760. La estrategia de clonacién basica conllevaba subclonar un fragmento de ADN que codifica DIG-152 en
vectores de plasmido, con lo que se dispone bajo el control de expresion del promotor Ptac y el terminador rrnBT1T2
del plasmido pKK223-3 (PL Pharmacia, Milwaukee, WI). Uno de dichos plasmidos se denominé pMYC2547, y el
aislamiento MB214 que alberga este plasmido se denomina Dpf108.

Andlisis de crecimiento y expresion en matraces agitados. Se logré la produccion de proteina DIG-152 para
caracterizacion y bioensayo de insectos mediante P. fluorescens cepa Dpf108 crecida en matraz agitado. Se realizé
la produccion de proteina DIG-152 estimulada por el promotor Ptac como se describe anteriormente en la patente de
EE.UU. n° 5527883. Los detalles de las manipulaciones microbiolégicas estan disponibles en Squires et al., (2004),
solicitud de patente de EE.UU. 20060008877, solicitud de patente de EE.UU. 20080193974 y solicitud de patente de
EE.UU. 20080058262, incorporadas a la presente como referencia. Se indujo la expresion mediante la adicion de (-
D-1-tiogalactopirandsido de isopropilo (IPTG) después de una incubacion inicial de 24 horas a 30 °C con agitacion.
Se muestrearon los cultivos en el momento de induccién y en diversos momentos después de la induccion. Se midio
la densidad celular mediante la densidad 6ptica a 600 nm (DOsqo).

Analisis de fraccionamiento celular y PAGE-SDS de muestras de matraz agitado. En cada momento de muestreo, se
ajustd la densidad celular de las muestras a DOggo= 20 y se centrifugaron alicuotas de 1 ml a 14000 x g durante 5
minutos. Se congelaron los sedimentos celulares a -80 °C. Se generaron fracciones solubles e insolubles a partir de
las muestras de sedimento de matraz agitado congeladas usando solucion de extraccion de proteina bacteriana
EasyLyse™ (EPICENTRE® Biotechnologies, Madison, WI). Se resuspendié cada sedimento celular en 1 ml de
solucion EasyLyse™, se diluyd adicionalmente 1:4 en tampoén de lisis y se incubd con agitacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se centrifugé el lisado a 14.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C y se recupero el
sobrenadante como la fraccién soluble. Se resuspendié entonces el sedimento (fraccién insoluble) en un volumen
igual de solucion salina tamponada con fosfato (PBS; Na;HPO4 11,9 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4).

Se mezclaron las muestras 1:1 con 2X tampdn de muestra Laemmli que contiene B-mercaptoetanol (Sambrook et
al., supra.) y se hirvieron durante 5 minutos antes de cargar en geles Criterion XT con 12 % de Bis-Tris (Bio-Rad
Inc., Hercules, CA). Se efectud la electroforesis en tampén XT MOPS recomendado. Se tifieron los geles con tincion
Coomassie Bio-Safe segun el protocolo del fabricante (Bio-Rad) y se tomaron imagenes usando el sistema Alpha
Innotech Imaging (San Leandro, CA).

