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DESCRIPCION
Uso de AXMI184 para el control de los insectos del gusano de la raiz

Referencia al listado de secuencias presentado en formato electrénico

La copia oficial del listado de secuencias se presenta en formato electrénico a través de EFS-Web como un listado
de secuencias en formato ASCII con un archivo con el nombre “APA136001SEQLIST.txt”, creado el 16 de enero de
2013, y con un tamafio de 14 kilobytes, el cual se presenta conjuntamente con la memoria descriptiva. El listado de
secuencias que aparece en este documento en formato ASCII es parte de la memoria descriptiva y se incorpora a la
presente a modo de referencia en su totalidad.

Campo de la invencién

La presente invencion se relaciona con el campo de la biologia molecular. Se desvelan genes que codifican
proteinas plaguicidas. Estas proteinas, y las secuencias de acidos nucleicos que las codifican, son utiles para
preparar formulaciones plaguicidas y en la produccion de plantas transgénicas resistentes a plagas.

Antecedentes de la invencion

El gusano de la raiz del maiz es una plaga agricola importante. El gusano de la raiz del maiz occidental, Diabrotica
virgifera virgifera, es una de las especies de gusano de la raiz del maiz mas devastadoras en América del Norte,
especialmente en las areas de cultivo de maiz de la regién central, como lowa. Tanto las larvas del gusano de la raiz
del maiz como los adultos pueden dafar las plantas de maiz. Las larvas recién nacidas se alimentan principalmente
de las cabelleras de la raiz y del tejido externo de la raiz. A medida que las larvas crecen y aumenta su necesidad
de alimentarse, barrenan las raices para alimentarse. El dafio de las larvas normalmente es mas grave después de
que el segundo sistema de raices esta bien establecido y se desarrollan raices de sostén. Las puntas de las raices
se veran marrones y a menudo les hacen tuneles y las mastican hacia la base de la planta. Las larvas pueden
encontrarse haciendo tuneles en raices mas grandes y ocasionalmente en la copa de la planta. Se ha recurrido a la
rotacion de los cultivos, estrategias de plantacion temprana, insecticidas y plantas transgénicas que expresan
toxinas contra los gusanos de la raiz en un intento por controlar sus poblaciones.

Se plantaron cultivos transgénicos disefiados para producir toxinas insecticidas derivadas de la bacteria Bacillus
thuringiensis (Bt) en mas de 58 millones de hectareas alrededor del mundo en 2010 (James C (2010) Global Status
of Commercialized Biotech/GM Crops: 2010. ISAAA Brief No. 42. lthaca, Nueva York: ISAAA). Los beneficios de los
cultivos de Bt incluyen un menor uso de insecticidas dafiinos y la supresion regional de algunas plagas agricolas
clave (Carriére et al. (2003) Proc Natl Acad Sci U S A 100: 1519-1523; Cattaneo et al. (2006) Proc Natl Acad Sci U
S A 103: 7571-7576; Huang et al. (2005) Science 308: 688—690; Wu (2008) Science 321: 1676—1678; y Hutchison et
al. (2010) Science 330: 222-225). El gusano de la raiz del maiz occidental Diabrotica virgifera LeConte (Coleoptera:
Chrysomelidae) se encuentra entre las plagas mas graves del maiz en los Estados Unidos, cuyas larvas que se
alimentan de las raices del maiz son la causa de la mayoria de las pérdidas de cultivos por esta plaga. En 2003 se
comenzo6 a comercializar el maiz Bt para el control de las larvas del gusano de la raiz del maiz occidental y fue
rapidamente adoptado por los granjeros, constituyendo mas del 45% del cultivo del maiz en los Estados Unidos
durante 2009 (James C (2009) Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2009. ISAAA Brief No. 41.
Ithaca, Nueva York: ISAAA; Environmental Protection Agency (2003) Biopesticides registration action document:
event MONB863 Bacillus thuringiensis Cry3Bb1 Corn).

La estrategia de refugio se utiliza en los Estados Unidos y en otras partes para retrasar la resistencia de las plagas a
los cultivos Bt (Gould F (1998) Annu Rev Entomol 43: 701-72). Esta estrategia utiliza plantas huéspedes que no son
Bt como refugio para genotipos susceptibles a Bt. Sin embargo, el gusano de la raiz del maiz occidental ha
demostrado repetidamente su capacidad de adaptarse a las estrategias de manejo de plagas (Gray et al. (2009)
Annu Rev Entomol 54: 303—-321). Ejemplos incluyen la evolucion de la resistencia a los insecticidas convencionales
y la practica de cultivo de rotacion de los cultivos (Meinke et al. (1998) J Econ Entomol 91: 594-600; Parimi et al.
(2006) J Econ Entomol 25: 269-274; Levine et al. (2002) Am Entomol 48: 94-107). Asimismo, Gassmann et al.
(2011, PLoS ONE 6(7): e22629) recientemente reportaron que los campos identificados por los granjeros que tenian
un dafo grave al maiz Bt por la alimentacion del gusano de la raiz contenian poblaciones de gusano de la raiz del
maiz occidental que exhibieron una supervivencia considerablemente mas alta en el maiz Cry3Bb1 en bioensayos
de laboratorio que el gusano de la raiz del maiz occidental de campos no asociados con dicho dafio por
alimentacion.

Sumario de la invencién

Se proveen composiciones y procedimientos para conferir actividad plaguicida a bacterias, plantas, células
vegetales, tejidos y semillas. En particular, se proveen procedimientos para matar o controlar a una poblacion de la
plaga del gusano de la raiz del maiz. En particular, la presente invencién proporciona un procedimiento para matar o
controlar a una poblaciéon de la plaga del gusano de la raiz del maiz que comprende poner en contacto dicha
poblacién con una cantidad plaguicidamente eficaz de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en el que

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2682351 T3

el polipéptido tiene actividad plaguicida contra la plaga del gusano de la raiz del maiz. La toxina coledptera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3, o variantes o fragmentos efectivos como plaguicidas
de la misma que tienen al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3. En algunas realizaciones, el procedimiento para proteger una planta o célula de la misma contra una poblacion de
una plaga del gusano de la raiz del maiz comprende expresar en una planta o célula de la misma un acido nucleico
que codifica la SEQ ID NO:3, o una variante o fragmento de la misma, en donde el acido nucleico esta
operativamente ligado a un promotor capaz de dirigir la expresion del acido nucleico en una célula vegetal.

La presente invencion por lo tanto también proporciona un procedimiento para proteger una planta de maiz de una
plaga del gusano de la raiz del maiz, que comprende expresar en una planta de maiz o en una célula de la misma
una secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor capaz de dirigir la expresion de la secuencia de
nucledtidos en una célula vegetal, en el que dicha secuencia de nucledtidos se selecciona del grupo que consiste
en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 10 2; y
b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3,

en el que dicho polipéptido tiene una actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para aumentar el rendimiento en una planta de maiz
que comprende el cultivo en un campo una planta de maiz o semilla de la misma que ha incorporado de forma
estable en su genoma un constructo de ADN que comprende una secuencia de nucleétido operativamente ligado a
un promotor capaz de dirigir la expresion de la secuencia de nucleétido en una célula vegetal, en donde dicha
secuencia de nucledtido se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 10 2;y

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, en el que
dicho polipéptido tiene una actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz;

en el que dicho campo esta infestado con una plaga del gusano de la raiz del maiz.

Las composiciones y los procedimientos descritos son de utilidad para la produccion de organismos con una mayor
resistencia o tolerancia a plagas. Estos organismos, y las composiciones que comprenden los organismos son
deseables para su uso en la agricultura.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 demuestra la eficacia de Axmi184 en la reduccion del dafio a las raices por el gusano de la raiz del maiz
occidental.

Descripcion detallada

Se describen procedimientos para regular la resistencia o tolerancia a plagas en organismos, particularmente en
plantas o células vegetales. El término “resistencia” significa que la plaga (por ejemplo, insectos) muere con la
ingesta u otro contacto con los polipéptidos descritos. El término “tolerancia” se refiere al deterioro o la reduccion en
el movimiento, la alimentacion, reproduccion u otras funciones de la plaga. Los procedimientos comprenden
transformar organismos con una secuencia de nucleétidos que codifican una proteina plaguicida de la invencion. En
particular, las secuencias de nucleétidos de la invencién son de utilidad para preparar plantas y microorganismos
que poseen actividad plaguicida. Los procedimientos descriptos en la presente son utiles para controlar o matar
poblaciones de plagas del gusano de la raiz del maiz y para producir composiciones con actividad plaguicida contra
plagas del gusano de la raiz del maiz.

“Toxina plaguicida” o “proteina plaguicida” significa una toxina que tiene actividad toxica contra una o mas plagas del
gusano de la raiz del maiz, incluidas, a modo no taxativo, las plagas del gusano de la raiz del maiz occidental (por
ejemplo, Diabrotica virgifera virgifera), el gusano de la raiz del maiz del norte (por ejemplo, Diabrotica barberi) y el
gusano de la raiz del maiz del sur (por ejemplo, Diabrotica undecimpunctata howardi) o una proteina que tiene
homologia con dicha proteina. Las proteinas plaguicidas incluyen las secuencias de aminoacidos deducidas a partir
de las secuencias de nucledtidos completas descriptas en la presente, y secuencias de aminoacidos que son mas
cortas que las secuencias completas, ya sea debido al uso de un sitio de inicio alternativo corriente abajo, o debido a
un procesamiento que da como resultado una proteina mas corta con actividad plaguicida. El procesamiento puede
tener lugar en el organismo en el que se expresa la proteina, o en la plaga, una vez ingerida la proteina.

En realizaciones especificas, la proteina plaguicida comprende una proteina Axmi184 que se indica en la SEQ ID
NO:3, asi como variantes y fragmentos de la misma que tienen al menos un 95 % de identidad con la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.
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Moléculas de acidos nucleicos aisladas, y variantes y fragmentos de las mismas

Se desvelan moléculas de acidos nucleicos aisladas o recombinantes que comprenden secuencias de nucleétidos
que codifican proteinas y polipéptidos de plaguicidas, o porciones bioldgicamente activas de las mismas, asi como
moléculas de acidos nucleicos que son suficientes para su uso como sondas de hibridacién para identificar
moléculas de acidos nucleicos que codifican proteinas con regiones de homologia de secuencia. También se
desvelan en el presente documento secuencias de nucledtidos capaces de hibridarse con las secuencias de
nucleodtidos de la invencion bajo condiciones rigurosas definidas en otra parte en la presente. Tal como se utiliza en
la presente, la expresion “molécula de acido nucleico” incluye moléculas de ADN (por ejemplo, ADN recombinante,
ADNc o ADN genoémico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), y analogos del ADN o ARN generados usando
nucledtidos analogos. La molécula de acido nucleico puede ser de cadena simple o de cadena doble, pero
preferiblemente es ADN de cadena doble.

La secuencia de nucleétidos empleada en los procedimientos de la invenciéon es una seleccionada del grupo que
consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 10 2;y
b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3,

en el que dicho polipéptido tiene una actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.

Una secuencia de acido nucleico “aislada” o “recombinante” (o ADN) se usa en la presente para hacer referencia a
una secuencia de acido nucleico (o ADN) que ya no se encuentra en su entorno natural, por ejemplo in vitro o en
una bacteria recombinante o en una célula huésped vegetal. En algunos casos, un acido nucleico aislado o
recombinante esta libre de las secuencias (preferiblemente, las secuencias que codifican proteinas) que lo rodean
en su ambiente natural (es decir, las secuencias localizadas en los extremos 5' y 3' del acido nucleico) en el ADN
gendémico del organismo del que deriva el acido nucleico. A los efectos de la invencion, el término “aislado”, con
referencia a moléculas de acidos nucleicos, excluye cromosomas aislados. Por ejemplo, en varios casos, la
molécula de acido nucleico aislada de resistencia a glifosato puede contener menos que aproximadamente 5 kb, 4
kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb 0 0.1 kb de secuencias de nucleétidos que rodean naturalmente a la molécula de acido
nucleico en el ADN genémico de la célula de la que deriva el acido nucleico. En varios casos, una proteina delta-
endotoxina que esta sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteinas que tienen menos
que aproximadamente 30%, 20%, 10% o 5% (respecto del peso seco) de proteinas distintas de la delta-endotoxina
(también conocidas en la presente como “proteinas contaminantes”).

Las secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas incluyen la secuencia detallada en las SEQ ID NO: 1-2, y
variantes, fragmentos y complementos de la misma. Un “complemento” significa una secuencia de nucleétidos que
es suficientemente complementaria de una secuencia de nucleétidos dada, de modo que se hibrida con esta
secuencia de nucleétidos para formar una dupla estable. Las correspondientes secuencias de aminoacidos de la
proteina plaguicida codificada por esta secuencia de nucledtidos se detallan en la SEQ ID NO:3 y polipéptidos que
comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:3 y que tienen una actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del
maiz.

Las moléculas de acido nucleico que son fragmentos de estas secuencias de nucledtidos que codifican proteinas
plaguicidas también se desvelan. Un “fragmento” se refiere a una porcion de la secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina plaguicida. Un fragmento de una secuencia de nucleétidos puede codificar una porciéon con
actividad biolégica de una proteina plaguicida, o puede ser un fragmento que se puede usar como sonda de
hibridacion o como un cebador de PCR, usando los procedimientos divulgados mas adelante. Las moléculas de
acidos nucleicos que son fragmentos de una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina plaguicida
comprenden por lo menos aproximadamente 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200,
1300, 1350, 1400 nucledtidos contiguos, o hasta el nimero de nucledtidos presente en una secuencia de
nucledtidos de longitud completa que codifica una proteina plaguicida divulgada en la presente, dependiendo del uso
pretendido. Los nucledtidos “contiguos” son los residuos de nucledtidos inmediatamente adyacentes entre si. Los
fragmentos de las secuencias de nucledtidos codificaran fragmentos de proteinas que retendran la actividad
biolégica de la proteina plaguicida, por lo que retendran la actividad plaguicida. Los fragmentos de secuencias de
nucledétidos que pueden emplearse en la invenciéon son unos que comprenden una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, en los que dicho
polipéptido tiene una actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.

