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SUPRESION DE RESISTENCIA EN INSECTOS HACIA LAS TOXINAS CRY DE
BACILLUS THURINGIENSIS UTILIZANDO TOXINAS QUE NO REQUIEREN
- AL RECEPTOR CADERINA.

RESUMEN DE LA INVENCION

Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) son muy valiosas por su capacidad de
controlar insectos plaga de diferentes cultivos, de bosques e insectos que transmiten
enfermedades en humanos. El desarrollo de resistencia de las plagas de insectos a las
toxinas de Bt es el principal impedimento para continuar con el éxito de este insecticida,
el cual es compatible con el medio ambiente. El principal mecanismo de resistencia en
los insectos hacia las toxinas Cry involucra la disminucion en la unién de las toxinas Cry
a los receptores especificos localizados en el intestino de los insectos. (Ferré y Van Rie,
2002).

Las proteinas CrylA son un grupo de toxinas Bt que matan algunos insectos lepidépteros
claves. En cepas de las tres principales plagas de algodén [Heliothis virescens (Gahan et
al., 2001), Pectinophora gossypiella (Morin et al., 2003) y Helicoverpa armigera (Xu et
al., 2005)], la resistencia a las toxinas CrylA esta ligada con alteraciones en la proteina
caderina, la cual actia como receptor primario para toxinas Cry en el intestino de los
insectos éusceptibles. Las mutaciones en el gen de caderina producen resistencia “tipo 17
a las toxinas de Bt, este tipo de resistencia es la resistencia que se presenta con mayor
frecuencia en diferentes insectos. Este tipo de resistencia presenta altos niveles de
resistencia por lo menos a una toxina CrylA, es de caracter recesivo, reduce la unién de
al menos una toxina CrylA a las membranas del insecto resistente y presenta muy poca
resistencia cruzada con la toxina Cryl1C (Ferre y Van Rie, 2002). De manera interesante,
el gusano dorso de diamante (DBM), Plutella xylostella, una plaga mundial que ataca
hortalizas como brdcoli y coliflor, presenta resistencia a toxinas Cryl1A “tipo 1” pero en
este caso no esta directamente asociada a mutaciones en el gen de caderina. DBM es el
unico insecto resistente a las toxinas de Bt que en todo el mundo ha sido seleccionado en
campo (Tabashnik, 2004). La unién a caderina facilita el corte proteolitico de la hélice o-
1 del dominio I y la formacién de un pre-poro oligomérico que es el responsable de la

toxicidad de estas proteinas (Goémez et al., 2002).
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En esta invencion se demuestra que las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas
producidas de construcciones de genes cry de 3-Dominios que carecen del DNA que
codifica para la hélice a-1, matan insectos que son resistentes a las toxinas Cry de 3-
Dominios silvestres (Toxinas Cry No-Modificadas).

Las bases genéticas dela resistencia de los insectos hacia las Toxinas Cry 3-Dominios
No-modificadas esta ligada con mutaciones en el gen de caderina que codifica para el
receptor primario de las toxinas CrylA. En los insectos resistentes, el receptor primario
estd truncado o ausente, entonces la unién de las toxinas Cry a las membranas de las

células del intestino est4d disminuida o ausente. Por lo tanto, los insectos resistentes no

-son sensibles a las toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas. Las Toxinas Cry de 3-

Dominios Modificadas que se presentan en ésta invencion suprimen la resistencia al no
necesitar la unién de la toxina al receptor caderina. La toxicidad de las Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas fue demostrada contra dos cepas de insectos resistentes a toxinas
CrylA silvestres y también se probd contra insectos con una susceptibilidad reducida
hacia las toxinas Cry inducida mediante el silenciamiento del transcrito del RNA de
caderina. Una cepa de insectos resistentes presenta resistencia tipo 1 por modificacion
genética en el gen de caderina, mientras que la otra cepa presenta resistencia tipo 1 no

ligada a mutaciones en el gen de caderina.

Las proteinas CrylA Modificadas producidas por las construcciones de genes que
carecen de la hélice -1 inducen la formacion in vitro del pre-poro oligomérico sin
necesitar la unién a receptor caderina, ni de fragmentos de la proteina de caderina
conteniendo los sitios de unién de la toxina Cry o del anticuerpo en formato scFv
(scFv73) el cual mimetiza a la regién de unién a la toxina Cry presente en el receptor
caderina (Gémez et al., 2002). En cambio, las proteinas CrylA No-Modificadas
requieren la presencia del anticuerpo scFv73 o de fragmentos de la proteina caderina o de

la caderina para producir el pre-poro oligomérico in vitro.

La invencién descrita aqui pudiera tener aplicaciones muy amplias debido a la similitud
que existe en el modo de accién de las proteinas CrylA con otras toxinas Cry de 3-
Dominios, asi como la presencia en diversos insectos de un mecanismo comun de

resistencia hacia las toxinas Cry. Ademads de las proteinas CrylA, existen muchas otras
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toxinas de Bt que son toxinas Cry con una estructura de 3-Dominios, en donde se
incluyen proteinas con baja similitud en la secuencia de aminoacidos (de Maagd et al.
2001). Se ha reportado que diferentes toxinas Cry de 3-dominios (Cry1A, CrylB, CrylC,
CrylD, CrylE, CrylF, Cry3A, Cry3B, Cry3C, Cry4A, Cry4B y Cryll) forman
estructuras oligoméricas semejantes a las observadas con la toxina CrylAb y que se
insertan en la membrana de las células del intestino larvario blanco, formando poros
i6nicos. Esto sugiere que la familia de proteinas Cry de 3-Dominios tiene un mecanismo
de accién similar (Gémez et al,, 2002; Rausell et al, 2004a, Rausell e al., 2004b;
Herrero, S. et al., 2004; Mufloz-Garay et al., 2006). Por otra parte, el mecanismo mas
comun de resistencia en los insectos hacia las toxinas CrylA involucra alteraciones en el
receptor primario caderina. Estas alteraciones, impiden la formacién de las estructuras de
pre-poro oligomérico que normalmente esta mediada por la interaccion de la toxina Cry
con el receptor caderina. Por lo tanto, predecimos que diferentes insectos resistentes a
Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas podran ser sensibles con la Toxina Cry de 3-
Dominios Modificada correspondiente, a la cual le fue delatado el fragmento que codifica
para la hélice a-1. Las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas producidas por las
construcciones genéticas descritas aqui pueden ser presentadas a la poblacién de insectos
como insecticidas aplicacion topica (por ejemplo como insecticidas tipo spray), como

microorganismos transgénicos, o como plantas transgénicas.
ANTECEDENTES

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria miembro del grupo de Bacillus cereus
(Helgason e al. 2000). A diferencia de otros miembros del grupo Bacillus cereus, Bt
produce cristales paraesporales que estdn constituidos principalmente por proteinas

insecticidas llamadas toxinas Cry, toxinas Bt, o 8-endotoxinas.

Las toxinas Bt son toxicas para algunos insectos especificos y son innocuas a humanos,
vertebrados y plantas. Ademds son completamente biodegradables. Por lo tanto, las
toxinas Bt son seguras y efectivas en el control de insectos plaga. Las aplicaciones de
estas toxinas incluyen: 1) control de plagas desfoliadoras en bosques, 2) control de
mosquitos y mosca negra que son vectores de enfermedades en los humanos, 3) control

de plagas agricolas por medio de formulaciones insecticidas conteniendo toxinas Bt o
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microorganismos que las expresen, y 4) control de plagas agricolas por medio de plantas

transgénicas que producen las toxinas Bi.

Las proteinas Cry se pueden dividir en varios grupos de acuerdo a su homologia. El
grupo que contiene el mayor niimero de variantes de toxinas Cry es el grupo de proteinas
Cry de 3—d0minjo§. Los otros grupos de horhologia de las toxinas Cry incluyen a las
toxinas Cry semejantes a toxinas Bin y Mtx producidas por Bacillus sphaericus
(Crickmore et al., 1998; Crickmore ef al., 2002).

A la fecha se han aislado una gran cantidad de cepas de Bt, encontrando toxinas activas
hacia insectos lepidopteros, dipteros o coledpteros (Schnepf er al.1998). Las toxinas Cry
matan a los insectos porque forman poros liticos en la membrana de las células del

epitelio intestinal de la larva.

Estructura de las Toxinas Cry de 3 dominios. Los miembros de la familia de las
toxinas Cry de 3 dominios son proteinas globulares conformadas por tres dominios
conectados por conectores sencillos. Las estructuras tridimensionales de las toxinas
activadas con proteasas de CrylAa (especifica para lepiddpteros), Cry3A, Cry3B
(especificas para coledpteros), Cry4Aa y Cry4Ba (especificas para dipteros) y de la
protoxina de Cry2Aa (especifica para dipteros y lepidépteros) han sido reportadas
(Grouchulski et al,, 1995; Li et al., 1991; Galistki et al, 2001; Morse et al., 2001;
Boomserm et al., 2005; Boomserm et al., 2006). La identidad de secuencias es baja entre
algunas de estas toxinas. Por ejemplo, entre las toxinas Cry2Aa y Cry3Aa existe un 20%
de identidad y las toxinas Cry2Aa y CrylAa presentan solo un 17% de identidad en sus
secuencias. A pesar de la baja identidad de secuencias de estas toxinas, su estructura
tridimensional es similar, sugiriendo que comparten mecanismos de accién similares
(Figura 1).

Cada toxina de la familial de toxinas Cry de 3-dominios tiene tres dominios estructurales,
denominados I, I, y III. El dominio I est4 formado por ramillete de siete hélices-o en
donde la hélice central (hélice a.~5) estd rodeada por las hélices externas. La hélice -5
es altamente conservada dentro le familia de toxinas Cry de 3-dominios. Este dominio se

le ha implicado en la formacién del poro idénico en la membrana del insecto blanco. El
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dominio II consiste en tres laminas-f anti-paralelas empacadas rodeando un centro
hidrofébico formando un prisma de estructuras-f. Al dominio II se le ha denominado el
dominio que determina especificidad, es el dominio mas variable (de Maagd et al., 2001).
Los residuos aminodcidos involucrados en los contactos entre los dominios I y II
(presentes en la hélice a-7 y la lamina B-1) estan altamente conservados dentro de la
familia de toxinas Cry. El dominio III esta formado por dos hojas de laminas-p
antiparalelas. Este dominio también esta involucrado en especificidad e interaccién con
el receptor (de Maagd et al, 2001). Los contactos entre dominios II y III (que
corresponden a laminas B-11 y B-12) asi como la region interior del dominio III (que
corresponde a ldminas B-17 y B-23) también estin altamente conservados dentro de la

familia. de toxinas Cry de 3-dominios.

