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DESCRIPCION

Combinaciones que incluyen las proteinas Cry34Ab/35Ab y Cry3BA para impedir el desarrollo de resistencia en
las larvas de crisomélidas del maiz (Diabrotica spp.)

Antecedentes

Los seres humanos cultivan maiz para usos alimentarios y energéticos. El maiz es un cultivo importante. Es una
fuente importante de alimento, productos alimenticios y pienso para consumo animal en muchas regiones del
mundo. Los insectos se comen las plantas y las dafian, con lo que socavan estos esfuerzos humanos. Se gastan
miles de millones de ddlares cada afio para controlar las plagas de insectos y se pierden miles de millones mas
por el dafio que infligen.

El dafio ocasionado por las plagas de insectos es un factor importante en la pérdida de los cultivos de maiz del
mundo, a pesar del uso de medidas protectoras, tales como los plaguicidas quimicos. Ante esto, la resistencia a
los insectos se ha introducido por ingenieria genética en los cultivos, tales como el maiz, para controlar el dafio
debido a los insectos y reducir la necesidad de plaguicidas quimicos tradicionales.

Mas de 10 millones de acres de maiz en los EE. UU. acaban infectados al afio con el complejo de especies de
diabréticas de la raiz del maiz. EI complejo de especies de diabréticas de la raiz del maiz incluye la diabrética de
la raiz del maiz septentrional (Diabrotica barberi), la diabrética de la raiz del maiz meridional (D. undecimpunctata
howard)) y la diabrética de la raiz del maiz occidental (D. virgifera virgifera). (Otras especies incluyen Diabrotica
virgifera zeae (gusano alfilerillo de la raiz del maiz de México), Diabrotica balteata (diabrética de la raiz del maiz
de Brasil) y el complejo de diabroéticas de la raiz del maiz de Brasil (Diabrotica viridula y Diabrotica speciosa)).

Las larvas de estas especies de Diabrotica que habitan en el suelo se alimentan de la raiz de la planta del maiz,
lo que provoca su encamado. El encamado reduce a la larga el rendimiento de maiz y a menudo provoca la
muerte de la planta. Al alimentarse de las barbas del maiz, los escarabajos adultos reducen la polinizacion y, por
lo tanto, afectan de manera perjudicial al rendimiento de maiz por planta. Ademas, los adultos y las larvas del
género Diabrotica atacan los cultivos de cucurbitaceas (pepinos, melones, calabacines, etc.) y muchas verduras,
y los cultivos de campo, tanto en producciéon comercial como en los que se cultivan en huertos particulares.

Los insecticidas sintéticos con sustancias organicas han sido las principales herramientas utilizadas para
controlar las plagas de insectos, pero los insecticidas biolégicos, tales como las proteinas insecticidas
procedentes de Bacillus thuringiensis (Bt), han desempefiado una funciéon importante en algunas regiones. La
capacidad de producir plantas resistentes a insectos a través de la transformacion con genes de proteinas
insecticidas Bt ha revolucionado la agricultura moderna y destacado la importancia y el valor de las proteinas
insecticidas y de sus genes.

Se conocen bien en la técnica los cristales proteinicos insecticidas de algunas cepas de Bacillus thuringiensis
(B.t.). Veéase, p. €]., Hofte et al., Microbial Reviews, vol. 53, n.° 2. pags. 242-255 (1989). Estas proteinas se
producen tipicamente en las bacterias como protoxinas de aproximadamente 130 kDa que luego son escindidas
por proteasas en el intestino medio del insecto, después que el insecto la ingiera, para producir un corazon de
toxina de aproximadamente 60 kDa. Estas proteinas se conocen como cristales proteinicos porque se pueden
observar diferentes inclusiones cristalinas en las esporas en algunas cepas de B.t. Estas inclusiones cristalinas a
menudo estan compuestas por varias proteinas diferentes.

Un grupo de genes que se han utilizado para producir cultivos transgénicos resistentes a insectos son las &-
endotoxinas de Bacillus thuringiensis (B.t.). Las &-endotoxinas se han expresado con éxito en las plantas para
cultivo, tales como algodén, patatas, arroz, girasol y también el maiz, y se ha demostrado que proporcionan un
control excelente sobre las plagas de insectos (Perlak, F. J. et al. (1990) Bio/Technology 8, 939-943; Perlak, F. J.
et al (1993) Plant. Mol. Biol. 22: 313-321; Fujimoto H. et al. (1993) Bio/Technology 11: 1151-1155; Tu et al. (2000)
Nature Biotechnology 18: 1101-1104; solicitud de publicacion de patente internacional en el marco del PCT n.°
WO 01/13731; y Bing J. W. et al. (2000) Efficacy of Cry1F Transgenic Maize, «14th Biennial International Plant
Resistance to Insects Workshop», Fort Collins, Colo).

Se han utilizado varias proteinas Bt para crear plantas transgénicas resistentes a insectos que se han registrado
y comercializado con éxito hasta la fecha. Estas incluyen Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1F, Cry3Aa y Cry3Bb en el maiz,
Cry1Ac y Cry2Ab en el algodén, y Cry3A en la patata. También estda SMART STAX en el maiz, que comprende
Cry1A.105 y Cry2Ab, y ademas Cry34Ab/Cry35Ab y Cry3Bb, véase la patente de los EE. UU. US 2009/0300980.

Los productos comerciales que expresan estas proteinas expresan una sola proteina, salvo en los casos donde
se desea el espectro insecticida de la combinacion de 2 proteinas (p. €j., la combinacion de Cry1Ab y Cry3Bb en
el maiz para proporcionar resistencia a las plagas de lepidépteros y de la diabrética de la raiz, respectivamente),
o donde la accién independiente de las proteinas las hace utiles como herramienta para retrasar el desarrollo de
resistencia en las poblaciones de insectos susceptibles (p. €j., la combinacion de Cry1Ac y Cry2Ab en el algodén
para proporcionar control por resistencia a la oruga de las yemas de tabaco).
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Algunas de las cualidades de las plantas transgénicas resistentes a insectos que han conducido a la adopcién
rapida y generalizada de esta tecnologia también dieron lugar a la preocupacion de si las poblaciones de plagas
se volveran resistentes a las proteinas insecticidas producidas por estas plantas. Se han sugerido varias
estrategias para conservar la utilidad de los rasgos de resistencia a insectos basados en Bt, que incluyen el
desarrollo de proteinas a una dosis alta en combinacién con un refugio, y la alternancia, o el codesarrollo, de
diferentes toxinas (McGaughey et al. (1998), «B.t. Resistance Management», Nature Biotechnol. 16: 144-146).

Las proteinas seleccionadas para ser usadas en una pila para la gestion de resistencias en los insectos (GRI)
deben ser activas, de tal modo que la resistencia desarrollada a una proteina no confiera resistencia a la
segunda proteina (a saber, no hay resistencia cruzada a las proteinas). Si, por ejemplo, una poblacién de plagas
seleccionada por la resistencia a la «proteina A» es sensible a la «proteina B», se concluiria que no hay
resistencia cruzada y que una combinacion de la proteina A y de la proteina B seria eficaz para retrasar la
resistencia Unicamente a la proteina A.

En ausencia de poblaciones de insectos resistentes, las valoraciones se pueden hacer basandose en otras
caracteristicas que se supone que estan relacionadas con la posibilidad de resistencia cruzada. Se ha sugerido
la utilidad de la fijacion mediada por receptor a la hora de identificar proteinas insecticidas que probablemente no
muestren resistencia cruzada (van Mellaert et al., 1999). El predictor clave de la ausencia de resistencia cruzada
inherente en esta estrategia es que las proteinas insecticidas no compiten por los receptores en una especie de
insectos sensible.

En el caso de que dos toxinas Bt compitan por el mismo receptor, entonces, si dicho receptor muta en este
insecto de modo que una de las toxinas ya no se fija a dicho receptor y, asi pues, ya no es insecticida contra el
insecto, podria darse el caso de que el insecto también sea resistente a la segunda toxina (que se fija
competitivamente al mismo receptor). En otras palabras, se dice que el insecto presenta resistencia cruzada a
ambas toxinas Bt. Sin embargo, si dos toxinas se fijan a dos receptores diferentes, esto podria ser una indicacion
de que el insecto no seria simultdneamente resistente a estas dos toxinas.

En Bacillus thuringiensis se descubrioé un sistema de proteinas insecticidas relativamente nuevo, tal y como se
describe en la solicitud de patente internacional WO 97/40162. Este sistema comprende dos proteinas: una de
aproximadamente 15 kDa y la otra de aproximadamente 45 kDa. Véanse también las patentes de los EE. UU.
n.°® 6.083.499 y 6.127.180. Estas proteinas se han asignado en la actualidad a sus propias clases, y, en
consonancia, recibieron las designaciones Cry de Cry34 y Cry35, respectivamente. Véase Crickmore et al., sitio
web biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt. En la actualidad se han descrito la relacién con otras muchas
proteinas de este tipo de sistema. Véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 6.372.480; y las solicitudes de
patente internacional WO 01/14417 y WO 00/66742. También se han descrito genes optimizados para plantas
que codifican tales proteinas, en donde los genes se manipulan genéticamente para que usen los codones para
la expresion optimizada en las plantas. Véase, p. €]., la patente de los EE. UU. n.° 6.218.188.

El modo exacto de accion del sistema Cry34/35 no se ha determinado aun, pero parece que forma poros en las
membranas de las células del intestino del insecto. Véanse Molellenbeck et al., Nature Biotechnology, vol. 19,
pag. 668 (julio de 2001); Masson et al., Biochemistry, 43 (12349-12357) (2004). El mecanismo exacto de accion
permanece poco claro a pesar de que se conocen las coordenadas atdmicas tridimensionales y las estructuras
cristalinas para una proteina Cry34 y una proteina Cry35. Véanse las patentes de los EE. UU. n.*® 7.524.810 y
7.309.785. Por ejemplo, esta poco claro si una o ambas proteinas se fijan a un tipo tipico de receptor, tal como
una fosfatasa alcalina o una aminopeptidasa.