Por consiguiente, los fragmentos biolégicamente activos de los polipéptidos divulgados aqui también estan
desvelados puede emplearse cualquiera con la condicién de que comprendan una secuencia de aminoacidos que
tenga al menos el 95 % de identidad de secuencia con aquella de SEQ ID NO: 3 y tengan actividad plaguicida contra
una plaga del gusano de la raiz del maiz.

La expresion “retendra la actividad” significa que el fragmento tendra por lo menos aproximadamente 30%, por lo
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menos aproximadamente 50%, por lo menos aproximadamente 70%, 80%, 90%, 95% o mas de la actividad
plaguicida de la proteina plaguicida. La actividad plaguicida es una actividad contra una plaga del gusano de la raiz
del maiz. Los procedimientos para medir la actividad plaguicida son bien conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ. Entomol., 83: 2480-2485; Andrews et al., (1988) Biochem. J., 252: 199-206;
Marrone et al., (1985) J. of Economic Entomology, 78: 290-293; y la Patente de los EE.UU. N°: 5,743,477.

Un fragmento de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina plaguicida que codifica una porcion
biolégicamente activa de una proteina desvelada codificara por lo menos aproximadamente 15, 25, 30, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 aminoacidos contiguos, o hasta la cantidad total de aminoacidos
presentes en una proteina plaguicida de longitud completa de la invencion. En algunas realizaciones, el fragmento
es un fragmento de clivaje proteolitico. Por ejemplo, el fragmento de clivaje proteolitico puede tener un truncamiento
N-terminal o C-terminal de por lo menos aproximadamente 100 aminoacidos, aproximadamente 120,
aproximadamente 130, aproximadamente 140, aproximadamente 150 o aproximadamente 160 aminoacidos con
relacién a las SEQ ID NO:3. En algunas realizaciones, los fragmentos abarcados en la presente son el resultado de
la eliminacion del dominio de cristalizacion C-terminal, por ejemplo, por protedlisis o por insercion de un codon de
terminacion en la secuencia de codificacion. Un fragmento empleado en los procedimientos de la invencion es uno
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en el que el polipéptido tiene actividad plaguicida contra una plaga del
gusano de la raiz del maiz.

Las proteinas plaguicidas preferidas son codificadas por una secuencia de nucleétidos suficientemente idéntica a la
secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1-2, o las proteinas plaguicidas son suficientemente idénticas a la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3. La expresion "suficientemente idénticas" se refiere a una secuencia
de aminoacidos o de nucleétidos que tiene por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de identidad de
secuencia en comparacion con una secuencia de referencia usando uno de los programas de alineaciéon usando uno
de los programas que se describen en la presente con los parametros estandar. Un experto en la técnica
comprendera que es posible ajustar apropiadamente estos valores para determinar la identidad correspondiente de
las proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo en cuenta la degeneracion de los codones, la
similitud de los aminoacidos, la localizacion del marco de lectura y semejantes.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos acidos nucleicos, se alinean
las secuencias con el fin de realizar una comparacion 6ptima. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es
una funcién de la cantidad de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, identidad porcentual =
cantidad de posiciones idénticas/cantidad total de posiciones (por ejemplo, posiciones superpuestas) x 100). En una
realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud. En otra realizacion, el porcentaje de identidad se calcula
para la totalidad de la secuencia de referencia (es decir, la secuencia divulgada en la presente como cualquiera de
las SEQ ID NO:1-3). Es posible determinar el porcentaje de identidad entre las dos secuencias usando
procedimientos similares a aquellos que se describiran mas adelante, permitiendo o no las faltas de coincidencia.
Tipicamente se cuentan las coincidencias exactas para calcular el porcentaje de identidad. Una falta de coincidencia
o hueco, es decir, una posicion en la alineacion en la que hay un residuo en una secuencia, pero no en la otra, se
considera como una posicién con residuos no idénticos.

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede realizar usando un algoritmo
matematico. Un ejemplo no taxativo de un algoritmo matematico utilizado para comparar dos secuencias es el
algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264, modificado como se indica en Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: Este algoritmo esta incorporado en los programas BLASTN y BLASTX
de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403. Se pueden realizar busquedas de nucleétidos por BLAST con el
programa BLASTN, calificacién = 100, longitud de palabra = 12, para obtener secuencias de nucleétidos homdlogas
a las moléculas de acidos nucleicos plaguicidas de la invencion. Se pueden realizar busquedas de proteinas por
BLAST con el programa BLASTX, calificacion = 50, longitud de palabra = 3, para obtener secuencias de
aminoacidos homologas de las moléculas de proteinas plaguicidas de la invencion. Para obtener alineaciones con
faltas de coincidencia para fines comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST (en BLAST 2.0) como se describe
en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389. Como alternativa, se puede utilizar PSI-BLAST para realizar
una busqueda repetida que permita detectar interrelaciones distantes entre moléculas. Véase, Altschul et al., (1997)
supra. Cuando se emplea BLAST, Gapped BLAST, PSI-BLAST, se pueden usar los parametros predeterminados de
los programas respectivos (por ejemplo, BLASTN para secuencias de nucledtidos, BLASTX para proteinas). Las
alineaciones también se pueden realizar en forma manual por inspeccioén.

Otro ejemplo no taxativo de un algoritmo matematico utilizado para comparar secuencias es el algoritmo ClustalW
(Higgins et al., (1994) Nucleic Acids Res. 22:4673-4680). ClustalW compara secuencias y alinea por completo la
secuencia de aminoacidos o ADN completa, por lo que puede proporcionar datos sobre la conservacion de
secuencia de la secuencia de aminoacidos completa. El algoritmo ClustalWW se usa en diversos conjuntos de
programas para computadora para el analisis de ADN/aminoacidos disponibles comercialmente, tales como el
modulo ALIGNX del conjunto de programas Vector NTI (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Después de alinear
las secuencias de aminoacidos con ClustalW, se puede evaluar el porcentaje de identidad entre los aminoacidos. Un
ejemplo no taxativo de un programa de computacion Util para analizar alineaciones de ClustalW es GENEDOC™.
GENEDOC™ (Karl Nicholas) permite evaluar la similitud y la identidad de aminoacidos (o ADN) entre multiples
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proteinas. Otro ejemplo no taxativo de un algoritmo matematico utilizado para comparar secuencias es el algoritmo
de Myers y Miller (1988) CABIOS 4: Este algoritmo esta incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0), que forma
parte del conjunto de software de analisis de secuencias GCG de Wisconsin Genetics [GCG Wisconsin Genetics
Software Package], version 10 (disponible de Accelrys, Inc., 9865 Scranton Rd., San Diego, CA, EE.UU.). Cuando
se utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos, se puede usar una tabla de ponderacion
de residuos PAM120, una penalidad de longitud de falta de coincidencia de 12 y una penalidad de falta de
coincidencia de 4.

A menos que se indique lo contrario, se usara GAP Versién 10, que usa el algoritmo de Needleman y Wunsch
(1970) J. Mol. Biol., 48(3): 443-453, para determinar la identidad o la similitud de secuencia, con los siguientes
parametros: % de identidad y % de similitud para una secuencia de nucleétidos usando una ponderacion de falta de
coincidencia de 50 y una ponderacion de longitud de 3, y la matriz de calificacion nwsgapdna.cmp; % de identidad o
% de similitud para secuencias de aminoacidos usando una ponderacion de falta de coincidencia de 8 y una
ponderacion de longitud de 2, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62. También se pueden usar programas
equivalentes. La expresion “programa equivalente” se refiere a cualquier programa para comparacion de secuencias
que, para cualesquiera dos secuencias en cuestidon, genera una alineacion con coincidencias de nucledtidos
idénticos y una identidad porcentual de secuencia idéntica cuando se compara con la correspondiente alineacion
generada con GAP Version 10.

La invencion también abarca variantes de moléculas de acidos nucleicos. Las “variantes” de las secuencias de
nucledtidos que codifican proteinas plaguicidas incluyen aquellas secuencias que codifican las proteinas plaguicidas
descriptas en la presente, pero que difieren de manera conservadora debido a la degeneracion del cdédigo genético,
asi como aquellas que son suficientemente idénticas, como se describié previamente. Se pueden identificar
variantes alélicas naturales mediante el uso de procedimientos conocidos de biologia molecular, tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y las técnicas de hibridacion que se detallan mas adelante. Las
variantes de las secuencias de nucledtidos también incluyen las secuencias de nucleétidos derivadas mediante
sintesis, tales como aquellas generadas, por ejemplo, usando mutagénesis dirigida a sitios especificos, pero que
aun codifican las proteinas plaguicidas que se describen en la presente invencion, como se describira mas adelante.
Las variantes de las proteinas abarcadas por la presente invencion tienen actividad bioldgica, es decir, actividad
plaguicida. La expresion “retiene la actividad” indica que la variante tendra por lo menos aproximadamente 30%, por
lo menos aproximadamente 50%, por lo menos aproximadamente 70% o por lo menos aproximadamente 80% de la
actividad plaguicida de la proteina nativa. Los procedimientos para medir la actividad plaguicida son bien conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ. Entomol., 83: 2480-2485; Andrews et al., (1988)
Biochem. J., 252: 199-206; Marrone et al., (1985) J. of Economic Entomology, 78: 290-293; y la Patente de los
EE.UU. N°: 5,743,477.

Ademas, los expertos en la técnica apreciaran que se pueden introducir cambios por mutacién en las secuencias de
nucledtidos de la invencion, lo que conduce a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas
plaguicidas codificadas, sin que se altere la actividad biolégica de las proteinas. Por consiguiente, se pueden crear
variantes de las moléculas de &acidos nucleicos aisladas introduciendo una o mas sustituciones, adiciones o
supresiones de nucleédtidos en la secuencia de nucleétidos correspondiente descripta en la presente, con el fin de
introducir una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de nucleétidos en la proteina codificada. Las mutaciones
se pueden introducir empleando técnicas convencionales, tales como mutagénesis dirigida a sitios especificos y
mutagénesis mediada por PCR. Estas variantes de las secuencias de nucleétidos también estan incluidas en la
presente invencion.

Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de aminodacidos conservadoras en uno o mas residuos de
aminoacidos no esenciales predichos. Un residuo de aminoacido “no esencial” es un residuo que se puede alterar
respecto de la secuencia de tipo salvaje de una proteina plaguicida, sin alterar la actividad bioldgica, mientras que
un residuo de aminoacido “esencial’ es necesario para la actividad biolégica. Una “sustitucion de aminoacidos
conservadora” es una en la que se reemplaza un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido que tiene una
cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de residuos de aminoacidos con cadenas laterales
similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina),
cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por
ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por
ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales con
ramificaciones beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, triptofano, histidina).

Las sustituciones de aminoacidos se pueden realizar en regiones no conservadas que retienen esta funcion
relacionada. En general, estas sustituciones no se realizaran en residuos de aminoacidos conservados, o en
residuos de aminoacidos que residan en un motivo conservado, donde estos residuos podrian ser esenciales para la
actividad de la proteina. Los ejemplos de residuos que estan conservados y que pueden ser esenciales para la
actividad de las proteinas incluyen, por ejemplo, residuos que son idénticos entre todas las proteinas contenidas en
una alineacion de toxinas similares o relacionadas con las secuencias de la invencion (por ejemplo, los residuos que
son idénticos en una alineacion de proteinas homologas). Los ejemplos de residuos que estan conservados pero
que pueden permitir sustituciones de aminoacidos conservadoras y aun retener la actividad incluyen, por ejemplo,
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los residuos que solamente tienen sustituciones conservadoras entre todas las proteinas contenidas en una
alineacion de toxinas similares o relacionadas con las secuencias de la invencién (por ejemplo, los residuos que
solamente tienen sustituciones conservadoras entre todas las proteinas contenidas en la alineacién de proteinas
homologas). Sin embargo, un experto en la técnica podra comprender que las variantes funcionales pueden tener
alteraciones conservadas menores 0 no conservadas en los residuos conservados.

Como alternativa, se pueden preparar variantes de las secuencias de nucleétidos introduciendo mutaciones al azar,
en la totalidad o en una parte de la secuencia codificante, tal como por mutagénesis de saturacion, y se puede
analizar la capacidad de conferir actividad plaguicida en los mutantes resultantes para identificar los mutantes que
retienen la actividad. Después de la mutagénesis, la proteina codificada se puede expresar por medios
recombinantes y se puede determinar la actividad de la proteina usando técnicas de ensayo estandar.

Usando procedimientos tales como PCR, hibridacién y semejantes se podran identificar secuencias de plaguicidas
correspondientes, donde estas secuencias tendran una identidad sustancial con las secuencias de la invencion.
Véase, por ejemplo, Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) e Innis, et al., (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications (Academic Press, NY).

En un procedimiento de hibridacion, se puede usar la totalidad o parte de la secuencia de nucleétidos plaguicidas
para analizar bibliotecas de ADNc o gendmicas. Los procedimientos para construir estas bibliotecas de ADNc o
gendmicas generalmente se conocen en la técnica, y se describen en Sambrook y Russell, 2001, supra. Las sondas
de hibridacion pueden ser fragmentos de ADN genémico, fragmentos de ADNc, fragmentos de ARN u otros
oligonucleotidos, y pueden estar marcadas con un grupo detectable, tal como 32P, 0 con cualquier otro marcador de
deteccion, tal como otros radioisotopos, un compuesto fluorescente, una enzima o un cofactor enzimatico. Se
pueden preparar sondas de hibridacién marcando oligonucleétidos sintéticos basados en las secuencias de
nucledtidos que codifican proteinas plaguicidas conocidas divulgadas en la presente. Ademas, se pueden usar
cebadores degenerados, disefiados sobre la base de nucleétidos o residuos de aminoacidos conservados en la
secuencia de nucledtidos o la secuencia de aminoacidos codificada. La sonda comprende tipicamente una regién de
la secuencia de nucleétidos que se hibrida bajo condiciones rigurosas con por lo menos aproximadamente 12, por lo
menos aproximadamente 25, por lo menos aproximadamente 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200 nucleétidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos que codifica una proteina plaguicida desvelada en el presente
documento o un fragmento o variante de la misma. Los procedimientos para preparar sondas para la hibridacion son
conocidos en general en la técnica, y se describen en Sambrook y Russell, 2001, supra.