Preparacion de cuerpos de inclusion. Se efectuaron preparaciones de cuerpos de inclusion (IB) de proteina DIG-152
en células de fermentaciones de P. fluorescens que producian proteina insecticida de Bt insoluble, como se
demuestra por PAGE-SDS y MALDI-MS (desorcion/ionizacion laser asistida por matriz/espectrometria de masas).
Se descongelaron sedimentos de fermentacion de P. fluorescens en un bafio de agua a 37 °C. Se resuspendieron
las células al 25 % p/v en tampon de lisis [Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, sal disédica de EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 20 mM, 1 % de Triton X-100 y ditiotreitol (DTT) 5 mM; se afadieron 5 ml/l de coctel
inhibidor de proteasa bacteriana (n° de catalogo P8465; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) justo antes del uso]. Se
suspendieron las células usando un homogeneizador manual al ajuste menor (Tissue Tearor, BioSpec Products,
Inc., Bartlesville, OK). Se afadi6 lisozima (25 mg de Sigma L7651, de yema de huevo) a la suspension celular por
mezclado con una espatula metalica, y se incubd la suspension a temperatura ambiente durante 1 hora. Se enfrio la
suspension en hielo durante 15 minutos, se sometié entonces a sonicacién usando un Branson Sonifier 250 (dos
sesiones de 1 minuto a 50 % de ciclo de trabajo, 30 % de salida). Se comprob¢ la lisis celular por microscopio. Se
afadieron 25 mg adicionales de lisozima si es necesario y se repitieron incubacion y sonicacion. Después de la
confirmacion de la lisis celular por microscopio, se centrifugd el lisado a 11.500 x g durante 25 minutos (4 °C)
formando el sedimento de IB, y se desechd el sobrenadante. Se resuspendid el sedimento de IB con 100 ml de
tampon de lisis, se homogeneizd con el mezclador manual y se centrifugd como anteriormente. Se lavo
repetidamente el sedimento de IB por resuspension (en 50 ml de tampon de lisis), homogeneizacién, sonicacion y
centrifugacion hasta que el sobrenadante se volvié incoloro y el sedimento de IB se volvio firme y de color
blanquecino. Para el lavado final, se resuspendié el sedimento de IB en agua destilada esterilizada por filtracion
(0,22 ym) que contenia EDTA 2 mM y se centrifugd. Se resuspendio el sedimento final en agua destilada esterilizada
por filtraciéon que contenia EDTA 2 mM y se almacend en alicuotas de 1 ml a -80 °C.

Se realizaron el analisis de PAGE-SDS vy la cuantificacion de proteina en preparaciones de IB descongelando una
alicuota d 1 ml de sedimento de IB y diluyendo 1:20 con agua destilada esterilizada por filtracion. Se hirvié entonces
la muestra diluida con 4X tampén de muestra reductor [Tris 250 mM, pH 6,8, 40 % de glicerol (v/v), 0,4 % de azul de
bromofenol (p/v), 8 % de SDS (p/v) y 8 % de B-mercaptoetanol (v/v)] y se cargd en un gel de 12 + 2 pocillos Novex®
con Tris-glicina al 4-20 % (Invitrogen) resuelto con tampon 1X Tris/glicina/SDS (BioRad). Se resolvié el gel durante
60 min a 200 V vy se tifid entonces con azul de Coomassie (50 % de G-250/50 % de R-250 en metanol al 45 % y
acido acético al 10 %, y se destifid con acido acético al 7 % y metanol al 5 % en agua destilada. Se realizé la
cuantificacion de las bandas diana comparando los valores densitométricos para las bandas frente a muestras de
patrén de seroalbimina bovina (BSA) resueltas en el mismo gel para generar una curva patron.

Solubilizacién de cuerpos de inclusion. Se centrifugaron 6 ml de suspension de cuerpos de inclusion de DIG-152 del
clon de Pf DPf108 en el ajuste maximo de una microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C (aproximadamente 14.000
x g) para sedimentar las inclusiones. Se retird el sobrenadante de tampdn de almacenamiento y se reemplazé por 25
ml de tampoén carbonato de sodio 100 mM, pH 11 en un tubo cénico de 50 ml. Se resuspendieron las inclusiones
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usando una pipeta y se agitaron con vortex para mezclar completamente. Se dispuso el tubo en una plataforma
oscilante suave a 4 °C durante una noche para extraer la proteina diana. Se centrifugd el extracto a 30.000 x g
durante 30 min a 4 °C y se concentr6 el sobrenadante resultante 5 veces usando un dispositivo de filtro centrifugo
con celulosa regenerada (corte de peso molecular 30.000; Millipore). Se cambid entonces el tampén de muestra por
CAPS 10 mM [acido 3-(ciclohexamino)-1-propanosulfénico] a pH 10 usando columnas PD-10 desechables (GE
Healthcare, Piscataway, NJ).