Ademas, ya que hay diferentes mecanismos mediante los cuales un insecto puede desarrollar resistencia a una
proteina Cry (tal como mediante la alteracion de la glucosilacion del receptor [véase Jurat-Fuentes et al. (2002)
68 AEM 5711-5717], mediante la retirada de la proteina receptora [véase Lee et al., (1995) 61 AEM 3836-3842],
mediante la mutacion del receptor, o mediante otros mecanismos [véase Heckel et al., J. Inv. Pathol. 95 (2007)
192-197]), era imposible predecir a priori si habria resistencia cruzada entre las proteinas Cry34/35 y otras
proteinas Cry. Predecir la fijacion competitiva para el sistema Cry34/35 es también mas complicado por el hecho
de que estan implicadas dos proteinas en el sistema binario Cry34/35. De nuevo, esta poco claro si estas
proteinas se fijan con eficacia, y como lo hacen, al intestino o a las células del intestino del insecto, y si
interaccionan o se fijan unas a otras, y como lo hacen.

Otras opciones para controlar los coledpteros incluyen las siguientes proteinas: Cry3Bb, Cry3C, Cry6B, ET29,
ET33 con ET34, TIC407, TIC435, TIC417, TIC901, TIC1201, ET29 con TIC810, ET70, ET76 con ET80, TIC851 y
otros. También se han propuesto estrategias de iARN. Véase, p. €j., Baum et al., Nature Biotechnology, vol 25,
n.° 11 (noviembre de 2007), pags. 1322-1326.

Breve compendio

La presente invencion hace referencia en parte a Cry34Ab/35Ab en combinacién con Cry3Ba. La presente
invencion hace referencia en parte al descubrimiento sorprendente de que Cry34Ab/Cry35Ab y Cry3Ba son utiles
para impedir el desarrollo de resistencia (a cualquiera de los sistemas de proteinas insecticidas por separado) en
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una poblacion de diabréticas de la raiz del maiz (Diabrotica spp.). Tal y como el experto en la técnica reconocera
al sacar provecho de esta descripcion, las plantas que producen estas proteinas Cry insecticidas seran utiles
para mitigar el problema de que una poblacion de diabroéticas de la raiz del maiz pudiera desarrollar lo que seria
una resistencia a alguno de estos sistemas de proteinas insecticidas por separado.

La presente invencién esta respaldada en parte por el descubrimiento de que los componentes de estos
sistemas de proteinas Cry no compiten entre si por la fijacion a los receptores intestinales de la diabrotica de la
raiz del maiz.

La presente invencion también hace referencia en parte a pilas triples o «piramides» de tres (0 mas) sistemas de
toxinas, en donde Cry34Ab/Cry35Ab y Cry3Ba son la pareja de base. Asi pues, las plantas (y el numero de acres
plantados con tales plantas) que producen estos dos sistemas de proteinas insecticidas estan incluidas dentro el
alcance de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

La descripcion detallada de las figuras hace referencia en particular a las figuras acompafantes en las que:

Figura 1A. Fijacion de la '?°I-Cry35Abl en funcion de las toxinas Cry radiomarcadas de entrada sobre las VMMV

preparadas a partir de larvas de la diabrética de la raiz del maiz occidental. Fijacion especifica = fijacion total —
fijacion inespecifica, barra de error = EEM (error estandar de la media).

Figura 1B. Fijacion de la "?°I-Cry3BAa1 en funcion de las toxinas Cry radiomarcadas de entrada sobre las VMMV

preparadas a partir de las larvas de la diabrética de la raiz del maiz occidental. Fijacion especifica = fijacion total
— fijacion inespecifica, barra de error = EEM (error estandar de la media).

Figura 2. Fijacion de la '®I-Cry35Ab1 sobre las VMMV preparadas a partir de las larvas de la diabrética de la raiz

del maiz occidental a diferentes concentraciones del competidor sin marcar (log 0,1 = -1,0, log 10 = 1,0, log 100
= 2,0, log 1000 = 3,0).

Figura 3A. Porcentaje de fijacion de la '?°I-Cry35Ab1 sobre las VMMV preparadas a partir de las larvas de la
diabroética de la raiz del maiz occidental en ausencia de Cry34Ab1.

Figura 3B. Porcentaje de fijacion de la '?°I-Cry35Ab1 sobre las VMMV preparadas a partir de las larvas de la
diabroética de la raiz del maiz occidental en presencia de Cry34Ab1.

Figura 4. Porcentaje de fijacion de la '°|-Cry3Ba1 sobre las VMMV preparadas a partir de las larvas de la
diabrética de la raiz del maiz occidental en presencia de diferentes concentraciones de diferentes competidores
sin marcar.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID n.° 1: Secuencia de la proteina Cry35Ab1 nativa completa.

SEQ ID n.° 2: Secuencia del corazon de la proteina Cry35Ab1 truncada con quimotripsina.
SEQ ID n.° 3: Secuencia de la proteina Cry3Ba1 nativa completa.

SEQ ID n.° 4: Secuencia del corazén de la proteina Cry3Ba1 tras tripsina.

SEQ ID n.° 5: Secuencia de la proteina Cry34Ab1 nativa completa.

Descripcion detallada

La secuencia de las proteinas Cry34Ab/35Ab se puede obtener del aislado de Bacillus thuringiensis PS149B1,
por ejemplo. Para otros genes, secuencias de las proteinas y aislados originales para ser usados de acuerdo con
la presente invencién, véase Crickmore et al., sitio web lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/intro.html,
por ejemplo.

La presente invencion incluye el uso de proteinas insecticidas Cry34Ab/35Ab en combinacion con una toxina
Cry3Ba para proteger el maiz del dafo y la pérdida de rendimiento ocasionados por servir de alimento para la
diabrética de la raiz del maiz a las poblaciones de diabréticas de la raiz del maiz que podrian desarrollar
resistencia a cualquiera de estos sistemas de proteinas Cry por separado (sin los otros).

La presente invencion da a conocer, asi pues, pilas para la gestion de resistencias en los insectos (GRI) para
impedir que la diabroética de la raiz del maiz desarrolle resistencia contra Cry3Ba y/o Cry34Ab/35Ab.

La presente descripcion da a conocer composiciones para controlar las plagas de la diabrética de la raiz que
comprenden células que producen una proteina de tipo toxina Cry3Ba y un sistema de toxinas Cry34Ab/35Ab.
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La invencion comprende ademas un hospedador transformado que produce tanto una proteina Cry3Ba como una
toxina binaria Cry34Ab/35Ab, en donde dicho hospedador es un microorganismo o una célula vegetal.

Ademas, se pretende que la invencion dé a conocer un método para controlar las plagas de diabréticas de la raiz
que comprenden poner en contacto dichas plagas o el entorno de dichas plagas con una cantidad eficaz de una
composicion que contiene una proteina Cry3Ba y ademas contiene una toxina binaria Cry34Ab/35Ab.

Una realizacion de la invencion comprende una planta de maiz que comprende un gen que se puede expresar en
las plantas que codifica una toxina binaria Cry34Ab/35Ab y un gen que se puede expresar en las plantas que
codifica una proteina Cry3Ba, y semillas de tal planta.

Otra realizaciéon mas de la invencién comprende una planta del maiz en donde un gen que se puede expresar en
las plantas que codifica una toxina binaria Cry34AB/35Ab y un gen que se puede expresar en las plantas que
codifica una proteina Cry3Ba se han transferido por introgresion en dicha planta de maiz, y semillas de tal planta.

Tal y como se describe en los ejemplos, los estudios de fijacién competitiva al receptor con el uso del corazén de
la proteina de la toxina Cry35Ab radiomarcada muestran que el corazén de la proteina de la toxina Cry3Ba no
compite por la fijacién en las muestras de tejido de insecto DRM al cual se fija la Cry35Ab. Véase la figura 2.
Estos resultados indican que la combinacion de las proteinas Cry3Ba y Cry34Ab/35Ab es un medio eficaz para
mitigar el desarrollo de la resistencia en poblaciones de DRM a cualquier sistema de proteinas por separado.

Asi pues, basandose en parte en los datos descritos mas arriba y en otra parte de la presente memoria, las
proteinas Cry34Ab/35Ab y Cry3Ba se pueden utilizar para producir combinaciones de GRI para la prevencion o
mitigacion del desarrollo de resistencia por la DRM. Se pueden afadir otras proteinas a esta combinacion para
expandir el espectro insecto-control, por ejemplo. La combinacion en cuestion (de las proteinas Cry34Ab/35Ab y
Cry3Ba) también se puede utilizar en algunas «pilas triples» o «piramides» preferidas en combinacién con aun
otra proteina para controlar las diabroticas de la raiz, tales como Cry3Aa y/o Cry6Aa; asi pues, tales
combinaciones adicionales darian a conocer muchos modos de accion contra una diabrética de la raiz. La iARN
contra las diabréticas de la raiz es otra opcion mas. Véase, p. €j., Baum et al., Nature Biotechnology, vol. 25, n.°
11 (noviembre de 2007), pags. 1322-1326.

A la luz de la descripcién del documento USSN 61/327.240 (registrado el 23 de abril de 2010) en relacién con las
combinaciones de las proteinas Cry34Ab/35Ab y Cry3Aa, la USSN 61/388.273 (registrada el 30 de septiembre
de 2010) en relacion con las combinaciones de las proteinas Cry34Ab/35Ab y Cry6Aa, y la USSN 61/477.447
(registrada el 20 de septiembre de 2011) en relacion con las combinaciones de las proteinas Cry3Aa y Cry6Aa,
algunas «pilas triples» o «muchos modos de pilas de accién» preferidos de la presente invencion incluyen una
proteina Cry3Ba combinada con las proteinas Cry34Ab/35Ab, junto con una proteina Cry6Aa y/o una proteina
Cry3Aa. Las plantas transgénicas, entre ellas el maiz, que comprenden un gen de cry3Ba, genes de
Cry34Ab/35Ab y un tercer o cuarto sistema de toxinas (p. €j., uno o varios genes de Cry3Aa y/o Cry6Aa) quedan
incluidos dentro del alcance de la presente invencion. Asi pues, tales realizaciones actian selectivamente sobre
el insecto mediante al menos tres modos de accion.

Las opciones de implantacion de la presente invencion incluyen el uso de las proteinas Cry3Ba y Cry34Ab/35Ab
en las regiones de cultivo de maiz donde Diabrotica spp. causa problemas. Otra opcion de implantacién seria
utilizar uno o ambas proteinas Cry3Ba y Cry34Ab/35Ab en combinacién con otros rasgos.