Mecanismo de accién. Para matar a los insectos, las toxinas Cry de 3-dominios pasan de
ser cristales paraesporales compuestos de protoxinas a canales iénicos formados por
estructuras oligoméricas insertadas en la membrana que causan salida de iones y la lisis
celular. El cristal paraesporal es ingerido por la larva susceptible, este cristal se
solubiliza dentro del intestino de la larva. Como se muestra en la figura 1, las protoxinas
solubilizadas son cortadas por las proteasas del intestino dando como producto
fragmentos proteicos de 60-70 kDa (de Maagd ef al., 2001). Esta activacion inicial de la
toxina involucra el procesamiento proteolitico del extremo N-terminal (25-30
aminodcidos para toxinas Cryl, 58 residuos para toxinas Cry3 y 49 para la Cry2Aa) y
para el caso de las protoxinas Cry largas de 130 kDa (Cryl, Cry4, Cry5, Cry7-Cryl4,
Cryl6-21, Cry24-Cry32, Cry39-44, Cry47-48 y Cry50) también se procesa en su extremo

C-terminal aproximadamente la mitad de la proteina.

Después del corte proteolitico inicial, la toxina se une a receptores especificos en
membrana de microvellosidad apical (cabeza de cepillo) de las células columnares
presentes en el epitelio intestinal (Schnepf et al, 1998; de Maagd et al, 2001). La
interaccién con el receptor primario induce un segundo corte proteolitico de la toxina en
donde se elimina la hélice a~1. Después del segundo corte, la molécula de toxina esta
completamente activada y puede asociarse con otras moléculas similares para formar
una estructura oligomérica. El oligémero de la toxina presenta una alta afinidad por el

segundo receptor (aminopeptidasa o fosfatasa alcalina). La interaccién con el segundo
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receptor facilita la insercion en los microdominios de membrana (Schnepf et al., 1998;
Aronson y Shai, 2001; Bravo et al 2004; Pardo et al 2006). La insercion de la toxina
conduce a la formacion de poros liticos en la membrana de microvellosidad apical, y

finalmente a la muerte de las células (Schnepf ef al., 1998; Aronson y Shai, 2001).

En insectos lepiddpteros se han descrito por lo menos cuatro diferentes proteinas capaces
de unir a las toxinas CrylA: el receptor primario esta caracterizado como una proteina
semejante a las caderinas (CADR); los receptores secundarios son dos proteinas ancladas
a la membrana por un puente de glicosilfosfatidil-inositol (GPI), aminopeptidasa-N
(APN) y fosfatasa alcalina (FAL). Finalmente un glicoconjugado de 270 kDa también se
ha reportado como posible receptor primario (Vadlamudi et al., 1995; Knight ef al., 1994;
Jurat-Fuentes et al., 2004; Valaitis et al., 2001).

En esta invencion utilizaremos la abreviacion CADR para referirnos a las proteinas tipo
caderina —que funcionan como receptor primario para una o mas toxinas de Bt. Debido a
que aun no se ha establecido una nomenclatura sistematica para estas proteinas los
nombres de las diferentes CADRs presentes en diferentes insectos varian, por ejemplo,
Bt-R; para la caderina de Manduca sexta (Vadlamudi et al, 1995) y BtR para P.
gossypiella (Morin et al., 2003). Las CADRs son proteinas transmembranales con un
dominio citoplasmico y con un ectodominio extracelular que contiene varios motivos
repetidos que caracterizan a las caderinas, 12 motivos repetidos en el caso de Bt-R;
(Vadlamudi er al., 1995). Estos ectodominios contienen sitios de unién a calcio,

secuencias de interaccidn con integrinas y secuencias de unién a caderinas.

El proceso secuencial en la interaccion de la toxina con los diferentes receptores ha sido
descrita en detalle para la toxina CrylA en Manduca sexta. En este insecto, la toxina se
une primero al receptor primario Bt-R;. Después de que la toxina oligomeriza, se une a
los receptores secundarios anclados por GPI a la membrana, APN o FAL (Bravo et al.,
2004; Jurat-Fuentes et al., 2006).

La uniéon de la toxina CrylAb al receptor Bt-R; en M. sexta promueve un corte
proteolitico adicional en el extremo N-terminal de la toxina (eliminando la hélice a-1).

Este corte facilita la formacion de un pre-poro con estructura oligomérica que incrementa
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su afinidad con el receptor secundario y que es importante para la insercién de la toxina
en la membrana y para la toxicidad (Gémez et al., 2002; Rausell et al, 2004a). La
incubacién de la protoxina CrylAb con las proteasas presentes en el intestino de M.
sexta en presencia del anticuerpo de cadena sencilla scFv73, quien mimetiza al sitio de
unién presente en el receptor Bt-R;, también produce preparaciones de toxina
conteniendo el oligdmero de 250 kDa, el cual carece de la hélice a-1 del dominio I
(Gomez et al., 2002, 2003). Este oligomero de 250 kDa también se forma cuando la
protoxina de CrylAb se incuba con las proteasas del intestino de M. sexfa en presencia

de péptidos que contienen la secuencia de receptor Bt-R; para la unién especifica de la

© toxina (regiones repetidas de CADR 7y 11) (Gémez et al., 2002, 2003).

Las estructuras oligoméricas de CrylAb y CrylAc aumentan su afinidad de union al
receptor secundario APN unas 100 a 200-veces, mostrando constantes de disociacién
aparentes de 0.75-1 nM (Gémez et al., 2003, Pardo et al., 2006). El oligémero de 250
kDa, en contraste con el mondémero de 60 kDa, es competente en la insercién en
membrana (Rausell et al., 2004a). Anélisis de formacién de poro en bicapas lipidicas
planas formadas con lipidos sintéticos demostraron las diferencias en la formacién de
poro de los oligbmeros y los monémeros de CrylAb. En primer lugar, la formacion de
poro ocutre a una concentracién mucho menor con el oligémero que con el monémero.
En segundo lugar, los canales idnicos inducidos por el oligémero son mas estables y
presentan una alta probabilidad de apertura a diferencia de los inducidos por el

monodmeros (Rausell ez al., 2004a).

La formacion de oligémeros de toxinas Cry ha sido demostrado para las toxinas CrylAa,
CrylAb, CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylFa, CrylCa, Cry3A, Cry3B, Cry3C y Cry4B
(Gomez et al., 2002; Rausell e al.,, 2004a, Rausell et al., 2004b; Herrero, S. et al., 2004;
Mufioz-Garay et al., 2006; Tigue, et al. 2001; Likitvivatanavong, ef al. 2006). También la
toxina CryllAa oligomeriza en presencia de sus receptores (Pérez, personal
comunicacién). En todos estos casos, la actividad de formacion de poro fue mucho mayor
en las muestras de toxina que contenian estructuras oligoméricas a diferencia de las que
solo contenian estructuras monoméricas de la toxina. Estos datos apoyan la hipétesis de

que la formacién de oligémero de toxinas Cry incrementa la toxicidad de estas proteinas.
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Los receptores APN y FAL se han implicado en el proceso de insercion de las toxinas
CrylA en la membrana. La eliminaciéon de APN y FAL por medio de un corte del GPI
con tratamiento de fosfolipasa C especifica de fosfatidil-inositol (esta enzima remueve a
las proteinas ancladas con GPI) abate significativamente los niveles de oligémero de
Cry1Ab insertado en microdominios de membrana y reduce drasticamente la actividad de
formacion de poro de la toxina (Bravo ef al., 2004). Ademass, la incorporacion de APN en
bicapas planas sintéticas incrementa la actividad de formacién de poro de la toxina
CrylAa (Schwartz et al., 1997).

Basados en los datos descritos arriba, se ha propuesto un modelo del mecanismo de
accion de las toxinas CrylA el cual involucra la interaccion secuencial de las toxinas
CrylA primero con receptor Bt-R; y luego con las moléculas de APN-FAL. La
interaccion del monémero de CrylA con el receptor caderina facilita la formacién de una
estructura de pre-poro oligomérico el cual presenta un incremento en la afinidad en la
unién con el segundo receptor APN o FAL. El pre-poro de la toxina se une entonces a
APN o FAL. Finamente, el pre-poro de la toxina es insertado en microdominios de
membrana (6 balsas lipidicas) induciendo la formacién de poro y la lisis celular (Bravo et
al., 2004).

Resistencia en Insectos a las Toxinas Cry. El mecanismo principal de resistencia a las
toxinas Cry involucra una reduccién en la unién de la toxina a los receptores presentes en
el intestino del insecto (Ferré y Van Rie, 2002). Mutaciones en genes que codifican para
CADRs estan fuertemente ligadas con resistencia a toxinas CrylA en al menos tres
insectos plaga de mayor importancia: H. virescens (Gahan et al., 2001), Pectinophora
gossypiella (pink bollworm) (Morin et al., 2003) y Helicoverpa armigera (Xu et al.,
2005). En el caso del gusano dorso de diamante (DBM) Plutella xylostella, una plaga
mundial de hortalizas como brdcoli y coliflor, la resistencia “tipo 1” no esta ligada a
mutaciones directamente en el gene de caderina. Sin embargo, es posible que la mutacién
en esta linea de insectos resistentes pudiera afectar indirectamente la expresion de la

proteina caderina (Baxter et al 2005)

La creaciéon de cultivos transgénicos que producen toxinas Cry para matar a los

principales insectos plaga es un parte aguas en relaciéon con la reduccién en el uso
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insecticidas qﬁimicos y en incrementar el uso de alternativas compatibles y amigables
con el ambiente para el control de insectos. Las toxinas Cry son producidas
continuamente en las plantas transgénicas, lo que les permite controlar a insectos
barrenadores que estan protegidos de los insecticidas quimicos asperjados en la
superficie. La produccion de toxinas Cry se ha mejorado mediante la ingenieria genética
de los genes cry para tener un uso de codones compatible con el de las plantas,
eliminando las posibles secuencias de procesamiento del RNA y recortando la regiéon C-

terminal de la protoxina (Schuler ef al., 1998).

Las plantas transgénicas resistentes a insectos, se han utilizado a gran escaia desde 1996.
El maiz-Bt y el algodon-Bt se han crecido en 26 millones de ha 2005 (James 2005). Este
uso tan amplio de los cultivos-Bt provoca una intensa presion de seleccion de resistencia
a toxinas de Bt en las poblaciones de insectos plaga (Tabashnik 1994, Gould 1998). Si el
insecto plaga desarrolla resistencia, la utilidad de toxinas Bt se termina. En respuesta a
este reto, se han desarrollado e implementado estrategias de manejo de resistencia para

prolongar la efectividad de los cultivos-Bt.

La principal estrategia para prevenir la resistencia a cultivos-Bt es la utilizacion de
refugios (Gould 1998). Los refugios son 4reas de cultivos no-transgénicos crecidos en la
vecindad de los cultivos-Bt. El objetivo de la estrategia de refugios es retrazar la
resistencia manteniendo poblaciones de insectos susceptibles que puedan aparearse con
insectos resistentes. En la mayoria de los casos estudiados, la resistencia a las toxinas
Cry se confiere por mutaciones recesivas (Ferré y Van Rie, 2002; Conner ef al., 2003;
Tabashnik ef al., 2003). Con la resistencia recesiva, el entrecruzamiento entre insectos
homocigotos resistentes que puedan emerger de los cultivos-Bt con insectos homocigotos
susceptibles del é4rea de refugio producird descendencia heterocigota la cual es
susceptible a la toxina Cry expresada por los cultivos-Bt. Aun cuando esta estrategia
parece ser 1itil para retrazar la resistencia, no se han llevado a cabo las pruebas de campo
rigurosa a gran-escala (Tabashnik et al., 2005). En cualquier caso, con la estrategia de

refugio se espera retrazar la resistencia, no prevenirla.