Solubilizacién y activacion con tripsina de la proteina de cuerpos de inclusion. En algunos casos, se centrifugo la
suspension de cuerpos de inclusion de DIG-152 del clon de Pf DPf108 al ajuste maximo de una microcentrifuga
Eppendorf modelo 5415C (aproximadamente 14.000 x g) para sedimentar las inclusiones. Se retir6 el sobrenadante
de tampodn de almacenamiento y se reemplazé por CAPS 100 mM, pH 11, proporcionando una concentracion de
proteina de aproximadamente 50 mg/ml. Se hizo oscilar el tubo a temperatura ambiente durante 3 horas para
solubilizar completamente la proteina. Se afiadié tripsina a una cantidad igual a un 5 a 10 % (p:p, basado en el peso
inicial de polvo de IB) y se logré la digestion por incubacion con oscilacion durante una noche a 4 °C o por oscilacion
durante 90-120 minutos a temperatura ambiente. Se retir6 el material insoluble por centrifugacion a 10.000 x g
durante 15 minutos y se aplico el sobrenadante a una columna de intercambio aniénico MonoQ (10 mm por 10 cm).
Se eluyd proteina DIG-152 activada (como se determina por PAGE-SDS, véase a continuacion) con un gradiente de
NaCl 1 M de 0 a 100 % durante 25 volumenes de columna. Se combinaron las fracciones que contienen la proteina
activada y, cuando era necesario, se concentraron a menos de 10 ml usando un dispositivo de filiro centrifugo con
celulosa regenerada Amicon Ultra-15 como anteriormente. Se pas6 entonces el material a través de una columna
Superdex 200 (16 mm por 60 cm) en tampdn que contiene NaCl 100 mM, 10 % de glicerol, 0,5 % de Tween-20 y
EDTA 1 mM. Se determind por analisis de PAGE-SDS que la proteina activada (truncada enzimaticamente) eluye a
65 a 70 ml. Se combinaron las fracciones que contienen proteina activada y se concentraron usando el concentrador
centrifugo como anteriormente.

Electroforesis en gel. Se prepararon las preparaciones de proteina concentrada para electroforesis diluyendo 1:50
en tampodn de muestra NUPAGE® LDS (Invitrogen) que contiene DTT 5 mM como agente reductor y se calenté a
95 °C durante 4 minutos. Se carg6 la muestra en carriles repetidos de un gel NUPAGE® al 4-12 % junto con 5
patrones de BSA en el intervalo de 0,2 ug a 2 pg/carril (para la generacién de curva patrén). Se aplico voltaje a 200
V usando tampén de resoluciéon MOPS SDS (Invitrogen) hasta que el tinte de seguimiento alcanzara el fondo del gel.
Se tifid el gel con azul de Coomassie G-250 al 0,2 % en metanol al 45 % y acido acético al 10 % y se destifio, en
primer lugar brevemente con metanol al 45 % y acido acético al 10 % y después extensamente con acido acético al
7 % y metanol al 5 %, hasta que se eliminé el fondo. Después de la destinciéon, se barrié el gel con un BioRad Fluor-
S Multilmager. Se uso el software Quantity One v.4.5.2 del instrumento para obtener los volimenes con fondo
restado de las bandas de proteina tefiidas y para generar la curva patrén de BSA que se usé para calcular la
concentracion de proteina DIG-152 quimérica en la solucién madre.

Ejemplo 3

Preparacion de las proteinas de nucleo de toxina Cry1Ca y Cry1Ab y aislamiento de vesiculas de membrana
de borde en cepillo de Spodoptera frugiperda para uso en experimentos de unién competitiva

Los siguientes ejemplos evaltuan la unién competitiva de proteinas de nucleo de toxina Cry1 a presuntos receptores
en tejidos de intestino de insecto. Se muestra que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca marcada con 125| se une
con alta afinidad a vesiculas de membrana de borde en cepillo (BBMV) preparadas a partir de Spodoptera frugiperda
(cogollero del maiz) y que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab no compite con esta union. Como alternativa, se
muestra que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab marcada con 125l se une con alta afinidad a BBMV preparadas
a partir de S. frugiperda y que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca no compite con esta union.