El experto en la técnica apreciara que las toxinas B, incluso dentro de determinadas clases, tales como Cry3Ba
y Cry34Ab/35Ab, pueden variar en cierto grado.

Genes y toxinas. El término «aislado» hace referencia a un polinucleétido en una construccion que se produce
por medios no naturales, o a una proteina en un estado purificado o, si no, producida por medios no naturales.
Los genes y toxinas utiles de acuerdo con la presente invencion incluyen no solo las secuencias completas
descritas, sino también fragmentos de estas secuencias, variantes, mutantes y proteinas de fusion que
conservan la actividad plaguicida caracteristica de las toxinas que se muestran de ejemplo concreto en la
presente memoria. Tal y como se utiliza en la presente memoria, los términos «variantes» y «variaciones» de
genes hacen referencia a secuencias de nucleétidos que codifican las mismas toxinas, o que codifican toxinas
equivalentes, que tienen actividad plaguicida. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «toxinas
equivalentes» hace referencia a las toxinas que tienen la misma, o esencialmente la misma, actividad bioldgica
que las toxinas reivindicadas contra las plagas deseadas. Esto se aplica a las Cry3 y a las Cry34/35, asi como a
las Cry6 (si se utilizan en pilas triples/multiples), de acuerdo con la presente invencion. Los dominios o
subdominios de estas proteinas se pueden intercambiar para hacer proteinas quiméricas. Véanse, p. €j., las
patentes de los EE. UU. n.°® 7.309.785 y 7.524.810 con respecto a las proteinas Cry34/35. La patente '785
también da a conocer proteinas Cry35 truncadas. Las toxinas truncadas también se muestran de ejemplo en la
presente memoria.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, los bordes representan aproximadamente el 95% (las Cry3Ba, y las
Cry34Ab y Cry35Ab), el 78% (las Cry3B, y las Cry34A y Cry35A) y el 45% (las Cry6, y las Cry34 y Cry35) de
identidad de secuencia, segun «Revision of the Nomenclature for the Bacillus thuringiensis Pesticidal Crystal
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Proteins», N. Crickmore, D. R. Zeigler, J. Feitelson, E. Schnepf, J. Van Rie, D. Lereclus, J. Baum y D. H. Dean.
Microbiology and Molecular Biology Reviews (1998) vol. 62: 807-813. Lo mismo se aplica a las Cry3A y/o Cry6 si
se utilizan en pilas triples/multiples, por ejemplo, de acuerdo con la presente invencion.

Sera evidente para el experto en esta técnica que los genes que codifican las toxinas activas se pueden
identificar y obtener mediante varios métodos. Los genes, o porciones de genes, especificos que se muestran de
ejemplo en la presente memoria se podrian obtener de los aislados depositados en un deposito de cultivos.
Estos genes, o porciones, o variantes de los mismos, también se podrian construir por medios sintéticos, por
ejemplo, mediante el uso de un sintetizador de genes. Las variaciones de los genes se podrian construir con
facilidad mediante técnicas estandares para realizar mutaciones puntuales. De igual forma, se pueden fabricar
fragmentos de estos genes mediante las exonucleasas o endonucleasas disponibles en el mercado de acuerdo
con los procedimientos estandares. Por ejemplo, las enzimas, tales como Bal31, o la mutagénesis especifica de
sitio se pueden utilizar para retirar sistematicamente nucleétidos desde los extremos de estos genes. Los genes
que codifican fragmentos activos también se podrian obtener mediante una serie de enzimas de restriccion. Las
proteasas se podrian utilizar para obtener directamente fragmentos activos de estas toxinas proteicas.

Los fragmentos que conservan la actividad plaguicida de las toxinas de ejemplo estarian dentro del alcance de la
presente invencion. De igual forma, debido a la redundancia del cddigo genético, una serie de secuencias de
ADN diferentes pueden codificar las secuencias de aminoacidos descritas en la presente memoria. Se encuentra
también dentro de los conocimientos del experto en la técnica el crear estas secuencias de ADN alternativas que
codifican las mismas, o esencialmente las mismas, toxinas. Estas secuencias de ADN variantes se encuentran
dentro del alcance de la presente invencion. Tal y como se utiliza en la presente memoria, la referencia a
secuencia «esencialmente la misma» hace referencia a las secuencias que tienen sustituciones, deleciones,
adiciones o inserciones de aminoacidos que no alteran materialmente la actividad plaguicida. Los fragmentos de
genes que codifican proteinas que conservan la actividad plaguicida también quedan incluidas en esta definicion.

Otro método para identificar los genes que codifican las toxinas y las porciones de genes Utiles de acuerdo con la
invencion en cuestion es a través del uso de sondas oligonucleotidicas. Estas sondas son secuencias
nucleotidicas detectables. Estas secuencias podrian ser detectables en virtud de una marcacién idénea o podrian
hacerse fluorescentes inherentemente, tal y como se describe en la solicitud de patente internacional n.° WO
93/16094. Tal y como se conoce bien en la técnica, si la molécula de sonda y la muestra de acido nucleico se
hibridan formando una unién fuerte entre las dos moléculas, se puede suponer razonablemente que la sonda y la
muestra tienen una homologia sustancial. Preferiblemente, la hibridacion se realiza en condiciones rigurosas
mediante las técnicas bien conocidas en el campo, tal y como se describe, por ejemplo, en Keller, G. H., M. M.
Manak (1987) DNA Probes, Stockton Press, Nueva York, N. Y., pags. 169-170. Algunos ejemplos de
concentraciones de sales y combinaciones de temperaturas son como las que siguen (en orden de rigor
creciente): SSPE o SSC a 2x a temperatura ambiente; SSPE 0 SSC a 1x a 42 °C; SSPE 0 SSC a 0,1x a 42 °C;
SSPE o0 SSC a 0,1x a 65 °C. La deteccion de la sonda da a conocer un medio para determinar de una manera
conocida si se ha producido la hibridaciéon. Tal analisis de sonda da a conocer un método rapido para identificar
los genes que codifican las toxinas de la presente invencion. Los segmentos de nucleétidos que se utilizan como
sondas de acuerdo con la invencion se pueden sintetizar con el uso de un sintetizador de ADN y procedimientos
estandares. Estas secuencias de nucleétidos también se pueden utilizar como cebadores de PCR para amplificar
genes de la presente invencion.

Toxinas variantes. Determinadas toxinas de la presente invencion se han mostrado de ejemplo especifico en la
presente memoria. Ya que estas toxinas son simplemente de ejemplo de las toxinas de la presente invencion,
resultara claramente evidente que la presente invencion comprende toxinas variantes o equivalentes (y
secuencias de nucledtidos que codifican toxinas equivalentes) que tienen la misma o parecida actividad
plaguicida a la de la toxina de ejemplo. Las toxinas equivalentes tendran una homologia de aminoacidos con una
toxina de ejemplo. Esta identidad de aminoacidos sera tipicamente mayor del 75%, o preferiblemente mayor del
85%, preferiblemente mayor del 90%, preferiblemente mayor del 95%, preferiblemente mayor del 96%,
preferiblemente mayor del 97%, preferiblemente mayor del 98% o preferiblemente mayor del 99%, en algunas
realizaciones. La identidad de aminoacidos sera tipicamente la mas alta en las regiones criticas de la toxina que
responden de la actividad biologica o que estan implicadas en la determinacion de la configuracion tridimensional
que a la postre es responsable de la actividad biolégica. En este sentido, resultan aceptables determinadas
sustituciones de aminoacidos y cabe esperar que estas sustituciones estén en regiones que no son criticas para
la actividad, o que sean sustituciones conservativas de aminoacidos que no alteran la configuracion
tridimensional de la molécula. Por ejemplo, los aminoacidos se podrian colocar en las siguientes clases: no polar,
polar sin carga, basico y acido. Las sustituciones conservativas mediante las cuales un aminoacido de una clase
es remplazado por otro aminoacido del mismo tipo caen dentro del alcance de la presente invencion, siempre y
cuando la sustitucion no altere materialmente la actividad bioldgica del compuesto. La tabla 1 da a conocer una
lista de ejemplos de aminoacidos que pertenecen a cada clase.
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Tabla 1. Clases de aminoacidos con ejemplos de los aminoacidos que pertenecen a cada clase

Clase de aminoacido Ejemplos de aminoacidos

No polar Ala, Val, Leu, lle, Pro, Met, Phe, Trp
Polar sin carga Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn
Acido Asp, Glu

Basico Lys, Arg, His

En algunos casos, se pueden realizar también sustituciones no conservativas. El factor critico es que estas
sustituciones no deben retirar, de manera significativa, actividad bioldgica a la toxina.

Hospedadores recombinantes. Los genes que codifican las toxinas de la presente invencion se pueden introducir
en una amplia gama de hospedadores microbianos o vegetales. La expresion del gen de la toxina da lugar,
directa o indirectamente, a la produccién intracelular y al mantenimiento del plaguicida. Para crear una cepa Bt
que expresa ambas toxinas de la presente invencién se pueden utilizar la transferencia por conjugacion y la
transferencia por recombinacion. Otros organismos hospedadores también se podrian transformar con uno o
ambos de los genes de las toxinas y utilizarse entonces para llevar a cabo el efecto sinérgico. Mediante los
hospedadores microbianos idoneos, p. €j., Pseudomonas, los microorganismos se pueden aplicar al sitio de la
plaga, donde proliferaran y seran ingeridos. El resultado es el control de la plaga. Como alternativa, el
microorganismo que alberga el gen de la toxina se puede tratar en las condiciones que prolongan la actividad de
la toxina y estabilizan la célula. La célula tratada, que conserva la actividad toxica, se puede aplicar entonces al
entorno de la plaga que se desea tratar. Las células vegetales no regenerables/no totipotentes de una planta de
la presente invencién (que comprende al menos uno de los genes de GRI en cuestiéon) quedan incluidas dentro la
presente invencion.