La resistencia a cultivos-Bt en el campo no ha sido reportada aun, sin embargo la

seleccion en laboratorio ha generado cepas resistentes a Bt en muchos insectos plaga
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(Tabashnik, 1994; Ferré y Van Rie, 2002; Tabashnik, er al, 2003). Mas aun, la
resistencia a las toxinas Bt en aspersiones tipo spray se ha desarrollado en poblaciones en
campo del gusano dorso de diamante, Plutella xylostella (L.), y en poblaciones de
invernadero del enrollador de coliflor, Trichoplusia ni (Hiibner) (Tabashnik, 1994; Ferré
5 y Van Rie, 2002; Janmaat y Meyers, 2003; Tabashnik et al., 2003). Con un uso extensivo
de las toxinas Bt a nivel mundial y con el rapido incremento en su utilizacién, la
resistencia en los insectos plaga a las toxinas Cry que actualmente se usan es una
amenaza cada vez mas importe para la salud humana, para la produccién de alimentos y
para el medio ambiente. Por lo tanto, las Toxinas Cry Modificadas que maten a insectos

10 resistentes son deseables y absolutamente necesarias.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS
15 Figura 1. - Mecanismo de accién de las Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas
Figura 2. - Mecanismo de accion de las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas

Figura 3. — Disefio de primeros para reaccién de PCR de las toxinas Cry largas (130 kDa)
20 y cortas (70 kDa)

Figura 4. — Estrategia de PCR para la produccién de los genes cryldb y cryldc

careciendo del extremo N-terminal de la proteina hasta el final de la hélice a-1.

Region de la toxina desde helice o-2 hasta B-23 (1687

bp)
I:] 1'~Pragmento del extremo C-terminal de protoxina (2069 bp)

Region del terminador (368 bp)

Figura 5. — Electroforesis en geles de archilamida SDS-PAGE de Toxinas CrylAb y
25 CrylAc mutantes Modificadas careciendo de la hélice o-1 mostrando la produccién de

una proteina de protoxina de 130 kDa.
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Figura 6.- Deteccién por medio de inmunodeteccion tipo Western blot de las estructuras
oligoméricas (250 kDa) de la toxina CrylAb No-modificada obtenida después de incubar
la protoxina CrylAb con jugo géstrico del intestino de Manduca sexta en presencia de
fragmentos proteicos de CADR (conteniendo las repeticiones 7-12, 11-12 0 12) o en la

presencia del anticuerpo scFv73 o sin ningtn fragmento de CADR o anticuerpo (control).

Figura 7. - Deteccién por medio de inmunodeteccion tipo Western blot de las estructuras
oligoméricas (250 kDa) obtenidas unicamente por tratamiento con tripsina de las Toxinas
Cry de 3-Dominios Modificadas, CrylAbMod y Cryl AcMod.

Figura 8. — Electroforesis en geles de agarosa mostrando el RNA de doble cadena
(dsRNA) del fragmento del gene de Bt-R; y del gene control obtenido después de la

trascripcion in vitro con T7 polimerasa.

Figura 9. - Deteccién por medio de inmunodeteccién tipo Western blot de los
homogenados de intestino larvario (10 pg) revelados con anticuerpo anti Bt-R1 o con
anticuerpo contra las proteinas totales de la microvellosidad apical del intestino (anti-
BBMYV). Los controles (lineas 1 y 2) son dos larvas independientes que fueron inyectadas
con agua y cultivadas en dieta artificial sin toxina. Las muestras del intestino de 7 larvas
independientes (lineas 3 a 9) que fueron inyectadas con 1 ug dsRNA Bt-R1 y cultivadas
en dieta artificial con 20 ng CrylAb/cmz.

Figura 10. — Larvas de Manduca sexta inyectadas con 1ug Bt-R1 dsRNA e incubadas en
cajas de Petri por tres dias en dieta artificial con: A) 20 ng CrylAb/em?*; B) 5 ng
Cry1 AbMod/cm?; C) agua (control).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones.

El termino “Toxina(s) Cry de 3-Dominios” se refiere a un (algunos) miembro(s) de un

subgrupo de la familia de proteinas insecticidas de cristal también llamadas toxinas Cry,
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toxinas Bt, o 8-endotoxinas, que son proteinas globulares formadas por tres dominios
estructurales distintos (I, II y III) conectados por uniones simples. Aun cuando la
identidad de secuencia entre algunas d estas toxinas es baja, su topologia estructural es
similar, sugiriendo que comparten un mecanismo de accion similar (Figura 1). Entre estas
toxinas de 3-dominios, la presente invencion esta particularmente dirigida al grupo muy
conocido de toxinas Cry cortas (Cry3, Cry2 y Cryl1) y toxinas Cry largas (Cryl, Cry4,
Cry5, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl0, Cryll, Cryl2, Cryl3, Cryl4, Cry 16, Cryl7, Cryl8,
Cry19, Cry20, Cry21, Cry24, Cry25, Cry26, Cry27, Cry28, Cry29, Cry30, Cry31, Cry32,
Cry39, Cry40, Cry4l, Cry42, Cry43, Cry44, Cryd7, Cry48 y Cry50), las cueles
comparten mecanismo de accién. Para matar a los insectos, estas toxinas se deben a unir
a un receptor primario antes de formar una estructura oligomérica que se inserta en la

membrana para crear poros.

El termino “Toxina(s) Cry de 3-Dominios No-modificada(s)” significa toxina Cry de 3-
dominios silvestre que no ha sido modificada. Estas toxinas no-modificadas requieren
unirse al primer receptor y ser enzim4ticamente procesadas, eliminando la hélice

o~1 para estar completamente activadas y ser toxicas hacia las larvas susceptibles (Figura

1).

El termino “Toxina(s) Cry de 3-Dominios Modificada(s)” se refiere a las toxinas Cry de
3-dominios que fueron modificadas para carecer de la hélice a—1. Estas toxinas no
requieren unirse al primer receptor ni que su hélice o-1 sea procesada enzimaticamente

para ser activas (Figure 2).

Los términos “Cryl AbMod” y “Cryl AcMod” significan dos Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas particulares que carecen de hélice a—1, y que corresponden a las Toxinas

Cry de 3-Dominios No-modificadas, CrylAb y CrylAc, respectivamente.

El termino “Insectos Resistentes Elegibles” se refiere a los insectos resisténtes a Toxinas
Cry de 3-Dominios No-modificadas cuya resistencia esta ligada con mutaciones que
afectan la expresion del gene del receptor primario (denominado caderina para toxinas
CrylA), ya sea que las mutaciones estén presentes directamente en el gen del receptor

primario o bien en otros genes que afecten la expresion de dicho receptor primario. Ya
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que cuando el receptor primario es modificado, truncado, o no se-expresa, la unién de las
Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas a la membrana apical de las células del
intestino se reduce o se elimina y la toxina no se puede activar completamente, no forma
el oligomero, no se inserta en la membrana y no mata a los insectos. Por lo tanto, estos
insectos son resistentes a las Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas. Estos insectos
resistentes son el blanco de las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas de la presente
invencién, en donde las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas suprimen la resistencia
de los insectos ya que son capaces de formar el oligémero, de se insertarse en la

membrana y finalmente de matar a estos insectos resistentes.

Como se dijo arriba, existe un problema que puede ser un asunto de mayor importancia
pronto en agricultura, en bosques y salud publica. Este problema es la aparicién de
resistencia a las Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas en insectos plaga que
continuamente estén expuestos ¢ estas toxinas, ya sea que éstas toxinas estén asperjadas o
sean producidas por las plantas transgénicas. Diferentes estrategias han emergido para
retrasar este problema, pero no se espera que estas estrategias lo prevengan o que lo

resuelvan una vez que ocurra.

Los inventores de esta invencién concibieron y llevaron a la prictica una manera de
suprimir la resistencia en los insectos a las Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas
por los Insectos Resistentes Elegibles con las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas
las cuales sobrepasan dos pasos en el mecanismo de accién de las Toxinas Cry de 3-
Dominios No-modificadas (Figura 2): 1) la unién de la toxina al receptor primario y 2) el
corte proteolitico adicional en el extremo N-terminal de la toxina que permite el corte de
la hélice o-1. Estos pasos son requeridos para facilitar la formacién de un pre-poro cbn
estructura oligomeérica por las Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas, el pre-poro
oligomérico es importante para la insercién en membrana y para la toxicidad (G6mez et
al., 2002; Rausell ef al., 2004a). |

Esta invencién se base en el conocimiento del mecanismo de accién de ciertos miembros
de la familia de toxinas Cry de 3-dominios (ilustrado en Figura 1), el cual se espera que
sea comiin para los otros miembros de la familia de toxinas Cry de 3-Dominios (Bravo et
al., 2004; Goémez et al., 2002; Rausell et al., 2004a, Rausell et al., 2004b; Herrero, S. et
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al., 2004; Muioz-Garay et al., 2006). Esta invencién esta también basada en el
conocimiento de que defectos en el receptor primario constifuye el mecanismo mas
comun e importante por el cual los insectos se vuelven resistentes a las toxinas Cry
(Gahan et al., 2001, Ferré y Van Rie, 2002; Morin et al., 2003; Xu et al., 2005).

En el primer alcance, la presente invencidn se relaciona con un método para obtener
construcciones de DNA que codifiquen para Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas
que carezcan de la hélice a-1. Como se menciono anteriormente, el corte enzimatico i
vivo de esta porcion de la toxina facilita la formacién de un pre-poro oligomérico en las
Toxinas Cry de 3-Dominios No-modificadas (Figura 1). A diferencia de las Toxinas Cry
de 3-Dominios No-modificadas, las llamadas las Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas no requieren para su toxicidad ni de la unién al receptor primario (CADR
para toxinas CrylA) ni del corte enzimatico de la hélice a-1 asociada con la union al
receptor primario (Figura 2). Estas construcciones de DNA son ttiles para producir las
Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas que sobrepasan el paso de unién al receptor
primario y el corte enzimatico de la hélice o-1. Las Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas son ttiles ya sea producidas por plantas transgénicas o expresadas en otros
sistemas como microorganismos o aplicados de otra manera como podrian ser

insecticidas tipo spray.

El método para obtener las construcciones de DNA que codifican para Toxinas Cry de 3-

Dominios Modificadas que carecen de hélice -1 consiste de los siguientes pasos:

a) Seleccionar el gen blanco de la toxina Cry de 3-Dominios que se desea modificar.

b) Identificar la region del promotor, la region que codifica para el fragmento de
proteina, y la regién codificante de la hélice a-1.

c) Amplificar el gen excluyendo la regién que codifica para el extremo amino-

terminal y la hélice a-1.