Purificacion de proteinas Cry. Se expres6 un gen que codifica una proteina quimérica DIG-152, que comprende el
nucleo de toxina Cry1Ca3 y la protoxina Cry1Ab, en la cepa de expresion de Pseudomonas fluorescens como se
describe en el Ejemplo 2. De forma similar, se expresé un gen que codifica una proteina Cry1Ab en el sistema Pf. La
cepa de P. fluorescens que expresa la proteina Cry1Ab se denomin6 DPf88.

Se purificaron las proteinas mediante los métodos del Ejemplo 2, se efectué entonces una digestion con tripsina
para producir nucleos de toxina activada a partir de proteinas completas y se purificaron los productos mediante los
métodos descritos en el Ejemplo 2. Las preparaciones de las proteinas procesadas con tripsina (ndcleo de toxina
activada) eran >95 % puras y tenian un peso molecular de aproximadamente 65 kDa como se determina
experimentalmente por PAGE-SDS. Como se usa en la presente memoria, el nicleo de toxina activada preparado a
partir de la proteina DIG-152 se denomina proteina de nucleo de toxina Cry1Ca, y el niucleo de toxina activada
preparado a partir de la proteina Cry1Ab se denomina proteina de nucleo de toxina Cry1Ab.

Preparacion y fraccionamiento de BBMV solubilizadas. Se emplearon métodos estandares de cuantificacion de
proteina y electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida como se ensefia, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989) y
Ausubel et al. (1995), y las actualizaciones de los mismos.

Se hicieron ayunar durante una noche larvas de ultimo estadio de S. frugiperda y se diseccionaron entonces
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después de enfriar en hielo durante 15 minutos. Se retiro el tejido del intestino medio de la cavidad corporal, dejando
atras el intestino caudal unido al integumento. Se dispuso el intestino medio en 9X volumenes de tampon de
homogeneizacion enfriado con hielo (manitol 300 mM, EGTA 5 mM, base Tris 17 mM, pH 7,5), suplementando con
coctel inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich P-2714) diluido como se recomienda por el proveedor. Se homogeneizé
el tejido con 15 golpes de un homogeneizador de tejido de vidrio. Se prepararon las BBMV mediante el método de
precipitacion con MgCl, de Wolfersberger (1993). Brevemente, se mezcld un volumen igual de una solucion de
MgCl> 24 mM en manitol 300 mM con el homogeneizado de intestino medio, se agité durante 5 minutos y se dejo
reposar en hielo durante 15 min. Se centrifugd la solucion a 2.500 x g durante 15 min a 4 °C. Se guardo el
sobrenadante y se suspendio el sedimento en el volumen original o 0,5X tampén de homogeneizacion diluido y se
centrifugd de nuevo. Se combinaron los dos sobrenadantes y se centrifugaron a 27.000 x g durante 30 min a 4 °C
formando la fraccion de BBMV. Se suspendi6 el sedimento en tampén de almacenamiento de BBMV (HEPES 10
mM, KCI 130 mM, 10 % de glicerol, pH 7,4) a una concentracion de proteina de aproximadamente 3 mg/ml. Se
determind la concentracion de proteina usando seroalbumina bovina (BSA) como patrén. Se realizo la determinacion
de fosfatasa alcalina (una enzima marcadora de la fraccion de BBMV) antes de congelar las muestras usando el kit
de ensayo de fosfatasa alcalina QuantiChrom™ DALP-250 (Gentaur Molecular Products, Kampenhout, BE)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad especifica de esta enzima aumentaba tipicamente 7 veces en
comparacion con la encontrada en la fraccion de homogeneizado de intestino medio de partida. Se tomaron
alicuotas de las BBMV en muestras de 250 ul, se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C.