Transformacion de plantas. Una realizacion preferida de la presente invencién es la transformaciéon de plantas
con genes que codifican la proteina insecticida en cuestion o sus variantes. Las plantas transformadas son
resistentes al ataque por una plaga de insectos a combatir en virtud de la presencia de cantidades controladoras
de la proteina insecticida en cuestidon o sus variantes en las células de la planta transformada. Al incorporar el
material genético que codifica las propiedades insecticidas de las toxinas insecticidas B.t. en el genoma de una
planta que sera comida por una plaga de insectos concreta, el adulto o las larvas moririan después de consumir
la planta alimenticia. Se han transformado numerosos miembros de taxones de monocotiledoneas vy
dicotiledoneas. Los cultivos agrondmicos transgénicos, asi como frutas y verduras, son de interés comercial.
Tales cultivos incluyen, pero sin limitarse a ellos, maiz, arroz, sojas, colza, girasol, alfalfa, sorgo, trigo, algodon,
cacahuetes, tomates, patatas y similares. Existen varias técnicas para introducir material genético foraneo en las
células vegetales, y para obtener plantas que mantienen y expresan de manera estable el gen introducido. Tales
técnicas incluyen la aceleracion del material genético en forma de revestimiento de las microparticulas
directamente al interior de las células (patente de los EE. UU. n.° 4.945.050 y patente de los EE. UU. n.°
5.141.131). Las plantas se podrian transformar con tecnologia de Agrobacterium, véanse la patente de los EE.
UU. n.° 5.177.010, la patente de los EE. UU. n.° 5.104.310, la solicitud de patente europea n.° 0131624 B1, la
solicitud de patente europea n.° 120516, la solicitud de patente europea n.° 159418 B1, la solicitud de patente
europea n.° 176112, la patente de los EE. UU. n.° 5.149.645, la patente de los EE. UU. n.° 5.469.976, la patente
de los EE. UU. n.° 5.464.763, la patente de los EE. UU. n.° 4.940.838, la patente de los EE. UU. n.° 4.693.976, la
solicitud de patente europea n.° 116718, la solicitud de patente europea n.° 290799, la solicitud de patente
europea n.° 320500, la solicitud de patente europea n.° 604662, la solicitud de patente europea n.° 627752, la
solicitud de patente europea n.° 0267159, la solicitud de patente europea n.° 0292435, la patente de los EE. UU.
n.° 5.231.019, la patente de los EE. UU. n.° 5.463.174, la patente de los EE. UU. n.° 4.762.785, |la patente de los
EE. UU. n.° 5.004.863 Y la patente de los EE. UU. n.° 5.159.135. Ofra tecnologia de transformacién incluye la
tecnologia WHISKERS™, véase la patente de los EE. UU. n.° 5.302.523 y la patente de los EE. UU. n.°
5.464.765. También se ha utilizado la tecnologia de electroporacion para transformar las plantas, véanse la
solicitud de patente internacional WO 87/06614, la patente de los EE. UU. n.° 5.472.869, la patente de los EE.
UU. n.° 5.384.253, la solicitud de patente internacional WO 9209696 y la solicitud de patente internacional WO
9321335. Ademas de las numerosas tecnologias para transformar las plantas, podria variar también el tipo de
tejido que se pone en contacto con los genes foraneos. Tal tejido incluiria, pero sin limitacion, tejido embriogénico,
tejido de callo de tipos | y Il, hipocoétilo, meristemo y similares. Casi todos los tejidos vegetales se podrian
transformar durante la desdiferenciacion con las técnicas apropiadas dentro de los conocimientos del experto.

Los genes que codifican cualquiera de las toxinas en cuestion se pueden insertar en las células vegetales con
una serie de técnicas que se conocen bien en el campo, tal y como esta descrito mas arriba. Por ejemplo, un
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gran numero de vectores de clonacién que comprenden un marcador que permite la seleccion de las células
microbianas transformadas y un sistema de replicacion que funciona en Escherichia coli estan disponibles para
preparar y modificar genes foraneos para la introduccion en las plantas superiores. Tales manipulaciones podrian
incluir, por ejemplo, la inserciéon de mutaciones, truncamientos, adiciones o sustituciones que se deseen para el
uso al que estan destinadas. Los vectores comprenden, por ejemplo, pBR322, la serie pUC, la serie M13mp,
pACYC184, etc. En consecuencia, la secuencia que codifica la proteina Cry o sus variantes se puede insertar en
el vector en un sitio de restriccion idéneo. El plasmido resultante se utiliza para la transformacion de células de E.
coli, en donde dichas células se cultivan en un medio de nutrientes idéneo, y a continuacion se recogen y se lisan
para que se recuperen cantidades manejables del plasmido. El analisis de secuencias, el andlisis de fragmentos
de restriccion, la electroforesis y otros métodos bioquimicos o de biologia molecular se llevan a cabo por lo
general como métodos de andlisis. Después de cada manipulacion, se puede escindir la secuencia de ADN
utilizada y luego se une a la siguiente secuencia de ADN. Cada secuencia de ADN manipulada se puede clonar
en el mismo plasmido u otros distintos.

Se ha investigado en profundidad el uso de vectores que contienen ADN-T para transformar las células vegetales
y esta lo suficientemente descrito en la patente europea EP 120516; en Lee y Gelvin (2008), en Fraley et al.
(1986) y en An et al. (1985), y ya esta bien consolidado en el campo de la técnica.

Una vez que el ADN insertado se ha integrado en el genoma de la planta, es relativamente estable a lo largo de
las generaciones venideras. El vector utilizado para transformar la célula vegetal suele contener un gen marcador
de seleccion que codifica una proteina que confiere a las células vegetales transformadas resistencia a un
plaguicida o a un antibiético, tal como bialafos, kanamicina, G418, bleomicina o higromicina, entre otros. El
marcador de seleccion empleado individualmente debe permitir en consecuencia la seleccion de las células
transformadas, mientras que el crecimiento de las células que no contienen el ADN insertado queda suprimido
por el compuesto selectivo.

Estan disponibles un gran ndmero de técnicas para introducir el ADN en una célula vegetal hospedadora. Estas
técnicas incluyen la transformacion con ADN-T introducido por Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium
rhizogenes como el agente de transformacion. Ademas, se puede utilizar la fusion de los protoplastos vegetales
con liposomas que contienen el ADN a introducir, la inyeccion directa del ADN, la transformacion de la biolistica
(bombardeo de microparticulas) o la electroporacion, asi como otros métodos posibles.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las plantas se transformaran con genes en los que el uso
de codones de la regién codificante de la proteina ha sido optimizado para las plantas. Véase, por ejemplo, la
patente de los EE. UU. n.° 5.380.831. De igual forma, ventajosamente, se utilizaran plantas que codifican una
toxina truncada. La toxina truncada tipicamente codificara aproximadamente del 55% a aproximadamente el 80%
de la toxina completa. Se conocen en la técnica los métodos para crear los genes B.t. sintéticos para ser usados
en las plantas (Stewart, 2007).

Independientemente de la técnica de transformacion, el gen se incorpora preferiblemente en un vector de
transferencia de genes adaptado para expresar los genes B.t. de las toxinas insecticidas y sus variantes en la
célula vegetal al incluir en el vector un promotor de plantas. Ademas de los promotores de plantas, se pueden
utilizar con eficacia los promotores de muchas procedencias para expresar los genes foraneos en las células
vegetales. Por ejemplo, se podrian utilizar promotores de origen bacteriano, tal como el promotor de la octopina
sintasa, el promotor de la nopalina sintasa y el promotor de la manopina sintasa. Los promotores que no son de
Bacillus thuringiensis se pueden utilizar en algunas realizaciones preferidas. Se podrian utilizar promotores
procedentes de virus de plantas, por ejemplo, los promotores 35S y 19S del virus del mosaico de la coliflor, un
promotor del virus del mosaico de la vena de la yuca, y similares. Los promotores vegetales incluyen, pero sin
limitarse a ellos, la subunidad pequefia de la ribulosa-1,6-bisfosfato (RUBP) carboxilasa, el promotor de la {3-
conglicinina, el promotor de la faseolina, el promotor de la ADH (alcohol deshidrogenasa), los promotores de
choque térmico, el promotor del ADF (factor de despolimerizacion de la actina), el promotor de la ubicuitina, el
promotor de la actina y promotores especificos de tejido. Los promotores también podrian contener determinadas
secuencias de elementos potenciadores que podrian mejorar la eficacia de la transcripcion. Los potenciadores
tipicos incluyen, pero sin limitarse a ellos, ADH1-intron 1 y ADH1-intron 6. Se podrian utilizar promotores
constitutivos. Los promotores constitutivos dirigen la expresion génica continua en casi todos los tipos de células
y en casi cualquier momento (p. €j., actina, ubicuitina, CaMV 35S). Los promotores especificos de tejido son
responsables de la expresion génica en determinados tipos de células o tejidos, tales como las hojas o las
semillas (p. ej., promotores de zeina, oleosina, napina, ACP [proteina transportadora de acilos]) y se podrian
utilizar estos promotores. También se podrian utilizar promotores que son activos durante una determinada etapa
del desarrollo de las plantas, asi como activos en tejidos y érganos especificos de la planta. Ejemplos de tales
promotores incluyen, pero sin limitarse a ellos, los promotores que son especificos de la raiz, especificos del
polen, especificos del embridn, especificos de la barba del maiz, especificos de la fibra del algodon, especificos
del endospermo de las semillas, especificos del floema, y similares.

En determinadas circunstancias, podria ser deseable la utilizacién de un promotor inducible. Un promotor
inducible es responsable de la expresion de genes en respuesta a una sefial especifica, tal como: estimulo fisico
(p. €j., genes de choque térmico); luz (p. ej., RUBP carboxilasa); hormona (p. €j., glucocorticoide); antibiético (p.
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€j., tetraciclina); metabolitos; y estrés (p. ej., sequia). Se podrian utilizar otros elementos de transcripcion y
traduccion deseables que funcionan en las plantas, tal como secuencias lider sin traducir en 5’, secuencias de
terminacion de la transcripcion del ARN y secuencias sefial de adicion de poliadenilato. Se conocen bien en la
técnica numerosos vectores de transferencia de genes especificos de plantas.