La amplificacién del gene que carece de hélice -1 se puede llevar a cabo utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando un templado adecuado de DNA que
contenga el gen de la Toxina Cry de 3-Dominios No-modificada que se haya

seleccionado. Esto se hace en dos o mas pasos de amplificacion, dependiendo en el
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tamafio del gen y en los fragmentos que se desea manejar. El primer paso de
amplificacion (PCR1) amplifica solo la region del promotor, el segundo PCR (PCR2) y
los subsiguientes pasos de amplificacion (PCR3) amplifican la region codificadora
empezando en la hélice o.-2 hasta la 3-23 y si esta presente también se amplifica la regién

que correspondela extremo carboxiterminal de la proteina.

Para el PCR1, se disefian oligonucledtidos primeros de la reaccién de amplificacion que
incluyen el codén de inicio (ATG) y el sitio.interno de restriccion Ncol. Parael PCR2 y
las siguientes amplificaciones, los oligonucledtidos deben ser disefiados para obtener el
numero de fragmentos de DNA deseados para incluir le region codificante de la proteina
incluyendo desde la hélice a-2 hasta la lamina B-23. El extremo carboxiterminal de la
proteina, si esta presente en la Toxina Cry de 3-dominios seleccionada, también debe ser

amplificado incluyendo la region del terminador de la proteina.

Preferentemente, los oligonucledtidos deben incluir sitios de restriccion en sus extremos
5’ que no estén presentes en el gen seleccionado. El sitio interno Ncol puede ser usado
para unir al producto del PCRI con el del PCR2. Los sitios de restricciéon serdn
seleccionados de tal manera que el extremo 3’ del producto de la reaccion del PCR-1
pueda ser ligado solo al extremo 5 del producto de la reaccién del PCR-2, y el extremos
3’ del producto del PCR-2 puede ser ligado solo al extremo 5° del producto del PCR-3 y
asi sucesivamente. (Figura 3). De preferencia, los sitios especificos de restriccion que se
incluyen en el extremo 5° del producto del PCR1 conteniendo la regién del promotor y en
el extremo 3’ del PCR que contiene el terminador deben servir para ligar estos

fragmentos de DNA a un vector plasmidico adecuado.

La aplicacién de este método se ilustra en el ejemplo 1 para las toxinas CrylAb y
CrylAc. Sin embargo, puede ser aplicado para cualquier otra Toxina Cry de 3-Dominios
No-Modificada paré obtener la correspondiente Toxina Cry de 3-Dominios Modificada
carente de la hélice a-1. La pagina web de Neil Crickmore (Crickmore, N., Zeigler,
D.R., Schnepf, E., Van Rie, J., Lereclus, D., Baum, J, Bravo, A. y Dean, D.H. "Bacillus
thuringiensis toxina nomenclature" 2005,

hitp://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/) enlista la mayoria de las

toxinas Cry y Toxinas Cry de 3-Dominios conocidas, incluyendo los niimeros de acceso
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NCBI de su DNA codificante. Cualquiera de esas Toxinas Cry de 3-Dominios puede ser
seleccionada para aplicarle el método de la presente invencién para obtener la respectiva
construccion de DNA de la Toxina Cry de 3-Dominios Modificada. La expresion de

estas construcciones de DNA puede lograr facilmente, como se muestra en el ejemplo 2.

Preferentemente, el vector plasmidico serd un vector con doble origen de replicacién que
pueda replicarse en células de Escherichia coli y de Bacillus thuringiensis. Los vectores
de expresion pueden contener un marcador de seleccidn, el cual es un gen codificante de
una proteina necesaria para la sobrevivencia o para el crecimiento de la célula huésped
transformada con el vector. Tipicamente, los genes de marcador de seleccién codifican
para proteinas que confieren resistencia a antibi6ticos u otras sustancias (por ejemplo,
ampicilina, neomicina, o metotrexato). Los genes dg marcadores de seleccién pueden
también ser genes que complemente deficiencias auxotréficas o que proporcionen
nutrientes criticos no disponibles en el medio complejo. La eleccion del gen del marcador
de seleccion adecuado dependerd de la célula huésped; en el estado de la técnica se

conocen marcadores de seleccion adecuados para diferentes huéspedes.

La mezcla de ligacion puede ser be transformada en células de E. coli, y el plasmido
transformante puede ser entonces purificado y transformado en células de B.
thuringiensis para la expresion de Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas y la
produccién de bioinsecticidas. Alternativamente, el gen de Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas puede  ser expresado en sistemas heterdlogos tales como otros
microorganismos utilizando vectores adecuados (incluyendo bacterias, virus, algas y
hongos) u otros organismos incluyendo células de insecto y plantas transgénicas. Para
plantas transgénicas, el vector debe ser adecuado para la transformacién y expresién en
plantas (tales como maiz, algodén y soya o otras), de tal forma que las plantas
ingenieradas producirdn las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas. Las plantas
transformadas de esta manera pueden ser protegidas del ataque de insectos blanco que
sean resistentes a las Toxinas Cry de 3-Dominios No-Modificadas. Los usos preferidos
para la aplicacion en bioinsecticidas en spray de las Toxinas Cry de 3-Dominios
modificadas incluyen, sin limitar, la proteccién de vegetales y de bosques. Las plagas que
preferentemente se pretende controlar de esta manera incluyen, pero no se limitan a,

insectos lepiddpteros.
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Para demostrar como funciona este método, se obtuvieron fragmentos proteicos de las
toxinas CrylAb y CrylAc que carecen de la hélice a-1, por medio del método de la

presente invencion como se ilustra en el Ejemplo 1.

Las construcciones de DNA que codifican para Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas
que carecen de la hélice a-lobtenidos por el método arriba descrito también quedan

incluidas en alcance de la presente invencion.

En el Ejemplo 2 se ilustran vectores que contienen las construcciones arriba mencionadas
que codifican Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas, carentes de la hélice a-1, los
cuales estan incluidos en el alcance de la presente invencién. Es bien conocido para
aquellos expertos en la técnica que la eleccion de vectores dependera de las células
huésped que particularmente se usan. La células huésped genéticamente ingenieradas que
contengan los vectores antes mencionados también quedan incluidos, algunas células
huésped preferidas incluyen bacterias, particularmente bacterias Gram positivas como las
del género Bacillus, o bacterias Gram negativas como Pseudomonas y Escherichia, y

células de plantas tales como maiz, soya, papa, algodén y otras plantas.

Los métodos recombinantes para producir las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas
de la presente invencion seran incluidos en el alcance de la presente invencién. En
general, estos métodos comprenden los pasos de cultivar las células huésped
genéticamente ingenieradas conteniendo un vector que alberga las construcciones de
DNA de Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas. Bajo condiciones de crecimiento
adecuadas, las células huésped genéticamente ingenieradas producen las Toxinas Cry de
3-Dominios Modificadas. Estos métodos también incluyen la opcién de recuperar las
Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas del cultivo celular, ya sea con esporas, 0 como

proteinas purificadas, o contenidos dentro del organismo huésped.

Estos métodos estan ilustrados en el Ejemplo 2 para dos Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas (CrylAbMod y CrylAcMod).
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En otro alcance, se describen las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas codificadas.
Las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas no requieren la union al receptor primario,
para la formacion de la estructura de pre-poro oligomérico. Asi, dado que Toxinas Cry de
3-Dominios Modificadas carecen de la hélice o-1 son toxicas para Insectos Resistentes
Elegibles, al mismo tiempo siguen siendo toxicas para insectos sensibles a las Toxinas
Cry de 3-Dominios No-Modificadas.

Como se menciond anteriormente, después de la solubilizacion en el intestino medio, los
siguientes tres pasos en el modo de accién son: 1) Corte enzimético inicial por las
proteasas del intestino medio, causando la remociéon de un péptido N-terminal y de la
region C-terminal (si es que esta presente en la toxina); 2) unidn al receptor primario, y 3)
segundo corte enzimatico causando la remocién de la hélice o-1. Estos tres pasos

producen una proteina capaz de formar la estructura oligomérica denominada pre-poro
(Fig.1).

Un receptor primario (CADR) defectuoso es el mecanismo mas importante y comin de la
resistencia en insectos a las Toxinas Cry (Gahan et al, 2001, Ferré y Van Rie, 2002;
Morin et al., 2003; Xu et al, 2005). Las alteraciones en el receptor primario reducen o
eliminan la unién de Toxinas Cry de 3-Dominios No-Modificadas, previniendo
aparentemente el corte enzimdtico de la hélice a-1 e inhibiendo la formacién de la
estructura oligomérica pre-poro necesaria para la toxicidad. Las Toxinas Cry de 3-
meinios Modificadas carecen de la hélice a-1. De este modo, para matar insectos, estas
toxinas no requieren unirse al receptor primario, ni tampoco del corte asociado con esta
unién que resulta en la perdida de la hélice a-1. Como no requieren la unién al receptor
primario, los defectos en el receptor primario que bloquearian la unién, no bloquean su
toxicidad. En otras palabras las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas suprimen la

resistencia de insectos por que no requieren la interaccion con el receptor primario.

Para ilustrar estas Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas, se obtuvieron construcciones
de DNA que codifican para Toxinas CrylAb y CrylAc Modificadas (carentes de la hélice
a-1) como se muestra en el Ejemplo 1, y las toxinas Modificadas fueron expresadas como

se muestra en el ejemplo 2.
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Para demostrar que las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas pueden formar
estructuras oligoméricas de pre-poro, las protoxinas de dos Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas, CrylAbMod y CrylAcMod, fueron tratadas solo coh la proteasa tripsina
produciendo asi los oligémeros de 250 kDa. En contraste, el mismo tratamiento con
tripsina de las protoxinas de las dos correspondientes Toxinas Cry de 3-Dominios No-
Modificadas, CrylAb y CrylAc, s6lo produjo la estructura de monéméro de 60 kDa,

como se muestra en el ejemplo 3.

La toxicidad de las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas fue determinada
alimentando en bioensayos a larvas de insectos susceptibles y resistentes con dietas
conteniendo diferentes concentraciones de la Toxina Cry de 3-Dominios Modificada. La
toxicidad de CrylAbMod y CrylAcMod se compard con la de las contrapartes no
modificadas CrylAb y CrylAc contra larvas de primer estadio larvario del gusano rosado
(Pectinophora gossypiella) susceptible (silvestre) y gusano rosado resistente a las toxinas
CrylAb y CrylAc. La toxicidad de CrylAcMod también fue comparada con la de su
contraparte, CrylAc No-Modificada, contra larvas del primer instar de las cepas
susceptible y reistente a CrylAc del gusano dorso de diamante. Las toxinas No
Modificadas CrylAb y CrylAc fueron altamente téxicas para las larvas susceptibles,
pero no asi para las larvas resistentes (Tablas 1 y 2). En contraste, las Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas CrylAbMod y CrylAcMod mataron tanto a las larvas
susceptibles como a las resistentes (Tablas 1 y 2). Estos resultados muestran que las
Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas usadas como ejemplo (CrylAbMod vy
CrylAcMod) suprimen el alto nivel de resistencia a toxinas Cryl A No-Modificadas en
los Insectos Resistentes Elegibles, que estdn asociadas a mutaciones que afectan la
expresion del receptor primario (CADR en el caso de CrylA), ya sean mutaciones
directas en el gen de dicho recptor primario (como en el caso del pink bollworm) o en
genes que afecten indirectamente la expresion del receptor primario (como en el caso del

gusano dorso de diamante).