Electroforesis. Se realizo el analisis de proteinas por PAGE-SDS en condiciones reductoras (concretamente, en 5 %
de B-mercaptoetanol, BME) y desnaturalizantes (concretamente, calentadas 5 minutos a 90 °C en presencia de SDS
al 2 %). Se cargaron las proteinas en pocillos de un gel de poliacrilamida/Tris-glicina al 4 a 20 % (BioRad; Hercules,
CA) y se separaron a 200 V durante 60 minutos. Se detectaron las bandas de proteina por tincién con azul brillante
de Coomassie R-250 (BioRad) durante 1 hora, y se destifieron con una solucién de metanol al 5 % en acido acético
al 7 %. Se tomaron imagenes de los geles y se analizaron usando un BioRad Fluro-S Multi Imager™. Se
determinaron los pesos moleculares relativos de las bandas de proteina por comparacién con las movilidades de
proteinas de peso molecular conocido en una muestra de escala de proteinas BenchMark™ (Life Technologies,
Rockville, MD) cargada en un pocillo del gel.

Yodacion de las proteinas de nucleo de toxina Cry1Ca o Cry1Ab. Se yodaron la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca
o la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab purificadas usando perlas de yodacion de Pierce (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL). Brevemente, se lavaron dos perlas de yodacion con 500 yl de PBS (fosfato de sodio 20 mM, NaCl
0,15 M, pH 7,5) y se dispusieron en un tubo de centrifuga de 1,5 ml con 100 pl de PBS. Se afadieron 0,5 mCi de
yoduro de sodio marcado con 125I, se dejaron reaccionar los componentes durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se afadié entonces 1 ug de proteina de nucleo de toxina Cry1Ca (o 1 pug de proteina de nucleo de toxina
Cry1Ab) a la solucion y se dejé reaccionar durante 3 a 5 minutos adicionales. Se termindé la reaccién pipeteando la
solucién de las perlas de yodacién y aplicandola a una columna de centrifugacion Zeba™ (Invitrogen) equilibrada
con CAPS 50 mM, pH 10,0, DTT (ditiotreitol) 1 mM, EDTA 1 mM y 5 % de glicerol. Se lavaron las perlas de yodacion
dos veces con 10 yl de PBS y se aplico también la solucion de lavado a la columna de desalado Zeba™. Se eluyé la
solucion radiactiva a través de la columna de centrifugacion centrifugando a 1.000 x g durante 2 min. Se dializé
entonces la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca radiomarcada con 125l (o proteina de nucleo de toxina Cry1Ab)
frente a CAPS 50 mM, pH 10, DTT 0,1 mM, EDTA 1 mMy 5 % de glicerol.

Formacion de imagenes. Se determind la radiopureza de las proteinas de nucleo de toxina Cry1Ca o Cry1Ab
yodadas por PAGE-SDS y formacion de fosforimagenes. Brevemente, se secaron geles de PAGE-SDS usando un
aparato de secado de gel BioRad siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomaron imagenes de los geles
secados envolviéndolos en pelicula Mylar (12 ym de grosor) y exponiéndolas a una pantalla de fosforo de
almacenamiento de Molecular Dynamics (35 cm x 43 cm) durante 1 hora. Se revelaron las placas usando un
Molecular Dynamics Storm 820 Phosphorimager y se analizé la imagen usando el software ImageQuant™.