Los cultivos transgénicos que contienen rasgos de resistencia a insectos (RI) son prevalentes en las plantas de
maiz y algodon por toda América del Norte, y el uso de estos rasgos se esta expandiendo globalmente. Los
cultivos transgénicos comerciales que combinan rasgos de Rl y tolerancia a herbicidas (TH) han sido
desarrollados por muchas empresas de semillas. Estos incluyen combinaciones de rasgos de RI conferidos por
las proteinas insecticidas de B.t. y rasgos de TH, tales como la tolerancia a inhibidores de la acetolactato sintasa
(ALS), tales como sulfonilureas, imidazolinonas, triazolopirimidina, sulfonanilidas y similares, inhibidores de la
glutamina sintetasa (GS), tales como bialafos, glufosinato y similares, inhibidores de la 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (HPPD), tales como mesotriona, isoxaflutol y similares, inhibidores de la 5-enopiruvilshikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS), tales como el glifosato y similares, e inhibidores de la acetilcoenzima A carboxilasa
(AACasa), tales como haloxifop, quizalofop, diclofop y similares. Se conocen otros ejemplos en los que las
proteinas proporcionadas de manera transgénica proporcionan a la planta tolerancia a clases quimicas de
herbicidas, tales como los herbicidas fenoxiacidos y herbicidas de piridiloxiacetatos de auxina (véase la solicitud
de patente internacional WO 2007/053482 A2), o herbicidas fenoxiacidos y herbicidas de ariloxifenoxipropionatos
(véase la solicitud de patente internacional WO 2005/107437 A2, A3). La capacidad para controlar varios
problemas de plagas a través de los rasgos de Rl es un valioso concepto de producto comercial y se resalta la
comodidad de este concepto de producto si los rasgos de control de los insectos y los rasgos de control de malas
hierbas estan reunidos en la misma planta. Ademas, se podria mejorar su valor a través de combinaciones en
una sola planta de rasgos de RI conferidos por una proteina insecticida de B.t., tal como la que es objeto de la
presente invencioén, con uno o varios rasgos de TH adicionales, tales como los mencionados mas arriba, mas uno
o varios rasgos de entrada adicionales (p. €j., otra resistencia a insectos conferida por derivados de B.t. u otras
proteinas insecticidas, resistencia a insectos conferida por mecanismos tales como la iARN y similares,
resistencia a los nematodos, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés, mejora de la utilizacion del
nitrégeno, y similares) o rasgos de salida (p. €j., alto contenido de aceites, composicion saludable del aceite,
mejora nutricional, y similares). Tales combinaciones se podrian obtener bien a través de la mejora genética
convencional (pila para mejora) o junto a una nueva transformacion que implicaria la introduccion simultanea de
varios genes (pila molecular). Los beneficios incluyen la capacidad de gestionar las plagas de insectos y mejorar
el control de las malas hierbas en una planta de cultivo que proporciona beneficios secundarios al productor y/o
al consumidor. Asi pues, la presente invencion se puede utilizar en combinacidon con otros rasgos para
proporcionar un paquete agronémico completo de mejora de la calidad del cultivo con la capacidad para controlar
de manera flexible y rentable cualquier cantidad de problemas agronémicos.

Las células transformadas crecen dentro de las plantas de la manera usual. Pueden formar células germinales y
transmitir el rasgo o rasgos transformados a las plantas de la progenie.

Tales plantas se pueden hacer crecer de la manera normal y se pueden cruzar con plantas que tienen los
mismos factores hereditarios transformados u otros factores hereditarios. Los individuos hibridos resultantes
tienen las correspondientes propiedades fenotipicas.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las plantas se transformaran con genes en los que el uso
de codones esta optimizado para las plantas. Véase, por ejemplo, la patente de los EE. UU. n.° 5.380.831.
Ademas, los métodos para crear genes de Bt sintéticos para ser usados en las plantas se conocen bien en la
técnica (Stewart y Burgin, 2007). Un ejemplo no limitante de una planta transformada preferida es una planta de
maiz fértil que comprende un gen que se puede expresar en una planta que codifica una proteina Cry3Ba, y
ademas comprende un segundo conjunto de genes que se pueden expresar en una planta que codifican las
proteinas Cry34Ab/35Ab.

La transferencia (o introgresion) del rasgo o de los rasgos determinados por Cry3Ba y Cry34Ab/35Ab a las lineas
de maiz endogamicas se puede conseguir mediante la seleccion recurrente tras mejora genética, por ejemplo,
mediante el retrocruzamiento. En este caso, un progenitor recurrente deseado se cruza primero con un donante
endogamico (el progenitor no recurrente) que lleva uno o varios genes apropiados para los rasgos determinados
por Cry. A continuacion, la progenie de este cruzamiento se retrocruza con el progenitor recurrente, a lo que
sigue la seleccion de la progenie resultante en funciéon del uno o varios rasgos que se desea que se transfieran
desde el progenitor no recurrente. Después de tres, preferiblemente cuatro, mas preferiblemente cinco o mas
generaciones de retrocruzamientos con el progenitor recurrente con seleccion por el uno o varios rasgos
deseados, la progenie sera heterocigota para los locus que controlan el uno o varios rasgos que se han de
transferir, pero sera como el progenitor recurrente para la mayoria o casi todos los otros genes (véase, por
ejemplo, Poehlman & Sleper (1995) Breeding Field Crops, 4.2 edicion, 172-175; Fehr (1987) Principles of Cultivar
Development, vol 1: «Theory and Technique», 360-376).

Estrategias de gestion de la resistencia en los insectos (GRI). Roush et al., por ejemplo, resumen estrategias de
dos toxinas, también denominadas «piramidacion» o «apilamiento», para la gestion de cultivos transgénicos
insecticidas (The Royal Society. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B. (1998) 353, 1777-1786).
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En su sitio web, la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos
(epa.gov/oppbppd1/biopesticides/pips/bt_corn_refuge 2006.htm) publica las siguientes exigencias para dar a
conocer refugios no transgénicos (a saber, que no sean B.t.) (un bloque de cultivos que no son Bf/maiz) para ser
usados con cultivos transgénicos que producen una sola proteina Bt activa contra las plagas a combatir.

«Los requisitos estructurados especificos para productos de maiz protegidos con Bt (Cry1Ab o Cry1F) contra el
taladro del maiz son los siguientes:

Refugios estructurados: 20% de refugio de maiz Bt no resistente a lepidéptero en la Zona del Maiz
estadounidense;

50% de refugio de Bt no resistente lepiddptero en la Zona del Maiz estadounidense;
Bloques:
Interno (a saber, en el campo de Bt)

Externo (a saber, campos separados por menos de 0,5 millas (0,25 millas, si es posible) del campo de
Bt para elevar al maximo el cruzamiento al azar)

Franjas dentro del campo

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

Ademas, la Asociacion Estadounidense de Agricultores del Maiz, en su sitio web (ncga.com/insect-resistance-
management-fact-sheet-bt-corn) también da a conocer unas directrices similares en cuanto a las exigencias de
los refugios. Por ejemplo:

«Requisitos de GRI del taladro del maiz:

- Plantar al menos el 20% de los acres de maiz con hibridos de refugio
- En las regiones productoras de algodon, el refugio debe ser del 50%
- Se deben plantar a menos de 0,5 millas de los hibridos de refugio

- El refugio se puede plantar como franjas en el campo de Bt; las franjas de refugio deben tener al menos 4 filas
de ancho

- El refugio se podria tratar con plaguicidas convencionales solo si los umbrales econémicos se alcanzan para el
insecto a combatir

- Los insecticidas pulverizables basados en Bt no se pueden utilizar en el maiz de refugio
- El refugio adecuado se debe plantar en cada finca con el maiz Bt».

Tal y como declaran Roush et al. (en las paginas 1780 y 1784, columna derecha, por ejemplo), el apilamiento o
piramidacion de dos proteinas diferentes, cada una eficaz contra las plagas a combatir y con poca o ninguna
resistencia cruzada, puede permitir el uso de un refugio mas pequefio. Roush sugiere que para una pila
satisfactoria, un tamafo del refugio de menos del 10% puede proporcionar una gestion de la resistencia
comparable a aproximadamente un refugio del 50% para un solo rasgo (no piramidado). Para los productos de
maiz Bt piramidados disponibles en la actualidad, la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los EE. UU.
exige que se plante un refugio significativamente menos estructurado (por lo general, del 5%) de maiz no Bt que
para los productos de un solo rasgo (por lo general, del 20%).

Hay muchas maneras de dar a conocer los efectos de la GRI de un refugio, que incluye diferentes patrones de
plantacion geométrica en los campos (tal y como se menciond mas arriba) o en mezclas de semillas dentro de
bolsas, tal y como se explica con mas detalle en Roush et al. (véase mas arriba) y en la patente de los EE. UU.
n.° 6.551.962.

Los porcentajes de mas arriba, o relaciones de refugios parecidas, se pueden utilizar para las pilas o piramides
dobles o triples en cuestion. Ya que la presente invencién da a conocer muchos modos de accién no competitivos
contra un insecto a combatir de la diabrética de la raiz del maiz, la presente invenciéon podria dar a conocer un
«refugio cero», es decir, un campo que carece de plantas refugio (porque no son necesarias). Tipicamente, se
exige un permiso para los campos transgénicos de B.t. tipicos de mas de aproximadamente 10 acres. Asi pues,
la presente invencion incluye un campo de 10 acres o mas con un «refugio cero» o plantas no Bt; a los campos
de este tamario se les exigia anteriormente que tuvieran un refugio no Bt significativo.

A continuacion, vienen unos ejemplos que ilustran los procedimientos para llevar a la practica la invencion. No se
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debe considerar que estos ejemplos sean limitantes. Todos los porcentajes son en peso y todas las proporciones
de mezclas de solventes son en volumen, a menos que se indique otra cosa. Todas las temperaturas son en
grados Celsius.