Para ensayar la toxicidad de Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas de la presente
invencién contra otro insecto blanco, Manduca sexta, para el cual atin no han sido
aisladas o cultivadas poblaciones de insectos resistentes, se obtuvieron larvas de M.

sexta con el receptor CADR silenciado y se ensayaron para determinar su resistencia a la
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Toxina Cryl Ab No-modificada, segin se describe en el gjemplo 5. Con estas larvas de M.
sexta (con el receptor CADR silenciado) se ensayd la toxicidad de la Toxina Cry de 3-
Dominios Modificada Cryl AbMod, como se muestra en el ejemplo 6. Los resultados
demuestran una vez mas que las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas matan insectos

que son resistentes a las correspondientes Toxinas Cry de 3-Dominios No-Modificadas.

En otro alcance, la presente invencion se relaciona al método para suprimir la resistencia
de los Insectos Resistentes Elegibles, la cual se basa en matar dichos insectos al
permitirles comer alimentos que contienen una cantidad suficiente de Toxina Cry de 3-
Dominios Modificada de la presente invencién. La dosis letal depende de muchos
factores incluyendo: la mezcla de excipiente utilizada; la técnica y condiciones de
aplicacion; si la formulacion es un aerosol, una pelicula, o particulas discretas; el grosor
de la pelicula o el tamafio de las particulas y otras por el estilo. La resolucion de estos
factores y otras consideraciones apropiadas para determinar la dosis letal de Toxinas Cry
de 3-Dominios Modificadas estdn dentro de las habilidades de aquellos basados en la

técnica.

Para alimentar los Insectos Resistentes Elegibles con Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas, dichas toxinas deben estar disponibles en la dieta de las poblaciones de
insectos. Esto se puede hacer por aplicaciéon de formulaciones que contengan las Toxinas

Cry de 3-Dominios Modificadas. Esto puede también hacerse generando plantas

~ transgénicas que contengan las construcciones de DNA que codifican las Toxinas Cry de

3-Dominios Modificadas ligadas de manera operable a vectores de expresion adecuados
para plantas, de tal forma que dicha planta transgénica produzca las Toxinas Cry de 3-

Dominios Modificadas.

Las formulaciones y los organismos transgénicos pueden ser utilizados para cultivos
agricolas, bosques y para control de vectores de enfermedades. Por ejemplo, existen
algunos éarboles modificados genéticamente para producir toxinas Bt, también se ha

modificado genéticamente algas para producir toxinas Bt para controlar mosquitos.

Para matar a los Insectos Resistentes Elegibles, se pueden aplicar periédicamente

formulaciones que contengan las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas donde la plaga
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de insectos se alimenta. Por ejemplo, se puede aplicar a plantas (hojas, tallos, raices u
otras partes de la planta) para matar los Insectos Resistentes Elegibles plagas de cosechas
o bosques, y en cuerpos de agua para matar a los Insectos Resisfentes Elegibles vectores
de enfermedades humanas que viven en el agua durante su etapa larvaria (por ejemplo,
mosquitos y moscas negras). Esto se puede hacer en ciclos alternando las aplicaciones de
formulaciones que contengan Toxinas Cry de 3-Dominios No-Modificadas (sin las
Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas) con aplicaciones de formulaciones que
contengan Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas. Las Toxinas Cry de 3-Dominios No-
Modificadas pueden ser aplicadas hasta que se calcule u observe la aparicién de Insectos

Resistentes Elegibles, entonces las formulaciones que contienen a las Toxinas Cry de 3-

- Dominios Modificadas pueden ser entonces aplicadas para matar los insectos resistentes.

Otro alcance de la presente invencidon se relaciona a nuevas formulaciones o
composiciones que contengan una o més Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas para
suprimir la resistencia de los Insectos Resistentes Elegibles. En las formulaciones, las
Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas pueden estar contenidas en organismos huésped
0 asociadas con esporas, o en una preparacién homogénea de proteinas puras o en una
mezcla de esporas con los organismos transformados cultivados. Las Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas pueden también estar contenidas en un microorganismo no-
esporulante como Escherichia coli o un microorganismo esporulante tal como Bacillus
megaterium o B. thuringiensis, asociado con esporas de la cepa utilizada para expresarlas
0 como cristales aislados (y opcionalmente proteina Cry pura) junto con una mezcla de
excipientes. La cantidad de la mezcla de excipiente a utilizar dependera de la potencia
deseada de la formulacion. En la eleccién de la mezcla de excipientes componentes de la
formulacién, se debe considerar el propésito final pretendido de la formulacién. Por
ejemplo, mezclas de excipientes agronémicamente aceptables debieran ser utilizadas
para formulaciones que seran aplicadas a cultivos y mezclas de excipientes
ecologicamente aceptables debieran ser seleccionadas para formulaciones que serin
aplicadas a bosques (para controlar los Insectos Resistentes Elegibles de plagas
forestales) y a cuerpos de agua (para controlar a los Insectos Resistentes Elegibles de

insectos vectores).
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La mezcla de exdipientes puede comprender acarreadores, agentes surfactantes,
protectores UV y otros componentes, y pueden tomar la forma de polvos humectables,
concentrados liquidos, granulos u otras formulaciones. Estas formulaciones y los

procedimientos de aplicacién son bien conocidos en la técnica.

El término "excipiente” como se est4 utilizando aqui significa un material sélido o liquido
inerte, el cual puede ser inorgénico u orgénico y de originen sintético o natural, con el
cual es mezclado o formulado el compuesto activo para facilitar su aplicacién a las
plantas, semillas, suelos, agua u otros objetos a ser tratados, o su almacenamiento,
transporte y/o manejo. Cualquiera de los materiales comvnmente empleados en la
formulacién de bio-pesticidas —por ejemplo son adecuados los adyuvantes aceptables en

horticultura, agricultura y ecologia—.

Algunos excipientes solidos adecuados son arcillas y silicatos naturales y sintéticas, por
ejemplo, silica natural tal como tierras de diatomeas; silicatos de magnesio, por ejemplo,
talco; silicatos de magnesio aluminio, por ejemplo, atapulgitas y vermiculitas; silicatos de
aluminio, por ejemplo, caolinitas, montmorilonitas y micas; carbonato de calcio; sulfato
de calcio; 6xidos hidratados de silicén sintéticos y silicatos sintéticos de calcio o
aluminio; elementos tales como, por ejemplo, carbono y azufre; resinas naturales y
sintéticas tales como, por ejemplo, resinas de cumarone, cloruro de polivinilo y
polimetros y copolimeros de estireno; bitumen; ceras tales como, por ejemplo, cera de
abeja, cera parafina, y ceras minerales clorinadas; fertilizantes sélidos, por ejemplo,

superfosfatos; y materiales fibrosos naturales molidos, tales como olotes molidos.

Ejemplos de excipientes liquidos adecuados son agua, alcoholes tales como alcohol
isopropilico y glicoles; cetonas tales como acetona, metil etil cetona, metil isobutil cetona
y ciclohexanona; éteres tales como cellosolves; hidrocarburos aromaticos tales como
benceno, tolueno y xileno; fracciones de petréleo tales como queroseno, aceites minerales
ligeros; hidrocarburos clorinados tales como tetracloro carbono, percloroetileno y
triclorometano. Otros compuestos adecuados son compuestos licuados, que normalmente

son vapores o gases. Mezclas de diferentes liquidos son cominmente adecuados.

Se puede adicionar un agente surfactante, puede ser un agente emulsificante, un agente
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dispersante o un agente humectante: puede ser no-iénico o iénico. Cualquiera de los
agentes surfactantes usualmente aplicados en la formulacion de herbicidas o insecticidas
puede ser utilizado. Algunos ejemplos de agentes surfactantes adecuados son las sales de
sodio y calcio de 4cidos poliacrilicos y sulfénicos; los productos de condensacién de
acidos grasos o de aminas alifaticas o amidas que contengan al menos 12 4tomos de
carbono en la molécula con oxido de etileno y/o oxido propileno; ésteres de glicerol y
acidos grasos, sorbitan, sacarosa o pentaeditol; condensados de éstos con oxido de etileno
y/o oxido propileno; productos de condensacién de alcoholes grasos o alquilfenoles, por
ejemplo, p-octilfenol o p-octilcresol, con oxido de etileno y/o oxido propileno; sulfatos o
sulfonatos de estos productos de condensacion, sales de 4lcalis o metales alcalinoterreos,
preferentemente sales de sodio de ésteres de 4cido sulfiirico o sulfénico que contengan al
menos 10 atomos de carbono en la molécula, por ejemplo, lauril sulfato de sodio, alquil
secundarios sulfato de sodio, sales de sodio de aceite de castor sulfonado, y alquil-aril
sulfonatos de sodio tales como dodecilbenzeno sulfonato de sodio; y polimeros de dxido

de etileno y copolimeros de oxido de etileno o propileno.

Algunos ejemplos de protectores UV son referidos en la patente norteamericana No.
5,141,744, donde se describen macrogeles estables (por.al menos seis meses) que
contienen protectores UV (como Octal-dimetil PABA) que son usados con pesticidas
incluyendo toxinas Bt los cuales ofrecen ventajas para proteger contra la inactivacion por
la luz solar. La patente norteamericana No. 4,094,969 divulga otra manera de estabilizar
formulaciones pesticidas que contengan toxinas Bt que rapidamente se degradan con la

exposicion de la luz solar mediante la adicién de copolimeros sulfonatados.

Las composiciones de la presente invencién pueden ser preparadas como polvos
humectables polvos, granulos, soluciones, concentrados emulsificables, emulsiones,
concentrados en suspensién y aerosoles. Los polvos humectables usualmente estdn
compuestos para contener de un 25 a un 75% en peso del compuesto activo y usualmente
contienen, ademas del acarreador s6lido, de 3 a 10% en peso de un agente dispersante, 12
a 15% de un agente surfactante y, cuando es necesario, hasta 0 a 10% en peso de
estabilizadores y otros aditivos tales como penetradores o adhesivos. Los polvos son
usualmente formulados como un polvo concentrado que tiene una composicién similar a

la de los polvos humectables pero sin los agentes dispersantes o surfactantes, y son
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diluidos en el campo con acarreadores sélidos adicionales para dar una composicion que
usualmente contiene de 0.5 a 10% en peso del compuesto activo. Los granulos son
usualmente preparados para tener un tamafio entre 10 y 100 BS mesh (1,676-0.152 mm),
y pueden ser manufacturados por técnicas de aglomeracién o impregnacion.
Generalmente, los granulos contendran de 0.5 a 25% en peso del compuesto activo, 0 a
1% en peso de aditivos tales como estabilizantes, modificadores de liberacion lenta y
agentes aglutinantes. Los concentrados emulsificables usualmente contienen, ademas del
solvente y, cuando es necesario, el cosolvente, de 10 a 50% peso por volumen del
compuesto activo, 2 a 20% en peso por volumen de emulsificantes y 0 a 20% en peso por
volumen de aditivos apropiados tales como estabilizantes, penetrantes e inhibidores de
corrosion. Los concentrados en suspensién estan compuestos para obtener un producto
estable, no sedimentable y fluido y usualmente contienen de 0 a 75% en peso del
compuesto activo, de 0.5 a 5% en peso de agentes dispersantes, de 1 a 5% de agentes
surfactantes, de 0.1 a 10% en peso de agentes suspensores, tales como antiespumantes,
inhibidores de corrosion, estabilizadores, particularmente para la proteina, penetrantes y
adhesivos, y como acarreador, agua o un liquido organico en el cual el compuesto activo
es sustancialmente insoluble; ciertos sélidos orgdnicos o sales inorganicas pueden ser
disueltos en el acarreador para ayudar a prevenir la sedimentacién o como agentes

anticongelantes para agua.