Por ejemplo, es posible usar una secuencia plaguicida descripta en la presente ya sea completa o una o mas
porciones de la misma, como una sonda capaz de hibridarse especificamente con las secuencias similares a
proteina plaguicida y los ARN mensajeros correspondientes. Para obtener una hibridacion especifica bajo una
variedad de condiciones, estas sondas incluyen secuencias que son unicas y tienen por lo menos entre
aproximadamente 10 nucleétidos de longitud y por lo menos aproximadamente 20 nucleétidos de longitud. Estas
sondas se pueden usar para amplificar las secuencias de plaguicidas correspondientes a partir de un organismo
seleccionado por PCR. Se puede usar esta técnica para aislar secuencias codificantes adicionales a partir de un
organismo deseado, o como un ensayo diagnostico para determinar la presencia de secuencias codificantes en un
organismo. Las técnicas de hibridacion incluyen examen por hibridacion de bibliotecas de ADN colocadas en placas
(ya sea como placas o como colonias, véase por ejemplo, Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York).

Por lo tanto, también se desvelan sondas para hibridacién, asi como secuencias de nucleétidos capaces de
hibridarse con toda o una porciéon de una secuencia de nucleétidos desvelada en el presente documento (por
ejemplo, por lo menos aproximadamente 300 nucleétidos, por lo menos aproximadamente 400, por lo menos
aproximadamente 500, 1000, 1200, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 o hasta la secuencia de nucleodtidos de longitud
completa divulgada en la presente). La hibridaciéon de dichas secuencias se puede llevar a cabo bajo condiciones
rigurosas. Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de hibridacion rigurosas” comprenden condiciones bajo las
cuales una sonda se hibrida con su secuencia blanco, con un grado detectablemente mayor que con otras
secuencias (por ejemplo, por lo menos 2 veces respecto del fondo). Las condiciones rigurosas dependen de la
secuencia y difieren bajo distintas circunstancias. El control de la rigurosidad de la hibridacién y/o de las condiciones
de lavado, permite identificar secuencias blanco que son 100% complementarias con la sonda (analisis de
homologos). Como alternativa, es posible ajustar las condiciones de rigurosidad para permitir un cierto grado de falta
de coincidencia entre las secuencias, con el fin de detectar grados de similitud menores (analisis de heterologos). En
general, una sonda tiene menos que aproximadamente 1000 nucledtidos de longitud, preferiblemente menos que
500 nucledtidos de longitud.

Tipicamente, las condiciones rigurosas son aquellas en las que la concentracion de sales es menor que
aproximadamente 1.5 M de iones de Na, tipicamente una concentracion de entre aproximadamente 0.01y 1.0 M de
iones de Na (o de otras sales), a un pH de entre 7.0 y 8.3, donde la temperatura es de por lo menos
aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo, de entre 10 y 50 nucledtidos) y por lo menos
aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, de mas de 50 nucledtidos). También se pueden obtener
condiciones rigurosas agregando agentes desestabilizadores, tal como formamida. Los ejemplos de condiciones de
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rigurosidad baja incluyen una hibridacién con una solucion amortiguadora de 30% a 35% de formamida, NaCl 1 M,
1% de SDS (dodecilsulfato de sodio) a 37°C, y un lavado en SSC 1X a 2X (SSC 20X = NaCl 3.0 M/citrato trisédico
0.3 M) a una temperatura de entre 50°C y 55°C. Los ejemplos de condiciones de rigurosidad moderada incluyen una
hibridacion en 40 a 45% de formamida, NaCl 1.0 M, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en SSC 0.5X a 1X a una
temperatura de entre 55°C y 60°C. Los ejemplos de condiciones de rigurosidad elevada incluyen una hibridacion en
50% de formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en SSC 0.1X a una temperatura de entre 60°C y
65°C. En general, la duracién de la hibridacion es menor que aproximadamente 24 horas, comunmente entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 12 horas.

La especificidad es tipicamente una funciéon de los lavados de posthibridacién, donde los factores criticos son la
fuerza idnica y la temperatura de la soluciéon de lavado final. Para los hibridos de ADN-ADN, se puede estimar el
valor de Tr, a partir de la ecuaciéon de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138: Tr, = 81.5°C + 16.6 (log M) + 0.41
(% de GC) — 0.61 (% de form.) - 500/l; donde M es la molaridad de cationes monovalentes, % de GC es el
porcentaje de nucledtidos de guanosina y citosina en el ADN, % de form. es el porcentaje de formamida en la
solucion de hibridacion y L es la longitud del hibrido en pares de bases. Tr, es la temperatura (a una fuerza iénica y
un pH especificos) a la que el 50% de una secuencia blanco complementaria se hibrida con una sonda que coincide
perfectamente. El valor de T, se reduce en aproximadamente 1°C por cada 1% de falta de coincidencia; por
consiguiente, se pueden ajustar el valor de Tn, las condiciones de hibridaciéon y/o de lavado para efectuar una
hibridacion con secuencias con una identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias con >90% de
identidad, se puede reducir el valor T, en 10°C. Generalmente se seleccionan condiciones rigurosas con
temperaturas aproximadamente 5°C menores que el punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica y su
complemento, a una fuerza idnica y un pH especificos. Sin embargo, las condiciones muy rigurosas pueden emplear
una hibridaciéon y/o un lavado a 1, 2, 3 o 4°C menos que el punto de fusion térmica (Tm); las condiciones
moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o un lavado a 6, 7, 8, 9 o 10°C menos que el punto de
fusion térmica (Tn); las condiciones de baja rigurosidad pueden emplear una hibridacion y/o un lavado a 11, 12, 13,
14, 15 0 20 °C menos que el punto de fusion térmica (Tn). Los especialistas en la técnica comprenderan que se
pueden efectuar variaciones en la rigurosidad de las soluciones de hibridacion y/o de lavado usando la ecuacion, las
condiciones de hibridacion y de lavado deseadas, y el T, deseado. Si el grado de falta de coincidencia deseado da
como resultado un valor de T, menor que 45 °C (soluciéon acuosa) o 32 °C (soluciéon de formamida), se prefiere
incrementar la concentracion de SSC para que se pueda emplear una temperatura mas alta. Se puede consultar una
extensa guia para la hibridacion de acidos nucleicos en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology - Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte |, capitulo 2 (Elsevier, Nueva York); y Ausubel et
al., editores (1995) Current Protocols in Molecular Biology, capitulo 2 (Greene Publishing y Wiley-Interscience,
Nueva York). Véase Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York).

Proteinas aisladas y variantes y fragmentos de las mismas

También se desvelan proteinas plaguicidas. Una “proteina plaguicida” se refiere a una proteina que tiene la
secuencia de aminoacidos detallada en las SEQ ID N°: 3. También se proveen fragmentos, porciones
bioldgicamente activas y variantes de los mismos y se pueden usar en la practica de los procedimientos de la
presente invencion con la condicion de que comprendan una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 95
% de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en el que el polipéptido tiene una
actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz. Una “proteina aislada” o una “proteina
recombinante” se usa para hacer referencia a una proteina que ya no se encuentra en su entorno natural, por
ejemplo in vitro o en una bacteria recombinante o célula huésped vegetal.

Los “fragmentos” o “porciones biolégicamente activas” incluyen fragmentos de polipéptidos que comprenden
secuencias de aminoacidos suficientemente idénticas a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID
NO: 3 y que exhiben actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz. Una porcion
bioldgicamente activa de una proteina plaguicida puede ser un polipéptido de, por ejemplo, 10, 25, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200,
1250, 1300, 1350 o mas aminoacidos de longitud. Estas porciones con actividad biolégica se pueden preparar de
acuerdo a técnicas recombinantes, y luego se puede evaluar su actividad plaguicida. Los procedimientos para medir
la actividad plaguicida son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ.
Entomol., 83: 2480-2485; Andrews et al., (1988) Biochem. J., 252: 199-206; Marrone et al., (1985) J. of Economic
Entomology, 78: 290-293; y la Patente de los EE.UU. N°: 5,743,477. Segun se usa en la presente, un fragmento
comprende por lo menos 8 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 3. Sin embargo, se desvelan otros fragmentos,
tal como cualquier fragmento en la proteina mayor que aproximadamente 10, 20, 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 o mas aminoacidos de longitud.

Las “variantes” son proteinas o polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que es por lo menos
aproximadamente 60%, 65%, aproximadamente 70%, 75%, aproximadamente 80%, 85%, aproximadamente 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idénticas a la secuencia de aminoacidos de cualquiera de la
SEQ ID NO: 3. Las variantes también incluyen polipéptidos codificados por una molécula de acido nucleico que se
hibrida con la molécula de acido nucleico de las SEQ ID NO:1-2, o un complemento de la misma, bajo condiciones
rigurosas. Las variantes incluyen polipéptidos cuyas secuencias de aminoacidos difieren debido a mutagénesis. Las
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variantes de las proteinas empleadas por la presente invencion tienen actividad biolégica, es decir, aun presentan la
actividad plaguicida. En particular, tienen al menos un 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 3 y actividad
plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz. En algunas realizaciones, las variantes presentan una
mayor actividad con relacion a la proteina nativa. Los procedimientos para medir la actividad plaguicida son bien
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Czapla y Lang (1990) J. Econ. Entomol., 83: 2480-2485; Andrews et
al., (1988) Biochem. J., 252: 199-206; Marrone et al., (1985) J. of Economic Entomology, 78: 290-293; y la Patente
de los EE.UU. N°: 5,743,477.

Los genes bacterianos, tales como el gen axmi desvelado en el presente documento, comunmente poseen multiples
codones de inicio de metionina cerca del comienzo del marco abierto de lectura. Comunmente, el inicio de la
traducciéon en uno o mas de estos codones iniciales conducira a la generacion de una proteina funcional. Estos
codones iniciales pueden incluir codones ATG. Sin embargo, bacterias tales como Bacillus sp. también reconocen el
codon GTG como codon inicial, y las proteinas que inician la traduccién en los codones GTG contienen una
metionina en el primer aminoacido. En raras ocasiones, la traduccién en sistemas bacterianos puede comenzar en
un codon TTG, aunque en este evento el TTG codifica una metionina. Ademas, comunmente no se determina a
priori cual de estos codones son usados por la bacteria en su ambiente natural. Por lo tanto, se comprendera que el
uso de uno de los codones de metionina alternativos también puede conducir a la generacion de proteinas
plaguicidas. Estas proteinas plaguicidas se desvelan y se pueden usar en los procedimientos de la presente
invencion. Se comprendera que, cuando se expresa en plantas, sera necesario alterar el codén de inicio alternativo
por un ATG para una traduccion adecuada.

En diversos casos, las proteinas plaguicidas incluyen secuencias de aminoacidos deducidas a partir de las
secuencias de nucledtidos de longitud completa divulgadas en la presente, y las secuencias de aminoacidos que son
mas cortas que las secuencias de longitud completa debido al uso de un sitio de inicio corriente abajo alternativo.
Por lo tanto, la secuencia de nucledtidos y/o los vectores, las células huésped y las plantas que comprenden la
secuencia de nucledtidos (y los procedimientos para elaborar y usar la secuencia de nucledtidos) pueden
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos correspondiente a los
residuos 3-790 de la SEQ ID NO: 3, los residuos 36-790 de la SEQ ID NO: 3 o los residuos 38-790 de la SEQ ID NO:
3.

Los anticuerpos contra los polipéptidos desvelados, o contra variantes o fragmentos de los mismos, también se
desvelan. Los procedimientos para producir anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo,
Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY);
Patente de los EE.UU. N° 4,196,265).

Por consiguiente, también se desvelan anticuerpos, moléculas de unién a antigenos de cadena simple u otras
proteinas que se unen especificamente a una o mas de las moléculas de proteinas o péptidos desvelados y
homologos, fusiones o fragmentos de las mismas. En un caso particularmente preferido, el anticuerpo se une
especificamente a una proteina que presenta la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:3, o un
fragmento de la misma. En otro caso, el anticuerpo se une especificamente a una proteina de fusién que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 o un
fragmento de la misma.

Los anticuerpos se pueden usar para detectar cuantitativamente o cualitativamente las moléculas de proteinas o
péptidos de la invencion o para detectar modificaciones de postraduccion de las proteinas. Tal como se usa en la
presente, se dice que un anticuerpo o péptido se “une especificamente” a una molécula de proteina o de péptidos si
dicha unién no es inhibida competitivamente por la presencia de moléculas no relacionadas.

Variantes alteradas o mejoradas:

Se reconoce que las secuencias de ADN de una proteina pesticida se pueden alterar de acuerdo con diversos
procedimientos, y que estas alteraciones pueden resultar en secuencias de ADN que codifican proteinas con
secuencias de aminoacidos diferentes de aquellas codificadas por una proteina pesticida desvelada en el presente
documento. Esta proteina puede ser alterada de diversas maneras, incluyendo sustituciones, supresiones,
truncamientos e inserciones de aminoacidos de uno o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, inclusive hasta
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40,
aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65,
aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90,
aproximadamente 100, aproximadamente 105, aproximadamente 110,

aproximadamente 115, aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente 130, aproximadamente
135, aproximadamente 140, aproximadamente 145, aproximadamente 150, aproximadamente 155, o mas
sustituciones, supresiones o inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para dichas manipulaciones son
conocidos en general en la técnica. Por ejemplo, se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos de
una proteina plaguicida realizando mutaciones en el ADN. También es posible prepararlas utilizando una de las
distintas formas de mutagénesis, y/o por evolucion dirigida. En algunos aspectos, los cambios codificados en la
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secuencia de aminoacidos no afectaran sustancialmente la funciéon de la proteina. Estas variantes tendran la
actividad plaguicida deseada. Sin embargo, se comprendera que la capacidad de una proteina plaguicida de conferir
actividad plaguicida se puede mejorar usando técnicas similares en las composiciones de esta invencién. Por
ejemplo, es posible expresar una proteina plaguicida en células huésped que presentan indices elevados de
incorporacion de bases incorrectas durante la replicacion del ADN, tales como XL1 Red (Stratagene, La Jolla, CA).
Después de la propagacion en dichas cepas, se puede aislar el ADN (por ejemplo por preparacion de ADN de
plasmidos o mediante amplificacion por PCR y clonacion del fragmento resultante de la PCR en un vector), cultivar
las mutaciones de proteinas plaguicidas en una cepa no mutagénica e identificar los genes mutados con la actividad
plaguicida, por ejemplo conduciendo un ensayo para evaluar la actividad plaguicida. En general, la proteina se
mezcla y se usa en ensayos de alimentacion. Véase, por ejemplo, Marrone et al., (1985) J. of Economic Entomology
78: Estos ensayos pueden incluir el contacto de las plantas con una o mas plagas, y la determinacién de la
capacidad de la planta para sobrevivir y/o para causar la muerte de las plagas. Se pueden consultar ejemplos de
mutaciones que resultan en una toxicidad incrementada en Schnepf et al. (1998) Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62:775-
806.