A menos que se indique especificamente o esté implicito, los términos «un», «una» y «el» significan «al menos
unoy, tal y como se utilizan en la presente memoria.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de los plasmidos de expresion que codifican las toxinas Cry34Ab1, Cry35Ab1 vy
Cry3Ba1 completas

Se utilizaron métodos de clonaciéon estandares para la construccion de los plasmidos de expresion de
Pseudomonas fluorescens (Pf) manipulados genéticamente para que produzcan las proteinas Cry completas
Cry34Ab1, Cry35Ab1 y Cry3bA1, respectivamente. Se utilizaron las endonucleasas de restriccion de New
England BioLabs (NEB; Ipswich, MA) para la digestién del ADN y se utilizé la ADN—Iligasa de T4 de Invitrogen
para la ligacion del ADN. Se realizaron preparaciones plasmidicas con el kit Midi para plasmidos (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Los fragmentos de ADN se purificaron con el cartucho Ultrafree®-DA
de Millipore (Billerica, MA) después de la electroforesis en gel de agarosa en Tris-acetato. La estrategia basica
de clonacién supuso la subclonacién de las secuencias codificantes (CDS, por su nombre en inglés) de las
proteinas completas Cry34Ab1 y Cry35Ab1 en el pMYC1803 entre los sitios de restriccion Spel y Xhol (o Xbal), y
la CDS de una proteina completa Cry3Ba1 en el pMYC1050 entre los sitios de restriccion Kpnl y Xbal,
respectivamente, mediante lo cual se coloca su expresion bajo el control del promotor Pfac y del terminador
rmBT1T2 del plasmido pKK223-3 (PL Pharmacia, Milwaukee, WI), respectivamente. El pMYC1803 es un
plasmido de numero medio de copias con el origen de replicacion RSF1010, un gen de resistencia a la
tetraciclina, y un sitio de fijacion del ribosoma delante del sitio de reconocimiento de las enzimas de restriccion
entre los que se pueden introducir los fragmentos de ADN que contienen la regién codificante de las proteinas
(solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2008/0193974). El plasmido de expresidon se transformé mediante
electroporacion en la cepa MB214 de P. fluorescens, se recuperé en el medio SOC con hidrolizado de soja, y se
sembro en placas con el medio LB (caldo de lisogenia) que contenia tetraciclina a 20 ug/ml. Los detalles de las
manipulaciones microbiolégicas estan disponibles en la solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2006/0008877, la
solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2008/0193974, y la solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2008/0058262.
La deteccion selectiva de las colonias ser realizd por la digestion del ADN plasmidico obtenido por
minipreparacién con enzimas de restriccion. El ADN plasmidico de los clones seleccionados que contenian los
insertos se secuencié mediante el contrato con un proveedor comercial de secuenciacion, tal como MWG Biotech
(Huntsville, AL). Los datos de las secuencias se ensamblaron y se analizaron con el programa informatico
SequencherwI (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI).

Ejemplo 2: Crecimiento y expresion

El analisis del crecimiento y de la expresién en matraces en agitacion para la produccioén de las toxinas Cry34Ab1,
Cry35Ab1 y Cry3Ba1 para la caracterizacion, que incluye la fijacion al receptor de Bt y el bioensayo con insectos,
se llevd a cabo mediante el crecimiento de las cepas de P. fluorescens que albergan las construcciones de
expresion (p. €j., el clon pMYC2593 para Cry34Ab1, el pMYC3122 para Cry35Ab1 y pMYC1177 para Cry3Ba1)
en matraces con agitacion. Los cultivos seminales que se hicieron crecer en el medio LB complementado con
tetraciclina a 20 yg/ml se utilizaron para inocular 200 ml del mismo medio con tetraciclina a 20 ug/ml. La
expresion de las toxinas Cry34Ab1, Cry35Ab1 y Cry3Ba1 impulsadas por el promotor Ptac se indujo mediante la
adicién del isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) después de la incubacion inicial de 24 horas a 30 °C con
agitacion. Se tomaron muestras de los cultivos en el momento de la induccion y en diferentes momentos después
de la induccion. La densidad celular se midié6 mediante la densidad éptica a 600 nm (DOeoo).

Ejemplo 3: Fraccionamiento celular y analisis por SDS-PAGE de muestras de matraces en agitacion

En cada momento de toma de muestra, la densidad celular de las muestras se ajusté a la DOggo = 20, y las
alicuotas de 1 ml se centrifugaron a 14000 x g durante cinco minutos. Los sedimentos celulares se congelaron a
—80 °C. Se generaron fracciones solubles e insolubles de las muestras congeladas de sedimentos de células del
matraz en agitacion con la solucion para extraccién de proteinas bacterianas EasylLyse™ (EPICENTRE®
Biotechnologies, Madison, WI). Cada sedimento celular se resuspendio en 1 ml de la solucion de EasyLyse™ vy
se diluy6 adicionalmente a 1:4 en el tampdn de lisis, y se incubd con agitacion a temperatura ambiente durante
30 minutos. El lisado se centrifugd a 14.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C y el sobrenadante se recuperé como
la fraccién soluble. El sedimento (fraccion insoluble) se resuspendid a continuacién en un volumen igual de
solucioén salina tamponada con fosfato (PBS; Na;HPO4 a 11,9 mM; NaCl a 137 mM, KCl a 2,7 mM, pH 7,4). Las
muestras se mezclaron 1:1 con el tampon de muestras de Laemmli a 2x que contenia B-mercaptoetanol y se
hirvié durante 5 minutos antes de la carga en geles NUPAGE® Novex® al 4-20% en Bis-Tris (Invitrogen®,
Carlsbad, CA). La electroforesis se realizé en el tampon XT MOPS recomendado. Los geles se tifieron con la
tincion segura SimplyBlue™ segun el protocolo del fabricante (Invitrogen®) y se tomaron imagenes con el
sistema de toma de imagenes Typhoon (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA).
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Ejemplo 4: Preparacion de cuerpos de inclusion

Se realizaron preparaciones de cuerpos de inclusion (Cl) de proteinas Cry en las células de fermentaciones de P.
fluorescens que producian la proteina insecticida B.f. insoluble, tal y como se demuestra por SDS-PAGE vy
MALDI-MS (desorcion e ionizacion por laser asistida por una matriz y espectrometria de masas). Los sedimentos
de fermentacion de P. fluorescens se descongelaron al bafio Maria a 37 °C. Las células se resuspendieron al
25% p/v en el tampdn de lisis [Tris a 50 mM, pH 7,5, NaCl a 200 mM, sal disédica de EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), Triton X-100 al 1% y ditiotreitol (DTT) a 5 mM] y se le afadieron 5 ml/l del coctel
inhibidor de proteasas bacterianas (P8465 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) antes de su uso. Las células se
suspendieron con un homogeneizador a la potencia mas baja (Tissue Tearor, BioSpec Products, Inc., Bartlesville,
OK). Se le ahadi¢ lisozima (25 mg de Sigma L7651, de la clara de huevo de pollo) a la suspension celular y se
mezclo con la ayuda de una espatula de metal, y la suspension se incubd a temperatura ambiente durante una
hora. La suspensién se enfrié en hielo durante 15 minutos, se expuso entonces a ultrasonidos en un Branson
Sonifier 250 (dos sesiones de 1 min, al 50% del ciclo de trabajo, salida del 30%). La lisis celular se comprob¢ al
microscopio. Se le afiadieron 25 mg mas de lisozima si era necesario, y se repitié la incubacion y la exposicion a
ultrasonidos. Cuando la lisis celular se confirmé al microscopio, el lisado se centrifugd a 11.500 x g durante 25
minutos (4 °C) para formar el sedimento de Cl, y se descartd el sobrenadante. El sedimento de Cl se
resuspendioé con 100 ml de tampdn de lisis, se homogeneizé con el mezclador manual y se centrifugé como mas
arriba. El sedimento de Cl se lavd repetidamente mediante resuspension (en 50 ml del tampén de lisis),
homogeneizacion, exposicion a ultrasonidos y centrifugacion, hasta que el sobrenadante se volvio incoloro y el
sedimento de Cl adquirié firmeza y se volvié de un color blanquecino. Para el lavado final, el sedimento de Cl se
resuspendid en agua destilada esterilizada por filtracion (0,22 ym) que contenia EDTA a 2 mM, y se centrifugoé. El
sedimento final se resuspendié en agua destilada esterilizada por filtracion que contenia EDTA a 2 mM y se
conservo en alicuotas de 1 mla -80 °C.

Ejemplo 5: Analisis y cuantificacion por SDS-PAGE

El analisis y la cuantificacion por SDS-PAGE de las proteinas en las preparaciones de Cl se realizaron mediante
la descongelacion de una alicuota de 1 ml del sedimento de Cl y la dilucion a 1:20 con agua destilada
esterilizada por filtracién. La muestra diluida se hirvié a continuacion con el tampén de muestras reductor a 4x
[Tris a 250 mM, pH 6,8, glicerol al 40% (v/v), azul de bromofenol al 0,4% (p/v), SDS al 8% (p/v) y B-
mercaptoetanol al 8% (v/v)] y se cargé en un gel Novex® del 4 al 20% de 12+2 pocillos en Tris-glicina
(Invitrogen®) migrado en el tampén Tris/glicina/SDS a 1x (Invitrogen®). El gel se migré durante
aproximadamente 60 min a 200 V y, a continuacion, se tifd y se destifid siguiendo los procedimientos de tincion
segura SimplyBlue™ (Invitrogen®). La cuantificacion de las bandas deseadas se realizo por comparacion de los
valores densitométricos de las bandas frente a las muestras de seroalbimina bovina (SAB) migradas en el
mismo gel para generar una curva estandar mediante el programa informatico Quantity One® de Bio-Rad®.

Ejemplo 6: Solubilizacion de los cuerpos de inclusion

Se centrifugaron 10 ml de las suspensiones de cuerpos de inclusion de los clones de P. fluorescens MR1253,
MR1636 y MR816 (que contienen de 50 a 70 mg/ml de las proteinas Cry34Ab1, Cry35Ab1 y Cry3Ba1,
respectivamente) a la mayor velocidad de una microcentrifuga modelo 5415C de Eppendorf® (aproximadamente
a 14.000 x g) para sedimentar las inclusiones. Se retird el sobrenadante de tampdn de conservacion y se
remplazé por 25 ml de tampén de acetato de sodio a 100 mM, pH 3,0, tanto para Cry34Ab1 como para Cry35Ab1,
y por el tampén de carbonato de sodio a 100 mM, pH 11, para la Cry3Ba1, en un tubo coénico de 50 ml,
respectivamente. Las inclusiones se resuspendieron con una pipeta y se sometieron a agitacion vorticial para
mezclarlas a fondo. Los tubos se colocaron en una plataforma de balanceo suave a 4 °C durante una noche para
extraer las proteinas completas Cry34Ab1, Cry35Ab1 y Cry3Ab1. Los extractos se centrifugaron a 30.000 x g
durante 30 min a 4 °C, y se guardaron los sobrenadantes resultantes (que contienen solubilizadas las proteinas
Cry completas).

