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DESCRIPCIÓN 

Proteínas de toxinas activas contra hemípteros y coleópteros de Bacillus thuringiensis 

Antecedentes de la Invención 

Campo de la Invención 

Esta invención se refiere en general al campo de las proteínas de Bacillus thuringiensis inhibidoras de insectos y, 5 
más en particular, a proteínas cristalinas de B. thuringiensis que inhiben insectos hemípteros. Se describen 
polinucleótidos y proteínas aislados, las plantas transgénicas y procedimientos relacionados que proporcionan la 
inhibición de insectos hemípteros. También se describen procedimientos para combinar las proteínas cristalinas de B. 
thuringiensis que inhiben insectos hemípteros con diferentes agentes de control de insectos para obtener niveles 
aumentados de inhibición de insectos hemípteros, manejo de la resistencia de insectos hemípteros o un espectro 10 
ampliado del control de plagas de insectos. 

Técnica Relacionada 

Proteínas Cristalinas de Bacillus thuringiensis 

La bacteria gram-positiva de la tierra Bacillus thuringiensis es muy conocida por su producción de cristales 
paraesporales proteínicos, o δ-endotoxinas, que son tóxicas a una diversidad de larvas de Lepidópteros, Coleópteros 15 
y Dípteros. B. thuringiensis produce proteínas cristalinas durante la esporulación que son específicamente tóxicas 
para ciertas especies de insectos. Muchas cepas diferentes de B. thuringiensis han demostrado producir proteínas 
cristalinas insecticidas, y se han utilizado en el mercado composiciones que comprenden cepas de B. thuringiensis 
que producen proteínas que tienen actividad insecticida como insecticidas aceptables para el medio ambiente debido 
a su toxicidad para el insecto objetivo específico, y a su no toxicidad para plantas y otros organismos no objetivo. 20 

Se han utilizado desde ya hace mucho tiempo formulaciones comerciales de aislados de B. thuringiensis naturales 
para el control biológico de plagas de insectos agrícolas. En la producción comercial, las esporas y cristales 
obtenidos del proceso de fermentación se concentran y formulan para la aplicación foliar de acuerdo con prácticas 
agrícolas convencionales. 

Nomenclatura de las Proteínas Cristalinas 25 

Una revisión por Hofte y col., (Hofte y Whiteley, Microbiol. Rev., 53:242-255, 1989) describe el estado general de la 
técnica con respecto a la mayoría de las cepas de B. thuringiensis insecticidas que se han identificado las cuales son 
activas contra insectos del Orden de los Lepidópteros, es decir, insectos orugas. Este tratado también describe 
cepas de B. thuringiensis que tienen actividad insecticida contra insectos de los Ordenes de los Dípteros (es decir, 
moscas y mosquitos) y Coleópteros (es decir, escarabajos). Una cantidad de genes que codifican proteínas 30 
cristalinas se han clonado de diversas cepas de B. thuringiensis. Hofte y col. (1989) describen los genes y proteínas 
que se identificaron en B. thuringiensis con anterioridad a 1990, y presenta la nomenclatura y esquema de 
clasificación que se ha aplicado tradicionalmente a genes y proteínas de B. thuringiensis. Los genes Cry1 codifican 
proteínas Cry1 tóxicas para Lepidópteros. Los genes Cry2 codifican proteínas Cry2 que son tóxicas tanto para 
Lepidópteros como para Dípteros. Los genes Cry3 codifican proteínas Cry3 tóxicas para Coleópteros, mientras que 35 
los genes Cry4 codifican proteínas Cry4 tóxicas para los Dípteros. 

Recientemente, se ha propuesto una nueva nomenclatura la cual clasifica sistemáticamente las proteínas Cry 
basándose en la homología de secuencias de aminoácidos más que basándose en las especificidades de objetivos 
de insectos. Este esquema de clasificación y una lista exhaustiva de genes de B. thuringiensis inhibidores de 
insectos se sintetizan en el listado de Proteínas de Toxinas Insecticidas según lo expuesto en el sitio de Internet de 40 
Neil Crickmore al cual se accede a través de la Universidad de Cambridge en la Red Global Mundial, WWW en 
lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/index.html. 

Modo de Toxicidad de Proteínas Cristalinas 

Todos los cristales de δ-endotoxinas son tóxicos para larvas de insectos por ingestión. La solubilización del cristal en 
el intestino medio del insecto libera la forma de protoxina de la δ-endotoxina la cual, en la mayoría de los casos, es 45 
posteriormente procesada a una toxina activa por la proteasa del intestino medio. Las toxinas activadas reconocen y 
se unen al borde en cepillo del epitelio del intestino medio de los insectos a través de proteínas receptoras. Se han 
aislado diversos receptores de proteínas cristalinas potenciales de ciertas larvas de insectos (Jurat-Fuentes JL, 
Adang Mj. Biochemistry. 45(32):9688, 2006; Griffitts JS y col, Science. 307(5711):922, 2005; Jurat-Fuentes JL, 
Adang Mj. Eur J Biochem.; 271(15)3127, 2004). La unión de toxinas activas es seguida por la intercalación y 50 
agregación de moléculas de toxinas para formar poros dentro del epitelio del intestino medio. Este proceso conduce 
a un desequilibrio osmótico, hinchazón, lisis de las células que recubren el epitelio del intestino medio, y a la 
eventual mortalidad de las larvas. 
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Con el advenimiento de técnicas genéticas moleculares, se han aislado diversos genes de δ-endotoxina y se han 
determinado sus secuencias de ADN. Estos genes se han utilizado para construir ciertos productos de B. 
thuringiensis genéticamente diseñados que han sido aprobados para uso comercial. Recientes desarrollos han visto 
nuevos sistemas de administración de δ endotoxinas desarrollados, incluyendo plantas que contienen y expresan 
genes de δ endotoxinas genéticamente diseñados. El control de plagas de Lepidópteros y Coleópteros en una 5 
diversidad de plantas de cultivo transgénicas incluyendo maíz, algodón, patata, tomate y arroz que expresan genes 
de δ endotoxinas está bien establecido. Las ventajas asociadas con la expresión de los genes de δ endotoxinas en 
plantas de cultivo incluyen rendimientos aumentados y uso disminuido de insecticidas químicos. Las ventajas de los 
cultivos transgénicos que expresan genes de δ endotoxina inhibidores de insectos han conducido al uso masivo en 
cultivos tales como el maíz y el algodón. 10 

Desafortunadamente, los genes de δ endotoxina que están disponibles en la actualidad no proporcionan un control 
de todas las plagas de insectos que afectan a la producción de cultivos. En particular, los insectos Hemípteros aun 
deben ser controlados mediante el uso de insecticidas en cultivos en los que causan daño. Los insectos Hemípteros 
o “perforadores/ chupadores” son especialmente perjudiciales para las plantas en el sentido de que se sabe que 
además transmiten virus perjudiciales de las plantas y hacen que las plantas sean más susceptibles a la infección 15 
bacteriana y fúngica. Por lo tanto, existe la necesidad de materiales y procedimientos adicionales que permitirían la 
inhibición de plagas de insectos Hemípteros en cultivos. Existe además una necesidad de obtener diversos tipos 
diferentes de agentes de control de insectos Hemípteros con distintas modalidades de acción para utilizar en plantas 
transgénicas como herramientas de manejo de la resistencia a insectos Hemípteros. 

Dada la necesidad de agentes de control de los insectos Hemípteros, se han descrito una diversidad de enfoques. 20 
La Patente de los Estados Unidos N.º 5.723.440 describe una proteína Cyt1Ba1 con supuesta actividad contra 
insectos Hemípteros. Sin embargo, Wellman-Desbiens y Cote (J. Econ. Entomol. 98(5):1469-1479, 2005) no 
pudieron confirmar esta actividad con el insecto Hemíptero Lygus hesperus. La Patente de los Estados Unidos N.º 
5.885.963 desvela el uso de toxinas Cyt de B. thuringiensis israelensis que supuestamente inhiben plagas de 
Hemípteros. Más recientemente, el documento US 20060242732 desvela proteínas cristalinas de B. thuringiensis 25 
con actividad contra el insecto Hemíptero Lygus lineolaris. Estas proteínas no están relacionadas con las proteínas 
Cyt descritas en las Patentes de los Estados Unidos N.º 5.723.440 y 5.885.963. 

Sumario de la Invención 

En vista de los problemas expuestos anteriormente se ha desarrollado la presente invención. 

La invención se refiere, en primer lugar, a un polinucleótido el cual codifica una proteína inhibidora de insectos 30 
TIC807, donde la proteína inhibidora de insectos comprende una secuencia polipeptídica que tiene al menos 
aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Las secuencias polinucleotídicas de la 
invención también pueden codificar secuencias polipeptídicas con al menos 80 %, 90 % o 100 % de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 5. En ciertas realizaciones, el polinucleótido codifica la secuencia polipeptídica de SEQ 
ID NO: 5. 35 

Los polinucleótidos aislados de la invención pueden codificar una proteína inhibidora de insectos TIC807 que inhibe 
un insecto Hemíptero, un insecto Heteróptero o un insecto Homóptero. El insecto Hemíptero puede ser un insecto 
Lygus y el insecto Homóptero, un insecto Leptinotarsa sp. puede ser un áfido, un saltamontes o una mosca blanca. 
La proteína inhibidora de insectos TIC807 codificada inhibe Lygus a una concentración de la dieta de Lygus de por lo 
menos aproximadamente 5 ppm, 50 ppm, 250 ppm o 500 ppm (partes por millón) de la proteína TIC807 o fragmento 40 
proteico en la dieta de Lygus. Este polinucleótido que codifica la proteína TIC807 puede modificarse para la 
expresión mejorada en plantas en comparación con la secuencia codificadora natural. Un polinucleótido que codifica 
TIC807 que está diseñado para la expresión en plantas es proporcionado como SEQ ID NO: 6. Otros polinucleótidos 
que codifican TIC807 para la expresión en plantas se proporcionan como SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID 
NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53. El 45 
polinucleótido diseñado para la expresión en plantas puede codificar una proteína TIC807 con un péptido de 
direccionamiento al plastidio o al cloroplasto N-terminal como se proporciona por ejemplo en SEQ ID NO: 7 que 
comprende un polinucleótido diseñado para la expresión de la toxina TIC807 en plantas que también está ligado en 
fase a una secuencia nucleotídica que codifica un péptido de direccionamiento al plastidio. El péptido de 
direccionamiento al plastidio está operativamente ligado a TIC807 tras la expresión y funciona para dirigir la 50 
inserción de la toxina TIC807 en el plastidio de la planta. 

Otros polinucleótidos aislados de la invención incluyen polinucleótidos que se hibridan en condiciones de alta 
rigurosidad con el gen TIC807 de Bacillus thuringiensis natural (SEQ ID NO: 4) o con el gen diseñado para expresión 
en la planta mejorada de TIC807, que tiene un contenido rico en G+C (SEQ ID NO: 6) en comparación con la 
secuencia codificadora natural expuesta en SEQ ID NO: 4. Los polinucleótidos que se hibridan en condiciones 55 
rigurosas pueden seleccionarse del grupo formado por SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7. 

La invención provee además plantas transgénicas o partes de plantas derivadas de las mismas que comprenden 
una proteína inhibidora de insectos TIC807, donde la proteína inhibidora de insectos TIC807 comprende una 
secuencia polipeptídica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 
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5. La planta transgénica o parte de planta comprende la proteína TIC807 a una concentración de por lo menos 5 µg 
a 250 µg de la proteína TIC807 por gramo de peso fresco de tejido vegetal. La parte de planta transgénica puede ser 
una célula, una hoja, un tallo, una flor, un sépalo, una fruta, una raíz o una semilla. 

La invención también proporciona células huésped transformadas que comprenden un polinucleótido que codifica 
una proteína inhibidora de insectos TIC807, donde la proteína inhibidora de insecto o fragmento proteico comprende 5 
una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencias con SEQ ID 
NO: 5. La célula huésped transformada puede ser una célula bacteriana o una célula de planta. Las células 
vegetales transformadas de la invención pueden seleccionarse del grupo formado por células vegetales de cebada, 
maíz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, caña de azúcar, trigo, alfalfa, banana, brócoli, judía, col, canola, 
zanahoria, mandioca, coliflor, apio, cítricos, algodón, una cucúrbita, eucalipto, lino, ajo, uva, cebolla, lechuga, 10 
guisante, cacahuete, pimiento, patata, álamo blanco, pino, girasol, cártamo, soja, fresa, remolacha azucarera, batata, 
tabaco, tomate, planta decorativa, arbusto, nuez, garbanzo, guandul, mijos, lúpulos y pastizales. En ciertas 
realizaciones, la célula de planta transformada es una célula de planta de algodón. Las plantas derivadas de las 
células huésped de planta transformadas, las semillas producidas de las plantas derivadas de la célula huésped 
transformada, y las plantas descendientes de esa semilla son también contempladas. Las células huésped 15 
bacterianas transformadas de la invención pueden seleccionarse del grupo formado por una célula bacteriana de 
Agrobacterium, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Pseudomonas y Rhizobium. En ciertas realizaciones, la célula 
bacteriana transformada es una célula de Bacillus thuringiensis. Se desvela además en el presente documento un 
vector pIC7040 que alberga la cepa de Escherichia coli SIC8088 y que comprende una secuencia de nucleótidos 
que codifica una proteína TIC807, comprendiendo dicha proteína TIC807 una secuencia polipeptídica que tiene al 20 
menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, depositado el 16 de marzo, 2007 con la Agricultural 
Research Culture Collection, Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoria, Illinois Estados Unidos y que 
tiene Nº de Acceso NRRLB-50030. 

La invención proporciona además procedimientos para combatir Lygus que comprenden las etapas de: (a) 
proporcionar una cantidad inhibidora de Lygus de una proteína inhibidora de insectos TIC807, donde la proteína 25 
inhibidora de insectos comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, y (b) poner en contacto el Lygus con la cantidad inhibidora de la 
secuencia polipeptídica, controlando de ese modo un insecto Lygus. La secuencia polipeptídica utilizada en este 
procedimiento también puede tener por lo menos aproximadamente 90 % o 100 % de identidad de secuencia con la 
SEQ ID NO: 5. En una realización de este procedimiento, la cantidad inhibidora de Lygus de la secuencia 30 
polipeptídica puede proporcionarse en una dieta de Lygus en la etapa (a) y el Lygus puede ponerse en contacto en 
la etapa (b) permitiendo que el Lygus se alimente de la dieta. En una realización más particular del procedimiento, la 
dieta de Lygus es una planta transgénica. Cuando la dieta de Lygus de este procedimiento es una planta transgénica, 
la cantidad inhibidora de Lygus de la secuencia polipeptídica es de por lo menos 5 µg a 250 µg por gramo de peso 
fresco de tejido de la planta transgénica. En otras realizaciones de este procedimiento, la cantidad inhibidora de 35 
Lygus de la secuencia polipeptídica se proporciona en la etapa (a) pulverizando una composición que comprende el 
polipéptido en una planta. La composición utilizada en esta realización del procedimiento comprende células 
bacterianas o esporas bacterianas que expresan el polipéptido. En realizaciones particulares del procedimiento, las 
células bacterianas o esporas bacterianas son células Bacillus o esporas de Bacillus. La composición utilizada en 
este procedimiento también puede comprender cristales paraesporales que contienen el polipéptido. En cualquiera 40 
de estos procedimientos de control de Lygus, la planta puede ser infestada con Lygus. 

La invención provee además procedimientos para detectar o aislar un polinucleótido que codifica una proteína 
TIC807 en una muestra que comprende las etapas de: (a) seleccionar un par de cebadores oligonucleotídicos 
degenerados capaces de producir un amplicón, donde las secuencias de nucleótidos de los cebadores 
oligonucleotídicos degenerados son derivadas de una secuencia de polipéptido TIC807 de SEQ ID NO: 5; (b) 45 
producir un amplicón a partir de la secuencia polinucleotídica en la muestra; y (c) detectar o aislar el amplicón, 
detectando o aislando de ese modo un polinucleótido que codifica una proteína TIC807 en una muestra. En este 
procedimiento, el amplicón detectado o aislado puede codificar un polipéptido que tiene por lo menos 70 % o 90 % 
de identidad de secuencia con TIC807 (SEQ ID NO: 5). Otros procedimientos para detectar o aislar un polinucleótido 
que codifica una proteína TIC807 en una muestra proporcionados en esta invención comprenden las etapas de: (a) 50 
seleccionar un oligonucleótido degenerado o colección de oligonucleótidos degenerados, donde las secuencias 
nucleotídicas de los cebadores oligonucleotídicos degenerados son derivadas de una secuencia polipeptídica 
TIC807 de SEQ ID NO: 5; (b) hibridar el oligonucleótido degenerado o colección de oligonucleótidos degenerados a 
la muestra; (c) detectar la hibridación en la muestra a un polinucleótido, detectando de ese modo un polinucleótido 
que codifica una proteína TIC807 en una muestra, y (d) aislar el polinucleótido detectado mediante hibridación en la 55 
etapa (c). En este procedimiento, el polinucleótido detectado puede codificar un polipéptido que tiene por lo menos 
70 % o 90 % de identidad de secuencia con TIC807 (SEQ ID NO: 5). 

La invención también proporciona procedimientos para expresar una proteína TIC807 en una planta que 
comprenden las etapas de: (a) insertar en un genoma de célula de planta una secuencia de ácidos nucleicos que 
comprende en la dirección 5’ a 3’ una molécula de ADN bicatenario, recombinante, unida operativamente, donde la 60 
molécula de ADN bicatenario, recombinante comprende: i. un promotor que funciona en la célula de planta; ii. una 
secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido que comprende una proteína inhibidora de insectos TIC807, 
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donde la proteína inhibidora de insectos tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5; y iii. 
una secuencia nucleotídica no traducida en 3’ que funciona en las células de la planta para causar terminación de la 
transcripción y poliadenilación, donde dicho promotor, dicha secuencia polinucleotídica, y dicha secuencia 
nucleotídica no traducida en 3’ están ligadas operativamente, (b) obtener una célula de planta transformada que 
contiene la secuencia de ácidos nucleicos de la etapa (a) y (c) regenerar a partir de la célula de planta transformada 5 
una planta transformada que expresa la proteína TIC807, expresando de ese modo una proteína TIC807 en una 
planta. En este procedimiento, la secuencia polinucleotídica de la etapa (a) puede codificar ya sea una proteína 
TIC807 que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 o puede codificar la proteína 
TIC807 de SEQ ID NO: 5. Esta secuencia polinucleotídica puede ser SEQ ID NO: 6 u otra secuencia diseñada para 
la expresión en plantas que codifica una proteína TIC807. Las secuencias polinucleotídicas diseñadas para la 10 
expresión en plantas incluyen, aunque sin limitarse a, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 
47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53. En otras 
realizaciones de este procedimiento, la secuencia polinucleotídica de la etapa (a) que codifica una proteína TIC807 
está operativamente ligada a una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido de direccionamiento al 
plastidio. El polipéptido de SEQ ID NO: 8 comprende una proteína TIC807 que está operativamente ligada al 15 
polipéptido de direccionamiento al plastidio que puede utilizarse en ciertas realizaciones de este procedimiento. 

La invención proporciona además vectores de ADN recombinante que comprenden en la dirección 5’ a 3’: i. un 
promotor que funciona en la célula de planta; ii. una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido que 
comprende una proteína inhibidora de insectos TIC807, donde dicha proteína inhibidora de insectos o fragmento 
proteico comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de 20 
secuencia con SEQ ID NO: 5; y iii. una secuencia nucleotídica no traducida en 3’ que funciona en las células de la 
planta para causar la poliadenilación, donde el promotor, dicha secuencia polinucleotídica y dicha secuencia de 
nucleótidos no traducida en 3’ están ligadas operativamente. En estos vectores, la secuencia polinucleotídica 
también puede codificar ya sea una proteína TIC807 que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con 
SEQ ID NO: 5 o puede codificar la proteína TIC807 de SEQ ID NO: 5. La secuencia polinucleotídica que codifica la 25 
proteína TIC807 puede ser una secuencia que está diseñada para la expresión en plantas. Las secuencias 
polinucleotídicas diseñadas para la expresión en plantas incluyen SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, 
SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53. 
En otras realizaciones, la secuencia polinucleotídica que codifica una proteína TIC807 está ligada operativamente a 
una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido dirigido al plastidio. Un vector de la invención puede 30 
comprender una secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 8, tal como la secuencia 
polinucleotídica SEQ ID NO: 7. Los vectores de la invención pueden comprender además un polinucleótido que 
codifica un gen marcador seleccionable. Un gen marcador seleccionable que confiere resistencia a AMPA, atrazina, 
bromoxinil, dalapon, dicamba, glifosato, higromicina, metotrexato, neomicina, fosfinotricina, una sulfonilurea o 2,4-D 
o sus combinaciones pueden utilizarse en los vectores de la invención. 35 

También se proporcionan mediante esta invención productos de base producidos de una planta o semilla donde el 
producto básico contiene una cantidad detectable de una proteína TIC807 o un polinucleótido que codifica una 
proteína TIC807, comprendiendo dicha proteína TIC807 una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Este producto básico puede obtenerse de una planta de algodón o de 
una semilla de una planta de algodón, o similarmente del maíz, arroz, trigo, soja, garbanzo, guandul, caña de azúcar 40 
y remolacha azucarera. Por ejemplo, cuando el producto básico se obtiene de una planta de algodón o de la semilla 
de una planta de algodón, el producto básico puede ser hila, aceite, harina o vainas. 

La invención también provee un procedimiento para controlar al menos una plaga de insectos, no siendo dicho 
procedimiento un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia y que comprende las 
etapas de: (a) proporcionar al menos dos agentes inhibidores de plagas de insectos diferentes en una composición, 45 
comprendiendo la composición (i) una cantidad inhibidora de insectos de una proteína TIC807 y una cantidad 
inhibidora de insectos de (ii) al menos una secuencia de ribonucleótidos que funciona tras la ingestión por la plaga 
de insectos para inhibir una función biológica en la plaga de insectos y/o (iii) una cantidad inhibidora de insectos de 
por lo menos una proteína inhibidora de insectos que no es una proteína TIC807; y (b) poner en contacto la al menos 
una plaga de insectos con una cantidad inhibidora de la composición, controlando de ese modo dicha al menos una 50 
plaga de insectos. En este procedimiento, la plaga de insectos controlada puede ser un insecto hemíptero, un 
insecto heteróptero o un insecto homóptero. Un insecto hemíptero controlado mediante el procedimiento es un 
insecto Lygus. Un insecto homóptero controlado por el procedimiento es un áfido, un saltamontes o una mosca 
blanca. En este procedimiento, una proteína inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica 
que tiene al menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Cuando una función 55 
biológica es inhibida por un ribonucleótido, la función biológica en la plaga de insectos en ii) puede ser una función 
biológica esencial. La función biológica esencial inhibida por el procedimiento puede ser proporcionada mediante 
una proteína esencial o ácido ribonucleico de la plaga de insectos, cuya función pronosticada se selecciona del 
grupo formado por formación de músculos, formación de la hormona juvenil, regulación de la hormona juvenil, 
regulación y transporte de iones, síntesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana 60 
celular, biosíntesis de aminoácidos, degradación de aminoácidos, formación de espermatozoides, síntesis de 
feromonas, detección de feromonas, formación de antenas, formación de alas, formación de patas, desarrollo y 
diferenciación, formación de huevos, maduración de larvas, formación de enzimas digestivas, síntesis de hemolinfas, 
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mantenimiento de hemolinfas, neurotransmisión, división celular, metabolismo de energía, respiración y apoptosis. 
La función biológica esencial puede ser inhibida en Lygus mediante una secuencia de ribonucleótidos que 
comprende entre 21 y 5000 nucleótidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de identidad de secuencia con una 
secuencia codificadora de nucleótidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39. En 
otras realizaciones de este procedimiento, la una proteína inhibidora de insectos que no es una proteína TIC807 5 
puede obtenerse de Bacillus thuringiensis. Esta proteína inhibidora de insectos que no es una proteína TIC807 
puede seleccionarse del grupo formado por AXMI-027, AXMI-039, AXMI-038, AXMI-018, AXMI-020, AXMI-021, 
AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, AXMI-009, AXMI-014, ET29, ET37, AXMI-004, AXMI-028, 
AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, AXMI-014, TIC809, TIC810, TIC812, TIC127 y TIC128. 
En otras realizaciones, donde dos proteínas inhibidoras de Lygus que no son una proteína TIC807 son expresadas 10 
en la planta, las dos proteínas inhibidoras de Lygus pueden comprender TIC809 y TIC810. En otras realizaciones del 
procedimiento, una segunda plaga de insectos pueden controlarse mediante la composición. En estas realizaciones 
del procedimiento, la segunda plaga de insectos puede inhibirse mediante la secuencia de ribonucleótidos de la 
composición o mediante la proteína que no es una proteína TIC807 de la composición. Esta segunda plaga de 
insectos puede ser una plaga de insectos lepidópteros. La segunda plaga de insectos puede inhibirse mediante una 15 
proteína seleccionada del grupo formado por una proteína Cry1A, una proteína Cry1B, una Cry1C, una proteína 
quimérica Cry1A/Cry1F y una proteína Cry2Ab. En ciertas realizaciones del procedimiento de control de por lo 
menos una plaga de insectos, la composición proporciona un efecto inhibidor de insectos sinérgico. En otras 
realizaciones del procedimiento de control de por lo menos una plaga de insectos, la composición proporciona un 
efecto inhibidor de insectos aditivo. En los procedimientos de control de por lo menos una plaga de insectos la 20 
composición puede ser una planta transgénica. 

La invención también proporciona un procedimiento para proteger a una planta de la infestación de Lygus que 
comprende expresar una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos dos agentes inhibidores de Lygus diferentes 
en la planta, donde los agentes inhibidores de Lygus comprenden (i) una cantidad inhibidora de Lygus de una 
proteína TIC807; (ii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una proteína inhibidora de Lygus que no es 25 
una proteína TIC807 y/o (iii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una secuencia de ribonucleótidos que 
funciona tras la ingestión por el Lygus para inhibir una función biológica en el Lygus, protegiendo de ese modo a 
dicha planta de la infestación por Lygus. Esta función biológica esencial en Lygus puede ser proporcionada mediante 
una proteína esencial o ácido ribonucleico del Lygus, cuya función pronosticada se selecciona del grupo formado por 
formación de músculos, formación de la hormona juvenil, regulación de la hormona juvenil, regulación y transporte 30 
de iones, síntesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana celular, biosíntesis de 
aminoácidos, degradación de aminoácidos, formación de espermatozoides, síntesis de feromonas, detección de 
feromonas, formación de antenas, formación de alas, formación de patas, desarrollo y diferenciación, formación de 
huevos, maduración de larvas, formación de enzimas digestivas, síntesis de hemolinfas, mantenimiento de 
hemolinfas, neurotransmisión, división celular, metabolismo de energía, respiración y apoptosis. Esta función 35 
biológica esencial en Lygus puede inhibirse mediante una secuencia de ribonucleótidos que comprende entre 21 y 
5000 nucleótidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de identidad de secuencia con una secuencia codificadora 
de nucleótidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39. En ciertas realizaciones de 
este procedimiento, la proteína inhibidora de Lygus que no es una proteína TIC807 se obtiene de Bacillus 
thuringiensis. La proteína inhibidora de Lygus que no es TIC807 puede seleccionarse del grupo formado por AXMI-40 
027, AXMI-036, AXMI-038, AXMI-018, AXMI-020, AXMI-021, AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, 
AXMI-009, AXMI-014, ET29, ET37, AXMI-004, AXMI-028, AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-
009, AXMI-014, TIC809, TIC810, TIC812, TIC127 y TIC128. En otras realizaciones, donde dos proteínas inhibidoras 
de Lygus que no son una proteína TIC807 son expresadas en la planta, las dos proteínas inhibidoras de Lygus 
pueden comprender TIC809 y TIC810. En este procedimiento, una proteína inhibidora de insectos TIC807 45 
comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 
En ciertas realizaciones de este procedimiento, la expresión de los agentes inhibidores de Lygus proporciona un 
efecto inhibidor de Lygus sinérgico. En otras realizaciones de este procedimiento, la expresión de los agentes 
inhibidores de Lygus proporciona un efecto inhibidor de Lygus aditivo. Mediante el uso de este procedimiento, la 
planta puede ser protegida de Lygus hesperus o Lygus lineolaris. 50 

La invención provee además proteínas inhibidoras de insectos, donde la proteína inhibidora de insectos comprende 
una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. La proteína 
puede tener una secuencia polipeptídica de por lo menos 80 %, 90 % o 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID 
NO: 5. La proteína también puede ser la proteína de SEQ ID NO: 5. La proteína puede comprender además una 
proteína vehículo. Esta proteína vehículo puede ser una albúmina o una proteína KLH. Las proteínas aisladas de la 55 
invención también pueden comprender una modificación covalente seleccionada del grupo formado por un reactivo 
indicador, un espaciador de aminoácidos, un enlazador de aminoácidos, una secuencia señal, una secuencia de 
péptidos de tránsito al cloroplasto, una secuencia de direccionamiento vacuolar, una secuencia de detención de 
transferencia, un dominio de transmembrana, un ligando de purificación proteica, o una combinación de los mismos. 

La invención también proporciona anticuerpos que se unen específicamente a una proteína TIC807, donde la 60 
proteína TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con 
SEQ ID NO: 5. 
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Otras características y ventajas de la presente invención, así como también la estructura y operación de diversas 
realizaciones de la presente invención, se describen en detalle más adelante con referencia a los dibujos adjuntos. 

Breve descripción de los dibujos 

Los dibujos adjuntos, los cuales son incorporados en la memoria descriptiva, y forman parte de la misma, ilustran las 
realizaciones de la presente invención y junto con la descripción, sirven para explicar los principios de la invención. 5 
En los dibujos: 

La Figura 1 ilustra una alineación global Neddleman-Wunsch entre TIC807 (SEQ ID NO: 5) y Cry15Aa (SEQ ID 
NO: 41). 
La Figura 2 ilustra el vector de transformación de planta mediada por Agrobacterium pMON105863 que contiene 
tanto un casete de expresión de planta TIC807 direccionado al plastidio como un casete de selección de 10 
neomicina en las secuencias límite de Agrobacterium. 
La Figura 3 ilustra el vector de transformación de planta mediada por Agrobacterium pMON105864 que contiene 
tanto un casete de expresión de planta TIC807 como un casete de selección de neomicina en las secuencias 
límite de Agrobacterium. 

Descripción Detallada de las Realizaciones Preferida s 15 

I. Definiciones 

Como se utiliza en el presente documento, la frase “efecto aditivo”, relacionado con la inhibición de insectos, se 
refiere a un efecto inhibidor obtenido combinando al menos dos agentes inhibidores de insectos diferentes que es: a) 
cuantitativamente equivalente al efecto aditivo pronosticado de la combinación de los dos agentes y/o es b) 
cualitativamente equivalente a la combinación de efectos obtenidos de cada agente administrado por sí solo. Los 20 
ejemplos de efectos cuantitativos incluyen cambios en CL50, CE50, CI50, porcentaje de mortalidad, o porcentaje de 
valores de atrofia indicativos de mayor actividad inhibidora de insectos contra un objetivo de insecto conocido de 
ambos agentes inhibidores de insectos. Los ejemplos de efectos cualitativos aditivos incluyen un mayor espectro de 
inhibición de insectos (es decir, insectos hemípteros y lepidópteros) que reflejan la simple combinación del espectro 
exhibido por cada agente inhibidor de insectos (es decir, la combinación de inhibición de insectos hemípteros 25 
proporcionada por un agente y la inhibición de insectos lepidópteros proporcionada por otro agente). 

La frase “secuencia consenso” como se utiliza en el presente documento se refiere a una secuencia de aminoácidos, 
ADN o ARN creada alineando dos o más secuencias homólogas y obteniendo una nueva secuencia que representa 
la secuencia de aminoácidos, ADN o ARN común. 

El término “Construcción” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier molécula polinucleotídica 30 
recombinante tal como un plásmido, cósmido, virus, molécula polinucleotídica de replicación autónoma, fago, o 
molécula de polinucleótidos de ADN o ARN, monocatenario o bicatenario, lineal o circular, derivada de cualquier 
fuente, capaz de integración genómica o replicación autónoma, que comprende una molécula de polinucleótido 
donde una o más moléculas de polinucleótido se han ligado de forma funcionalmente operativa, es decir, ligadas 
operativamente. 35 

La frase “equivalentes funcionales biológicos” como se utiliza en el presente documento se refiere a péptidos, 
polipéptidos y proteínas que contienen una secuencia o característica estructural similar a una proteína TIC807 de la 
presente invención, y que exhiben la misma o similar actividad inhibidora de insectos de una proteína TIC807 de la 
presente invención. Los equivalentes funcionales biológicos también incluyen péptidos, polipéptidos y proteínas que 
reaccionan (es decir, se unen específicamente) con anticuerpos monoclonales y/o policlonales inducidos contra una 40 
proteína TIC807 y que exhiben la misma o similar actividad inhibidora de insectos que una proteína TIC807. 

La frase “construcción de ADN” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier molécula de ADN en 
la cual dos o más secuencias de ADN comúnmente distintas se han ligado covalentemente. Los ejemplos de 
construcciones de ADN incluyen plásmidos, cósmidos, virus, BAC (cromosoma artificial bacteriano), YAC 
(cromosoma artificial de levadura), minicromosomas de planta, secuencias de replicación autónoma, fago, o 45 
secuencias de ADN monocatenario o bicatenario, lineales o circulares, derivadas de cualquier fuente, que tienen 
capacidad de integración genómica o replicación autónoma. Las construcciones de ADN pueden ser ensamblados 
mediante una diversidad de procedimientos que incluyen técnicas de ADN recombinante, técnicas de síntesis de 
ADN, técnicas de PCR (Reacción en Cadena de Polimerasas), o cualquier combinación de técnicas. 

La frase “un promotor heterólogo”, como se utiliza en el presente documento en el contexto de un construcción de 50 
ADN, se refiere a ya sea: i) un promotor que se obtiene de una fuente distinta del gen estructural operativamente 
ligado o ii) un promotor derivado de la misma fuente que el gen estructural ligado operativamente, donde la 
secuencia del promotor es modificada de su forma original. 

La frase “condiciones de hibridación de alta rigurosidad” se refiere a condiciones de hibridación de ácidos nucleicos 
que comprenden una concentración de sal de aproximadamente 1X SSC, una concentración de detergente de 55 
aproximadamente 0,1 % de SDS, y una temperatura de aproximadamente 50ºC, o sus equivalentes. 
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El término “homólogo” como se utiliza en el presente documento se refiere a un gen relacionado con un segundo gen 
por identidad de ya sea las secuencias de ADN o las secuencias proteicas codificadas. Los genes que son 
homólogos pueden ser genes separados mediante el evento de especiación (ver “ortólogo”). Los genes que son 
homólogos también pueden ser genes separados mediante el evento de duplicación genética (ver “parálogo”). Los 
homólogos pueden ser de organismos iguales o diferentes y pueden llevar a cabo la misma función biológica en el 5 
mismo organismo o en organismos diferentes. 

El término “insecto” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier forma embrionaria, larvaria, ninfa 
o adulta de un insecto Arácnido, Coleóptero, Ctenophalides, Díptero, Hemíptero, Homóptero, Heteróptero, 
Himenóptero o Lepidóptero. 

La frase “una cantidad inhibidora de insectos”, se refiere a una cantidad de un polipéptido TIC807, un ribonucleótido, 10 
o una proteína que no es una proteína TIC807 que da como resultado cualquier inhibición medible del crecimiento de 
insectos, desarrollo de insectos, reproducción de insectos, comportamiento alimenticio de insectos, comportamiento 
de apareamiento de insectos y/o cualquier disminución medible en los efectos adversos causados por la 
alimentación de insectos en una planta. Similarmente, una “cantidad inhibidora de Lygus” se refiere a una cantidad 
de un polipéptido TIC807, un ribonucleótido, o una proteína que no es una proteína TIC807 que da como resultado 15 
cualquier inhibición medible del crecimiento de Lygus, desarrollo de Lygus, reproducción de Lygus, comportamiento 
alimenticio de Lygus, comportamiento de apareamiento de Lygus y/o cualquier disminución medible en los efectos 
adversos causados por la alimentación de Lygus en una planta. 