Ejemplo 4
Union de la proteina de ntcleo de toxina Cry1 marcada con 1251 a BBMV de Spodoptera frugiperda

Se generd una curva de saturacion para determinar la cantidad 6ptima de proteina de BBMV para uso en los
ensayos de union con proteinas de nucleo de toxina Cry1Ca y Cry1Ab. Se incubé proteina de nucleo de toxina Cry1
radiomarcada con 125 |1 0,5 nM durante 1 h a 28 °C en tampo6n de unién (NaHPO4 8 mM, KH2PO4 2 mM, NaCl 150
mM, 0,1 % de BSA, pH 7,4) con cantidades de proteina de BBMV en el intervalo de 0 pg/ml a 500 ug/ml (volumen
total de 0,5 ml). Se separ¢ la proteina de nucleo de toxina Cry marcada con 1251 unida a las proteinas de BBMV de
la fraccion no unida muestreando 150 pl de la mezcla de reaccion por triplicado en tubos de centrifuga de 1,5 ml
separados y centrifugando las muestras a 14.000 x g durante 8 minutos a temperatura ambiente. Se retird
suavemente el sobrenadante y se lavo el sedimento tres veces con tampdn de union enfriado con hielo. Se corto el
fondo del tubo de centrifuga que contiene el sedimento, se dispuso en un tubo de cultivo de vidrio de 13 x 75 mm vy
se contaron las muestras durante 5 minutos cada una en el contador gamma. Se representaron las CPM (cuentas
por minuto) obtenidas menos las CPM de fondo (reaccién sin proteinas de BBMV) frente a la concentracion de
proteina de BBMV. De acuerdo con los resultados resefiados por otros (Luo et al. 1999), se determind que la
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concentracion optima de proteina de BBMV para uso en los ensayos de union era de 150 pug/ml.
Ejemplo 5
Ensayos de uniéon competitiva a BBMV de S. frugiperda con proteinas de nucleo de toxina Cry1Ab y Cry1Ca

Se realizaron ensayos de union competitiva homologa y heteréloga usando proteina de BBMV de S. frugiperda 150
pg/ml y proteina de nucleo de toxina Cry1Ca radiomarcada con 1251 0,5 nM. Las concentraciones de proteina de
nucleo de toxina Cry1Ab no radiomarcada competitiva afiadidas a la mezcla de reaccion estaban en el intervalo de
0,045 nM a 300 nM y se afadieron al mismo tiempo que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca radiactiva, para
asegurar una competicion de unién verdadera. Se llevaron a cabo las incubaciones durante 1 h a 28 °C y se midi6 la
cantidad de proteina de nucleo de toxina Cry1Ca marcada con 125 unida a BBMV (unién especifica) como se
describe anteriormente. La unién no especifica se representé por las cuentas obtenidas en presencia de proteina de
nucleo de toxina Cry1Ca no radiomarcada. Se consideré que un 100 % de unidn total era la cantidad de union en
ausencia de cualquier proteina de nucleo de toxina de Cry1Ab competidora.

Los ensayos de union a receptor usando proteina de nucleo de toxina Cry1Ca marcada con 125| determinaron la
capacidad de la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab de desplazar este ligando radiomarcado de su sitio de unién en
BBMV de S. frugiperda. Los resultados (Figura 1) muestran que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab no
desplazaba la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca marcada con 125| de su proteina o proteinas receptoras a
concentraciones tan altas como 300 nM (600 veces la concentracion del ligando de unién radiactivo). Como se
esperaba, la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca no marcada era capaz de desplazar la proteina de nucleo de
toxina Cry1Ca radiomarcada de su proteina o proteinas de unidn, exhibiendo una curva de respuesta a la dosis
sigmoidea, apareciendo un 50 % de desplazamiento a 5 nM.

Esta por tanto indicado que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca interacciona con un sitio de unién en BBMV de
S. frugiperda al que no se une la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab.