Ejemplo 7: Truncamiento de las protoxinas completas

La Cry35Ab1 y la Cry3Bal completas se truncaron o digirieron con quimotripsina o tripsina para producir
fragmentos del corazén por quimotripsinacion o por tripsinacion, que son una forma activa de las proteinas. En
especial, la Cry35Ab1 completa solubilizada se incub6 con quimotripsina (de pancreas bovino) (Sigma, St. MO)
(a 50:1 de proteina Cry:enzima, p/p) en el tampdn de acetato de sodio a 100 mM, pH 3,0 (ejemplo 6), a 4 °C con
agitacion suave durante 2 o 3 dias, mientras que la Cry3Ba1 completa se incubd con tripsina (de pancreas
bovino) (Sigma, St. MO) (a 20:1 de proteina Cry:enzima, p/p) en el tampdn de carbonato de sodio a 100 mM, pH
11 (ejemplo 6), a temperatura ambiente durante 1 a 3 horas. El procesamiento proteolitico completo se confirmé
con el andlisis por SDS-PAGE. La masa molecular de la Cry35Ab1 completa era aproximadamente igual a 44
kDa y la de la Cry3Ba1 era aproximadamente igual a 73 kDa, y su corazon por quimotripsinacion o tripsinacion
era aproximadamente igual a 40 kDa y aproximadamente igual a 55 kDa, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos completa y del corazén por quimotripsinacion de la Cry35Ab1 se da a conocer como la SEQ ID n.° 1
yla SEQ ID n.° 2, y la secuencia de aminoacidos completa y del corazén por tripsinacion de la Cry3Ba1 se da a
conocer como la SEQ ID n.° 3 y la SEQ ID n.° 4. No esta disponible el corazén por quimotripsinacion ni por
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tripsinacion de la Cry34Ab1 y, asi pues, se utilizé la Cry34Ab1 completa para los ensayos de fijacion. La
secuencia de aminoacidos de la Cry34Ab1 completa se da a conocer como la SEQ ID n.° 5.

Ejemplo 8: Purificacion de las toxinas truncadas

Se purificaron los fragmentos del corazén de la Cry35Ab1 quimotripsinizada y de la Cry3Ba1 tripsinizada. En
concreto, las reacciones de digestion se centrifugaron a 30000 x g durante 30 min a 4 °C para retirar los lipidos,
y el sobrenadante resultante se concentrd 5 veces con un dispositivo de filtracion por centrifugacion con celulosa
regenerada Ultra-15 de Amicon (el umbral de masa molecular es de 10.000 Da; Millipore). A continuacion, el
tampon de muestra se les cambi6 a tampdn de acetato de sodio a 20 mM, pH 3,5, tanto para la Cry34Ab1 como
para la Cry35Ab1, y a CAPS [acido 3-(ciclohexamino)-1-propanosulfénico] a 10 mM, pH 10,5, para la Cry3Ba1,
mediante columnas PD-10 desechables (GE Healthcare, Piscataway, NJ) o didlisis. El volumen final se les ajusté
a 15 ml con el tampdn correspondiente para la purificacion con el sistema de cromatografia liquida ATKA Explorer
(Amersham Biosciences). Para la Cry35Ab1, el tampoén A era el tampoén de acetato de sodio a 20 mM, pH 3,5, y
el tampon B era el tampédn Amas NaCl a 1 M, pH 3,5. Se utilizé una columna HiTrap SP (5 ml) (GE). Después de
que la columna se equilibrase completamente con el tampoén A, la solucion de la Cry35Ab1 se inyectd en la
columna a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Se realiz6 la elucidon en gradiente del 0 al 100% del tampon B a 5
ml/min con 1 mi/fraccién. Para la Cry3Ba1, el tampén A era el tampon de CAPS a 10 mM, pH 10,5, y el tampdn B
era el tampén de CAPS a 10 mM, pH 10,5, mas NaCl a 1 M. Se utiliz6 una columna Capto Q, 5 ml (5 ml) (GE) y
todos los demas procedimientos fueron similares a los de la Cry35Ab1. Después del analisis por SDS-PAGE de
las fracciones seleccionadas para elegir las fracciones que contenian la proteina deseada de la mejor calidad, se
agruparon estas fracciones. El tampén se le cambié al corazén por quimotripsinacion purificado de la Cry35Ab1
con Bis-Tris a 20 mM, pH 6,0, tal y como esta descrito mas arriba. Para el corazén por tripsinacion purificado de
la Cry3Ba1, se retird la sal con columnas PD-10 desechables (GE Healthcare, Piscataway, NJ) o dialisis. Las
muestras se guardaron a 4 °C para los posteriores ensayos de fijacién después de cuantificarlas por SDS-PAGE
y el andlisis del sistema de toma de imagenes Typhoon (GE) con SAB como patrén estandar.

Ejemplo 9: Preparacion de las VMMV

Las preparaciones de las vesiculas membranosas de microvellosidades (VMMV) de insectos se han utilizado
ampliamente para los ensayos de fijacion al receptor de la toxina Cry. Las preparaciones de las VMMV utilizadas
en esta invencion se prepararon a partir del intestino medio aislado del tercer estadio larval de la diabrética de la
raiz del maiz occidental (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) mediante el método descrito por Wolferberger et
al. (1987). La leucina aminopeptidasa se utilizd como marcador de las proteinas de la membrana en la
preparacion, y la actividad de las leucina aminopeptidasas del homogeneizado bruto y de las preparaciones de
las VMMV se determinaron tal y como esta descrito antes (Li et al., 2004a). La concentracion de proteinas de las
preparaciones de las VMMV se midié con el método de Bradford (1976).

Ejemplo 10: Marcacion con "%

La Cry34Ab1 completa, la Cry35Ab1 quimotripsinizada y la Cry3Ba1 ftripsinizada, todas ellas purificadas, se
marcaron con ‘% para los ensayos de fijacion competitiva homdloga y a saturacién. Para garantizar que la
radiomarcacion no destruye la actividad biologica de las toxinas Cry, se realizo la yodacion fria con Nal siguiendo
las instrucciones de Pierce® lodination Beads (Pierce Biotechnology, Thermo Scientific, Rockford IL). Los
resultados del bioensayo indicaban que el corazon quimotripsinizado y yodado de la Cry35Ab1 permanecia
activo contra las larvas de la diabrética de |a raiz del maiz occidental, pero la yodacion inactivo la Cry34Ab1. No
se pudo detectar la fijacion especifica de 125I-Cry34Ab1 radiomarcada a las VMMV de insecto, y, asi pues, fue
necesario otro método de marcacion para valorar la fijacion de la Cry34Ab1 al receptor de la membrana. Dado
que la Cry3Ba1 tripsinizada tenia poca actividad contra la diabrética de la raiz del maiz occidental y, asi pues, el
bioensayo con la diabroética de la raiz del maiz con el uso del corazén tripsinizado y yodado de la Cry3Ba1 fria se
penso que era dificil que valorara el cambio de actividad. Ademas, la fijacion especifica de la 125I-CrySBa1 alas
VMMV se detectd incluso aunque el nivel fuera bajo. Se ignoraron la yodacion fria de la Cry3Ba1 y su ensayo de
toxicidad. La '°I-Cry35Ab1 y la '®|-Cry3Ba1 radiomarcadas se obtuvieron mediante la yodacion con Pierce®
lodination Beads (Pierce) y Na'®®l. Se utilizaron las columnas de desalacién por centrifugacion Zeba™ (Pierce)
para retirar de la proteina yodada el Na'®| libre o que no se incorporé. La radioactividad especifica de las
proteinas Cry yodadas oscilaba de 1 a 5 pCi/ug. Se llevaron a cabo varios lotes de marcacion y ensayos de
fijacion.

Ejemplo 11: Ensayos de fijacion a saturacion

Se realizaron los ensayos de fijacion a saturacion o especificos con las toxinas Cry marcadas con "%l tal y como

se describié con anterioridad (Li et al. 2004b). Para determinar la fijacion especifica y estimar la afinidad de
fijacion (constante de disociacion, Kd) y la concentracion del sitio de fijacion (Bmax) de la Cry35Ab1 y de la
Cry3Ba1 a las VMMV de insecto, se incubaron una serie de concentraciones crecientes de 125I-Cry35Ab1 o bien
'2%_Cry3Ba1 con una concentracion dada (0,1 mg/ml) de las VMMV de insecto, respectivamente, en 150 ul de
Bis-Tris a 20 mM, pH 6,0, KCI a 150 mM, complementado con SAB al 0,1%, a temperatura ambiente durante 1
hora con agitaciéon suave. La toxina fijada a las VMMV se separd de la toxina libre en la suspension mediante
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centrifugacion a 20.000 x g a temperatura ambiente durante 8 min. El sedimento se lavd dos veces con 900 pl
(enfriados en hielo) del mismo tampdn que contiene SAB al 0,1%. La radioactividad que queda en el sedimento
se midi6é con un contador COBRAII Auto-Gamma (Packard, una compafia de Canberra) y se considerd la fijacion
total. Otra serie de reacciones de fijacidn se iniciaron a la vez y se incluyé un exceso de 500 a 1000 veces de la
toxina correspondiente sin marcar en cada una de las reacciones de fijacion para ocupar totalmente los sitios de
fijacion especificos de las VMMV, lo que se utilizdé para determinar la fijacion inespecifica. Se estimé la fijacion
especifica mediante la sustraccion de la fijacion inespecifica de la fijacion total. Se estimaron los valores de la Kd
y la Bmax de estas toxinas mediante la fijacion especifica frente a las concentraciones de la toxina marcada con
el uso de GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA). Los graficos se construyeron con los
programas informaticos Microsoft Excel o bien GraphPad Prism. Se replicaron los experimentos al menos cuatro
veces y el resultado se representé en los graficos de la figura 1A (fijacion de '°I-Cry35Ab1 a las VMMV) y de la
figura 1B (fijacion de '®I-Cry3Ba1 a las VMMV). Estos experimentos de fijacion demostraron que tanto la "°I-
Cry35Ab1 como la "°|-Cry3Ba1 eran capaces de fijarse especificamente a las VMMV (figuras 1Ay 1B). La '®|
Cry35Ab1yla 125I-Cry3Ba1 tenian una afinidad de fijacion, Kd = 11,66 + 11,44, 7,35 + 3,81 (nM), respectivamente,
y una concentracion en el sitio de fijacion Bmax = 0,78 + 0,46, 0,55 + 0,13 (VMMV a pmol/mg), respectivamente.