Las formulaciones granulares dispersables en agua estan en la forma de granulos secos y
duros que estin esencialmente libres de polvo y son resistentes al desgaste o al manejo,
minimizando de este modo la formacién de polvo. Al contacto con agua, los granulos se
desintegran rapidamente para formar suspensiones de particulas del material activo. Tales
formulaciones contienen 90% o maés en peso del material activo, 3 a 7% en peso de
surfactantes molidos, los cuales actian como humectantes dispersantes, agentes
suspensores y aglutinantes, y 1 a 3% en peso de un acarreador, el cual actia como un

agente suspensor.

Las dispersiones acuosas y emulsiones, por ejemplo, formulaciones obtenidas al diluir un
polvo humectable o un concentrado conforme a la invencién con agua, también caen

dentro del alcance de la presente invencion. Dichas emulsiones pueden ser del tipo agua
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en aceite o del tipo aceite en agua, o pueden tener una consistencia espesa tipo

mayonesa.

Es evidente de lo arriba mencionado que esta invencién contempla formulaciones que
contienen tan poco como 0.0001% en peso hasta tanto como 95% en peso de una Toxina
Cry de 3-Dominios Modificadas de la presente invencion como el agente activo. Ya que
los productos comerciales son preferentemente formulados como concentrados, el usuario
final normalmente emplea formulaciones diluidas de concentracién sustancialmente

menores.

La composiciones de la presente invencion pueden también contener otros ingredientes
activos, por ejemplo, otros compuestos que posean propiedades pesticidas, especialmente
insecticida (particularmente otras toxinas. Cry y Cyt), acaricida o fungicida, segiin sea

conveniente para el proposito destinado.

Las formulaciones que contienen a las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas son
preparadas de modos conocidos, por ejemplo por mezclado homogéneo y/o molido de los

ingredientes activos con la mezcla acarreadora.

Las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas de la presente invencién también pueden
ser administradas a la plaga de insecto blanco en plantas transgénicas que expresan estas
Toxinas Modificadas. Hay varios cultivos transgénicos Bt comercialmente disponibles,
incluyendo maiz y algodén. Los métodos para construir estas y otras plantas transgénicas
para expresar genes de toxinas Cry Bt son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Brevemente hay varios métodos para transformar células y tejidos vegetales: El método
de la “Pistola de genes”, también conocido como bombardeo de micro proyectiles o
biobalistica (ver patentes norteamericanas No. 4,945,050 a Cornell y 5,141.131 a
DowElanco, ahora Dow AgroSciences, LLC); el método de electroporacion (ver WO
87/06614 a Boyce Thompson Institute y W092/09696 y W093/21335, ambas a Plant
Genetic Systems) especialmente ttiles en la transformacion de especies monocotiledones
como maiz y arroz; y el método mediado por Agrobacterium (Vaeck et al 1987) que ha
sido exitosamente practicado en dicotiledoneas (plantas de hoja grande como soya y

jitomates ) por muchos afios, y recientemente ha sido efectiva en algunas



10

15

20

25

30

WO 2008/150150 PCT/MX2007/000068

26

monocotiledoneas (pastos y otros relacionados) (ver: Patentes norteamericanas Nos.
5,177,010 a University of Toledo; No. 5,104,310 a Texas A&M; Solicitudes de Patente
Europea 0131624B1, 120516, 159418B1 y176,112 a Schilperoot; Patentes
Norteamericanas Nos. 5,149,645, 5,469,976, 5,464,763, 4,940,838 y 4,693,976 a
Schilperoot; Solicitudes Europeas de Patentes Nos. 116718, 290799, 320500 a Max
Planck Institute; Solicitudes de Patente Europeas 0267159 y 0292435 y Patente
norteamericana No 5,231,019 a Ciba Geigy, ahora Novartis).

En general, el método de Agrobacterium es considerado preferible al de la pistola de
genes, debido a la alta frecuencia de insercion del DNA externo en sitio-tnico,
haciéndolo mas facil de monitorear. Si se utiliza Agrobacterium para la transformacién de
plantas, el DNA a ser insertado en el genoma de la planta debe ser clonado en plasmidos
especiales, ya sea en un vector intermediario o en un vector binario. Este método de
transformacion puede ser utilizado facilmente por expertos en la técnica para transformar
plantas con las construcciones que contengan los genes de las Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas de la presente invencidn, para generar plantas transgénicas que

maten o eviten la aparicion de Insectos Resistentes Elegibles en el campo.

Los siguientes ejemplos ilustran como la invencién fue concebida y llevada a la practica
y muestran como puede ser utilizada. Estos ejemplos no deben ser utilizados para
limitarla. La descripcién que se proporciona en los siguientes ejemplos se relaciona a
métodos de biologia molecular preferidos usando estrategias disponibles de protocolos
publicados para la construccién de vectores y otras moléculas de ADN. Todas las
técnicas de clonacion molecular y DNA recombinante necesarias pueden ser llevadas a

cabo por métodos estandar (Sambrook et al., 1995).
EJEMPLOS

EJEMPLO 1. Uso del método de la presente invencién para obtener ejemplos de
construcciones de DNA que codifican para Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas que

carecen de la hélice a-1.
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Para ilustrar el método de la presente invencién, se seleccionaron dos Toxinas Cry de 3-
Dominios: CrylAb y CrylAc. Para cada una de ellas se identifico la region del promotor,

la region codificante de la proteina completa y de la hélice a-1 como sigue:

Gene de la Region del | Region Regién N- Regién

toxina Promotor | codificante terminal y codificante de la
proteina codificante de | toxina (desde
completa hélice a-1 hélice a-2 hasta

lamina 3-23)
crylAb 1-390pb | 390-4272pb | 390-538pb | 538-2225pb
crylAc 11- 401 pb | 401- 4251 pb | 401 —549 pb | 549 —2236 pb
pb, pares de bases

Para excluir la region codificante de la hélice a-1, se amplificaron construcciones
genéticas para las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas denominadas CrylAbMod y

Cryl AcMod, como sigue:

En estos casos, se llevaron a cabo 3 pasos de PCR como se muestra en la Figura 4. Se
utilizé6 como templado el DNA total de Bacillus thuringiensis cepa Bt407 que contiene el
plasmido pHT315 CrylAb y el de la cepa BtHD73 (las cuales contienen los genes crylAb
y cryldc, respectivamente; segin lo reportado en el Gene Bank, numeros de acceso
X98793 y M11068, respectivamente). Para el PCR1 el oligonucledtido directo, incluy6 el
sitio de restriccion Hind 111 en el extremo 5° (el cual sera utilizado para la insercion en un
vector adecuado) seguido por los primeros 18 pb de la region del promotor y el
oligonucleodtido reverso contiene el codén ATG y. el sitio de restriccion Nco 1 en el

extremo 5’ (para ser ligado con el fragmento PCR2).

Los oligonucledtidos para el PCR2 se disefiaron para incluir un sitio de restriccion Nco I
en extremo 5’ del oligonucledtido directo seguido por los primeros 20 pb de la hélice a-2.
El oligonucleétido reverso incluyé los ultimos 20 pb de la hélice a-23 seguidos por el

sitio de restriccion BamHI (para ser ligado con el fragmento PCR3).
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El oligonucledtido directo para el PCR3 se disefié para incluir el sitio de restriccion
BamHI en el extremo 5° seguidos por los primeros 19 pb de el extremo C-terminal de la
proteina. El oligonucledtido reverso incluyé los ultimos 21 pb de la regién terminador y
el sitio de resiriccion Smal en el extremo 5° (para ser usado para la clonacién en un vector

adecuado).

Los tres fragmentos PCR fueron purificados y ligados independientemente en el vector
pBCKS, previamente digerido con las enzimas de restriccion correspondientes para cada
producto de PCR. Finalmente, cada plasmido pBCKS fue purificado y cortado con las
enzimas de restriccién correspondientes para liberar los fragmentos PCR (PCR1 HindIII-
Neol; PCR2 Ncol-BamHI y PCR3 BamHI-Smal). Estos fragmentos de PCR fueron
purificados y ligados en el vector de doble origen de replicacion pHT-315 (Lereclus ez
al., 1989), previamente digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y Smal. Los
plasmidos resultantes contenian las versiones modificadas de los genes cryldb y crylAc,
que carecen de la region codificante de la hélice a-1. Estos genes fueron denominados

CrylAbMody Cryl AcMod.

EJEMPLO 2. Obtencién de vectores y células huésped que contienen construcciones de
DNA que codifican para Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas y su uso en métodos

recombinantes para producir Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas.

Se obtuvieron vectores que comprenden las construcciones genéticas Cryl4dbMod y
CrylAcMod, clonando las construcciones genéticas en el vector de doble origen de
replicacion pHT-315 (Lereclus er al., 1989). Las células huésped genéticamente
modificadas que contienen las construcciones se obtuvieron por transformacién de la
cepa acristalifera Bt407 cry (serotipo H1, Lereclus ef al., 1989), con los vectores atriba

mencionados.

Para producir las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas y las No-Modificadas
(silvestres) de este ejemplo, las cepas transformantes y silvestres fueron cultivadas por 3
dias en una incubadora agitada a 29°C y 200 rpm en un medio nutritivo de esporulacién

(Lereclus et al., 1995) suplementado con 10 pg de eritromicina por ml. Los cristales de
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las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas y No-Modificadas fueron recuperados y
purificados por gradientes de sacarosa (Thomas and Ellar, 1983) y solubilizados en 10
mM de buffer carbonatos pH 10.5. Se separaron las muestras de proteina en geles de
acrilamida 10% SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Tanto las células genéticamente
modificadas como las no modificadas produjeron proteinas de aproximadamente 130

kDa de peso molecular aparente (Fig. 5).

EJEMPLO 3. Formacion de oligdmeros de las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas
usadas como ejemplo (Cryl AbMod y Cryl AcMod).