Como se utiliza en el presente documento cuando se hace referencia a una “molécula de ADN aislada”, se entiende 
que la molécula de ADN es una que está presente, sola o en combinación con otras composiciones, pero no en el 20 
medio ambiente natural. Por ejemplo, una secuencia codificadora, secuencia intrón, secuencia guía no traducida, 
secuencia promotora, secuencia de terminación transcripcional, y similares, que se encuentran naturalmente en el 
ADN de un genoma de planta no se consideran aisladas del genoma de la planta siempre y cuando se encuentren 
dentro del genoma de la planta del cual se observó en primer lugar. Sin embargo, cada uno de estos componentes, y 
subpartes de estos componentes, sería “aislado” dentro del alcance de esta descripción siempre y cuando las 25 
estructuras y componentes no se encuentren dentro del genoma de la planta. Similarmente, una secuencia 
nucleotídica que codifica una proteína insecticida de Bacillus thuringiensis o cualquier variante insecticida de esa 
proteína sería una secuencia nucleotídica aislada siempre y cuando la secuencia nucleotídica no se encuentre 
dentro del ADN de la bacteria Bacillus thuringiensis de la cual se observó en primer lugar la estructura. Una 
secuencia nucleotídica artificial que codifica la misma secuencia de aminoácidos o una secuencia de aminoácidos 30 
sustancialmente idéntica que es codificada por la secuencia nucleotídica de B. thuringiensis natural se consideraría 
aislada para los propósitos de esta divulgación. Para los propósitos de esta divulgación, cualquier secuencia 
nucleotídica transgénica, es decir, la secuencia nucleotídica del ADN insertado en el genoma de las células de una 
planta sería considerada una secuencia nucleotídica aislada ya sea que esté presente dentro del plásmido utilizado 
para transformar células vegetales de las cuales surgió el evento transgénico, dentro del genoma del evento 35 
transgénico, presente en cantidades detectables en tejidos, descendencia, muestras biológicas o productos de base 
derivados del evento transgénico. La secuencia nucleotídica o cualquier fragmento derivado de la misma sería 
considerada, por lo tanto, aislada o aislable si la molécula de ADN puede extraerse de células, o tejidos, u 
homogeneizado de una planta o semilla u órgano de planta; o puede producirse como un amplicón del ADN o ARN 
extraído de células, o tejidos, u homogeneizado de una planta o semilla u órgano de planta, cualquiera de los cuales 40 
se obtiene de tales materiales derivados del evento transgénico. 

La frase “secuencia de ribonucleótidos que funciona tras la ingestión por la plaga de insectos para inhibir una función 
biológica” se refiere a secuencia de ARN que comprende una secuencia que es sustancialmente homóloga a una 
molécula de ARN codificada por una secuencia nucleotídica dentro del genoma del insecto, que proporciona la 
inhibición del insecto. 45 

Como se utiliza en el presente documento, la expresión “sustancialmente homóloga” u “homología sustancial” con 
referencia a una secuencia de ácidos nucleicos o de polipéptidos, se refiere a una secuencia nucleotídica o 
polipeptídica que tiene 65 % a 70 % de identidad de secuencia, o más preferentemente entre 80 % y 85 % de 
identidad de secuencia, o con mayor preferencia entre 90 % y 95 % de identidad de secuencia, a 99 % o 100 % de 
identidad de secuencia, con otra secuencia nucleotídica o polipeptídica. 50 

Como se utiliza en el presente documento, la frase “efecto sinérgico”, haciendo referencia a la inhibición de insectos, 
se refiere a un efecto inhibidor obtenido combinando por lo menos dos agentes inhibidores de insectos diferentes 
que es: a) mayor cuantitativamente que el efecto aditivo pronosticado de la combinación de los dos agentes y/o es b) 
distinto cualitativamente de cualquier efecto obtenido de cualquiera de los dos agentes administrados por sí solos. 
Los ejemplos de efectos cuantitativos incluyen cambios en CL50, CE50, CI50, porcentaje de mortalidad, o porcentaje 55 
de valores de atrofia indicativos de una mayor actividad inhibidora de insectos contra un objetivo de insecto conocido 
de ambos agentes inhibidores de insectos. Los ejemplos de efectos cualitativos sinérgicos incluyen un espectro 
expandido de inhibición de insectos (es decir, inhibición de insectos hemípteros, homópteros y lepidópteros) que no 
refleja la simple combinación del espectro exhibido por cada uno de los agentes inhibidores de insectos solo (es 
decir, la combinación de inhibición de insectos hemípteros proporcionada por un agente y la inhibición de insectos 60 
lepidópteros proporcionada por otro agente). 
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La frase “proteína TIC807” como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteína inhibidora de insectos 
que presenta por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 

La frase “proteína relacionada con TIC807” como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteína 
inhibidora de insectos de por lo menos 250 aminoácidos que exhibe por lo menos 45 % de identidad de secuencia 
con una secuencia polipeptídica correspondiente contenida en SEQ ID NO: 5. 5 

La frase “operativamente ligada” como se utiliza en el presente documento, se refiere a la unión de secuencias de 
ácidos nucleicos de modo que una secuencia puede proporcionar una función requerida a una secuencia ligada. En 
el contexto de un promotor, “ligado operativamente” significa que el promotor está conectado a una secuencia de 
interés de modo que la transcripción de esa secuencia de interés se controla y regula mediante ese promotor. 
Cuando la secuencia de interés codifica una proteína y cuando la expresión de esa proteína es deseada, 10 
“operativamente ligado” significa que el promotor está ligado a la secuencia de tal manera que el transcrito resultante 
sea traducido de forma eficaz. Si el ligamiento del promotor a la secuencia codificadora es una fusión transcripcional 
y se desea la expresión de la proteína codificada, el ligamiento se realiza de modo que el primer codón de inicio de 
la traducción en el transcrito resultante es el codón de inicio de la secuencia codificadora. Como alternativa, si el 
ligamiento del promotor a la secuencia codificadora es una fusión de traducción y se desea la expresión de la 15 
proteína codificada, el ligamiento se realiza de modo que el primer codón de inicio de la traducción contenido en la 
secuencia no traducida en 5’ asociada con el promotor y está ligado de modo que el producto de traducción 
resultante esté en fase con la fase de lectura abierta de traducción que codifica la proteína deseada. Las secuencias 
de ácidos nucleicos que pueden estar operativamente ligadas incluyen secuencias que proporcionan funciones de 
expresión génica (es decir, elementos de expresión génica tales como promotores, regiones no traducidas en 5’, 20 
intrones, regiones codificadoras de proteínas, regiones no traducidas en 3’, sitios de poliadenilación y/o terminadores 
de la transcripción), secuencias que proporcionan transferencia de ADN y/o funciones de integración (es decir, 
secuencias límite de T-ADN, sitios de reconocimiento de recombinasa específico del sitio, sitios de reconocimiento 
de integrasa), secuencias que proporcionan funciones selectivas (es decir, marcadores de resistencia a un 
antibiótico, genes biosintéticos), secuencias que proporcionan funciones de marcadores a los que se puede poner 25 
puntuación (es decir, genes indicadores), secuencias que facilitan las manipulaciones in vitro o in vivo de las 
secuencias (es decir, secuencias polienlazadoras, secuencias de recombinación específica del sitio) y secuencias 
que proporcionan funciones de replicación (es decir, orígenes bacterianos de replicación, secuencias de replicación 
autónoma, secuencias centroméricas). 

Como se utiliza en el presente documento, las frases o términos “identidad de secuencias”, “similitud de secuencias” 30 
u “homología” se utilizan para describir relaciones de secuencias entre dos o más secuencias de nucleótidos. El 
porcentaje de “identidad de secuencias” entre dos secuencias se determina comparando dos secuencias 
óptimamente alineadas con respecto a una ventana de comparación, donde la porción de la secuencia en la ventana 
de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, espacios vacíos) en comparación con la 
secuencia de referencia (la cual no comprende adiciones o deleciones) para la alineación óptima de las dos 35 
secuencias. El porcentaje se calcula determinando la cantidad de posiciones en las cuales se produce la base de 
ácido nucleico idéntica o resto de aminoácido en ambas secuencias para proporcionar la cantidad de posiciones 
coincidentes, dividiendo la cantidad de posiciones coincidentes por la cantidad total de posiciones en la ventana de 
comparación, y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencias. Una secuencia 
que es idéntica en cada posición en comparación con una secuencia de referencia se dice que es idéntica a la 40 
secuencia de referencia y viceversa. Una primera secuencia nucleotídica cuando se observa en la dirección 5’ a 3’ 
se dice que es un “complemento” de, o complementaria a, una segunda secuencia de nucleótidos o de referencia 
observada en la dirección 3’ a 5’ si la primera secuencia nucleotídica exhibe complementariedad completa con la 
segunda secuencia o secuencia de referencia. Como se utiliza en el presente documento, se dice que las moléculas 
de la secuencia de ácidos nucleicos exhiben “complementariedad completa” cuando cada uno de los nucleótidos de 45 
una de las secuencia leída 5’ a 3’ es complementario a cada uno de los nucleótidos de la otra secuencia cuando se 
lee de 3’ a 5’. Una secuencia nucleotídica que es complementaria a una secuencia de nucleótidos de referencia 
exhibirá una secuencia idéntica a la secuencia complemento inverso de la secuencia nucleotídica de referencia. 

Como se utiliza en el presente documento, la frase “secuencia polipeptídica correspondiente contenida en SEQ ID 
NO: 5” se refiere a una secuencia polipeptídica en SEQ ID NO: 5 que proporcionará el porcentaje más alto de 50 
identidad cuando se alinea con la otra secuencia polipeptídica. 

Como se utiliza en el presente documento, una “ventana de comparación” se refiere a un segmento conceptual de 
por lo menos 6 posiciones contiguas, generalmente 50 a 100, más en general 100 a 150, en el que una secuencia se 
compara con una secuencia de referencia de la misma cantidad de posiciones contiguas después de que las dos 
secuencias sean óptimamente alineadas. La ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es 55 
decir, espacios vacíos) de 20 % o menos en comparación con la secuencia de referencia (la cual no comprende 
adiciones o deleciones) para la alineación óptima de las dos secuencias. Los expertos en la técnica deberían 
consultar los procedimientos detallados utilizados para la alineación de secuencias en el programa informático 
Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, Wis., 
Estados Unidos de América) o consultar Ausubel y col. (1998) para una descripción detallada del análisis de 60 
secuencias. 
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El término “regeneración” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier procedimiento para 
obtener una planta entera de uno cualquiera de una semilla, una célula de planta, un grupo de células de planta, 
tejido de callo de planta, o un trozo cortado de una planta. 

El término “transformación” como se utiliza en el presente documento se refiere a un proceso para introducir una 
secuencia de ADN exógeno (por ejemplo, un vector, una molécula de ADN recombinante) en una célula o 5 
protoplasto en el que el ADN exógeno se incorpora en un cromosoma o es capaz de replicación autónoma. 

La frase “planta transgénica” se refiere a una planta o a su descendencia, derivada de una célula o protoplasto de 
planta transformado, donde el ADN de la planta contiene una molécula de ADN exógeno introducida no presente 
originalmente en una planta no transgénica, nativa, de la misma especie. 

Las frases “ARN estabilizado”, “ARNbc estabilizado” y “ARNip estabilizado” se refieren a combinaciones de ARN 10 
transcrito, orientado con sentido y orientado antisentido, separado por secuencias cortas que permiten la formación 
de una estructura en forma de tallo-lazo u horquilla en la molécula de ARN. 

La frase “tejido vascular” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier tejido o célula contenido en 
el haz vascular de una planta, incluyendo células o tejidos de floema, protofloema, metafloema, xilema, protoxilema 
o metaxilema. 15 

El término “vector” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier construcción de polinucleótidos 
recombinante que puede utilizarse con el propósito de transformación, es decir, la introducción de ADN heterólogo 
en una célula huésped. 

II. Polinucleótidos de la Invención 

Una diversidad de polinucleótidos que codifican proteínas inhibidoras de insectos TIC807 son contemplados por esta 20 
invención. Dichos polinucleótidos son útiles para la producción de proteínas inhibidoras de insectos TIC807 en 
células huésped cuando se ligan operativamente a secuencias promotoras, de terminación de la transcripción y/o de 
poliadenilación adecuadas. Dichos polinucleótidos son también útiles como sondas para aislar polinucleótidos 
homólogos o sustancialmente homólogos que codifican proteínas TIC807. 

Una fuente de polinucleótidos que codifican TIC807 es la cepa de Bacillus thuringiensis la cual contiene el 25 
polinucleótido de TIC807 de SEQ ID NO: 4 que codifica el polipéptido de TIC807 de SEQ ID NO: 5. Esta secuencia 
polinucleotídica fue aislada originariamente de un huésped de Bacillus thuringiensis y por lo tanto es adecuada para 
la expresión del polipéptido de TIC807 codificado en otros huéspedes bacterianos. Por ejemplo, SEQ ID NO: 4 
puede utilizarse para expresar proteína TIC807 en huéspedes bacterianos que incluyen células huésped bacterianas 
de Agrobacterium, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Pseudomonas y Rhizobium. Las sondas de SEQ ID NO: 4 son 30 
también útiles como sondas para aislar polinucleótidos homólogos o sustancialmente homólogos que codifican 
proteínas TIC807. Dichas sondas pueden utilizarse para identificar polinucleótidos homólogos o sustancialmente 
homólogos derivados de cepas de Bacillus. 

Los polinucleótidos que codifican proteínas TIC807 también pueden sintetizarse de novo a partir de una secuencia 
polipeptídica TIC807. La secuencia del gen del polinucleótido puede deducirse de una secuencia polipeptídica 35 
TIC807 a través del uso del código genético. Pueden utilizarse programas informáticos tales como “BackTranslate” 
(paquete GCGTM, Acclerys, Inc. San Diego, CA) para convertir una secuencia peptídica en la secuencia nucleotídica 
correspondiente que codifica el péptido. Los ejemplos de secuencias polipeptídicas TIC807 que pueden utilizarse 
para obtener secuencias codificadoras de nucleótidos correspondientes incluyen la secuencia polipeptídica TIC807 
de SEQ ID NO: 5. 40 

Además, las secuencias de polinucleótidos de TIC807 sintéticas de la invención pueden ser diseñadas de modo que 
se expresen en plantas. La Patente de los Estados Unidos N.º 5.500.365 describe un procedimiento para sintetizar 
genes de plantas para mejorar el nivel de expresión de la proteína codificada por el gen sintetizado. Este 
procedimiento se refiere a la modificación de las secuencias de genes estructurales del transgén exógeno, para 
hacer que sean transcritas, procesadas, traducidas y expresadas de forma más eficaz, por la planta. Las 45 
características de los genes que se expresan bien en plantas incluyen eliminación de secuencias que pueden causar 
el corte y empalme de intrones no deseado o poliadenilación en la región codificadora de un transcrito génico 
reteniendo al mismo tiempo sustancialmente la secuencia de aminoácidos de la porción tóxica de la proteína 
insecticida. Un procedimiento similar para obtener la expresión aumentada de transgenes en plantas 
monocotiledóneas se desvela en la Patente de los Estados Unidos N.º 5.689.052. Los ejemplos de secuencias de 50 
polinucleótidos diseñadas para la expresión de una proteína TIC807 en plantas incluyen SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 
45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 
52 o SEQ ID NO: 53. 
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III. Oligonucleótidos Aislados, Kits y Procedimiento s para el Aislamiento y/o la Detección de Polinucleó tidos 
que Codifican Proteínas TIC807 

Los oligonucleótidos aislados para identificar, detectar o aislar polinucleótidos que codifican proteínas TIC807 
también se desvelan en el presente documento. 

Los oligonucleótidos aislados pueden comprender por lo menos 12 nucleótidos contiguos de una secuencia 5 
contenida en el gen codificador de TIC807 de Bacillus thuringiensis de SEQ ID NO: 4 o contenida en el complemento 
de SEQ ID NO: 4. Dichos oligonucleótidos pueden utilizarse en procedimientos de hibridación o basados en PCR 
para identificar o aislar polinucleótidos que codifican proteínas TIC807 de cepas de Bacillus thuringiensis. Dichos 
oligonucleótidos también pueden utilizarse para confirmar la presencia o ausencia de un polinucleótido codificador 
de TIC807 en una célula huésped. Se reconoce además que los oligonucleótidos pueden utilizarse para mutagenizar 10 
SEQ ID NO: 4 cuando comprenden secuencias adicionales que comprenden errores de emparejamiento con SEQ ID 
NO:4. Dichos oligos de “mutagénesis” son útiles para la identificación de variantes de TIC807 con mayor actividad 
inhibidora de insectos. 

Los oligonucleótidos aislados pueden comprender por lo menos 12 nucleótidos contiguos de una secuencia 
contenida en el polinucleótido de SEQ ID NO: 6 o contenida en el complemento de SEQ ID NO: 6. El polinucleótido 15 
de SEQ ID NO: 6 está específicamente diseñado para la expresión en plantas transgénicas y codifica la proteína 
TIC807 de SEQ ID NO: 5. Los oligonucleótidos aislados pueden comprender por lo menos 12 nucleótidos contiguos 
de una secuencia contenida en el polinucleótido de SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, 
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 o contenida dentro del 
complemento de SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, 20 
SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53. Dichos oligonucleótidos pueden utilizarse en procedimientos de 
hibridación o basados en PCR para detectar polinucleótidos SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID 
NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 en 
muestras derivadas de plantas transgénicas. Cuando la muestra es una muestra de ácido ribonucleico, los 
oligonucleótidos pueden utilizarse en procedimientos de hibridación o basados en PCR para cuantificar los niveles 25 
de expresión del transgén de TIC807. Cuando la muestra es una muestra de ácido desoxirribonucleico, los 
oligonucleótidos pueden utilizarse en los procedimientos de hibridación o basados en PCR para determinar la 
presencia o ausencia del transgén TIC807 en la muestra. También se anticipa que los oligonucleótidos derivados de 
SEQ ID NO: 6 pueden utilizarse para determinar la presencia o ausencia de un transgén de TIC807 en una muestra 
de ácido desoxirribonucleico derivada de un producto básico. Dada la sensibilidad exquisita de ciertos 30 
procedimientos de detección de ácido nucleico que emplean oligonucleótidos, se anticipa que los oligonucleótidos 
derivados de SEQ ID NO: 6 también pueden utilizarse para detectar un transgén de TIC807 en productos de base 
derivados de fuentes agrupadas donde solamente una fracción del producto básico se obtiene de una planta 
transgénica que contiene SEQ ID NO: 6. Se reconoce además que los oligonucleótidos pueden utilizarse para 
mutagenizar SEQ ID NO: 6 cuando comprenden secuencias adicionales que comprenden errores de 35 
emparejamiento con SEQ ID NO: 6. Dichos oligonucleótidos de “mutagénesis” son útiles para la identificación de 
variantes de TIC807 con mayor actividad inhibidora de insectos y/o expresión aumentada en células huésped de 
plantas transgénicas. 

Se entiende, naturalmente, que los oligonucleótidos de la invención pueden comprender además secuencias 
adicionales que no son idénticas o complementarias con las secuencias de polinucleótidos que codifican proteínas 40 
TIC807. Las secuencias adicionales pueden incluir secuencias utilizadas como adaptadores que facilitan la clonación, 
mutagénesis o detección. Los oligonucleótidos de la invención pueden comprender además modificaciones 
covalentes adicionales. Las modificaciones covalentes incluirían etiquetas detectables tales como isótopos, 
fluoróforos y haptenos. La biotina es un hapteno particularmente útil. 

Los kits para la detección de una secuencia de polinucleótido de TIC807 en una muestra que comprende por lo 45 
menos un oligonucleótido que se hibrida específicamente con la secuencia polinucleotídica de SEQ ID NO: 6, SEQ 
ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ 
ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o su complemento son contemplados también por esta invención. En el contexto de los 
kits de esta invención, la expresión “se hibrida específicamente” significa que los oligonucleótidos se hibridarán y 
detectarán SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ 50 
ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 en una muestra de una planta transgénica 
transformada con una o más copias de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID 
NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53 aunque no se hibridará 
de manera específica y no detectará secuencia alguna en una planta no transgénica control que no contiene SEQ ID 
NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID 55 
NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53. Estos kits también pueden comprender un polinucleótido control que se 
hibrida con dicho oligonucleótido, instrucciones de uso y/o reactivos para hibridar o detectar la hibridación de los 
oligonucleótidos con SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 
49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53. En ciertas aplicaciones, incluyendo aquellas 
aplicaciones que utilizan una Reacción en Cadena de Polimerasa, los kits comprenderán de forma natural más de un 60 
oligonucleótido que se hibrida específicamente con la secuencia polinucleotídica de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, 
SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 
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o SEQ ID NO: 53  

IV. Oligonucleótidos Degenerados, Composiciones de O ligonucleótidos Degenerados y Procedimientos de 
Uso 

Los oligonucleótidos degenerados, composiciones que comprenden oligonucleótidos degenerados, y procedimientos 
de utilización de dichos oligonucleótidos para identificar, detectar o aislar polinucleótidos que codifican una proteína 5 
TIC807 son también contemplados por esta invención. Si bien dichos oligonucleótidos degenerados se obtienen de 
SEQ ID NO: 5, los expertos en la técnica apreciarán que tales oligonucleótidos pueden utilizarse para identificar una 
diversidad de proteínas TIC807 y proteínas relacionadas con TIC807. Se prevé que dichas proteínas TIC807 tienen 
por lo menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o 100 % de identidad de aminoácidos con SEQ ID NO: 5 y que tienen 
actividad inhibidora de insectos. Las proteínas relacionadas con TIC807 tienen por lo menos 45 % de identidad de 10 
secuencia con SEQ ID NO: 5 y tienen actividad inhibidora de insectos. 

El diseño de secuencias de oligonucleótidos degenerados a partir de secuencias peptídicas se logra a través del uso 
del código genético, por el cual los codones correspondientes a cada uno de los aminoácidos codificados se 
sintetizan. Los oligonucleótidos degenerados pueden comprender un grupo de oligonucleótidos que comprende 
todas las secuencias potenciales que codifican una secuencia peptídica determinada. Como alternativa, los 15 
oligonucleótidos degenerados también pueden comprender una secuencia que contiene una base neutra (es decir, 
una base que puede formar par de bases de forma adecuada con todos los nucleótidos en una posición 
determinada). Las bases neutras incluyen inosina. Las consideraciones involucradas en el diseño y uso de 
cebadores o sondas de oligonucleótidos degenerados son bien conocidas por los expertos en la técnica (véase 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Tercera Edición), Sambrook y Russell, Cold Spring Harbor Press, 2001). 20 

Pueden utilizarse composiciones que comprenden por lo menos dos cebadores oligonucleotídicos degenerados de 
por lo menos 12 nucleótidos de la secuencia polipeptídica de SEQ ID NO: 5 en procedimientos de hibridación o 
basados en la reacción en cadena de polimerasas para el aislamiento o detección de polinucleótidos que codifican 
proteínas TIC807 o proteínas relacionadas con TIC807. Los oligonucleótidos degenerados de esta composición 
pueden comprender secuencias adicionales que no son idénticas o complementarias con las secuencias de 25 
polinucleótidos que codifican proteínas TIC807. Las secuencias adicionales pueden incluir secuencias utilizadas 
como adaptadores que facilitan la clonación, mutagénesis o detección. Los oligonucleótidos degenerados de la 
invención pueden comprender además modificaciones covalentes adicionales. Las modificaciones covalentes 
incluirían etiquetas detectables tales como isótopos, fluoróforos y haptenos. La biotina es un hapteno particularmente 
útil. 30 

El uso de los cebadores oligonucleotídicos degenerados en procedimientos basados en PCR de aislamiento o 
detección de polinucleótidos que codifican una proteína TIC807 o una proteína relacionada con TIC807 en una 
muestra se contempla específicamente. Resumiendo, un par de cebadores oligonucleotídicos degenerados capaces 
de producir un amplicón se selecciona y se utiliza en una reacción en cadena de polimerasa con una muestra que 
contiene un polinucleótido que codifica una proteína TIC807 o una proteína relacionada con TIC807. Una fuente 35 
adecuada de muestras para este procedimiento incluye diversas cepas de Bacillus thuringiensis. Los 
oligonucleótidos degenerados son capaces de producir un amplicón cuando los oligonucleótidos corresponden a 
secuencias de hebra sentido y antisentido y están en una orientación 5’ a 3’ que cebará la síntesis mediada por 
polimerasa de ADN de una hebra de ADN que es complementaria con el otro oligonucleótido de oposición. Los 
cebadores oligonucleotídicos degenerados se obtienen de una secuencia polipeptídica TIC807 de SEQ ID NO: 5. 40 
Este amplicón puede ser detectado mediante el uso de un tinte de intercalación para producir un amplicón. El 
amplicón también puede aislarse clonando el fragmento del amplicón aislado en un plásmido, cósmido, bacteriófago 
u otro vector de clonación. Una vez clonado, este amplicón puede ser adicionalmente caracterizado por 
secuenciación para determinar el porcentaje de identidad de la proteína codificada por el amplicón con TIC807 (SEQ 
ID NO: 5). Se anticipa que los polinucleótidos que codifican proteínas TIC807 de por lo menos 70 %, o por lo menos 45 
90 % de identidad con SEQ ID NO: 5 y proteínas relacionadas con TIC807 de por lo menos 45 % de identidad con 
SEQ ID NO: 5 pueden detectarse o aislarse mediante estos procedimientos. Dichas proteínas TIC807 o proteínas 
relacionadas con TIC807 pueden ser posteriormente exploradas para determinar la actividad inhibidora de insectos. 

Los oligonucleótidos TIC807 degenerados también pueden utilizarse como sondas en procedimientos basados en 
hibridación para detectar o aislar polinucleótidos que codifican proteínas TIC807 o proteínas relacionadas con 50 
TIC807. Los procedimientos para detectar un polinucleótido que codifica una proteína TIC807 en una muestra 
comprenden, en primer lugar, seleccionar un oligonucleótido degenerado o colección de oligonucleótidos 
degenerados derivados de una secuencia polipeptídica TIC807 de SEQ ID NO: 5. Estos oligonucleótidos 
degenerados pueden comprender además etiquetas detectables tales como isótopos, fluoróforos y haptenos. La 
biotina es un hapteno particularmente útil. Las muestras incluyen muestras derivadas de diversas cepas de Bacillus 55 
thuringiensis. La muestra puede ser una biblioteca de plásmido, cósmidos o clones bacteriófagos derivados de una o 
más cepas de Bacillus thuringiensis. El oligonucleótido degenerado o colección de oligonucleótidos degenerados son 
hibridados a la muestra en condiciones de rigurosidad de hibridación adecuadas. Estas condiciones están 
relacionadas con la longitud del o de los oligonucleótidos degenerados, el grado de degradación, su contenido G+C, 
el porcentaje deseado o proyectado de identidad de secuencias de secuencias objetivo en la muestra y otros 60 
factores. La hibridación con un polinucleótido se detecta por procedimientos que incluyen procedimientos 
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radiométricos, fluorométricos, luminométricos y/o basados en ELISA. Tras la detección, el polinucleótido puede ser 
aislado por dilución seriada y rehibridación. Todas las etapas antes mencionadas de diseño de oligonucleótidos 
degenerados, etiquetado de oligonucleótidos, preparación de bibliotecas, hibridación, detección y aislamiento son 
bien conocidas por el experto en la técnica (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Tercera Edición), 
Sambrook y Russell, Cold Spring Harbor Press, 2001). Se anticipa que pueden detectarse o aislarse mediante estos 5 
procedimientos polinucleótidos que codifican proteínas TIC807 de por lo menos 70 % o por lo menos 90 % de 
identidad con SEQ ID NO: 5 y proteínas relacionadas con TIC807 de por lo menos 45 % de identidad con SEQ ID 
NO: 5. Dichas proteínas TIC807 o proteínas relacionadas con TIC807 pueden posteriormente explorarse para 
determinar la actividad inhibidora de insectos tras la expresión en una cepa de Bacillus thuringiensis acristalífera. 
Las proteínas TIC807 o relacionadas con TIC807 pueden inhibir una plaga hemíptera tal como Lygus. Como 10 
alternativa, las proteínas TIC807 o relacionadas con TIC807 pueden inhibir otras plagas de insectos que incluyen 
plagas de Arácnidos, Coleópteros, Ctenophalides, Dípteros, Himenópteros o Lepidópteros, o pueden inhibir tanto 
plagas de hemípteros como otras familias de plagas de insectos. 

V. Construcciones de ADN que Comprenden Casetes de Ex presión Bacteriana de TIC807 

Para expresar proteínas TIC807 en huéspedes bacterianos, los polinucleótidos que codifican TIC807 son 15 
operativamente ligados a promotores adecuados y secuencias de terminación de la transcripción que funcionan en 
huéspedes bacterianos para proporcionar casetes de expresión bacteriana. Los promotores y señales de 
terminación que funcionan en células bacterianas pueden obtenerse de genes bacterianos, genes bacteriófagos o 
procedimientos sintéticos. Después, estos casetes de expresión pueden ser transferidos a vectores bacterianos 
adecuados que comprenden orígenes de replicación y marcadores seleccionables por medio de técnicas de ADN 20 
recombinante convencionales. 

En la práctica de esta invención, los promotores bacterianos, señales de terminación y vectores que funcionan en 
huéspedes Bacillus son particularmente útiles para la expresión de polipéptidos TIC807. En muchos casos, el gen 
TIC807 que comprende su promotor endógeno y secuencias de terminación pueden utilizarse para la expresión de 
proteínas TIC807 en células huésped de Bacillus que incluyen huéspedes de Bacillus thuringiensis. Para ese tipo de 25 
experimentos, el uso de un vector lanzadera que funciona tanto en huéspedes de E. coli como Bacillus es 
particularmente útil. Los ejemplos de dichos vectores lanzadera incluyen vectores tales como pEG854 descritos en la 
Patente de los Estados Unidos N.º 5.650.308. Estos vectores lanzadera incluyen genes marcadores de resistencia a 
un antibiótico que permiten la transformación de huéspedes Bacillus. Los huéspedes preferidos de Bacillus 
thuringiensis incluyen cepas huéspedes de Bacillus thuringiensis acristalíferas (deficientes en proteína Cry) tales 30 
como EG10368 y EG10650 (descritos en la Patente de los Estados Unidos N.º 5.759.538). Cuando la proteína 
TIC807 es expresada en cepas huéspedes de Bacillus thuringiensis acristalíferas (deficientes en proteína Cry), la 
proteína TIC807 es fácilmente aislada como un cristal paraesporal tras la inducción de la esporulación en las células 
huéspedes. Este fácil sistema de expresión de Bacillus thuringiensis puede utilizarse, por lo tanto, para analizar 
grandes cantidades de variantes de la proteína TIC807 para determinar la actividad inhibidora de insectos. 35 

VI. Construcciones de ADN Que Comprenden Casetes de Expresión de Planta TIC807 

La construcción de casetes de expresión para utilizar en plantas monocotiledóneas o plantas dicotiledóneas está 
bien establecida. Los casetes de expresión son construcciones de ADN donde diversas secuencias promotoras, 
codificadoras y de poliadenilación están ligadas operativamente. En general, los casetes de expresión típicamente 
comprenden un promotor que está ligado operativamente a una secuencia de interés la cual está operativamente 40 
ligada a una región terminadora o de poliadenilación. En ciertos casos que incluyen la expresión de transgenes en 
plantas monocotiledóneas, también puede ser útil incluir una secuencia intrón. Cuando se incluye una secuencia 
intrón, se coloca típicamente en la región guía no traducida en 5’ del transgén. En ciertos casos, también puede ser 
útil incorporar secuencias no traducidas en 5’ en un transgén para aumentar la estabilidad del transcrito o para 
promover la eficaz traducción del transcrito. 45 

Puede utilizarse una diversidad de promotores en la práctica de esta invención. Una clase amplia de promotores 
útiles se menciona como promotores “constitutivos” en el sentido de que son activos en la mayoría de los órganos de 
plantas a lo largo del desarrollo de la planta. Por ejemplo, el promotor puede ser un promotor vírico tal como un 
promotor CaMV35S o FMV35S. Los promotores CaMV35S y FMV35S son activos en una diversidad de tejidos de 
planta transformados y en la mayoría de órganos de plantas (por ejemplo, callo, hoja, semilla y raíz). Las versiones 50 
mejoradas o duplicadas de los promotores CaMV35S y FMV35S son particularmente útiles en la práctica de esta 
invención (Patente de los Estados Unidos N.º 5.378.619). Otros promotores útiles de nopalina sintasa (NOS) y 
octopina sintasa (OCS) (los cuales son transportados en plásmidos inductores de tumores de A. tumefaciens), 
promotores 19S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), un promotor de ubiquitina del maíz, el promotor Act1 del 
arroz y el promotor 35S del Virus del mosaico de Escrofularia (FMV) (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados 55 
Unidos N.º 5.463.175). 

Los promotores que son activos en ciertos tejidos vegetales (es decir, promotores específicos de tejidos) también 
pueden utilizarse para impulsar la expresión de proteínas TIC807 u otros agentes inhibidores de insectos. Puesto 
que ciertas plagas de insectos hemípteros son insectos “perforadores/chupadores” que se alimentan típicamente por 
inserción de sus proboscis en el tejido vascular de plantas huéspedes, promotores que dirigen la expresión de 60 
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agentes inhibidores de insectos en el tejido vascular de las plantas transgénicas son particularmente útiles en la 
práctica de esta invención. Diversos promotores de Caulimovirus, que incluyen los promotores CaMV35S, CaMV19S, 
FMV35S y sus versiones mejoradas o duplicadas, típicamente administran altos niveles de expresión en tejidos 
vasculares y son pues útiles para la expresión de proteínas TIC807 o de otros agentes inhibidores de insectos. Los 
virus limitados a floema tales como el virus del tungro del arroz (Bhattacharyya-Pakrasi y col., Plant J. 4[1] 71-79, 5 
1993) y el virus del moteado amarillo de commelina (Medberry y col., Plant Cell 4:185-192, 1992) también contienen 
promotores útiles que son activos en tejidos vasculares. Para el control de insectos hemípteros que se alimentan del 
floema, pueden utilizarse promotores preferidos de floema o específicos de células de floema para expresar 
proteínas TIC807 u otros agentes inhibidores de insectos en el floema de plantas transgénicas. Los ejemplos de 
promotores específicos de floema incluyen promotores génicos del tipo PP2 (Patente de los Estados Unidos N.º 10 
5.495.007), promotores de sacarosa sintasa (Yang y Russell, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:4144-4148, 1990), 
promotores de glutamina sintetasa (Edwards y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3459-3463, 1990) y promotores de 
H+-ATPasa de la membrana plasmática específicos de floema (DeWitt y col., Plant J. 1[1]: 121-128, 1991), 
promotores de prunasin-hidrolasas (Patente de los Estados Unidos N.º 6.797.859), y un transportador de sacarosa 
del arroz (Patente de los Estados Unidos N.º 7.186.821). Para un control de plagas hemípteras que se alimentan de 15 
tejido de xilema, puede utilizarse una diversidad de promotores que son activos en tejido de xilema incluyendo 
protoxilema o metaxilema. Los promotores activos en tejido de xilema incluyen promotores asociados con rutas 
biosintéticas fenilpropanoides, tales como los promotores de fenilalanina amoníaco-liasa (PAL), promotores de 
cinamato 4-hidroxilasa (C4H), promotores de cumarato 3-hidroxilasa, promotores de O-metil transferasa (OMT), 
promotores de 4-cumarato:CoA ligasa (4CL) (Patente de los Estados Unidos N.º 6.831.208), promotores de 20 
cinamoíl-CoA reductasa (CCR) y promotores de cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD). 