125 125|_

La fijacion especifica de la “°I-Cry35Ab1 se llevo a cabo en presencia de la Cry34Ab1 sin marcar (1:50 =
Cry35Ab1:Cry34Ab1, relacion molar). No se obtuvieron los parametros de fijacion (Kd y Bmax) porque la fijacion
especifica de la '®|-Cry35Ab1 no estaba saturada (figura 2). No obstante, la fijacion especifica de la '*I-
Cry35Ab1 era responsable de aproximadamente el 90% de la fijacion total en presencia de la Cry34Ab1 sin
marcar.

Ejemplo 12: Ensayos de fijacién competitiva

Se realizaron ensayos de fijacion competitiva para determinar si la Cry34Ab1 y la Cry35Ab1, por separado, mas
su mezcla como una toxina binaria, comparten un mismo conjunto de sitios de fijacién con la Cry3Ba1. Para los
ensayos de fijacion competitiva homdloga de la Cry3Ba1, se mezclaron primero cantidades crecientes (de 0 a
2500 nM) de la Cry3Ba1 sin marcar con la '®|-Cry3Bat1 a 5 mM, y a continuacién se incubaron las VMMV del
insecto a 0,1 mg/ml a temperatura ambiente durante 1 hora, respectivamente, para permitirles competir por el
receptor o receptores posibles de las VMMV. De igual forma, la competicion homoéloga de la Cry35Ab1 se
completé con la '®I-Cry35Ab1 a 5 nM en ausencia o presencia de la Cry34Ab1 sin marcar (1:50 = '*|-
Cry35Ab1:Cry34Ab1, relacion molar) y con las VMMV a 0,03 mg/ml, respectivamente. El porcentaje de la '®I-
Cry3Ba1 o la '®I-Cry35Ab1 fijada a las VMMV se determiné para cada una de las reacciones por comparacion
con la fijacion total (o especifica) inicial en ausencia del competidor sin marcar.

Los ensayos de fijacion competitiva heteréloga entre la "°I-Cry35Ab1 y la Cry3BA1 sin marcar se realizaron en

ausencia o presencia de la Cry34Ab1 sin marcar para identificar si comparten un mismo conjunto de sitio o sitios
de fijacion. Esto se consiguié con el incremento de la cantidad de la Cry3Ba1 sin marcar como competidor para
competir por la fijacion con la '®I-Cry35Ab1 sola o con la '®I-Cry35Ab1 mas la Cry34Ab1 (1:50 = '*I-
Cry35Ab1:Cry34Ab1, relacién molar). De igual forma, también se realizaron ensayos de fijacion competitiva
heteréloga reciproca, lo que se consiguid mediante el incremento de la cantidad de la Cry35Ab1 y de la
Cry34Ab1 por separado y sin marcar, o la mezcla de Cry35Ab1 mas Cry34Ab1 (1:50 = Cry35Ab1:Cry34Ab1,
razén molar), como uno o dos competidores incluidos en las reacciones para competir por la fijacion con la
Cry3Ba1 marcada, respectivamente. Los experimentos se replicaron al menos tres veces y el resultado se
representd en los graficos de la figura 3A (porcentaje de fijacion de la 'I-Cry35Ab sola) y de la figura 3B
(porcentaje de fijacion de la '%I-Cry35Ab1 en presencia de la Cry34Ab1).

Los resultados ex;)erimentales demostraron que la Cry35Ab1 era capaz de desplazar por competicion la fijacion
especifica de la '*’I-Cry35Ab1 independientemente de la ausencia (figura 3A) o de la presencia (figura 3B) de la
Cry34Ab1. Sin embargo, la Cry3Ba1 era incapaz de desplazar por competicion la fijacion especifica de la 125
Cry35Ab1 ni en ausencia ni en presencia de la Cry34Ab1. En los ensayos de fijacion competitiva reciproca, la
Cry3Ba también fue capaz de desplazar por si sola algo mas del 20% de la fijacién total, lo que refleja que
desplazaba por competicion completamente su fijacion especifica, ya que la fijacion especifica es responsable de
solo una pequefia fraccion (véase la figura 1B). Sin embargo, tanto la Cry34Ab1 como la Cry35Ab1 solas, o la
mezcla de la Cry35Ab1 mas la Cry34Ab1 (1:10) no eran capaces de desplazar a la '®|-Cry3Ba1. Estos datos
indicaban que la Cry35Ab1 sola o que la mezcla de la Cry35Ab1 mas la Cry34Ab1 no comparten un sitio de
fijacion al receptor con la Cry3Ba1.
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<212> PRT
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénica que expresa una proteina insecticida Cry34Ab, una proteina insecticida Cry35Ab
y una proteina insecticida Cry3Ba.

2. La planta transgénica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicha planta expresa ademas una
cuarta proteina insecticida seleccionada del grupo que consiste en Cry3Aa y Cry6Aa.

3. Una semilla de la planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha semilla
comprende ADN que codifica la proteina insecticida Cry34Ab, la proteina insecticida Cry35Ab y la proteina
insecticida Cry3Ba.

4. Numerosas plantas transgénicas de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2.
5. La planta de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde dicha planta es una planta de maiz.
6. Una célula vegetal de la planta de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde dicha proteina

insecticida Cry35Ab es idéntica al menos al 95% a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la
SEQID n.° 1 yla SEQ ID n.° 2, dicha proteina insecticida Cry3Ba es idéntica al menos al 95% a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID n.° 3y la SEQ ID n.° 4, y dicha proteina insecticida Cry34Ab
es idéntica al menos al 95% a la SEQ ID n.° 5.

7. La planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha proteina insecticida
Cry35Ab comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID n.° 1 y la SEQ ID n.° 2,
dicha proteina insecticida Cry3Ba comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID
n.°3yla SEQ ID n.° 4, y dicha proteina insecticida Cry34Ab comprende la SEQ ID n.° 5.

8. Un método para producir la célula vegetal de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho método
comprende la transformacion de una célula vegetal con ADN capaz de expresar las proteinas de acuerdo con la
reivindicacion 1 o 2.

9. Un método para controlar un insecto de tipo diabrética de la raiz del maiz al poner en contacto dicho
insecto con una proteina insecticida Cry34Ab, una proteina insecticida Cry35Ab, y una proteina insecticida
Cry3Ba.

10. La planta transgénica de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha proteina insecticida Cry34Ab

es una proteina insecticida Cry34Ab1, dicha proteina insecticida Cry35Ab es una proteina insecticida Cry35Ab1,
y dicha proteina insecticida Cry3Ba es una proteina insecticida Cry3Ba1.

25



ES 2665514 T3

@ — 1.44
82 12, -+ Fijacion total
£2 o =+ Fijacion inespecffica
e L]
= g_ 08, - Fijacion especifica
5= 06-
D=
=S 04
i 0,2
— m 'y -
X8
- 0,0
— E-
5 -
BE -»- Fijacion total
23 -+ Fijacion inespecifica
- E s - Fijacion especifica
m S
>
B85 10-
o=
o>
4w 5
g8 .

5 Ccry3Bat

Figura 1: Fijacion de 125-Cry35Ab1 (A) v 1251-Cry3Bal (B) en funcién de la
cantidad (nM) de toxinas Cry radiomarcadas afadidas a las VMMV a 0,1 mg/ml
preparadas a partir de larvas de la diabrdtica de la raiz del maiz occidental.
Fijacion especifica = fijacion total - fijacion inespecifica, barra de error = EEM
(error estandar de la media). Cry35Ab1: corazon quimotripsinizado (40 kDa); v
Cry3Bal: corazon tripsinizado (55 kDa).
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Figura 2: Fijacion de 125-Cry35Ab1 en presencia de Cry34Ab1 (proporcion molar 1:50 de 1251-
Cry35Ab1:Cry34Ab1) en funcion de la cantidad (nM) de Cry35Ab1 radiomarcada anadida a las
VMMV a 0,03 mg/ml preparadas a partir de larvas de la diabrdtica de la raiz del maiz occidental.
Fijacion especifica = fijacion total - fijacion inespecifica, barra de error = EEM (error estandar de
la media). Cry35Ab1: corazon quimotripsinizado (40 kDa)
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Figura 3: Porcentaje de fijacion especifica inicial de 12¢-Cry35Ab1 sobre las WMMV a 0,1
mag/ml (panel A) 0 a 0,03 mg/ml (panel B) preparadas a partir de larvas de la diabrotica de la
raiz del maiz occidental a diferentes concentraciones de competidores sin marcar incubados
con 125-Cry35Ab1 sola a 5 nM (panel A) o con 125]-Cry34Ab1 a 250 nM mas 125-Cry35Ab1 a
5nM (panel B). Cry34Ab1: completa (14 kDaj; Cry35Ab1: corazdn quimotripsinizado (40
kDa); v Cry3Ba1: corazon tripsinizado (56 kDa): log 0,1 =-1,0,leg 1 =0, log 10=1,0, log
100 = 2,0, log 1000 = 3,0.
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Figura 4: Porcentaje de fijacion total inicial de '251-Cry3Bal sobre las VMMV a 0,1 mg/ml
preparadas a partir de larvas de la diabrotica de la raiz del maiz occidental a diferentes
concentraciones de competidores sin marcar incubados con 251-Cry3Bat a 5 nM. Cry34Ab1:
completa (14 kDa); Cry35Ab1: corazén quimotripsinizado (40 kDa); y Cry3Bal: corazédn
tripsinizado (55 kDa): log 0,1 =-1,0,log 1 =0, log 10 = 1,0, log 100 = 2,0, log 1000 = 3,0.
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