Ejemplo 6

Ensayos de union competitiva a BBMV de S. frugiperda con las proteinas de nucleo de toxina Cry1Ca y
Cry1Ab

Se realizaron ensayos de union competitiva homologa y heteréloga usando proteina de BBMV de S. frugiperda 150
pg/ml y proteina de nucleo de toxina Cry1Ca radiomarcada con 1251 0,5 nM. Las concentraciones de proteina de
nucleo de toxina Cry1Ca no radiomarcada competitiva afiadidas a la mezcla de reaccion estaban en el intervalo de
0,045 nM a 1000 nM y se afiadieron al mismo tiempo que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab radiactiva, para
asegurar una competicion de unién verdadera. Se llevaron a cabo las incubaciones durante 1 h a 28 °C y se midi6 la
cantidad de proteina de nucleo de toxina Cry1Ab marcada con 125l unida a BBMV (unién especifica) como se
describe anteriormente. La unién no especifica se representd por las cuentas obtenidas en presencia de proteina de
nucleo de toxina Cry1Ab no radiomarcada 1000 nM. Se consider6 que un 100 % de union total era la cantidad de
unién en ausencia de cualquier proteina de nucleo de toxina de Cry1Ca competidora.

Los ensayos de unién a receptor usando proteina de nucleo de toxina Cry1Ab marcada con 125] determinaron la
capacidad de la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca de desplazar este ligando radiomarcado de su sitio de unién en
BBMV de S. frugiperda. Los resultados (Figura 2) muestran que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca no
desplazaba la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab marcada con 125l de su proteina o proteinas receptoras a
concentraciones tan altas como 300 nM (600 veces la concentracion del ligando de unién radiactivo). Como se
esperaba, la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab no marcada era capaz de desplazar la proteina de nucleo de
toxina Cry1Ab radiomarcada de su proteina o proteinas de union, exhibiendo una curva de respuesta a la dosis
sigmoidea, apareciendo un 50 % de desplazamiento a 5 nM.

Esta por tanto indicado que la proteina de nucleo de toxina Cry1Ab interacciona con un sitio de uniéon en BBMV de
S. frugiperda que no se une a la proteina de nucleo de toxina Cry1Ca.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénica que comprende ADN que codifica una proteina insecticida Cry1C que comprende
una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO: 2 y variantes de la misma, ADN que codifica una proteina
insecticida Cry1Ab que comprende una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO: 3 y variantes de la misma y
cualquiera de ADN que codifica una proteina insecticida Cry1Fa1 que comprende una secuencia aminoacidica
segun la SEQ ID NO: 4 y variantes de la misma o ADN que codifica una proteina insecticida Cry1Fa2 que
comprende una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO: 5 y variantes de la misma, en la que las variantes
comprenden una secuencia aminoacidica que tiene mas de un 90 % de homologia de secuencia con la secuencia
aminoacidica segun las SEQ ID NO: 2, 3, 4 y 5, respectivamente, y que tiene la misma actividad insecticida que las
proteinas respectivas.

2. Semilla de una planta de la reivindicaciéon 1 que comprende ADN que codifica una proteina insecticida
Cry1C segun la SEQ ID NO: 2 y variantes de la misma, que comprende ADN que codifica una proteina insecticida
Cry1Ab segun la SEQ ID NO: 3 y variantes de la misma y que comprende ADN que codifica una proteina insecticida
Cry1Fa1 segun la SEQ ID NO: 4 y variantes de la misma o ADN que codifica una proteina insecticida Cry1Fa2 que
comprende una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO: 5 y variantes de la misma, en la que las variantes
comprenden una secuencia aminoacidica que tiene mas de un 90 % de homologia de secuencia con la secuencia
aminoacidica segun las SEQ ID NO: 2, 3, 4 y 5, respectivamente, y que tiene la misma actividad insecticida que las
proteinas respectivas.

3. Una mezcla de semillas que comprende semillas de refugio de plantas de refugio sin Bt y una pluralidad de
semillas de la reivindicacién 2, en la que dichas semillas de refugio comprenden entre 5 y 40 % de todas las semillas
en la mezcla.