Los elementos potenciadores transcripcionales también pueden utilizarse en conjunto con cualquier promotor que es 
activo en una célula de planta o con cualquier elemento promotor basal que requiere un potenciador para la actividad 
en una célula de planta. Los elementos potenciadores transcripcionales pueden activar la transcripción en diversas 
células vegetales y tienen generalmente una longitud de 100-200 pares de bases. Los elementos potenciadores 25 
pueden obtenerse mediante síntesis química o por aislamiento de elementos reguladores que incluyen dichos 
elementos, y pueden comprender nucleótidos adicionales de flanqueo que contienen sitios de enzimas de restricción 
útiles para facilitar la manipulación de subsecuencias. Los elementos potenciadores pueden ser típicamente 
colocados dentro de la región 5’ al sitio de protección terminal de ARNm asociado con un promotor, aunque también 
puede situarse en regiones que están 3’ al sitio de protección terminal (es decir, dentro de una región no traducida 30 
en 5’, un intrón, o 3’ de un sitio de poliadenilación) para proporcionar niveles aumentados de expresión de genes 
ligados operativamente. Los elementos potenciadores también pueden ser multimerizados (proporcionados en 
cualquier cantidad finita de copias ligadas) para proporcionar la expresión aumentada de genes ligados 
operativamente. Los potenciadores multimerizados incluyen copias por duplicado, triplicado o cuadruplicado de 
potenciadores en cualquier orientación o combinación de orientaciones. Los potenciadores son a menudo derivados 35 
de promotores víricos de planta, particularmente aquellos del grupo Culimoviridae de ADN bicatenario que 
comprende los caulimovirus y los badnavirus. Los promotores víricos de plantas o potenciadores víricos de plantas 
derivados pueden proporcionar una fuerte expresión constitutiva de genes ligados operativamente en plantas 
transgénicas. Se ha demostrado que los potenciadores derivados de fragmentos de estos promotores aumentan 
eficazmente el rendimiento de promotores que impulsan la expresión de transgenes en plantas. Los ejemplos de 40 
virus de las plantas útiles para aislar potenciadores incluyen el virus del mosaico de la coliflor (CaMV), (véase, por 
ejemplo, Odel y col. Nature 313:810, 1985), el virus del mosaico de escrofularia (Patente de los Estados Unidos N.º 
5.378.619), el virus del anillo grabado del clavel (CERV) (Hull y col., (1986) EMBO Journal 5:3083-3090), el virus del 
mosaico de las nervaduras de la yuca (CsVMV) (Calvert y col. (1995) J. Gen. Virol. 76: 1271-1278 y Patente de los 
Estados Unidos N.º 6.963.021), el virus del mosaico de Mirabilis (MMV) (Dey y col. (1999) Plant Mol Biol 40:771-82), 45 
el virus del rizadura de la hoja amarilla de Cestrum (CmYLCV) (Stavolone y col. (2003) Plant Mol Biol. 53:663-73), el 
virus Multan la rizadura de la hoja del algodón (CLCuMV) (Xie y col. (2003) Plant Mol Biol. 53:1-14), el virus del 
moteado amarillo de commelina (CoYMV) (Patente de los Estados Unidos N.º 6.963.021) y el caulimovirus de las 
rayas cloróticas del cacahuete (PCLSV) (Patente de los Estados Unidos N.º 5.850.019). Las duplicaciones de 
potenciadores se utilizan en versiones mejoradas de los promotores CaMv 35S y FMV 35S. 50 

Diversas secuencias guía no traducidas en 5’ también pueden estar operativamente ligadas a una secuencia 
codificadora de interés en un casete de expresión de planta. Por lo tanto, el casete de expresión de planta puede 
contener una o más secuencias guías no traducidas en 5’ las cuales sirven para aumentar la expresión de 
secuencias codificadoras de ácidos nucleicos operativamente ligadas que codifican ya sea TIC807 u otras proteínas 
de interés. Sin desear estar limitados por teoría alguna, dichas secuencias guías no traducidas en 5’ pueden 55 
aumentar la eficacia de traducción del ARNm resultante y/o aumentar la estabilidad del ARNm resultante para 
proporcionar niveles aumentados de la proteína operativamente ligada y codificada de interés en la planta 
transgénica. Los ejemplos de otras secuencias guías en 5’ útiles incluyen las secuencias guías no traducidas dSSU 
5’, PetHSP70 5’ y GmHSP17.9 5’. Una secuencia potenciadora de la traducción derivada de la secuencia guía no 
traducida del ARNm del gen de proteína de cubierta del gen de proteína del virus del mosaico de la alfalfa puede 60 
colocarse entre el promotor y el gen de interés para aumentar la eficacia de la traducción del gen de interés 
operativamente ligado (Patente de los Estados Unidos N.º 6.037.527). 

Puede incluirse además un intrón en la construcción de expresión de ADN, especialmente en los casos en que la 
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secuencia de interés debe ser expresada en plantas monocotiledóneas. Para el uso de plantas monocotiledóneas, 
pueden utilizarse intrones tales como el intrón hsp70 del maíz (Patente de los Estados Unidos N.º 5.424.412), el 
intrón de ubiquitina del maíz, el intrón 1 de Adh (Callis y col., 1987), el intrón de sacarosa sintasa (Vasil y col., 1989) 
o el intrón de Act1 del arroz (McElroy y col., 1990). Los intrones de plantas dicotiledóneas que son útiles incluyen 
intrones tales como el intrón de CAT-1 (Cazzonnelli y Velten, 2003), el intrón de pKANNIBAL (Wesley y col., 2001; 5 
Collier y col., 2005), el intrón de PIV2 (Mankin y col., 1997) y el intrón de “Super Ubiquitina” (Patente de los Estados 
Unidos N.º 6.596.925; Collier y col., 2005) que han sido integrados operativamente en transgenes. 

Las secuencias que codifican péptidos que proporcionan la localización de una proteína TIC807 en orgánulos 
subcelulares pueden estar ligadas operativamente a las secuencias que codifican el polipéptido TIC807. Se espera 
que los polipéptidos TIC807 que están ligados operativamente a un péptido señal entren en la ruta de secreción y 10 
pueden ser retenidos por los orgánulos tales como el retículo endoplásmico (RE) o direccionados a la vacuola por 
ligamiento operativo de los péptidos de retención o direccionamiento adecuados al término C del polipéptido TIC807. 
Los ejemplos de péptidos de direccionamiento vacuolar incluyen, aunque sin limitarse a, una señal de 
direccionamiento vacuolar de CTPP del gen de lectina de la cebada. Los ejemplos de péptidos que se dirigen a RE 
incluyen un péptido que comprende una secuencia de aminoácidos KDEL. Sin desear estar limitados por teoría 15 
alguna, la localización de polipéptidos TIC807 en ya sea el retículo endoplásmico o la vacuola puede proporcionar 
propiedades deseables tales como mayor expresión en plantas transgénicas y/o mayor eficacia en la inhibición de 
insectos en plantas transgénicas.  

La localización de proteínas TIC807 a plastidios de plantas incluyendo cloroplastos es específicamente contemplada 
en esta invención. La localización del plastidio se logra típicamente mediante el ligamiento operativo de una 20 
secuencia peptídica de tránsito al cloroplasto al extremo N de la proteína TIC807. Los péptidos de tránsito al 
cloroplasto (o CTP) que pueden utilizarse para localizar proteínas TIC807 en plantas transgénicas pueden derivar de 
proteínas de plantas codificadas nucleares que se dirigen a plastidios. Las proteínas de plantas codificadas 
nucleares que se dirigen a plastidios incluyen proteínas involucradas en la biosíntesis de lípidos, almidón o 
aminoácidos, así como proteínas involucradas en la fotosíntesis. Los péptidos de tránsito al cloroplasto específicos 25 
que pueden utilizarse incluyen CTP de genes de Almidón Sintasa Unidos a Gránulo codificados nucleares, genes de 
Ácido Graso Desaturasa plastidiales, genes EPSPS y genes de subunidad pequeña de la RUBISCO. Un ejemplo de 
CTP es EPSPS CTP de Arabidopsis. Se proporciona en este documento un ejemplo de ácido nucleico (SEQ ID NO: 
7) que codifica una EPSPS CTP de Arabidopsis que está ligada operativamente a una proteína TIC807. Sin desear 
estar limitados por teoría alguna, la localización de polipéptidos TIC807 en plastidios puede proporcionar 30 
propiedades deseables tales como mayor expresión en plantas transgénicas y/o mayor eficacia en la inhibición de 
insectos en plantas transgénicas. Se ha documentado la mayor expresión de otras proteínas de Bacillus 
thuringiensis a través del uso de péptidos de direccionamiento al cloroplasto tales como Cry1Bb (Solicitud de 
Patente de los Estados Unidos N.º 10/525318), Cry2Ab (Patente de los Estados Unidos N.º 6.489.542), y Cry3Bb 
(Patente de los Estados Unidos N.º 6.501.009). Sin desear estar limitados por teoría alguna, la mayor expresión de 35 
proteína TIC807 en una planta transgénica puede proporcionar niveles mayores de inhibición de insectos, un 
espectro ampliado de inhibición de plagas de insectos y/o un mayor grado de manejo de la resistencia de plagas de 
insectos. 

Según lo señalado anteriormente, la secuencia de interés también puede estar ligada operativamente a una región 
no traducida en 3’ que contiene una señal de poliadenilación. Esta señal de poliadenilación proporciona la adición de 40 
una secuencia de poliadenilato al extremo 3’ del ARN. Las regiones no traducidas en 3’ del gen de nopalina sintasa 
(NOS) del plásmido que induce el tumor (Ti) de Agrobacterium y 3’ del gen ssRUBISCO E9 del guisante contienen 
señales de poliadenilato y representan ejemplos de tales regiones no traducidas en 3’ que pueden utilizarse en la 
práctica de esta invención. 

Las construcciones de ADN que comprenden los casetes de expresión de planta descritos anteriormente se 45 
mantienen, típicamente, en diversos vectores. Los vectores contienen secuencias que proporcionan la replicación 
del vector y secuencias ligadas covalentemente en una célula huésped. Por ejemplo, los vectores bacterianos 
contendrán orígenes de replicación que permiten la replicación del vector en uno o más huéspedes bacterianos. Los 
vectores de transformación de plantas mediada por Agrobacterium típicamente comprenden secuencias que 
permiten la replicación tanto en E. coli como en Agrobacterium así como también una o más secuencias “límite” 50 
posicionadas de modo que permitan la integración del casete de expresión en el cromosoma de la planta. Dichos 
vectores de Agrobacterium pueden adaptarse para el uso en ya sea Agrobacterium tumefaciens o en Agrobacterium 
rhizogenes. Los marcadores seleccionables que codifican genes que confieren resistencia a antibióticos son también 
típicamente incluidos en los vectores para proporcionar su mantenimiento en huéspedes bacterianos. 

VII. Plantas Transgénicas Inhibidoras de Insectos y Pr ocedimientos para Obtener Plantas Transgénicas 55 
Inhibidoras de Insectos 

El presente documento también proporciona procedimientos para la obtención de una planta transgénica capaz de 
inhibir insectos. En primer lugar, los vectores de expresión adecuados para la expresión de la proteína TIC807 en 
diversas plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas se introducen en una planta, una célula de planta o un tejido de 
planta utilizando técnicas de transformación según lo descrito en el presente documento. A continuación, se obtiene 60 
una planta transgénica que contiene o comprende el vector de expresión de TIC807 regenerando esa planta 
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transgénica de la planta, de la célula de planta o del tejido de planta que recibió el vector de expresión. La etapa final 
consiste en obtener una planta transgénica que expresa una cantidad inhibidora de insectos del polipéptido TIC807. 
Las plantas transgénicas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de proteínas TIC807 contempladas en 
esta invención incluyen plantas de cebada, maíz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, caña de azúcar, trigo, alfalfa, 
banana, brócoli, judía, col, canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, cítricos, algodón, una cucúrbita, eucalipto, lino, 5 
ajo, uva, cebolla, lechuga, guisante, cacahuete, pimiento, patata, álamo blanco, pino, girasol, cártamo, soja, fresa, 
remolacha azucarera, batata, tabaco, tomate, planta decorativa, arbusto, nuez, garbanzo, guandul, mijos, lúpulos y 
pastizales.  

Los vectores de expresión de TIC807 pueden ser introducidos en los cromosomas de una planta huésped por medio 
de procedimientos tales como transformación mediada por Agrobacterium, transformación mediada por Rhizobium, 10 
transformación mediada por Sinorhizobium, transformación mediada por partículas, transfección de ADN, 
electroporación de ADN o transformación mediada por “whiskers”. Los procedimientos adecuados para la 
transformación de plantas incluyen cualquier procedimiento mediante el cual el ADN puede introducirse en una 
célula, tal como por electroporación según lo ilustrado en la Patente de los Estados Unidos N.º 5.384.253; 
bombardeo de microproyectiles según lo ilustrado en las Patentes de los Estados Unidos N.º 5.015.580; 5.550.318; 15 
5.538.880; 6.160.208; 6.399.861; y 6.403.865; transformación mediada por Agrobacterium según lo ilustrado en las 
Patentes de los Estados Unidos N.º 5.635.055; 5.824.877; 5.591.616; 5.981.840; y 6.384.301; y transformación de 
protoplasto según lo ilustrado en la Patente de los Estados Unidos N.º 5.508.184. Los procedimientos antes 
mencionados de introducción de genes son bien conocidos por los expertos en la técnica y son descritos en la 
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 20050289673 (transformación mediada por Agrobacterium del maíz), 20 
Patente de los Estados Unidos N.º 7.002.058 (transformación mediada por Agrobacterium de la soja), Patente de los 
Estados Unidos N.º 6.365.807 (transformación mediada por partículas del arroz) y Patente de los Estados Unidos N.º 
5.004.863 (transformación mediada por Agrobacterium del algodón). A través de la aplicación de técnicas tales como 
estas, las células de prácticamente cualquier especie vegetal pueden transformarse establemente y estas células se 
desarrollan en plantas transgénicas. Otras técnicas que pueden ser particularmente útiles en el contexto de la 25 
transformación del algodón se desvelan en las Patentes de los Estados Unidos N.º 5.846.797, 5.159.135 y 
6.624.344; y se desvelan en particular técnicas para transformar plantas Brassica, por ejemplo, en la Patente de los 
Estados Unidos N.º 5.750.871; y se desvelan técnicas para transformar soja en, por ejemplo, Zhang y col., 1999, y 
Patente de los Estados Unidos N.º 6.384.301; y se desvelan técnicas para transformar el maíz en WO9506722. Se 
describen procedimientos para el uso de bacterias tales como Rhizobium o Sinorhizobium para transformar plantas 30 
en Broothaerts y col. Nature 2005 10:433-629-33. Se entiende además que el vector de expresión de TIC807 puede 
comprender sitios de recombinación específicos del sitio de acción en cis reconocidos por recombinasas específicas 
del sitio, incluyendo Cre, Flp, Gin, Pin, Sre, pinD, Int-B13 y R. Pueden utilizarse entonces procedimientos para 
integrar moléculas de ADN en localizaciones específicas en los genomas de plantas transgénicas a través del uso 
de recombinasas específicas del sitio (Patente de los Estados Unidos N.º 7.102.055). Los expertos en la técnica 35 
apreciarán además que puede utilizarse cualquiera de estas técnicas de transferencia de genes para introducir el 
vector de expresión en el cromosoma de una célula de planta, un tejido de planta o una planta. 

También se contempla el uso de vectores de transformación de plantas que comprende dos moléculas de T-ADN 
separadas, un T-ADN que contiene el gen o genes de interés (es decir, uno o más genes inhibidores de insectos de 
interés) y otro T-ADN que contiene un gen marcador seleccionable y/o que se puede puntuar. En estos dos vectores 40 
de T-ADN, el casete o los casetes de expresión vegetal que comprenden el gen o los genes de interés están 
contenidos dentro de un conjunto de secuencias límite de T-ADN y el casete o los casetes de expresión vegetal que 
comprenden los genes marcadores seleccionables y/o que se pueden puntuar están contenidos dentro de otro 
conjunto de secuencias límite de T-ADN. Preferentemente, las secuencias límite de T-ADN que flanquean los 
casetes de expresión vegetal comprenden tanto una secuencia límite de T-ADN izquierda como derecha que están 45 
orientadas operativamente para proporcionar la transferencia e integración de los casetes de expresión de planta en 
el genoma de la planta. Cuando se utiliza con un huésped de Agrobacterium adecuado en la transformación de 
plantas mediada por Agrobacterium, los dos vectores de T-ADN proveen la integración de una molécula de T-ADN 
que contiene el gen o los genes de interés en una ubicación cromosómica e integración del otro T-ADN que contiene 
el marcador seleccionable y/o que se puede puntuar en otra ubicación cromosómica. Las plantas transgénicas que 50 
contienen tanto el o los genes de interés como los genes marcadores seleccionables y/o que se pueden puntuar se 
obtienen, en primer lugar, mediante selección y/o puntuación del o de los genes marcadores y se exploran para 
determinar la expresión de los genes de interés. Posteriormente se cruzan líneas distintas de plantas transgénicas 
que contienen tanto el o los genes marcadores como el o los genes de interés para obtener una población de plantas 
transgénicas de descendencia que segregan tanto el o los genes marcadores como el o los genes de interés. Las 55 
plantas descendientes que contienen solamente el o los genes de interés pueden identificarse por cualquier 
combinación de técnicas de análisis de ADN, ARN o proteínas. Se han descrito procedimientos para utilizar dos 
vectores de T-ADN en la Patente de los Estados Unidos N.º 6.265.638, Patente de los Estados Unidos N.º 5.731.179, 
Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 2003110532A1 y Publicación de Solicitud de Patente 
de los Estados Unidos N.º 20050183170A1. 60 

También pueden utilizarse en la práctica de esta invención procedimientos para introducir minicromosomas de 
plantas que comprenden centrómeros de plantas que proporcionan el mantenimiento del minicromosoma 
recombinante en una planta transgénica (Patente de los Estados Unidos N.º 6.972.197). En estas realizaciones de la 
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invención, las plantas transgénicas albergan los minicromosomas como elementos extracromosómicos que no están 
integrados en los cromosomas de la planta huésped. 

Las plantas transgénicas se obtienen típicamente ligando el gen de interés (es decir, en este caso un casete de 
expresión de TIC807) a un gen marcador seleccionable, introduciendo los transgenes ligados en una célula de 
planta, un tejido de planta o una planta mediante una cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, y 5 
regenerando o de algún otro modo recuperando la planta transgénica en condiciones que requieren la expresión de 
dicho gen marcador seleccionable para el crecimiento de la planta. El gen marcador seleccionable puede ser un gen 
que codifica una proteína de fosfotransferasa de neomicina, una proteína fosfinotricina acetiltransferasa, una 
proteína 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato (EPSPS) resistente a glifosato, una proteína higromicina fosfotransferasa, 
una proteína dihidropteroato sintasa, una proteína acetolactato sintasa insensible a sulfonilurea, una proteína Q 10 
insensible a atrazina, una proteína nitrilasa capaz de degradar bromoxinil, una proteína deshalogenasa capaz de 
degradar dalapon, una proteína 2,4-diclorofenoxiacetato monoxigenasa, una proteína dihidrofolato reductasa 
insensible a metotrexato, y una proteína octopina sintasa insensible a aminoetilcisteína. Los genes selectivos 
correspondientes utilizados en conjunto con cada gen puede ser: neomicina (para la selección de la proteína 
neomicina fosfotransferasa), fosfinotricina (para la selección de la proteína fosfinotricina acetiltransferasa), glifosato 15 
(para la selección de la proteína 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato (EPSPS) resistente a glifosato), higromicina (para 
la selección de la proteína higromicina fosfotransferasa), sulfadiazina (para una selección de la proteína 
dihidropteroato sintasa), clorsulfuron (para una selección de la proteína acetolactato sintasa insensible a sulfonilurea), 
atrazina (para una selección de la proteína Q insensible a atrazina), bromoxinil (para una selección de la proteína 
nitrilasa), dalapon (para una selección de proteína deshalogenasa), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (para una 20 
selección de la proteína 2,4-diclorofenoxiacetato monoxigenasa), metotrexato (para una selección de la proteína 
dihidrofolato reductasa insensible al metotrexato) o aminoetilcisteína (para una selección de la proteína octopina 
sintasa insensible a aminoetilcisteína). 

Las plantas transgénicas también pueden obtenerse por ligamiento de un gen de interés (es decir, en este caso un 
casete de expresión de TIC807) a un gen marcador que se puede puntuar introduciendo los transgenes ligados en 25 
una célula vegetal por uno cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, y regenerando las plantas 
transgénicas de las células vegetales transformadas que dan resultado positivo en el ensayo para determinar la 
expresión del gen marcador que se puede punuar. El gen marcador que se puede puntuar puede ser un gen que 
codifica una proteína beta-glucuronidasa, una proteína fluorescente verde, una proteína fluorescente amarilla, una 
proteína fluorescente roja, una proteína beta-galactosidasa, una proteína luciferasa derivada de un gen luc, una 30 
proteína luciferasa derivada de un gen lux, una proteína sialidasa, una proteína estreptomicina fosfotransferasa, una 
proteína nopalina sintasa, una proteína octopina sintasa o una proteína acetil transferasa de cloranfenicol. 

Cuando el vector de expresión se introduce en una célula de planta o tejido de planta, las células o tejidos 
transformados se regeneran típicamente en plantas enteras cultivando estas células o tejidos en condiciones que 
promueven la formación de una planta entera (es decir, el proceso de regenerar hojas, tallos, raíces y, en ciertas 35 
plantas, tejidos reproductivos). El desarrollo o regeneración de plantas transgénicas de protoplastos de plantas 
únicos o diversos explantes es bien conocido en la técnica (Horsch, R.B. y col. 1985). Este proceso de regeneración 
y crecimiento típicamente incluye las etapas de selección de células transformadas y cultivo de células 
seleccionadas en condiciones que brindarán plántulas con raíces. Los brotes con raíces transgénicos resultantes 
son a continuación plantados en un medio de crecimiento de planta apropiado tal como suelo. Como alternativa, 40 
también pueden introducirse transgenes en meristemas de brotes de plantas aislados y pueden regenerarse plantas 
sin pasar por el cultivo de tejidos en etapa de callo (Patente de los Estados Unidos N.º 7.002.058). Cuando el 
transgén es introducido directamente en una planta, o más específicamente en el tejido meristemático de una planta, 
la semilla puede ser recolectada de la planta y seleccionada o puntuada para determinar la presencia del transgén. 
En el caso de especies de plantas transgénicas que se reproducen sexualmente, las semillas pueden recolectarse 45 
de plantas que han sido auto-polinizadas o se han cruzado externamente (es decir, utilizadas como un donante o 
receptor de polen) para establecer y mantener la línea de planta transgénica. Las plantas transgénicas que no se 
reproducen sexualmente puede propagarse vegetativamente para establecer y mantener la línea de planta 
transgénica. Como se utiliza en el presente documento, línea de planta transgénica se refiere a plantas transgénicas 
derivadas de un evento de transformación donde el transgén se ha insertado en uno o más lugares en el genoma de 50 
la planta. Una semilla producida mediante la planta transformada, una descendencia de dicha semilla, y una semilla 
producida por la descendencia de la planta transgénica original, producida de acuerdo con el proceso antes 
mencionado tendrán un transgén que codifica la proteína TIC807 incorporado establemente en su genoma y dichas 
plantas descendientes heredarán los rasgos proporcionados por la introducción de un transgén estable de manera 
Mendeliana. Todas las plantas transgénicas de ese tipo que han incorporado en su genoma segmentos de ADN 55 
transgénicos que codifican una o más proteínas o polipéptidos TIC807 son aspectos de esta invención. Se reconoce 
además que las plantas transgénicas que contiene las construcciones de ADN descritas en esta invención, y 
materiales derivados de las mismas, pueden identificarse a través del uso de PCR o de otros procedimientos que 
pueden detectar específicamente las secuencias en las construcciones de ADN. 

Una vez que una planta transgénica se regenera o recupera, pueden utilizarse una diversidad de procedimientos 60 
para identificar u obtener una planta transgénica que expresa una cantidad inhibidora de insectos de TIC807. Un 
conjunto general de procedimientos consiste en realizar ensayos que miden la cantidad de TIC807 que se produce. 
Por ejemplo, pueden utilizarse diversos procedimientos de detección basados en anticuerpos que emplean 
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anticuerpos que reconocen TIC807 para cuantificar la cantidad de TIC807 producida. Los ejemplos de tales ensayos 
basados en anticuerpos incluyen, ELISA, RIA, u otros procedimientos donde un anticuerpo que reconoce TIC807 es 
etiquetado de forma detectable con una enzima, un isótopo, un fluoróforo y un lantánido. Mediante el uso de la 
proteína TIC807 purificada o aislada como un patrón de referencia en dichos ensayos (es decir, proporcionando 
cantidades conocidas de TIC807), puede determinarse la cantidad de TIC807 presente en el tejido de la planta en un 5 
mol por gramo de material vegetal o masa por gramo de material vegetal. La proteína TIC807 será expresada 
típicamente en la planta transgénica en el nivel de “partes por millón” o “ppm” donde los niveles en microgramos de 
proteína TIC807 están presentes en cantidades en gramos de peso fresco de tejido vegetal. En este caso, 1 
microgramo de proteína TIC807 por 1 gramo de peso fresco de tejido vegetal representaría una concentración de 
TIC807 de 1 ppm. Una cantidad inhibidora de insectos de la proteína TIC807 es por lo menos 5 ppm (es decir, 5 µg 10 
de proteína TIC807 por gramo de peso fresco de tejido vegetal). En realizaciones preferidas, una cantidad inhibidora 
de insectos de la proteína TIC807 es por lo menos 50 ppm (es decir, 50 µg de la proteína TIC807 por gramo de peso 
fresco del tejido de la planta). En realizaciones más preferidas, la cantidad de TIC807 es por lo menos 250 ppm (es 
decir, 50 µg de proteína TIC807 por gramo de peso fresco de tejido de la planta). 

Como alternativa, la cantidad de ARNm de TIC807 producido por la planta transgénica puede determinarse para 15 
identificar plantas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de la proteína TIC807. Las técnicas para 
relacionar la cantidad de proteína producida con la cantidad de ARN producido son bien conocidas por los expertos 
en la técnica e incluyen procedimientos tales como la construcción de una curva patrón que relaciona niveles de 
ARN específicos (es decir, ARNm de TIC807) con niveles de la proteína TIC807 (determinados mediante 
procedimientos inmunológicos u otros procedimientos). Los procedimientos para medir el ARNm de TIC807 20 
típicamente involucran la hibridación específica de un polinucleótido con ya sea el ARNm de TIC807 o con un ADNc 
(ADN complementario) o producto de PCR derivado del ARN de TIC807. Dichas sondas de polinucleótidos pueden 
obtenerse de las secuencias de nucleótidos de cadena con sentido y/o antisentido del transgén que codifica la 
proteína TIC807. La hibridación de una sonda de polinucleótidos al ARNm o al ADNc de TIC807 puede detectarse 
mediante procedimientos que incluyen el uso de sondas etiquetadas con un isótopo, un fluoróforo, un lantánido, o un 25 
hapteno tal como biotina o digoxigenina. La hibridación de la sonda etiquetada puede detectarse cuando el ARN de 
TIC807 está en solución o inmovilizado sobre un soporte sólido tal como una membrana. Cuando se mide el ARN de 
TIC807 mediante el uso de una Reacción en Cadena de Polimerasas con transcritasa inversa (qRT-PCR) 
cuantitativa, el producto de la PCR derivada de TIC807 puede detectarse mediante el uso de cualquiera de las 
sondas de polinucleótidos etiquetadas mencionadas anteriormente, mediante el uso de un tinte de intercalación tal 30 
como bromuro de etidio o verde SYBR, o mediante el uso de una sonda de hibridación que contiene un fluoróforo y 
un interruptor de modo que la emisión desde el fluoróforo se detecta, solamente, cuando el fluoróforo es liberado por 
la actividad de nucleasa en 5’ de la polimerasa utilizada en la reacción de PCR (es decir, una reacción de TaqManTM; 
Applied Biosystems, Foster City, CA) o cuando el fluoróforo y el interruptor son desplazados mediante la síntesis 
mediada por polimerasa de la hebra complementaria (es decir, sondas ScorpionTM o Molecular BeaconTM). Diversos 35 
procedimientos para realizar el análisis de qRT-PCR para medir los niveles de ARNm están bien caracterizados 
(Bustin, S.A.; Journal of Molecular Endocrinology 29, 23, 2002). Las sondas fluorescentes que son activadas por la 
acción de enzimas que reconocen complejos de ácidos nucleicos con errores de emparejamiento (es decir, 
InvaderTM, Third Wave, Technologies, Madison, WI) también pueden utilizarse para medir el ARN. Los expertos en la 
técnica también comprenderán que las técnicas de cuantificación de ARN tales como Amplificación Basada en 40 
Secuencias de Ácidos Nucleicos Cuantitativa (Q-NASBA TM) pueden utilizarse para medir el ARNm que codifica la 
proteína TIC807 e identificar plantas de expresión. 

Las plantas transgénicas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de TIC807 también pueden identificarse 
ensayando directamente dichas plantas para la inhibición de insectos. Puesto que Lygus es un insecto perforador-
chupador, fitófago, la expresión en planta y el ensayo de proteínas de toxinas debe presentarse de una manera que 45 
permita la alimentación por el insecto de la planta y sus tejidos asociados. Diversos factores son importantes en la 
selección de una especie de planta para la transformación que permitirán el ensayo de las proteínas de toxinas. La 
planta debe ser fácilmente transformable y el tejido derivado de la planta debe ser del tipo que es preferido por la 
plaga de insectos. Para este propósito, es preferible el uso de una planta que tiene hojas u otros órganos que tienen 
un área superficial suficientemente grande para unir una barrera que inhibe la movilidad de la plaga de insectos y 50 
fuerza al organismo a alimentarse del órgano de la planta. Además, el tejido vascular del órgano de la planta debe 
estar suficientemente cerca de la superficie del órgano para que la plaga de insecto sondee, penetre y 
posteriormente se alimente. También es preferible que la planta utilizada en la transformación sea del tipo que puede 
inducirse fácilmente a desarrollarse a partir del callo no diferenciado. 

Las plagas de insectos tales como Lygus, cuando se alimentan de una planta de algodón, típicamente se alimentan 55 
primariamente de los brotes o de la vaina de la flor. La transformación del algodón es bien conocida en la técnica; sin 
embargo, el tiempo que lleva ir de la transformación de las células de la planta a una planta de algodón 
completamente desarrollada es demasiado largo para que sea práctico para propósitos de exploración. Por lo tanto, 
el tejido de callo de algodón no diferenciado sería el material de ensayo de planta transgénica inicial preferido 
cuando se estudia la alimentación del Lygus de células de algodón transformadas con proteínas TIC807. Las células 60 
de algodón son transformadas con construcciones que contienen el gen que codifica la proteína TIC807. El tejido de 
callo se deja desarrollar en cultivo de tejido después de la transformación en una placa de Petri. Luego, las ninfas del 
Lygus se colocan en la placa de Petri que contiene el callo. La tapa fijada de la placa de Petri evita el escape de las 
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ninfas de Lygus. Puede emplearse cualquier material que prevenga el escape de Lygus pero que permita el 
intercambio de gases en la placa de Petri, por ejemplo, Parafilm® para fijar la tapa de la placa de Petri. Un porcentaje 
de las ninfas de Lygus encontrarán el tejido del callo y se alimentarán. Luego se calculan las puntuaciones de la 
mortalidad y la atrofia teniendo en cuenta la muerte de fondo que se producirá de aquellos insectos que no se 
alimentan del tejido del callo. También se presentará a las ninfas de Lygus tejido de callo control que no es 5 
transformado con un gen que codifica TIC807 como un control para el crecimiento normal de las ninfas en tejido de 
callo. 

Un tejido alternativo para la inhibición mediada por la proteína TIC807 es tejido de hoja. Podría utilizarse cualquier 
planta que posea tejido de hoja con un área superficial suficiente para colocar una barrera que impida que Lygus se 
escape. Por ejemplo, pueden transformarse células de alfalfa, maíz, soja o lechuga con construcciones que 10 
contienen el o los genes de interés que codifican la proteína toxina que han sido optimizados para la expresión de 
monocotiledóneas o dicotiledóneas. Se permite que las células transformadas se desarrollen en tejido calloso y 
posteriormente se regeneran en plantas. Después se permite que las plagas de insectos tales como las ninfas de 
Lygus se alimenten cuando la planta ha alcanzado un nivel suficiente de madurez, tal como cuando las hojas han 
crecido hasta un tamaño que permite el uso de una barrera física para evitar el escape de Lygus. La barrera para 15 
evitar el escape de las ninfas de Lygus puede ser cualquier dispositivo disponible en el mercado o hecho en casa 
que permita el contacto de las ninfas de Lygus con el tejido de la hoja y permita que el insecto sondee y se alimente 
del tejido vascular de la hoja. Las jaulas de clips similares a las descritas por Mowry (1993) (J. Agric. Entomol. 
10:181-184) serían suficientes para contener ninfas de Lygus para la alimentación. Después se determinan las 
puntuaciones de mortalidad y atrofia con respecto a la muerte de fondo que se producirá de los insectos que no se 20 
alimentan del tejido de la hoja. También se presentaría a las ninfas de Lygus hoja control que no está transformada 
con un gen que codifica TIC807 como un control para el crecimiento normal de ninfas en tejido de callo. 

Los ensayos de inhibición de insectos en planta pueden utilizarse para identificar plantas transgénicas que inhiben 
cualquiera de la gran diversidad de plagas de insectos que perforan y/o chupan los fluidos de las células y tejidos de 
plantas que deben restringirse al tejido del ensayo. En particular, puede utilizarse ese tipo de ensayos de inhibición 25 
de insectos para analizar plantas que expresan TIC807 y/u otros agentes inhibidores de insectos. Otros agentes 
inhibidores de insectos incluyen i) secuencias de ribonucleótidos que funcionan tras la ingestión por dicha plaga de 
insecto para inhibir una función biológica dentro de dicho insecto y ii) proteínas no TIC807 que son inhibidoras de 
insectos. Estas plagas de insectos incluyen aquellas plagas de insectos que perforan y luego chupan la savia de 
floema o contenido celular así como aquellos que maceran las células en la proximidad de la zona de alimentación y 30 
luego absorben el fluido que es liberado de las células maceradas a través de su proboscis. Los insectos a los que 
apuntan las proteínas TIC807 y otros agentes inhibidores de insectos descritos en el presente documento incluyen 
diversos insectos hemípteros, homópteros y heterópteros. La inhibición de insectos tales como Lygus, moscas 
blancas, saltamontes y áfidos es específicamente contemplada mediante el uso de TIC807 y de otros agentes 
inhibidores de insectos según lo descrito en el presente documento. 35 

VIII. Procedimientos de Control de Insectos en Planta s Transgénicas 

Plantas transgénicas de la presente invención que comprenden polinucleótidos que codifican proteínas inhibidoras 
de insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 5 pueden utilizarse en procedimientos para controlar infestaciones de insectos. Pueden 
utilizarse en estos procedimientos plantas transgénicas de cebada, maíz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, caña 40 
de azúcar, trigo, alfalfa, banana, brócoli, judía, col, canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, cítricos, algodón, una 
cucúrbita, eucalipto, lino, ajo, uva, cebolla, lechuga, guisante, cacahuete, pimiento, patata, álamo blanco, pino, 
girasol, cártamo, soja, fresa, remolacha azucarera, batata, tabaco, tomate, planta decorativa, arbusto, nuez, 
garbanzo, guandul, mijos, lúpulos y pastizales. Las plantas transgénicas como las plantas de alfalfa, canola, algodón, 
lechuga y fresa que son atacadas por plagas de insectos hemípteros inhibidas por las proteínas inhibidoras de 45 
insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia 
con SEQ ID NO: 5 son específicamente contempladas por esta invención. Aun más específicamente contempladas 
por la presente invención son las plantas transgénicas de algodón que comprenden polinucleótidos que codifican 
proteínas inhibidoras de insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 que son protegidas de la infestación de insectos de la especie Lygus. Las 50 
plantas transgénicas de la presente invención son particularmente eficaces para el control de especies de insectos 
que perforan y/o chupan los fluidos de las células y los tejidos de las plantas, incluyendo chinches de las plantas en 
la familia Miridae tales como las chinches opacas de las plantas (especie Lygus hesperus), chinches ligus de las 
plantas (especie Lygus lineolaris), y las chinches Ligus (Lygus elisus) y chinches olorosas (especie de la familia 
Pentatomidae). 55 

Los tipos específicos de plantas transgénicas que expresan proteínas inhibidoras de insectos TIC807 que 
comprenden una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 que 
inhibe plagas específicas de insectos son contemplados por esta invención. Las plantas de algodón transgénicas 
que expresan proteínas inhibidoras de insectos TIC807 que comprenden una secuencia polipeptídica que tiene al 
menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 que inhiben insectos Hemípteros que incluyen Lygus, 60 
saltamontes y áfidos son contempladas específicamente. Se prevé que las plantas de algodón transgénicas que 
expresan la proteína TIC807 de SEQ ID NO: 5 inhiben Lygus hesperus o Lygus lineolaris. Las plantas transgénicas 
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de alfalfa, canola, lechuga y fresas que expresan la proteína TIC807 de SEQ ID NO: 5 y que inhiben Lygus son 
también específicamente contempladas. 