La formacidn in vitro de oligbmeros es facilitada al activar las protoxinas CrylA con
proteasas en la presencia de fragmentos de proteina Bt-R; que contienen las regiones de
unién a la toxina o bien en presencia de un anticuerpo scFv73 que mimetiza estas
regiones de union a la toxina del receptor CADR (Gémez ef al., 2003). La protoxina
Cry1Ab produce un oligémero de 250 kDa cuando es incubado con fragmentos de CADR
que contienen las repeticiones 7-12, 11-12 6 12 del CADR (Fig. 6).

Cuando las protoxinas CrylAbMod y CrylAcMod son tratadas con la proteasa tripsina
en ausencia de receptor CADR, producen un oligémero de 250 kDa, mientras que bajo
estas condiciones las protoxinas silvestres CrylAb y CrylAc no lo forman produciendo
s6lo un mondmero de 60 kDa, (Fig.7). Estos resultados indican que las Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas producen el pre-poro oligomérico de 250 kDa cuando son

proteoliticamente activados en ausencia del receptor primario.

EJEMPLO 4. Toxicidad de las proteinas CrylAb, CrylAc, CrylAbMod y CrylAcMod

en cepas susceptibles y resistentes de Pectinophora gossypiella (gusano rosado) y de

Plutella xylostella (gusano dorso de diamante).

El tipo més comun de resistencia a toxinas Bt, llamado “modo 1” esta ligado con
mutaciones en el gen CADR en varios insectos lepidopteros (Gahan et al., 2001; Morin
et al.,h 2003; Xu et al., 2005). Sin embargo, en el caso del gusano dorso de diamante la
resistencia tipo 1 que presenta este insecto no esta ligada a mutaciones en el gen de

caderina (Baxter et al 2005) La cepa resistente AZP-R del gusano rosado fue obtenida
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por medio de la seleccion de sobrevivientes a la exposicién a la toxina CrylAc en 10
campos de algodén (Tabashnik er al.,, 2000). La seleccién repetida increment6 la
resistencia de la cepa AZP-R a la toxina CrylAc hasta 3,100 veces con relacién a la cepa
susceptible APHIS-S del mismo gusano (Tabashnik ef al., 2002a). En la cepa AZP-R del
gusano rosado, la resistencia a la toxina CrylAc es heredada en forma recesiva y esta
ligada con 3 alelos mutantes (+I, #2 y r3) del gen CADR (BtR) (Morin ef al., 2003).
Individuos con cualquier combinacién de 2 alelos  mutantes son resistentes a la toxina
CrylAc y a plantas de algodén transgénicas que producen esta toxina (Morin et al.,
2003). La cepa AZP-R también presenta una resistencia cruzada a la toxina CrylAb y
una reduccién en 1a unién de la toxina CrylAb a la microvellosidad apical de las células
del intestino larvario (Tabashnik ef al., 2002b, Gonzalez-Cabrera et al., 2003). El gusano
dorso de diamante es la unica plaga de insecto que ha desarrollado resistencia a la toxina

CrylAc aplicada en forma de spray en campo (Tabashnik 2004)

En este experimento, llevamos a cabo bioensayos que confirmaron que las Toxinas Cry
de 3-Dominios No-Modificadas usadas como ejemplo: CrylAb y CrylAc fueron
altamente toxicas para las larvas susceptibles pero no para las larvas resistentes de los dos
insectos analizados, el gusano rosado y el gusano dorso de diamante (Tablas 1y 2). A
una concentracién de 100 pg de toxina por ml de dieta, la sobrevivencia del gusano
rosado resistente fue alta con las CrylAB y CrylAc no modificadas (94% y 100%
respectivamente). Por el contrario, las Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas usadas
como ejemplo (CrylAbMod y CrylAcMod) mataron tanto a las larvas susceptibles como
a las resistentes. A una concentracion de 30 pug de toxina por ml de dieta, la sobrevivencia
del gusano rosado resistente fue de 0% con ambas Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas, CrylAbMod y CrylAcMod (Tabla 2). Estos resultados muestran que las
toxinas de 3-Dominios Modificadas de la presente invencién suprimen el alto nivel de
resistencia a la correspondiente Toxina Cry de 3-Dominios No-Modificada de este
ejemplo utilizado los Insectos Resistentes Elegibles, es decir larvas del gusano rosado con
resistencia asociada a mutaciones en el receptor primatio. La tabla 2 muestra que a
semejanza del gusano rosado, la proteina CrylAcMod mata al gusano dorso de diamante
1PxAc resistente, a diferencia de la proteina CrylAc que no es toxica para la cepa rPxAc
de DBM. El rango de resistencia para esta cepa hacia la toxina CrylAc es de més de

30,000 veces ya que la dosis LCso para la toxina CrylAc es de 0.3 ng/pozo para la cepa
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DBM susceptible y de >10,000 ng/pozo para la cepa resistente. En el caso de la toxina
CrylAcMod, el rango de resistencia se redujo a 5 veces, ya que la dosis LCsy para
CrylAcMod es 20 ng/pozo para la cepa susceptible y de 100 ng/pozo para la cepa
resistente tPxAc de DBM.

TABLA 1. Las toxinas CrylAbMod y CrylAcMod matan al gusano rosado que es
resistente a las toxinas CrylAb y CrylAc. Nétese que una concentracién de 100ug de
toxina por ml de dieta, la sobrevivencia del gusano rosado fue alta con las toxinas
CrylAb y CrylAc (94% y 100%, respectivamente). En cambio, a 30 pg de toxina por ml
de dieta, la sobrevivencia del gusano rosado resistente fue de 0% con las toxinas
CrylAbMod y CrylAcMod. Por lo tanto, las toxinas modificadas CrylAbMod y
CrylAcMod suprimen la resistencia del gusano rosado a las toxinas no modificadas
CrylAby CrylAc. A 10ug de toxina por ml de dieta, tanto las toxinas modificadas como

no modificadas matan mas del 87% de las larvas susceptibles del gusano rosado.

Toxinas Concentracidn. Sobrevivencia (%)*
(ng toxina Susceptible  Resistente
por ml dieta) (APHIS-S) (AZP-R)

Toxinas No-Modificadas

CrylAb 1 0 90
10 0 100
100 ND** 80

CrylAc 1 0 94
10 0 98
100 ND 80

Toxinas Modificadas

CrylAbMod 1 17 46
10 1.8 6.5

‘ 30 0 0

CrylAcMod 1 88 88

10 12 7.5

30 ND 0
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* Los valores de sobrevivencia fueron ajustados con la mortalidad del control en una
dieta sin tratamiento. La sobrevivencia ajustada fue calculada dividiendo la sobrevivencia
en la dieta con tratamiento entre la sobrevivencia en la dieta sin tratamiento. Tamafio de

muestra = 40 a 80 larvas por cepa por tratamiento.
** ND = no determinado

Tabla 2. La proteina CrylAcMod mata al gusano dorso de diamante resistente a la
toxina CrylAc. Note que a 20 microgramos (ug) de toxina por ml de dieta, el numero
de sobrevivientes de la cepa resistente del gusano dorso de diamante fue muy alto cuando
fueron tratados con la toxina CrylAc (90.6%). En cambio, a 20 pg de toxina por ml de
dieta, la sobrevivencia de la cepa resistente del gusano dorso de diamante fue 0% cuando
fue tratado con la toxina CrylAcMod. Por lo tanto, la toxina modificada CrylAcMod
sobrepasa la resistencia del gusano dorso de diamante a la toxina No-Modificada CrylAc.
A 20 pg de toxina por ml dieta, Las toxinas Modificadas y No-Modificadas CrylAc

matan al 100% de los insectos susceptibles del gusano dorso de diamante.

Toxinas Concentracion. Sobrevivencia (%)*
(ug toxina Susceptible  Resistente
por ml dieta) (PxGen88)  (rPxAc)

Toxina Cry No-Modificada

CrylAc 0.2 0 97
2 0 100
20 0 90.6

Toxina Cry Modificada

CrylAcMod 0.2 65.6 90.6
2 0 53
20 0 0

*Los valores de sobrevivencia fueron ajustados con la mortalidad del control en una dieta
sin tratamiento. La sobrevivencia ajustada fue calculada dividiendo la sobrevivencia en la
dieta con tratamiento entre la sobrevivencia en la dieta sin tratamiento. Tamafio de

muestra = 32 larvas por cepa por tratamiento.
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EJEMPLO 5. El silenciamiento del receptor CADR en larvas de Manduca sexta

‘ disminuye la susceptibilidad a la toxina CrylAb.

Para determinar si los resultados con el gusano rosado se extienden a otros insectos
lepiddpteros, se crearon larvas de Manduca sexta con susceptibilidad disminuida a la
toxina CrylAb, mediante el uso de RNA de interferencia (RNAi) para bloquear la
produccion del receptor CADR (Bt-R;). Con RNAI, el RNA de doble cadena (dsRNA) de
un gen particular interfiere con la traduccién de dicho gen inhibiendo por lo tanto la
produccion de la proteina codificada por ese gen (Sijen ef al., 2001). Para producir el
dsRNA del gen codificante Bt-R; de M. sexta, se amplificd por rtPCR un fragmento de
442 pb del gen (del residuo 8 al 155) a partir de cDNA producido de muestras de RNAm
obtenido de larvas de 5 instar utilizando los siguientes oligonucle6tidos como primeros
de la reaccion de 1tPCR GCTCTAGAGCTGCCTTCCTGCTGGTGTTTA y
GGAATTCCTCCACGCGCACATTG AACAT. El fragmento de 442 pb fue digerido
con las enzimas de restriccién Xbal y EcoRI y clonado en el plasmido pLITMUS 28i
(HiScribe™) previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion, este vector
tiene dos promotores T7 que flanquean un sitio de multiclonacién. Esto permitié la
amplificacion de los fragmentos clonados y la transcripcion in vifro de ambas cadenas de
DNA del inserto, generando el dsRNA. La Figura 8 muestra el dsSRNA obtenido por

transcripcion in vitro del fragmento del gen Br-R; amplificado usando la polimerasa T7.

Para probar si la proteina Bt-R; se podia silenciar, se inyectaron larvas de primer instar
larvario de M. sexta en el hemolinfa ya sea con 1pug de dsRNA de Bt-R; en 100 nl de
agua o con so6lo 100 nl de agua (control). Después de 12 horas en dieta artificial sin
toxina, la sobrevivencia fue del 74% para 35 larvas inyectadas con el dsSRNA de Bt-R; y
del 75% para 35 larvas control. De las larvas que sobrevivieron por 12 horas con una
dieta sin tratamiento, 24 de cada uno de los grupos de larvas inyectadas con dsRNA o
control, fueron transferidas a una dieta tratada con 20 ng de la protoxina Cry1Ab por cm?.
Después de 3 dias en la dieta tratada con toxinas, todas las larvas control murieron
mientras que todas las larvas inyectadas con el dsSRNA de Bt-R; sobrevivieron (Tabla 3).
Mediante un ensayo de inmunodeteccion tipo Western blot usando un anticuerpo

especifico anti-Bt-R; se mostré que la inyeccion del dsRNS redujo significativamente o
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eliminé por completo la proteina Bt-R; en el intestino medio de las larvas (Figura 9). Los
resultados de bioensayo y de inmunodeteccion de Bt-R; indican que el RNAI disminuyo

la produccién de la proteina Bt-R, y la susceptibilidad a la toxina CrylAb en las larvas de

Manduca sexta.