Como alternativa, se pueden efectuar alteraciones a la secuencia proteica de muchas proteinas en el extremo amino
o carboxilo, sin afectar sustancialmente la actividad. Esto puede incluir inserciones, eliminaciones o alteraciones
introducidas con procedimientos moleculares modernos, tales como PCR, incluyendo amplificaciones por PCR que
alteran o extienden la secuencia codificante de la proteina en virtud de la inclusiéon de secuencias que codifican
aminoacidos en los oligonucledtidos utilizados en la amplificacion por PCR. Como alternativa, las secuencias
proteicas agregadas pueden incluir secuencias codificantes de proteinas, tales como aquellas usadas cominmente
en la técnica para generar fusiones de proteinas. Estas proteinas de fusién se usan cominmente para (1)
incrementar la expresion de una proteina de interés; (2) introducir un dominio de unién, actividad enzimatica o un
epitopo para facilitar la purificacién de la proteina, la deteccién de la proteina u otros usos experimentales conocidos
en la técnica, (3) dirigir la secreciéon o la traduccién de una proteina hacia un organelo subcelular, tal como el
espacio periplasmico de bacterias Gram negativas, o el reticulo endoplasmatico de las células eucariotas, donde
esto ultimo comunmente resulta en la glicosilacion de la proteina.

Las variantes de las secuencias de nucledétidos y aminoacidos de la presente invencion también incluyen secuencias
derivadas de procedimientos de mutagénesis y recombinacion, tales como el entremezclado de ADN. Con este
procedimiento, se puede usar una o mas regiones codificantes que codifican proteinas plaguicidas diferentes para
crear una nueva proteina plaguicida que posee las propiedades deseadas. De este modo, se generan bibliotecas de
polinucleétidos recombinantes a partir de una poblaciéon de secuencias de polinucleétidos relacionadas, que
comprenden regiones de secuencias que tienen una identidad de secuencia sustancial, y éstas se pueden
recombinar en forma homodloga in vitro o in vivo. Por ejemplo, usando este abordaje, se pueden entremezclar
motivos de secuencia que codifican un dominio de interés entre el gen plaguicida de la invencion y otros genes
plaguicidas conocidos, con el fin de obtener un nuevo gen que codifica una proteina con una propiedad mejorada de
interés, tal como una mayor actividad insecticida. Las estrategias para dicho entremezclado de ADN son conocidas
en la técnica. Véase, por ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 10747-10751; Stemmer (1994)
Nature 370: 389-391; Crameri et al. (1997) Nature Biotech., 436-438; Moore et al. (1997) J. Mol. Biol., 272: 336-347;
Zhang et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 4504-4509; Crameri et al., (1998) Nature 391: 288-291; y las
Patentes de los EE.UU. N°: 5,605,793 y 5,837,458.

El intercambio o el entremezclado de dominios constituye otro mecanismo para generar proteinas plaguicidas
alteradas. Se pueden intercambiar dominios entre proteinas plaguicidas, lo que da como resultado toxinas hibridas o
quiméricas con una mayor actividad plaguicida o espectro de blancos. Los procedimientos para generar proteinas
recombinantes y evaluar su actividad plaguicida son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Naimov et al.
(2001) Appl. Environ. Microbiol. 67:5328-5330; de Maagd et al. (1996) Appl. Environ. Microbiol. 62:1537-1543; Ge et
al. (1991) J. Biol. Chem. 266:17954-17958; Schnepf et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:20923-20930; Rang et al.
91999) Appl. Environ. Microbiol. 65:2918-2925).

Vectores

Se puede introducir una secuencia plaguicida de la invencién en un cassette de expresion para su expresion en una
planta de interés. Un “cassette de expresion vegetal” incluye construcciones de ADN que pueden dar como resultado
la expresion de una proteina a partir de un marco abierto de lectura en una célula vegetal. Tipicamente, dichas
construcciones contienen un promotor y una secuencia codificante. Comunmente, estas construcciones también
incluyen una regién 3' no traducida. Estas construcciones pueden contener una “secuencia sefial” o una “secuencia
directriz” para facilitar el transporte de cotraduccién o de postraduccién del péptido de interés a determinadas
estructuras intracelulares, tales como el cloroplasto (u otro plastido), el reticulo endoplasmatico o el aparato de
Golgi.

Una “secuencia sefal” se refiere a una secuencia de la que se sabe que permite el transporte de cotraduccion o de
postraduccién del péptido a través de la membrana celular. En eucariotas, esto tipicamente comprende la secrecién
hacia el aparato de Golgi, lo cual en algunos casos incluye glicosilacion. Las toxinas insecticidas de bacterias a
menudo se sintetizan como protoxinas, que son activadas proteoliticamente en el intestino de la plaga de interés
(Chang (1987) Methods Enzymol. 153:507-516). En algunas realizaciones de la presente invencion, la secuencia
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sefal se ubica en la secuencia nativa o puede derivar de una secuencia de la invencion. Una “secuencia directriz” se
refiere a cualquier secuencia que, cuando se traduce, da como resultado una secuencia de aminoacidos suficiente
como para desencadenar el transporte de cotraduccion de la cadena peptidica hacia un organela subcelular. Por
consiguiente, esto incluye secuencias directrices para dirigir el transporte y/o la glicosilacion mediante el pasaje por
el reticulo endoplasmatico, las vacuolas, los plastidos, incluyendo los cloroplastos, las mitocondrias y semejantes.

Un “vector de transformacion” se refiere a una molécula de ADN que es necesaria para efectuar la transformacion
eficiente de una célula. Esta molécula puede consistir en uno o mas cassettes de expresion vegetales, y puede estar
organizada en mas de una molécula de ADN *“vector’. Por ejemplo, los vectores binarios son vectores de
transformacion vegetales que utilizan dos vectores de ADN no contiguos que codifican las funciones que actian en
cis y trans necesarias para transformar las células vegetales (Hellens and Mullineaux (2000) Trends in Plant Science
5:446-451). Un “vector” hace referencia a una construccion de acidos nucleicos disefiada para efectuar una
transferencia entre células huésped diferentes. Un “vector de expresién” hace referencia a un vector que tiene la
capacidad para incorporar, integrar y expresar secuencias o fragmentos de ADN heterélogos en una célula extrafia.
El cassette incluird secuencias reguladoras 5’ y/o 3’ ligadas operativamente a una secuencia de la invencion. La
expresion “ligados operativamente” indica una union funcional entre un promotor y una segunda secuencia, donde la
secuencia promotora inicia y media la transcripcion de la secuencia de ADN que corresponde a la segunda
secuencia. En general, la expresiéon "ligado operativamente" significa que las secuencias de acidos nucleicos
conectadas son contiguas y, cuando fuera necesario unir dos regiones codificantes de proteinas, son contiguas y
estan en el mismo marco de lectura. El cassette puede contener ademas por lo menos un gen adicional que es
cotransformado dentro del organismo. Como alternativa, el o los genes adicionales se pueden introducir en multiples
cassettes de expresion.

En diversas realizaciones, la secuencia de nucleétidos de la invencion esta ligada operativamente a un promotor, por
ejemplo, un promotor vegetal. Un “promotor” se refiere a una secuencia de acido nucleico que dirige la transcripcion
de una secuencia codificante. El promotor, en combinacién con otras secuencias de acidos nucleicos reguladoras de
la transcripcion y la traduccion (también denominadas “secuencias control”), es necesario para la expresion de una
secuencia de ADN de interés.

Este cassette de expresion contiene una pluralidad de sitios de restriccion para insertar la secuencia plaguicida bajo
la regulacion transcripcional de las regiones reguladoras.

El cassette incluira, en la direccion de transcripcion 5 a 3’: una region de inicio de la transcripcion y traduccion (es
decir, un promotor), una secuencia de ADN de la invencidon y una region de finalizacién de la traduccién y la
transcripcion (es decir, una region de terminacion) funcional en plantas. El promotor puede ser nativo o analogo, o
extrafio o heterdlogo, respecto de la planta huésped y/o la secuencia de ADN de la invencion. Adicionalmente, el
promotor puede ser una secuencia natural, o como alternativa puede ser una secuencia sintética. Cuando el
promotor es “nativo” u “homologo” respecto de la planta huésped, se interpreta que el promotor se halla en la planta
nativa en la que se introduce el promotor. Cuando el promotor es “extrafio” o “heterélogo” respecto de la secuencia
de ADN de la invencién, se interpreta que el promotor no es un promotor nativo o natural de la secuencia de ADN
ligada operativamente de la invencion.

La region de terminacion puede ser nativa respecto de la regiéon de inicio de la transcripcion, puede ser nativa
respecto de la secuencia de ADN de interés ligada operativamente, puede ser nativa respecto de la planta huésped
o puede derivar de otra fuente (es decir, puede ser extrafia o heterdloga) respecto del promotor, la secuencia de
ADN de interés, el huésped vegetal o cualquier combinacién de los mismos. Las regiones de terminacién adecuadas
se pueden obtener del plasmido Ti de A. fumefaciens, tales como las regiones de terminacion de la octopina
sintetasa y de la nopalina sintetasa. Véase también Guerineau et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141-144;
Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon et al. (1991) Genes Dev. 5:141-149; Mogen et al. (1990) Plant Cell
2:1261-1272; Munroe et al. (1990) Gene 91:151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:7891-7903; and
Joshi et al. (1987) Nucleic Acid Res. 15:9627-9639.

Cuando fuera apropiado, se podran optimizar los genes para incrementar la expresion en la planta transformada. Es
decir, se pueden sintetizar los genes usando codones preferidos por las células huésped para obtener una expresion
mejorada, o se pueden sintetizar utilizando los codones que presentan una frecuencia de uso de codones preferida
por el huésped. En general, se incrementara el contenido de GC del gen. Véase, por ejemplo, Campbell y Gowri
(1990) Plant Physiol., 92: 1-11, por una descripcion del uso de codones preferidos por el huésped. En la técnica
existen procedimientos disponibles para sintetizar genes con preferencia por plantas. Véase, por ejemplo, las
Patentes de los EE.UU. N° 5,380,831 y 5,436,391, la publicacién de Patente de los EE.UU. N°: 20090137409 y
Murray et al. (1989) Nucleic Acids Res., 17:477-498, incorporadas en la presente a modo de referencia.

En una realizacion, la proteina plaguicida es dirigida hacia los cloroplastos para su expresion en los mismos. De este
modo, cuando la proteina plaguicida no se inserte directamente en el cloroplasto, el cassette de expresion incluira
adicionalmente un acido nucleico que codificara un péptido de transito para dirigir la proteina plaguicida hacia los
cloroplastos. Dichos péptidos de transito se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Von Heijne et al., (1991)
Plant Mol. Biol. Rep., 9: 104-126; Clark et al., (1989) J. Biol. Chem., 264: 17544-17550; Della-Cioppa et al., (1987)
Plant Physiol., 84: 965-968; Romer et al., (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun., 196: 1414-1421; y Shah et al.,
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(1986) Science 233: 478-481.

Se podra optimizar la expresion en el cloroplasto del gen plaguicida que se desee dirigir, teniendo en cuenta las
diferencias en el uso de codones entre el nucleo de la planta y este organelo. De este modo, los acidos nucleicos de
interés se pueden sintetizar usando los codones preferidos por el cloroplasto. Véase, por ejemplo, la Patente de los
EE.UU. N°: 5380831, incorporada en la presente a modo de referencia.

Transformacion de plantas

Los procedimientos de la invenciéon comprenden la introduccién de una construccion de nucleétidos en una planta. El
término “introduccion” se refiere a la presentacién de la construccion de nucleétidos a la planta de manera tal que la
secuencia accede al interior de una célula de la planta. Los procedimientos de la invenciéon no dependen de un
procedimiento particular para introducir una construccion de nucleétidos en una planta, sino solamente de que la
construccion de nucleétidos acceda al interior de por lo menos una célula de la planta. En la técnica se conocen
procedimientos para introducir construcciones de nucleétidos en plantas, incluyendo, pero en un sentido no taxativo,
procedimientos de transformacion estable, procedimientos de transformacion transitoria y procedimientos mediados
por virus.

Una “planta” designa plantas completas, 6rganos de plantas (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etcétera), semillas,
células vegetales, embriones y su progenie. Las células vegetales pueden estar diferenciadas o no diferenciadas
(por ejemplo callos, cultivos de células en suspension, protoplastos, células foliares, células de raices, células de
floema, polen).

Las “plantas transgénicas”, las “plantas transformadas” o las plantas, las células o los tejidos “transformados en
forma estable” hacen referencia a plantas que tienen secuencias de acidos nucleicos o fragmentos de ADN
exogenos incorporados o integrados en sus células. Estas secuencias de acidos nucleicos incluyen aquellas que son
exdgenas o no estan presentes en la célula vegetal no transformada, y también aquellas que pueden ser endégenas
0 que estan presentes en la célula vegetal no transformada. El término "heterélogo” hace referencia, en general, a
las secuencias de acidos nucleicos que no son enddgenas de la célula o que no forman parte del genoma nativo en
el que estan presentes y que han sido introducidas en la célula por infeccién, transfeccién, microinyeccion,
electroporacion, microproyeccion o semejantes.

Las plantas transgénicas de la invencién expresan una o mas de las nuevas secuencias de toxinas divulgadas en la
presente. En diversas realizaciones, la planta transgénica comprende ademas uno o mas genes adicionales para la
resistencia a insectos (por ejemplo, Cry1, tales como los miembros de las familias Cry1A, Cry1B, Cry1C, Cry1D,
Cry1E y Cry1F; Cry2, tales como los miembros de la familia Cry2A; Cry9, tales como los miembros de las familias
Cry9A, Cry9B, Cry9C, Cry9D, Cry9E y Cry9F; etc.). El experto en la técnica comprendera que la planta transgénica
puede comprender cualquier gen que confiera el rasgo agrondémico de interés.