Las plantas transgénicas que expresan cantidades inhibidoras de insectos de las proteínas inhibidoras de insectos 
TIC807 que comprenden una secuencia polipeptídica que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ 
ID NO: 5 son identificadas, en primer lugar, por uno cualquiera de los procedimientos descritos en el presente 5 
documento. La inhibición inicial de los insectos puede llevarse a cabo en condiciones ambientales controladas (es 
decir, en cámaras de crecimiento cerradas o invernaderos). Las plantas transgénicas también pueden ser sometidas 
a infestación por insectos en ensayos de campo y comparadas contra plantas controles no transgénicas. 
Típicamente, las plantas controles no transgénicas incluirán tanto plantas tratadas con insecticidas como plantas no 
tratadas. Las líneas de plantas transgénicas (es decir, plantas transgénicas derivadas de eventos de transformación 10 
distintos que comprenden inserciones de transgenes en diferentes lugares genómicos) que exhiben la mejor 
actividad inhibidora de insectos se seleccionan para el potencial desarrollo para utilizar en una diversidad de fondos 
genéticos diferentes (es decir, cultivares, variedades y/o germoplasmas híbridos genéticamente distintos). Los 
procedimientos para la introgresión de transgenes en germoplasmas distintos y producción de lotes de semillas que 
comprendan principalmente semilla transgénica son conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, el 15 
transgén puede ser fijado en un estado homocigótico en un fondo genético deseado. Una vez que el transgén es 
fijado en ese fondo, la planta transgénica homocigótica puede utilizarse para producir semillas transgénicas de 
cultivos no híbridos. Como alternativa, la planta transgénica homocigótica puede utilizarse como un donante o 
receptor de polen para producir semillas transgénicas de cultivos híbridos. 

Los tipos específicos de plantas transgénicas que expresan proteínas TIC807 con al menos 70 % de identidad de 20 
secuencia con SEQ ID NO: 5 y que inhiben plagas de insectos específicas son contemplados por esta invención. Las 
plantas transgénicas de algodón que expresan proteínas TIC807 que inhiben insectos hemípteros que incluyen 
Lygus, saltamontes y áfidos son específicamente contempladas. Se anticipa que las plantas transgénicas de algodón 
que expresan la proteína TIC807 de SEQ ID NO: 5 inhiben Lygus hesperus o Lygus lineolaris. Las plantas 
transgénicas de alfalfa, canola y fresa que expresan la proteína TIC807 de SEQ ID NO: 5 y que inhiben Lygus son 25 
también específicamente contempladas. 

IX. Procedimientos de Control No Transgénicos y Compo siciones 

Las composiciones de proteína TIC807 desveladas en el presente documento serán utilizables en particular como 
agentes inhibidores de insectos para aplicación tópica y/o sistémica a cultivos de campo, hierbas, frutas y verduras y 
plantas decorativas. Más específicamente, TIC807 puede utilizarse en composiciones que comprenden una cantidad 30 
inhibidora de insectos de una composición de proteína TIC807. Con respecto a esto, las composiciones de proteína 
TIC807 preparadas de preparaciones de proteínas cristalinas TIC807 para esporas de Bacillus thuringiensis son 
particularmente útiles. La composición de proteínas TIC807 puede comprender la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 5 o a una proteína inhibidora de insectos que exhibe por lo menos 70 % de identidad de secuencias con SEQ 
ID NO: 5. 35 

La composición inhibidora de insectos también puede comprender una célula de Bacillus thuringiensis, o un cultivo 
de estas células, o una mezcla de una o más células de B. thuringiensis que expresan una o más de las proteínas 
cristalinas TIC807 de la invención. En ciertos aspectos, puede ser deseable preparar composiciones las cuales 
contienen una pluralidad de proteínas cristalinas, ya sea nativas o modificadas, para el tratamiento de uno o más 
tipos de insectos susceptibles. 40 

Los inventores contemplan que puede emplearse cualquier procedimiento de formulación conocido por los expertos 
en la técnica utilizando las proteínas desveladas en el presente documento para preparar ese tipo de composiciones 
inhibidoras de insectos. Puede ser conveniente formular preparaciones de células enteras, extractos celulares, 
suspensiones celulares, homogeneizados celulares, lisados celulares, sobrenadantes celulares, filtrados celulares o 
sedimentos celulares de un cultivo celular (preferentemente un cultivo celular bacteriano tal como un cultivo de 45 
Bacillus thuringiensis) que expresa uno o más segmentos de ADN de TIC807 para producir la o las proteínas o el o 
los péptidos TIC807 codificados. Los procedimientos para preparar dichas formulaciones son conocidos por los 
expertos en la técnica, y pueden incluir, por ejemplo, desecación, liofilización, homogeneización, extracción, filtración, 
centrifugación, sedimentación o concentración de uno o más cultivos de células bacterianas, tales como células 
SIC8091, SIC8092, SIC8093 y SIC8094 de Bacillus, que expresan el o los péptidos de TIC807 de interés. 50 

La composición inhibidora de insectos comprende una suspensión fluible en aceite que comprende células 
bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, o cristales los cuales contienen una o más de las proteínas cristalinas 
novedosas desveladas en el presente documento. Preferentemente, las células son células de B. thuringiensis, sin 
embargo, se contempla la utilidad de cualquier célula huésped bacteriana de ese tipo que exprese los segmentos 
novedosos de ácido nucleico desvelados en el presente documento y que produzca una proteína cristalina, tal como 55 
Bacillus spp., incluyendo B. megaterium, B. subtilis; B. cereus, Escherichia spp., incluyendo E. coli, y/o 
Pseudomonas spp., incluyendo P. cepacia, P. aeruginosa y P. fluorescens. Como alternativa, la suspensión fluible 
en aceite puede consistir en una combinación de una o más de las siguientes composiciones: células bacterianas 
lisadas o no lisadas, esporas, cristales y/o proteínas cristalinas purificadas. 
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La composición inhibidora de insectos puede comprender un gránulo o polvo dispersable en agua. Este gránulo o 
polvo puede comprender células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas o cristales los cuales contienen una o 
más de las proteínas cristalinas novedosas desveladas en el presente documento. Las fuentes preferidas para estas 
composiciones incluyen células bacterianas tales como células de B. thuringiensis, sin embargo, bacterias del 
género Bacillus, Escherichia y Pseudomonas que se han transformado con un segmento de ADN desvelado en el 5 
presente documento y que expresan la proteína cristalina son también contempladas como útiles. Como alternativa, 
el gránulo o polvo puede consistir en una combinación de una o más de las siguientes composiciones: células 
bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales y/o proteínas cristalinas purificadas. 

La composición inhibidora de insectos puede comprender un polvo humectable, pulverización, emulsión, coloide, 
solución acuosa u orgánica, polvillo, sedimento o concentrado coloidal. Ese tipo de composición puede contener ya 10 
sea células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales o extractos celulares según lo descrito anteriormente, 
que contienen una o más de las proteínas cristalinas novedosas desveladas en el presente documento. Las células 
bacterianas preferidas son células de B. thuringiensis, sin embargo, bacterias tales como células de B. megaterium, 
B. subtilis, B. cereus, E. coli o Pseudomonas spp. transformadas con un segmento de ADN desvelado en el presente 
documento y que expresan la proteína cristalina son también contempladas como útiles. Dichas formas secas de las 15 
composiciones insecticidas pueden formularse para disolverse inmediatamente tras ser humedecidas o, como 
alternativa, pueden disolverse en una forma de liberación controlada, liberación sostenida, u otra forma dependiente 
del tiempo. Como alternativa, ese tipo de composición puede consistir en una combinación de una o más de las 
siguientes composiciones: células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales y/o proteínas cristalinas 
purificadas. 20 

En una cuarta realización, la composición inhibidora de insectos puede comprender una solución o suspensión 
acuosa o cultivo celular de células bacterianas lisadas o no lisadas, esporas, cristales, o una mezcla de células 
bacterianas lisadas o no lisadas, esporas y/o cristales, tales como aquellos descritos anteriormente los cuales 
contienen una o más de las proteínas cristalinas novedosas desveladas en el presente documento. Tales soluciones 
o suspensiones acuosas pueden proporcionarse como una solución de reserva concentrada la cual es diluida con 25 
anterioridad a la aplicación o, como alternativa, como una solución diluida lista para aplicar. 

Para estos procedimientos que involucran la aplicación de células bacterianas, el huésped celular que contiene el o 
los genes de proteína TIC807 puede cultivarse en cualquier medio nutriente conveniente, donde la construcción de 
ADN provee una ventaja selectiva, proporcionando un medio selectivo de modo que sustancialmente la totalidad o 
todas las células retengan el gen de B. thuringiensis. Después, estas células pueden recolectarse de acuerdo con 30 
modos convencionales. Como alternativa, las células pueden ser tratadas con anterioridad a la recolección. 

Cuando las composiciones insecticidas comprenden células de B. thuringiensis, esporas y/o cristales que contienen 
la o las proteínas cristalinas modificadas de interés, dichas composiciones pueden ser formuladas de diversas 
maneras. Pueden emplearse como polvos, gránulos o polvillos humectables, mezclando con diversos materiales 
inertes, tales como minerales inorgánicos (filosilicatos, carbonatos, sulfatos, fosfatos y similares) o materiales 35 
botánicos (mazorcas de maíz en polvo, cáscaras de arroz, cáscaras de nuez, y similares). Las formulaciones pueden 
incluir adyuvantes de la pegajosidad-esparcimiento, agentes estabilizantes, otros aditivos pesticidas, o tensioactivos. 
Las formulaciones líquidas pueden tener base acuosa o no acuosa y pueden emplearse como espumas, 
suspensiones, concentrados emulsionables. Los ingredientes pueden incluir agentes reológicos, tensioactivos, 
emulsionantes, dispersantes o polímeros. 40 

Como alternativa, las proteínas TIC807 pueden prepararse por sistemas de expresión bacteriana natural o 
recombinante in vitro y pueden aislarse para la subsiguiente aplicación al campo. Dicha proteína puede estar ya sea 
en lisados celulares en bruto, suspensiones, coloides, o como alternativa puede purificarse, refinarse, tamponarse 
y/o procesarse adicionalmente, antes de la formulación en una formulación biocida activa. Asimismo, en ciertas 
circunstancias, puede ser deseable aislar cristales y/o esporas de cultivos bacterianos que expresan la proteína 45 
cristalina y aplicar soluciones, suspensiones o preparaciones coloidales de dichos cristales y/o esporas como la 
composición bioinsecticida activa. 

Sin importar el procedimiento de aplicación, la cantidad del o de los componentes activos se aplica en una cantidad 
inhibidora de insectos, la cual varía dependiendo de factores tales como, por ejemplo, los insectos específicos 
hemípteros, homópteros o heterópteros que se desean controlar, la planta o cultivo específico que se va a tratar, las 50 
condiciones ambientales, y el procedimiento, proporción y cantidad de aplicación de la composición inhibidora de 
insectos. 

Las composiciones inhibidoras de insectos descritas pueden prepararse formulando la célula bacteriana, cristal y/o 
suspensión de esporas, o componente proteico aislado con el vehículo aceptable para uso en agricultura deseado. 
Las composiciones pueden ser formuladas con anterioridad a la administración en un medio apropiado tal como 55 
liofilizado, criodesecado, disecado o en un vehículo acuoso, medio o diluyente adecuado, tal como solución salina u 
otro tampón. Las composiciones formuladas pueden estar en la forma de un polvillo o material granulado, o una 
suspensión en aceite (vegetal o mineral), o emulsiones acuosas o de aceite/agua, o como un polvo humectable, o en 
combinación con cualquier otro material portador adecuado para aplicación agrícola. Los vehículos agrícolas 
adecuados pueden ser sólidos o líquidos y son bien conocidos en la técnica. La expresión “vehículo aceptable para 60 
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uso en agricultura” abarca todos los adyuvantes, por ejemplo, componentes inertes, dispersantes, tensioactivos, 
agentes de la pegajosidad y aglutinantes que son comúnmente utilizados en la tecnología de las formulaciones 
insecticidas; estos son bien conocidos por los expertos en la formulación de insecticidas. Las formulaciones pueden 
mezclarse con uno o más adyuvantes sólidos o líquidos y pueden prepararse por diversos medios, por ejemplo, por 
mezclado homogéneo, combinado y/o trituración de la composición insecticida con adyuvantes adecuados utilizando 5 
técnicas convencionales de formulación. 

Las composiciones inhibidoras de insectos de esta invención son aplicadas al medioambiente del insecto hemíptero, 
homóptero o heteróptero objetivo, típicamente sobre el follaje de la planta o cultivo que se va a proteger por 
procedimientos convencionales, preferentemente por pulverización. La concentración y la duración de la aplicación 
insecticida se ajustará de acuerdo con las condiciones específicas para la o las plagas, cultivos en particular que se 10 
van a tratar y condiciones ambientales particulares. La relación proporcional de principio activo a vehículo dependerá 
naturalmente de la naturaleza química, solubilidad y estabilidad de la composición insecticida, así como también de 
la formulación en particular contemplada. 

Otras técnicas de aplicación, por ejemplo espolvoreo, rociado, remojo, inyección en suelo, revestimiento de la 
semilla, revestimiento de la plántula, pulverizado, aireación, nebulizado y atomizado, son también factibles y pueden 15 
ser requeridos en ciertas circunstancias tales como, por ejemplo, insectos que causan infestación de las raíces o del 
tallo, o para la aplicación a vegetación delicada o plantas decorativas. Estos procedimientos de aplicación son 
también bien conocidos por los expertos en la técnica. 

La composición inhibidora de insectos de la invención puede emplearse en el procedimiento de la invención de 
forma única o en combinación con otros compuestos, incluyendo otros pesticidas. El procedimiento de la invención 20 
también puede utilizarse en conjunto con otros tratamientos tales como tensioactivos, detergentes, polímeros o 
formulaciones de liberación en el tiempo. Las composiciones insecticidas de la presente invención pueden ser 
formuladas para uso tópico o sistémico. 

La concentración de agente inhibidor de insectos en la composición inhibidora de insectos la cual se utiliza para la 
aplicación ambiental, sistémica o foliar varía ampliamente dependiendo de la naturaleza de la formulación en 25 
particular, de los medios de aplicación, de las condiciones ambientales y del grado de actividad inhibidora de 
insectos. Típicamente, el agente inhibidor de insectos en la composición estará presente en la formulación aplicada 
en una concentración de por lo menos 1 % en peso y puede ser hasta e incluyendo 99 % en peso. Las 
formulaciones secas de las composiciones pueden ser de 1 % a 99 % o más en peso de la composición, mientras 
que las formulaciones líquidas pueden comprender en general entre 1 % y 99 % o más del principio activo en peso. 30 
Las formulaciones las cuales comprenden células bacterianas intactas generalmente contendrán entre 104 y 1012 
células/mg de la composición. 

La formulación inhibidora de insectos puede ser administrada a una planta en particular o área objetivo en una o más 
aplicaciones según lo necesario, con una proporción de aplicación de campo típica por cada 0,01 km2 (1 hectárea) 
que oscila en el orden de entre 1 g y 1 kg, 2 kg, 5 kg o más de principio activo. 35 

XI. Productos de base  

También se contempla que pueden obtenerse diversos productos de base con las composiciones y procedimientos 
de esta invención. Asimismo, se contempla específicamente que una o más ventajas pueden asociarse con los 
productos de base derivados de esta invención. Se anticipa que el uso de la proteína inhibidora de insectos TIC807 y 
procedimientos asociados puede proporcionar productos de base con niveles reducidos de residuo de pesticidas. En 40 
ciertos casos, los cultivadores deberán utilizar menos cantidad de pesticidas tales como organofosfatos, carbamatos, 
neonicotinoide, e insecticidas piretroides. La exposición de individuos que cultivan, recolectan, procesan o de algún 
otro modo tienen contacto con los productos de base de esta invención a estos pesticidas por lo tanto se anticipa 
que debe reducirse. El uso reducido de pesticidas también se prevé que proporciona costes reducidos de producción 
de los productos de base, niveles reducidos de contaminación ambiental y efectos secundarios no deseados 45 
reducidos sobre insectos beneficiosos (no objetivo) y sobre la fauna. Además se contempla que el uso de esta 
invención proporcionará productos de base con costes de producción más bajos debido a factores, que incluyen 
mayor rendimiento y/o menor uso de insecticidas. 

XII. Procedimientos para Utilizar Proteínas Inhibidora s de Insectos TIC807 en Combinación con Otros 
Agentes Inhibidores de Insectos 50 

Se contemplan diversos procedimientos mediante los cuales se logra una mayor resistencia a una plaga de insectos 
específica o resistencia más amplia a diversas clases de plagas de insectos. Ambos procedimientos implican poner 
en contacto la o las plagas de insectos con una proteína TIC807 en combinación con un agente inhibidor de insectos 
diferente. Este agente inhibidor de insectos diferente puede inhibir las mismas plagas de insectos hemípteros 
inhibidas por la TIC807 para proporcionar una incidencia reducida de resistencia de insectos hemípteros a la 55 
proteína TIC807 u otro agente inhibidor de insectos hemípteros. Como alternativa, el agente inhibidor de insectos 
diferente puede inhibir un insecto que no es inhibido por TIC807 para expandir el espectro de inhibición de insectos 
obtenido. 
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El potencial de que los insectos desarrollen resistencia a ciertos insecticidas está bien documentado. La mayoría de 
las estrategias de manejo de resistencia a insectos que utilizan cultivos genéticamente modificados que expresan 
agentes inhibidores de insectos se basan en el uso de áreas de refugio que están comprendidas por plantas de 
cultivo que carecen del gen inhibidor de insectos. En teoría, el refugio proporciona una región en la cual se 
mantienen poblaciones de insectos no resistentes que albergan alelos genéticos no resistentes, disminuyendo el 5 
potencial de desarrollo de resistencia dentro de la población de insectos. Sin embargo, la estrategia de refugio 
padece diversas desventajas. En primer lugar, los cultivadores deben aceptar una reducción de la producción en el 
área plantada con el gen inhibidor de insectos. En segundo lugar, no resulta claro que los refugios controlarán de 
forma eficaz los alelos de resistencia dominantes que pueden surgir en la población de insectos. 

Una estrategia de manejo de la resistencia a insectos alternativa puede emplear cultivos transgénicos que expresan 10 
dos agentes inhibidores de insectos distintos que operan a través de diferentes modalidades de acción. En este caso, 
cualquier insecto con resistencia a cualquiera de los dos agentes inhibidores de insectos será controlado por el otro 
agente inhibidor de insectos, reduciendo de esa manera las posibilidades de desarrollo de resistencia en la 
población de insectos. 

Adicionalmente, un único cultivo puede estar sujeto a destrucción por diversas clases diferentes de plagas de 15 
insectos que operan al mismo tiempo en el campo. Por ejemplo, una planta de algodón puede ser atacada tanto por 
plagas de Hemípteros, tales como Lygus, como por plagas de Lepidópteros tales como Spodoptera exigua (gusano 
de la remolacha azucarera), Heliothis zea (gusano del algodón) y/o Helicoverpa armigera (gusano cortador) en el 
transcurso de una estación de crecimiento. La expresión de distintos agentes inhibidores los cuales son activos a 
cada una de estas plagas proporcionaría mayor protección a la planta de algodón y aumentaría la producción por 20 
cada 4047 m2 (1 acre) debido a una reducción de pérdida causada por las plagas de insectos. 

Un primer grupo de agentes inhibidores de insectos que puede utilizarse en combinación con una proteína TIC807 
para el manejo de la resistencia de insectos o espectro inhibidor de insectos expandido comprenden secuencias de 
ribonucleótidos que funcionan frente a la ingestión por dicha plaga de insecto para inhibir una función biológica 
dentro de dicha plaga de insecto. Las secuencias nucleotídicas específicas seleccionadas de las secuencias nativas 25 
a las células de una plaga en particular que están involucradas en una ruta biológica esencial pueden expresarse en 
una célula de tal modo que da como resultado la formación de un ARN bicatenario, o incluso un ARN bicatenario 
estabilizado. Mediante la inhibición del producto génico esencial de la plaga de insectos objetivo con el 
ribonucleótido, el organismo no puede desarrollarse y eventualmente muere. El uso de dichas secuencias de 
ribonucleótidos para controlar plagas de insectos tales como Lygus es descrito en la Publicación de la Solicitud de 30 
Patente de los Estados Unidos N.º 20060021087. Los genes de insectos esenciales que proporcionan una función 
biológica esencial que incluyen formación de la musculatura, formación de la hormona juvenil, regulación de la 
hormona juvenil, regulación y transporte de iones, síntesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la 
membrana celular, biosíntesis de aminoácidos, degradación de aminoácidos, formación de espermatozoides, 
síntesis de feromonas, detección de feromonas, formación de antenas, formación de alas, formación de patas, 35 
desarrollo y diferenciación, formación de huevos, maduración de larvas, formación de enzimas digestivas, síntesis de 
hemolinfas, mantenimiento de hemolinfas, neurotransmisión, división celular, metabolismo de energía, respiración y 
apoptosis son apuntados para la inhibición. Los genes de insectos que pueden ser inhibidos incluyen genes que 
codifican una proteína V-ATPasa, una proteína ubiquitina, una proteína poligalacturonasa, una proteína pectinasa, 
una proteína transportadora del neurotransmisor GABA, una proteína EFI alfa, una proteína monooxigenasa del 40 
citocromo P-450, una proteína precursora de la proteína de cutícula, una proteína CHD3, y una proteína del 
proteasoma 20S. El agente de control de insectos basado en ribonucleótidos también puede comprender secuencias 
dirigidas contra múltiples genes objetivo de insecto. Para un control de Lygus, los ribonucleótidos inhibidores 
dirigidos contra SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 o combinaciones de ribonucleótidos inhibidores dirigidos contra 
SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 son contemplados específicamente. El uso de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 en 45 
el control de insectos es desvelado en la Publicación de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 
20060021087. Cuando múltiples genes de insecto son buscados para supresión, puede fabricarse un elemento de 
ADN policistrónico según lo ilustrado y desvelado en Fillatti, Publicación de Solicitud de Patente de los Estados 
Unidos N.º 2004-0029283 A1. 

Puede utilizarse una diversidad de procedimientos para producir ribonucleótidos inhibidores dirigidos contra una 50 
plaga objetivo en una planta transgénica. En general, el ARNbc inhibidor y la porción del gen objetivo de insecto 
comparten por lo menos desde 80 % de identidad de secuencia, o de 90 % de identidad de secuencia, o de 95 % de 
identidad de secuencia, o desde aproximadamente 99 % de identidad de secuencia, o incluso aproximadamente 
100 % de identidad de secuencia. Como alternativa, la región dúplex del ARN puede definirse funcionalmente como 
una secuencia nucleotídica que es capaz de hibridarse con una porción del transcrito génico objetivo. Una secuencia 55 
menor a longitud completa que exhibe una homología mayor compensa por una secuencia menos homóloga más 
larga. La longitud de las secuencias nucleotídicas idénticas puede ser al menos 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 o 
1000 bases. Normalmente, una secuencia de más de 20-100 nucleótidos debería utilizarse, si bien se preferiría una 
secuencia de más de aproximadamente 200-300 nucleótidos, y una secuencia de más de 500-1000 nucleótidos 
sería especialmente preferida dependiendo del tamaño del gen objetivo.  60 

En otra realización, puede producirse el ribonucleótido inhibidor de insectos mediante una repetición invertida 
separada por una “secuencia espaciadora”. La secuencia espaciadora puede ser una región que comprende 
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cualquier secuencia de nucleótidos que facilita la formación de estructuras secundarias entre cada repetición, donde 
esto se requiere. La secuencia espaciadora puede ser parte de la secuencia codificadora sentido o antisentido para 
ARNm. La secuencia espaciadora puede comprender, como alternativa, cualquier combinación de nucleótidos o sus 
homólogos que son capaces de ligarse covalentemente a una molécula de ácido nucleico. La secuencia espaciadora 
puede comprender una secuencia de nucleótidos de por lo menos 10-100 nucleótidos de longitud, o como alternativa 5 
por lo menos 100-200 nucleótidos de longitud, por lo menos aproximadamente 200-400 nucleótidos de longitud, o 
por lo menos aproximadamente 400-500 nucleótidos de longitud. 

Una secuencia transgénica para producir un ARNbc puede comprender un promotor que está ligado operativamente 
a una secuencia codificadora de intrón y un ARN de horquilla derivado de una secuencia en el gen objetivo (Miki y 
Shimamoto, Plant Cell Physiol. Abril 2004; 45(4):490-495). Como alternativa, una secuencia transgénica para 10 
producir un ARNip puede comprender un promotor pol III de ARN ligado operativamente a un ARN de horquilla (Lu y 
col., Nucleic Acids Res. 2 de Dic. 2004; 32(21):e171). El ARN de horquilla puede comprender una secuencia en 5’ de 
aproximadamente 19-24 nucleótidos de secuencia génica objetivo de hebra con sentido seguida por un nucleótido 
espaciador de 8-10 nucleótidos seguido por una secuencia de aproximadamente 19-24 nucleótidos de secuencia 
antisentido que es capaz de formar pares de bases con la secuencia de hebra con sentido precedente. Sin embargo, 15 
también pueden utilizarse transgenes de planta que expresan ARN de horquilla que contienen brazos con 
sentido/antisentido que oscilan entre 98 y 853 nucleótidos (Wesley y col., Plant J. 2001, 27(6):581-90). Los vectores 
y procedimientos para la expresión mediada por transgenes de ARN de horquilla son desvelados en las Solicitudes 
de Patente de los Estados Unidos N.º 20050164394, 20050160490 y 20040231016. 

Un primer grupo de agentes inhibidores de insectos que puede utilizarse en combinación con una proteína TIC807 20 
para el manejo de resistencia de insectos o espectro inhibidor de insectos expandido comprenden proteínas 
inhibidoras de insectos que no son TIC807. Puede utilizarse una amplia diversidad de proteínas inhibidoras de 
insectos derivadas de B. thuringiensis, Photorhabdus sp. y/o Xenorhabdus sp. 

Para el control de insectos perforadores chupadores tales como Lygus, pueden combinarse diversas proteínas 
inhibidoras de insectos no TIC807 con la expresión de TIC807 en planta para un mayor control y/o manejo de 25 
resistencia. Dichas moléculas expresadas en planta junto con TIC807 pueden incluir ET29, ET37, TIC809, TIC810, 
TIC812, TIC127, TIC128 (PCT US 2006/033867), AXMI-027, AXMI-036 y AXMI-038 (WO 06/107761), AXMI-018, 
AXMI-020 y AXMI-021 (WO 06/083891), AXMI-010 (WO 05/038032), AXMI-003 (WO 05/021585), AXMI-008 (US 
2004/0250311), AXMI-006 (US 2004/0216186), AXMI-007 (US 2004/0210965), AXMI-009 (US 2004/0210964), 
AXMI-014 (US 2004/0197917), AXMI-004 (US 2004/0197916), AXMI-028 y AXMI-029 (WO 06/119457) y AXMI-007, 30 
AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, AXMI-014 y AXMI-004 (WO 04/074462). La presentación de la combinación de 
las moléculas de proteínas inhibidoras, TIC809 (presentada como SEQ ID NO: 10) y TIC810 (presentada como SEQ 
ID NO: 12) se ha mostrado previamente como inhibidora de la chinche opaca de las plantas (WTPB), chinche Lygus 
hesperus en bioensayo (PCT US 2006/033867). Las proteínas de fusión de TIC809 y TIC810, TIC127 (presentada 
como SEQ ID NO: 14) y TIC128 (presentada como SEQ ID NO: 16) también pueden ser activas contra Lygus. El 35 
polinucleótido que codifica TIC127 está compuesto por la molécula de ácido nucleico que codifica TIC809 ligada a la 
molécula de ácido nucleico que codifica TIC810 mediante una secuencia de nucleótidos de polienlazador 
(presentada como SEQ ID NO: 17) que codifica el enlazador de aminoácidos presentado como SEQ ID NO: 18. El 
polinucleótido que codifica TIC128 está compuesto por la molécula de ácido nucleico que codifica TIC810 ligada a la 
molécula de ácido nucleico que codifica TIC809 mediante una secuencia nucleotídica de polienlazador (presentada 40 
como SEQ ID NO: 17) que codifica el enlazador de aminoácidos presentado como SEQ ID NO: 18. La expresión de 
TIC807 en combinación con TIC127 o TIC128 puede proporcionar un mayor control de Lygus. Las plantas 
dicotiledóneas tales como el algodón podrían transformarse con construcciones de expresión de planta que 
contienen secuencias nucleotídicas optimizadas para dicotiledóneas que codifican TIC807 (presentada como SEQ 
ID NO: 6) junto con TIC809 (presentada como SEQ ID NO:9) y TIC810 (presentada como SEQ ID NO: 11), o TIC127 45 
(presentada como SEQ ID NO: 13), o TIC128 (presentada como SEQ ID NO: 15) para proporcionar mayor 
resistencia a Lygus o inhibición de especies adicionales contenidas dentro del género, Lygus. 

Para un control de plagas de Lepidópteros, se contemplan específicamente combinaciones de proteínas TIC807 con 
proteínas activas contra Lepidópteros tales como proteínas Cry1A (Patente de los Estados Unidos N.º 5.880.275), 
Cry1B (Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 10/525.318), Cry1C (Patente de los Estados Unidos N.º 50 
6.033.874), Cry1F, quimeras Cry1A/F (Patentes de los Estados Unidos N.º 7.070.982; 6.962.705; y 6.713.063), y una 
proteína Cry2Ab (Patente de los Estados Unidos N.º 7.064.249). 

Secuencias de ADN que codifican moléculas de proteína TIC807 y otros agentes inhibidores de insecto tales como 
moléculas de ARN bicatenario y/o proteínas no TIC807 pueden combinarse en una planta única ya sea a través de 
transformación directa, por cría, o una combinación de los mismos. Pueden introducirse múltiples unidades de 55 
transcripción que comprenden un promotor y una región que codifica un agente inhibidor de insectos en el mismo 
vector de transformación de planta o en diferentes vectores de transformación de planta. Cuando los dos agentes 
inhibidores de insectos son proteínas, las regiones codificadoras para cada uno pueden separarse mediante un 
enlazador sensible a proteasa o incluso un sitio de escisión de proteasa de auto-procesamiento (véase Patente de 
los Estados Unidos N.º 5.846.767). Cuando los agentes inhibidores de insectos son introducidos de forma individual 60 
en plantas transgénicas distintas, aquellas plantas pueden cruzarse para obtener una planta que contiene la 
totalidad de los transgenes que codifican agentes inhibidores de insectos. 
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Se anticipa además que la combinación de moléculas de proteína TIC807 y otros agentes inhibidores de insectos 
tales como moléculas de ARN bicatenario y/o proteínas no TIC807 puede dar como resultado efectos inhibidores de 
insectos sinérgicos no esperados que no son observados con la proteína insecticida TIC807 sola, el ribonucleótido 
inhibidor de insectos solo, o la proteína inhibidora de insectos no TIC807 sola. Los efectos sinérgicos incluyen: i) 
cambios cuantitativos en CL50, CE50, CI50, porcentaje de mortalidad, o porcentaje de valores de atrofia y ii) cambios 5 
cualitativos en el espectro de inhibición de insectos (es decir, inhibición de insectos Hemípteros, Homópteros y 
Lepidópteros) que no refleja la simple combinación del espectro exhibido por cada uno de los agentes inhibidores de 
insectos por si solo (es decir, la combinación de la inhibición de insectos Hemípteros proporcionada por un agente y 
la inhibición de insectos Lepidópteros proporcionada por otro agente). Un ejemplo de un efecto sinérgico cuantitativo 
es una disminución de cualquier valor CL50, CE50 y/o CI50 o un aumento en el porcentaje de mortalidad, o porcentaje 10 
de valores de atrofia observado en una combinación que es más que aditiva. Un ejemplo de un efecto sinérgico 
cualitativo es el control de una plaga de insectos con la combinación de agentes de insectos que no se observa con 
cualquiera de los miembros por sí solo. En este caso, la nueva plaga de insectos controlada por la combinación 
puede ser una plaga de insectos dentro de un orden de insectos (es decir, Hemípteros) donde los agentes 
inhibidores de insectos solamente inhiben otras plagas de insectos dentro de ese orden de insectos cuando se 15 
utilizan por sí solos. 

XIII. Proteínas TIC807 Aisladas y Equivalentes Biológi cos 

Las proteínas TIC807 aisladas también son proporcionadas en el presente documento. En una realización, las 
proteínas TIC807 comprenden proteínas que tienen por lo menos 70 % de identidad de secuencias con SEQ ID NO: 
5 y exhiben actividad inhibidora de insectos. Los péptidos, polipéptidos y proteínas biológicamente funcionales 20 
equivalentes contemplados en el presente documento debería poseer 70 % o más de identidad de secuencia, 
preferentemente 85 % o más de identidad de secuencia, y más preferentemente 90 % a 95 % o más de identidad de 
secuencia, con la secuencia de, o porción correspondiente en, la secuencia polipeptídica de TIC807. En ciertas 
realizaciones de la invención, los péptidos, polipéptidos y proteínas biológicamente funcionales equivalentes que 
poseen 80 % o más de identidad de secuencia, preferentemente 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 % o más de identidad 25 
de secuencias, y más preferentemente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más de 
identidad de secuencias, con la secuencia de TIC807 (SEQ ID NO: 5) 

Los péptidos, polipéptidos y proteínas biológica y funcionalmente equivalentes a TIC807 incluyen secuencias de 
aminoácidos que contienen sustituciones de aminoácidos conservadoras en las secuencias de proteína TIC807. Un 
ejemplo de proteínas TIC807 que pueden sustituirse para obtener equivalentes biológicos incluyen la secuencia de 30 
proteína TIC807 (SEQ ID NO: 5). En dichas secuencias de aminoácidos, uno o más aminoácidos en la secuencia es 
(son) sustituido con otro aminoácido(s), cuya carga y polaridad es similar a la del aminoácido natural, es decir, una 
sustitución de aminoácidos conservadores, dando como resultado un cambio silencioso.  

Los sustitutos para un aminoácido dentro de la secuencia polipeptídica de TIC807 pueden seleccionarse entre otros 
miembros de la clase a la cual pertenece el aminoácido natural. Los aminoácidos pueden ser divididos en los 35 
siguientes cuatro grupos: (1) aminoácidos ácidos; (2) aminoácidos básicos; (3) aminoácidos polares neutros; y (4) 
aminoácidos no polares neutros. Los aminoácidos representativos dentro de estos diversos grupos incluyen: (1) 
aminoácidos ácidos (cargados negativamente) tales como el ácido aspártico y el ácido glutámico; (2) aminoácidos 
básicos (cargados positivamente) tales como arginina, histidina y lisina; (3) aminoácidos polares neutros tales como 
glicina, serina, treonina, cisteína, cistina, tirosina, asparagina y glutamina; (4) aminoácidos no polares neutros 40 
(hidrófobos) tales como alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptófano y metionina. 

Los cambios de aminoácidos conservadores dentro de la secuencia polipeptídica de TIC807 pueden realizarse 
sustituyendo un aminoácido dentro de uno de estos grupos con otro aminoácido dentro del mismo grupo. Los 
equivalentes biológicamente funcionales de TIC807 pueden tener 10 o menos cambios de aminoácidos 
conservadores, más preferentemente siete o menos cambios de aminoácidos conservadores, y más 45 
preferentemente cinco o menos cambios de aminoácidos conservadores. La secuencia nucleotídica codificadora 
(gen, ADN plasmídico, ADNc o ADN sintético) tendrá por lo tanto sustituciones de bases correspondientes, 
permitiéndole codificar formas equivalentes biológicamente funcionales de TIC807. 