TABLA 3. Larvas de M. sexta inyéctadas con dsRNA de Bt-R; no sén susceptibles a
la toxina CrylAb. Larvas de M. sexta fueron inyectadas con 100 nl de agua o con 1 ug
de dsRNA de Bt-R; en 100 nl de agua y expuestas a una dieta artificial conteniendo 20 ng

de toxina Cryl Ab por cm?.

Tratamiento No. de larvas expuestas a Sobrevivencia (%)
20 ng CrylAb/cm®

H,O 24 0

dsRNA Bt-R; 24 100

EJEMPLO 6. Toxicidad de las toxinas CrylAb y CrylAbMod a larvas de M. sexta que
tienen silenciado el receptor Bt-R;

Para determinar si la toxina CrylAbMod es téxica para las larvas con susceptibilidad
disminuida a la Toxina CrylAb silvestre causada por silenciamiento con RNAi de Bt-Ry,
se inyectaron larvas de primer instar de M. sexta con un 1 pg de dsRNA de Bt-R; como
se describi6 en el Ejemplo 5. Las larvas inyectadas fueron alimentadas ya sea con dietas
suplementadas ya sea con 20 ng de protoxina CrylAb silvestre o con 5 ng de protoxina
CrylAbMod, por cm’. Las larvas silenciadas en el Bt-R;, por RNAi no fueron
susceptibles a la toxina CrylAb silvestre pero si a la toxina modificada CrylAbMod (Fig.
10)

Estos resultados muestran que una de las toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas usada
como ejemplo, la CrylAbMod, suprime el efecto de susceptibilidad disminuida causado

por el bloqueo de la expresién de Bt-R; por RNAi en larvas de M. sexta
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REIVINDICACIONES

Lo que se reclama es:

1. Un Método para obtener construcciones de DNA que codifiquen Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas que carecen de la hélice a-1, donde las Toxinas Cry de 3-
Dominios Modificadas codificadas son capaces de matar a los Insectos Resistentes
Elegibles, suprimiendo su resistencia. Este método consiste en los siguientes pasos:

a) Seleccionar como blanco un gen codificante de una Toxina Cry de 3-Dominios.

b) Identificar la regi6n del promotor, las regiones modificantes del fragmento de
proteina de la respectiva toxina no modificada desde hélice a-2 hasta lamina B-
23, la region codificante de la hélice -1 y la region C-terminal de la protoxina ‘
si es que est4 presente en la Toxina Cry de 3-Dominios seleccionada.

¢) Amplificar la construccién genética excluyendo la regién codificante de la

hélice a-1.

2. El método de la reivindicacion 1, caracterizado por que el paso de amplificacion se

lleva a cabo por amplificaciones sucesivas que consisten de los siguientes pasos :

a) Un primer paso de amplificacion para amplificar solo la regién del promotor.

b) Uno o méas pasos de amplificacién para amplificar la regién codificante
comenzando en la hélice -2 hasta la lamina B-23, y la regién carboxi-terminal
de la protoxina, si estd presente.

¢) Ligacion de los productos de PCR obtenidos en los pasos a)y b).

3. El método de la reivindicacion 1, caracterizado por que la Toxina Cry de 3-Dominios
es seleccionada del grupo que consiste de todas las Toxinas Cry de 3-Dominios de las
subfamilias: Cryl, Cry2, Cry3, Cry4, Cry5, Cry7 Cry8, Cry9, Cry10, Cryll, Cryl2,
Cryl3, Cryl4, Cryl6, Cryl7, Cry18, Cryl9, Cry20, Cry21, Cry24, Cry25, Cry26,
Cry27, Cry28, Cry29,Cry30, Cry31, Cry32, Cry39, Cry40, Cry4l, Cry42, Cry43,
Cry44, Cry47, Cry48 y Cry50.
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El método de la reivindicacion 3 caracterizado por que la Toxina Cry de 3-Dominios
es seleccionada del grupo que consiste de todas las Toxinas Cry de 3-Dominios de la ‘

subfamilia Cryl.

El método de la reivindicacion 4 caracterizado por que la Toxina Cry de 3-Dominios
es seleccionada del grupo que consiste de todas las Toxinas Cry de 3-Dominios de la
subfamilia CrylA.

El método de la reivindicacion 5 caracterizado por que la Toxina Cry de 3-Dominios
es seleccionada del grupo que consiste de todas las Toxinas Cry de 3-Dominios de la
subfamilia Cryl1Ab y CrylAc.

Un fragmento de DNA aislado que comprende una regioén codificante para una
Toxina Cry de 3-Dominios Modificada, caracterizado por que la Toxina Cry de 3-
Dominios Modificada codificada carece de 1a hélice -1 y consecuentemente es capaz
de matar a los Insectos Resistentes Elegibles, suprimiendq su resistencia a Toxinas
Cry de 3-Dominios No-Modificadas.

El fragmento de DNA aislado de la reivindicacion 7, caracterizado por que la Toxina
Cry de 3-Dominios Modificada es seleccionada del grupo que consiste de todas las
toxinas Cry de 3 Dominios de las subfamilias Cryl, Cry2, Cry3, Cry4, Cry5, Cry7
Cry8, Cry9, Cryl0, Cryll, Cryl12, Cryl3, Cryl4, Cryl6, Cryl7, Cryl8, Cryl9,
Cry20, Cry21, Cry24, Cry25, Cry26, Cry27, Cry28, Cry29,Cry30, Cry31, Cry32,
Cry39, Cry40, Cry41, Cry42, Cry43, Cry44, Cry47, Cry48 y Cry50, modificadas para

carecer de la hélice o-1.

El fragmento de DNA aislado de la reivindicacion 8 caracterizado por que la Toxina
Cry de 3-Dominios Modificada es seleccionada del grupo que consiste de todas las
toxinas Cry de 3-Dominios de la subfamilia Cryl, modificadas para carecer de la

hélice a-1.

El fragmento de DNA aislado de la reivindicacion 9 caracterizado por que la Toxina

Cry de 3-Dominios Modificada es seleccionada del grupo que consiste de todas las
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toxinas Cry de 3-Dominios de la subfamilia CrylA, modificadas para carecer de la

hélice a-1.

El fragmento de DNA aislado de la reivindicacion 10 caracterizado por que la Toxina
Cry de 3-Dominios Modificada es seleccionada del grupo qﬁe consiste de todas las
toxinas Cry de 3-Dominios de las subfamilias CrylAb y CrylAc, modificadas para

carecer de la hélice a-1.

Un vector molecular caracterizado por que comprende el fragmento de DNA aislado,

de la reivindicacion 7.

. Bl vector molecular de la reivindicacion 12, caracterizado por que el vector es un

vector con doble origen de replicacion que puede replicarse en células de Bacillus

thuringiensis y de Escherichia coli.

EI vector molecular de la reivindicacién 12, caracterizado por que vector es adecuado

para la transformacion de y expresion en células vegetales.

Una célula huésped modificada genéticamente seleccionada del grupo que consiste de
células bacterianas o células vegetales, caracterizado por que dicha célula huésped

comprende el fragmento de DNA aislado de la reivindicacion 7.

Una Toxina Cry de 3-Dominios Modificada que carece de la hélice a-1, caracterizada
por que es capaz de matar Insectos Resistentes Elegibles, suprimiendo su resistencia a

Toxinas Cry de 3-Dominios No-Modificadas.

La Toxina Cry de 3-Dominios Modificada de la reivindicacion 16, caracterizada por
que es seleccionada del grupo que consiste de todas las toxinas Cry de 3 Dominios de
las subfamilias Cryl, Cry2, Cry3, Cry4, Cry5, Cry7 Cry8, Cry9, Cry10, Cryll,
Cryl2, Cryl3, Cryl4, Cryl6, Cryl7, Cryl8, Cryl9, Cry20, Cry21, Cry24, Cry25,
Cry26, Cry27, Cry28, Cry29,Cry30, Cry31, Cry32, Cry39, Cry40, Cry4l, Cry42,
Cry43, Cry44, Cryd7, Cry48 y Cry50, modificadas para carecer de la hélice a-1.
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18. La Toxina Cry de 3-Dominios Modificada de la reivindicacion 17, caracterizada por
que es seleccionada del grupo que consiste de todas las toxinas Cry de 3 Dominios de

la subfamilia Cry1, modificadas para carecer de la hélice o-1.

19. La Toxina Cry de 3-Dominios Modificada de la reivindicacion 18, caracterizada por
que es seleccionada del grupo que consiste de todas las toxinas Cry de 3-Dominios de

la subfamilia CrylA, modificadas para carecer de la hélice o-1.

20. La Toxina Cry de 3-Dominios Modificada de la reivindicacion 19, caracterizada por
que es seleccionada del grupo que consiste de todas las toxinas Cry de 3-Dominios de

las subfamilias CrylAb y Cryl Ac, modificadas para carecer de la hélice a-1.

21. Un método para obtener una Toxina Cry de 3-Dominios Modificada que carece de la

hélice a-1, caracterizado por que comprende los pasos de:

a) cultivar células huésped genéticamente modificadas que comprenden una
construcciéon de DNA que codifica para una Toxina Cry de 3-Dominios
Modificada que carece de la hélice a-1, bajo condiciones adecuadas para
permitir la expresion de la Toxina Cry de 3-Dominios Modificada, y
opcionalmente ’

b) aislar la Toxina Cry de 3-Dominios Modificada, y opcionalmente

c¢) purificar la Toxina Cry de 3-Dominios Modificada.

22.Una composicion que mata a los Insectos Resistentes Elegibles para suprimir su
resistencia, caracterizada por que contiene una o mas Toxinas Cry de 3-Dominios
Modificadas en una cantidad suficiente para controlar las plagas blanco y una mezcla

de excipiente agronémicamente o ecolégicamente aceptable.

23.La composicién de la reivindicacion 22, caracterizada por que Toxina Cry de 3-

Dominios Modificada est4 presente en una cantidad de 0.0001% a 95% en peso.

24. Una planta transgénica que comprende el fragmento de DNA de la reivindicacion 7.
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25.Un método para suprimir la resistencia de los Insectos Resistente Elegibles,
caracterizado por que comprende el paso de alimentar dichos Insectos Resistentes

Elegibles con dosis letales de Toxinas Cry de 3-Dominios Modificadas,

26. El método de la reivindicacion 25, caracterizado por que dichas Toxinas Cry de 3-

Dominios Modificadas son alimentadas como parte de una composicion.

27. El método de la reivindicacién 25, caracterizado por que dichas Toxinas Cry de 3-

Dominios Modificadas estdn presentes en una planta transgénica.
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Fig. 5 Fig.6
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Fig. 8
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