La transformaciéon de las células vegetales se puede efectuar de acuerdo con uno de varios procedimientos
conocidos en la técnica. El gen plaguicida de la invencion se puede modificar para obtener o mejorar la expresion en
células vegetales. Tipicamente, una construccion que exprese esta proteina incluird un promotor para dirigir la
transcripcion del gen, y también una regidon 3' no traducida para permitir la terminacion de la transcripcion y la
poliadenilacién. La organizacién de dichas construcciones se conoce bien en la técnica. En algunas instancias,
puede ser util disefiar el gen de modo que el péptido resultante sea secretado o dirigido de otro modo hacia el
interior de la célula vegetal. Por ejemplo, el gen puede ser manipulado para contener un péptido sefial, con el fin de
facilitar la transferencia del péptido hacia el reticulo endoplasmatico. También puede ser preferible tratar mediante
ingenieria al cassette de expresion vegetal para que incluya un intrén, de tal modo que el procesamiento de ese
ARNmM del intrén sea requerido para la expresion.

Tipicamente, este “cassette de expresion vegetal” se insertara en un “vector de transformacion vegetal”. Este vector
de transformacion vegetal puede estar compuesto por uno o mas vectores de ADN necesarios para efectuar la
transformacion de la planta. Por ejemplo, en la técnica es comun utilizar vectores de transformacion vegetales
compuestos por mas de un segmento de ADN contiguo. Estos vectores cominmente se conocen en la técnica como
“vectores binarios”. Los vectores binarios, asi como los vectores con plasmidos asistentes, se usan comiunmente
para efectuar transformaciones mediadas por Agrobacterium, donde el tamafio y la complejidad de los segmentos de
ADN necesarios para completar una transformacion eficiente es considerable, y resulta ventajoso separar las
funciones en moléculas de ADN separadas. Los vectores binarios tipicamente contienen un plasmido vector que
contiene las secuencias que actian en cis necesarias para realizar la transferencia del ADN-T (tal como el borde
izquierdo y el borde derecho), un marcador de seleccion disefiado de modo que posibilita la expresion en una célula
vegetal y un “gen de interés” (un gen disefiado para posibilitar la expresién en una célula vegetal, a partir de la cual
se desea regenerar plantas transgénicas). Este vector plasmidico también contiene las secuencias necesarias para
la replicacién de la bacteria. Las secuencias que actlan en cis estan dispuestas de modo que permiten una
transferencia y una expresion eficiente en las células vegetales. Por ejemplo, el gen marcador de seleccion y el gen
plaguicida estan localizados entre los bordes izquierdo y derecho. Cominmente, un segundo plasmido contiene los
factores que actdan en trans que intervienen en la transferencia de ADN-T desde Agrobacterium hacia las células
vegetales. Este plasmido comunmente contiene las funciones de virulencia (genes Vir), que permiten la infeccion de
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las células vegetales por Agrobacterium, la transferencia del ADN por medio del corte de las secuencias borde y la
transferencia del ADN mediada por vir, tal como se conoce en la técnica (Hellens y Mullineaux (2000) Trends in
Plant Science, 5:446-451). Se pueden usar varios tipos de cepas de Agrobacterium (por ejemplo, LBA4404,
GV3101, EHA101, EHA105, etcétera) para transformar plantas. El segundo plasmido vector no es necesario para
transformar las plantas si se usan otros procedimientos, tales como microproyeccion, microinyeccion,
electroporacion, polietilenglicol, etc.

En general, los procedimientos de transformacion de plantas comprenden la transferencia de ADN heterélogo hacia
células vegetales blanco (por ejemplo, embriones inmaduros o maduros, cultivos en suspension, callos no
diferenciados, protoplastos, etcétera), seguida por la aplicacién de un nivel umbral maximo del agente de seleccion
apropiado (que depende del gen marcador de seleccién) para recuperar las células vegetales transformadas a partir
de una masa de células no transformadas. Posteriormente, las células transformadas se diferencian en brotes
después de colocarlas sobre el medio de regeneracion, suplementado con un nivel umbral maximo del agente de
seleccion. Luego se transfieren los brotes a un medio inductor de raices selectivo para recuperar los brotes o las
plantulas con raices. Posteriormente se cultivan las plantulas transgénicas hasta obtener plantas maduras
productoras de semillas fértiles (por ejemplo, Hiei et al., (1994) The Plant Journal 6: 271-282; Ishida et al., (1996)
Nature Biotechnology 14:745-750). Los explantes tipicamente se transfieren a un suministro fresco del mismo medio
y se cultivan de forma convencional. Se puede consultar una descripcion general de las técnicas y los
procedimientos para generar plantas transgénicas en Ayres y Park (1994) Critical Reviews in Plant Science 13: 219-
239 y Bommineni y Jauhar (1997) Maydica 42: Dado que el material transformado contiene muchas células, hay
células transformadas y no transformadas presentes en cualquier trozo de callo, de tejido o de grupo de células
obtenido. La capacidad de matar las células no transformadas y permitir que las células transformadas proliferen da
como resultado cultivos de plantas transformadas. Comunmente, la capacidad de eliminar las células no
transformadas es una limitacién para la recuperacion rapida de las células vegetales transformadas y la generacion
exitosa de plantas transgénicas.

Los protocolos de transformacion y también los protocolos para introducir secuencias de nucledtidos dentro de las
plantas pueden variar dependiendo del tipo de planta o de la célula vegetal, por ejemplo, monocotiledonea o
dicotileddnea, que constituya el blanco para la transformacion. La generacion de plantas transgénicas se puede
efectuar de acuerdo con uno de varios procedimientos, incluyendo, pero en un sentido no taxativo, microinyeccion,
electroporacion, transferencia directa de genes, introduccion de ADN heterélogo en células vegetales por
Agrobacterium (transformacion mediada por Agrobacterium), bombardeo de células vegetales con ADN heterélogo
extraio adherido a particulas, aceleracion balistica de particulas, transformaciéon por irradiacion con aerosol
(publicacién de la Solicitud de Patente de los EE.UU. N°: 20010026941; Patente de los EE.UU. N°: 4945050;
publicacion de Patente Internacional N° WO 91/00915; publicaciéon de la Solicitud de Patente de los EE.UU. N°:
2002015066), transformacion con Lec1 y otros procedimientos diversos para transferir ADN no mediados
directamente por particulas.

Los procedimientos para transformar cloroplastos se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Svab et al., (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 8526-8530; Svab y Maliga (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 913-917; Svab y
Maliga (1993) EMBO J. 12:601-606. El procedimiento se basa en la administracion con pistola de particulas de ADN
que contiene un marcador de seleccion, y el direccionamiento del ADN al genoma del plastido por recombinacion
homologa. Adicionalmente, la transformacion del plastido se puede efectuar por transactivacion de un transgén
silencioso perteneciente al plasmido, por expresion con preferencia por tejidos de una ARN polimerasa codificada
por el nucleo y dirigida hacia el plastido. Dicho sistema se describe en McBride et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:7301-7305.

Una vez que el ADN heterologo extrafio esta integrado en las células vegetales, se aplica un nivel maximo umbral de
la seleccion apropiada en el medio para matar las células no transformadas y separar y hacer proliferar las células
transformadas positivamente que sobreviven a este tratamiento de seleccién, realizando una transferencia a
intervalos regulares a un medio fresco. Los pasajes y desafios continuos con la seleccidon apropiada, permiten
identificar y hacer proliferar las células que fueron transformadas con el plasmido vector. Se pueden usar
procedimientos moleculares y bioquimicos para confirmar la presencia del gen heterélogo de interés integrado en el
genoma de la planta transgénica.

Las células que han sido transformadas se pueden cultivar para obtener plantas de acuerdo con medios
convencionales. Véase, por ejemplo, McCormick et al., (1986) Plant Cell Reports, 5:81-84. Luego se pueden cultivar
estas plantas y se pueden polinizar con la misma cepa transformada o con cepas diferentes y después se puede
identificar la progenie resultante con la caracteristica fenotipica deseada. Se pueden cultivar dos o mas
generaciones para asegurar que la expresion de la caracteristica fenotipica se mantenga y se herede en forma
estable, y luego se pueden cosechar las semillas para asegurar que se haya obtenido la expresion de la
caracteristica fenotipica deseada. De este modo, en la presente invencién se provee una semilla transformada
(también conocida como una “semilla transgénica”) que contiene una construccion de nucleotidos de la invencion,
por ejemplo, un cassette de expresion de la invencion, incorporada de manera estable en su genoma.
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Evaluacién de la transformacién de las plantas

Una vez introducido el ADN heterdlogo extrafio en las células vegetales, se confirma la transformacion o la
integracion del gen heterélogo en el genoma de la planta de acuerdo con diversos procedimientos, tales como el
analisis de los acidos nucleicos, las proteinas y los metabolitos asociados con el gen integrado.

El analisis de PCR es un procedimiento rapido para analizar las células, el tejido o los brotes transformados, en
busca de la presencia del gen incorporado, en la etapa temprana anterior al trasplante en tierra (Sambrook y Russell
(2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). La
PCR se conduce usando cebadores de oligonucleétidos especificos para el gen de interés o el antecedente del
vector de Agrobacterium, etc.

La transformacion de las plantas se puede confirmar mediante analisis de transferencia Southern del ADN gendmico
(Sambrook y Russell, 2001, supra). En general, se extrae ADN total de las transformantes, se lo digiere con enzimas
de restriccion apropiadas, se lo fracciona en un gel de agarosa y se lo transfiere a una membrana de nitrocelulosa o
nylon. Luego se analiza la membrana o el “transferido”, por ejemplo, con un fragmento de ADN radiomarcado con
¥p para confirmar la integracion del gen introducido en el genoma de la planta, de acuerdo con procedimientos
convencionales (Sambrook y Russell, 2001, supra).

En los analisis de transferencia Northern, se aisla ARN de tejidos especificos de los transformantes, se lo fracciona
en un gel de agarosa con formaldehido y se lo transfiere a un filtro de nylon de acuerdo con procedimientos
convencionales utilizados comunmente en la técnica (Sambrook y Russell (2001) supra). Después se evalla la
expresion del ARN codificado por el gen plaguicida por hibridacion del filtro con una sonda radiactiva derivada de un
gen plaguicida, de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica (Sambrook y Russell, 2001, supra).

Es posible realizar una transferencia Western, analisis bioquimicos y semejantes en las plantas transgénicas para
confirmar la presencie de la proteina codificada por el gen plaguicida, de acuerdo con procedimientos
convencionales (Sambrook y Russell, 2001, supra), usando anticuerpos que se unen a uno 0 mas epitopos
presentes en la proteina plaguicida.

Actividad plaguicida en plantas

En otro aspecto de la invencion, es posible generar plantas transgénicas que expresan una proteina plaguicida que
tiene actividad plaguicida. A modo de ejemplo, se pueden utilizar los procedimientos descriptos con anterioridad para
generar las plantas transgénicas, pero la forma en la que se generan las células vegetales transgénicas no es critica
para esta invencién. Se pueden usar procedimientos conocidos o descriptos en la técnica, tales como la
transformacion mediada por Agrobacterium, la transformacion biolistica y procedimientos no mediados por
particulas, de acuerdo con la discrecion del experimentador. Las plantas que expresan una proteina plaguicida se
pueden aislar de acuerdo con procedimientos comunes descriptos en la técnica, por ejemplo, mediante la
transformacion de callos, la seleccion de los callos transformados y la regeneracion de plantas fértiles a partir de
dichos callos transgénicos. En este proceso se puede usar cualquier gen como marcador de seleccion, siempre que
su expresion en las células vegetales confiera la capacidad de identificar o seleccionar las células transformadas.

Se han desarrollado varios marcadores para usar con células vegetales, tales como la resistencia a cloranfenicol, el
aminoglicdsido G418, la higromicina o semejantes. También se pueden usar otros genes que codifican un producto
que participa en el metabolismo de los cloroplastos como marcadores de seleccion. Por ejemplo, son de particular
utilidad los genes que confieren resistencia a herbicidas vegetales, tales como glifosato, bromoxinilo o imidazolinona.
Dichos genes ya fueron descriptos (Stalker et al., (1985) J. Biol. Chem., 263: 6310-6314 (gen de nitrilasa de
resistencia a bromoxinilo); y Sathasivan et al., Nucl. Acids Res., 18: 2188 (gen de resistencia a imidazolinona
AHAS). Adicionalmente, los genes descriptos en la presente son utiles como marcadores para evaluar la
transformacion de células bacterianas o vegetales. Los procedimientos para detectar la presencia de un transgén en
una planta, un érgano de una planta (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etcétera), una semilla, una célula vegetal, un
propagulo, un embrién o su progenie son bien conocidos en la técnica. En una realizacion, la presencia del transgén
se detecta determinando la actividad plaguicida.

Es posible determinar la actividad plaguicida en las plantas fértiles que expresan una proteina plaguicida, y las
plantas que presentan una actividad éptima se pueden seleccionar para realizar cruzamientos adicionales. En la
técnica hay procedimientos disponibles para evaluar la actividad plaguicida. En general, la proteina se mezcla y se
usa en ensayos de alimentacion. Véase, por ejemplo, Marrone et al., (1985) J. of Economic Entomology 78:290-293.

La presente invencion se puede usar para transformar cualquier especie de planta, incluyendo, pero en un sentido
no taxativo, monocotiledéneas y dicotileddneas. Los ejemplos de especies de plantas de interés incluyen, pero en un
sentido no taxativo, maiz, sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas, pimienta, papa, algodén, arroz, soja, remolacha,
cafia de azucar, tabaco, cebada y semilla de colza, Brassica sp., alfalfa, centeno, mijo, cartamo, mani, batata,
mandioca, café, coco, anana, arboles de citricos, cacao, té, banana, avocado, higo, guayaba, mango, oliva, papaya,
anacardio, macadamia, almendra, cebada, verduras, plantas ornamentales y coniferas.