Según lo indicado, pueden realizarse cambios y modificaciones en la estructura de los péptidos de la presente 
invención y segmentos de ADN los cuales codifican los mismos y aun obtener una molécula funcional que codifica 50 
una proteína o péptido con características deseables. Lo que sigue es un análisis basado en el cambio de los 
aminoácidos de una proteína para crear un equivalente, o incluso una molécula de segunda generación mejorada. 
En realizaciones particulares de la invención, las proteínas TIC807 mutadas son contempladas como útiles para 
aumentar la actividad inhibidora de insectos de la proteína, y por consiguiente, aumentar la actividad inhibidora de 
insectos y/o la expresión del transgén recombinante en una célula vegetal. Los cambios de aminoácidos pueden 55 
lograrse cambiando los codones de la secuencia de ADN, de acuerdo con los codones proporcionados en la Tabla 1. 
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TABLA 1 

Aminoácidos Códigos de Aminoácidos Codones 

Alanina Ala (A) GCA GCC GCG GCU 

Cisteína Cys (C) UGC UGU 

Ácido Aspártico Asp (D) GAC GAU 

Ácido glutámico Glu (E) GAA GAG 

Fenilalanina Phe (F) UUC UUU 

Glicina Gly (G) GGA GGC GGG GGU 

Histidina His (H) CAC CAU 

Isoleucina Ile (l) AUA AUC AUU 

Lisina Lys (K) AAA AAG 

Leucina Leu (L) UUA UUG CUA CUC CUG CUU 

Metionina Met (M) AUG 

Asparagina Asn (N) AAC AAU 

Prolina Pro (P) CCA CCC CCG CCU 

Glutamina Gln (Q) CAA CAG 

Arginina Arg (R) AGA AGG CGA CGC CGG CGU 

Serina Ser (S) AGC AGU UCA UCC UCG UCU 

Treonina Thr (T) ACA ACC ACG ACU 

Valina Val (V) GUA GUC GUG GUU 

Triptófano Trp (W) UGG 

Tirosina Tyr (Y) UAC UAU 

 

Por ejemplo, ciertos aminoácidos pueden ser sustituidos por otros aminoácidos en una estructura proteica sin 
pérdida apreciable de actividad bioquímica o biológica. Puesto que es la capacidad interactiva y la naturaleza de una 
proteína lo que define la actividad funcional biológica de esa proteína, pueden realizarse ciertas sustituciones de 5 
secuencias de aminoácidos en una secuencia proteica y, naturalmente, su secuencia codificadora de ADN 
subyacente, y no obstante obtener una proteína con propiedades similares. Por lo tanto, los inventores contemplan 
que pueden efectuarse diversos cambios en las secuencias peptídicas de las composiciones desveladas, o en las 
secuencias de ADN correspondientes que codifican dichos péptidos sin pérdida apreciable de su utilidad o actividad 
biológica. 10 

En la realización de tales cambios, puede considerarse el índice hidropático de los aminoácidos. La importancia del 
índice hidropático de los aminoácidos para conferir una función biológica interactiva sobre una proteína es 
generalmente entendida en la técnica (Kyte y Doolittle, J Mol Biol. 157(1):105-32, 1982). Se acepta que el carácter 
hidropático relativo del aminoácido contribuye a la estructura secundaria de la proteína resultante, lo cual a su vez 
define la interacción de la proteína con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, 15 
anticuerpos y antígenos. 

Cada aminoácido ha sido asignado un índice hidropático sobre la base de sus características de hidrofobicidad y 
carga (Kyte y Doolittle, Ibid). Estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); 
cisteína/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptófano (-0,9); 
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); 20 
lisina (-3,9); y arginina (-4,5). 

Se sabe en la técnica que ciertos aminoácidos pueden ser sustituidos por otros aminoácidos que tienen un índice o 
puntuación hidropático similar y aun dar como resultado una proteína con actividad biológica similar, es decir, aun 
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obtener una proteína funcionalmente equivalente biológica. En la realización de dichos cambios, se prefiere la 
sustitución de aminoácidos cuyos índices hidropáticos están dentro de .+ 2, se prefieren particularmente aquellos 
que están dentro de + 1 y se prefieren incluso más particularmente aquellos dentro de + 0,5. 

También se entiende en la técnica que la sustitución de aminoácidos similares puede efectuarse de forma eficaz 
sobre la base de la hidrofilicidad. La Patente de los Estados Unidos N.º 4.554.101, establece que la hidrofilicidad 5 
promedio local mayor de una proteína, según lo gobernado por la hidrofilicidad de sus aminoácidos adyacentes, se 
correlaciona con una propiedad biológica de la proteína. 

Según lo detallado en la Patente de los Estados Unidos N.º 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de 
hidrofilicidad a los restos de aminoácidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0.+ 0,1); glutamato (+3,0.+ 0,1); 
serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5.+ 0,1); alanina (-0,5); 10 
histidina (-0,5); cisteína (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); 
fenilalanina (-2,5); triptófano (-3,4). 

Sustituciones no conservadoras en los polipéptidos TIC807 

Se reconoce adicionalmente que pueden efectuarse sustituciones no conservadoras en secuencias de polipéptidos 
TIC807 para obtener polipéptidos TIC807 que son los equivalentes biológicos funcionales de los polipéptidos TIC807 15 
desvelados en el presente documento. En estos casos, las sustituciones no conservadoras pueden simplemente 
ensayarse para determinar la inhibición del crecimiento fúngico para identificar sustituciones no conservadoras que 
proporcionan equivalentes biológicos funcionales de un polipéptido TIC807 determinado. 

Fragmentos y Variantes de TIC807 

El polipéptido inhibidor de insectos de la presente invención comprende preferentemente una secuencia proteica 20 
TIC807 (SEQ ID NO: 5), y variantes de esta secuencia que tienen al menos 70 % de identidad de secuencia con 
SEQ ID NO: 5 y que poseen la misma o similar actividad inhibidora de insectos que la de esta proteína TIC807 en 
particular son también abarcados por la presente invención. Estas variantes con actividad inhibidora de insectos que 
son anticipadas por esta invención también pueden comprender sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones 
de aminoácidos de la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 5. 25 

Las variantes de TIC807 incluyen formas donde uno o más aminoácidos se han insertado en la secuencia natural. 
Estas variantes también pueden ser de origen natural o mutantes sintéticos de TIC807, y retienen la actividad 
inhibidora de insectos de TIC807. 

Las combinaciones de lo que antecede, es decir, las formas del polipéptido inhibidor de insectos que contienen tanto 
deleciones como adiciones de aminoácidos, son también abarcadas por la presente invención. También pueden 30 
estar presentes allí sustituciones de aminoácidos. 

Las variantes de TIC807 abarcadas por la presente invención deberían preferentemente poseer 70-75 % o más de 
identidad de secuencias, más preferentemente 80 %, 85 %, 88 % o más de identidad de secuencias, y con máxima 
preferencia 90 % a 95 % o más de identidad de secuencias de aminoácidos, con SEQ ID NO: 5. 

Uso de Relaciones de Función Estructura para Diseñar Variantes de TIC807 Inhibidoras de Insectos 35 

Esta invención también contempla el uso de relaciones de estructura función para diseñar variantes adicionales de la 
proteína TIC807 inhibidora de insectos. En primer lugar, se contempla que podría obtenerse una estructura mediante 
análisis cristalográfico de cristales de TIC807. Se anticipa que dichas estructuras revelan dominios de la proteína 
TIC807 involucrada en la unión del receptor de insectos, formación de poros en el intestino del insecto, 
multimerización con TIC807, sensibilidad a proteasa y/o resistencia a proteasa que contribuye a la actividad 40 
inhibidora de insectos de TIC807. 

Se anticipa además que las comparaciones entre TIC807 y otras proteínas relacionadas pueden permitir la 
extrapolación de dominios proteicos que contribuyen con la actividad insecticida de proteínas TIC807. Con respecto 
a esto, se señala que TIC807 tiene cierta similitud con una familia de proteínas del tipo MTX. Esta familia de 
proteínas del tipo Mtx toma su nombre de las proteínas Mtx2 de Bacillus sphericus (Thanabalu y Porter, Gene. 45 
170(1):85, 1996; Nº de Acceso del NCBI 2211294A) y Mtx3 (Liu y col., Appl Environ Microbiol. 62(6):2174, 1996; Nº 
de Acceso del NCBI AAB36661) e incluye Cry15Aa (SEQ ID NO: 41), Cry33Aa (Nº de Acceso del NCBI AAL26871), 
Cry23Aa (Nº de Acceso del NCBI AAF76375), Cry38Aa (Nº de Acceso del NCBI AAK64559), CryC35 (Nº de Acceso 
del NCBI CAA63374), la proteína de 40 kDa (Nº de Acceso del NCBI AAA22332) y CryNT32 (Nº de Acceso del NCBI 
AAL26870). Se cree además que TIC807 está distantemente relacionada con la familia aerolisina de proteínas que 50 
incluyen cryET33 (WO 97/17600) y TIC901 (Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 20060191034). Las 
aerolisinas son un grupo de proteínas que multimerizan y forman poros en membranas y son toxinas conocidas 
(Parker y col., Mol. Microbiol. 19(2):205, 1996). En particular, las determinaciones de la estructura cristalográfica 
indican que los dominios de lámina beta de aerolisinas están involucrados en la formación de poros de membrana 
(Rossjohn y col., J Struct Biol. 121(2):92, 1998). Los dominios de proteínas TIC807 podrían cambiarse con dominios 55 
similares de otra familia de proteínas del tipo MTX o Aerolisinas para identificar dominios involucrados en la unión al 
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receptor de insectos, formación de poros en el intestino del insecto, multimerización con TIC807, sensibilidad a 
proteasa y/o resistencia a proteasa que contribuyen a la actividad inhibidora de insectos de TIC807. Los datos de los 
experimentos de intercambio de dominios pueden compararse y de algún otro modo extrapolarse a datos 
estructurales de miembros de la familia de proteínas del tipo Mtx para dilucidar dominios que proporcionan diferentes 
actividades insecticidas, mejores actividades insecticidas, características de unión mejoradas, capacidades de 5 
formación de poros mejoradas. 

Habiendo identificado ciertos dominios de proteínas de las proteínas TIC807 que proporcionan propiedades 
inhibidoras de insectos de la proteína TIC807 (es decir, unión a receptores de insectos, formación de poros en el 
intestino del insecto, multimerización con TIC807, sensibilidad a proteasa y/o resistencia a proteasa), se anticipa 
además que estas regiones pueden ser más extensamente mutagenizadas. Una vez mutagenizadas, las proteínas 10 
TIC807 variantes pueden ser sometidas a ensayos bioquímicos (es decir, unión a receptores de insectos, formación 
de poros en el intestino del insecto, multimerización con TIC807, sensibilidad a proteasa y/o resistencia a proteasa) o 
biológicos (es decir, ensayos de inhibición de insectos) para identificar aquellas variantes que confieren actividades 
bioquímicas y/o inhibidoras de insectos mejoradas. También se contemplan rondas iterativas adicionales de 
mutagénesis y ensayo de aquellas variantes identificadas. Diversos procedimientos para la evolución molecular de 15 
proteínas aisladas que son conocidas por los expertos en la técnica (Stemmer, W., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 
10747,1994; Yuan y col., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 69(3):373, 2005) o son proporcionados por otros procedimientos 
totalmente distintos pueden emplearse para generar las variantes de la proteína TIC807. 

Proteínas TIC807 aisladas de por lo menos 9 aminoácidos 

En otras realizaciones de esta invención, se usan proteínas aisladas que comprenden una secuencia polipeptídica 20 
de por lo menos 9 aminoácidos de longitud que está contenida en SEQ ID NO: 5. Se contemplan por lo menos dos 
usos distintos para secuencias peptídicas TIC807 de por lo menos 9 aminoácidos. 

En primer lugar, se contempla que las secuencias peptídicas TIC807 de por lo menos 9 aminoácidos pueden ser 
sustituidas en secuencias proteicas distintas para conferir todas o un subconjunto de las actividades inhibidoras de 
insectos de una proteína TIC807 en la proteína sustituida del péptido TIC807 resultante. Las actividades inhibidoras 25 
de insectos conferidas por las secuencias peptídicas TIC807 pueden comprender la inhibición de una plaga de 
hemípteros incluyendo Lygus. Sin desear estar limitados por teoría alguna, se cree que las secuencias peptídicas 
TIC807 de por lo menos 9 aminoácidos pueden proporcionar: 1) formación de cristales mejorada, 2) estabilidad 
proteica mejorada o degradación de proteasa reducida, 3) reconocimiento y unión del receptor de membrana de 
insecto mejorada, 4) oligomerización mejorada o formación de canales en el endotelio del intestino medio del 30 
insecto, y 5) actividad insecticida mejorada o especificidad insecticida debido a cualquiera o la totalidad de las 
razones manifestadas anteriormente cuando se insertan en otra proteína. Secuencias peptídicas TIC807 más 
grandes de por lo menos 12, por lo menos 16, por lo menos 32, por lo menos 50 o por lo menos 100 restos de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 5 también pueden ser sustituidas en secuencias proteicas distintas para obtener 
proteínas sustituidas por péptido TIC807 inhibidoras de insecto. 35 

La proteína sustituida con péptido TIC807 puede sintetizarse mediante técnicas que incluyen mutagénesis específica 
del sitio (Kunkel, T. A. y col. Meth. Enzymol. 154: 367, 1987), barajado de ADN (Stemmer, W., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 91: 10747,1994),. extensión por solapamiento de PCR.TM (Horton y col., Gene 77: 61, 1989), cualquiera de los 
procedimientos de evolución molecular de proteínas (Yuan y col., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 69(3):373, 2005), síntesis 
directa, combinaciones de estos procedimientos, o mediante otros procedimientos totalmente distintos que 40 
proporcionan proteínas sustituidas con péptido TIC807. En particular, se contemplan proteínas sustituidas con 
TIC807 derivadas por inserción o sustitución de secuencias peptídicas TIC807 de por lo menos 9 aminoácidos en 
proteínas inhibidoras de insectos derivadas de Bacillus thuringiensis. Ejemplos de proteínas de Bacillus thuringiensis 
que pueden sustituirse con polipéptidos TIC807 para obtener proteínas sustituidas con TIC807 con actividad 
inhibidora de insectos incluyen Cry15Aa1 (Brown y Whiteley, 1992, J Bacteriol 174 549-557; SEQ ID NO: 41), 45 
CryET29 (Patente de los Estados Unidos N.º 6.093.695), Cyt1Ba1 (Patente de los Estados Unidos N.º 5.723.440), 
toxinas Cyt de Bacillus thuringiensis israelensis (Patente de los Estados Unidos N.º 5.885.963), y proteínas 
cristalinas de Bacillus thuringiensis activas contra Lygus distintas AXMI-027, AXMI-036 y AXMI-038 desveladas en la 
Publicación de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 20060242732. Otras proteínas que pueden ser 
sustituidas con polipéptidos TIC807 para obtener proteínas sustituidas con TIC807 con actividad inhibidora de 50 
insectos incluyen la Mtx2 (Thanabalu y Porter, Gene. 170(1):85, 1996; Nº de Acceso del NCBI 2211294A), Mtx3 (Liu 
y col., Appl Environ Microbiol. 62(6):2174, 1996; Nº de Acceso del NCBI AAB36661), Cry15Aa (SEQ ID NO:41), 
Cry33Aa (Nº de Acceso del NCBI AAL26871), Cry23Aa (Nº de Acceso del NCBI AAF76375), Cry38Aa (Nº de Acceso 
del NCBI AAK64559), CryC35 (Nº de Acceso del NCBI CAA63374), la proteína de 40 kDa (Nº de Acceso del NCBI 
AAA22332), CryNT32 (Nº de Acceso del NCBI AAL26870), cryET33 (WO 97/17600) y TIC901 (Nº de Publicación de 55 
Solicitud de Patente de Estados Unidos 20060191034). 

También se contempla que proteínas TIC807 aisladas de entre aproximadamente 250 y aproximadamente 309 
aminoácidos también pueden utilizarse para la producción de anticuerpos o inhibición de insectos. Estas secuencias 
de polipéptidos TIC807 aislados tienen por lo menos 70 %, por lo menos 90 %, por lo menos 95 % o 100 % de 
identidad de secuencias con una secuencia polipeptídica correspondiente contenida en SEQ ID NO: 5. Estas 60 
proteínas TIC807 pueden comprender además un reactivo indicador covalentemente ligado, un espaciador de 
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aminoácidos, un enlazador de aminoácidos, una secuencia de señal, una secuencia de péptidos de tránsito al 
cloroplasto, una secuencia de direccionamiento vacuolar o una secuencia de detención de transferencia. 

También se contempla que secuencias de péptido TIC807 aisladas de por lo menos 9 aminoácidos contiguos de 
SEQ ID NO: 5 pueden utilizarse como inmunógenos o epítopos para preparar anticuerpos que reconocen proteínas 
TIC807. Dichos anticuerpos son útiles para detectar proteínas TIC807 en plantas transgénicas, en productos de 5 
base derivados de plantas transgénicas, en microorganismos o en bibliotecas de expresión de ADN recombinante 
que contienen secuencias de TIC807 clonadas. Los polipéptidos TIC807 pueden tener una longitud de por lo menos 
9, por lo menos 12, por lo menos 16 o por lo menos 32 aminoácidos. Cuando la secuencia de péptido TIC807 tiene 
una longitud de por lo menos 32 aminoácidos, la misma tiene por lo menos aproximadamente 80 %, 90 % o 95 % 
identidad de secuencia con una secuencia polipeptídica correspondiente contenida en SEQ ID NO: 5. Los péptidos 10 
pueden ser ligados a una proteína portadora tal como KLH o albúmina para facilitar la producción de anticuerpos.  

La identificación de epítopos inmunodominantes de proteína TIC807, y/o sus equivalentes funcionales, adecuados 
para utilizar en vacunas es una cuestión relativamente sencilla. Por ejemplo, se pueden emplear los procedimientos 
de Hopp, según lo descrito en la Patente de los Estados Unidos N.º 4.554.101, la cual describe la identificación y 
preparación de epítopos a partir de secuencias de aminoácidos sobre la base de la hidrofilicidad. Los procedimientos 15 
descritos en diversos otros documentos, y programas informáticos que se basan en los mismos, también pueden 
utilizarse para identificar secuencias núcleo epitópicas (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N.º 
4.554.101). La secuencia de aminoácidos de estas “secuencias núcleo epitópicas” puede después incorporarse 
fácilmente en péptidos, ya sea a través de la aplicación de síntesis peptídica o tecnología de ADN recombinante.  

Los péptidos TIC807 preferidos para utilizar de acuerdo con la presente invención generalmente estarán en el orden 20 
de 9 a 20 aminoácidos de longitud, y más preferentemente 9 a 15 aminoácidos de longitud. Se propone que péptidos 
derivados de proteína TIC807 antigénicos más cortos proporcionarán ventajas en ciertas circunstancias, por 
ejemplo, en la preparación de ensayos de detección inmunológica. Los ejemplos de ventajas incluyen la facilidad de 
preparación y purificación, el coste relativamente bajo y capacidad de reproducción mejorada de reproducción, y 
biodistribución ventajosa.  25 

Se propone que pueden lograrse ventajas particulares de la presente invención a través de la preparación de 
péptidos sintéticos los cuales incluyen secuencias núcleo epitópicas/inmunógenas modificadas y/o extendidas las 
cuales dan como resultado un péptido epitópico “universal” dirigido a proteínas TIC807, y en particular a secuencias 
relacionadas con TIC807. Estas secuencias núcleo epitópicas son identificadas en esta invención en aspectos 
particulares como regiones hidrófilas del antígeno polipeptídico particular. Se propone que estas regiones 30 
representan aquellas que tienen más probabilidades de promover la estimulación de células T o células B, y, por lo 
tanto, activar la producción de anticuerpos específicos. 

Una secuencia núcleo epitópica, como se utiliza en el presente documento, es un tramo relativamente corto de 
aminoácidos que es “complementario” a, y por lo menos se unirá con, sitios de unión al antígeno en los anticuerpos 
dirigidos a la proteína TIC807 desvelados en el presente documento. Adicionalmente o como alternativa, una 35 
secuencia núcleo epitópica es aquella que activará anticuerpos que son reactivos de forma cruzada con anticuerpos 
dirigidos contra las composiciones peptídicas desveladas en el presente documento. Por lo tanto, ciertas secuencias 
núcleo epitópicas de la presente invención pueden definirse operativamente en términos de su capacidad de 
competir con o tal vez desplazar la unión del antígeno de proteína deseado con los antisueros dirigidos contra la 
proteína correspondientes.  40 

En general, no se cree que el tamaño del antígeno de polipéptido sea particularmente importante, siempre que sea 
por lo menos suficientemente grande para transportar la secuencia o secuencias núcleo identificadas. La secuencia 
núcleo útil más pequeña anticipada por la presente divulgación generalmente sería del orden de aproximadamente 9 
aminoácidos de longitud, siendo más preferidas secuencias en el orden de 10 a 20. Por lo tanto, este tamaño 
generalmente corresponderá a los antígenos peptídicos más pequeños preparados. Sin embargo, el tamaño del 45 
antígeno puede ser más grande cuando se desee, siempre que contenga una secuencia núcleo epitópica básica.  

XIV. Composiciones de Anticuerpos contra TIC807 y Proc edimientos para Preparar Anticuerpos  

En realizaciones particulares, los inventores contemplan el uso de anticuerpos, ya sea monoclonales o policlonales 
los cuales se unen a las proteínas TIC807 descritas en el presente documento. Los medios para preparar y 
caracterizar anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Using Antibodies: A Laboratory 50 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1999). Los procedimientos para generar anticuerpos monoclonales (mAb) 
generalmente comienzan a lo largo de las mismas líneas que aquellos para preparar anticuerpos policlonales. 
Resumiendo, un anticuerpo policlonal se prepara inmunizando un animal con una composición inmunógena y 
recolectando antisueros de ese animal inmunizado. Puede utilizarse un amplio rango de especies animales para la 
producción de antisueros. Típicamente, el animal utilizado para la producción de antisueros es un conejo, un ratón, 55 
una rata, un hámster, una cobaya o una cabra. Debido al volumen de sangre relativamente grande de los conejos, 
un conejo es una elección preferida para la producción de anticuerpos policlonales. 
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Como es bien conocido en la técnica, una composición determinada puede variar en su inmunogenicidad. Por lo 
tanto, a menudo es necesario reforzar el sistema inmunológico del huésped, como puede lograrse por el 
acoplamiento de un inmunógeno peptídico o proteico a un vehículo. Los vehículos ejemplares y preferidos son 
hemocianina de Lapa Californiana (KLH) y albúmina sérica bovina (BSA). Otras albúminas tales como ovoalbúmina, 
albúmina sérica de ratón o albúmina sérica de conejo también pueden utilizarse como vehículos. Los medios para 5 
conjugar un péptido, polipéptido o proteína a una proteína vehículo son bien conocidos en la técnica e incluyen el 
uso de glutaraldehído, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.  

Como es también bien sabido en la técnica, la inmunogenicidad de una composición inmunógena particular puede 
aumentarse mediante el uso de estimuladores no específicos de la respuesta inmune, conocidos como adyuvantes. 
Los ejemplos de adyuvantes preferidos incluyen adyuvante completo de Freund (un estimulador no específico de la 10 
respuesta inmune que contiene Mycobacterium tuberculosis eliminado), adyuvante incompleto de Freund y 
adyuvante de hidróxido de aluminio. 

La cantidad de composición inmunógena utilizada en la producción de anticuerpos policlonales varía dependiendo 
de la naturaleza del inmunógeno así como también del animal utilizado para la inmunización. Pueden utilizarse una 
diversidad de rutas para administrar el inmunógeno (subcutánea, intramuscular, intradérmica, intravenosa e 15 
intraperitoneal). La producción de anticuerpos policlonales puede controlarse por muestras de sangre del animal 
inmunizado en diversos puntos tras la inmunización. Una segunda inyección de refuerzo también puede ser 
administrada. El proceso de refuerzo y titulación se repite hasta que se logra un título adecuado. Cuando se obtiene 
un nivel deseado de inmunogenicidad, se le puede tomar al animal inmunizado una muestra de sangre y el suero se 
aísla y se almacena, y/o el animal puede utilizarse para generar mAb.  20 

Los anticuerpos monoclonales (mAb) pueden ser fácilmente preparados a través del uso de técnicas bien conocidas, 
tales como aquellas ejemplificadas en la Patente de los Estados Unidos N.º 4.196.265. Típicamente, esta técnica 
involucra inmunizar un animal adecuado con una composición inmunógena seleccionada, por ejemplo, una proteína, 
polipéptido o péptido antifúngico purificado o parcialmente purificado. La composición inmunizante se administra de 
una forma eficaz para estimular células productoras de anticuerpos.  Los roedores tales como los ratones y las ratas 25 
son los animales preferidos, sin embargo, el uso de células de conejos, ovejas o ranas es también posible. El uso de 
ratas puede proporcionar ciertas ventajas aunque se prefieren los ratones, siendo los más preferidos los ratones 
BALB/c ya que son los más utilizados de forma rutinaria y generalmente proporcionan un porcentaje más alto de 
fusiones estables. 

También se contemplan procedimientos de inmunización genética para obtener ya sea anticuerpos monoclonales o 30 
policlonales los cuales se unen a las proteínas TIC807 desveladas en el presente documento. En estos 
procedimientos, el gen que codifica la proteína TIC807 está ligado operativamente a un promotor que es activo en 
células de mamífero. El ADN de plásmido aislado que comprende el casete de expresión de células de mamífero 
que comprende la proteína codificadora TIC807 es luego inyectado directamente en el animal para producir una 
respuesta inmune a la proteína TIC807 codificada. Los animales que pueden utilizarse como huéspedes de la 35 
inyección para la inmunización genética incluyen ratones, ratas, conejos, cabras, vacas o caballos. Aunque pueden 
utilizarse una diversidad de regímenes de inyección, un régimen ejemplar comprendería la inyección de ADN de 
plásmido disuelto en solución salina tamponada con fosfato o con otro tampón adecuado a una concentración de 
aproximadamente 1-2 mg de ADN de plásmido/ml y en una dosis de aproximadamente 100 μg/inyección/animal (es 
decir, para un ratón, rata o conejo). Pueden realizarse aproximadamente 3-4 inyecciones en cada animal en 40 
intervalos de dos semanas. La inmunización genética se describe en Chambers y Johnston, Nature Biotechnol. (21): 
1088, 2003). Las organizaciones de investigación contractual también llevan a cabo experimentos de inmunización 
genética para obtener anticuerpos (QED Bioscience Inc., San Diego, CA, Estados Unidos). 

Los ejemplos de casetes de expresión de mamífero útiles que pueden utilizarse para la inmunización genética 
incluyen el vector pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) que proporciona un promotor CMV para la 45 
expresión de genes ligados operativamente o el vector pRc/RSV (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). En los 
casos en que altos niveles de expresión de antígenos son citotóxicos, puede utilizarse un promotor más débil, tal 
como el promotor SV40, para expresar el antígeno. Se anticipa que ya sea el gen TIC807 nativo (SEQ ID NO: 4) o el 
gen TIC807 sintético (SEQ ID NO: 6) puede ligarse operativamente a promotores y elementos de poliadenilación que 
son activos en células de mamífero para obtener plásmidos adecuados para la inmunización genética. Sin embargo, 50 
también se contempla el diseño y la síntesis de otras secuencias codificadoras de TIC807 para la expresión en 
huéspedes mamíferos por retrotraducción de la secuencia de aminoácidos de TIC807 (SEQ ID NO: 5). También se 
contemplan vectores de expresión mamíferos que comprenden además secuencias de péptidos de señal que 
proporcionan secreción extracelular y/o inserción en transmembrana de secuencias ligadas operativamente que 
codifican proteínas TIC807.  55 

XV. Kits de Detección y Exploración de Proteína TIC807 

La presente invención contempla procedimientos y kits para seleccionar muestras que se sospecha que contienen 
proteínas TIC807 o polipéptidos relacionados con proteína TIC807, o células que producen tales polipéptidos. En las 
realizaciones particulares contempladas en el presente documento, los procedimientos y kits detectan la proteína 
TIC807. Un kit puede contener uno o más anticuerpos de la presente invención, y también pueden contener 60 
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reactivo(s) para detectar una interacción entre una muestra y un anticuerpo de la presente invención. El o los 
reactivos proporcionados pueden ser radioetiquetados, etiquetados espectrofotométricamente, etiquetados 
fluorescentemente o etiquetados enzimáticamente. Los reactivos proporcionados pueden incluir un sustrato que se 
convierte en un producto que puede detectarse por espectrofotometría, luminometría o fluorescencia. El kit puede 
contener un agente radioetiquetado o etiquetado con hapteno conocido capaz de unión o interacción con un 5 
anticuerpo de la presente invención. 

El o los reactivos del kit pueden ser provistos como una solución líquida, unidos a un soporte sólido o como un polvo 
seco. Preferentemente, cuando el o los reactivos son proporcionados en una solución líquida, la solución líquida es 
una solución acuosa. Preferentemente, cuando el o los reactivos proporcionados están unidos a un soporte sólido, el 
soporte sólido puede ser un medio cromatográfico, una placa de ensayo que tiene una pluralidad de pocillos o un 10 
portaobjeto de microscopio. Cuando el o los reactivos proporcionados son un polvo seco, el polvo puede ser 
reconstituido mediante la adición de un solvente adecuado, que puede ser provisto. 

En aun otras realizaciones, la presente invención se refiere a procedimientos de inmunodetección y kits asociados. 
Se propone que las proteínas o péptidos TIC807 de la presente invención puedan emplearse para detectar 
anticuerpos que tienen reactividad con los mismos, o, como alternativa, pueden emplearse anticuerpos preparados 15 
de conformidad con la presente invención, para detectar proteínas TIC807 o péptidos que contienen epítopos 
relacionados con la proteína TIC807. En general, estos procedimientos incluirán, en primer lugar, obtener una 
muestra sospechosa de contener ese tipo de proteína, péptido o anticuerpo, poner en contacto la muestra con un 
anticuerpo o péptido de acuerdo con la presente invención, según sea el caso, en condiciones eficaces para permitir 
la formación de un inmunocomplejo, y luego detectar la presencia del inmunocomplejo. 20 

En general, la detección de la formación del inmunocomplejo es bastante conocida en la técnica y puede lograrse a 
través de la aplicación de numerosos enfoques. Por ejemplo, la presente invención contempla la aplicación de 
ELISA, RIA, inmunotransferencia (por ejemplo, transferencia puntual) y técnicas de inmunofluorescencia indirectas. 
Generalmente, la formación de un inmunocomplejo será detectada a través del uso de una etiqueta, tal como una 
radioetiqueta o una etiqueta enzimática (tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rábano picante). Naturalmente, 25 
pueden encontrarse ventajas adicionales a través del uso de un ligando de unión secundario tal como un anticuerpo 
secundario o una disposición de unión a ligandos biotina/avidina, según lo conocido en la técnica.  

Para propósitos de ensayo, se propone que prácticamente pueda emplearse cualquier muestra sospechosa de 
comprender ya sea una proteína o péptido TIC807 o un péptido relacionado con la proteína TIC807 o anticuerpo que 
se quiere detectar, según sea el caso. Se contempla que dichas realizaciones pueden tener aplicación en la 30 
titulación de muestras de antígeno o anticuerpo, en la selección de hibridomas. En kits que pueden emplearse para 
detectar la presencia de proteínas TIC807 o péptidos relacionados y/o anticuerpos en una muestra, las muestras 
pueden incluir células, sobrenadantes celulares, suspensiones celulares, extractos celulares, fracciones enzimáticas, 
extractos proteicos u otras composiciones libres de células sospechosas de contener proteínas o péptidos TIC807. 
En términos generales, los kits pueden incluir una proteína TIC807 adecuada, péptido o un anticuerpo dirigido contra 35 
ese tipo de proteína o péptido, junto con un reactivo de inmunodetección para detectar complejos de 
anticuerpo/antígeno, instrucciones para el uso de estos materiales, y un medio para contener el anticuerpo o 
antígeno y reactivo. El reactivo de inmunodetección típicamente comprenderá una etiqueta asociada con el 
anticuerpo o antígeno, o asociada con un ligando de unión secundario. Los ejemplos de ligandos podrían incluir un 
anticuerpo secundario dirigido contra el primer anticuerpo o antígeno o un ligando de biotina o avidina (o 40 
estreptavidina) que tiene una etiqueta asociada. Naturalmente, según lo señalado anteriormente, se conocen en la 
técnica una cantidad de etiquetas ejemplares y todas esas etiquetas pueden emplearse en conexión con la presente 
invención. 

El envase generalmente incluirá un frasco en el cual puede colocarse el anticuerpo, el antígeno o el reactivo de 
detección, y preferentemente adecuadamente distribuido en alícuotas. Los kits también típicamente incluirán un 45 
medio para contener los envases de anticuerpo, antígeno y reactivo en cercano confinamiento para la venta 
comercial. Dichos envases pueden incluir envases para inyección o de plástico moldeado por soplado en los cuales 
se retienen los frascos deseados. 

En vista de lo que antecede, se puede ver que se logran y se obtienen diversas ventajas de la invención. 

Ejemplos 50 

Los siguientes ejemplos son meramente representativos de la invención. Sin embargo, los ejemplos que quedan 
dentro del alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos. 

Ejemplo 1: Identificación de la cepa EG2934 de Bacillus thuringiensis  

Este ejemplo describe la cepa EG2934 de Bacillus thuringiensis y proteínas cristalinas derivadas de esta cepa. 

Las cepas de Bacillus thuringiensis son muy conocidas por su capacidad de producir cristales paraesporales que 55 
contienen proteínas con diversas actividades insecticidas contra especies de insectos Lepidópteros, Coleópteros y 
Dípteros. Estos cristales paraesporales exhiben una diversidad de formas geométricas cuando se observan por 

E08754143
25-10-2017ES 2 644 945 T3

 



32 

microscopio de contraste de fases y se han descrito como irregulares, cuboidales, con forma de varilla y 
romboidales, bipiramidales. Las cepas de B. thuringiensis que exhiben actividad tóxica para Lepidópteros parecen 
ser más comunes que las cepas de B. thuringiensis que exhiben toxicidad para otras especies de insectos. Los 
cristales paraesporales que exhiben una forma bipiramidal están frecuentemente asociados con aislados de B. 
thuringiensis tóxicos para Lepidópteros. Esta relación función-estructura cristalina bipiramidal con actividad en 5 
Lepidópteros proporciona una ventaja cuando se seleccionan cepas de B. thuringiensis sin caracterizar, permitiendo 
una rápida selección de cepas que puede exhibir actividad insecticida dirigida a insectos que no son de una especie 
Lepidóptera. La cepa EG2934 se seleccionó sobre esta base ya que parecía, cuando se observó por microscopio de 
contraste de fases, que contenía cristales bien definidos que carecen de una estructura bipiramidal. A fin de 
establecer qué proteínas cristalinas producidas por esta cepa poseían actividad insecticida, los genes que codifican 10 
estas proteínas se clonaron y expresaron en una cepa huésped de B. thuringiensis acristalífera y libre de toxinas 
bien caracterizada. Se identificaron cuatro proteínas cristalinas, que oscilaban en tamaño desde aproximadamente 
35 kilodaltons (kDa) hasta aproximadamente 120 kDa en preparaciones cristalinas producidas por la cepa EG2934 
de B. thuringiensis. Como un exploración de rutina, estas proteínas fueron sometidas a ensayo contra plagas de 
insectos de plantas conocidas para determinar la toxicidad. Se descubrió que una proteína de la cepa EG2934 de B. 15 
thuringiensis, designada TIC807, era tóxica a los insectos perforadores-chupadores, Lygus hesperus y Lygus 
lineolaris. 

Ejemplo 2: Caracterización de proteínas cristalinas producidas por la cepa EG2934 de B. thuringiensis  

Este ejemplo ilustra la caracterización de proteínas cristalinas aisladas de la cepa EG2934 de B. thuringiensis y la 
subsiguiente caracterización inicial de la proteína toxina activa Lygus, TIC807. 20 

La cepa EG2934 de B. thuringiensis fue cultivada a 25 hasta 28 grados Celsius en medio de esporulación C2 
(Donovan y col., Mol. Gen. Gent. 214: 365-372, 1988) durante 3 a 4 días o hasta la esporulación y lisado completos. 
Las esporas y los cristales se recolectaron por centrifugación y se resuspendieron en tampón de lavado (Tris-HCl 10 
mM, EDTA 0,1 mM, 0,005 por ciento de Triton X-100, pH 6,8) y se recolectaron nuevamente por centrifugación. Los 
sedimentos de esporas-cristales se resuspendieron en tampón de lavado a un décimo del volumen de cultivo 25 
original. Las proteínas cristalinas en los concentrados 10X se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 
SDS (SDS-PAGE). Las concentraciones proteicas se determinaron por densitometría utilizando albúmina sérica 
bovina (BSA) como un patrón. 

La cepa EG2934 de B. thuringiensis produce proteínas cristalinas de aproximadamente 120, 110, 65 y 35 kilodaltons 
(kDA) tras la esporulación. Las proteínas de EG2934 se resolvieron por SDS-PAGE. Después de la electroforesis, 30 
las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad, Hercules, CA) siguiendo procedimientos de 
transferencia de western convencionales. Después de la transferencia, las proteínas unidas a cada membrana se 
sometieron a secuenciado de N-terminal, utilizando procedimientos convencionales de degradación Edman 
automáticos. La secuencia de aminoácidos N-terminal de TIC807 se presenta como SEQ ID NO: 1. Las 
investigaciones en las bases de datos públicas disponibles no pudieron identificar una coincidencia significativa con 35 
esta secuencia, lo que sugiere que la proteína TIC807 puede ser novedosa. Dos cebadores oligonucleotídicos 
degenerados, designados djc-pr12 (SEQ ID NO: 2) y djc-prl13 (SEQ ID NO: 3) fueron diseñados basándose en la 
secuencia de aminoácidos, SEQ ID NO: 1 para servir como sondas de hibridación para el aislamiento de genes de B. 
thuringiensis que codifican la proteína TIC807 y homólogos de TIC807. 