4. Una composiciéon para controlar plagas de lepiddpteros que comprende células que expresan cantidades
eficaces tanto de una proteina que contiene el nucleo de toxina Cry1Ab que comprende una secuencia aminoacidica
segun la SEQ ID NO: 2 y variantes de la misma, una proteina que contiene el nucleo de toxina Cry1C que
comprende una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO: 3 y variantes de la misma como una proteina que
contiene el nucleo de toxina Cry1Fal que comprende una secuencia aminoacidica segun la SEQ ID NO: 4 y
variantes de la misma o una proteina que comprende el nucleo de toxina Cry1Fa2 que comprende una secuencia
aminoacidica segun la SEQ ID NO: 5 y variantes de la misma, en la que las variantes comprenden una secuencia
aminoacidica que tiene mas de un 90 % de homologia de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica
segun las SEQ ID NO: 2, 3, 4 y 5, respectivamente, y que tienen la misma actividad insecticida que las proteinas
respectivas.

5. Una composicion de la reivindicacion 4 que comprende un hospedador transformado para expresar tanto
una proteina que contiene el nucleo de toxina Cry1Ab, una proteina que contiene el nucleo de toxina Cry1C, como
una proteina que contiene el nucleo de toxina Cry1Fal o Cry1Fa2, en la que dicho hospedador es un
microorganismo o una célula vegetal.

6. Un método de control de plagas de lepidopteros que comprende presentar a dichas plagas o al ambiente de
dichas plagas una cantidad eficaz de una composicién de la reivindicacion 4.

7. Una planta de la reivindicacion 1, en la que dicha planta se selecciona del grupo consistente en maiz, judias
de soja, cafa de azucar y algodon.

8. Una planta de la reivindicacién 1, en la que dicha planta es una planta de maiz.

9. Una célula vegetal o una planta de cualquiera de las reivindicaciones 1, 7 y 8, en la que dicha célula vegetal
comprende dicho ADN que codifica dicha proteina insecticida Cry1C, dicho ADN que codifica dicha proteina
insecticida Cry1Ab y dicho ADN que codifica una proteina insecticida Cry1Fa1 y dicho ADN que codifica dicha
proteina insecticida Cry1Fa2 , en la que dicha proteina insecticida Cry1C es al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID
NO: 2, dicha proteina insecticida Cry1Ab es al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 3, dicha proteina insecticida
Cry1Fa1 es al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 4 y dicha proteina insecticida Cry1Fa2 es al menos un 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 5.

10. Una planta de cualquiera de las reivindicaciones 1, 7, 8 y 9, en la que dicha proteina insecticida Cry1C
comprende la SEQ ID NO: 2, dicha proteina insecticida Cry1Ab comprende la SEQ ID NO: 3 y dicha proteina
insecticida Cry1Fa comprende la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 5.

1. Uso de un ADN que codifica una proteina insecticida Cry1C y un ADN que codifica una proteina insecticida
Cry1Ab en una planta para controlar el barrenador de cafia de azucar o el cogollero del maiz.

12. Uso de una composicion que comprende células que expresan cantidades eficaces tanto de una proteina
que contiene el nucleo de toxina Cry1Ab como una proteina que contiene el nicleo de toxina Cry1C para controlar el
barrenador de cafia de azucar o el cogollero del maiz.
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13. Uso de un método que comprende presentar a un barrenador de cafia de azucar o cogollero del maiz, o al
ambiente de dichas plagas, una cantidad eficaz de una composicion que comprende células que expresan tanto una
proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1Ab como una proteina que contiene un nucleo de toxina Cry1C para
controlar el barrenador de cafia de azucar o cogollero del maiz.
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Figura 1- Competicion por la unién a BBMV de Spodoptera frugiperda por
nucleo de toxina Cry1Ab y proteina de nucleo de toxina Cry1Ca marcada
con 125l
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Figura 2- Competicion por la union a BBMV de Spodoptera frugiperda
de nucleo de toxina Cry1Ca, nucleo de toxina Cry1Ab y proteina de
nucleo de toxina CrylAb marcada con 125I
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