Las verduras incluyen, pero en un sentido no taxativo, tomates, lechuga, judias verdes, judias lima, arvejas y
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miembros del género Curcumis, tales como pepino, melén y melon musk. Las plantas ornamentales incluyen, pero
en un sentido no taxativo, azalea, hidrangea, hibiscus, rosas, tulipanes, narcisos, petunias, clavel, pastora roja y
crisantemo. Preferiblemente, las plantas de la presente invencion son plantas de cultivo (por ejemplo, maiz, sorgo,
trigo, girasol, tomate, cruciferas, pimienta, papa, algodén, arroz, soja, remolacha, cafia de azucar, tabaco, cebada,
semilla de colza, etcétera).

Uso en el control con plaguicidas

Se conocen en la técnica procedimientos generales para emplear cepas que comprenden una secuencia de
nucledtidos desvelada en el presente documento, o una variante de la misma, en el control de plagas, o para
modificar otros organismos como agentes plaguicidas. Véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N°: 5039523 y
EP 0480762A2.

Las cepas de Bacillus que contienen una secuencia de nucleétidos desvelada en el presente documento, o una
variante de la misma, o los microorganismos que han sido alterados genéticamente para que contengan un gen y
una proteina plaguicida desvelados en el presente documento, pueden usarse para proteger cultivos y productos
agricolas de las plagas. En un aspecto de la invencion, se tratan células completas, es decir, no lisadas, de un
organismo que produce una toxina (plaguicida), con reactivos que prolongan la actividad de la toxina producida en la
célula, cuando la célula se aplica al ambiente de la o las plagas blanco.

Como alternativa, el plaguicida se produce introduciendo un gen plaguicida en un huésped celular. La expresion del
gen plaguicida resulta, directa o indirectamente, en la produccion y el mantenimiento intracelular del plaguicida. En
un aspecto de la presente invencion, estas células son tratadas luego bajo condiciones que prolongan la actividad de
la toxina producida en la célula cuando la célula es aplicada al ambiente en donde se encuentra la plaga blanco. Los
productos resultantes retienen la toxicidad de la toxina. Estos plaguicidas naturalmente encapsulados pueden ser
formulados luego de acuerdo con técnicas convencionales para la aplicacion al ambiente que es huésped de la
plaga blanco, por ejemplo, suelo, agua y follaje de las plantas. Véase, por ejemplo, EPA 0192319, y las referencias
citadas en dicha publicacion. Como alternativa, es posible formular las células que expresan un gen de esta
invencion para poder aplicar el material resultante como plaguicida.

Los ingredientes activos de la presente invencién se aplican normalmente bajo la forma de composiciones, y se los
puede aplicar sobre el area de cultivo, las plantas o las semillas a tratar, en forma simultanea o sucesiva, con otros
compuestos. Estos compuestos pueden ser fertilizantes, exterminadores de malezas, crioprotectores, agentes
tensioactivos, detergentes, jabones plaguicidas, aceites latentes, polimeros y/o formulaciones vehiculo de liberaciéon
demorada o biodegradables, que permiten la dosificaciéon a largo plazo de un area blanco después de una Unica
aplicacion de la formulacion. También pueden ser herbicidas selectivos, insecticidas quimicos, viricidas,
microbicidas, amebicidas, plaguicidas, fungicidas, bactericidas, nematocidas, molusquicidas o mezclas de varias de
estas preparaciones, si se lo desea, junto con otros vehiculos aceptables para el uso agricola, agentes tensioactivos
0 coadyuvantes que promueven la absorcion de uso comun en la técnica de la formulacién. Los vehiculos y los
coadyuvantes adecuados pueden ser solidos o liquidos, y pueden corresponder a sustancias comunmente
empleadas en la tecnologia de las formulaciones, por ejemplo, sustancias minerales, naturales o regeneradas,
solventes, dispersantes, agentes humectantes, agentes adhesivos, aglutinantes o fertilizantes. Del mismo modo, las
formulaciones se pueden preparar como “cebos” comestibles, o se les puede dar la forma de “trampas”, para permitir
la alimentacion o la ingesta de la formulacion plaguicida por una plaga blanco.

Los procedimientos para aplicar un ingrediente activo de la presente invencién, o una composicion agroquimica de la
presente invencidon que contiene por lo menos una de las proteinas plaguicidas producidas por las cepas de
bacterias de la presente invencion, incluyen la aplicacion sobre las hojas, el recubrimiento de las semillas y la
aplicacion en la tierra. La cantidad de aplicaciones y la frecuencia de las aplicaciones dependen de la intensidad de
la infestacion con la plaga correspondiente.

La composicién se puede formular como un polvo, un polvillo, una capsula, un granulo, un rocio, una emulsién, un
coloide, una solucion o semejantes, y puede prepararse con medios convencionales, tales como la desecacion, la
liofilizacion, la homogenizacion, la extraccion, la filtracion, la centrifugacion, la sedimentacion o la concentracion de
un cultivo de células que comprenden el polipéptido. En todas estas composiciones que contienen por lo menos uno
de estos polipéptidos plaguicidas, el polipéptido puede estar presente a una concentracion de entre
aproximadamente 1% y aproximadamente 99% en peso.

Se puede matar, o reducir el numero, de plagas de coledpteros en un area dada mediante los procedimientos de la
invencion, o se puede aplicar de manera profilactica a un area del ambiente para prevenir la infestacién por una
plaga susceptible. Preferiblemente, la plaga ingiere o toma contacto con una cantidad eficaz como plaguicida del
polipéptido. Una “cantidad eficaz como plaguicida” significa una cantidad de plaguicida que puede eliminar por lo
menos una plaga, o reducir notablemente el crecimiento, la alimentacion o el desarrollo normal de la plaga. Esta
cantidad variara dependiendo de factores tales como, por ejemplo, las plagas blanco especificas a controlar, el
ambiente especifico, la localizacién, la planta, el cultivo o el sitio agricola a tratar, las condiciones ambientales, y el
procedimiento, la tasa, la concentracion, la estabilidad, y la cantidad de aplicacién de la composicion del polipéptido
efectivo como plaguicida. Las formulaciones también pueden variar respecto de las condiciones climaticas, las
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consideraciones ambientales y/o la frecuencia de aplicacion y/o la gravedad de la infestacion de la plaga.

Las composiciones plaguicidas descriptas se pueden preparar formulando la suspension de células bacterianas,
cristales y/o esporas, o el componente proteico aislado, con el vehiculo agronémicamente aceptable deseado. Antes
de la administracién, las composiciones se pueden formular en un medio apropiado, tal como un vehiculo liofilizado,
secado por congelamiento o desecado, o en un vehiculo acuoso, un medio o un diluyente apropiado, tal como
solucion salina u otro amortiguador. Las composiciones formuladas pueden tomar la forma de un polvo o un material
granular, o una suspension en aceite (vegetal o mineral), o emulsiones de agua o aceite/agua, o como un polvo
humectable, o en combinacidon con cualquier otro material vehiculo apropiado para una aplicacion agricola. Los
vehiculos agricolas apropiados pueden ser sélidos o liquidos, y se conocen bien en la técnica. La expresion
“vehiculo agronémicamente aceptable” abarca todos los coadyuvantes, los componentes inertes, los dispersantes,
los agentes tensioactivos, los espesantes, los aglutinantes, etcétera, que se usan comunmente en la tecnologia de
formulacion de plaguicidas; los cuales son bien conocidos por los expertos en la técnica de la formulacion de
plaguicidas. Las formulaciones pueden mezclarse con uno o mas coadyuvantes solidos o liquidos, y se pueden
preparar con diversos medios, por ejemplo, mezclando de forma homogénea, combinando y/o triturando la
composicion plaguicida con coadyuvantes apropiados, usando técnicas de formulacion convencionales. Las
formulaciones y los procedimientos de aplicacion apropiados se describen en la Patente de los EE.UU. N°: 6468523.

Los ejemplos de plagas del gusano de la raiz del maiz incluyen, por ejemplo, gusano de la raiz del maiz occidental
(por ejemplo, Diabrotica virgifera virgifera), gusano de la raiz del maiz del norte (por ejemplo, Diabrotica barberi) y
gusano de la raiz del maiz del sur (por ejemplo, Diabrotica undecimpunctata howardi).

Procedimientos para incrementar el rendimiento de una planta

Se proveen procedimientos para incrementar el rendimiento de una planta. Los procedimientos comprenden proveer
una planta o una célula vegetal que expresa un polinucledtido que codifica la secuencia de polipéptidos plaguicida
divulgada en la presente y cultivar la planta o una semilla de la misma en un campo infestado con una plaga (o
susceptible a una infeccién por la misma) contra la cual dicho polipéptido tiene actividad plaguicida. En particular, la
presente invenciéon proporciona un procedimiento para aumentar el rendimiento en una planta de maiz que
comprende hacer crecer en un campo una planta de maiz de o una semilla de la misma que tiene incorporado
establemente en su genoma un constructo de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos unida
operativamente a un promotor capaz de dirigir la expresion de la secuencia de nucledtidos en una célula vegetal, en
el que dicha secuencia de nucledtidos se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 10 2;y

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, en el que
dicho polipéptido tiene una actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.

en el que dicho campo esta infestado con una plaga del gusano de la raiz del maiz. En algunas realizaciones, el
polipéptido Axmi184 descripto en la presente tiene actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del
maiz, y dicho campo esta infestado con dicha plaga del gusano de la raiz del maiz. En diversas realizaciones, la
plaga del gusano de la raiz del maiz es el gusano de la raiz del maiz occidental. Tal como se define en la presente,
el “rendimiento” de la planta hace referencia a la calidad y/o la cantidad de la biomasa producida por la planta. La
“biomasa” hace referencia a cualquier producto vegetal medido. Un incremento en la produccidon de biomasa es
cualquier mejora en el rendimiento del producto vegetal medido. El incremento del rendimiento de una planta tiene
diversas aplicaciones comerciales. Por ejemplo, el incremento de la biomasa foliar de la planta puede incrementar el
rendimiento de las verduras de hoja para consumo humano o por animales. Adicionalmente, el incremento de la
biomasa de las hojas se puede usar para incrementar la produccion de productos farmacéuticos o industriales
derivados de plantas. Un incremento en el rendimiento puede comprender cualquier incremento de significacion
estadistica, incluyendo, pero en un sentido no taxativo, un incremento de por lo menos 1%, un incremento de por lo
menos 3%, un incremento de por lo menos 5%, un incremento de por lo menos 10%, un incremento de por lo menos
20%, por lo menos 30%, por lo menos 50%, por lo menos 70%, por lo menos 100%, o un incremento mayor en el
rendimiento, en comparacion con una planta que no expresa la secuencia plaguicida. En procedimientos especificos,
el rendimiento de la planta se incrementa como resultado de la resistencia a plagas mejorada de una planta que
expresa una proteina plaguicida descripta en la presente. La expresion de la proteina plaguicida da como resultado
una capacidad reducida de la plaga para infestar o alimentarse.