Ejemplo 3: Aislamiento y caracterización de TIC807 a islada de la cepa EG2934 de B. thuringiensis  40 

Este ejemplo ilustra la exploración para clones de fagos que contienen ADN que codifica la proteína TIC807. 
También se describen la clonación y secuenciado del ADN que codifica la proteína TIC807. El procedimiento 
descrito más adelante también puede aplicarse para recuperar secuencias de ADN que codifican homólogos de 
TIC807 y genes relacionados en bibliotecas de plásmidos, cósmidos o fagos derivadas de otras cepas de B. 
thuringiensis. 45 

Los cebadores oligonucleotídicos descritos en el ejemplo 2, djc-pr12 y djc-pr13 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, 
respectivamente), se utilizaron como sondas de hibridación para sondear una biblioteca construida utilizando ADN 
seleccionado por tamaño aislado de la cepa EG2934 de B. thuringiensis. En los oligonucleótidos degenerados de 
SEQ ID NO: 2 (AAYGCDATHA AYTAYTGGGG DCCDAARAAY) y SEQ ID NO: 3 (TGGGGDCCDA ARAAYAAYAA 
YGARATWCAR), los restos Y representan una mezcla de restos C o T, los restos D representan una mezcla de 50 
restos A, G, o T, los restos H representan una mezcla de restos A, C, o T, los restos R representan una mezcla de 
restos A o G, y los restos W representan una mezcla de restos A o T. El ADN total de la cepa EG2934 de B. 
thuringiensis se preparó utilizando un protocolo que emplea un paso de extracción de CTAB (Current Protocols in 
Molecular Biology (1997) John Wiley and Sons, Inc.). Este ADN no se pudo cortar con la enzima de restricción 
Sau3AI, un cortador de 4 bases típicamente utilizado para preparar bibliotecas genómicas. Sorprendentemente, un 55 
isoesquizómero (“isoschizimer”) de Sau3AI que es sensible a la metilación de ADN, MboI, digirió el ADN genómico 
eficazmente. El ADN digerido se fraccionó por tamaño en un gel TBE 1X de agarosa al 1 %. Los fragmentos MboI de 
7-12 kb se extrajeron de cortes de gel utilizando protocolos convencionales y se ligaron en un vector λ-Zap Express 
digerido con BamHI y se empaquetaron en partículas de fagos utilizando un kit GigaPack III Gold (Stratagene, La 
Jolla, CA). Después de la amplificación de fagos, las transfecciones se colocaron en placas y se realizaron 60 
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elevaciones de placas con membranas de nylon Duralon UV (Stratagene, La Jolla, CA). Las membranas se 
incubaron a 50 grados Celsius en un tampón de prehibridación/ hibridación convencional que contenía SSC 5X, N-
lauroil sarcosina 0,1 %, SDS 0,02 %, Reactivo de Bloqueo 1 % (Roche, Indianápolis, IN, Cat. N.º 1585762), 0,1 
mg/ml de poly-A, y 4 μg/ml de poli-dA durante varias horas. Los oligonucleótidos se etiquetaron en el extremo 3’ con 
digoxigenina (DIG) utilizando transferasa terminal, DIG-11-dUTP (DIG oligonuceotide tailing kit; Roche, Indianápolis, 5 
IN, Cat. N.º 1 417 231) y los protocolos recomendados por el fabricante. Se agregó una mezcla 1:1 de los oligos 
etiquetados con DIG djc-pr12 y djc-pr13 y las membranas se incubaron durante la noche a 50 grados Celsius. Los 
filtros se lavaron dos veces durante 15 minutos a temperatura ambiente en SSC 3X, SDS 0,1 % y dos veces durante 
15 minutos a 50 grados Celsius en SSC 1X, SDS 0,1 %. Las placas de hibridación se visualizaron por 
quimiluminiscencia utilizando el set y protocolos de tampón de Lavado y Bloqueo de Roche (Indianápolis, IN) 10 
(Roche, Indianápolis, IN, Cat. N.º 11585762001), fragmentos Fab anti-DIG-fosfatasa alcalina (Roche, Indianápolis, 
IN, Cat. N.º 11093274910) y el sustrato CSPD (3-(4-metoxispiro {1,2-dioxetan-3,2-(5-cloro)triciclo [3.3.1.13,7]decan}-
4-il)fenilfosfato disódico) (Roche, Indianápolis, IN). Los doce clones recombinantes se recogieron de las placas 
primarias, se diluyeron y se colocaron en placas y re-sondearon con los oligos etiquetados con DIG. Solamente dos 
rondas de plaqueo/sondeo fueron necesarias para obtener clones puros. Los doce clones de fagos en su totalidad se 15 
sometieron a reacciones de escisión proporcionando 12 clones de fagémidos individuales. Estos fueron digeridos 
con SalI y NotI para liberar los insertos clonados. Las digestiones se resolvieron en un gel TBE 1X de 1 % de 
agarosa y se transfirieron a una membrana Nytran® para el análisis de Southern. Los tamaños de los insertos eran 
mucho más pequeños de lo esperado, oscilando en tamaño entre 2-5 kb. Sin embargo, el análisis de Southern 
demuestra la presencia de ADN de hibridación en 9 de 12 clones. 20 

Se llevaron a cabo reacciones de amplificación térmica utilizando combinaciones de los oligos degenerados, djc-pr12 
y djc-pr13 con cebadores específicos para secuencias vectoriales que flanquean los insertos para mapear la 
localización de la región codificadora de TIC807 en los clones de fagémidos. Basándose en estos resultados, se 
determinó que el gen entero estaba presente en cuatro clones de fagémidos diferentes designados pIC17039 a 
pIC17042. El tamaño de los insertos y la identificación de cepas correspondiente a cada uno de estos clones de 25 
fagémidos se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Cepas de Escherichia coli que contienen fagémidos de TIC807 y el tamaño de inserto asociado. 

Cepa Fagémido 

Tamaño de Inserto 
Estimado 
(kilobases) 

SIC8087 pIC17039 2,3 

SIC8088 pIC17040 3,5 

SIC8089 pIC17041 5,5 

SIC8090 pIC17042 1,5 

 

El inserto del gen TIC807 en el plásmido pIC17042 se secuenció. La región codificadora deducida (presentada como 
SEQ ID NO: 4) codifica una proteína de 309 aminoácidos y es presentada como SEQ ID NO: 5. Una búsqueda 30 
BlastP (versión 2.2.9) de la base de datos de proteínas no redundantes reveló que el emparejamiento más cercano 
con la secuencia de la proteína TIC807 era con la proteína cristalina de B. thuringiensis Cry15Aa1 (SEQ ID NO: 41). 
Una alineación global Needleman-Wunsch de las dos proteínas demostró una identidad de secuencias del 25,5 % 
entre la secuencia de la proteína TIC807 y la secuencia de la proteína de Cry15Aa1. La alineación de TIC807 (SEQ 
ID NO: 5) y Cry15Aa (SEQ ID NO: 41) se ilustra en la Figura 1. Aunque las proteínas TIC807 y Cry15Aa1 no están 35 
altamente conservadas, las regiones localizadas de las proteínas exhiben una conservación de secuencia completa 
en tramos cortos de secuencias de aminoácidos contiguos de hasta siete restos de longitud. 

El vector pIC17040 que alberga la cepa de Escherichia coli SIC8088 se depositó el 16 de marzo de 2007 en la 
Colección de Cultivos de Investigación Agrícola, Northern Regional Research Laboratory (NRRL) en Peoria, Illinois y 
con Nº de Acceso NRRLB-50030. 40 

Ejemplo 4: Expresión de TIC807 en una cepa huésped de  B. thuringiensis libre de toxina  

Este ejemplo ilustra la clonación de la región codificadora de TIC807 en un plásmido para la expresión en una cepa 
huésped de B. thuringiensis libre de toxina. Este ejemplo también ilustra un proceso mediante el cual una toxina 
proteica tal como TIC807 puede ser producida en pureza para bioensayo contra plagas de insectos. 

Los plásmidos de TIC807 pIC17040 y pIC17041 (Tabla 1) fueron digeridos con las endonucleasas de restricción NotI 45 
y XmaI y se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en TBE 1X. Los fragmentos de ADN únicos 
resultantes se purificaron siguiendo electroforesis en gel de agarosa utilizando un kit de purificación de ADN de 
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Qiagen (Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Asimismo, el vector lanzadera de E. coli-B. 
thuringiensis pEG854 (Baum y col. 1990) se digirió con las endonucleasas de restricción NotI y XmaI y un fragmento 
de ADN de 4,3 kilobases aproximadamente que contenía el origen de replicación de plásmido Bt ori43 y el gen de 
cloranfenicol acetiltransferasa (cat) se purificó tras la electroforesis en gel de agarosa. El ligamiento de los 
fragmentos de genes TIC807 con el fragmento génico ori43-cat proporcionó plásmidos capaces de replicación en B. 5 
thuringiensis. Los productos de ligamiento se utilizaron para transformar la cepa huésped de B. thuringiensis 
acristalífera (Cry-) EG10650 para resistencia al cloranfenicol por electroporación, proporcionando los aislados 
recombinantes de B. thuringiensis SIC8091, SIC8092, SIC8093 y SIC8094 que se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3. Plásmidos que contienen las cepas de B. thuringiensis para la expresión de TIC807 

Cepa Plásmido 
Tamaño de Inserto Estimado 

(kilobases) 

SIC8091 pIC17043 3,5 

SIC8092 pIC17044 3,5 

SIC8093 pIC17045 5,5 

SIC8094 pIC17046 5,5 

 10 

Las cepas recombinantes se cultivaron a 25 hasta 28 grados Celsius en medio C2 durante 3-4 días o hasta la 
esporulación y lisado completos. Las esporas y los cristales se recogieron por centrifugación (por ejemplo, 4000 x g 
durante 30 minutos), se resuspendieron en tampón de lavado (Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,005 
%, pH 6,8), y se recogieron nuevamente por centrifugación. Los sedimentos de esporas-cristales se resuspendieron 
en tampón de lavado a 1/10 el volumen del cultivo original. Las proteínas cristalinas presentes en estos 15 
concentrados C2 10X se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE). Las cuatro cepas 
recombinantes produjeron una proteína cristalina de la masa molecular aparente esperada de aproximadamente 35 
kDa. Se determinaron las concentraciones proteicas mediante densitometría utilizando albúmina sérica bovina (BSA) 
como un patrón. 

Ejemplo 5: TIC807 es tóxica para Lygus hesperus y Lygus lineolaris 20 

Este ejemplo ilustra el ensayo de alimentación utilizado para identificar la molécula de proteína TIC807 como tóxica 
para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus y la chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris. 
Las WTPB y TPB son insectos fitófagos, perforadores-chupadores que atacan numerosas malezas y cultivos. Las 
WTPB y TPB dañan cultivos agrícolas, incluyendo el algodón, mediante daño por alimentación directo. Debido a que 
las WTPB y TPB se alimentan perforando-chupando, el ensayo utilizado para ensayar toxinas de proteínas para esta 25 
clase de insectos debe permitir el comportamiento alimenticio natural de los insectos. El ensayo de alimentación 
empleado se basó en un formato de 96 pocillos y un sistema de bolsitas según lo descrito por Habibi y col., (Archives 
of Insect Biochem. and Phys. 50: 62-74 (2002)). La dieta artificial fue suministrada por Bio-Serv ® (Bio-Serv ® Diet 
F9644B, Frenchtown, NJ), cuyos componentes son presentados en la Tabla 4. 

Tabla 4. La dieta artificial de WTPB Bio-Serv® F9644B. 30 

Ingredientes de la Dieta Gramos/Litr o 

Germen de Trigo, Estabilizado 44,60 

Colesterol 0,50 

ARN 5,00 

Mezcla de Vitaminas, Vanderzant 8,90 

Ácido para-aminobenzoico 0,18 

Niacina 0,18 

Acetato de Vitamina E  0,10 

Aureomicina 0,10 

Sulfato de Estreptomicina 0,135 
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(continuación) 
Ingredientes de la Dieta  Gramos/Litro  

Carragenina (musgo de Irlanda) 3,00 

Judías de Lima, molidas 45,00 

Hidrolizado de Caseína  17,90 

Mezcla de Sales, Hesperus 2,90 

Sacarosa 27,10 

Lecitina, Líquida, Soja 0,50 

Aceite de Cártamo 0,20 

Huevos de Gallina (4) No agregado 

Quinientos dieciocho mililitros de agua en ebullición, esterilizada por autoclave, se combinaron con 156,3 gramos de 
la dieta Bio-Serv ® F9644B en una mezcladora de superficie esterilizada. Se rompieron cuatro huevos de gallina de 
superficie esterilizada y el contenido se agregó a la mezcladora que contenía la mezcla de la dieta. La mezcla se 
mezcló hasta que obtuvo un aspecto uniforme y se ajustó a un litro de volumen y se dejó enfriar. Se prepararon 5 
muestras de toxina mezclando la preparación de proteína de toxina TIC807 en la concentración deseada con un 
volumen equivalente de la dieta mezclada. 

Se colocó una lámina de Parafilm® (Pechiney Plastic Packing, Chicago, IL) sobre un colector de vacío con formato 
de 96 pocillos (Analytical Research Systems, Gainesville, FL) con un vacío de aproximadamente -20 milímetros de 
mercurio, el cual es suficiente para causar la extrusión del Parafilm® en los pocillos. Se agregaron cuarenta 10 
microlitros de muestra de ensayo a los pocillos con Parafilm®. Luego se colocó una lámina de película Mylar (Clear 
Lam Packaging, Inc., Elk Grove Village, IL) sobre el Parafilm® y se selló suavemente con una espátula calentadora 
(Bienfang Sealector II, Hunt Corporation, Filadelfia, PA). Luego, las bolsitas de Parafilm® se colocaron sobre una 
placa de 96 pocillos con fondo plano que contenía los huevos de Lygus suspendidos en agarosa. Tras la eclosión, 
las ninfas de Lygus se alimentarán perforando la bolsita que está presentada por encima de los mismos. Sin desear 15 
estar limitados por teoría alguna, se cree que la digestión extraoral en la bolsita puede conducir a la proteólisis y a la 
degradación con anterioridad a la ingestión por el insecto. Para asegurar que la proteína intacta estuviese siendo 
presentada al insecto en su dieta, las bolsitas de la dieta fueron reemplazadas cada dos días. Esta mejora en teoría 
permite una más larga presentación de las proteínas de toxinas intactas en la dieta del insecto durante el transcurso 
del ensayo de alimentación. Además, pueden ensayarse concentraciones más bajas de proteína de toxina potencial 20 
puesto que no se requerirán cantidades más grandes de proteína para compensar efectos digestivos extraorales 
potenciales. Las bolsitas de la dieta de los insectos se reemplazaron en los días dos y cuatro. Se determinaron las 
puntuaciones de la atrofia y la mortalidad en el día 5 y se compararon con el control no tratado (UTC). 

Las Tablas 5 a 8 ilustran la toxicidad de TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus y la 
chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris. La dieta fue menos que óptima para la TPB, reduciendo el índice de 25 
crecimiento de las ninfas en la muestra del UTC (control sin tratar) con relación al UTC para WTPB. Sin embargo, se 
demostró una mortalidad y atrofia significativos contra TPB. 

Tabla 5. Resultados de atrofia por TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus 

Tratamiento concentración (mg/ml) N 
Atrofia 
Media Desviación Típica P>|t| 

UTC 0,00 12 0,00 0,00   

TIC807 1,00 5 1,60 0,55 <0,0001 

Tabla 6. Resultados de porcentaje de mortalidad por TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus 
hesperus 30 

Tratamiento concentración (mg/ml) N 

% Medio 
de 
mortalidad Desviación Típica P>|t| 

UTC 0,00 12 0,00 0,00   

TIC807 1,00 5 56,79 15,89 <0,0001 
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Tabla 7. Resultados de atrofia por TIC807 para la chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris 

Tratamiento concentración (mg/ml) N 
Atrofia 
Media Desviación Típica P>|t| 

UTC 0,00 6 0,00 0,00   

TIC807 1,00 5 1,20 0,20 <0,05 

 

Tabla 8. Resultados de porcentaje de mortalidad por TIC807 para la chinche de las plantas (TPB), Lygus lineolaris 

Tratamiento concentración (mg/ml) N 

% Medio 
de 
mortalidad Desviación Típica P>|t| 

UTC 0,00 6 0,00 0,00   

TIC807 1,00 5 45,33 7,65 <0,05 

 5 

Ejemplo 6: Síntesis de un gen que codifica una proteí na TIC807 que está diseñada para la expresión en 
plantas 

Se diseña y se sintetiza una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína TIC807. Esta región codificadora no 
nativa diseñada para la expresión en plantas está provista aquí como SEQ ID NO: 6. La secuencia codificadora está 
caracterizada por un contenido A+T inferior que la región codificadora de TIC807 nativa que fue derivada de Bacillus 10 
thuringiensis, eliminando regiones del gen TIC807 nativo que son ricas en A+T y reemplazando aquellas con 
secuencias que tienen menos cantidad de restos A+T.  

Ejemplo 7: Casetes de expresión para la expresión de  una proteína TIC807 en células de plantas 
transgénicas o plantas transgénicas 

Se construyó una diversidad de casetes de expresión en plantas con la región codificadora de TIC807 no nativa 15 
(SEQ ID NO: 6). Dichos casetes de expresión son útiles para la expresión transitoria en protoplastos de plantas o 
callos de plantas. 

Un primer casete de expresión de planta de TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado 
operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no nativa con una 
fusión en C-terminal en fase a una etiqueta de epítopo de proteína myc (SEQ ID NO: 19). Esta región codificadora 20 
está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La secuencia de este 
casete de expresión 5’-e35S-TIC807-myc-NOS-3’ etiquetado y no direccionado es provisto como (SEQ ID NO: 20) y 
se clonó en pMON59221. El casete de expresión entero 5’-e35S-TIC807-myc-NOS-3’ está contenido en un 
fragmento de restricción NotI en el vector lanzadera pMON59221. 

Un segundo casete de expresión en plantas de TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado 25 
operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora del péptido del cloroplasto de 
Arabidopsis shkG N-terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de TIC807 no nativa 
con una fusión en C-terminal en fase a una etiqueta del epítopo de proteína myc (SEQ ID NO: 21). Esta región 
codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La 
secuencia de este casete de expresión e35S-CTP2-TIC807-myc–NOS etiquetado y direccionado es provisto como 30 
(SEQ ID NO: 22) y se clonó en pMON59223. El casete de expresión 5’-e35S-CTP2-TIC807-myc–NOS-3’ entero está 
contenido en un fragmento de restricción NotI en el vector lanzadera pMON59223. 

Un tercer casete de expresión en plantas TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado 
operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no nativa (SEQ ID 
NO: 6). Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación de nopalina sintasa (NOS) 35 
3’ terminal. La secuencia de este casete de expresión de TIC807 no direccionado es provista como (SEQ ID NO:40) 
y se clonó en pMON59224. El casete de expresión 5’-e35S-TIC807-NOS-3’ entero está contenido en un fragmento 
de restricción NotI en el vector lanzadera pMON59224. 

Un cuarto casete de expresión en plantas de TIC807 comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado 
operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora de péptido del cloroplasto de 40 
Arabidopsis shkG N terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de TIC807 no nativa 
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(SEQ ID NO: 7). La secuencia peptídica de la proteína de fusión CTP2-TIC807 codificada por esta construcción se 
proporciona como SEQ ID NO: 8. Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación 
de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La secuencia de este casete de expresión 5’-e35S-CTP2-TIC807-NOS-3’ 
direccionado es provista como (SEQ ID NO: 23) y se clonó en pMON59222.  El casete de expresión 5’-e35S-CTP2-
TIC807-NOS-3’ entero está contenido en un fragmento de restricción NotI en el vector lanzadera pMON59222. 5 

Un quinto casete de expresión direccionado al plastidio comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado 
operativamente a una secuencia guía no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max la cual está 
ligada operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora de péptido del 
cloroplasto de Arabidopsis shkG N terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de 
TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia peptídica de la proteína de fusión CTP2-TIC807 codificada por esta 10 
construcción se proporciona como SEQ ID NO: 8. Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de 
poliadenilación de nopalina sintasa (NOS) 3’ terminal. La secuencia de este casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-
CTP2-TIC807-NOS-3’ direccionado es provista como (SEQ ID NO: 42). 

Un sexto casete de expresión comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado operativamente a una 
secuencia guía no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual está ligado operativamente a 15 
una región codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La 
secuencia peptídica de la proteína TIC807 codificada por esta construcción se proporciona como SEQ ID NO: 5. 
Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación de nopalina sintasa (NOS) 3’ 
terminal. La secuencia de este casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807-NOS-3’ se proporciona como (SEQ ID 
NO: 43). 20 

Ejemplo 8: Construcción de vectores de transformació n mediados por Agrobacterium que contienen casetes 
de expresión de TIC807 y transferencia con Agrobacterium 

Para construir vectores de transformación mediados por Agrobacterium, se clonan casetes de expresión de TIC807 
en vectores adecuados entre las secuencias límite de Agrobacterium de modo que serían transferidos al genoma de 
una célula de planta huésped por huéspedes Agrobacterium que contienen los vectores construidos junto con un gen 25 
marcador seleccionable. Más específicamente, el fragmento de restricción que contiene el casete de expresión 5’-
e35S-Hsp17.9-CTP2-TIC807-NOS-3’ entero (SEQ ID NO: 42) se clona en un vector de transformación de planta con 
Agrobacterium. Similarmente, el fragmento de restricción que contiene el casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-
TIC807-NOS-3’ entero (SEQ ID NO: 43) es clonado en un vector de transformación vegetal con Agrobacterium. Los 
vectores que contienen los casetes de expresión de TIC807 (es decir, casete no direccionado de SEQ ID NO: 43 y 30 
casete direccionado de SEQ ID NO: 42) se introducen en Agrobacterium por electroporación o por apareamiento tri-
parental. 

Ejemplo 9. Transformación de algodón con vectores de  transformación de Agrobacterium de TIC807 

El algodón puede ser transformado con los vectores de transformación con Agrobacterium de TIC807 pMON105863 
y pMON105864 o sus equivalentes utilizando un procedimiento sustancialmente similar al procedimiento descrito en 35 
la Patente de los Estados Unidos N.º 5.159.135.  

Para iniciar el proceso de transformación y regeneración para plantas de algodón, es necesario esterilizar 
superficialmente, en primer lugar, semillas de algodón para prevenir la contaminación inadvertida del cultivo 
resultante. Luego, las semillas se dejan germinar en un medio de germinación apropiado que contiene un fungicida.  

Cuatro a seis días después de la germinación, la porción de hipocótilo de la planta inmadura se retira y se secciona 40 
en segmentos pequeños que promedian aproximadamente 0,5 centímetros por trozo. Los explantes de hipocótilos 
se dejan estabilizar y permanecen viables en un líquido o medio de cultivo tisular de planta de agar.  

Una vez que los segmentos de hipocótilo se han estabilizado, pueden rápidamente ser inoculados con un cultivo en 
suspensión de Agrobacterium no oncogénico competente para transformación. Pueden utilizarse cepas de 
Agrobacterium tales como LBA4404. El proceso de inoculación se deja proceder durante tres a cinco días a 45 
temperatura ambiente, es decir 24 ºC. 

Al final del periodo de tiempo de inoculación, es necesario, en primer lugar, enjuagar el exceso de Agrobacterium. 
Luego, los tejidos tratados remanentes pueden ser transferidos a un segundo medio de agar, el cual también 
contiene uno o más antibióticos tóxicos para Agrobacterium, pero no para los tejidos del hipocótilo, a una 
concentración suficiente para matar cualquier Agrobacterium remanente en el cultivo. Los antibióticos adecuados 50 
para utilizar en ese tipo de medio incluyen carbenicilina y cefotaxima. Luego los tejidos se dejan durante un periodo 
de una a diez días para que se recuperen del proceso de transformación y luego continúan en cultivo. 

Los tejidos son luego cultivados en un medio de cultivo tisular el cual, además de sus componentes normales, 
contiene un agente de selección, siendo el agente de selección tóxico para células de algodón no transformadas 
aunque no para células de algodón transformadas las cuales tienen incorporada resistencia genética al agente de 55 
selección y expresan esa resistencia. Un medio de cultivo tisular adecuado es el medio MS al cual se le agregan las 
fitohormonas ácido 2,4-diclorofenoxi-acético (2-4,D), 6-furfurilaminopurina y un agente gelificante. Los agentes de 
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selección adecuados incluyen tanto antibióticos como herbicidas. Los rasgos antibióticos adecuados los cuales 
pueden servir como marcadores seleccionables dominantes incluyen el gen de aminoglucósido fosfotransferasa-3'-II 
(APH-(3')-II), también denominado como el gen de neomicina fosfotransferasa II (NPTII), los cuales codifican 
resistencia al antibiótico kanamicina, y el gen APH-(3')-IV el cual codifica resistencia a Higromicina B. La kanamicina, 
G418 y la Higromicina B son aminoglucósidos que detendrán el crecimiento de células de algodón no transformadas, 5 
aunque estos antibióticos son fosforilados por la enzima apropiada si es expresada en las células transformadas. 
Otro agente de selección adecuado es el herbicida glifosato el cual puede utilizarse para seleccionar células de 
algodón transformadas que contienen genes EPSPS resistentes al glifosato. Cuando se utilizan pMON105863 y 
pMON105864, las células de plantas transformadas son seleccionadas para resistencia a kanamicina o a otro 
antibiótico que esté cercanamente relacionado con kanamicina y son inactivadas por el gen de neomicina 10 
fosfotransferasa II (NPTII) codificado por estos vectores. Los medios dosificados con antibiótico o herbicida permiten 
solamente que las células transformadas continúen creciendo y desarrollándose. Por lo tanto, las células 
transformadas, o callos, se dejan crecer en el medio selectivo. Los tejidos transformados supervivientes son 
transferidos a un medio secundario para inducir la embriogénesis somática. El tejido transformado superviviente 
continuará por lo tanto formándose en embriones somáticos, los cuales luego pueden regenerarse a través de la 15 
técnica de regeneración de la presente invención o a través de cualquier otro protocolo de regeneración de plantas 
alternativo el cual utiliza embriones somáticos de algodón como su punto de partida.  

El proceso de selección debería continuar durante un tiempo prolongado, es decir, 3-4 meses, debido al lento 
crecimiento de los tejidos transformados uniformemente en el medio antibiótico. Los subcultivos se preparan cada 4-
6 semanas para reponer nutrientes y antibióticos. A medida que las células transformadas se seleccionan y se 20 
amplifican, las líneas celulares individualmente derivadas son identificables y pueden ser retiradas y amplificadas por 
separado.  

La técnica de regeneración comienza con los tejidos que son resultado del proceso de transformación. Estos tejidos 
son callos potencialmente transformados los cuales pueden generar embriones somáticos cuando se cultivan en 
medios de inducción de embriones apropiados.  25 

La técnica de regeneración utilizada por los solicitantes de la presente invención comienza, por lo tanto, con los 
tejidos que son el resultado del proceso de transformación. Los callos de tejido de algodón, generados de los 
segmentos de hipocótilos de las plantas de algodón, y transformados potencialmente, se colocan en medio de 
inducción de embriones somáticos directamente. En este punto, el agente de selección antibiótico debería retirarse 
del medio de cultivo, aunque de otro modo el medio puede permanecer constante. Estos callos, cultivados en el 30 
medio de inducción de embriones somáticos, formarán pequeñas estructuras embrioidales, las cuales han sido 
denominadas embriones somáticos. Puede tardarse tanto como dos a tres meses para que los embriones somáticos 
emerjan y maduren. Aproximadamente 5 hasta tantos como 20 embriones somáticos emergerán de un solo callo en 
una formulación de agar de un medio de inducción de embriones somáticos. Muchos de los embriones somáticos así 
producidos serán regenerables en plantas enteras de acuerdo con la técnica descrita en esta invención.  35 

Cuando los embriones somáticos en desarrollo son suficientemente grandes, es decir, hasta un tamaño de 4 mm o 
más de longitud, y parecían tener un buen desarrollo embrionario, es decir, generalmente con un cotiledón y una 
radícula, pueden transferirse a tubos de ensayo grandes y colocarse en vermiculita fina. La vermiculita es saturada 
con medio Stewart y Hsu (SH) (Planta 137:113 (1977)) más las fitohormonas ácido indolacético, 6-furfurilaminpurina 
y ácido gibberélico. Se desarrollan eventualmente pequeñas plántulas, que tienen dos a tres hojas.  40 

Una vez que se establece el crecimiento de las plántulas, es decir, la etapa de 2-3 hojas, las plantas pueden 
transferirse a macetas de plantas con tierra de vermiculita. También pueden regarse y fertilizarse según lo necesario. 
También pueden tener que ser introducidas gradualmente al entorno exterior, antes de la exposición al invernadero. 
Las plántulas pueden ser colocadas otra vez en macetas cuando tienen 4-6 hojas después de lo cual continúan 
creciendo hasta madurar. Las muestras de las plántulas pueden analizarse para determinar la expresión de TIC807 45 
para identificar plantas transgénicas con actividad inhibidora de insectos.  

Ejemplo 11: Ensayo in-planta de TIC807 en tejido de callo 

Este ejemplo ilustra la expresión en planta de TIC807 para el bioensayo contra Lygus y otras plagas de insectos que 
perforan y/o chupan los fluidos de las células y tejidos de plantas. 

Células de algodón son transformadas con construcciones que contienen los genes de interés que codifican la 50 
proteína TIC807. En este caso, secuencias de ácidos nucleicos ricas en A+T no nativas que codifican una proteína 
TIC807 son expresadas en células de algodón utilizando los casetes de expresión de TIC807 en los vectores de 
transformación de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresión proporcionan ya sea 
direccionamiento de TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con el casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-CTP2-
TIC807–NOS-3’ o 5’-e35S-CTP2-TIC807–NOS-3’) o expresión no direccionada (citoplásmica) de TIC807 (es decir, 55 
con los casetes de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807–NOS-3’ o 5’-e35S-TIC807–NOS-3’). Los vectores de 
transformación proporcionan un marcador seleccionable, en este caso para la selección de resistencia a kanamicina 
en tejido de planta transformado. Puede utilizarse ya sea el vector pMON105863 u otros vectores de expresión de 
plantas de TIC807 equivalentes que contienen casetes de expresión de plantas de TIC807 y un marcador 
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seleccionable. El tejido calloso se deja desarrollar en cultivo de tejido después de la transformación y selección en 
una placa de Petri. Luego, las ninfas de Lygus se colocan en una placa de Petri o pocillo de placa de microtítulo que 
contenía callo que se transforma con un casete de expresión de planta de TIC807. Las ninfas de Lygus también se 
colocan en una placa de Petri o pocillo de placa de microtítulo que contiene callo control que no está transformado 
con un casete de expresión de planta de TIC807. La tapa cerrada de la placa de Petri o del pocillo de la placa de 5 
microtítulo previene el escape de las ninfas de Lygus. Cualquier material que prevenga el escape de Lygus pero que 
permita el intercambio de gases en la placa de Petri, por ejemplo, Parafilm® puede utilizarse para cerrar la tapa de la 
placa de Petri o el pocillo de la placa de microtítulo. Un porcentaje de las ninfas de Lygus encontrarán el tejido de 
callo y se alimentarán. Luego, se calculan las puntuaciones de mortalidad y atrofia teniendo en cuenta la muerte de 
fondo que ocurrirá de aquellos insectos que no pueden alimentarse del tejido del callo para obtener una puntuación 10 
ajustada. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus a las que se presenta el tejido transformado de 
TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus a las que se presenta tejido control. 
Las puntuaciones de la mortalidad y/o atrofia para las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido 
transformado con TIC807 son significativamente aumentados con relación a los resultados para las ninfas de Lygus 
a las que se les presenta el tejido control. 15 

Ejemplo 12: Ensayos en planta de TIC807 en tejido de hojas 

Células de alfalfa, algodón, canola, soja o lechuga son transformadas utilizando los casetes de expresión de TIC807 
en los vectores de transformación de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresión 
proporcionan direccionamiento de TIC807 al cloroplasto (es decir, con los casetes de expresión 5’-e35S-CTP2-
TIC807-myc-NOS-3’ o 5’-e35S-CTP2-TIC807–NOS-3’) o con la expresión no direccionada (citoplásmica) de TIC807 20 
(es decir, con los casetes de expresión 5’-e35S-TIC807-myc –NOS-3’ o 5’-e35S-TIC807–NOS-3’). Los vectores de 
transformación proporcionan un marcador seleccionable, en este caso para la selección de resistencia a kanamicina 
en tejido de planta transformado. Las células transformadas son seleccionadas para resistencia a kanamicina y son 
regeneradas en plantas transgénicas. Luego, se permite a plagas de insectos tales como ninfas de Lygus 
alimentarse cuando la planta ha alcanzado un nivel suficiente de madurez, tal como cuando las hojas han crecido 25 
hasta un tamaño que permite el uso de una barrera física para prevenir el escape del Lygus. La barrera para 
prevenir el escape de las ninfas de Lygus puede ser cualquier dispositivo hecho en casa o disponible en el mercado 
que permite el contacto de las ninfas del Lygus con el tejido de la hoja y permite que el insecto sondee y se alimente 
del tejido vascular de la hoja. Las jaulas de Clips similares a aquellas descritas por Mowry (1993) (J. Agric. 
Entomol.10:181-184) serían suficientes para contener las ninfas de Lygus para la alimentación. Por lo tanto, se 30 
presenta a las ninfas de Lygus tejido de hoja de plantas transgénicas que expresan la proteína TIC807 o con tejido 
de hoja control que no expresa proteína TIC807. El tejido de hoja control es idealmente proporcionado por una 
planta transgénica que se seleccionó y regeneró en paralelo aunque no contiene un transgén que codifica TIC. Sin 
embargo, el tejido de hoja de otras plantas de origen y edad similares también puede utilizarse siempre y cuando el 
tejido no contenga cantidades significativas de proteína TIC807. Luego, las puntuaciones de mortalidad y atrofia son 35 
determinados con respecto a la muerte de fondo que se producirá de aquellos insectos que no se pueden alimentar 
del tejido de la hoja para obtener una puntuación ajustada. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus a 
las que se les presenta el tejido de hoja transformado con TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para 
las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja control. Los resultados de mortalidad y/o atrofia para 
las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja transformado con TIC807 son aumentados 40 
significativamente con relación a las puntuaciones para las ninfas de Lygus a las que se les brinda el tejido de hoja 
control. 

Ejemplo 13: Control de insectos utilizando TIC807 en  combinación con otros agentes de control de insect os 

Habiendo obtenido plantas de algodón transgénicas que expresan proteína TIC807 direccionada o citoplásmica, es 
también deseable obtener plantas de algodón que expresan otras proteínas inhibidoras de insectos en combinación 45 
con TIC807. Este ejemplo ilustra diversos procedimientos mediante los cuales puede lograrse una mayor resistencia 
a una plaga de insectos específica o una resistencia más amplia a diversas clases de plagas de insectos para 
proporcionar mayor protección contra insectos para una planta de cultivo. Todas las estrategias descritas a 
continuación también pueden utilizarse para mejorar un programa de manejo de resistencia a un insecto.  

I) Combinación de TIC807 con Moléculas de ARNbci inhibidoras de insectos en Plantas 50 

La supresión génica mediada por ARN bicatenario de la función biológica dentro de las plagas de insectos objetivos 
puede combinarse con genes que codifican una proteína TIC807. Los genes de insectos que llevan a cabo funciones 
biológicas claves que pueden ser dianas de ARNbci son descritos en Nº de Publicación de Solicitud de Patente de 
Estados Unidos US 2006/0021087. 

Dichas moléculas de ARNbci pueden ser direccionadas hacia la inhibición de Lygus, el cual es el mismo insecto 55 
objetivo que es inhibido por TIC807. Mediante la inhibición simultánea de Lygus con una molécula de ARNbci y 
TIC807, se logra la inhibición a través de dos modalidades de acción diferentes. Se espera que la inhibición 
mediante diferentes modalidades de acción dé como resultado un manejo mejorado de resistencia a insectos. Para 
el control de Lygus, las moléculas de ARNbci son derivadas de cualquiera de SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 39 que 
corresponde a genes expresados en Lygus. El uso de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 en el control de insectos se 60 
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desvela en Nº de Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos 20060021087.  Las moléculas de ARNbci 
dirigidas contra una cualquiera de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39 son expresadas en plantas de algodón 
transgénicas con vectores de transformación mediada por Agrobacterium diseñados para la expresión de moléculas 
de RNAbci. La expresión de moléculas de ARNbci se logra por recuperación de plantas transgénicas que 
comprenden un promotor activo en aquellas plantas que está ligado operativamente a fragmentos de las secuencias 5 
de Lygus (es decir, SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39) de por lo menos 19-24 nucleótidos de longitud y los 
complementos inversos de esas secuencias. 

Dichas moléculas de ARNbci también pueden ser dirigidas a otros insectos perforadores chupadores tales como 
áfidos, saltamontes o moscas blancas. Para el control de áfidos, las moléculas de ARNbci derivadas de, u 
homólogas a, las secuencias de Toxoptera citricida o Acyrthosiphon pisum de la Publicación de Solicitud de Patente 10 
de Estados Unidos Nº 2006/0021087 son expresadas en plantas transgénicas con vectores de transformación 
mediada por Agrobacterium diseñados para la expresión de moléculas de RNAbci. Para el control de saltamontes, 
moléculas de ARNbci derivadas de, u homólogas a, secuencias de Homalodisca coagulate de la Publicación de la 
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 2006/0021087 se expresan en plantas transgénicas con vectores de 
transformación mediada por Agrobacterium diseñados para la expresión de moléculas de RNAbci. Para el control de 15 
las moscas blancas, las moléculas de ARNbci adecuadas pueden ser expresadas en plantas transgénicas con 
vectores de transformación mediada por Agrobacterium diseñados para la expresión de moléculas de RNAbci. La 
expresión de moléculas de ARNbci se logra mediante la recuperación de plantas transgénicas que comprenden un 
promotor activo en aquellas plantas que está ligado operativamente a fragmentos de las secuencias del áfido, 
saltamontes o mosca blanca respectivas de por lo menos 19-24 nucleótidos de longitud y los complementos inversos 20 
de aquellas secuencias. 

Dichas moléculas de ARNbci también pueden ser dirigidas a plagas de coleópteros. En este caso, la expresión de la 
molécula de ARNbci en conjunto con TIC807 provee el control de una plaga de coleópteros y una plaga de dípteros 
en una planta transgénica. Para el control del picudo del algodonero, Anthonomus grandis Boheman, moléculas de 
ARNbci derivadas de una secuencia de ortólogo de V-ATPasa A descrita en la Publicación de Solicitud de Patente 25 
de Estados Unidos Nº 2006/0021087 se expresan en plantas de algodón transgénicas con vectores de 
transformación mediada por Agrobacterium diseñados para la expresión de moléculas de ARNbci. La expresión de 
moléculas de ARNbci se logra mediante la recuperación de plantas de algodón transgénicas que comprenden un 
promotor activo en aquellas plantas que está ligado operativamente a fragmentos de la V-ATPasa A del picudo del 
algodonero de por lo menos 19-24 nucleótidos de longitud y los complementos inversos de aquellas secuencias. 30 

Dichas moléculas de ARNbci también pueden ser dirigidas a plagas Lepidópteras. En este caso, la expresión de la 
molécula de ARNbci en conjunto con TIC807 provee un control de tanto una plaga Lepidóptera como de una plaga 
Díptera en una planta transgénica. Para un control del gusano cortador, las moléculas de ARNbci derivadas de una 
secuencia de gusano cortador expresada en el intestino medio (es decir, secuencias de Helicoverpa armigera de la 
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 2006/0021087) son expresadas en plantas de algodón transgénicas 35 
con vectores de transformación mediada por Agrobacterium diseñados para la expresión de moléculas ARNbci. La 
expresión de moléculas ARNbci se logra mediante la recuperación de plantas de algodón transgénicas que 
comprenden un promotor activo en aquellas plantas que está ligado operativamente a fragmentos de la secuencia 
del Gusano cortador de por lo menos 19-24 nucleótidos de longitud y los complementos inversos de aquellas 
secuencias. 40 

I) Combinación de TIC807 con Proteínas Inhibidoras de Insectos que no son TIC807 en Plantas 

Para el control de insectos chupadores perforadores tales como áfidos, saltamontes, Lygus o moscas blancas, 
pueden combinarse diversas moléculas de toxinas con la expresión de TIC807 en planta para mayor control. Dichas 
moléculas expresadas en planta junto con TIC807 pueden incluir:  i) ET29, ET37 o TIC809 y TIC810, TIC812, 
TIC127 o TIC128 (PCT US 2006/033867; Patente de los Estados Unidos N.º 6.093.695); ii) AXMI-027, AXMI-036 y/o 45 
AXMI-038 (WO 06/107761); iii) AXMI-018, AXMI-020 y/o AXMI-021 (WO 06/083891); iv) AXMI-010 (WO 05/038032); 
v) AXMI-003 (WO 05/021585) vi) AXMI-008 (US 2004/0250311); vii) AXMI-006 (US 2004/0216186) viii) AXMI-007 
(US 2004/0210965); ix) AXMI-009 (US 2004/0210964); x) AXMI-014 (US 2004/0197917); xi) AXMI-004 (US 
2004/0197916); xii) AXMI-028 y/o AXMI-029 (WO 06/119457) y xiii) AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-
OO9, AXMI-014 y AXMI-004 (WO 04/074462). Se ha mostrado previamente que la combinación de las moléculas 50 
proteicas de toxinas TIC809 (presentada como SEQ ID NO: 10) y TIC810 (presentada como SEQ ID NO: 12) es 
inhibidora de la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus Knight en bioensayos (PCT US 
2006/033867). Las proteínas de fusión de TIC809 y TIC810, TIC127 (presentada como SEQ ID NO: 14) y TIC128 
(presentada como SEQ ID NO: 16) también pueden ser activas contra Lygus. El polinucleótido que codifica TIC127 
está compuesto por la molécula de ácido nucleico que codifica TIC809 ligada a la molécula de ácido nucleico que 55 
codifica TIC810 mediante una secuencia de nucleótidos polienlazadora (presentada como SEQ ID NO: 17) que 
codifica el enlazador de aminoácidos presentado como SEQ ID NO: 18. El polinucleótido que codifica TIC128 está 
compuesto por la molécula de ácido nucleico que codifica TIC810 ligada a la molécula de ácido nucleico que codifica 
TIC809 por una secuencia nucleotídica polienlazadora (presentada como SEQ ID NO: 17) que codifica el enlazador 
de aminoácidos presentado como SEQ ID NO: 18. La expresión de TIC807 en combinación con TIC127 o TIC128 60 
puede proporcionar un mayor control de Lygus. Las plantas dicotiledóneas tales como algodón pudieron 
transformarse con construcciones de expresión de plantas que contenían secuencias de nucleótidos optimizadas 
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para dicotiledóneas que codifican TIC807 (presentada como SEQ ID NO:6) junto con TIC809 (presentada como SEQ 
ID NO:9) y TIC810 (presentada como SEQ ID NO:11), o TIC127 (presentada como SEQ ID NO:13), o TIC128 
(presentada como SEQ ID NO:15) para proporcionar una mayor resistencia a Lygus o especificidad más amplia a 
especies contenidas dentro del género, Lygus. La expresión óptima de las moléculas de toxina puede requerir la 
expresión direccionada tal como hacia el cloroplasto de las células. Esto puede lograrse mediante la adición de una 5 
molécula de ácido nucleico que codifica un péptido de tránsito, bien conocida en la técnica para dirigir la proteína 
traducida al cloroplasto de la célula, al extremo 5’ de la molécula de ácido nucleico que codifica las toxinas. 

Las secuencias de ADN que codifican los casetes de expresión de TIC807 pueden combinarse con una o ambas 
secuencias de ADN que codifican ARN bicatenario inhibidor de insectos y/o moléculas de proteínas inhibidoras de 
insectos que no son TIC807. Estas moléculas de ADN pueden combinarse ya sea a través de la transformación 10 
directa o mediante cría, o una combinación de las mismas, para producir líneas de plantas híbridas o elite que 
demuestran mayor resistencia a Lygus. 

Se prefiere la combinación de una proteína o proteínas insecticidas con uno o más ARN bicatenario, todos 
independientemente activos contra una plaga de Hemípteros tal como Lygus, ya que proporciona dos modalidades 
de acción diferentes (manejo de resistencia), y da como resultado efectos sinérgicos inesperados que no se 15 
observan con la proteína insecticida por sí sola, el ARN bicatenario por sí solo, o con las combinaciones de dos 
proteínas insecticidas diferentes, ambas activas contra una plaga de Hemípteros, o combinaciones de dos ARNbc 
diferentes, ambos activos contra una plaga de Hemípteros. Además, el espectro de resistencia de la planta de cultivo 
pudo ampliarse para contener resistencia a clases adicionales de plagas de insectos tales como plagas de 
Coleópteros, Lepidópteros o Dípteros además de una plaga de Hemípteros tal como Lygus utilizando tanto la 20 
expresión de proteínas de toxinas de insectos como moléculas de ARN bicatenario dentro de la planta. 

Para un control de plagas Lepidópteras y plagas Hemípteras en una planta transgénica, pueden obtenerse plantas 
que expresan tanto una proteína TIC807 como una o más proteínas activas contra plagas Lepidópteras. Los 
procedimientos para obtener plantas transgénicas que expresan proteínas activas contra Lepidópteros tales como 
proteínas Cry1A (Patente de Estados Unidos Nº 5880275), Cry1B (Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.º 25 
10/525318), Cry1C (Patente de Estados Unidos Nº 6033874), Cry1F, quimeras Cry1A/F (Patentes de los Estados 
Unidos N.º 7070982, 6962705, y 6713063), y una proteína Cry2Ab (Patente de Estados Unidos Nº 7064249) están 
bien caracterizados. Las plantas que expresan tanto una proteína TIC807 como una proteína activa contra 
Lepidópteros pueden obtenerse cruzando plantas transgénicas individuales que expresan TIC807 o la o las 
proteínas de Lepidópteros. Como alternativa, los vectores de transformación de plantas que proporcionan la 30 
expresión de tanto TIC807 o una o más proteínas activas contra Lepidópteros pueden utilizarse para transformar 
plantas. 

Ejemplo 14. Toxicidad de preparaciones de esporas cr istalinas purificadas de TIC807 hacia Lygus hesperus. 

La toxicidad de TIC807 hacia Lygus hesperus también se analizó utilizando una preparación de esporas cristalinas 
purificadas. Los cristales paraesporales que contenían la proteína TIC807 se purificaron parcialmente mediante 35 
centrifugación con gradiente de sacarosa. Una preparación de esporas-cristales concentrada 10X de la proteína 
TIC807 se trató con Benzonase™ (Novagen; muestra de 10 U/ml) para reducir la viscosidad de la muestra. La 
muestra tratada se dejó asentar durante toda la noche a 4 ºC. Se prepararon gradientes de sacarosa en tubos 
Ultraclear™ o Polyclear™ adecuados para un rotor SW28: etapas de 10 ml de 79 %, 70 % y 55 % de sacarosa en 
Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,005 % (pH 7). Se cargaron aproximadamente 6-7 ml de muestra por 40 
gradiente (tubos llenados hasta 0,635 cm (1/4 de pulgada) desde la parte superior). Los gradientes se realizaron a 
18K durante la noche (16-18 horas) en un rotor SW28 a 4ºC. Los cristales se sacaron de la interfase de 55-70 % o 
de la interfase de 70-79 %. Los cristales se diluyeron al menos 5 veces en tampón de gradiente y se sedimentaron 
mediante centrifugación (por ejemplo, 8K durante 20 min. a 4 °C). Los sedimentos de cristales se resuspendieron en 
tampón y se examinaron bajo un microscopio de contraste de fases para evaluar la contaminación de esporas. Los 45 
cristales purificados se trataron posteriormente con CAPS 50 mM -NaOH (pH 11) y se incubaron a 37 ºC hasta que 
la suspensión se aclaró. La proteína solubilizada se dializó contra carbonato sódico 25 mM, NaCl 10 mM (pH 8,0), 
cargado en una columna Q-Sepharose equilibrada con el mismo tampón, y se eluyó utilizando un gradiente de NaCl 
de 10 mM-500 mM lineal. La proteína eluida se dializó contra carbonato sódico 25 mM (pH 8,5). Se juzgó que la 
proteína era altamente purificada por análisis de SDS-PAGE. Se observó que esta preparación de proteína TIC807 50 
causaba mortalidad y atrofia (reducción de masa) significativos de ninfas de Lygus hesperus en el ensayo de 
alimentación cuando se comparó con el control sin tratar y se presentan en las Tablas 9 y 10 que aparecen a 
continuación. 

Tabla 9. Puntuación de atrofia con TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), Lygus hesperus 

Tratamiento 
concentración 
(mg/ml) N Atrofia Media 

Desviación 
Típica P>|t| 

UTC 0 8 0 0  

TIC807 0,05 5 2,0 0 <0,0001 
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Tabla 10. Puntuaciones del porcentaje de mortalidad por TIC807 para la chinche opaca de las plantas (WTPB), 
Lygus Hesperus 

Tratamiento 
Concentración 
(mg/ml) N 

% Medio de 
mortalidad 

Desviación 
Típica P>|t| 

UTC 0 8 0 0   

TIC807 0,05 5 39,0 16,7 0,0003 

 

Se obtuvieron resultados similares en ensayos de alimentación con Lygus lineolaris. 

Ejemplo 15. Síntesis de genes adicionales que codific an una proteína TIC807 que están diseñados para la 5 
expresión en plantas 

Se diseñaron y se sintetizaron secuencias de nucleótidos adicionales que codifican una proteína TIC807. Estas 
regiones codificadoras no nativas diseñadas para la expresión en plantas son proporcionadas aquí como SEQ ID 
NO: 44 a SEQ ID NO: 53. Las secuencias codificadoras presentadas como SEQ ID NO: 44 a SEQ ID NO: 53 son 
caracterizadas por un contenido A+T más bajo que la región codificadora de TIC807 nativa que fue derivada de 10 
Bacillus thuringiensis, eliminando regiones del gen TIC807 nativo que son ricas en A+T y reemplazando aquellas con 
secuencias que tienen menos cantidad de restos A+T. SEQ ID NO: 44 es la región codificadora de TIC807 nativa 
con el codón de inicio de Metionina iniciador cambiado del codón de inicio bacteriano de “TTG” al codón de inicio de 
planta, “ATG’. 

Ejemplo 16: Casetes de expresión adicionales para la  expresión de una Proteína TIC807 en células de 15 
plantas transgénicas o plantas transgénicas 

Un séptimo casete de expresión direccionado al plastidio comprende un promotor CaMV35S mejorado que está 
ligado operativamente a una secuencia guía no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual 
está ligado operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora del péptido del 
cloroplasto de Arabidopsis shkG N terminal (es decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de 20 
TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia peptídica de la proteína de fusión CTP2-TIC807 codificada por esta 
construcción se proporciona como SEQ ID NO:8. Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de 
poliadenilación de CaMV35S 3’ terminal (T-35S). La secuencia de este casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-CTP2-
TIC807-T-35S-3’ direccionado se proporciona como SEQ ID NO: 54. 

Un octavo casete de expresión comprende un promotor CaMV35S mejorado que está ligado operativamente a una 25 
secuencia guía no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual está ligado operativamente a 
una región codificadora que comprende una secuencia que codifica TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia 
peptídica de la proteína TIC807 codificada por esta construcción se proporciona como SEQ ID NO: 5. Esta región 
codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación de CaMV35S 3’ terminal. La secuencia de este 
casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’ se proporciona como SEQ ID NO: 55. 30 

Un noveno casete de expresión direccionado al plastidio comprende un promotor de Badnavirus de la caña de 
azúcar (ScBV) (Patente de los Estados Unidos N.º 5.994.123) que está ligado operativamente a una secuencia guía 
no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual está ligado operativamente a una región 
codificadora que comprende una secuencia codificadora del péptido del cloroplasto Arabidopsis shkG N-terminal (es 
decir, CTP2) fusionada en fase a una secuencia codificadora de TIC807 no nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia 35 
peptídica de la proteína de fusión CTP2-TIC807 codificada por esta construcción se proporciona como SEQ ID NO:8. 
Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación de CaMV35S 3’ terminal. La 
secuencia de este casete de expresión 5’-P-ScBV-Hsp17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’ direccionado se proporciona 
como SEQ ID NO: 56. 

Un décimo casete de expresión comprende un promotor del Badnavirus de la Caña de Azúcar (ScBV) que está 40 
ligado operativamente a una secuencia guía no traducida en 5’ derivada del gen Hsp17.9 de Glycine max el cual 
está ligado operativamente a una región codificadora que comprende una secuencia codificadora de TIC807 no 
nativa (SEQ ID NO: 6). La secuencia peptídica de la proteína TIC807 codificada por esta construcción se 
proporciona como SEQ ID NO: 5. Esta región codificadora está ligada operativamente a un sitio de poliadenilación 
de CaMV35S 3’ terminal. La secuencia de este casete de expresión 5’-P-ScBV-Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’ se 45 
proporciona como SEQ ID NO: 57. 

Ejemplo 17. Construcción de vectores de transformaci ón mediada por Agrobacterium adicionales que 
contienen Casetes de Expresión de TIC807 y transfere ncia a Agrobacterium 

Para construir vectores de transformación mediada por Agrobacterium, los casetes de expresión de TIC807 son 
clonados en vectores adecuados entre las secuencias límite de Agrobacterium de modo que serían transferidos al 50 
genoma de una célula vegetal huésped por huéspedes Agrobacterium que contienen los vectores construidos junto 
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con un gen marcador seleccionable. Más específicamente, el fragmento de restricción que contiene el casete de 
expresión 5’-e35S-Hsp17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’ entero (SEQ ID NO: 54) es clonado en un vector de 
transformación de planta de Agrobacterium para obtener pMON105863 (Figura 2). Similarmente, el fragmento de 
restricción que contiene el casete de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’ entero (SEQ ID NO: 55) es 
clonado en un vector de transformación de planta Agrobacterium para obtener pMON105864 (Figura 3). Para la 5 
expresión utilizando un promotor diferente, el fragmento de restricción que contiene el casete de expresión 5’-P-
ScBV-Hsp17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’ entero (SEQ ID NO: 56) es clonado en un vector de transformación vegetal 
de Agrobacterium para obtener pMON78892 (Figura 4). Similarmente, el fragmento de restricción que contiene el 
casete de expresión 5’-P-ScBV-Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’ entero (SEQ ID NO: 57) es clonado en un vector de 
expresión de planta de Agrobacterium para obtener pMON78893 (Figura 5). Los vectores que contienen los casetes 10 
de expresión de TIC807 (es decir, casete no direccionado de SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 57 y casete direccionado 
de SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56) son introducidos en Agrobacterium por electroporación o por apareamiento 
triparental. 

Los vectores de transformación de plantas binarios contienen un marcador seleccionable (indicado como “Marcador 
Seleccionable” en las figuras 2 a 5) para la selección de células de plantas transformadas utilizando el antibiótico 15 
Kanamicina. La selección de antibióticos utilizando Espectinomicina se utiliza para la selección bacteriana. Esto es 
indicado como “SPC/STR” en las figuras 2 a 5 que está compuesto por un promotor para Tn7 adeniltransferasa, la 
región codificadora para un gen que codifica 3” (9)-0-aminoglucósido adeniltransferasa (AAD) derivado de 
Staphylococcus aureus y la región terminadora de la transcripción de Tn7 adeniltransferasa que confiere resistencia 
a espectinomicina y estreptomicina. Dos orígenes de replicación bacteriana son incluidos en cada plásmido, un 20 
origen de replicación para la replicación de Agrobacterium tumefaciens (indicada como “Ec.oriV-RK2” en las figuras 
2 a 5) y un origen de replicación en Escherichia coli (indicado como “Ori-322” en las figuras 2 a 5). Una región 
codificadora de Escherichia coli que codifica un cebador represor utilizado en conjunto con el origen de replicación 
de E. coli se indica como “Ec.rop” en las figuras 2 a 5. Los bordes izquierdo y derecho utilizados para la integración 
estable del T-ADN en el genoma de la planta son indicados como “LB” y “RB”, respectivamente en las figuras 2 a 5. 25 
La Figura 5 también muestra un casete de expresión adicional utilizado en el cual la proteína de toxina TIC128 (PCT 
US 2006/033867) es expresada y es etiquetada, “Casete de Expresión de TIC128” en la Figura 5.  

Ejemplo 18. Ensayos en planta adicionales de TIC807 e n Tejido Calloso 

Este ejemplo ilustra ejemplos adicionales de expresión en planta de TIC807 para bioensayos contra Lygus y otras 
plagas de insectos que perforan y/o succionan los fluidos de las células y de los tejidos de las plantas. 30 

Células de alfalfa, algodón, canola, soja o maíz son transformadas utilizando los casetes de expresión de TIC807 en 
los vectores de transformación de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresión 
proporcionan el direccionamiento de TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con el casete de expresión 5’-e35S-
Hsp17.9-CTP2-TIC807–T-35S-3’ o 5’-P-ScBV-Hsp17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’) o la expresión no direccionada 
(citoplásmica) de TIC807 (es decir, con los casetes de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’ o 5’-P-ScBV-35 
Hsp17.9-TIC807-T-35S-3’). Los vectores de transformación proporcionan un marcador seleccionable, en este caso 
para la selección para resistencia a kanamicina en tejido de planta transformado. Las células transformadas se 
seleccionan para determinar la resistencia a kanamicina y se regeneran en plantas transgénicas. Se permite que las 
plagas de insectos tales como ninfas de Lygus luego se alimenten cuando la planta ha alcanzado un nivel suficiente 
de madurez, tal como cuando las hojas han crecido hasta un tamaño que permite el uso de una barrera física para 40 
prevenir el escape de Lygus. La barrera para prevenir el escape de las ninfas de Lygus puede ser cualquier 
dispositivo disponible en el mercado o preparado de forma casera que permita el contacto de las ninfas de Lygus 
con el tejido de hoja y que permita al insecto sondear y alimentarse del tejido vascular de la hoja. Jaulas de clips 
similares a aquellas descritas por Mowry (1993) (J. Agric. Entomol.10:181-184) serían suficientes para contener las 
ninfas de Lygus para la alimentación. Las ninfas de Lygus son así presentadas con el tejido de hoja de plantas 45 
transgénicas que expresan la proteína TIC807 o con tejido de hoja control que no expresa la proteína TIC807. El 
tejido de hoja control es idealmente proporcionado por una planta transgénica que se seleccionó y se regeneró en 
paralelo aunque no contiene un transgén que codifica TIC. Sin embargo, también puede utilizarse tejido de hoja de 
otras plantas de origen y edad similares siempre y cuando el tejido no contenga cantidades significativas de proteína 
TIC807. Luego se determinan los resultados de mortalidad y atrofia con respecto a la muerte de fondo que se 50 
producirá de aquellos insectos que no se alimentan del tejido de la hoja para obtener una puntuación ajustada. Las 
puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus presentadas con el tejido de hoja transformado de TIC807 se 
comparan con las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus presentadas con el tejido de hoja control. Las 
puntuaciones para la mortalidad y/o atrofia para las ninfas de Lygus a las que se ha presentado el tejido de hoja 
transformado de TIC807 son aumentados significativamente con relación a las puntuaciones para las ninfas de 55 
Lygus a las que se ha presentado el tejido de hoja control. 

Ejemplo 19: Ensayo en planta de TIC807 en Tejido de H ojas de Lechuga 

Las células de lechuga son transformadas utilizando los casetes de expresión de TIC807 en los vectores de 
transformación de TIC807 descritos en los ejemplos precedentes. Estos casetes de expresión proporcionan el 
direccionamiento de TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con los casetes de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-CTP2-60 
TIC807–T-35S-3’ o 5’-P-ScBV-Hsp17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’) o la expresión no direccionada (citoplásmica) de 
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TIC807 (es decir, con los casetes de expresión 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807–T-35S-3’ o 5’-P-ScBV-Hsp17.9-TIC807-T-
35S-3’). Los vectores de transformación proporcionan un marcador seleccionable, en este caso para la selección de 
resistencia a kanamicina en tejido de planta transformado. Las células transformadas son seleccionadas para 
determinar la resistencia a kanamicina y son regeneradas en plantas transgénicas. 

Las semillas de lechuga son esterilizadas en la superficie durante 20 minutos en solución de hipoclorito sódico al 1,2 5 
% seguido por 3 lavados en agua desionizada esterilizada. Las semillas se dejan secar durante la noche en una 
placa de Petri en una campana de flujo laminar. Las semillas son luego colocadas en placas en 100 ml de sales de 
Hoagland 0,5X (véase la Tabla 11 a continuación) en bandejas Phytatrays (Sigma, St. Louis, MO, Catálogo n.º: 
P1552) a una densidad de 60 semillas/bandeja. Las semillas son cultivadas bajo la luz a 22 hasta 23 grados Celsius 
durante 4 a 5 días con un fotoperiodo de 16 horas. Se prepara Agrobacterium transformada con el vector de 10 
transformación de planta de interés por inoculación de 10 ml de medio líquido de Manitol-Glutamato/Luria con 100 
microlitros de suspensión bacteriana. El medio está compuesto por los siguientes ingredientes: 

Caldo LB, Miller (Difco #044-017-3)  12,5 g 
Manitol 5,0 g 
glutamato monosódico (ácido glutámico) 1,16 g 
KH2PO4 0,25 g 
MgSO47H2O 0,10 g 
Biotina 0,001 g 
Volumen total 1000 ml 
pH hasta 7,00 y autoclave  

 

El cultivo líquido se incuba en un agitador giratorio a 28 grados Celsius durante 24 horas. Se diluyen cinco mililitros 
de los primeros cultivos durante la noche con 15 mililitros de medio de Extracto de Levadura de Triptona 15 
complementado con 40 mg/l de Acetosiringona (5 gramos de Triptona, 3 gramos de Extracto de Levadura y 20 ml de 
2 mg/ml de Acetosiringona en volumen total de 1000 ml, pH 5,5 y se esterilizó por autoclave). Luego, esto se dejó 
incubar en un agitador giratorio a 28 grados Celsius durante 24 horas en la oscuridad con 50 mg/l de kanamicina y 
100 mg/l de espectinomicina. Un ml de cultivo durante la noche se agrega a 19 mililitros de medio de Extracto de 
Levadura Triptona y la densidad óptica de 600 nm de longitud de onda del cultivo se ajusta a 0,08 hasta 0,09. 20 

Los cotiledones de plántulas de lechuga se cortan tanto en la base como en la punta y se empapan en el medio 
diluido de Agrobacterium durante 15 minutos. Luego, los cotiledones se colocan en placas en medio MSO-C sin 
transferencia y se mantienen a 22 hasta 23 grados Celsius con un fotoperiodo de 16 horas. Las placas se sellan con 
cinta microporosa. Después de 48 horas, los cotiledones se transfieren a medio MSO-I en placas de Petri de 100 
mm X 25 mm. Los explantes son posteriormente subcultivados a 7 y 14 días a medio MSO-I. A medida que los 25 
brotes se desarrollan, se cortan y se transfieren a medio MSO-SE. Los brotes se transfieren después de la 
elongación a bandejas Phytatrays que contienen 100 ml de medio MSO-SE. Después de 6 a 8 semanas, los brotes 
en desarrollo se transfieren a cajas Magenta que contienen 100 ml de medio MSO-R. En 7 a 14 días de incubación a 
23 grados Celsius, las raíces comenzarán a desarrollarse. Luego, los brotes se transfieren a macetas de 7,6 cm (3 
pulgadas) que contienen tierra y se dejan crecer. La composición de los medios de MSO se muestra en la tabla 11. 30 

Tabla 11. Componentes del medio MSO.  

Ingredientes Sal de Hoagland 0,5 X MSO-C MSO-I MSO-SE MSO-R 

Sales MSO (sales mínimas)   34,6 g 34,6 g 34,6 g 34,6 g 

Sal de Hoagland 0,8 g         

Ácido naftalenacético (1 mg/ml)   0,1 ml 0,1 ml 0,05 ml   

Benciladenina (1 mg/ml)   0,1 ml 0,1 ml 0,01 ml   

Acetosiringona (2 mg/ml)   20 ml       

Kanamicina (50 mg/ml)     2 ml 2 ml 2 ml 

Carbenicilina (250 mg/ml)     2 ml 2 ml 2 ml 

Agar de calidad para cultivo tisular 7,5 g 7,5 g 7,5 g 8 g 8 g 

Volumen total 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml 

pH   5,7 5,7 5,7 5,7 
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Las plantas transgénicas son auto-fertilizadas y se deja que produzcan semilla o se utilizan directamente para 
ensayos. Las hojas de las plantas de lechuga transformadas se utilizan en un sistema de cultivo para ensayar contra 
Lygus. Se agregan diez mililitros de medio de crecimiento de planta estéril (Murashige y Skoog, vitaminas B5 
Gamborg, 3 % de sacarosa y 1,5 % de agar) mientras que está en estado líquido a tubos cónicos estériles de 
polipropileno de 50 mililitros. El medio se deja enfriar y se endurece en condiciones estériles. Una vez endurecido, 5 
un divisor de espuma circular estéril, aproximadamente del diámetro del tubo que contiene un pequeño orificio en el 
medio se coloca sobre el medio de crecimiento de plantas. Las hojas jóvenes de lechuga se cortan con una navaja 
de afeitar estéril y se enjuagan en agua desionizada estéril, dejando una porción del pecíolo unida a la hoja. El 
pecíolo de la hoja de lechuga cortada se inserta a través del orificio y se deja que entre en contacto con el medio. Se 
agregan diez ninfas de Lygus recientemente nacidas (<12 horas después de nacer) al tubo y se utiliza un tapón de 10 
espuma para cerrar el tubo para permitir el intercambio de gases. El tubo se guarda en un incubador fijado a 25 
grados Celsius con un fotoperiodo de 14:10 día:noche. Luego se determinan las puntuaciones de mortalidad y atrofia 
con respecto a la muerte de fondo que se producirá de aquellos insectos los cuales no se pueden alimentar del tejido 
de hoja para obtener una puntuación ajustada. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus presentadas 
con el tejido de hoja transformado con TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus 15 
a las que se les presenta el tejido de hoja control. Los resultados para la mortalidad y/o la atrofia para las ninfas de 
Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja transformado con TIC807 son aumentados significativamente con 
relación a las puntuaciones para las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de hoja control.  

Ejemplo 20: Expresión de TIC807 en Lechuga transgénic a y demostración de toxicidad en planta 

Este ejemplo demuestra la toxicidad para Lygus hesperus de la proteína TIC807 cuando se expresa en plantas de 20 
Lechuga. Las plantas de lechuga se transformaron con el vector de transformación de plantas, pMON105863 el cual 
contiene el casete de expresión de TIC807, 5’-e35S-Hsp17.9-CTP2-TIC807--T-35S-3’ (SEQ ID NO: 54) mediante el 
procedimiento descrito en el Ejemplo 18. Una línea control de lechuga se transformó utilizando un vector control en 
el cual solamente el casete de selección para transformación estaba contenido. Se produjo la semilla F1 de las 
plantas transformadas. Las plantas se cultivaron de la semilla F1 y se muestrearon para la expresión de la proteína 25 
TIC807. Los niveles de expresión proteica se determinaron para la descendencia F1 utilizando procedimientos 
ELISA convencionales y anticuerpo policlonal de TIC807. Las plantas se seleccionaron para ensayos con Lygus 
hesperus basándose en los niveles de expresión de la proteína TIC807. Se sacaron muestras de hojas de 
descendencia F1 seleccionada y se ensayaron para determinar la toxicidad en Lygus hesperus utilizando el 
procedimiento de ensayo descrito en el Ejemplo 18. Los datos de las líneas de lechuga transgénicas seleccionadas 30 
se presentan en la Tabla 12. Los eventos de las líneas A028 y A055 dieron mejores resultados de forma significativa 
que el control (es decir, la línea de lechuga no transformada SVR3606). El análisis general de las líneas que 
expresan la proteína TIC807 demostró una mortalidad significativa con relación a las plantas transformadas 
controles. 

Tabla 12.   Media ± error típico del porcentaje de mortalidad de Lygus hesperus en hojas de lechuga transformadas 35 
con TIC807 de 15 ninfas tenerales infestadas (n = 16) seis días después de la infestación. 

Evento Concentración de TIC807 (ppm) Porcentaje de Mortalidad 

A028 43,22 67,71 ± 5,55 P≥ 0,05 

A055 41,62 62,08 ± 5,83 P≥ 0,05 

A035 30,77 51,04 ± 2,73 

A002 33,02 50,00 ± 5,51 

A059 42,90 48,96 ± 2,83 

Control 0,00 28,33 ± 2,15 

 

Ejemplo 21: TIC807 es tóxica para el Escarabajo de la s Patatas de Colorado 

Este ejemplo ilustra la toxicidad de las moléculas de toxinas de insectos TIC807 hacia los coleópteros, el escarabajo 
de las patatas de Colorado (CPB), Leptinotarsa decemlineata. Los bioensayos con CPB se llevaron a cabo utilizando 40 
una dieta artificial que consiste en agar 13,2 g/l (Serva 11393), premezcla Bio-Serve 140,3 g/l (Bio-Serve, 
Frenchtown, NJ Catálogo N.º F9380B), Hidróxido de potasio 5 ml/l (18,3 % p/p) y formalina 1,25 ml/l (37 %). La dieta 
se dispensó en alícuotas de 200 microlitros en pocillos de una placa de 96 pocillos y se secó poco antes de la 
aplicación de la muestra. Se aplicaron veinte microlitros de muestra de ensayo por pocillo, sirviendo el agua estéril 
como el control sin tratar (UTC). Las placas se dejaron secar antes del agregado de las larvas de insectos. Se 45 
agregó una larva de CPB neonato por pocillo con un pincel para pintar fino. Las placas se sellaron con mylar y se 
ventilaron utilizando un alfiler para insectos. Se analizaron cuarenta larvas por tratamiento. Las placas de bioensayo 
se incubaron a 27 grados Celsius con 60 % de humedad relativa en oscuridad completa durante 10 a 12 días. Las 
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placas se calificaron para determinar la mortalidad de las larvas. Los datos se analizaron utilizando un programa 
informático estadístico JMP® 4 (SAS Institute, Cary, NC). TIC807 demostró mortalidad cuando se dio como alimento 
al CPB. En la Tabla 13 se presentan los resultados del porcentaje medio de mortalidad para TIC807.  

Por lo tanto, se contempla que las proteínas TIC807 de la invención pueden utilizarse para controlar insectos 
Coleópteros. Los insectos Coleópteros controlados por proteínas TIC807 de la invención, incluyen el escarabajo de 5 
las patatas de Colorado, el gusano alambre y el picudo del algodonero. 

Tabla 13. Resultados del porcentaje de mortalidad c on TIC807 para el escarabajo de las patatas de Colo rado 
(CPB), Leptinotarsa decemlineata. 

Tratamiento  
concentra ción  

(mg/ml)  N 
% Medio de  
mortalidad  Desviación Típica  P>|t|  

UTC 0 3 13,10 1,03  

TIC807 0,5 3 68,45 23,03 0,0142 

 

Ejemplo 22: Transformación de Algodón con TIC807 y e nsayo de toxinas utilizando plantas de algodón 10 
enteras.  

Se transforman células de algodón con construcciones que contienen un gen de interés que codifica la proteína 
TIC807. En este caso, las secuencias de ácidos nucleicos con rediseño de codón que codifican la proteína TIC807 
son expresadas en células de algodón que utilizan los casetes de expresión de TIC807 en los vectores de 
transformación de TIC807 descritos en los ejemplos que anteceden. Estos casetes de expresión proporcionan el 15 
direccionamiento de la proteína TIC807 hacia el cloroplasto (es decir, con los casetes de expresión, 5’-e35S-
Hsp17.9-CTP2-TIC807–T-35S-3’ encontrado en pMON105863 o 5’-P-ScBV-Hsp17.9-CTP2-TIC807-T-35S-3’ 
encontrado en pMON78892) o la expresión no direccionada (citoplásmica) de la proteína TIC807 (es decir, con los 
casetes de expresión, 5’-e35S-Hsp17.9-TIC807–T-35S-3’ encontrado en pMON105864 o el 5’-P-ScBV-Hsp17.9-
TIC807-T-35S-3’ encontrado en pMON78893). Los vectores de transformación proporcionan un marcador 20 
seleccionable, en este caso para la selección de resistencia a kanamicina en tejido de planta transformado. Puede 
utilizarse ya sea el vector pMON105863 (Figura 2), el vector pMON105864 (Figura 3) o el vector pMON78892 
(Figura 4) o el vector pMON78893 (Figura 5) u otros vectores de expresión de planta de TIC807 equivalentes que 
contienen casetes de expresión de plantas de TIC807 y un marcador seleccionable.  