Las plantas también se pueden tratar con una o mas composiciones quimicas, incluyendo uno o mas herbicidas,
insecticidas o fungicidas. Los ejemplos de composiciones quimicas incluyen: Herbicidas para frutas/verduras:
atrazina, bromacilo, diurén, glifosato, linurén, metribuzina, simazina, trifluralina, fluazifop, glufosinato, galosulfurén
Gowan, paraquat, propizamida, setoxidim, butafenacilo, halosulfurén, indaziflam; Insecticidas de frutas/verduras:
aldicarb, Bacillus thuriengiensis, carbarilo, carbofurano, clorpirifos, cipermetrina, deltametrina, abamectina,
ciflutrina/beta-ciflutrina, esfenvalerato, lambda-cihalotrina, acequinocilo, bifenazato, metoxifenozida, novalurén,
cromafenozida, tiacloprida, dinotefurano, fluacripirim, espirodiclofeno, gamma-cihalotrina, espiromesifeno,
espinosad, rinaxipir, ciazipir, triflumurén, espirotetramat, imidacloprida, flubendiamida, tiodicarb, metaflumizona,
sulfoxaflor, ciflumetofeno, cianopirafeno, clotianidina, tiametoxam, espinotoram, tiodicarb, flonicamida, metiocarb,
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emamectina-benzoato, indoxacarb, fenamifos, piriproxifeno, fenbutatina-6xido; Fungicidas para frutas/verduras:
ametoctradina, azoxistrobina, bentiavalicarb, boscalid, captan, carbendazim, clorotalonilo, cobre, ciazofamid,
ciflufenamid, cimoxanilo, ciproconazol, ciprodinilo, difenoconazol, dimetomorf, ditianén, fenamidona, fenhexamida,
fluazinam, fludioxonilo, fluopicolida, fluopiram, fluoxastrobina, fluxapiroxad, folpet, fosetilo, iprodiona, iprovalicarb,
isopirazam, kresoxim-metilo, mancozeb, mandipropamida, metalaxilo/mefenoxam, metiram, metrafenona,
miclobutanilo, penconazol, pentiopirad, picoxistrobina, propamocarb, propiconazol, propineb, proquinazid,
protioconazol, piraclostrobina, pirimetanilo, quinoxifeno, espiroxamina, azufre, tebuconazol, tiofanato-metilo,
trifloxistrobina; Herbicidas para cereales: 2.4-D, amidosulfurén, bromoxinilo, carfentrazona-E, clorotolurén,
clorsulfurén, clodinafop-p, clopiralida, dicamba, diclofop-m, diflufenicano, fenoxaprop, florasulam, flucarbazona-NA,
flufenacet, flupirosulfurén-m, fluroxipir, flurtamona, glifosato, iodosulfurén, ioxinilo, isoproturén, mcpa, mesosulfuron,
metsulfurén, pendimetalina, pinoxadeno, propoxicarbazona, prosulfocarb, piroxsulam, sulfosulfurén, tifensulfurén,
tralcoxidim, triasulfurén, tribenurdn, trifluralina, tritosulfurén; Fungicidas para cereales: azoxistrobina, bixafeno,
boscalid, carbendazim, clorotalonilo, ciflufenamid, ciproconazol, ciprodinilo, dimoxistrobina, epoxiconazol,
fenpropidina, fenpropimorf, fluopiram, fluoxastrobina, fluquinconazol, fluxapiroxad, isopirazam, kresoxim-metilo,
metconazol, metrafenona, pentiopirad, picoxistrobina, procloraz, propiconazol, proquinazid, protioconazol,
piraclostrobina, quinoxifeno, espiroxamina, tebuconazol, tiofanato-metilo, trifloxistrobina; Insecticidas para cereales:
dimetoato, lambda-cihaltrina, deltametrina, alfa-cipermetrina, [beta]-ciflutrina, bifentrina, imidacloprida, clotianidina,
tiametoxam, tiacloprida, acetamiprida, dinetofurano, clorpirifos, pirimicarb, metiocarb, sulfoxaflor; Herbicidas para
maiz: atrazina, alaclor, bromoxinilo, acetoclor, dicamba, clopiralid, (s-)dimetenamida, glufosinato, glifosato,
isoxaflutol, (s-)metolaclor, mesotriona, nicosulfurén, primisulfurén, rimsulfurén, sulcotriona, foramsulfurén,
topramezona, tembotriona, saflufenacilo, tiencarbazona, flufenacet, piroxasulfona; Insecticidas para maiz:
carbofurano, clorpirifos, bifentrina, fipronilo, imidacloprida, lambda-cihalotrina, teflutrina, terbufos, tiametoxam,
clotianidina, espiromesifeno, flubendiamida, triflumurdn, rinaxipir, deltametrina, tiodicarb, B-ciflutrina, cipermetrina,
bifentrina, lufenurdn, tebupirimfos, etiprol, ciazipir, tiacloprida, acetamiprida, dinetofurano, avermectina; Fungicidas
para_maiz: azoxistrobina, bixafeno, boscalid, ciproconazol, dimoxistrobina, epoxiconazol, fenitropan, fluopiram,
fluoxastrobina, fluxapiroxad, isopirazam, metconazol, pentiopirad, picoxistrobina, propiconazol, protioconazol,
piraclostrobina, tebuconazol, trifloxistrobina; Herbicidas para arroz: butaclor, propanilo, azimsulfurén, bensulfurén,
cihalofop, daimurén, fentrazamida, imazosulfurén, mefenacet, oxaziclomefona, pirazosulfurén, piributicarb,
quinclorac, tiobencarb, indanofano, flufenacet, fentrazamida, halosulfurén, oxaziclomefona, benzobiciclona,
piriftalida, penoxsulam, bispiribac, oxadiargilo, etoxisulfurén, pretilaclor, mesotriona, tefuriltriona, oxadiazona,
fenoxaprop, pirimisulfan; Insecticidas para arroz: diazinona, fenobucarb, benfuracarb, buprofezina, dinotefurano,
fipronilo, imidacloprida, isoprocarb, tiacloprida, cromafenozida, clotianidina, etiprol, flubendiamida, rinaxipir,
deltametrina, acetamiprida, tiametoxam, ciazipir, espinosad, espinotoram, emamectina-benzoato, cipermetrina,
clorpirifos, etofenprox, carbofurano, benfuracarb, sulfoxaflor; Fungicidas para arroz: azoxistrobina, carbendazim,
carpropamid, diclocimet, difenoconazol, edifenfos, ferimzona, gentamicina, hexaconazol, himexazol, iprobenfos (ibp),
isoprotiolano, isotianilo, kasugamicina, mancozeb, metominostrobina, orisastrobina, pencicurén, probenazol,
propiconazol, propineb, piroquilén, tebuconazol, tiofanato-metilo, tiadinilo, triciclazol, trifloxistrobina, validamicina;
Herbicidas para algodén: diurdn, fluometuréon, MSMA, oxifluorfeno, prometrina, trifluralina, carfentrazona, cletodim,
fluazifop-butilo, glifosato, norflurazén, pendimetalina, piritiobac-sodio, ftrifloxisulfurén, tepraloxidim, glufosinato,
flumioxazina, tidiazurén; Insecticidas para algodoén: acefato, aldicarb, clorpirifos, cipermetrina, deltametrina,
abamectina, acetamiprida, emamectina-benzoato, imidacloprida, indoxacarb, lambda-cihalotrina, espinosad,
tiodicarb, gamma-cihalotrina, espiromesifeno, piridalilo, flonicamid flubendiamida, triflumurén, rinaxipir, beta-ciflutrina,
espirotetramat, clotianidina, tiametoxam, tiacloprida, dinetofurano, flubendiamida, ciazipir, espinosad, espinotoram,
gamma-cihalotrina, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5h)-ona, tiodicarb, avermectina,
flonicamid, piridalilo, espiromesifeno, sulfoxaflor; Fungicidas para algodén: azoxistrobina, bixafeno, boscalid,
carbendazim, clorotalonilo, cobre, ciproconazol, difenoconazol, dimoxistrobina, epoxiconazol, fenamidona, fluazinam,
fluopiram, fluoxastrobina, fluxapiroxad, iprodiona, isopirazam, isotianilo, mancozeb, maneb, metominostrobina,
pentiopirad, picoxistrobina, propineb, protioconazol, piraclostrobina, quintozeno, tebuconazol, tetraconazol, tiofanato-
metilo, trifloxistrobina; Herbicidas para soja: alaclor, bentazona, trifluralina, clorimurén-etilo, cloransulam-metilo,
fenoxaprop, fomesafeno, fluazifop, glifosato, imazamox, imazaquina, imazetapir, (S-)metolaclor, metribuzina,
pendimetalina, tepraloxidim, glufosinato; Insecticidas para soja: lambda-cihalotrina, metomilo, imidacloprida,
clotianidin, tiametoxam, tiacloprida, acetamiprida, dinetofurano, flubendiamida, rinaxipir, ciazipir, espinosad,
espinotoram, emamectina-benzoato, fipronilo, etiprol, deltametrina, [beta]-ciflutrina, gamma y lambda-cihalotrina, 4-
[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5h)-ona, espirotetramat, espinodiclofeno, triflumuron,
flonicamida, tiodicarb, beta-ciflutrina; Fungicidas para soja: azoxistrobina, bixafeno, boscalid, carbendazim,
clorotalonilo, cobre, ciproconazol, difenoconazol, dimoxistrobina, epoxiconazol, fluazinam, fluopiram, fluoxastrobina,
flutriafol, fluxapiroxad, isopirazam, iprodiona, isotianilo, mancozeb, maneb, metconazol, metominostrobina,
miclobutanilo, pentiopirad, picoxistrobina, propiconazol, propineb, protioconazol, piraclostrobina, tebuconazol,
tetraconazol, tiofanato-metilo, trifloxistrobin; Herbicidas para remolacha: cloridazon, desmedifam, etofumesato,
fenmedifam, trialato, clopiralid, fluazifop, lenacilo, metamitrén, quinmerac, cicloxidim, ftriflusulfurén, tepraloxidim,
quizalofop; Insecticidas para remolacha: imidacloprida, clotianidina, tiametoxam, tiacloprida, acetamiprida,
dinetofurano, deltametrina, [beta]-ciflutrina, gamma/lambda-cihalotrina, 4-[[(6-clorpiridin-3-il)metil](2,2-
difluoretil)amino]furan-2(5h)-ona, teflutrina, rinaxipir, ciaxipir, fipronilo, carbofurano; Herbicidas para canola: clopiralid,
diclofop, fluazifop, glufosinato, glifosato, metazaclor, etametsulfuréon ftrifluralina, quinmerac, quizalofop, cletodim,
tepraloxidim; Fungicida para canola: azoxistrobina, bixafeno, boscalid, carbendazim, ciproconazol, difenoconazol,
dimoxistrobina, epoxiconazol, fluazinam, fluopiram, fluoxastrobina, flusilazol, fluxapiroxad, iprodiona, isopirazam,
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cloruro de mepiquat, metconazol, metominostrobina, paclobutrazol, pentiopirad, picoxistrobina, procloraz,
protioconazol, piraclostrobina, tebuconazol, tiofanato-metilo, trifloxistrobina, vinclozolina; Insecticidas para canola:
carbofurano, tiacloprida, deltametrina, imidacloprida, clotianidina, tiametoxam, acetamiprida, dinetofurano, (-
ciflutrina, gamma y lambda-cihalotrina, tau-fluvaleriato, etiprol, espinosad, espinotoram, flubendiamida, rinaxipir,
ciazipir, 4-[[(6-clorpiridin-3 -il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5H)-ona.

Los siguientes ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos y no en un sentido limitativo.
EJEMPLOS EXPERIMENTALES
Ejemplo 1. Expresion y actividad de Axmi184 en Zea mays

Se aislé el gen Axmi184 (SEQ ID NO:1) de la cepa ATX14775 de Bacillus thuringiensis, y se describe en la
Publicacion de Patente de los Estados Unidos 20100004176. La secuencia de aminoacidos de AXMI184 (SEQ ID
NO:3) tiene 93% de identidad de secuencia con Vip3Af1 (No. de acceso GENBANK CAI43275). Se ha demostrado
que las proteinas Vip3A son toxicas contra un grupo taxonémicamente diverso de lepiddpteros (Estruch et al. (1996)
Proc Natl Acad Sci USA 93:5389-5394). No ha habido pruebas de que un gen que tenga homologia con la clase VIP
de toxinas sea activo contra plagas de coledpteros.

Las plantas de maiz transgénicas transformadas con una version optimizada de Axmi184 (optAxmi184, descripta en
la presente como SEQ ID NO:2) se obtuvieron mediante transformacion mediada por Agrobacterium. Se
seleccionaron las plantas que se demostr6 mediante el analisis por PCR que contenian el constructo Axmi184
apropiado y se transfirieron a recipientes contenedores de raiz.

Las plantas To que contenian optAxmi184 fueron trasplantadas a recipientes contenedores de raiz y se propagaron
durante aproximadamente tres semanas. Cada una de las plantas individuales fueron infestadas con ~125 huevos
de gusano de la raiz del maiz occidental (Diabrotica virgifera) sin entrar en diapausa. Se analizé en las plantas la
expresion de la proteina AXMI184 mediante analisis de transferencia Western usando un anticuerpo anti-AXMI184.
Las plantas que expresaron cantidades detectables de AXMI184 fueron seleccionadas para analisis. Después de
quince dias, se evalué la cantidad de dafio a las raices de cada planta usando la Escala de Dafio a los Nédulos
(CRWNIS) (Oleson et al. 2005. J. Econ Entomol. 98(1): 1-8), donde 0.00 significa que no hubo dafio y 3.00 que
todas las raices se podaron hasta 1.5 pulgadas del tallo en tres noédulos completos. La Figura 1 muestra que
AXMI184 resulté en menos dafio a las raices que las plantas testigo infestadas del mismo modo.

Ejemplo 2. Resultados del ensayo de campo

Las plantas T1 que expresaron optAxmi184 se evaluaron en dos lugares en lowa. Cada unidad experimental
consistié en una parcela de raiz de una sola fila que media aproximadamente 15 pies. Las macetas se dispusieron
usando un disefio de bloque completo aleatorizado con cuatro repeticiones. La eficacia contra el gusano de la raiz
del maiz occidental se determiné evaluando hasta ocho raices de maiz por parcela. Las endégamas B110 y B116,
un hibrido comercial susceptible al CRW y dos estandares de control del CRW: B110 con un insecticida granular
estandar (FORCE® 3G) y B110 con un tratamiento de semillas insecticida (PONCHO® 1250) se utilizaron como
testigos.

Los campos se prepararon para este estudio usando practicas de cultivo similares a aquellas utilizadas en los
campos de maiz comercial de lowa. Se identificaron las plantas que no contenian eventos transgénicos para el
control del CRW y se excluyeron del estudio usando una aplicacion de 16 oz/A de glifosato cuando las plantas se
encontraban en la etapa de las hojas V1. Cinco a diez dias después, se registré el nimero de plantas positivas y
negativas en cada parcela. Luego se quitaron las plantas negativas y las plantas positivas restantes se redujeron a 8
plantas por fila. Todas las plantas se infestaron manualmente con huevos del gusano de la raiz del maiz occidental
sin entrar en diapausa. Los huevos se suspendieron en una solucion de agar diluida y se calibraron para
proporcionar 750 huevos por planta para todas las parcelas.

Las raices se removieron, se lavaron y se evalu6 el dafio por CRW después de un periodo de alimentacion de
larvas. Las observaciones del desarrollo de larvas en maiz sin proteccion (B110) se utilizaron para determinar los
tiempos optimos para esta evaluacion. El dafio al gusano de la raiz del maiz se caracterizé usando el CRWNIS. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Planta Numero de plantas | CRWNIS Promedio | Error estandar
B110 58 1.53 0.075
B110 + Fuerza 30 0.30 0.105
B110 + Poncho | 31 0.08 0.103
B116 56 1.52 0.077
Hibrido negativo | 32 0.83 0.101
optAxmi184 175 0.12 0.043

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2682351 T3

Ejemplo 3. Formacion de vectores con los genes para su expresion en plantas

Las regiones de codificacion de la invenciéon se unen con las secuencias promotoras y de terminacion apropiadas
para su expresion en plantas. Estas secuencias son bien conocidas en la técnica, y pueden incluir el promotor de
actina de arroz o el promotor de ubiquitina de maiz para expresar en monocotiledéneas, o el promotor UBQ3 de
Arabidopsis o el promotor CaMV 35S para expresar en dicotiledéneas y los terminadores nos o Pinll. Los
procedimientos para producir y confirmar construcciones de promotores-genes-terminadores también son bien
conocidos en la técnica.

En un aspecto de la invencion, se disefian y generan secuencias de ADN sintéticas. Estas secuencias sintéticas
tienen secuencias de nucleotidos alteradas con relacion a la secuencia progenitora, pero codifican proteinas que son
esencialmente idénticas a la secuencia progenitora.

En otro aspecto de la invencién se generan versiones modificadas de genes sintéticos, de modo que el péptido
resultante sea dirigido a un organelo de la planta, tal como el reticulo endoplasmatico o el apoplasto. Se conocen en
la técnica secuencias de péptidos que resultan en el direccionamiento de proteinas de fusidn a organelos vegetales.
Por ejemplo, en la técnica se sabe que la region N-terminal del gen de fosfatasa acida del lupino blanco Lupinus
albus (ID Genebank Gl: 14276838; Miller et al. (2001) Plant Physiology 127: 594-606) resulta en el direccionamiento
de las proteinas heterdlogas hacia el reticulo endoplasmatico. Si la proteina de fusién resultante también contiene
una secuencia de retencion en reticulo endoplasmatico que comprende al péptido N-terminal-lisina-acido aspartico-
acido glutamico-leucina (es decir, el motivo “KDEL”, SEQ ID NO: 4) por el extremo C-terminal, la proteina de fusién
sera dirigida hacia el reticulo endoplasmatico. Si la proteina de fusidn carece de una secuencia de direccionamiento
para el reticulo endoplasmatico en el extremo C, la proteina sera dirigida al reticulo endoplasmatico, pero finalmente
sera capturada por el apoplasto.

Por consiguiente, este gen codifica una proteina de fusion que contiene a los 31 aminoacidos N-terminales del gen
de la fosfatasa acida de la lupina blanca Lupinus albus (GENBANK®, ID Gl: 14276838, Miller et al., 2001, supra)
fusionados al extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la invencion, asi como la secuencia KDEL
(SEQ ID NO:4) por el extremo C-terminal. Por consiguiente, se prevé que la proteina resultante pueda ser dirigida al
reticulo endoplasmatico de plantas con su expresion en una célula vegetal.

Los cassettes de expresion para plantas descriptos anteriormente se combinan con marcadores de seleccion
apropiados para plantas para ayudar en la seleccion de células y tejidos transformados, y se unen con vectores de
transformacion vegetales. Estos pueden incluir vectores binarios para la transformacion mediada por Agrobacterium
o vectores de plasmidos simples para la transformacién con aerosol o biolistica.

Ejemplo 4. Transformacion de los genes de la invencion en células vegetales por medio de una
transformacion mediada por Agrobacterium

El mejor momento para recolectar las mazorcas es 8-12 dias después de la polinizacién. Se aislan los embriones de
las espigas, y se prefiere usar los embriones con un tamario de 0.8-1.5 mm para la transformacién. Los embriones
se colocan en placas con el lado del escutelo hacia arriba en un medio de incubacion apropiado, y se incuba durante
la noche a 25°C en oscuridad. Sin embargo, no es necesario per se incubar los embriones durante la noche. Los
embriones se ponen en contacto con una cepa de Agrobacterium que contiene los vectores apropiados para la
transferencia mediada por el plasmido Ti por aproximadamente 5-10 minutos, y luego se los coloca en placas en
medio de co-cultivo por aproximadamente 3 dias (22°C en oscuridad). Después del cocultivo, se transfieren los
explantes a un medio para el periodo de recuperacion por 5-10 dias (a 25°C en oscuridad). Se incuban los explantes
en medio de seleccion por hasta ocho semanas, dependiendo de la naturaleza y las caracteristicas de la seleccién
particular utilizada. Después del periodo de seleccion, se transfiere el callo resultante a un medio de maduracién de
embriones hasta observar la formacién de embriones somaticos maduros. Los embriones somaticos maduros
resultantes se colocan luego bajo iluminacién escasa y se inicia el proceso de regeneracion conocido en la técnica.

Todas las publicaciones y las solicitudes de patentes que se mencionan en la memoria descriptiva son indicativas
del nivel de conocimiento de los expertos en la técnica a la que se refiere esta invencion.

Aunque la invencion precedente ha sido descripta con algin detalle a modo de ilustracion y ejemplo, con el fin de
facilitar la compresion, sera evidente que se pueden efectuar determinados cambios y modificaciones dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> McNulty, Brian Stauffer, Maria
<120> USO DE AXMI184 PARA EL CONTROL DE LOS INSECTOS DEL GUSANO DE LA RAIZ
<130>APA136001

<150> 61/764.246
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<151> 13-02-2013
<160> 4

<170> PatentIn versién 3.5
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<210> 1

<211> 2370

<212> ADN

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 1
atgaacatga acaagaataa tactaaatta agcgcaagag ctttaccaag trttattgat 60
tattttaatg gcatttatgg atttgccact ggcatcaaag atattatgaa catgatttrt 120
aaaacggata caggtggtga tctaacccta gacgaaattt taaagaatca gcagttacta 180
aatgatattt ctggtaaatt ggatggggtyg aatggaagct taaatgatct tatcgcacag 240
ggaaactltaa atacagaatt atctaaggaa atattaaaaa tigcaaalga acaaaatcaa 300
gttttaaatg atgttaataa caaactcgat gcgataaata cgatgcttca tgtatatcta 360
cctaaaatta cctctatgtt aagtgatgta atgaaaccaa attatgcgct aagtatgcaa 420
atagaatacc taagtagaca attacaagaa atttcagata agctagatat tatcaacgta 480
aatgtactta ttaactctac acttactgaa attacacctg cgtatcaatg gattaaatat 540
gtgaacgaaa aatttgaaga attaactttt gctacagaaa ctactttaaa agtaaaaaat 600
gatagcgctt ctgcagatat tcttgatgag ttaacggagt taactgaact tgcgaaaagt 660
gtaacaaaaa atgatgtgga tggttttgaa ttttacctta atacattcca cgatgtaatg 720
gtaggaaata atttattcdg gcgttcgact ttaaaaactg cttcggaatt aattgctaaa 780
gaaaatgtga aaacaagtgg cagtgaggta ggaaatgttt ataatttctt agttgtatta 840
acagctctac aagcaaaagc ttttcttact ttaacaacat gccgaaaatt attaggccta 900
gcagatattg attatacatc tattratgaat gaacatttaa ataaggaaaa agaggaattt 960
agagtaaaca tccttocctat actttctaat actttttcta atcctaatta tgcaaaagtt 1020
aaaggaagtg atgaagatgc aaagatgatt gtggaagcta aaccaggaca tgcattggtt 1080
gggtttgaaa ttagtaatga ttcaatgaca gtattaaaag tatatgaagc taagctaaaa 1140
caaaattacc aagttgataa ggattcctta tcggaagtca tttatggtga tatggataaa 1200
ttattgtgcc cagatcaatc tgaaaaaatt tattatacaa ataatatagt atttccaaat 1260
gaatatgtaa ttactaaaat tgattttact aagaaaatga aaactttaag atatgaggta 1320
acagctaatt cttatgattc ttctacagga gaaattgact taaataaaaa gaaagtagaa 1380
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tcaagtaaag
ggtgtcatca
aattcaagat
gacttaagca
gtagagaatyg
gcttatgtag
gggggggree
tatactgtta
tatgaagata
ggaactgatt
ggagataact
attaatccga
attagcttgg
tatagtataa
gtattatatg
actgaatcca

catatatcat

<210> 2

<211> 2370
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen sintético que codifica AXMI184 (optAxmi184)

<400> 2

atgaacatga
tacttcaatg
aagacagaca
aatgacatct
ggaaacctca
gtgctgaatg
Cccaaagatca
attgagtacc
aatgtgctga
dtcaatdaga

gattcagctt

cggagtatag
gtgaaacatt
taattacttt
ataaagaaac
ggtccataga
atcatacagyg
cacaatttat
aaggaaaacc
caaataatga
taatgagagt
ttacaatttt
attcttggat
ggacaaatgg
gctttactgc
aacgaaacaa
ataataccgg

ttgaaaacat

acaagaacaa
gcatctatgqg
ctggaggaga
cagggaagct
acacagagct
atgtcaacaa
cctcaatgct
tctcaaggea
tcaacagcac
agtttgadga

ctgctgacat
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gacgttaagt
tttgactcca
aacgtgtaaa
Laaattgatt
agagggccac
cggagtgaat
gggagataaa
ttctattcat
tttagaagat
gtatttaatt
ggaaattaag
tacaactcaa
gacctttaga
atcgggacca
ccttatgtct
attatatgta

ttctattaaa

caccaagctc
cttcgccacc
tctcaccttg
ggatggcgtc
ctccaaggag
caagctggat
ctctgatgtg
gctgcaagag
cttgacagag
gctcaccttc

cctggatgag

gctaataatg
attaatggat
tcatatttaa
gtcccgecaa
ttagagcctt
ggtactaaag
ttaaaaccga
ttaaaagatyg
ttccaaacta
ttaaaaagtc
cctgcggagg
ggggctagca
caaaatcttt
tttaatgtga
tcaactagtc

gaactttccc

tcecgegegcey
ggcatcaagqg
gatgagatcc
aatggaagcc
atcctcaaga
gccatcaaca
atgaagccaa
atctccgaca
atcacgccgg
gccacagaaa

ctgacagagc

21

atggagtata
ttggcctcca
gggaactact
atagttttat
ggaaagcaaa
ctctatatgt
aaactgagta
aaaatactgg
taactaaaag
aaagtggtca
ctttagtaag
tttcaggaga
cattaaacag
cggtaagaaa
atatttctgg

gtcgttctgg

cgctgecoctc
acatcatgaa
tcaagaacca
tcaatgatct
tcgccaatga
ccatgctgca
actatgctct
agctggacat
cctaccaatg
caaccttgaa

tgacagagct

tatgccgtta
agctgatgaa
actagcgaca
tagcaatatt
taataagaac
tcatgaggat
tgtaattcaa
atatattctt
gttcacaaca
cgaagcttgg
cccagaattg
taaacttttt
ttattcaact
ttctagggaa

ggaattcaaa

tggtgctggt

cttcatcgac
catgatcttc
gcagctgctyg
cattgctcaa
gcagaaccag
tgtttatctt
ctccatgcaa
catcaatgtc
gatcaaatat
ggtgaagaat

ggccaagagc

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2370

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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gtcaccaaga
gtgggraaca
gagaatgtca
acggegetoc
gccgacatcg
agagtgaaca
aagggctcag
ggcttcgaga
cagaactacc
ctgctctgec
gaatatgtca
arcgccaaca
agcagcaagg
gycgtcatct
aacagcaggc
gatctctcca
gtggagaatg
gcatatgtoy
ggaggagttt
tacaccgtca
tacgaggaca
ggaacagatc
ggagacaact
atcaacccca
atctcecctty
tacagcatca
gtgctgtatg
acagaaagca

cacatcagct

<210> 3

<211> 790
<212> PRT
<213> Bacillus thuringiensis

<400> 3

atgatgttga
acctctttgg
agacatctgyg
aagcaaaggc
actacacctc
tcctceccat
atgaagatgc
tcagcaatga
aggtggacaa
cagatcaatc
tcaccaagat
gctatgatte
cagagtacag
cagaaacctt
tcatcaccct
acaaggaaac
gaagcattga
accacaccygg
cacagttcat
agyggcaagcec
ccaacaatga
tgatgagggt
tcaccatcct
acagctggat
gaacaaatgy
gettcaccye
aaaggaacaa
acaacaccgg

tcgagaacat

Met Asn Met Asnh
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tggcttcgag
aagaagcacc
atcagaagtt
cttcctcacc
catcatgaat
cctctccaac
caagatgatt
cagcatgacy
ggacagcctc
agagaagatc
cgacttcacc
ttcaactgoa
gacgctctcc
cttgacgccce
cacctgcaag
aaagctogatt
agaaggccac
cggcgtcaat
gggagacaag
aagcatccac
tttagaagat
gtacctcatc
ggagatcaag
aacaacacaa
caccttccge
ctcaggecce
cttgatgagc
cctctatgty

ctccatcaag

Lys Asn Asn Thr Lys Leu Ser Ala Arg Ala Leu Pro

ttctacctca
ctcaagacag
ggaaatgtct
ctcaccacct
gagcacctca
accttcagca
gtggaggcca
gtgctgaagy
tccgaggtga
tactacacca
aagaagatga
gagatcgacc
gccaacaatyg
atcaatggct
agctacctca
gttcctecaa
ctagagccat
ggcaccaagy
ctgaagccaa
ctcaaggaty
ttccaaacca
ctcaagagcc
ccagcagaag
ggagcttcaa
cagaacctct
ttcaatgtca
agcaccagcc

gagctctcaa

22

acaccttcca
cttcagaget
acaacttcct
gccggaaget
acaaggagaa
accccaacta
agcctggcca
tgtatgaagc
tctatggaga
acaacatcgt
aaaccttgag
tcaacaagaa
atggcgtcta
tcggecteca
gggagctgct
acagcttcat
ggaaggccaa
cgctctatygt
aaacagaata
agaacaccyg
tcaccaagag
aaagtggtca
ctctggtttce
tttctggtoa
ccctcaacag
ccgtcaggaa
acatctctygg
gaagaagcyg

tgatgtgatyg
gatcgccaag
ggtggtgcty
gctygggecte
ggaggagttc
cgccaagyty
tgctctgyty
aaagctgaag
catggacaag
ctttccaaat
atatgaagtc
gaaggtggag
catgccgctce
agctgatgag
gctggcaaca
cagcaacatce
caacaagaat
tcatgaagat
tgtcatccag
ctacatccte
gttcaccact
tgaagcatgy
tccagagcetc
caagctctte
ctacagcacc
cagcaggygag
agagttcaag
cggcgecyyc

720

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2370



Ser

Lys

Thr

Gly

65

Gly

Glu

Asn

Asp

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para matar o controlar una poblacion de plagas del gusano de la raiz del maiz que comprende
poner en contacto dicha poblacion con una cantidad efectiva como plaguicida de un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:3, en el que el polipéptido tiene actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.

2. Un procedimiento para proteger una planta de maiz de una plaga del gusano de la raiz del maiz que comprende
expresar en una planta de maiz o célula de la misma una secuencia de nucleétidos operativamente ligada a un
promotor capaz de dirigir la expresion de la secuencia de nucleétidos en una célula vegetal, en el que dicha
secuencia de nucleodtidos se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:10 2; y

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en el que
dicho polipéptido tiene actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz.

3. Un procedimiento para incrementar el rendimiento en una planta de maiz que comprende cultivar en un campo
una planta de maiz o una semilla de la misma que ha incorporado de manera estable en su genoma un constructo
de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos operativamente ligada a un promotor capaz de dirigir la
expresion de la secuencia de nucledtidos en una célula vegetal, en el que dicha secuencia de nucledtidos se
selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:10 2; y

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, en el que
dicho polipéptido tiene actividad plaguicida contra una plaga del gusano de la raiz del maiz; en el que dicho
campo esta infestado con una plaga del gusano de la raiz del maiz.

4. El procedimiento de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha plaga es una plaga del gusano de la raiz del maiz
occidental.

5. El procedimiento de las reivindicaciones 2 o 3, en el que dicha planta comprende ademas una o mas secuencias
de nucleétidos que codifican una o mas toxinas de insectos adicionales.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3.

7. Uso de la planta de las reivindicaciones 2 o 3 para el control de una plaga del gusano de la raiz del maiz.
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