Los bioensayos en plantas que expresan la molécula de toxina TIC807 pueden llevarse a cabo utilizando un ensayo 25 
en ramas del algodón cerrado. Las plantas de algodón son cultivadas hasta una etapa temprana de floración donde 
están disponibles varias ramas de frutos que contienen cuadrados (es decir, flores de algodón inmaduras). Se 
preparan manguitos utilizando láminas de plástico respirables (Vilutis and Co. Inc., Frankfort, IL). Los manguitos se 
preparan utilizando una espátula calentadora provisional de fotografía o de artesanía fina convencional para crear 
una costura que produce una bolsa con una dimensión aproximada de 12,7 cm (5 pulgadas) X 12,7 cm (5 pulgadas) 30 
X 30,5 cm (12 pulgadas) de longitud. Las ramas terminales que incluyen por lo menos un cuadrado de pre-floración y 
una hoja de terminal desplegada se insertan en el extremo abierto del manguito. Como alternativa, las bolsas 
pueden disponerse para contener vainas u otros tejidos si se desea. La bolsa se cierra alrededor de la rama 
utilizando un cordón para cierre. Las hojas y los cuadrados debajo del tejido encerrado deseado pueden retirarse 
para facilitar una fijación más segura con el cordón para cierre. El otro extremo del manguito se deja abierto para 35 
permitir la infestación de insectos. Las ninfas de Lygus se recogen con una aspiradora y 4 ninfas se colocan en un 
frasco con tapa de 2 dracmas. Se registra la masa inicial de las ninfas para cada frasco que contiene las ninfas. El 
tubo se tapa suavemente para asegurar que las ninfas estén en el fondo del tubo y se retira la tapa del tubo. El tubo 
se coloca dentro del manguito exponiendo las ninfas al tejido de la planta de algodón. El extremo abierto del 
manguito se cierra luego utilizado un cordón de cierre. Los insectos se dejan en los manguitos y se deja que se 40 
alimente con el material de planta de algodón encerrado durante una cantidad especificada de días. Tras el tiempo 
especificado, se retiran las ramas del algodón. Los manguitos son abiertos cuidadosamente para contar las ninfas 
supervivientes. Todas las ninfas se recogen y se pesan. Luego se determinan las puntuaciones de mortalidad y 
atrofia con respecto a las plantas controles no transformadas. Las puntuaciones ajustadas para las ninfas de Lygus 
presentadas con el tejido de algodón transformado con TIC807 se comparan con las puntuaciones ajustadas para 45 
las ninfas de Lygus a las que se les presenta tejido de algodón control que carece de la proteína TIC807. Los 
resultados para la mortalidad y/o atrofia para las ninfas de Lygus a las que se les presenta el tejido de algodón 
transformado con TIC807 son aumentados significativamente con relación a las puntuaciones para las ninfas de 
Lygus a las que se les presenta el tejido del algodón control. 

Ejemplo 23: Combinación de la toxina de TIC807 con a lgodón sin nectarias  50 

Este ejemplo ilustra el uso del fenotipo sin nectarias del algodón en combinación con la expresión de la proteína 
TIC807 para proporcionar un mayor control de una plaga de insecto. La falta de nectarias ha sido identificada como 
procedente de la homocigosidad para mutaciones recesivas en dos lugares por duplicado en Gossypium 
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tomentosum (Meyer y Meyer, 1961, Crop Science, 1: 167–169). Los cruces con Gossypium hirsutum con Gossypium 
tomentosum demostraron una reducción significativa en poblaciones de gusanos medidores del repollo y gusanos de 
las hojas del algodón en experimentos en jaulas con relación a variedades comunes de algodón en las cuales están 
presentes nectarinos florales (Lukefahr y Rhyne, 1960, Econ. Entomol. 53: 242-244). Esto es supuestamente el 
resultado directo de las líneas de algodón sin nectarias que son menos apetitosas para la plaga de insectos así 5 
como también la falta de alimento proporcionado por los néctares. Los múltiples mecanismos de resistencia pueden 
ser particularmente cruciales en especies Gossypieae puesto que los nectarios extraflorales pueden atraer 
directamente a ciertas especies herbívoras. Los nectarios extraflorales en algodón cultivado pueden aumentar la 
abundancia de o aumentar el daño por diversas plagas de los cultivos que incluyen lepidópteros y chinches de las 
plantas (Trelease, 1879, Nectar; what it is, and some of its uses. In J. H. Comstock [ed.], Report upon cotton insects, 10 
319–343. U.S. Department of Agriculture Publication, U.S. Government Publication Office, Washington, D.C., 
Estados Unidos. Lukefahr y Rhyne, 1960; Lukefahr y col., 1960, Journal of Econ Entom 53: 516–518; Benschoter y 
Leal, 1974, Journal of Econ Entom 67: 217–218; Schuster y col., 1976, Journal of Econ Entom 69: 400–402; Wilson y 
Wilson, 1976, Journal of Econ Entom 69: 623–624; Henneberry y col., 1977, Journal of Econ Entom 70: 797–799; 
Adjei-Maafo y col., 1983, Environ Entom 12: 353–358; Beach y col., 1985, Journal of Entomological Science 20: 233–15 
236; Smith, 1992, Advances in Agronomy 48: 251–296; Summy y King, 1992, Crop Protection 11: 307–319), 
principalmente debido a que los adultos de estos grupos taxonómicos consumen néctar extrafloral. 

Las líneas producidas por cruces de G. hirsutum con G. tomentosum se seleccionan para determinar la presencia 
del fenotipo sin nectarias y características agrónomas favorables. Las líneas obtenidas del germoplasma comercial 
Stoneville 825 pueden utilizarse como una fuente de germoplasma que comprende el fenotipo sin nectarias. Las 20 
líneas sin nectarias seleccionadas son luego transformadas con un casete de expresión que codifica una proteína 
TIC807, las proteínas TIC809/TIC810, la proteína TIC128 o combinaciones de las mismas, o cualquier otra molécula 
de toxina dirigida hacia una plaga de algodón en la cual la presencia de nectarias actúa como un atrayente para la 
plaga de insectos. Insertos de transgenes que comprenden un casete de expresión que codifica ya sea una proteína 
TIC807, las proteínas TIC809/TIC810, la proteína TIC128 o sus combinaciones, o cualquier otra molécula de toxina 25 
dirigida a una plaga de algodón en la cual la presencia de nectarias actúa como un atrayente a la plaga de insectos 
se pueden obtener en cualquier germoplasma de algodón adecuado y luego se pueden someter a introgresión en 
líneas producidas por cruces de G. hirsutum con G. tomentosum que se han seleccionado para determinar la 
presencia del fenotipo sin nectarias y características agronómicas favorables. A través de procedimientos de cría 
conocidos por un experto en la técnica, las líneas transformantes que expresan los fenotipos sin nectarias se 30 
seleccionan y se mantienen en generaciones posteriores para contener tanto el fenotipo sin nectarias como la 
molécula de toxina de insecto. 

Ejemplo 24. Comparación de las proteínas TIC807 y Cr y51Aa  

Para identificar regiones conservadas y no conservadas de las proteínas TIC807 (SEQ ID NO: 5) y Cry51Aa (SEQ ID 
NO: 59), se creó una alineación de las dos proteínas utilizando ClustalW. La proteína Cry51Aa se aisló de la cepa de 35 
Bt F14-1, tiene una identidad informada de 22 % con cry15Aa, y se informa que tiene actividad contra Bombyx mori, 
un insecto lepidóptero (Huang y col., J. Invertebr. Pathol. 95 (3), 175-180, 2007). Una secuencia para el gen de 
cry51Aa1 (SEQ ID NO: 58) y la proteína Cry51Aa1 codificada (SEQ ID NO: 59) se presentó como el número de 
Acceso del GenBank del NCBI DQ836184. La comparación por ClustalW de TIC807 (SEQ ID NO: 5) y Cry51Aa1 
demuestra que las dos proteínas tienen una identidad de secuencia total de aproximadamente 97,4 % en una 40 
longitud de 301 aminoácidos (véase la Figura 6 y Tabla 14). El número de Acceso del GenBank DQ836184 informa 
de un extremo N deducido para Cry51Aa1 que corresponde al uso de un codón de inicio ATG potencial que daría 
como resultado un producto de traducción primario de 309 aminoácidos. En contraste, la proteína TIC807 tiene un 
extremo amino distinto basándose en una secuencia peptídica N-terminal de proteína TIC807 aislada que se 
determinó por degradación Edman (véase el Ejemplo 2 y SEQ ID NO: 1). Un codón de metionina iniciador de TTG 45 
de SEQ ID NO: 4 es aparentemente utilizado para generar la proteína TIC807 de SEQ ID NO: 5. Por consiguiente, la 
proteína Cry51Aa1 presentada comprende tres aminoácidos adicionales en su extremo N que no se presentan en 
TIC807 (SEQ ID NO: 5). En Cry51Aa1, el resto de aminoácidos correspondiente a fenilalanina 46 de TIC807 es 
sustituido por un resto de serina, el resto de aminoácidos correspondiente a tirosina 54 de TIC807 es sustituido por 
un resto de histidina, el resto de aminoácido correspondiente a serina 167 de TIC807 sustituye un resto de arginina, 50 
los restos de tres (3) aminoácidos correspondientes a histidina 199 a Serina 201 de TIC807 son delecionados, y el 
resto de aminoácido correspondiente a serina 217 de TIC807 sustituye un resto de asparagina. Esta comparación de 
las proteínas TIC807 y Cry51Aa1 se muestra en la Figura 6. 

Tabla 14. 

N.º Secuencia 1 2 

1 TIC807 (SEQ ID NO: 5) - 97,4 (301) 

2 Cry51Aa1 (SEQ ID NO: 59) 97,4 (301) - 

 55 
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Aunque la proteína TIC807 comparte identidad de secuencia significativa con la proteína Cry51Aa1, la proteína 
TIC807 no exhibía sorprendentemente nivel significativo alguno de actividad cuando se da como alimento a ciertos 
insectos lepidópteros. La proteína TIC807 purificada se analizó contra el barrenador europeo del maíz (ECB; Ostrinia 
nubilalis) y el gusano cogollero (TBW: Heliothis virescens) y no tenía actividad alguna contra cualquiera de esos 
insectos lepidópteros. La misma muestra de la proteína TIC807 exhibió actividad contra el Escarabajo de las Patatas 5 
de Colorado CPB aunque no contra el gusano de la raíz del maíz (CRW; Diabroticus). Por lo tanto, la ausencia de 
actividad de la TIC807 purificada contra ECB y TBW no se debe a la inactividad de la proteína TIC807 purificada.  

La presente invención por lo tanto contempla proteínas TIC807 que son activas contra insectos hemípteros y 
coleópteros aunque son inactivas contra insectos lepidópteros. Las proteínas TIC807 de la invención pueden 
comprender proteínas TIC807 donde el resto correspondiente 54 de la proteína TIC807 no es una histidina, donde el 10 
resto correspondiente 167 de la proteína TIC807 no es una arginina, donde los restos de tres (3) aminoácidos 
correspondientes a histidina 199 a Serina 201 de TIC807 están presentes, y/o donde el resto correspondiente 217 de 
la proteína TIC807 no es un resto de asparagina. 

LISTADO DE SECUENCIAS 
 15 
<110> Monsanto Company Baum, James A. Rao, Sukuru U Penn, Stephen Flasinski, Stanislaw Shi, Xiaohong 
Heck, Gregory 
 
<120> Proteínas toxinas activas contra hemípteros de Bacillus thuringiensis 
 20 
<130> 38-21(54839) 
 
<140> PCT/US2008/005542 
<141> 25-04-2008 
 25 
<150> US 60/914.364 
<151> 27-04-2007 
 
<150> US 12/109.122 
<151> 24-04-2008 30 
 
<160> 59 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 35 
<210> 1 
<211> 25 
<212> PRT 
<213> Bacillus thuringiensis 
 40 
<400> 1 
 

 
 
<210> 2 45 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Sintético 
 
<400> 2 
aaygcdatha aytaytgggg dccdaaraay  30 
 55 
<210> 3 
<211> 30 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 5 
<400> 3 
tggggdccda araayaayaa ygaratwcar  30 
 
<210> 4 
<211> 930 10 
<212> ADN 
<213> Bacillus thuringiensis 
 
<400> 4 
 15 

 
 
<210> 5 
<211> 309 
<212> PRT 20 
<213> Bacillus thuringiensis 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 930 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Sintético 
 
<400> 6 
 10 

 
 
<210> 7 
<211> 1158 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 20 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 385 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 702 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 9 
 

 
 
<210> 10 15 
<211> 232 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Sintético 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 660 
<212> ADN 5 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 5 
<400> 11 
 

 
 
<210> 12 10 
<211> 218 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Sintético 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 1413 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético  
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<400> 13 
 

 
 
<210> 14 5 
<211> 469 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Sintético 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 1413 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 469 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 57 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 17 
aagcctgctt tgcttaagga agctcctagg gcagaagagg agttgcctcc acgtaag  57 
 
<210> 18 
<211> 19 15 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 20 
 
<400> 18 
 

 
 25 
<210> 19 
<211> 980 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Sintético  
 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 1924 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 20 
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<210> 21 
<211> 1196 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 2152 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 2122 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
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<400> 23 
 

 

ES 2 644 945 T3

 



74 

 
 
<210> 24 
<211> 1919 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 24 
 

 10 
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<210> 25 
<211> 991 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 25 
 

 10 
 
<210> 26 
<211> 2656 
<212> ADN 
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<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(1) 5 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 26 
 

 10 
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<210> 27 
<211> 1043 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 2346 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 1151 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 29 
 

ES 2 644 945 T3

 



81 

 
 
<210> 30 
<211> 823 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (729)..(729) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 759 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(56) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (127)..(149) 15 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (286)..(305) 20 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (457)..(478) 25 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (609)..(609) 30 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 31 
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<210> 32 
<211> 903 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (246)..(277) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (435)..(450) 15 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (664)..(664) 20 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 890 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3)..(29) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 763 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (22)..(52) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (142)..(166) 15 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 34 
 

 20 
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<210> 35 
<211> 1929 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1920)..(1920) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 35 
 

 15 
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<210> 36 
<211> 3641 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 36 
 

 10 
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<210> 37 
<211> 1760 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 37 
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<210> 38 
<211> 1156 
<212> ADN 5 
<213> Lygus hesperus 
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<400> 38 
 

 
 
<210> 39 5 
<211> 2928 
<212> ADN 
<213> Lygus hesperus 
 
<400> 39 10 
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<210> 40 
<211> 1894 5 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 5 
 
<400> 40 
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<210> 41 
<211> 340 
<212> PRT 5 
<213> Bacillus thuringiensis 
 
<400> 41 
 

 10 

ES 2 644 945 T3

 



96 

 
 
<210> 42 
<211> 2101 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 42 
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<210> 43 
<211> 1873 
<212> ADN 5 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 5 
<400> 43 
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<210> 44 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 44 
 

 
 
<210> 45 15 
<211> 930 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Sintético 
 
<400> 45 
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<210> 46 
<211> 930 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 10 
 
<400> 46 
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<210> 47 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 47 
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<210> 48 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 48 
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<210> 49 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 49 
 

ES 2 644 945 T3

 



104 

 
 
<210> 50 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 50 
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<210> 51 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 51 
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<210> 52 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 52 
 

ES 2 644 945 T3

 



107 

 
 
<210> 53 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 53 
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<210> 54 
<211> 2101 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 54 
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<210> 55 
<211> 1873 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 55 
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<210> 56 
<211> 2870 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintético 
 10 
<400> 56 
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<210> 57 
<211> 2642 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Sintético 
 
<400> 57 
 10 
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<210> 58 
<211> 930 
<212> ADN 5 
<213> Bacillus thuringiensis 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(930) 10 
<223> cry51Aa1 de NCBI N.º de Acc. DQ836184. 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(930) 15 
<223> cry51Aa1 de NCBI N.º de Acc. DQ836184 
 
<220> <221> CDS 
<222> (1)..(930) 
 20 
<400> 58 
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<210> 59 
<211> 309 
<212> PRT 5 
<213> Bacillus thuringiensis 
 
<400> 59 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polinucleótido que codifica una proteína inhibidora de insectos TIC807, en el que dicha proteína inhibidora de 
insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con 
SEQ ID NO: 5. 

2. El polinucleótido de la reivindicación 1, en el que dicha secuencia polipeptídica tiene por lo menos 80 % de 5 
identidad de secuencia, preferentemente por lo menos 90 % de identidad de secuencia, más preferentemente 95 % 
de identidad de secuencia, aun más preferentemente 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 

3. El polinucleótido de la reivindicación 1, en el que dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 inhibe un insecto 
Hemíptero, un insecto Heteróptero, un insecto Leptinotarsa sp. o un insecto Homóptero, preferentemente 

(i) dicho insecto Hemíptero es Lygus; o 10 
(ii) dicho insecto Homóptero es un áfido, un saltamontes o una mosca blanca. 

4. El polinucleótido de la reivindicación 3, en el que dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 inhibe Lygus a una 
concentración en la dieta del Lygus de por lo menos 5 ppm de dicha proteína TIC807 en dicha dieta, 
preferentemente dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 inhibe Lygus a una concentración en la dieta del 
Lygus de por lo menos 50 ppm de dicha proteína TIC807 en dicha dieta, más preferentemente dicha proteína 15 
inhibidora de insectos TIC807 inhibe Lygus a una concentración en la dieta del Lygus de por lo menos 250 ppm de 
dicha proteína TIC807 en dicha dieta, más preferentemente dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 inhibe 
Lygus a una concentración en la dieta del Lygus de por lo menos 500 ppm de dicha proteína TIC807 en dicha dieta. 

5. El polinucleótido de la reivindicación 1, en el que 

(i) dicho polinucleótido hibrida en condiciones de alta rigurosidad con SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 6; o 20 
(ii) dicha secuencia nucleotídica se selecciona de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 44, 
SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 
51, SEQ ID NO: 52 y SEQ ID NO: 53; o 
(iii) dicha secuencia polinucleotídica se ha diseñado para la expresión en plantas. 

6. Una planta transgénica, o parte de la misma, que comprende una proteína inhibidora de insectos TIC807, en la 25 
que dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 
70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 

7. La planta transgénica, o parte de la misma, de la reivindicación 6, en la que 

(i) dicha planta o parte de la misma comprende dicha proteína TIC807 a una concentración de al menos 5 μg de 
dicha proteína TIC807 por gramo de peso fresco de tejido vegetal, preferentemente dicha planta o parte de la 30 
misma comprende dicha proteína TIC807 a una concentración de al menos 50 μg de dicha proteína TIC807 por 
gramo de peso fresco de tejido vegetal, más preferentemente dicha planta o parte de la misma comprende dicha 
proteína TIC807 a una concentración de al menos 250 μg de dicha proteína TIC807 por gramo de peso fresco de 
tejido vegetal; o 
(ii) dicha parte de la misma es una célula, una hoja, un tallo, una flor, un sépalo, un fruto, una raíz o una semilla. 35 

8. Una célula huésped transformada que comprende un polinucleótido que codifica una proteína inhibidora de 
insectos TIC807, en la que dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que 
tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 

9. La célula huésped transformada de la reivindicación 8, en la que dicha célula huésped es una célula bacteriana o 
una célula vegetal, preferentemente 40 

(i) dicha célula vegetal se selecciona de células vegetales de cebada, maíz, avena, arroz, centeno, sorgo, césped, 
caña de azúcar, trigo, alfalfa, banana, brócoli, judía, col, canola, zanahoria, mandioca, coliflor, apio, cítricos, 
algodón, una cucúrbita, eucalipto, lino, ajo, uva, cebolla, lechuga, guisante, cacahuete, pimiento, patata, álamo 
blanco, pino, girasol, cártamo, soja, fresa, remolacha azucarera, batata, tabaco, tomate, planta decorativa, 
arbusto, nuez, garbanzo, guandul, mijos, lúpulos y pastizales, más preferentemente dicha célula vegetal es una 45 
célula vegetal de algodón; o 
(ii) dicha célula bacteriana se selecciona de una célula bacteriana de Agrobacterium, Bacillus, Escherichia, 
Salmonella, Pseudomonas y Rhizobium, más preferentemente dicha célula bacteriana es una célula de Bacillus 
thuringiensis. 

10. Un procedimiento para controlar Lygus que comprende las etapas de: 50 

(a) proporcionar una cantidad inhibidora de Lygus de una proteína inhibidora de insectos TIC807, en el que dicha 
proteína inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5; y 
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(b) poner en contacto dicho Lygus con dicha cantidad inhibidora de dicha proteína inhibidora de insectos TIC807, 
controlando de ese modo un insecto Lygus. 

11. El procedimiento de la reivindicación 10, en el que 

(i) dicha secuencia polipeptídica tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, 
preferentemente dicha secuencia polipeptídica tiene 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5; o 5 
(ii) dicha cantidad inhibidora de Lygus de dicha secuencia proteína inhibidora de insectos TIC807 se proporciona 
en una dieta del Lygus en la etapa (a) y dicho Lygus se pone en contacto en la etapa (b) permitiendo que dicho 
Lygus se alimente de dicha dieta, preferentemente dicha dieta del Lygus es una planta transgénica, más 
preferentemente dicha cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 es al menos 
5 microgramos por gramo de peso fresco de tejido de dicha planta transgénica, aun más preferentemente dicha 10 
cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 es al menos 50 μg por gramo de 
peso fresco de tejido de dicha planta transgénica, más preferentemente dicha cantidad inhibidora de Lygus de 
dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 es al menos 250 μg por gramo de peso fresco de tejido de dicha 
planta transgénica; o 
(iii) dicha cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteína inhibidora de insectos TIC807 se proporciona en la 15 
etapa (a) pulverizando una composición que comprende dicho polipéptido en una planta, preferentemente dicha 
composición comprende células bacterianas o esporas bacterianas que expresan dicho polipéptido, más 
preferentemente dichas células bacterianas o esporas bacterianas son células de Bacillus o esporas de Bacillus, 
aun más preferentemente dicha composición comprende un cristal paraesporal que contiene dicho polipéptido, 
más preferentemente dicha planta está infestada con un Lygus. 20 

12. Un kit 

(I) para detección de una secuencia polinucleotídica de TIC807 en una muestra, codificando dicha secuencia 
polinucleotídica de TIC807 una proteína inhibidora de insectos TIC807, en el que dicha proteína inhibidora de 
insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia 
con SEQ ID NO: 5, comprendiendo dicho kit un oligonucleótido que hibrida específicamente con una secuencia 25 
polinucleotídica de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID 
NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o un complemento de la misma y un 
polinucleótido control que se hibrida a dicho oligonucleótido; o 
(II) para detección de una proteína TIC807 en una muestra, comprendiendo dicha proteína TIC807 que 
comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 30 
5, comprendiendo dicho kit: 

(a) un anticuerpo que se une específicamente a dicha proteína TIC807 o epítopo peptídico de la misma, 
comprendiendo dicha proteína o epítopo por lo menos 9 aminoácidos contiguos de SEQ ID NO: 5; y  
(b) una proteína TIC807 de control o un epítopo peptídico de la misma, comprendiendo dicha proteína o 
epítopo al menos 9 aminoácidos contiguos de SEQ ID NO: 5. 35 

13. Un procedimiento para detectar o aislar un polinucleótido que codifica una proteína TIC807 en una muestra, 
comprendiendo dicha proteína TIC807 una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 5, 

(I) comprendiendo dicho procedimiento las etapas de: 

(a) seleccionar un par de cebadores oligonucleotídicos degenerados capaces de producir un amplicón, en el 40 
que las secuencias nucleotídicas de dichos cebadores oligonucleotídicos degenerados derivan de una 
secuencia polinucleotídica de TIC807 que codifica SEQ ID NO: 5;  
(b) producir un amplicón de dichas secuencias nucleotídicas en dicha muestra; y 
(c) detectar o aislar dicho amplicón, detectando o aislando de ese modo un polinucleótido que codifica dicha 
proteína TIC807 en dicha muestra; o 45 

(II) comprendiendo dicho procedimiento las etapas de: 

(a) seleccionar un oligonucleótido degenerado o colección de oligonucleótidos degenerados, donde la(s) 
secuencia(s) nucleotídica(s) de dicho(s) oligonucleótido(s) degenerado(s) derivan de una secuencia 
polinucleotídica de TIC807 que codifica SEQ ID NO: 5; 
(b) hibridar dichos oligonucleótidos degenerados o colección de oligonucleótidos degenerados a dicha 50 
muestra; 
(c) detectar la hibridación en dicha muestra a un polinucleótido, detectando de ese modo un polinucleótido 
que codifica dicha proteína TIC807 en dicha muestra; y 
(d) aislar el polinucleótido detectado mediante hibridación en la etapa (c). 

14. Un procedimiento para expresar una proteína TIC807 en una planta, comprendiendo dicha proteína TIC807 una 55 
secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, que comprende 
las etapas de: 
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(a) insertar en un genoma de célula vegetal una secuencia de ácidos nucleicos que comprende en la dirección 5’ 
a 3’ una molécula de ADN bicatenario, recombinante, ligada operativamente, en la que la molécula de ADN 
bicatenario, recombinante, comprende: 

(i) un promotor que funciona en la célula de la planta;  
(ii) una secuencia polinucleotídica que codifica una proteína inhibidora de insectos TIC807, en la que dicha 5 
proteína inhibidora de insectos TIC807 comprende una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % 
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5; 
(iii) una secuencia nucleotídica no traducida en 3’ que funciona en las células de la planta para causar la 
terminación de la transcripción y la poliadenilación, en la que dicho promotor, dicha secuencia polinucleotídica, 
y dicha secuencia nucleotídica no traducida en 3’ están ligadas operativamente; 10 

(b) obtener una célula de planta transformada que contiene la secuencia de ácidos nucleicos de la etapa (a); y 
(c) regenerar a partir de dicha célula de planta transformada una planta transgénica que expresa dicha proteína 
TIC807, expresando de ese modo una proteína TIC807 en una planta. 

15. El procedimiento de la reivindicación 14, en el que dicha secuencia peptídica tiene por lo menos 90 % de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, preferentemente dicha secuencia peptídica es SEQ ID NO: 5, más 15 
preferentemente dicha secuencia polinucleotídica está ligada operativamente a una secuencia polinucleotídica que 
codifica un polipéptido dirigido al plastidio, más preferentemente dicha secuencia de ácido nucleico codifica el 
polipéptido de SEQ ID NO: 8. 

16. Un vector de ADN recombinante para expresar una proteína TIC807 en una planta, comprendiendo dicha 
proteína TIC807 una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID 20 
NO: 5; comprendiendo dicho vector en la dirección 5’ a 3’: 

(i) un promotor que funciona en la célula de la planta; 
(ii) una secuencia polinucleotídica que codifica dicha proteína TIC807; y 
(iii) una secuencia nucleotídica no traducida en 3’ que funciona en las células de la planta para causar la 
poliadenilación, en la que dicho promotor, dicha secuencia polinucleotídica, y dicha secuencia nucleotídica no 25 
traducida en 3’ están ligadas operativamente. 

17. El vector de ADN recombinante de la reivindicación 16, en el que 

(i) dicha secuencia polipeptídica tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, 
preferentemente dicha secuencia polipeptídica es SEQ ID NO: 5, más preferentemente dicha secuencia 
polinucleotídica comprende SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, 30 
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53; o 
(ii) dicha secuencia polinucleotídica está ligada operativamente a una secuencia polinucleotídica que codifica un 
polipéptido de dirección a plastidio, preferentemente dicha secuencia polinucleotídica es SEQ ID NO: 7 y dichas 
dos secuencias polinucleotídicas ligadas operativamente codifican el polipéptido de SEQ ID NO: 8, o dicho vector 
que comprende además un polinucleótido que codifica un gen marcador seleccionable, más preferentemente 35 
dicho gen marcador seleccionable confiere resistencia a AMPA, atrazina, bromoxinil, dalapon, dicamba, glifosato, 
higromicina, metotrexato, neomicina, fosfinotricina, una sulfonilurea o 2,4-D, y sus combinaciones. 

18. Un producto de base producido de una planta o semilla, en el que dicho producto contiene una cantidad 
detectable de una proteína TIC807 o un polinucleótido que codifica una proteína TIC807, comprendiendo dicha 
proteína TIC807 una secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID 40 
NO: 5. 

19. El producto de base de acuerdo con la reivindicación 18, en el que dicha planta o semilla es una planta de 
algodón o semilla de una planta de algodón, preferentemente el producto de base es hila, aceite, harina o vainas. 

20. Un procedimiento para controlar por lo menos una plaga de insectos, no siendo dicho procedimiento un 
procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia y que comprende las etapas de: 45 

(a) proporcionar por lo menos dos agentes inhibidores de plagas de insectos diferentes en una composición, 
comprendiendo dicha composición: 

(i) una cantidad inhibidora de insectos de una proteína TIC807, comprendiendo dicha proteína TIC807 una 
secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, y 
(ii) una cantidad inhibidora de insectos de por lo menos una secuencia de ribonucleótidos que funciona en la 50 
ingestión por dicha plaga de insecto para inhibir una función biológica dentro de dicha plaga de insectos, y/o 
(iii) una cantidad inhibidora de insectos de por lo menos una proteína inhibidora de insectos que no es dicha 
proteína TIC807; y 

(b) poner en contacto dicha por lo menos una plaga de insectos con una cantidad inhibidora de dicha 
composición, controlando de ese modo dicha por lo menos una plaga de insectos. 55 
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21. El procedimiento de la reivindicación 20, en el que 

(i) dicha al menos una plaga de insecto es un insecto Hemíptero, un insecto Heteróptero, un insecto Leptinotarsa 
sp. o un insecto Homóptero, preferentemente el insecto Hemíptero es un insecto Lygus, o dicho insecto 
Homóptero es un áfido, un saltamontes o una mosca blanca; o 
(ii) dicha función biológica es una función biológica esencial, preferentemente dicha función biológica esencial es 5 
proporcionada por una proteína esencial o ácido ribonucleico de dicha plaga de insecto, cuya función predicha se 
selecciona de formación de músculos, formación de la hormona juvenil, regulación de la hormona juvenil, 
regulación y transporte de iones, síntesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana 
celular, biosíntesis de aminoácidos, degradación de aminoácidos, formación de espermatozoides, síntesis de 
feromonas, detección de feromonas, formación de antenas, formación de alas, formación de patas, desarrollo y 10 
diferenciación, formación de huevos, maduración de larvas, formación de enzimas digestivas, síntesis de 
hemolinfas, mantenimiento de hemolinfas, neurotransmisión, división celular, metabolismo energético, 
respiración y apoptosis, o dicha función biológica esencial se inhibe en Lygus mediante una secuencia de 
ribonucleótidos que comprende entre 21 y 5000 nucleótidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de identidad 
de secuencia con una secuencia codificadora de nucleótidos seleccionada de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 39; 15 
o 
(iii) dicha una proteína inhibidora de insectos que no es dicha proteína TIC807 se obtiene de Bacillus 
thuringiensis, preferentemente dicha proteína inhibidora de insectos se selecciona de AXMI-027, AXMI-036, 
AXMI-038, AXMI-018, AXMI-020, AXMI-021, AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, AXMI-009, 
AXMI-014, ET29, ET37, AXMI-004, AXMI-028, AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, 20 
AXMI-014, TIC809, TIC810, TIC812, TIC127 y TIC128; o 
(iv) dicha composición comprende dos proteínas inhibidoras de insectos que no son dicha proteína TIC807 y en 
la que dichas dos proteínas inhibidoras de insectos son TIC809 y TIC810; o 
(v) una segunda plaga de insectos se controla mediante dicha composición, preferentemente dicha segunda 
plaga de insectos se inhibe mediante dicha secuencia de ribonucleótidos de (ii) o mediante dicha proteína de (iii), 25 
o dicha segunda plaga de insectos es una plaga de insectos lepidópteros, más preferentemente dicha segunda 
plaga de insectos se inhibe mediante una proteína seleccionada del grupo que consiste en una proteína Cry1A, 
una proteína Cry1B, una Cry1C, una proteína quimérica Cry1A/Cry1F y una proteína Cry2Ab; o 
(vi) dicha composición proporciona un efecto inhibor de insectos sinérgico; o 
(vii) dicha composición proporciona un efecto inhibor de insectos aditivo; o 30 
(viii) dicha composición es una planta transgénica. 

22. El procedimiento de la reivindicación 20 que es un procedimiento para proteger una planta de la infestación por 
Lygus que comprende la etapa de: expresar una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos dos agentes 
inhibidores de Lygus diferentes en dicha planta, en el que dichos agentes inhibidores de Lygus comprenden: 

(i) una cantidad inhibidora de Lygus de dicha proteína TIC807; 35 
(ii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una proteína inhibidora de Lygus que no es dicha proteína 
TIC807; y/o  
(iii) una cantidad inhibidora de Lygus de por lo menos una secuencia de ribonucleótidos que funciona tras la 
ingestión por dicho Lygus para inhibir una función biológica dentro de dicho Lygus, protegiendo de ese modo a 
dicha planta de la infestación por Lygus. 40 

23. El procedimiento de la reivindicación 22, en el que 

(i) dicha función biológica es una función biológica esencial, preferentemente dicha función biológica esencial es 
proporcionada por una proteína o ácido ribonucleico esencial de dicho Lygus, cuya función predicha se 
selecciona de formación de músculos, formación de la hormona juvenil, regulación de la hormona juvenil, 
regulación y transporte de iones, síntesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana 45 
celular, biosíntesis de aminoácidos, degradación de aminoácidos, formación de espermatozoides, síntesis de 
feromonas, detección de feromonas, formación de antenas, formación de alas, formación de patas, desarrollo y 
diferenciación, formación de huevos, maduración de larvas, formación de enzimas digestivas, síntesis de 
hemolinfas, mantenimiento de hemolinfas, neurotransmisión, división celular, metabolismo energético, 
respiración, y apoptosis, más preferentemente dicha función biológica esencial se inhibe mediante una secuencia 50 
de ribonucleótidos que comprende entre 21 y 5000 nucleótidos contiguos que exhiben entre 80 y 100 % de 
identidad de secuencia con una secuencia codificadora de nucleótidos seleccionada de SEQ ID NO: 24 a SEQ ID 
NO: 39; o 
(ii) dicha proteína inhibidora de Lygus que no es dicha proteína TIC807 se obtiene de Bacillus thuringiensis, 
preferentemente dicha proteína inhibidora de Lygus se selecciona de AXMI-027, AXMI-036, AXMI-038, AXMI-018, 55 
AXMI-020, AXMI-021, AXMI-010, AXMI-003, AXMI-008, AXMI-006, AXMI-007, AXMI-009, AXMI-014, ET29, ET37, 
AXMI-004, AXMI-028, AXMI-029, AXMI-007, AXMI-008, AXMI-0080rf2, AXMI-009, AXMI-014, TIC809, TIC810, 
TIC812, TIC127 y TIC128; o 
(iii) dos proteínas inhibidoras de Lygus que no son dicha proteína TIC807 se expresan en dicha planta, 
comprendiendo dichas dos proteínas inhibidoras de Lygus TIC809 y TIC810; o 60 
(iv) dicha expresión de agentes inhibidores de Lygus proporciona un efecto inhibor de Lygus sinérgico; o 
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(v) dicha expresión de agentes inhibidores de Lygus proporciona un efecto inhibor de Lygus aditivo; o 
(vi) dicho Lygus es Lygus hesperus o Lygus lineolaris. 

24. Una proteína inhibidora de insectos, en la que dicha proteína inhibidora de insectos comprende una secuencia 
polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 

25. La proteína de la reivindicación 24, en la que 5 

(i) dicha secuencia polipeptídica tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia o al menos 90 % de 
identidad de secuencia, o al menos 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, más preferentemente 
dicha proteína es SEQ ID NO: 5; o 
(ii) dicha proteína comprende además una proteína vehículo, preferentemente dicha proteína vehículo es una 
albúmina o una proteína KLH; o 10 
(iii) dicha proteína comprende además una modificación covalente seleccionada de un reactivo indicador, un 
espaciador de aminoácidos, un enlazador de aminoácidos, una secuencia señal, una secuencia de péptidos de 
tránsito al cloroplasto, una secuencia de direccionamiento vacuolar, una secuencia de detención de transferencia, 
un dominio de transmembrana, un ligando de purificación proteica, o una combinación de los mismos. 

26. Un anticuerpo que se une específicamente a una proteína TIC807, comprendiendo dicha proteína TIC807 una 15 
secuencia polipeptídica que tiene por lo menos 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 5 
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Figura 6 
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